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ZNACAJ GENETSKIH I
FAKTORA SREDINE U NASTANKU IDIOPATSKIH

BRONHIEKTAZIJA KOD DECE

Sazetak

Cilj: U ovoj studiji ispitivan je uticaj mutacija u genima za regulator transmembranske
provodljivosti u cisti¢noj fibrozi (CFTR) i neutrofilnu elastazu (ELANE) i uticaj faktora
sredine (sekundarno pusenje, uslovi stanovanja i socioekonomski status) na pojavu ne CF-
bronhiektazija kod dece.

Metodologija: Analizom je obuhvaceno 48 ispitanika, starosti od 5 do 17 godina, kod kojih
je dijagnoza idiopatskih bronhiektazija ustanovljena na osnovu skenera visoke rezolucije
pluc¢a. Kod svih pacijenata su primenjeni antibiotici, anti-inflamatorni lekovi, ekspektoransi
i posturalna drenaza. Odgovor na terapiju pracen je promenom izdahnutog azot monoksida
(NO) pre i posle terapije. Za analizu gena CFTR i ELANE koriS¢ena je DNK izolovana iz
uzoraka venske krvi, a analiza je vrSena metodologijom zasnovanom na PCR (polymerase
chain reaction) tehnici. Prisustvo promena u odabranim segmentima gena CFTR i ELANE
vrseno je direktnim sekvenciranjem DNK.

Rezultati: Mutacija ¢.1521_1523delCTT (F508del) je okrivena sa ucestaloS¢u od 1.0%,
Zastupljenost genotipova koji sadrze varijantu c.1210-12T[5] (IVS8-5T) je viSa nego u
opStoj populaciji (10.4% vs. 5.0%, P = 0.0302). Postoji statisticki znacajna razlika u
vrednosti inicijalnog NO izmedu dece sa niskom/srednjom i visokom ELANE
promotorskom aktivnosc¢u (t=2,906;p=0,006). Deca sa visokom aktivno$¢u imaju znacajno

viSu incijalnu vrednost NO. Takode postoji statisticki znacCajna razlika u vrednosti promene




NO izmedu izmedu dece sa niskom/srednjom i visokom promotorskom aktivno$¢u ELANE
gena (t=3,329;p=0,002). Deca sa visokom aktivno$¢u imaju znacajno vec¢u promenu NO.
Utvrdeno je i da postoji statisticki znacajna povezanost promene NO i promotorske
aktivnosti ELANE gena (r=0,350;p=0,015).

Zakljucak: Ovo je prvo istrazivanje u svetu koje se bavi ulogom mutacija u genu ELANE u
bronhiektazijama. Rezultati dobijeni u ovoj studiji ukazuju na uces¢e dve CFTR genske
varijante, c.1210-12T [5] i c.1408A, u idiopatskim bronhiektazijama kod dece. Medutim ovo
zapazanje bi trebalo dodatno potvrditi u opseznom analizom CFTR gena u vecoj grupi
pacijenata. Pacijenti sa genotipom sa predvidenom visokom aktivno$¢u ELANE imali su
bolji terapijski odgovor u odnosu na pacijente sa genotipovima za koe je karakteristi¢na
niska/srednja aktivnost, Sto ukazuje na potencijalnu ulogu ELANE genskih varijanti u

modulatornoj terapiji u bronhiektazijama.

Kljuéne reci: deca, bronhiektazije, neutrofilna elastaza, genski polimorfzmi, pluca,
inflamacija
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Abstract

Aim: This study has investigated a potential role of common Cystic Fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator (CFTR) and neutrophil elastase (ELANE) gene variants and the impact of
environmental factors (secondary smoking, living conditions and socioeconomic status) in the
etiology of non-cystic fibrosis bronchiectasis in children.

Methods: The study included 48 children between 5 and 17 years old who were diagnosed
with idiopathic bronchiectasis based on high-resolution computed tomography of the
thorax. In all patients therapy included administration of antibiotics, anti-inflammatory
drugs, expectorants, and postural drainage. Response to therapy was evaluated by the
change in NO levels before and after administration of therapy. The CFTR and ELANE gene
analysis was performed on genomic DNA extracted from peripheral blood samples of
patients by polymerase chain reaction (PCR) method. The CFTR and ELANE promoter
region variants were analyzed by PCR-direct DNA sequencing.

Results: Mutation ¢.1521_1523delCTT (F508del) was detected with an allelic frequency of
1.0%, and c.224G > A (R75Q) variant. Carriers of ¢.1210-12T[5] (IVS8-5T) allele were
significantly more common than in the general population (10.4% vs. 5.0%, P = 0.0302).
Subjects in the group with high-activity genotype had higher initial FeNO levels and this
difference was statistically significant (t = 2.906; p = 0.006). The difference between FeNO
levels before and after therapy was also statistically significantly higher in children with
high-activity genotype (t=3.329; p=0.002). Statistically significant correlation was
observed between the change in FeNO levels and ELANE genotypes (r = 0.350; p = 0.015).




Conclusion: The results obtained in this study indicate involvement of two common CFTR
variants, ¢.1210-12T[5] and c.14084, in idiopathic bronchiectasis in children, but this
observation should be further confirmed by more extensive analysis of the CFTR gene in a
larger group of patients. This is the first study of ELANE gene variants in bronchiectasis.
Patients with predicted high-activity ELANE genotypes responded significantly better to
therapy than patients with predicted low/intermediate- activity genotypes, indicating a

potential role of ELANE gene polymorphisms as therapy modulators in bronchiectasis.

Keywords: children, bronchiectasis, neutrophil elastase, gene variants lung, inflammation
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1.UVOD

1.1. RESPIRATORNI SISTEM

Respiratorni sistem coveka sastoji se od disajnih puteva i pluc¢a (Slika 1) (1). Disajni
putevi se mogu podeliti na gornje (nos i nosna duplja, Zdrelo i usna duplja) i donje (grkljan i

dusnik).

nosna supljina

|I';

ok .
epiglotis +—— ] d
jew.__ | _
Iy ¥
&

| N = cilijarna celija
g plucna arterija
kapilari

Slika 1. Respiratorni sistem coveka

Na du$nik se nastavljaju dve primarne bronhije (bronchus principali) koje ulaze u
levo i desno pluéno krilo i grananjem daju lobarne bronhije (bronchi lobares), pre¢nika 3-6
mm. Lobarne bronhije se dalje granaju i formiraju segmentalne bronhije (bronchus
segmentalis). Segmetnalne bronhije se dihotomo granaju joS 20 do 25 puta, a poslednjih 10

do 15 grananja daju bronhiole, sprovodne delove respiratornog sistema c¢iji je dijametar

oko 1 mm. Na bronhiole se nastavljaju terminalne bronhiole dijametra 0,3 do 0,5 mm, a na
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njih respiratorne bronhiole koje vode do alveolarnog stabla. Svi elementi od primarnih
bronhija do plu¢nih alveola ¢ine bronhijalno stablo.

Histoloska slika bronhijalnog stabla se postepeno menja idu¢i od primarnih ka
respiratornim bronhijama (2). Zid primarnog bronha izgraduju sluznica, podsluznica,
hrskavica, glatki miSici i vezivno tkivo. Epitel je pseudoslojevit cilindrican. Peharaste ¢elije
epitela, kao i Zlezde prisutne u podsluznici, formiraju sloj mukusa sa zaStitnom ulogom, u
koji su uronjene cilije epitela. Cilijarne celije epitela radom cilija na apikalnoj povrsini
pomeraju sloj mukusa prema Zdrelu, omogucavaju¢i nesmetan protok vazduha. Manje
bronhiole u svom zidu nemaju hrskavi¢avih elemenata, dok epitel postepeno postaje
jednoredan cilindrican, bez peharastih celija i Zlezda podsluznice (3). Uprkos malom
dijametru bronhiola, koji je ¢esto manji od 1,5 mm, one ne prave veliki otpor proticanju
vazduha upravo zbog svoje velike brojnosti, koja se procenjuje na oko 65000 kada su u
pitanju terminalne bronhiole (4). Ipak, u patoloskim stanjima bronhiole imaju ve¢u ulogu u
formiranju prepreka za protok vazduha jer se i lakSe zatvore usled kontrakcije miSica zida,
edema ili nagomilavanja mukusa. Razmena gasova obavlja se u plu¢nim alveolama, brzom
pasivnom difuzijom kroz respiratornu membranu debljine oko 0,5 um zahvaljujuci razlici

parcijalnih pritisaka gasova u krvi i alveolarnom vazduhu (5).

1.2. BRONHIEKTAZIJE

1.2.1. Definicija i klasifikacija bronhiektazija

Pojmom bronhiektazija obuhvacena su sva patoloska stanja u kojima dolazi do
dilatacije bronhijalnog stabla (6). KarakteriSe ih naruSavanje epitela sa pojavom fibroze
kao i neadekvatno regulisan inflamatorni odgovor. Vise faktora dovodi do pojave
bronhiektazija, ali se kao najvazniji javljaju oStecenje epitela i infekcija. PatoloSki putevi
koji dovode do ovog stanja su brojni: obstrukcija disajnih puteva stranim telom ili rastu¢im
tumorom, oSteCenja izazvana infekcijama (tuberkuloza, male boginje, pertusis), cisti¢na
fibroza, naruSeni odbrambeni mehanizmi domacdina (sindrom nepokretnih cilija,

hipogamaglobulinemija, infekcija virusom humane imunodeficijencije) i autoimune bolesti
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(reumatoidni artritis) (6,7,8) Priblizno polovina slucajeva bronhiektazija se vodi kao
idiopatska, jer je pravi uzrok stanja tesko odrediti (9).
MorfoloSku klasifikaciju na cilindri¢ne, vretenaste i saCaste bronhiektazije a data je

u tabeli 1. je ustanovio Reid (1950.), (6).

Tabela 1. Klasi¢na klasifikacija bronhiektazija (Reid)

Vrsta bronhiektazija Karakteristike

Bronhijalno stablo uniformno dilatirano, sa
zadebljalim zidom, dilatacija do perifernih
disajnih puteva, bez redukcije broja (na
Cilindricne bronhogramu izgleda kao da je smanjen, jer
su periferni disajni putevi ispunjeni
mukusom, pa se ne prikazuju).

Lokalizovana mreZa suZenja naizmenicno sa

Vretenaste prosrenjima, slicno varikoznim venama.

Broj generacija disajnih puteva redukovan
na polovinu.

Bronhi dilatirani, lice na grozdove cista
Sacaste ispunjenih vazduhom ili te¢noscu. Broj
grana sveden na oko Cetvrtinu normalnog.

Witwell (1952) daje nesSto drugaciju klasifikaciju koja ukazuje u izvesnoj meri i na
etiologiju. Tako po njegovoj klasifikaciji postoje folikularne i atelektati¢ne (trakcione)
bronhiektazije. Folikularne se tako nazivaju, jer se neposredno oko bronha nalaze brojni
limfoidni folikuli. Postoji predilekcija za levi lobus. MoZe se desiti da bude zahva¢en samo
jedan izolovan bronhopulmonalni segment. Epitel na brohiektaticnim podrucijima je
obic¢no intaktan, a povremeno se nalaze plitke ulceracije, prekrivene granulacionim tkivom.
U zidu bronha dominira fibroza, sa uniStenjem submukoznih Zlezda i hrskavice. U nekim
slucajevima limfocitni infiltrat okruZuje bronhiolu, a na tom mestu dolazi do stenoze
disajnog puta (6).

Atelektaticne (trakcione) bronhiektazije se vidaju u pacijenata koju su imali
atelektazu, bilo usled kompresije disajnog puta spolja ili procesa u samom parenhimu (npr.

pneumonija). Stoga se ceSc¢e javljaju u desnom pluénom krilu, a posebno u desnom
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srednjem lobusu. Fibrozne trake koje nastaju, povlace i deformisu zid bronha, tako da se
ovaj tip bronhiektazija nikad ne javlja u slufaju kada je atelektaza prouzrokovana
kompresijom parenhima izlivom ili vazduhom u pleuralnom prostoru. Ovo se posebno
Cesto dogada u srednjem desnom reZnju (sindrom srednjeg reZnja). Razlog je u
anatomskom poloZaju ovog bronha, koji je dug i uzan, sa malom koli¢inom hrskavi¢avog
tkiva u zidu i okruZen je limfnim ¢vorovima. Stoga veoma lako kolabira pri kompresiji. Kod
primarne tuberkuloze, kompresija od strane uvecéanih limfnih ¢vorova dovodi do kolapsa
lobusa. Ukoliko atelektaza dugo traje, dolazi do sekundarne infekcije i nastajanja
bronhiektazija. Ponekad se one otkriju godinama kasnije i jedini znak koji ukazuje na
etiologiju je prisustvo kalcifikovane limfne Zlezde u hilusu. U pogodenom lobusu su
dilatirani svi disajni putevi. HistoloSke promene zavise od vremena proteklog od atelektaze
(6).

Plu¢na mikrobioloska flora kod osoba sa bronhiektazijama se razlikuje u zavisnosti od
starosnog doba. Najces¢i patogeni donjih respiratornih puteva su: Haemophilus influenzae
(sojevi bez kapsule), Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis i Pseudmonas
aeruginosa (12). Osim Sto pospesuju inflamaciju, bakterije u donjim respiratornim putevima
oStecuju epitel i onemogucavaju rad cilija formiranjem biofilma i produkcijom toksina, Sto
omogucava uspostavljanje dugotrajne infekcije. Kod pribliZno jedne treine pacijenata
prisutna je hronic¢na infekcija sa P. aeruginosa koja se povezuje sa brzim gubitkom plu¢ne

funkcije i ¢eS¢im akutnim pogorsanjem zdravstvenog stanja (13).

1.2.2. Incidenca bronhiektazija

Incidenca pojave bronhiektazija vecinom je nepoznata. Nekoliko studija je pokazalo
da se 1950godine do danas, smanjio broj prijema u bolnice. VeCinom se ovo pripisuje
uvodenju antibiotika i zbog toga se bronhiektazije viSe ne smatraju jednim od Cestih uzroka
hospitalizacije. Procenjuje se da prevalenca bronhiektazija varira od 3.7/100000 dece na
Novom Zelandu do 52/100000 odraslih u SAD. Kod dece su bronhiektazije koje nisu
povezane sa cisticnom fibrozom (ne-CF bronhiektazije) uocene kod 1 % svih slucajeva u

populaciji Engleske. U Engleskoj dugi niz godina nije bilo studija iako je prisustvo
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bronhiektazija na rendgenskim snimcima tokom 1950-tih godina sugerisalo ucestalost od
100/100000. Ucestalost se povecavala sa godinama, jer starije studije nisu ukljucivale
moderne dijagnosticke tehnike a pogotovo skener visoke rezolucije (HRCT) (23). Stvarna
vaznost ovog problema je u ozbiljnosti oboljenja, egzarcerbacijama i vecoj ucestalosti, iako

nazalost prava ucestalost pojave bronhiektazija u ve¢ini zemalja ostaje nepoznata.

1.2.3. Patofiziologija bronhiektazija

PatofizioloSki gledano bronhiektazije su i dalje nedovoljno poznate. NajSire
prihvaéena hipoteza o samom procesu bolesti je hipoteza zacCaranog kruga (slika 2):
inicijalno oStecenje epitela praceno infekcijom i nedovoljno regulisan inflamatorni proces
koji omogucava pojavu novih infekcija (10). Biopsija bronhijalne mukoze pacijenata pokazuje
infiltraciju neutrofila i T limfocita, a u sputumu se mogu detektovati poviSene koncentracije
elastaze i hemoreaktanata interleukina 8 (IL-8), faktora nekroze tumora alfa (TNF-a) i

prostanoida (11).

Poremeceni
cilijarni
/ klirens \
Ostecenje Kolonizacija
pluca bakterijama
Zaplenjska
reakcija

Slika 2. Hipoteza ,zaCaranog kruga"




Bronhiektazije su uporno i progresivno stanje koje se prepoznaje po suZenim
bronhijama “debelih zidova”. Simptomi iinfekcije plu¢a variraju od povremenih do
svakodnevnih ekspektoracija, Cesto prac¢enih obilnim, gnojnim ispljuvkom. Bronhiektazije
se Cesto mogu povezati sa drugim nespecificnim respiratornim simptomima koji ukljucuju
postojanje dispneje, bolova u grudima, hemoptizija i mogu napredovati ka razvoju
respiratorne insuficijencije (24).

Sustinski patoloski proces je oSteCenje disajnih puteva Sto je rezultat postojanja
inflamacije kao centralnog procesa. Ovo se lako moZe objasniti hipotezom “zaCaranog
kruga” koja se javlja u bronhiektazijama i jedan je od glavnih faktora koji uti¢e na leCenje.
Plu¢a se stalno izlaZu patogenima koji se udiSu i aerozagadivacima iz prirodne sredine.
Plu¢a imaju sofisticirani primarni i sekundarni odbrambeni sistem koji odrzava njihovu
sterilnost. Ako se ovaj odbrambeni sistem narusi kao kod oSte¢enja mukocilijarnog klirensa
ili drugih specificnih oboljenja, plu¢a postaju podloZzna infekciji, dolazi do kolonizacije
(prisustvo bakterija u donjem respiratornom traktu), a potom inflamacije koja prouzrukuje
oStecenje disajnih puteva Sto dalje oslabljuje odbrambeni sistem domacina. Kada dode do
inicijalnog oSte¢enja odbrambenog sistema dolazi do ponavljanja ciklusa koji olakSavaju
kolonizaciju bakterijama i sterilnost disajnih puteva postaje nemoguca (25-27).

Primarni defekti kod odbrambenih sistema plué¢a odraslih pacijenata koji su
ispitivani su ili jedva vidljivi ili ne uticu na primarni dogadaj. Nedostatak imuniteta je ¢eSc¢e
prisutan kada se bronhiektazije pojave u detinjstvu. Epizode koje prouzrukuju oStecenje
plu¢a kao Sto su prethodne upale pluca, gastricne aspiracije ili virusna oboljenja u
detinjstvu mogla bi da izazovu pocetne slucajeve bronhiektazija iako skorasnji dokazi
ukazuju da je to moZda manje uobicajeno. OStecenja disajnih puteva takvim epizodama bi
narocito oStetila normalnu mukocilijarnu funkciju i ¢iS¢enje udahnutih patogena koji
zapocinju ciklus inflamacije (28-31). Medutim, uprkos brojnim studijama koje su
sprovedene tokom godina jos uvek i do 40 % pacijenata nema jasan uzrok koji odreduje
kada proces nastanka bronhiektazija zapocinje (32,33).

Kod cisti¢ne fibroze, koja je naj¢es¢i uzrok bronhiektazija, dolazi do naruSavanja
sekrecije i reapsorpcije jona i vode, Sto dovodi do formiranja hiperviskoznog mukusa koji
onemogucava mukocilijarni transport, a pogodan je za razvoj bakterija kao Sto su

pseudomonas i stafilokok (6). Razlog su mutacije u CFTR genu koji kodira membranski
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transportni protein, sa ulogom u transportu brojnih jona, od ¢ega je transport jona hlora

narocito znacajan.

1.2.4. Inflamatorni odgovor u bronhiektazijama

Kod pacijenata sa bronhiektazijama prisutan je Kkarakteristican neutrofilni
inflamatorni odgovor sa povetanom koncentracijom neutrofilne elastaze i
mijeloperoksidaze u bronhijalnom stablu (14). Proinflamatorni medijatori IL-8, interleukin
1 B (IL-1B) I TNF-a su najverovatnije ukljuceni u migraciju neutrofila kroz zid bronhija u
lumen, na S$ta ukazuje jasna pozitivna korelacija izmedu koncentracije ovih faktora i
koli¢ine patogenih mikroorganizama koji se mogu izolovati iz plu¢a obolelih. Neutrofili
poseduju sposobnost fagocitoze, produkcije reaktivnih kiseoni¢nih medijatora i
antimikrobnih supstanci, a kada su aktivirani vrSe sekreciju viSe proteza, ukljucujuci
neutrofilnu elastazu, katepsin G i proteazu 3 (15). Pored neutrofila, u odrzavanju
inflamacije ucestvuju i makrofagi, T limfociti i eozinofili. Oslobadaju¢i brojne inflamatorne
medijatore, ove Celije privlace neutrofile u bronhijalno stablo i reguliSu imuni odgovor.
Pokazano je da ¢ak i Celije respiratornog epitela sekretuju proinflamatorne medijatore i na
taj nacin odrZavaju lokalnu inflamaciju.

Molekul humanog C reaktivnog proteina (CRP) je pentamerne strukture, sastavljen
od 5 identi¢nih polipeptidnih subjedinica koje sadrze 206 amino kiselina (16). Ovaj protein
pripada pentraksinskoj familiji kalcijum-zavisnih ligand vezuju¢ih plazma proteina,
uglavnom se sintetiSe u jetri i predstavlja jedan od proteina akutne faze imunog odgovora,
sa poluZivotom u serumu od oko 19 sati (17). Najvec¢i afinitet vezivanja pokazuje za
fosfoholinske rezidue, ali moZe vezivati i druge ligande. Medu bioloske strukture koje CRP
vezuje spadaju lipoproteini plazme, oSteCene Celijske membrane, Celije u fazi apoptoze,
komponente membrana i kapsula bakterija, gljiva i parazita. Po vezivanju za ligand, CRP
pokrece klasi¢ni put aktivacije komplementa i stimuliSe fagocitozu od strane makrofaga.
Koncentracije CRP se nakon stimulisanja produkcije mogu povecati i do 10000 puta. pa je

ovaj molekul sistemski marker inflamacije kod vec¢ine bolesti i oStec¢enja tkiva.




Azot monoksid (NO) je bioloski medijator koji se sintetiSe kako u konstitutivnim
¢elijama mukoze, tako i u inflamatornim celijama i produkt je delovanja enzima NO sintaze
(18). Pored njegove uloge kao odbrambenog molekula, toksicnog za brojne patogene
mikroorganizme, NO ima ulogu i u regulisanju rasta, aktivnosti i umiranja brojnih
inflamatornih ¢elija, uklju¢ujué¢i makrofage, T limfocite i neutrofile (19). Sintezu NO od
strane makrofaga stimuliSu pojedini citokini, imuni kompleksi i razli¢iti produkti
mikrobnog i viralnog porijekla (lipoproteini, flagelin, nukleinske kiseline) (20).
Mikrobicidno dejstvo NO ostvaruje direktnom interakcijom sa nukleinskim kiselinama i
proteinima mikroorganizama, ali i preko svojih metabolita (peroksinitrit). Azot monoksid u
izdahnutom vazduhu se koristi u klinickoj praksi kao pokazatelj inflamacije disajnih puteva
(21). Koncentracije NO u izdahnutom vazduhu se razlikuju kod razli¢itih stanja, zavisno od
mehanizma nastanka bolesti, pa su tako sniZene vrednosti zabeleZene kod cisti¢ne fibroze i
primarne cilijarne diskinezije a povecane kod astme i bronhiektazija pri egzacerbacijama

(22).

1.2.5. Etiologija bronhiektazija

Poslednjih godina je postalo jasno da termin bronhiektazija obuhvata grupu

oboljenja, a ne jedan entitet. Pregled etioloskih tipova bronhiektazija je dat u tabeli 2.

Tabela 2. Etiologija bronhiektazija

Etiologija Primer
Williams-Campbell sindrom
Kongenitalne Mournier-Kuhh sindrom

Marfanov sindrom

Cisti¢na fibroza
Genetski uslovljene Primarna cilijarna diskinezija
Deficit alfa-1 antitripsina

Posle aspiracije stranog tela

Stecene Postinfektivne (pertusis, TBC, AIDS)

U sklopu astme, sarkoidoze, reumatskih
bolesti, lupusa




Kongenitalne bronhiektazije su rede nego Sto se prethodno smatralo. U specifi¢ne
uzroke sa ubrajaju Williams-Campbell sindrom (deficijent bronhijalne hrskavice),
traheobronhomegalija (Mournier-Kuhh sindrom) i Marfanov sindrom, a poslednji
predstavlja H-tip traheobronhijalne i esofagobronhijalne malformacije kao S$to su
sekvestrecija ili joS rede deformacije rebra (31).

Genetski udruZene bronhiektazije najceSce se javljaju u sklopu cisti¢ne fibroze
(CF). Kod dece koja imaju bronhiektazije, CF je na vrhu liste diferencijalnih dijagnoza
(98,99). Raspronstrenjanost CF kod pacijenata koji imaju bronhiektazije proucavana je u
nekoliko studija (100-103). Bronhiektazije se javljaju i u sklopu primarne cilijarne
diskinezije (PCD), posto ovi pacijenti imaju urodenu abnormalnost cilijarne funkcije i Ceste
probleme u svim delovima respiratornog trakta gde se nalaze cilije (104-108). Uloga
deficita alfa - 1 antitripsina u etiologiji bronhiektazija je Cest uzrok debate i opovrgavanja
tokom poslednjih godina. Veza je postulirana posto je jedan broj slucajeva povezao tezi
oblik (Pi ZZ fenotip) deficita alfa-1 antitripsina sa bronhiektazijama kod pojedincanih ili
manjeg broja slucajeva (109-117). Druge studije nisu potvrdile ovu povezanost, a utvrdeno
je da vecina pacijenata sa deficitom ostaju asimptomaticni tokom Zivota ako ne puSe (118-
120).

SteCene bronhiektazije kod dece su najcesce uslovljene aspiracijom stranih tela u
donji deo disajnog trakta. Aspiracija gastrointestalnog sadrzaja i inhalacija Stetnih gasova
je dokumentovana kao uzrok bronhiektazija u slucajevima dece i odraslih i oni su ukratko
opisani u razli¢itim studijama. Hranjenje dece koja su u lezecem poloZzaju hranom
baziranom na lipidima dovodi do razvoja lipidne upale pluca i bronhiektazija. Upravo je
nacin hranjenja opisan kao glavni faktor rizika za nastanak bronhiektazija (34-36).
Pertusis, plu¢na tuberkuloza, infekcija mikoplazmom pneumonije i virusna upala pluca
(narocito adeno virusi, boginje, ali i influenca i respiratorni sincicijalni virusi) su dodatno
direktno povezivani sa trajnim oSte¢enjem pluca i razvojem bronhiektazija u velikom broju
studija (37-42). Bronhiektazije takode mogu da se razviju kod pacijenata sa primarnim i
sekundarnim imunodeficijencijama (52-64). Ponovljene infekcije gornjeg i donjeg
respiratornog trakta su karakteristike nekih oblika imunodeficijencije i kod dece i kod

odraslih (65-74). Takode je uocena i dilatacija bronhija kod pojedinih astmaticara.
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Karakteristike definitivnih bronhiektazija se ne vidaju tako Cesto ali sa jasno pove¢anom
ucestaloS¢u u poredenju sa grupama zdravih osoba (75-80). Bronhiektazije su uocene i kod
grupe pacijenata sa oboljenjima vezivnih tkiva, Sto je tema skorasnjih studija, koji obuhvata
period pre, tokom i posle pojave HRCT-a kao definitivnog dijagnostickog modaliteta (83-

93). Utvrdena je i povezanost bronhiektazija sa ulcerativnim kolitisom (95,96).

1.2.6. Prognoza kod pacijenata sa dijagnostikovanim bronhiektazijama

Prognoza pacijenata posmatrana kroz duzi vremenski interval obi¢no je dobra uz
postojanje manjeg progresivnog gubitka plué¢ne funkcije koja nema uticaja na mortalitet.
Brojne studije koje su sprovedene do danas podupiru ovo glediSte i sugeriSu da je
uvodenje terapije antibioticima dovodi do pozitivnog efekta. Na primer, 1940-tih godina
veCina pacijenata sa dijagnozom bronhiektazija je umirala pre navrSene 40 godine Zivota,
ali ve¢ do 1960-tih prosecno doba se popelo na 55 godina (121). Skoriji podaci sugeriSu
bolju prognozu iako se potencira da opSte zdravlje pacijenata sa bronhiektazijama moZze
biti loSe i pojedine podgrupe pacijenata (naroCito one sa kulturama Pseudomonas-a) su

narocito ugroZene brojnim egzarcerbacijama bolesti i progresivnim pogorsanjem (122)).

1.3. KLINICKA PROCENA BRONHIEKTAZIJA I DIJAGNOSTICKE PROCEDURE

1.3.1. Indikacije

Produktivan kasalj, narocito izmedu virusnih prehlada, je najvazniji znak koji treba
uzeti u razmatranje kod dece, kao i hroni¢ni kasalj ili vlaZzan kasalj svakog dana tokom 8
nedelja (osim kod deteta koje povremeno ima kasalj sa periodima kompletnog izlecenja

tokom 8 nedelja) (123). Takode treba uzeti u obzir dete sa produZenim, akutnim kasljem
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(3-8 nedelja) kod koga se simptomi pogorSavaju i postaju ucestaliji. Mlada deca obi¢no ne
iskasljavaju ispljuvak (124,125).

U nekim slucajevima kod dece simptomi koji se pripisuju astmi ili slabo reaguju na
konvencionalne metode lecenja, mozda su u stvari povezani sa bronhiektazijama. U tom
pogledu samo najtipi¢nije slucajeve "astme pracene kasljem" ne treba dalje istraZivati. Do
razvoja bronhiektazija moZe do¢i kod lokalizovane hroni¢ne bronhijalne opstrukcije,
ukljucujuci organsko strano telo koje se pojavljuje sa konsolidacijom, ili kada se kasni sa
bronhoskopskim otklanjanjem (126). TeZi slucajevi gastroezofagealnog refluksa,
nekoordinisano gutanje ili kasna pojava fistule H-tipa i poremecaji ezofagealne
pokretljivosti (ukljucujuéi i pacijente koji su operisali atreziju ezofagusa) treba da budu
uzeti u obzir kao mogudi etioloski uzroci razvoja bronhiektazija.

Mikrobioloski faktori takode treba da upozore na razvoj bronhiektazija kod dece.
Pozitivna kultura ispljuvka na bakterijske organizme moZe da ukaZe na suStinski
poremecaj koji je u vezi sa bronhiektazijama, narocito prisutnost Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa i netuberkulozne mikobakterije (CF ili primarna cilijarna
diskinezija) ili Burkholderia cepacia (hroni¢na granulomatozna oboljenja ili CF) (127). Neki
organizmi imaju sklonost da prouzrokuju ishode na duZe vreme, na primer narociti
serotipovi adenovirusa (7,14,21). Bordetella pertussis ili bilo koja epizoda teZe upale pluca
(bez obzira na uzrocnika) treba da se dalje ispita, narocito ako simptomi nisu jasni ili
ukoliko nema znacajnih klinickih znakova bolesti (128,129).

Na sumnju navode i epizode konsolidacije koje se ponavljaju (dve ili vise) ili
postojanje lokalizovane ili multifokalne uporne i neobjasnjive radiografske abnormalnosti
plu¢nog parenhima nakon 12 nedelja posle prvog oboljenja. U ove spadaju infiltrati,
konsolidacije ili atelektaze. Medutim, pojedini radovi sugeriSu da postoje izuzeci, kao na
primer kod pacijenata koji su imali infekciju respiratornim sincicijalnim virusom gde
postojanje uporne atelektaze pluca nije faktor rizika za pojavu bronhiektazija (129).

Uvek treba uzeti u razmatranje postojanje bronhiektazija ukoliko postoje znaci koji
ukazuju na cisticnu fibrozu (dijareja, nenapredovanje, rektalni prolaps, poremecaj
elektrolita), primarnu cilijarnu diskineziju (neonatalni pocetak simptoma kao Sto su rinitis
i prestanak disanja bez ocliglednog uzroka, ozbiljan hroni¢an otitis media narocito sa

hroni¢nom otorejom) ili sistemsku imunodeficijenciju (teSki slucajevi, uporne ili
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ponovljene infekcije, infekcije neobicnim organizmima ili deca za koju se zna da su HIV
pozitivna). Cak i minorne imunodeficijencije kao $to su deficijencije funkcionalnih antitela
mogu se dovesti u vezu sa bronhiektazijama. Pozitivna porodi¢na istorija ili neobjasnjiva

respiratorna bolest mogu da budu od vaznosti u dijagnostici bronhiektazija (130,131).

1.3.2. Klinicka slika

Kada se pregleda literatura o klinickim znacima bronhiektazija kod dece vidi se da
su mnogi radovi zastareli, da se odnose na decu koja boluju ve¢ duZe vreme ili na lokalne
populacije koje Zive u siromastvu, tako da se umanjuje njihova vaznost u savremenoj
lekarskoj praksi ciji je cilj da se simptomi i znaci bolesti prepoznaju veoma rano. Skorasnje
studije su pokazale da se sa dijagnozom moZe zakasniti u periodu od 3 do 3,6 godina nakon
pojave prvih simptoma, posto je moguce da dete sa utvrdenim bronhiektazijama moZda
nema uobicajene simptome kao $to su hroni¢an vlazan kasalj koji ima produktivan gnojni
sputum. (132,133).

U literaturi se opisuju "wheezing" i povremene hemoptizije (134,135,136). Dispneja
je opisana u mnogim studijama koje se bave bronhiektazijama. Kod dece moZe da se javi
nemogucénost da napreduju i neuhranjenost uprkos normalnoj teZini i visini (138,139).
Rede se opisuju groznica, bolovi u grudima i ponovljene infekcije donjeg respiratornog
trakta (140). Simptomi i klinicka slika kod dece sa bronhiektazijama dati su u tabelama 3 i

4.

Tabela 3. Karakteristi¢ni simptomi bronhiektazija kod dece

Simptomi Prisutnost u obolele dece
Kasalj Preko 80%
IskaSljavanje gnojnog sputuma Oko 60%
Inspirijumska pucketanja Preko 90%
Maljicasti prsti Izmedu 40 i 50%
Hemoptizije Izmedu 4 i 8%
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Tabela 4. Klinicka slika bronhiektazija kod dece

Cesto Retko
- Neprekidan kasalj, obi¢no vlaZan - Dekstrokardija ili situs inversus
- Sinusitis - Atrezija ezofagusa
- Hronican otitis media koji se ponavlja - Bilijarna atrezija
- Apnee u neonatalnom periodu ili - Hidrocefalus
pneumonije - Pozitivna porodicna istorija
- Nenapredovanje (obicno brat ili sestra)
- Atipi¢na astma koja se ne moZe izleciti

Interpretacija literature Sto se tiCe fizikalnog nalaza je komplikovana u smislu
vaznosti za trenutnu populaciju. Dok se klasi¢ni znaci uznapredovalog oboljenja (maljicasti
prsti, cijanoza, deformitet grudnog kosa, hiperinflacija) spominju u skoras$njim studijama,
pojedine studije kod pacijenata sa ne-CF bronhiektazijama pokazuju da pacijenti ne moraju
uvek da imaju maljiCaste prste i da deformitet grudnog koSa ne mora biti uobicajen
(141,142). Znacajan znak su svakako inspirijumska pucketanja koja predstavljaju
otvaranje disajnih puteva ispunjenih tecnos¢u prilikom auskultacije plu¢a, narocito u

odsustvu virusne infekcije (143).

1.3.3. Analize krvi

Neke krvne analize treba uraditi kod svih pacijenata sa bronhiektazijama, dok druge
treba uraditi selektivno. Krvni markeri inflamacije (broj neutrofila, brzina sedimentacije
eritrocita, C reaktivni protein) mogu se uzeti kao indirektni pokazatelji koliko je
uznapredovala bolest i mogu biti pokazatelj ozbiljnosti pogorsanja. Pokazano je da su
vrednosti markera inflamacije u stabilnom stanju povezani sa stepenom razvoja
bronhiektazija i kvalitetom Zivota ovih pacijenta. Zato pacijenti sa bronhiektazijama obi¢no

imaju visoke nivoe imunoglobulina (144,145,146).
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1.3.4. Imunoloski testovi

Jedan od glavnih uzroka bronhiektazija moZe biti imunodeficijencija. Potrebni su
razliCiti pristupi da bi se otkrila imnudeficijencija kod pacijenata sa bronhiektazijama
(147). U slucajevima kada se postavi dijagnoza bronhiektazija, poZeljno je uraditi skrining
(univerzalni ili ciljani) Sto to je predloZeno jo§ 1973. godine. Preporucuje se da se uradi
elektroforeza imunoglobulina i sprovede merenje kod svih pacijenata kod kojih su se

pojavile broniektazije ili koji prethodno nisu bili leceni (149,150).

1.3.5. Testovi funkcije pluca

Najcesce koriSceni testovi plu¢ne funkcije su forsirani vitalni kapacitet pluc¢a (FVC) i
volumen vazduha izdahnut u prvoj sekundi (FEV1). Samo nekoliko studija do sada je
procenilo funkciju plu¢a u reprezentativnoj populaciji dece sa bronhiektazijama. Rutinsko
merenje funkcije plu¢a kod dece sa ne-CF bronhiektazijama moZe se posti¢i uspeSno kod
dece Skolskog uzrasta. Najces¢i nalaz je opstrukcija protoka vazduha sa smanjenim FEV3,
smanjen FEF2s.75 i poveéan preostali rezidualni volumen (RV) i/ili srazmerni RV-a prema
ukupnom kapacitetu pluc¢a (TLC). FVC ima tendeciju da bude u okviru normalnih granica ili
neznatno sniZen (175). U jednoj studiji, spirometrija je imala normalne vrednosti kod 30%,
opstruktivan izgled kod 48% i restriktivni obrazac kod 22% ispitanika. U jednoj studiji
FEV1 i FEF25-75 su bili u negativnoj vezi sa tezinom bolesti procenjenom na osnovu HRCT,
dok u drugim studijima nije bilo veze (176). Nema studija koje su proucavale funkciju pluc¢a
kod predskolske dece (177). Resekcija jednog ili dva reZznja u detinjstvu ne sprecava
postizanje volumena pluca u okviru normalnog opsega u odraslom dobu.

Pozitivna reakcija na bronhoprovokativne testove histaminom ili metaholinom nije
jasna, ali mozZe se videti u podgrupi dece sa ne-CF bronhiektazijama. Jedina do sada
sprovedena kontrolisana studija je identifikovala reakciju na bronhodilatator (>9%
povecanje kod FEV1, posle udahnutog salbutamola) kod 31% ispitanika (178).

Mnoge studije su koristile merenje funkcije plu¢a da bi odredile efikasnost lecenja

antibioticima, uglavnom oralnih, dok su informacije u vezi intravenskih i nebuliziovanih
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terapija ogranicene. Postoje studije kratkoro¢ne oralne upotrebe antibiotika samo kod
odraslih pacijenata. Promene funkcije plu¢a su promenljive za PEF, FEV1 i FVC obi¢no se
poboljsavaju, ali ponekad mogu da ostanu nepromenjene. Funkcionalni rezidualni kapacitet
(FRC) i TLC mogu da se povecaju. Pacijenti mogu da osete poboljSanje u drugim
parametrima kao Sto je koli¢ina ispljuvka, ali bez poboljsanja funkcije plu¢a (180,181,182).
Samo u jednoj studiji kod dece je uotena smanjena kolicina ispljuvka, ali bez promene FEV1
(183). Od dve studije reakcije funkcije plu¢a na dugoro¢no lecenje antibioticima koje su
pokazale promene na bolje u rezultatima ispljuvka jedna je pokazala poboljsanje vrednosti
FEV1,FVC, FRC i TLC, dok druga nije pokazala promene kod volumena plu¢a osim pada RV
(184,185). Faktor transfera ugljen monoksida i koeficijent transfera ne menjaju se posle
kratkoroc¢ne ili dugoroc¢ne terapije antibioticima. Jedna studija koja je proucavala promene
kod funkcije plu¢a posle intravenske terapije antibioticima je uocila povecanje FEV1 bez
promene FVC, dok su u drugoj studiji (186) uocCena povecanja u PEF, FEV1 i FVC.
Testiranje funkcije plu¢a predstavlja vazan aspekt procene tolerancije nebulizovanih

antibiotika.

1.3.6.. Bronhoskopija

Bronhoskopija moZe da se koristi za ekstrakciju stranih tela u traheobronhijalnom
stablu i moZe da pokaze anatomske abnormalnosti bronhija. Sa pove¢anom rezolucijom i
dostupnoséu HRCT metode, mesto bronhoskopije u dijagnostici bronhiektazija nije jasno. U
studijama dece koja nisu iz Velike Britanije, bronhoskopske abnormalnosti odgovaraju
HRCT promenama iako se abnormalnosti bronhoskopijom mogu okarakterisati kao
mukonazalna upala koja se razlikuje od bronhomalacije. Skorasanja studija je pokazala da
strano telo videno na bronhoskopiji nije bilo uo¢eno ni na jednom obolelom
bronhiektatskom reznju na HRCT nalazu (162,163).

Bronhoskopija se moze koristiti da okarakteriSe patogene u donjem respiratornom
traktu. Postoji ograni¢enen broj objavljenih informacija u vezi ovoga kod dece i odraslih sa
bronhiektazijama. Samo u jednoj studiji pacijenata u stabilnom stanju, bronhoskopija nije

pokazala prednost nad kulturom ispljuvka kod identifikacije patogena donjeg
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respiratornog trakta (164). Druga studija dece sa bronhiektazijama povezanih sa HIV-om
koja su imali akutno respiratorno oboljenje pokazala je da bronhoalveolarna lavaza (BAL)
daje visok rezultat KkliniCki relevantnih patogena koji zahtevaju lecenje specificnim
antibioticima (165). Kod odraslih sa stabilnim simptomima, BAL i uzimanje uzoraka
"brush" Cetkom su osetljive metode koje mogu da otkriju mikroorganizme u donjim
disajnim putevima kod 57-88% pacijenata. Proces je umereno invazivan i oslanja se na
kvantativhu mikrobioloSku analizu. Kada se BAL poredi sa kulturom ekspektorisanog
ispljuvka, on moZe samo malo senzitivnije da otkrije patogene donjeg respiratornog trakta i
niZu pojavu kontaminacije nazalnom i orofaringealnom florom. Kada se na osnovu HRCT
nalaza posumnja na atipicnu mikobakteriolosku infekciju kao uzrok bronhiektazija,
bronhoskopija sa lavazom znacajno povecava pozitivnost mikobakterioloskih kultura.
Bronhoskopska biopsija plu¢a moZe da otkrije granulome u kontekstu mikobakterioliSke

infekcije (166,167,168).

1.3.7.. Mikrobiologija ispljuvka

Dok mnoga istraZivanja bronhiektazija sadrZe informacije o mikrobioloskim
uzrocnicima, samo nekoliko nudi opSirnu bakterijsku analizu. Metodologija se razlikuje od
studije od studije, neke koriste kulture ispljuvka, druge BAL (169). Rezultati ispitivanja
populacije takode variraju (170). Kod dece je H. influenzae najdominatniji izolovani
patogen, dok se rede srecu drugi organizmi, kao Sto su S. pneumonae, S. aureus, M.
catarrhalis i P. aeruginosa (171).

Kod odraslih je H. influenzae najcescée izolovani patogen koji se nalazi ¢ak i kod do
35% pacijenata. Stopa izolacije P. aeriginosa je znacajno visa nego kod dece, kod 5-31%
pacijenata (170,171). PoSto su uzroci osetljivosti na antibiotike prilicno razliCiti za ova dva
mikroorganizma, kulture ispljuvka mogu da imaju direktan uticaj na ishod lecenja.
Znacajna je, iako varijajuca, stopa izolacije patogena kao $to su S. pneumoniae, S. aureus i M.
catarrhalis . Vrste roda Aspergillus se mogu na¢i kod manjeg broja pacijenata (172). Studije
su pokazale da je izolacija ili hroni¢na kolonizacija sa S. aureus povezana sa poveanom

pojavom CF i alergijske bronhopulmonarne aspergiloze (173).
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Kultura sveZeg uzorka iskasljanog ispljuvka je neinvazivna, jednostavna i efektivna
u izolaciji patogena iz donjeg respiratornog trakta i moze biti koriS¢ena i kod dece i
odraslih, iako faringalni bris posle kaSljanja moze biti potreban kod veoma male dece i
poZeljno u nekim slucajevima i kod starije dece. BakterioloSki rezultat je povezan sa
egzarcerbacijama, odnosno poveéan u infekcijama, i uzorak treba uzeti pre pocetka
terapije antibioticima. U jednoj studiji na odraslim pacijentima sa bronhijektazijama uzorak
ispljuvka je dobijen metodom indukovanog sputuma nebulizacijom hipertonog fizioloskog
rastvora i pokazao je prisustvo veceg broja patogenih mikroorganizama (169). Uzimanje
bronhoalveolarne lavaze bronhoskopskim pregledom je invazivna metoda kod dece i
obi¢no nije potrebna u rutinskom radu, ve¢ samo kod selektovanih pacijenata. PoSto H.
influenzae i S. pneumoniae mogu da odumru ako se uzorak ne precesuira u roku od tri sata,
treba voditi racuna da se uzorci $to pre odnesu u mikrobiolosku laboratoriju. Medutim
objavljeni podaci sugeriSu da se uzorci ispljuvka pacijenata mogu poslati u laboratoriju i
ako se procesuiraju u roku od 24 sata (174).

U jednom uzorku ispljuvka moZe da bude viSe od jednog patogena, koji se mogu
izolovati sa ponovljenim testom tokom vremena. Ovo moZe da dovede do razlike rezultata
izmedu povremene izolacije i hroni¢ne kolonizacije sa jednim mikroorganizmom. Definicije
hronic¢nih kolonizacija se razlikuju od studije do studije. Kod dece je u dve studije koriS¢ena
izolacija istog organizma iz tri uzorka u razmaku od najmanje jednog meseca tokom jedne
godine. Kod odraslih definicije su ukljucile najmanje tri izolata jednog mikroorganizma
tokom perioda od tri meseca i najmanje dva izolata u razmaku od tri meseca tokom jedne
godine (175).

Sadasnje preporuke sugeriSu da uzorke respiratornog trakta treba uzeti kod svih
pacijenata sa bronhijektazijama, a da bi se Sanse za izolaciju H. influenzae i S. pneumoniae
povecale uzorci treba da stignu u mikrobiloSku labaratoriju u roku od tri sata. Rutinsko
uzimanje kultura ispljuvka za mikobakterije nije potrebno ali se treba uzeti u obzir kod
sumnje na tuberkulozu ili kada se sumnja na oportunisticku mikobakteriolosku infekciju

(171).
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1.3.8. Radiografija pluc¢a

NajceSc¢a lokalizacija bronhiektazija je u donjem levom lobusu, linguli i srednjem
reznju desno. Ako su promene raSirene, obi¢no zahvataju levi donji lobus i lingulu
istovremeno (187). Postoje tri karakteristicna nalaza na snimku pluéa, koja ukazuju na
postojanje bronhiektazija: 1. poveana zapremina dela pluénog parenhima i gubitak
bronhovaskularne Sare u tom delu, 2. poja¢ana bronho-vaskularana Sara, i 3. postojanje
cista do 2 cm velicine, ponekad ispunjenih te¢no$¢u. U najteZim sluc¢ajevima se mogu naci i
saCaste lezije uz kompenzatornu hiperinflaciju okolo. Ovi nalazi nisu specifitni za
bronhiektazije i mogu se sresti i u drugim oboljenima pluéa, ali u kontekstu tipi¢nih
simptoma, mogu ukazivati na dijagnozu. Godinama je zlatni standard u postavljanju
dijagnoze bronhiektazija bila bronhografija sa ubacivanjem uljanog kontrasta, ¢ime se

prikazivalo traheobronhijalno stablo i svaka eventualna dilatacija u njemu (188).

1.3.9. Skener visoke rezolucije (HRCT)

Pregled plucéa skenerom visoke rezolucije (HRCT) teSko ¢e promeniti dijagnozu kod
pacijenata sa Kklinicki i radiografski uznapredovalim bronhiektazijama. Ipak, veliki broj
sprovedenih studija i klinicko iskustvo lekara ukazuju na prednost HRCT plu¢a nad
radiografijom grudnog koSa u otkrivanju ranih ili blagih bronhiektazija. Medutim
preporuke isticu da se HRCT ne moZe smatrati odlucuju¢im arbitrom za prisustvo ili
odsustvo «klinicki ozbiljnih» bronhiektazija. Dogmatska preporuka je da je HRCT pregled
neopravdan kod svih pacijenata kod kojih postoji sumnja na postojanje bronhiektazija. U
tom kontekstu, sagledavanje razloga za i protiv HRCT u dijagnostici bronhiektazija je od
izuzetnog znacaja. U nedostatku istinitog in vivo zlatnog standarda, tesko je utvrditi
preciznost HRCT u potvrdivanju ili isklju€ivanju bronhiektazija (189-192). Zbog toga Sto
neki faktori protokola CT skeniranja mogu da promene izgled ¢ak i ocigledne dimenzije
bronhija, vazno je da se CT nacin rada standardizuje i da postoji kontrola kvaliteta (193-

200).

18



Identifikacija dilatacije disajnih organa je preduslov za HRCT dijagnozu
bronhiektazija (201,202). Najc¢eS¢e uocen morfoloSki uzrok bronhiektazija viden na CT-u su
do sada cilindri¢ne bronhiektazije. Korist kategorizacije bronhiektazija u cilindri¢nu,
varikoznu ili cisti¢ne podtipove je ogranicena, ali cisticne bronhiektazije obi¢no oznacavaju
dugogodi$nju i ozbiljniju bolest (203). Zadebljanje bronhijalnog zida je uobicajen, ali
nestalan znak bronhiektazija. Abnormalno zadebljanje bronhijalnog zida definisano je kao
unutradnji precnik bronha <80% od spoljasnjeg precnika (204-209). Osnovni uzrok
bronhiektazija utvrden je kod manje od polovine pacijenata i samo promene na HRCT
obi¢no ne dozvoljavaju jasno razlikovanje idiopatskih bronhiektazija naspram poznatih
uzroka bronhiektazija (210-217). Postoji veza izmedu stepena i ozbiljnosti bronhiektazija
videne na HRCT i smanjenog protoka vazduha u disajnim putevima,ali jac¢ina korelacije
uglavnom varira od studije do studije (218-222). Pored radijaciije, suboptimalni kvalitet

snimka zbog pokreta «artefakata» je narociti problem u pedijatrijskoj praksi (223).

1.3.10. Iskljucivanje cisti¢ne fibroze

PoSto se cisticna fibroza dovodi u vezu sa brzim rastom i obimno vecim
mortalitetom nego kod bronhiektazija koje su se razvile kod pacijenata koji nemaju cisti¢nu
fibrozu, vazno je prepoznati ove slucajeve. Ukoliko se ne prepozna alternativni, ubedljivi
uzrok, sva deca koja imaju bronhiektazije bi¢e pregledana da bi se iskljucila cisti¢na fibroza
i potrebno je uraditi minumum dva merenja hlorida u znoju i, ukoliko je potrebno, analizu
CFTR mutacija (154). Kod odraslih, lekari treba da odluce koga treba pregledati. Skrining
svih pacijenata sa bronhiektazijama koristec¢i testiranje hlora u znoju i genetsko testiranje
iako se sprovodi u nekim centrima, dugo traje i nije dokazano da je isplativo. Treba uzeti u
obzir faktore koji uvecavaju verovatnocu cisticne fibroze. Dve studije pacijenata sa
nediferenciranim bronhiektazijama su otkrile da oni kod kojih je uocena cisti¢na fibroza
nisu bili stariji od 56 godina, a 85% su bili ispod 40 godina (155,156). Retko se spominje da
se cisti¢na fibroza pojavljuje po prvi put u osmoj deceniji sa respiratornim simptomima
(157). Grupa pacijenata sa cisticnom fibrozom koji su u stvari odrasli, ukljucujuéi i one sa
nerespiratornim simptomima, su u proseku imali 32 godine u vreme pojave bronhiektazija.

Kod odraslih koji imaju cisticnu fibrozu se mogu videti klinicke pojave kao Sto su
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malapsorpcija, sterilnost kod muskaraca, steatorea u detinjstvu, izolovani S. aureus u
ispljuvku i bronhiektazije gornjih reznjeva na HRCT. Prethodni negativni test hlora u znoju
ne iskljucuje postojanje cisticne fibroze. Neki ¢e imati istoriju simptoma od ranog detinjstva
ili sinusitis iako su ovo uobicajeni znaci kod vec¢ine pacijenata sa bronhiektazijama uopSte
(158,159).

Smernice za merenje hlora u znoju su ustanovljene u razli¢itim vodi¢ima. Znojni test
je od Kkoristi i kod odraslih i kod dece iako su srednje vrednosti nize kod atipi¢nih CF
pacijenata kod kojih se javlja u odraslom dobu i moZe pasti u raspon normalnog ili
sredi$njeg okvira. Sto je ve¢i broj CFTR mutacija koje su proverene, vei je broj pacijenata

sa cisticnom fibrozom koji ¢e biti dijagnostikovani (160).

1.3.11. Iskljuc¢ivanje primarne cilijarne diskinezije

Testovi za cilijarnu funkciju mogu se podeliti u dve grupe, oni koji su indirektni i
mogu se Kkoristiti da se provere pacijenti (saharinski test i izdahnuti NO) i oni koji
definitivno procenjuju funkciju i strukturu (frekvenciju) cilija elektronskim mikroskopom.
Saharinski test je jeftin i moZe se izvesti bilo gde. NaZalost moZe biti pouzdan samo ako se
izvede precizno, pa ga je tesko iyvesti u svakodnevnoj praksi (161). Test nije preporucen
za mladu decu koja ne mogu da sede mirno sat vremena. Kod pacijenata sa PCD, nazalni NO
i u manjem obimu bronhijalni NO su veoma niski, i u centrima koji imaju moguc¢nost
izvodenja ovog testa, on se koristi za skrining pacijenta sa PCD. Opste prihvaéene smernice
za merenje nazalnog NO-a su date od strane Evropskog respiratornog drustva (ERS) i
Americkog torakalnog drustva (ATS) (161). Cilijarna abnormalnost je malo verovatna kod
odraslih ako je pacijent u ranom detinjstvu nije imao, nema istoriju za otitis mediu ili
simptome gornjeg respiratornog trakta,i li ako je doSlo do produZenog perioda od nekoliko

godina tokom kojih je pacijent bio bez simptoma (161).
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1.4. TERAPIJA BRONHIEKTAZIJA

Zbog nedovoljnog broja pacijenata sa ne-CF bronhiektazijama koji bi se mogli
ukljuciti u klinicka istraZivanja uspesSnosti pojedinih vrsta leCenja, leCenje se temelji na
protokolu lecenja cisti¢ne fibroze. Cilj leCenja je spreciti zacarani krug infekcije i zapaljenja
i na taj nacin spreciti dalje oSteCenje disajnih puteva i propadanje plu¢nih funkcija, smanjiti
broj egzarcerbacija i unaprediti kvalitet Zivota ovih pacijenata. Mnoge bolesti i stanja
zahtevaju specifi¢no lec¢enje (imunodeficijencije, tumori, hroni¢na zapaljenja, imune bolesti,
sarkoidoza, tuberkuloza, asthma, atopijki rinosinuzitis) (23,230-232). NajvaZnija za
pedijatrijsko lecenje bronhiektazija je identifikacija etiolosSkog uzroka (imunodeficijencija,
strano telo u disajnim putevima, aspiracija, atipi¢na cisticna fibroza, primarna cilijarna
diskinezija) (233).

Terapija bronhiektazija ukljucuje primenu antibiotika (inhalacionih i sistemskih),
imunomodulatora (makrolidi, inhalacioni kortikosteroidi), hiperosmolarnih agenasa, kao i
odgovarajuce fizioterapije (posturalna drenaza), koja ima za cilj uklanjanje nagomilanog
mukusa iz disajnih puteva (234-237). Od velike je vaZnosti da se, ukoliko je moguce, utvrdi
etioloski uzrok bronhiektazija kod pacijenata, kako bi se primarno uzro¢no oboljenje moglo
adekvatno tretirati. Primena antibiotika moZe biti kratkoro¢na, za suzbijanje
egzarcerbacija, ali i dugorocna. Precizni mikrobioloski nalaz je klju¢an kod terapije
antibioticima. Makrolidni antibiotici privlace posebnu paznju kao terapijsko sredstvo jer
smanjuju hiperprodukciju mukusa i imaju anti-inflamatorna svojstva (234). Mukolitici, kao
Sto je n-acetil cistein, omogucavaju lakSe izbacivanje nagomilanog mukusa iz disajnih
puteva (238,239). U cilju smanjenja hroni¢ne inflamacije primjenjuju se anti-inflamatorna
sredstva kao Sto su kortikosteroidi (inhalacijom ili intravenski) i ibuprofen (239).

Suportivna terapija hroni¢nih bolesti disajnih puteva je usmerena na odrZavanje
dobrog opSteg stanja, ishranu bogatu proteinima i vitaminima, izbegavanje aerozagadenja i
duvanskog dima, kretanje na svezem vazduhu i bavljenje fizickom aktivno$¢u. U timu je uz
decijeg pulmologa i medicinsku sestru potrebno imati fizijatra, fizioterapeuta, psihologa i

nutricionistu.
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Vakcinacija protiv boginja, gripa i H. influenzae obuhaviena je propisanim
nacionalnim programom vakcinacije. Nema dovoljno klinickih ispitivanja koja bi dokazala
potrebu rutinske vakcinacije dece sa ne-CF bronhiektazijama protiv influence i
pneumokoka (240). U gotovo svim nacionalnim programima postoji preporuka o potrebi
vakcinacije dece sa bronhiektazijama protiv pneumokoka i protiv influence.

Respiratorno lecenje ima za cilj poboljSanje mukocilijarnog klirensa disajnih
puteva. To je najvaznije leCenje kod pacijenata sa hroni¢nim oboljenjem plu¢a. Ono moze
prekinuti zacarani krug, jer su zastoj sekreta i Cepovi guste sluzi uvek udruZeni sa
bakterijskom Kkolonizacijom, ponavljanom infekcijom i zapaljenjem. Uprkos sve vecem
broju pomagala dostupnih na trZistu, najbolji rezultati postizu se kombinacijom veZbi
disanja sa posturalnom drenazom (241-243).
poznavanja njihove uspesnosti, te zato nema dovoljno zdravstvenih dokaza za njihovu
rutinsku primenu, narocito kod dece. Vec¢i broj skorasnjih studija govori u prilog
poboljsanja traheobronhijalnog klirensa inhalacijama manitolom i hipertonim rastvorima
(5%-7% 2 do 4 puta dnevno) (23).

Bronhodilatatori takode nisu dovoljno prouceni da bi mogli rutinski da se
primenjuju u lecenju bronhiektazija. [ako veliki broj pacijenata sa bronhiektazijama ima
opstrukciju disajnih puteva sa hiperreaktivnos¢u bronha i znacajnim odgovorom na beta-2
agoniste, nema randomiziranih kontrolisanih studija o wucdinku kratkodeluju¢ih i
dugodelujucih beta-2 agonista, kratkodelujuc¢ih antiholinergika i metilksantina.

Endoskopija i lavaza su potrebne ukoliko je re¢ o atelektazi ili je mukusni cep
zacepio bronh.

Hirusko lecenje je retko potrebno i primenjuje se tek onda kada se iscrpe ostale
metode leCenja (23,230,249,250). Indikacije za hiruSko leCenje su: 1. lokalizovane
bronhiektazije sa ozbiljnim simptomima koje ne odgovaraju na medikametozno lecenje, 2.
po Zivot opasna stanja kao Sto su obilne hemoptizije, 3. recidviraju¢i pneumotoraks, 4.

lobarna atelektaza.
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1.4.1. Antibiotici

Postoje mnogobrojne preporuke za leCenje antibioticima kroz kratki ili dugi reZim
u egzarcerbacijama, parenteralno ili peroralno, u zavisnosti od stepena egzarcerbacije za
primenu antibiotika putem inhalacija ili prolongirano i izmedu egzarcerbacija. Najvaznije je
uzeti uzorak za mikrobiolosku analizu pre pocetka lecenja jer svaki pacijent moZze biti
kolonizovan ili inficiran razli¢itim uzro¢nikom ili sa viSe uzroc¢nika, a u razli¢itim studijama
prevladavaju i posebni uzroCnici. Uglavnom je le¢enje usmereno prema najceS¢im
uzroCnicima (S. aureus, H. influenzae, P. aeruginosa) i potrebno ga je korigovati prema
mikrobiloSkom nalazu i antibiotskoj preosetljivosti (244). Za pocetak moZe nam posluZziti
prethodni mikrobiloski nalaz. Peroralno lecenje sa jednim ili dva antibiotika moze trajati 7
do 14 dana. Prema Britanskom torakalnom drustvu (BTS) leCenje odraslih se zapocinje
amoksicilinom (klaritromicinom kod pacijenata koji su alergi¢ni na penicilin). TeZim
pacijentima koji imaju hroni¢nu kolonizaciju sa H. influenzae daje se amoksicilin u visokim
dozama, a ukoliko imaju kolonizaciju sa P. aeruginosa ciprofloksacin. Ukoliko se radi o
ozbiljnijem pogorSanju ili izolovani uzrofnik nije osetljiv na peroralne antibiotke
primenjuju se parenteralni antibiotici tokom 14 dana (23,244,245). PoboljSavaju se opsti
simptomi, koli¢ina sputuma, mikrobiloski nalaz, parametri zapaljenja, kvalitet Zivota, ali ne
i FEV1i FVC. Za uobicajene bakterije (H. influenzae, M. catarrhalis, meticilin osetljiv S.
aureus, S. pneumoniae) savetuje se monoterapija, a za P. aeruginosa i meticilin rezistentni S.
aureus dva ili viSe antibiotika (23,231,232). Kod dece sa ne-CF bronhiektazijama koja imaju
kolonizaciju pseudomonasom osetljivim na ciprofloksacin pokusava se peroralnom
terapijom. Ukoliko je iz sputuma izolovan multirezistentni pseudomonas ili meticilin
rezistentni S. aureus pacijenti se moraju leciti parenteralnim antibioticima. Samo u
posebnim slucajevima (Ceste egzarcerbacije, hroni¢na bronhijalna sepsa, nedovoljan
odgovor na konvencionalno lecenje antibioticima) savetuje se inhalacijaska terapija

(tobramicin, colistin) ili prolongirana peroralna antibiotska terapija makrolidima (245).
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1.4.2. Antizapaljenski lekovi

Inhalatorni kortikosteroidi i makrolidi se najceS¢e koriste u antizapaljenkom
leCenju. Mnoga istraZivanja su pratila u¢inak inhalatornih kortikosteroida i makrolida na
kolicinu iskasljanog sputuma, kaSalj, kvalitet Zivota, biomarker u sputumu, vrs$ni
ekspiratorni protok (PEFR) i fukncionalne pluéne testove (245, 246).

Inhalatorni kortikosteroidi su indikovani kod onih pacijenata koji uz bronhiektazije
imaju i pridruzenu astmu, hroni¢nu opstruktivnu bolest plu¢éa ili bronhijalnu
hiperreaktivnost. Iako vlada veliki interes za primenu ovih lekova kod bolesnika sa
bronhiektazijama zbog njihovog antizapaljenskog dejstva, nije nadeno dovoljno dokaza u
Klini¢kim istrazivanjima za njihovu rutinsku primenu (247). Takode, jedan deo pacijenata
sa bronhiektazijama ima adrenalnu supresiju, posebno ako se primenjuju inhalatorni
kortikosteroidi i loSe zdravstveno stanje koje je dodatno kompromitovano nedovoljnim
luCenjem kortizola u stresnim situacijama. Kako za inhalatorne kortikosteroide, tako i za
oralne, nema dovoljno klinickih istraZivanja koji bi potkrepili tvrdnju o njihovoj primeni u
egzarcerbacijama ili u stabilnim bronhiektazijama, kako u odraslih tako i u dece.

Delovanje inhalacijske nesteroidne antizapaljenske terapije nije dokazano, samo je u
jednoj studiji manjeg obima zapaZen ucinak indometacina u inhalaciji (230). U male dece
dugotrajna primena ibuprofena bi mogla biti biti uspeSna, kao kod dece sa cisticnom
fibrozom, ali nema ozbiljnih istrazivanja koja bi potkrepila tu tvrdnju. Dugotrajna primena
makrolida u niskoj dozi pokazala je imunomodulatorno dejstvo u le¢enju hroni¢nih plu¢nih
bolesti, posebno u leCenju pacijenta sa cisticnom fibrozom koji su kolonizovani
pseudomonasom. lako u vecini ispitivanja nije bilo poboljSanja u broju egzarcerbacija,

plu¢na funkcija je zadrzana na istom nivou ili je ¢ak poboljSana (248).

1.5. REGULATOR TRANSMEMBRANSKE PROVODLJIVOSTI U CISTICNOJ
FIBROZI (CFTR)

Gen za regulator transmembranske provodljivosti u cisti¢noj fibrozi (CFTR)

identifikovan je 1989. godine (1). Lociran je na dugom kraku hromozoma 7 na poziciji
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q31.2. Gen kodira oko 6,5kb dugu iRNK koja alternativhom obradom moze dati razliite
transkripte (251). Protein CFTR se sastoji od 1480 aminokiselina i molekulske je mase
170kDa. Lokalizovan je na apikalnoj plazma membrani epitelnih ¢elija i funkcioniSe kao
hloridni kanal, a takode uti¢e na razmenu bikarbonata i hlorida i transport vode i
interaguje sa drugim jonskim kanalima (252,253,257). Takode je u interakciji sa
citoskeletom, proteinima koji reguliSu aktivnost jonskih kanala i proteinima koji ucestvuju
u signalnoj transdukciji (254). Protein CFTR obuhvata dva transmembranska domena,
svaki safinjen od Sest alfa heliksa koji se prostiru kroz membranu, dva homologna
citoplazmati¢na ATP-vezuju¢a domena, koji su lokalizovani u citoplazmi i vrSe hidrolizu
ATP-a, i naelektrisan regulatorni domen, takode lokalizovan u citoplazmi (Slika 3) (255).
Transport hloridnih jona pomoéu proteina CFTR zahteva interakciju izmedu njegovih

domena (256).
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Slika 3. Sematski prikaz organizacije domena proteina CFTR
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1.5.1 Mutacije u genu CFTR

Od izolovanja i kloniranja 1989. godine do danas opisane su 1983 varijante gena
CFTR (258, 259). 0d toga, preko 1500 varijanti Cine patoloSke mutacije, dok preostale
nemaju posledica po strukturu i funkciju gena CFTR.

NajceS¢a mutacija u genu CFTR je delecija 3 bazna para koja rezultuje gubitkom
fenilalanina na poziciji 508 u proteinu, oznaCena kao ¢.1521_1523delCTT (stari naziv:
F508del). Prisutna je na oko dve tre¢ine svih hromozoma koje nose mutiran gen CFTR
(260). Ucestalost ove mutacije znacajno varira medu razli¢itim populacijama, ¢ak i u
Evropi, gde je uCestalost najveca. Pronadena je kod oko 70% do 80% pacijenata u severnoj
Evropi, dok ovaj procenat opada na 50% do 55% u juznoj Evropi(253, 257, 260). Pored
mutacije ¢.1521_1523delCTT,samo joS sedam mutacija se javlja sa ucestaloS¢u vecom od

0,5% Sirom sveta (Tabela 5).

Tabela 5. NajceS¢e mutacije u genu CFTR

MUTACIJA STARI NAZIV | PROMENA NA LOKALIZACIJA UCESTALOST

NIVOU (%)
PROTEINA
c.1521 1523delCT F508del del Phe egzon 11 66.6
T

c.1624G>T G542X Gly—stop egzon 12 2.4
c.1652G>A G551D Gly—Asp egzon 12 1.6
c.3909C>G N1303K Asn—His egzon 24 1.3
c.3846G>A W1282X Trp—stop egzon 23 1.2
c.1657C>T R553X Arg—stop egzon 12 0.7
c.489+1G>T 621+1G—-T obrada iRNK intron 4 0.7
c.1585-1G>A 1717-1G—A obrada iRNK intron 11 0.6

Raspodela mutacija u genu CFTR nije nasumicna, ve¢ postoje mesta sa razli¢itom
gustinom mutacija. Najveci broj mutacija pogada transmembranske domene i jedan od dva
ATP-vezuju¢a domena. Deo gena CFTR sa najve¢om ucestaloS¢u mutacija je egzon 11
(egzon 12 po novoj nomenklaturi) (256, 257). Mutacije u genu CFTR se mogu podeliti u Sest

razliCitih klasa na osnovu efekta koji ostvaruju na transkripciju gena, obradu transkripata,
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nivo proteina i funkciju jonskog kanala (Tabela 6). Iako je ovaj sistem klasifikacije koristan
u organizovanju toliko razli¢itih mutacija, neke mogu prouzrokovati viSe od jednog defekta

i mogu se protezati kroz viSe klasa (256).

Tabela 6. Opis i najvazniji predstavnici Sest klasa mutacija u genu CFTR

KLASA OPIS MUTACIJA
I Defektan protein c.1624G>T, c.3846G>A
11 Neefikasno procesovanje proteina c.1521_1523delCTT
I11 Ostecena regulacija jonskog kanala c.1652G>A
IV [zmenjena provodljivost jonskog kanala c.350G>A
Vv Smanjena koli¢ina proteina c.489+1G>T
VI Nestabilan protein c.4234C>T

1.5.2 Klinicka slika i korelacija CFTR genotipa i fenotipa

Cisticna fibroza je nasledno autozomalno recesivno oboljenje koje karakteriSu
poviSena koncentracija hlorida u znoju, abnormalni hloridni i bikarbonatni transport,
hroni¢na pluéna bolest, pankreasna insuficijencija i preuranjena smrt zbog otkazivanja
respiratornog sistema (261). Pored toga, skoro svi muskarci sa cisticnom fibrozom su
sterilni usled kongenitalnog bilateralnog odsustva vas deferensa. Cistitna fibroza je
naj¢eS¢e monogensko oboljenje u populaciji belaca i javlja se sa ucestalos¢u od 1/2000 do
1/4000 novorodencadi, mada varira medu razli¢itim populacijama (260). Pacijenti oboleli
od cisticne fibroze mogu razviti razli¢ite komplikacije: respiratorne bolesti, disfunkciju
pankreasa, bolesti gastrointestinalnog trakta, bolesti jetre, urogenitalne abnormalnosti,
SeCernu bolest.

Disfunkcija proteina CFTR ima ozbiljne posledice po fiziologiju disajnih puteva i
rezultira predispozicijom ka hroni¢nim infekcijama i zapaljenjima koja obi¢no i dovode do
preuranjene smrti. Usled odsustva ili defektnog proteina CFTR dolazi do prekomerne
apsorpcije vode iz tankog sloja tecnosti koji je produkt mukoznih i seroznih c¢elija
pseudostratifikovanog epitela disajnih puteva, a koji omogucava zaStitu organizma od

udahnutih patogena. Neprekidnim kretanjem cilija na povrsini epitelnih celija vrsi se
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pokretanje ove tec¢nosti, odstranjivanje mikroorganizama i stranih Cestica dospelih u pluca,
Sto je oznaceno kao mukocilijarni klirens. U cisti¢noj fibrozi ovaj sloj te¢nosti je viskozniji i
gus(i, a sekrecija mukusa je povecana usled defekta proteina CFTR, pa ukupna promena
(253). Iako neki pacijenti imaju makroskopski normalna pluéa i odrzavaju dobro stanje
respiratornog sistema tokom detinjstva i ¢ak do adolescencije, na kraju veéina nosilaca
mutacija u genu CFTR razvija hroni¢ne upale disajnih puteva, obi¢no uzrokovane
infekcijama. Najcesce su te infekcije izazvane patogenima kao Sto su S. aureus, H. influenzae
i P. aeruginosa (253).

Klinicka slika cisti¢ne fibroze veoma je varijabilna, a ta varijabilnost narocito je
izraZzena kada su u pitanju patoloSke promene respiratornog sistema, pankreasa ili jetre,
dok je relativno mala u slucaju infertilnosti kod muskaraca ili funkciji znojnih Zlezda (262).
Heterogenost tipicnog fenotipa cisticne fibroze moZe se objasniti do odredenog stepena
razli¢itim molekularnim posledicama razli¢itih klasa mutacija u genu CFTR, mada treba
imati u vidu i uticaj sredine i drugih gena na razvoj fenotipa (253). Mutacije koje pripadaju
klasama I, II, III i VI, kada su prisutne na oba alela, pokazuju klasi¢an fenotip: brzo gubljenje
normalne respiratorne funkcije, mada stepen bolesti plu¢a moze biti vrlo varijabilan, i
pankreasnu insuficijenciju (256, 267). Pacijenti koji su homozigoti za mutacije iz klasa IV i
V pokazuju mnogo blazu klinicku sliku, s tim da su fenotipski dominatne kada se javljaju
zajedno sa mutacijama iz drugih klasa.Na osnovu ovoga mutacije u okviru gena CFTR se
mogu podeliti na ,teSke“ i ,blage”. Postojanje funkcionalnih proteina CFTR na apikalnoj
membrani, ali u smanjenoj kolicini ili sa smanjenom provodljivo$¢u, doprinosi blazem
fenotipu kao Sto su pankreasna suficijencija i manje ozbiljne respiratorne bolesti sa boljom
prognozom. Otkrivena je i povezanost odredenih mutacija u genu CFTR sa atipi¢nim
formama cisti¢ne fibroze, kao i bolestima koje pogadaju samo jedan organski sistem, kao
Sto je idiopatski pankreatitis. Specificna mutacija iz klase V, c.1210-12T, za sada je jasno
povezana sa kongenitalnim bilateralnim odsustvom vas deferensa kod sterilnih muskaraca,

ali njena uloga u drugim bolestima nije okarakterisana (253).
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1.6. NEUTROFILNA ELASTAZA

Neutrofilna elastaza je serin proteaza iz himotripsinske familije (263). Gen za
humanu neutrofilnu elastazu (ELANE) zauzima region od 4kb na poziciji q14 hromozoma
11 (264). Primarno se sintetiSe u obliku preproproteina od 267 amino kiselina koji se post-
translaciono obraduje na oba kraja (Slika 4). Na N-terminalnom kraju proteinase nalazi
signalni peptid duZine 27 amino kiselina, koji se iseca prilikom translacije na
endoplazmati¢nom retikulumu. Iza njega se nalazi prodipeptid ¢ija je uloga sprecavanje
prerane aktivacije enzima. Na C-terminalnom Kkraju proteina se nalaziniz od 20 amino
kiselina koji ne ucestvuje u lokalizaciji i katalitickoj aktivnosti enzima i ¢ija je funkcija
nepoznata. Zreo enzim je veli¢ine 218 amino kiselina i izrazito je bazan, sa izoelektricnom

tackom na 10-11.

A
NHo
Signalni peptid Zrela proteaza C-terminalni
Pro-dipeptid propeptid
B

Slika 4. Neutrofilna elastaza
A - Sematski prikaz preproproteina

B - Trodimenzionalna struktura zrelog enzima

Humana neutrofilna elastaza se sintetiSe tokom promijelocitne diferencijacije i
skladisti u azurofilnim granulama neutrofila iz kojih se, po aktivaciji neutrofila, otpusta u

ekstracelijsku sredinu ili ulazi u fagolizozome (265). Ova potentna serin-proteaza ima
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vaznu ulogu u urodenom imunskom odgovoru organizma na gram-negativne bakterije,
spirohete i gljive. Pored proteina mikroorganizama ovaj enzim je u stanju da razgradi
brojne komponente ekstracelisjkog matriksa (kolagen 1-4, fibronektin, proteoglikane,
heparin, elastin), Celijske povrSinske receptore, adhezione molekule, citokine i druge
bioloski znacajne molekule. S obzirom na njen Sirok spektar delovanja, neutrofilna elastaza
ima znacajnu ulogu u modulaciji inflamatornog odgovora. Brojne studije su pokazale da
neutrofilna elastaza igra bitnu ulogu u degeneraciji epitela disajnih puteva, pogotovo u
sluc¢ajevima kada je regulacija njene aktivnosti neadekvatna(266, 267). Eksperimentalno je
pokazano da neutrofilna elastaza oStecuje epitelne celije i smanjuje frekvenciju udara cilija,
Sto ide u prilog hipotezi po kojoj neregulisana aktivnost neutrofilne elastaze prouzrokuje
povrede epitela i smanjenje mukocilijarnog klirensa i doprinosi stvaranju pogodne sredine

za hronicne infekcije kakve se sre¢u kod bronhiektazija (268).

1.6.1. Promotor gena za neutrofilnu elastazu

Regulatorni 5’ region gena ELANE sadrZi vecinu uobiCajenih promotorskih
elemenata, ali je posebno interesantan region od -1032bp do -716bp koji sadrzi 6
tandemskih ponovaka dugih 53bp i 52bp, skoro indenti¢nih po sekvenci (Slika 5). U
svakom ponovku se nalazi sekvenca nazvana E-boks (CAGCTG) koja predstavlja vezivno
mesto za odredene bazne proteine, a pokazano je da ponovak od 53bp funkcionise kao
nespecifican pojacivac transkripcije (269). U promotorskom regionu gena ELANE se nalaze
brojna vezujuéa mjesta za transkripcione faktore koji ucestvuju u regulaciji njegove

ekspresije.
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Slika 5. Sematski prikaz promotorskog regiona gena ELANE

U regionu -1032/-716 su identifikovana tri funkcionalne varijante: -903T/G, -
741G/A i dodatni ponovak duZine 52bp izmedu Ccetvrtog i petog ponovka (270).
Funkcionalna analiza je pokazala da promotorski konstrukt-903T/-741G ima povecanu
aktivnost. U kasnijim studijama su identifikovani polimorfizmi -832A/T i -789C/T, ¢iji
uticaj na ekspresiju gena nije poznat. Na osnovu oCekivane aktivnosti neutrofilne elastaze
definisane su tri genotipske grupe: niska aktivnost (-903TG), srednja aktivnost (-903TT/-
741AG, -903TT/-741AA) i visoka aktivnost (-903TT/-741GG). Sa genotipovima sa
srednjom i visokom predvidenom aktivno$¢u povezan je povecéan rizik oboljevanja od

karcinoma pluca (271).

1.6.2. Uloga neutrofilne elastaze u bronhiektazijama

Neutrofilna elastaza moZe ostetiti epitel bronhija razgradnjom elastina, kolagena i
proteoglikana (272). Postoji pozitivna korelacija izmedu koncentracije neutrofilne elastaze
u sputumu ispitanika sa bronhiektazijama i koli¢ine proizvedenog sputuma u roku od 24
¢asa, kao i sa brojem bronhiektati¢nih plu¢nih lobusa i koncentracijom leukocita u sputumu
(273). Istovremeno, koncentracija elastaze u sputumu negativno korelira sa pokazateljima
plu¢ne funkcije, kao $to su FEV1 i FVC. Ovi podaci ukazuju na znacaj uloge neutrofilne

elastaze kao jednog od promotera oStecenja epitela i pokazatelja progresije bolesti. U
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dosada$njim istrazivanjima mehanizama koji leZe u osnovi bronhiektazija nisu uzimane u

obzir varijante u promotoru gena ELANE.
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2. CIL] RADA

Osnovna hipoteza ovog istraZivanja je da se mutacije u genu CFTR javljaju sa ve¢om
ucestalo$¢u u decijim idiopatskim bronhiektazijama nego u opstoj populaciji. Posto kod
nosilaca mutacija u CFTR genu postoji poremecaj u funkciji jonskog kanala koji doprinosi
nastanku i razvoju bolesti pluca, pretpostavlja se da u odredenom broju slu¢ajeva mutacije
u CFTR genu imaju ulogu u etiologiji decijih idiopatskih bronhiektazija. Takode, na
nastanak i razvoj decijih idiopatskih bronhiektazija mogu uticati i drugi genetski faktori
(prisustvo mutacija u genu ELANE) kao i socioekonomski faktori i sekundarno pusenje.

Ciljevi istrazivanja su:

1. Utvrditi prevalencu mutacija u CFTR genu u populaciji dece sa idiopatskim
bronhiektazijama;

2. Utvrditi prevalencu mutacija u ELANE genu u populaciji dece sa idiopatskim
bronhiektazijama;

3. Ispitati uticaj faktora sredine (sekundarno pusSenje, uslovi stanovanja i
socioekonomsKi status) na razvoj decjih idiopatskih bronhiektazija;

4. Ispitati uticaj ELANE genotipa na terapijski odgovor u dec¢jim idiopatskim

bronhiektazijama.
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3. ISPITANICI, MATERIJAL I METODE

3.1. ISPITANICI

Analizom je obuhvaceno 48 ispitanika (19 decaka i 29 devojcica), starosti od 5 do
17 godina, koji su pregledani u pulmoloskoj ambulanti Univerzitetske decje klinike u
Beogradu u periodu od 2011. do 2014. godine. Dijagnoza idiopatskih bronhiektazija je
ustanovljena na osnovu klini¢kih kriterijuma Britanskog torakalnog drustva i na osnovu
skenera visoke rezolucije (HRCT) dokazanih bronhiektazija.

Deca sa bronhiektazijama kod kojih je postavljena dijagnoza cisti¢cne fibroze i

primarne cilijarne diskinezije bila su isklju¢ena iz ove studije.

3.2. KLINICKE 1 LABORATORIJSKE ANALIZE

Deci je na pocetku ovog istraZivanja uzimana detaljna anamneza i uCinjen je
detaljan fizikalni pregled.

Anamneza je ukljucivala sledece podatke: ponavljane infekcije disajnih puteva, da
li postoji kasalj, kakav je karakter kaslja, iskasljavanje gnojnog sputuma, postojanje
hemoptizija, nereagovanje na terapiju, sinusitis, aspiracija stranog tela.

Klini¢ki pregled je podrazumevao vitalne znake, pregled glave, vrata, toraksa, a
po potrebi i ostalih delova tela, u skladu s pravilima klinicke prakse.

Svoj deci je ucinjena radiografija pluc¢a i skener visoke rezoluje, koji su opisani od
strane pedijatrijskog radiologa.

Takode, kod svih ispitanika su ucinjeni znojni test pilokarpinskom jontoforezom
(ORION Skin Chlorid Sistem) i indukovani sputum.

Svoj deci je na pocetku istrazivanja uzet uzorak krvi za laboratorijske analize, i to

krvnu sliku sa leukocitarnom formulom, C reaktivni protein (CRP) i analizu DNK. Krv za
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analizu DNK je wuzimana venepunkcijom sa 3,8% Na-citratom, kao antikoagulansom u
odnosu 1:9.

Za odredivanje krvne slike sa leukociratnom formulom kori$¢en je hematoloski
analizator MEK-6510 (Nihon Konden, Tokyo, Japan). U uzorcima periferne krvi dobijenim
venepunkcijom analiziran je C reaktivni protein.

Koncentracija CRP odredivana je imunoturbidimetrijskom metodom na
automatskom biohemijskom analizatoru Dimension RxLMax (Simens, Nemacka). Sve
laboratorijske analize uporedene su sa vrednostima iz literature za dati uzrast bolesnika.

Sva deca su potom pracena, kako bi se utvrdila potreba za hospitalizacijom, duZina

trajanja simptoma, klinicki tok bolesti i odgovor na terapiju.

3.2.1. Uzorkovanje sputuma

Indukovani sputum je prikupljen u ranim jutarnjim satima. Pacijenti su inhalirali
hipertoni rastvor istih koncentracija (4,5%) preko ultrazvu¢nog nebulizatora u istim
vremenskim intervalima (3,6). Standardna procedura prikupljana indukovanog sputum
trajala je od 10 do 20 minuta. S obzirom da udisanje hipertonog rastvora moZe dovesti do
razvoja bronhokonstrikcije, pacijenti su dobijali kratkodeluju¢e beta-2 agoniste pre
zapoCinjanja procedure (13). U prvih dva sata po uzimanju uzorka nema promene broja
¢elija i koncentracije medijatora te je ovo vreme najbolje za zapocinjanje analize. Ukoliko je
bila odloZena analiza uzorak je ¢uvan u friZideru na 4°C najduZe do 9 sati od uzimanja (16).
Analiziran je celokupni uzorak nakon dodavanja Spytolizina ¢ija je koli€ina bila 4 puta veca
od uzorka (17). Potom je uzorak centrifugiran 30 sekundi, a nakon toga je homogenizovan
na 229C tokom 20 minuta. Procena broja Celija u uzorku putem citospina zahtevala je
pripremu uzorka gde se 40 do 65 mikrolitara uzorka citocentrifugiralo tokom 6 minuta,

nakon toga se bojilo Gimzom i pristupalo se brojanju celija (18,19).
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3.2.2. Mikrobioloski pregled indukovanog sputuma

Uzorak dobijen metodom indukovanog sputuma se inicijalno zasejava na
odgovarajuce Cvrste i tecne hranljive podloge, kao i na podloge za izolaciju gljivica. Iz
uzorka se pravi direktan preparat i boji po Gramu. Na direktnom preparatu se mogu videti
gram pozitivne koke, gram negativni bacilli i uocavaju se blastospore ako su prisutne
gljivice. CitoloSkim pregledom upcavaju se polimorfonukleari i epitelne Celije. Ukoliko je
uzorak sputuma pozitivan radi se identifikacija uzro¢nika, a nakon toga i antibiogram. Izbor

antibiotika zavisi od identifikovanog uzrocnika.

3.2.3. Spirometrija

Spirometrija je merena na kompjuterizovanom spirometru (Shiller, Nemacka)
prema standardima ERS 1993, Zapletal. Analizirani su forsirani vitalni kapacitet (FVC) i
volumen vazduha izdahnut u prvoj sekundi (FEV1). Rezultati spirometrije su prikazani kao
postotci predvidenih vrednosti prema Zapletal -u koje su najprimerenije za nasu
populaciju dece, a koje se koriste na Univerzitetskoj decijoj klinici u svakodnevnoj klini¢koj

praksi.

3.2.4. Merenje izdahnutog NO

Izdahnuti NO prezentuje se brzinom izdahnutog NO (VNO), a izracunava se kao
proizvod NO koncentracije u nL/L i brzine ekspiratornog protoka izraZzene u L/min:
VNO(nL/min)=NO(nL/L)x brzina protoka (L/min). Merenje izdahnutog NO ucinjeno je po
preporukama ATS/ERS na aparatu NiOX (Aerocrine, Svedska) i rezultat je izra%en u ppb
(delova na milijardu). Vrednosti koncentracije NO u zavisnosti od uzrasta prikazane su u

tabeli 7.
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Tabela 7. Vrednosti koncentracije NO u zavisnosti od uzrasta

Uzrast koncentracija NO (nL/L)

niska normalna visoka vrlo visoka
6-12 godina <5 5-15 16-25 >25
12-18 godina <5 5-25 26-35 >35

3.3. ANALIZA GENA CFTR i ELANE

Za analizu gena CFTR i ELANE koriS¢ena je DNK izolovana iz uzoraka venske krvi, a
analiza je vrSena metodologijom zasnovanom na PCR (polymerase chain reaction) tehnici.
Prisustvo promena u odabranim segmentima gena CFTR i ELANE vrSeno je direktnim
sekvenciranjem DNK. Kod svih ispitanika je analizirano prisustvo mutacija u pet segmenata
gena CFTR (egzoni 3,101 11 i intron 8) i regulatornom regionu gena ELANE.

Za izolovanje DNK iz limfocita periferne venske krvi koriS¢en je komercijalni kit
Gene]ET TM Genomic DNA Purification (ThermoScientific). Metodom PCR koris¢enjem
odgovarajucih oligonukleotida umnoZeni su prethodno definisani segmenti gena CFTR i
ELANE. PreciS¢avanje fragmenata DNK dobijenih reakcijom lanfanog umnoZavanja je
izvrSeno komercijalnim kitom GeneJET TM PCR Purification (ThermoScientific).
Sekvenciranje DNK je vrSeno komercijalnim kitom Big Dye Terminator v.3.1 Cycle
Sequencing (Applied Biosystems) na cetvorokapilarnom automatizovanom sistemu za
elektroforezu sa sistemom za detekciju zasnovanim na fluorescenciji 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). Podaci dobijeni sekvenciranjem obradeni su pomocu
softvera Sequencing Analysis Software (Applied Biosystems).

Genetsko ispitivanje je vrSeno u Laboratoriji za molekularnu biologiju Instituta za

molekularnu genetiku i geneticko inZenjerstvo Univerziteta u Beogradu.
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3.4. STATISTICKA ANALIZA

Broj potrebnih ispitanika, dece sa idiopatskim bronhiektazijama, za procenu
prevalence mutacija u CFTR genu u ispitivanoj grupi izracunat je na osnovu pretpostavke o
njihovoj zastupljenosti od 0,15 (na osnovu iskustvenih podataka), uz alfa gresku od 0,05 i
preciznost od 0,1.

U radu su od metoda deskriptivne statistike koriS¢ene: mere centralne tendencije
(aritmeticka sredina i medijana), mere varijabiliteta (interval varijacije, standardna
devijacija i interkvartilni rang) i relativni brojevi. 0d metoda analiticke statistike koriS¢ene
su: a) metode identifikacije empirijskih raspodela, b) metode za procenu znacajnosti
razlike i to: Student-ov t test i test sume rangova za numericke varijable u zavisnosti od
normalnosti raspodele i Hi-kvadrat i FiSer-ov test za kategorijalne varijable. Za utvrdivanje
prediktora terapijskog odgovora koriS¢ena je univarijantna i multivarijantna logisticka

regresiona analiza.
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4. REZULTATI

4.1 KLINICKE I DEMOGRAFSKE KARAKTERISTIKE GRUPE ISPITANIKA

Studija je sprovedena na Odeljenju za pulmologiju i alergologiju Univerzitetske
decje klinike u Beogradu. U studiju je uklju¢eno 48 ispitanika sa dijagnostikovanim
idiopatskim bronhiektazijama uzrasta od 5 do 18 godina.Medu ispitanicima je bilo 19
decaka (60,4%) i 29 devojcica (39,6%) (Slika 6). Ne postoji statisticki znacajna razlika u

zastupljenosti polova u ispitivanoj populaciji (x2=2,083; p>0,05).

Muski pol
40%

Zenski pol
60%

= Musgki pol = Zenski pol

Slika 6. Zastupljenost ispitanika prema polu

ProsecCna starost ispitivane dece u trenutku dijagnoze je bila 10,6+3,3 godine.

Najmlade dete je bilo staro 5 godina, a najstarije 18 godina. Distribucija ucestalosti
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ispitanika u trenutku dijagnoze prema godinama starosti prikazana je na Slici 7. Prose¢na
starost deCaka u trenutku dijagnoze bila je 10,8+3,0 godina, a devojcica 10,5£3,6 godina. Ne
postoji statisticki znacajna razlika u prosec¢noj starosti u trenutku dijagnoze prema polu

(t=0,363; p>0,05).

Broj
w

2 \
T72 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Starost na dijagnozi (godine)

Slika 7. Distribucija ucestalosti ispitanika na dijagnozi prema godinama starosti

Prosecna starost ispitivane dece pri pojavi prvih simptoma je bila 9,7+3,2 godina.
Najmlade dete je bilo staro 4 godine pri pojavi prvih simptoma, a najstarije 16 godina.
Distribucija ucestalosti ispitanika prema godinama starosti pri pojavi prvih simptoma
prikazana je na Slici 8. Prosecna starost decaka pri pojavi prvih simptoma bila je 10,0+3,3
godina, a devoj¢ica 9,4+3,2 godina. Ne postoji statisticki znacajna razlika u prosecnoj

starosti pri pojavi prvih simptoma prema polu (t=0,639; p>0,05).
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Slika 8. Distribucija ucestalosti ispitanika pri pojavi prvih simptoma prema godinama

starosti
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Zastupljenost ispitanika prema izloZenosti sekundarnom pusenju prikazana je na

Slici 9. Ne postoji statisticki znacajna razlika u zastupljenosti sekundarnog pusenja u

ispitivanoj populaciji (x2=1,333; p>0,05).

Ne
58%

Slika 9. Zastupljenost sekundarnog puSenja kod ispitanika

Da = Ne

Da
42%
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Zastupljenost ispitanika prema uslovima stanovanja prikazana je na Slici 10.
Postoji visoko statisticki znacajna razlika u zastupljenosti komfornih i nekomfornih uslova
stanovanja u ispitivanoj populaciji (¥2=14,083; p=0,0002). Znacajno ceS€e su zastupljeni

komforni uslovi Zivota.

Nekomforni
23%

Komforni
77%

Slika 10. Zastupljenost uslova stanovanja kod ispitanika

Zastupljenost ispitanika prema strucnoj spremi roditelja prikazana je na Slici 11.
Postoji statisticki znacajna razlika u zastupljenosti srednje i visoke stru¢ne spreme u
ispitivanoj populaciji (y2=10,083; p=0,0015). Srednja stru¢na sprema je znacajno cesce

zastupljena.
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27%

Srednja
73%

Slika 11. Zastupljenost stru¢ne spreme roditelja ispitivane dece

Deskriptivni statisticki parametri za vrednosti hlora u znoju, parametara plu¢ne
funkcije (FEV1 i FVC) zastupljenosti pojedinih tipova ¢elija u indukovanom sputumu
(limfocita, monocita, neutrofila, eozinofila i makrofaga) i nivoa CRP-a u serumu kod

ispitivane dece prikazani su u Tabeli 8.

Tabela 8. Deskriptivni statisti¢ki parametri za rezultate analiza kod ispitanika

SV 95%CI M SD | min | max | IQR

hlor u znoju(mmol/L) | 15,52 | 13,15-17,89 | 12,50 | 8,16 5 43 11
FEV1 (%) 83,42 | 78,67-88,17 | 85,00 | 16,36 | 30 | 112 17

FVC (%) 81,79 | 77,57-86,01 | 80,00 | 14,54 | 45 | 110 | 19
limfociti (%) 9,91 7,39-12,43 | 10,00 | 8,49 1 42 9
monociti (%) 5,95 4,91-6,99 6,00 | 3,34 1 15 6
neutrofili (%) 57,94 | 51,54-64,34 | 59,00 | 22,04 | 12 94 40
eozinofili (%) 9,45 6,52-12,38 6,50 | 891 1 32 13
makrofagi (%) 21,09 | 15,78-26,40 | 18,00 | 17,68 | 3 78 14
CRP (mg/L) 14,15 | 10,89-17,40 | 11,00 | 11,22 | 1 41 17

SV - srednja vrednost, 95%CI - 95% interval poverenja, M - medijana, SD - standardna
devijacija, min - minimalna vrednost, max - maksimalna vrednost, IQR - interkvartalni

opseg
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Deskriptivni statisticki parametri za vrednosti inicijalnog NO, NO posle terapije i

promene NO kod ispitivane dece sa idiopatskim bronhiektazijama prikazani su u Tabeli 9.

Tabela 9. Deskriptivni statisticki parametri za rezultate merenja NO kod ispitanika

SV 95%CI M SD Min | max | IQR

inicijalni NO (ppb) 19,19 | 16,19-22,19 | 15,00 | 10,34 | 6 49 10
NO posle terapije (ppb) | 13,65 | 12,06-15,24 | 12,50 | 5,48 6 32 7
promena NO (ppb) 5,54 3,44-7,64 1,50 7,24 0 28 10

SV - srednja vrednost, 95%CI - 95% interval poverenja, M - medijana, SD - standardna

devijacija, min - minimalna vrednost, max - maksimalna vrednost, IQR - interkvartalni

opseg

[spitivanjem znacajnosti promene vrednosti NO nakon terapije kod dece sa

idiopatskim bronhiektazijama uocena je statisticki znacajna promena u vrednosti NO (ppb)

nakon primenjene terapije kod dece sa idiopatskim bronhiektazijama (t=5,301; p<0,001).

Zastupljenost terapijskog odgovora kod dece sa idiopatskim bronhiektazijam je bila sli¢na i

prikazana je na Slici 12.
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TERAPIJSKI ODGOVOR
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Da
54%

Slika 12. Zastupljenost terapijskog odgovora kod ispitanika

MikrobioloSke karakteristike kod dece sa idiopatskim bronhiektazijama prikazane
su u Tabeli 10. Normalnu floru imalo je 2,1% ispitanika a najzastupljeniji uzrocnici bili su

S. pneumoniae 29,2%, H. influenze 20,8% i Pseudomonas 20,8% ispitanika.

Tabela 10. Mikrobioloske karakteristike kod dece sa idiopatskim bronhiektazijama

broj %
normalna flora 1 2,1
Pseudomonas 10 20,8
Streptococcus pneumoniae 14 29,2
Moraxella catarrhalis 5 10,4
Haemophilus influenzae 10 20,8
Staphylococcus aureus 4 8,3
Acinetobacter 1 2,1
Burkholderia cepacia 1 2,1
Staphylococcus 1 2,1
Acinetobacter, Burkholderia cepacia 1 2,1
Staphylococcus 1 2,1
Ukupno 48 1100,0
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4.2. ANALIZA GENA CFTR

Prisustvo promena u genu CFTR je analizirano sekvenciranjem egzona 3, 111 12 i

introna 9 kod dece sa idiopatskim bronhiektazijama. Genetskom analizom je otkriveno

prisustvo pet varijanti u genu CFTR koji su prikazani u Tabeli 11.

Tabela 11. Varijante u genu CFTR Cije je prisustvo utvrdeno u grupi ispitanika

polimorfizam u CFTR genu stari naziv lokalizacija
c.1521 1523delCTT F508del egzon 11
c.224G>A R75Q egzon 3
c.1679+1C>T 1811+1C>T intron 12
¢.1210-12T[5_9] poly-T tract intron 9
c.1408A>G M470V egzon 11

Polimorfizmi ¢.1521_1523delCTT, ¢.224G>A i c.1679+1C>T su otkriveni kod po

jednog ispitanika, a distribucija varijanti polimorfizama ¢.1210-12T[5_9] i c.1408A>G je

prikazana u Tabeli 12.

Tabela 12. Distribucija polimorfnih varijanti u genu CFTR kod ispitanika

polimorfizam u genu Varijanta Broj %
CFTR
c.1210-12T[5_9] c.1210-12T[5] 5 5.2
c.1210-12T[7] 81 84.4
¢.1210-12T[9] 10 10.4
c.1408A>G c.1408A 47 49.0
c.1408G 49 51.0
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Kod dece sa idiopatskim bronhiektazijama uoceno je prisustvo 12 razlicitih
kombinacija varijanti u genu CFTR ¢ija je distribucija u grupi ispitanika prikazana u Tabeli

13.

Tabela 13. Distribucija CFTR genotipova u grupi ispitanika

CFTR varijante Broj %
c.1210-12T[5_9] c.1408A>G Ostalo
7/9 A/G c.1521_1523delCTT 1 2.1
5/7 A/G c.224G>A 1 2.1
7/7 A/G c.1679+1C>T 1 2.1
5/7 A/G - 2 4.2
5/9 G/G - 1 2.1
5/9 A/A - 1 2.1
7/9 A/A - 4 8.3
7/9 A/G - 2 4.2
7/9 G/G - 1 2.1
7/7 A/A - 11 22.9
7/7 A/G - 10 20.8
7/7 G/G - 13 27.0

U ispitivanoj grupi dece sa idiopatskim bronhiektazijama mutacije u genu CFTR su
pronadene kod 3 ispitanika (6,3%). U opStoj populaciji zastupljenost heterozigotnih
nosilaca mutacija je 4%. Ne postoji statisticki znacajna razlika u zastupljenosti mutacija u
ispitivanoj i opstoj populaciji (%= 0,522; p= 0,4701).

U opstoj populaciji zastupljenost genotipova koji sadrZe varijantu ¢.1210-12T[5] je
5%, a zastupljenost genotipa c.1210-12T[7]/[9] je 10%. Postoji statisticki znacajna razlika
u zastupljenosti ovih genotipova u ispitivanoj i opStoj populaciji (y2=4,696; p=0,0302 i y2=
5,581; p=0,0182).

U ispitivanoj grupi dece sa idiopatskim bronhiektazijama zastupljenost genotipa
c.1408A/A je 33,3%, genotipa c.1408A/G 31,3%, a genotipa c.1408G/G 35,4%. U opstoj
populaciji zastupljenost ovih genotipova je: c.1408A/A - 20%, c.1408A/G - 50% i
c.1408G/G - 30%. Postoji statisticki znacajna razlika u zastupljenosti genotipa c.1408A/G u
ispitivanoj i opstoj populaciji (32= 7,618; p= 0,0222).
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Ovde se navodi poredjenje sa opStom populacijom, a taj deo nije radjen u okviru teze.Treba

navesti odakle su uzeti podaci za poredjenje

4.3. ANALIZA GENA ELANE

U ispitivanoj grupi dece sa idiopatskim bronhiektazijama sekvenciranjem je
analiziran promotor gena za neutrofilnu elastazu. Genetskom analizom je otkriveno
prisustvo tri varijante u genu ELANE: -903T/G, -741A/G i dodatni ponovak 52bp. Dodatni
ponovak je otkriven kod jednog ispitanika, a distribucija varijanti -903T/G i -741A/G je
prikazana u Tabeli 14.

Tabela 14. Distribucija polimorfizama u genu ELANE kod ispitanika

ELAZ2 genotip predvidena elastazna | broj %
aktivnost
-903TG Niska 6 12,5
-741AG Srednja 7 14,6
-741AA Srednja 3 6,2
-903TG / -741AG Srednja 1 2,1
dodatni ponovak 52bp Srednja 1 2,1
-903TT / -741GG Visoka 30 62,5
Ukupno 48 100,0

Na osnovu prisutnih varijanti ispitanici su podeljeni u tri grupe prema predvidenoj
aktivnosti neutrofilne elastaze: niska (-903TG), srednja (-903TT/-741AG and
-903TT/-741AA) i visoka (-903TT/-741GG). Zastupljenost genotipova sa predvidenom
ELANE aktivno$¢u u ispitivanoj grupi dece je prikazana na Slici 13. Postoji razlika u
zastpupljenosti predvidene aktivnosti ELANE genotipova i to visoku aktivnost imalo je 62%

ispitanika, srednju 23% a nisku 15%.
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Slika 13. Zastupljenost genotipova sa predvidenom ELANE aktivnos$¢u u ispitivanoj grupi

dece sa idiopatskim bronhiektazijama

Ne postoji statisticki znacajna razlika u vrednostima limfocita, monocita,

neutrofila, eozionofila, makrofaga i CRP-a kod dece sa idiopatskim bronhiektazijama i

razli¢itim nivoima ELANE promotorske aktivnosti (p>0,05 za sve).Deskriptivni statisticki

parametri za vrednosti inicijalnog NO i razlike vrednosti NO pre i nakon terapije, odnosno

promene NO prema nivoima ELANE promotorske aktivnosti u ispitivanoj grupi dece sa

idiopatskim bronhiektazijama prikazani su u Tabeli 15.

Tabela 15. Deskriptivni statisticki parametri za vrednosti inicijalnog NO i razlike vrednosti

NO pre i nakon terapije prema nivoima ELANE promotorske aktivnosti

nivo ELANE broj ispitanika srednja standardna
promotorske vrednost (ppb) | devijacija (ppb)
aktivnosti
inicijalni NO niska/srednja 18 14,78 4,61
Visoka 30 21,83 11,89
razlika NO niska/srednja 18 2,00 3,65
Visoka 30 7,67 8,05
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Postoji statisticki znacajna razlika u vrednosti inicijalnog NO izmedu dece sa
niskom/srednjom i visokom ELANE promotorskom aktivnoscu (t=2,906;p=0,006). Deca sa
visokom aktivnoS$¢u imaju znacajno visu incijalnu vrednost NO. Takode postoji statisticki
znacajna razlika u vrednosti promene NO izmedu izmedu dece sa niskom/srednjom i
visokom ELANE promotorskom aktivnosc¢u (t=3,329;p=0,002). Deca sa visokom aktivnos¢u
imaju znacajno ve¢u promenu NO. Utvrdeno je i da postoji statisticki znacajna povezanost

promene NO i ELANE promotorske aktivnosti (r=0,350;p=0,015) (Slika 14).
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Slika 14. Povezanost promene NO i ELANE promotorske aktivnosti kod dece sa idiopatskim
bronhiektazijama

(0 - niska; 1 - srednja; 2 - visoka)

Zastupljenost terapijskog odgovora prema nivoima ELANE promotorske aktivnosti

u ispitivanoj populaciji dece sa idiopatskim bronhiektazijama prikazana je u Tabeli 16.
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Tabela 16. Zastupljenost terapijskog odgovora prema nivoima ELANE promotorske

aktivnosti u ispitivanoj grupi dece sa idiopatskim bronhiektazijama

ELANE terapijski odgovor Ukupno
promotorska NE DA
aktivnost Broj % Broj % Broj %
Niska 5 71,4 2 28,6 7 100,0
Srednja 7 63,6 4 36,4 11 100,0
Visoka 10 33,3 20 66,7 30 100,0
Ukupno 22 45,8 26 54,2 48 100,0

Postoji statisticki znacajna povezanost zastupljenosti terapijskog odgovora i
ELANE promotorske aktivnosti (Kendall's tau-b=0,313;p=0,018). Deca sa visokom ELANE
terapijski odgovor. Zastupljenost

promotorskom aktivnos¢i imaju znacajno bolji

terapijskog odgovora prema nivoima ELANE promotorske aktivnosti u ispitivanoj grupi

dece sa idiopatskim bronhiektazijama prikazan je na Slici 15.

TERAPIJSKI ODGOVOR

HEne da
S
O
o~
wn
mn
<
x
i
™
~
5 3
1o}
—
D~
I ;
NISKA SREDNJA VISOKA

ELANE promoterska aktivnost

Slika 15.Zastupljenost terapijskog odgovora prema nivoima ELANE promotorske aktivnosti
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5. DISKUSIJA

U ovoj studiji ispitivan je uticaj mutacija i varijanti u genima CFTR i ELANE na
pojavu idiopatskih bronhiektazija kod dece, kao i njihova povezanost sa odredenim
karakteristikama bolesti i efikasnoS¢u odgovora na terapiju. Ovo je jedna od malobrojnih
studija koja se bavi ulogom CFTR gena u decjim idiopatskim bronhiektazijama, koja ostaje
nedovoljno razjasnjena. Prva studija u svetu uloge mutacija u genu ELANE u idiopatskim
bronhiektazijama obuhvacena je ovim istraZivanjem. Ova studija je takode razmatrala
uticaj socioekonismkih faktora i sekundarnog pusenja na razvoj idiopatskih bronhiektazija
kod dece.

5.1. DEMOGRAFSKE 1 KLINICKE KARAKTERISTIKE ISPITANIKA

U studiju je uklju¢eno 48 ispitanika sa dijagnostikovanim idiopatskim
bronhiektazijama uzrasta od 5 do 18 godina. Medu ispitanicima je bilo oko 60% decaka i
oko 40% devojcica i nije bilo statisticki znacajne razlike u zastupljenosti polova. Na osnovu
studije sprovedene na Novom Zelandu zastupljenost prema polu kod ispitivanih bila je 49
deCaka prema 42 devojCica od ukupno 91 ispitanika (274). Ova raspodela odgovara
raspodelu nadenoj u nasem ispitivanju. U odnosu na uzrast ispitanika prosecna starost
kada je postavljena dijagnoza u istoj studiji je bila 7,3 godina (od 0,9-16 godina). Prosecan
uzrast dijagnostikovanja bronhiektazija u studiji objavljenoj 2009. godine od strane
Karakotc-a i saradnika je iznosila 87 meseci (+/- 58 meseci) (275). U studiji koja je
objavljena 2005. godine od strane Karadaga i saradnika prosecna starost je iznosila 7,4
godine ( +/ - 3,7) (276). U naSem ispitivanju prose¢na starost u trenutku postavljanja
dijagnoze je bila 10,63 ( +/-3,32 godine). Iz ovoga zakljuCujemo da nema veceg odstupanja
u starosnom uzrastu ispitanika kod kojih je postavljena dijagnoza idiopatskih
bronhiektazija. Postavljanje dijagnoze u navedenim studijama bilo je prvenstveno na
osnovu skenera visoke rezolucije, jedino je u studiji Karakoc-a u dijagnostickim metodama

koje su sprovodene znacajno mesto zauzimala i klinicka slika ispitanika (277). Rezultati
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nase studije koji su se odnosili na odredivanje hlora u znoju kod ispitanika pokazali su da
ne postoje dijagnostiCki parametri za postavljane dijagnoze cisti¢ne fibroze kao jednog od
mogucih etioloskih faktora u razvoju bronhiektazija. Vodec¢i dijagnosticki parametar za
postavljanje dijagnoze idiopatskih bronhiektazija u naSoj studiji bio je skener visoke
rezolucije Sto ujedno i predstavlja zlatni standard u svim vodi¢ima. Prose¢na vrednost 95%
CI za vrednosti hlora u znoju kod nasih ispitanika bila je 15,52 mmol/I sa intervalom od
13,15 do 17,89. Ovaj statisticki parametar bio je znacajan u dodatnoj dijagnostici
bronhiektazija jer je iskljucio cisti¢nu fibrozu kao moguci uzrok pojave bronhiektazija. Kod
ispitanika u nasSoj studiji srednja vrednosti FEV1 je iznosila 83,42%. U odnosu na nadene
vrednosti u nasoj studiji, vrednosti FEV1 u studiji Bahalija i saradnika iz 2014. godine je
iznosila manje, 72% (281). U odnosu na ove dve studije koje su ispitivale plu¢nu funkciju
kod idiopatskih bronhiektazija, studija Pifferija i saradnika iz 2004. godine je ispitivala
plu¢nu funkciju kod bronhiektazija koje su bile uslovljene cisti¢cnom fibrozom, primarnom
cilijarnom diskinezijom i postinfektivnim razvojem bronhiektazija (284). I ova studija je
ukazala na statisticki znacajno smanjenje FEVi. MoZemo zakljuciti da bez obzira na
etioloski uzrocnik koja dovodi do pojave bronhiektazija svi mogu usloviti poremecaj
plu¢nih funkcija U prilog tome idu i rezultati nase studije koje se odnose na forsirani vitalni
kapacitet (FVC) koji je takode sniZen kod naSih ispitanika, Sto je u skladu sa rezultatima
studija Bahalija i saradnika i Pifferija (281, 284). Pifferi je u svojoj studiji pored skenera
visoke rezolucije koji smo i mi koristili u dijagnostici, ispitivao i perfuziju i scintigrafiju
plu¢a kod svojih ispitanika i uporedujuéi ove rezultate pokazao je da postoji znacajno
statisticko smanjenje plu¢ne funkcije koje visoko korelira sa promenama Kkoje su videne na
skeneru pluca. Takode postoji statisticki znacajna korelacija oStecenja pluéne funkcije sa
ovim imidZing procedurama , to joS jednom govori u prilog da skener visoke rezolucije

predstavlja dijagnosticki zlatni standard.

5.2. UTICA] SOCIOEKONOMSKIH FAKTORA 1 SEKUNDARNOG PUSENJA

U ovoj studiji sekundarno pusenje nije bilo povezano sa pojavom bronhiektazija. Na

osnovu studije objavljene 2014. godine koja je ispitivala znacajnost izloZenosti pacijenata
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pasivnom puSenju za pojavu idiopatskih bronhiektazija pokazano je da ne postoji
statisticka znacajnost (278). U ovoj studiji je interesatno i da je razvoj bronhiektazija bio
najveci kod osoba koje nikada nisu puSile. Zasigurno je da ¢e u narednom periodu biti dosta
studija koje ¢e se baviti pasivnim puSenje i aerozagadenjima kao mogucem etioloSkom
uzroc¢niku bronhiektazija.

Studija koju je sproveo Goeminne sa saradnicima je ukazala da postoji statisticka
znacajnost socioekonomskih uslova u razvoju bronhiektazija (279). Rezultati ove studije
ukazuju da je statisticka znacajno ces$¢i razvoj idiopatskih bronhiektazija kod porodica sa
niskim i srednjim socioekonomskim statusom koji se ogledao kroz stepen obrazovanja
roditelja i ispitanika. NaSa studija je ukazala da postoji statisticka znacajnost u
zastupljenosti idiopatskih bronhiektazija kod ispitanika ¢iji su roditelji bili sa srednjom
stru¢nom spremom (280).

Razmatrajudi uticaj uslova stanovanja na razvoj idiopatskih broniektazija u nasoj
studiji uocena je visoko statisti¢ki znacajna razlika u razvoju broniektazija u odnosu na
uslove stanovanja koji su bili okarakterisani kao komforni, odnosno nekomforni. U nasoj
studiji znacajno su c¢eSce bili zastupljeni komforni uslovi stanovanja. Za razliku od nasSih
rezultata studija Goeminna i saradnika je imala potpuno razli¢ite rezultate. U njegovoj
studiji zastupljenost komfornih uslova stanovanja je bila statisticki znacajno manja (279). U
studiji Bahalija i saradnika iz 2014. godine ispitivani su drugi aspekti socioekonomskih
uslova Zivota pacijenata na pojavu bronhiektazija (281). Ova studija je pokazala statisticku
znacajnost anksioznosti u pojavi idiopatskih bronhiektazija, a skorovanjem kvaliteta Zivota
pacijenata je utvrdena statistiCka znacajnost uticaja psihosocijalne sredine na razvoj
bronhiektazija. Ova studija je takode pokazala sniZenje kvaliteta Zivota kod starijih
pacijenata Sto se moze objasniti hronicitetom bolesti i porastom komorbideta, kao i
porastom potrebe za hroni¢nom terapijom. Za razliku od Kapurove studije koja nije
pokazala razliku u kvalitetu Zivota dece i odraslih sa bronhiektazijama, Olveirina studija je

ukazala na pogorsanje kvaliteta Zivota starijih u odnosu na mlade pacijente (282,283).
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5.3. INFLAMACIJA KOD ISPITANIKA SA IDIOPATSKIM BRONHIEKTAZIJAMA

U toku naSeg ispitivanja sproveli smo kod svih ispitanika uzimanje
bronhoalveolarnog lavata i na osnovu dobijenih citoloSkih nalaza postoji visoko statisticki
znacajna predominacija neutrofila u odnosu na zastupljenost limfocita, monocita, eozinofila
i makrofaga. Razlog verovatno leZzi u patofizioloSkom mehanizmu i odbrambenoj
sposobnosti domacina u odgovoru na prisustvo mikroorganizama. Prvu liniju odbrane
predstavljaju epitelne celije, mukus, cilije i sposobnost ekspresije antimikrobnih peptida,
lizozima i surfaktanta kao odgovora u sklopu opsonizacije. Druga linija odbrane su
adaptivni imuni odgovori preko razli¢itih proteinskih receptora koji prepoznaju strukture
mikroorganizama. Ovi receptori vrse ekspresiju na makrofage, epitelne celije i intraepitelne
dendriticke celije. Interakcija izmedu mikroorganizma i imunskog sistema dovodi do
opsonizacije i oslobadanja mnogobrojnih proinflamatornih citokina, interferona i
hemokina. Na mestu oStecenja usled patomehanizma koji vodi rapidnoj lizi disajnih puteva
dolazi do mobilizacije neutrofila. Ovaj odgovor je brzi od imunskog odgovora posredovanog
T i B limfocitima (285).

U studiji Chang i saradnika iz 2013. godine vidi se da postoji statisticki znacajno
povecanje interleukina 6 (IL-6), koji predstavlja neutrofilni marker inflamacije i na osnovu
toga moZemo jo$ jednom zakljuciti da su citoloski rezultati slicni kao i u svim do sada
sprovedenim studijama koje su ispitivale bronhiektazije kod dece i odraslih
(286).Analizom C reaktivnog proteina u BEST-2 studiji postoji znaCajno povecanje
vrednosti ovog markera inflamacije, kao i IL- 6, IL-10 i IP-10 (286). Kod pacijenata sa
bronhiektazijama prisutan je Kkarakteristican neutrofilni inflamatorni odgovor, sa
povecanom koncentracijom neutrofilne elastaze i mijeloperoksidaze u bronhijalnom stablu
(287). Proinflamatorni medijatori IL-8, interleukin 1  (IL-18) I TNF-a su najverovatnije
ukljuceni u migraciju neutrofila kroz zid bronhija u lumen, na $ta ukazuje jasna pozitivna
korelacija izmedu koncentracije ovih faktora i koli¢ine patogenih mikroorganizama koji se
mogu izolovati iz pluca obolelih. Neutrofili poseduju sposobnost fagocitoze, produkcije

reaktivnih kiseoni¢nih medijatora i antimikrobnih supstanci, a kada su aktivirani vrse
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sekreciju viSe proteza, ukljucujuci neutrofilnu elastazu, katepsin G i proteazu 3 (283).
Pored neutrofila, u odrzavanju inflamacije ucestvuju i makrofagi, T limfociti i eozinofili.
Oslobadaju¢i brojne inflamatorne medijatore, ove celije privlace neutrofile u bronhijalno
stablo i reguliSu imuni odgovor. Pokazano je da c¢ak i ¢elije respiratornog epitela sekretuju
proinflamatorne medijatore i na taj nacin odrzavaju lokalnu inflamaciju.

U studiji Hsieh-a i saradnika iz 2013. godine meren je nivo visoko senzitivhog
serumskog CRP-a. Tehnika merenja je izvodena na aparatu BIOMEDICAL LABARATORY
INC. U ovoj studiji pacijenti su bili podeljeni u dve grupe koje se nisu razlikovale statisticki
prema starosnoj dobi, polnoj distribuciji, indeksu telesne mase i pluénim funkcijama.
Pacijenti u prvoj grupi imali su izmerenu vrednosti visoko senzitivnog CRP-a manji od
4,26mg/l], a 31 pacijent u drugoj grupi imao je nivo visi od 4,26mg/1 (38). Takode su bili
podeljeni i prema ucestalosti egzarcerbacija i hospitalizacijama koje su bile u vezi sa njima.
Ova studija je utvrdivala korelaciju sa bronhiektazijama utvrdujuéi senzitivnost CRP kao
biomarkera sistemskog inflamatornog odgovora. Ustanovljeno je da pacijenti sa
bronhiektazijama u stabilnoj fazi bolesti imaju poviSen nivo sistemskih markera infalamcije
te da i u ovom periodu klinicke stabilnosti pacijenti sa ne-CF bronhiektazijama imaju
poviSenu bronhijalnu infalamaciju (289).

Tokom egzarcerbacija, pogotovo u toku infekcija, povec¢ava se migracija neutrofila u
disajne puteve Sto dovodi do povecanja nivoa proteolitickih enzima. Proteolitici vrse
destrukciju pluénog matriksa dovodeci do razvoja bronhiektazija. Nivo nisko senzitivnog
CRP je pokazao signifikantnu korelaciju sa skorom promena dobijenim skenerom visoke
rezolocije, ali nije zabeleZena korelacija sa merenjem pluénih funkcija. U ovoj studiji
zabeleZena je negativna korelacija sa FEV1 i FVC. MoZda razlog leZi u tome $to je inflamacija
kod ovih pacijenata neznatna (290). U nasoj studiji zabeleZzeno je povecanje CRP Ccija je
prosecna vrednost iznosila 14,15mg/], te se moze zakljuciti da su i naSi rezultati u korelaciji
sa postojec¢im, jer ova vrednost ukazuje na niski stepen inflamacije. U studiji Chitkara i
saradnika iz 2011. godine analizom CRP kod dece sa bronhiektazijama postoji statisticki
znacajna korelacija sa nivoom interleukina-6 kao i sa prokalcitoninom, a takode postoji
statisticka korelacija poviSenih vrednosti CRP sa sniZzenim vrednostima FEV1 i FVC. Na
osnovu analiza drugih studija kao i naSih rezultata moZemo zakljucti da je CRP kao

biomarker inflamacije znacajan u analizi progresije oboljenja (291).
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U cilju utvrdivanja centralne uloge infekcije i inflamacije usled prisustva patogenog
mikroorganizma kod obolelih od idiopatskih bronhiektazija i mi smo u naSoj studiji
sproveli ispitivanje bronhoalveolarnog lavata kao zlatnog standarda za utvrdivanje
postojanja mikroorganizama i inflamacije kod bolesti donjih disajnih puteva. Tehnika
uzimanja bronhoalveolarnog lavata omogucéava verodostojnost rezultata jer se minimalizije
mogucnost kontaminacije uzorka orofarengiealnom florom u odnosu na uzimanje
indukovanog sputuma (295). NaSi rezultati ukazuju na predominaciju neutrofila u
uzorcima bronhoalveolarnih lavata kod ispitanika, dok je u zastupljenosti ostalih vrsta
infalamtornih ¢elija prose¢na vrednost makrofaga na drugom mestu. Procenat
zastupljenosti limfocita i eozinofila u uzorcima kod ispitanika bila je skoro podjednaka. Ovi
rezultati u velikoj meri koreliraju sa podacima u studijama koje su ispitivale zastupljenost
¢elija u lavazi kod idiopatskih bronhiektazija. U studiji 2012. godine Kapura sa saradnicima
u ispitivanim uzorcima bronhoalevolarne lavaze 60% zastupljenosti celija pripadalo je
neutrofilima, 33% makrofazima, 5,5 % limfocitima (282). Kod dece koja su bila ukljucena u
ovu studiju postojao je signifikantni porast ukupnih Celija prvenstveno neutrofila kod dece
sa infekcijom donjih disajnih puteva, ali isto tako od ukupnog broja ¢elija u BAL uzorku kod
neinfektivne grupe ispitanika neutrofili su takode bili predominatni (viSe od 85%). Deca
koja su bila sa znacima infekcije su ispitivana i nakon uzimanja antibiotika i rezultat
citologije pokazuje ukupno smanjenje Celija, ali ne i promenu u zastupljenosti neutrofila.
Takode ova studija nije pokazala signifikatnost uticaja etioloSkih faktora primene
antibiotika na ukupan broj ¢elija i njihovu zastupljenost po tipovima (8). Pregledom studija
objavljenih tokom 2011. godine, analizom nalaza sputuma utvrdeno je da postoji veci rizik
kolonizacije kod ispitanika koji su imali smanjenje FEV1 ispod 80% i koji su imali rani
pocetak bolesti a to se odnosi na uzrast ispod 14 godina (296).

U studiji Greenwud-a iz 2011. godine pregledom podataka utvrdeno je da postoji
prisustvo pulmonarnih makrofaga kod osoba o¢uvanog imuniteta bez imunodeficijencije i
da se u rezoluciji inflamacije ne menja njihova zastupljenost u znacajnijoj meri, ali da
postoji znacajno smanjenje neutrofila i NK ¢elija. Ova studija je ujedno ukazivala i na
razli¢itu zastupljenost medijatora inflamacije tako da u samoj inflamaciji raste
zastupljenost proteaza i slobodnih radikala kiseonika, citokina, hemokina, matriks-

metaloproteinaze, katepsina, elastaze. U rezoluciji inflamacije dominiraju antioksidansi,
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antiinflamatorni citokini , antiproteze i faktori rasta od kojih je najznacajnji faktor rasta
trombocita. Ista studija je ispitivala primarne imunodeficijentne bolesti udruZene sa
bronhiektazijama kod dece. Imunoloske varijacije su bile uslovljene osnovnom boles¢u koja
uslovljava imunodeficijentno stanje. Studija se bavila ispitivanjem takozvanih idiopatskih
broniektazija na osnovu rezultata merenja proinflamatornih i antiinflamatornih medijatora
i zakljucak je da su regulatorni mehanizmi poremeceni i da inflamatorni odgovor nije
proporcionalno vec¢i u odnosu na kolonizaciju bakterija. Moguce je da odgovor na ovu
Cinjenicu leZi u izmenjenoj ekspresiji "Toll like" receptora, te da epitelne celije disajnih
puteva i neutrofili kao integralne kompontne imunog sistema gube mehanizam kontrole.
Sto se pogotovo odnosi na pluéne makrofage. Utvrdeno je da "Toll like" receptori 2 i 4
povecavaju svoju ekspresiju tokom akutne bakterijske infekcije, ali da takode postoji i
znacajno smanjenje "Toll like" 4 receptora kod dece sa perzistentnim kasSljem i stalnom
kolonizacijom Sto moZe biti rezultat stalnog izlaganja respiratornim bakterijama koje utic¢u

na njegovu smanjenu regulaciju (285).

5.3. MIKROBIOLOSKE KARAKTERISTIKE ISPITANIKA

U naSem ispitivanju dece sa idiopatskim bronhiektazijama utvrdivali smo
mikrobioloske karakteristike BAL. U nasem ispitivanju najveci procenat zastupljenosti su
imali S. pneumoniae (29,2%), P. aeruginosa (20,8%) i H. influenzae (20,8%). U studiji
Kapura i saradnika iz 2012.godine najzastupljeniji patogeni u lavatu kod 113 dece su bili H.
influenzae sa 47%, S. pneumoniae sa 22% i S. aureus sa 12%, dok je P. aerugeiosa bio manje
zastupljen (6%) (282). Razlog manjeg broja pacijenta sa kolonizacijom pseudomonasom je
primena oralnih antibiotika u vreme uzimanja uzoraka tokom istrazivanja, kao i vec
komentarisanoj izmenjenoj regulaciji ekspresije odbranbenih (celija usled stalne
kolonizacije pseudomonasom i porastom neutrofila u lavatu ispitanika. U istoj studiji od
ukupnog broja ispitanika 68% dece je imalo pozitivhu analizu mikrobioloskog lavata.
Takode ova studija je ukazala da kod 30% dece postoji kolonizacija sa dva ili viSe patogena.

Znacajno je pitanje otkrivanja biofilma u bronhoalveolarnoj lavazi kod dece sa

idiopatskim bronhiektazijama. Biofilm se moZe definisati kao zatvoreni sistem bakterija

58



koji sam sebe odrZava koriste¢i sposobnost samoprodukcije i brzu sposobnost
prilagodavanja DNK i razvijanja rezistencije. Bakterije koje rastu u vidu biofilma se odlikuju
povecanom rezistencijom na antibiotike i njihova detekcija moZe biti samim tim oteZana
tokom kultivisanja. Kod infekcija koje su uzrokovane ovakvom vrstom bakterija rezultati
mikrobiloskog isitivanja su veoma cesto negativni, iako su jasno pozitivni rezultati za
klinicki infekciju (297). U jednoj restrospektivnoj australijskoj studiji iz 2012. godine
objavljeni rezultati ukazivali su na veoma znacajnu klini¢cku ulogu prepoznavanja patogena
iako je svega 68% uzoraka BAL u ovoj studiji bilo pozitivno, za Sta razlog upravo lezi u
oteZanom prepoznavanju usled postojanja biofilma. In vitro studije su pokazale da biofilm
mogu stvoriti S. pneumoniae, H. influenzae i M. catarrhalis (294-296). Ipak najceSce
bakterije koje stvaraju biofilm su P. aeureginosa, H. influenzae i drugi respiratorni patogeni
koji se mogu naci u donjim disajnim putevima. I pored preporuka da se kod pedijatrijskih
pacijenata BAL uzima u dva uzorka, ne postoje signifikatni podaci iz studija koji bi ukazali
na izmenjenost rezultata otkrivanja biofilma izmedu ova dva uzorka, iako bi se ocekivalo da
otkrivanje biofilma iz drugog uzorka bude statisticki znacajno vece zbog odstranjivanja
mukusa tokom prvog uzorkovanja. Ova hipoteza je nastala na osnovu ispitivanja koja su se
odnosila na uzimanje uzorka kod otitis medie gde je postojalo znacajno povecanje detekcije
biofilma nakon ucestalih lavazZa srednjeg uha (287).

U Bergenovoj studiji iz 2013. godine moZe se videti da se u disajnim putevima kod
pacijenata sa idiopatskim bronhiektazijama najcesce izoloju P. aeruginosa, S. pneumoniae,
H. influenzae, S. maltophilia, S. aureus i gljivica Aspergilosus fumigatus. Enzimi oslobodeni
pod uticajem bakterija (pseudomonas, pseudolizin(elastaza) i aeruginolysin alakalna
proteaza) pokrecu proteoliticke procese i inaktiviraju antiproteazu elafin, kao i oslobadanje
IL-18. U ovoj studiji u 6 od 10 pacijenata je bila prisutna bakterijska kolonizacija, ali je
otkriveno da BAL sadrZi nizZi nivo neutrofilne elastaze u odnosu na pacijente koji boluju od
cisticne fibroze. U istoj studiji koncentracija neutrofilne elestaze kod idiopatskih
bronhiektazija bila je u pozitivnoj korelaciji sa brojem neutrofilnih ¢elija u uzorku BAL. U
ovoj studiji utvrdivanjem nivoa IL-8 nije nadena signifikantna razlika kod pacijenata sa i
bez kolonizacije pseudomonasom. Jo$ uvek nije u potpunosti objasSnjena uloga IL-8 u
inflamaciji kod idiopatskih bronhiektazija, ali sve ukazuje da je neutrofilna inflamacija

predominatna i kod CF i ne-CF bronhiektazija, kao i da IL-8 vezuje glikozaminoglikane. Za
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razliku od IL-8, IL-18 se slabije vezuje za glikozaminoglikane i ima vecu senzitivnost za
proteoliticku degradaciju. U dosadasnjim studijama je ve¢ opisano da nakon izlaganja
serinskim proteazama u koje spadaju neutrofilna elastaza i katepsin G dolazi do
degradacije IL-18 pa je samim tim to objasSnjenje zaSto je u uzorku BAL kod idiopatskih
bronhiektazija koncentracija IL-18 sniZena ili skoro nedetektabilna. Iz tog razloga se u
terapiji uvode antiproteaze putem nebulizacije koje bi imale pozitivan efekat na
stabilizaciju IL-18 i smanjile kolonizaciju kod CF ili kongenitalnih bronhiektazija. Koncept
ove strategije moZe da objasni inicijalni uspeh koji je postignut inhalatornom terapijom alfa
1 antitripsinom tokom 4 nedelje kod pacijenata obolelih od bronhiektazija ciji je etioloski
uzro¢nik CF i kod kojih je zabeleZeno smanjenje aktivnosti serinskih proteaza, sniZenje
neutrofilne elastaze, kao i proinflamatornih medijatora, IL-8, TNF alfa , IL-1beta i LTB4
(288).

U studiji mcShane-a i saradnika iz 2013. godine sprovedenoj na odraslim
pacijentima sa idiopatskim bronhiektazijama mikrobioloSkom analizom je utvrdeno da su
gram pozitivni mikroorganizmi CeS¢i (S. pneumoniae i S. aureus), kao i netuberkulozni
mikobakterijum (290). Studija King-a i kolega iz 2007. godine je izolovala i klinicki ispitala
korelaciju tri odvojene grupe mikroorganizama (P. aeruginosa, H. influenzae i normalnu
floru). U ovoj studiji ispitivanjem plué¢ne funkcije pacijenata sa pseudomonasom u odnosu
na H. influenzae pokazalo se pogorSavanje, dok grupa pacijenta sa normalnom florom nije
imala pogorsavanje plu¢ne funkcije. Ovo bi moglo da govori u prilog korelaciji progresije
bolesti i kolonizaciji i infekciji pseudomanasom i hemofilusom. U studiji King-a i saradnika
takode je pokazano da znacajno viSe pacijenata ima kolonizaciju hemofilusom (47%) nego
pseudomonasom (12%) (246). Druge studije pak pokazuju da je P. aeruginosa znacajno
¢es¢i. U svakom slucaju P. aerugenosa u svim dosadasnjim studijama korelira sa tezinom
klinicke slike, oStecenjem pluéne funkcije, ucestalijim egzarcerbacijama i znacajno
smanjenim Kkvalitetom Zivota (297). Velina bakterija u bronhiektazijama su u formi
biofilma. Biofilm predstavlja izazov u leCenju jer njihov matriks i ekstracelularni
polisaharidi organizuju zastitu bakterije od spoljnog agensa. Biofilm omogucava
preZivljavanje bakterija na mnogo razli¢itih nacina. Bifilmom bakterije postiZu stepen
anoksije i kiselosti dovode¢i do razvoja rezistencije na antibiotike. Biofilm zaustavlja

penetraciju antibiotika pri ¢emu se i bakterije fenotipski prilagodavaju odgovoru i taj
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fenomen se opisuje kao "quorum sensing". Antibiotici mogu biti inaktivisani od strane
biofilma promenom polimerizacije, rastvaranjem u biofilmu ili poremecajem efektivnosti
kanala specifi¢nih za antibiotik. Biofilm moZze zaStiti bakteriju od fagocitoze i antitelom. U
bliskoj budu¢nosti ocekuje se da ¢e terapija biti usmerena ka savladavanju biofilma i
njegove barijere (299).

U nasoj studiji kod dece sa idiopatskim bronhiektazijama izolovane su sledece
bakterije S. pneumoniae (29,2%), P. aeruginosa (20,8%), i H. influenzae (20,8%), M.
catarrhalis (10,4%) i S. aureus (8,3%). Normalanu floru smo zabeleZili kod 2,1% ispitanika.
Na osnovu ovoga moZemo reci da se rezultati nasih mikrobioloskih analiza ne razlikuju od
rezultata ostalih istraZivaca i njihovih studija koje su ukazale na naj¢e$¢e mikroorganizme
izolovane iz BAL-a. Iako nismo ispitivali biofilm zbog tehnickih mogu¢nosti kojima smo
raspolagali, na osnovu terapijskog odgovora koji nije bio signifikantno znacajan u pogledu
poboljSanja moZemo zakljuciti da je najverovatniji razlog izostanka veceg pozitivnog efekta
upravo rezistentnost uslovljena razvojem biofilma. U pogledu terapijskog efekta merenog
preko vrednosti NO moze se zakljuciti da postoji visoko statistiCki znacajna razlika sa
smanjenjem vrednosti NO nakon terapije, Sto je pokazatelj da primenjena terapija ima
znacajan antiinflamatorni efekat. Za razliku od stepena sistemske inflamacije odredenog
koncentracijom CRP, za koji smo i kroz ostale studije ustanovili da predstavlja biomarker
koji ne mora biti znacajno poviSen kod inflamacije, u bronhiektazijama izdahnuti NO
predstavlja direktniji pokazatelj stepena inflamacije u disajnim putevima jer se stvara
lokalno. Izdahnuti NO samim tim je senzitivniji pokazatelj lokalne inflamacije koja se
odigrava u disajnim putevima kod ovih pacijenata i u korelaciji je sa klinickom slikom

bolesti (300).

5.4. ULOGA GENA CFTR U IDIOPATSKIM BRONHIEKTAZIJAMA

Veliki broj studija u toku prethodne decenije bio je posvecen istrazivanju geneticke
osnove idiopatskih bronhiektazija, ali njihovi rezultati nisu konzistentni i geneticka osnova

ove bolesti joS uvek nije poznata. U ovoj studiji prisustvo varijanti u CFTR genu korelirano
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je sa razvojem bolesti analizom njihove ucestalosti kod dece sa idiopatskim
bronhiektazijama i poredenjem sa poznatom ucestaloS¢u u opStoj populaciji. Ukoliko
varijante gena CFTR imaju ulogu u idiopatskim bronhiektazijama, ocekivano je da su
najzastupljenije u dobro okarakterisanoj grupi dece, kod kojih su sa sigurnos¢u iskljuceni
svi poznati uzroci i faktori rizika za ovu bolest. Ova studija je sprovedena u grupi od 48
dece kod kojih su bronhiektazije dijagnostikovane pomoc¢u HRCT toraksa, tehnike koja se
smatra zlatnim standardnom u dijagnostici ove bolesti, a svi poznati uzroci iskljuceni.

Cisticna fibroza je iskljuCena kod svih ispitanika na osnovu rezultata klinicke
evaluacije i znojnog testa. Znojni test je bio negativan (<40mmol/L) kod 45 dece, dok je kod
3 pacijenta imao grani¢nu vrednost (30-40mmol/L). Ranije studije su pokazale da su
rezultati znojnog testa kod atipi¢nih formi cisticne fibroze, kod kojih su mutacije
detektovane na oba alela, iznad 30mmol/L (301,302). Prethodne studije su takode
pokazale da su u populaciji pacijenata sa bronhiektazijama bez cisti¢ne fibroze
heterozigotni nosioci CFTR varijanti znatno ¢e$¢i nego u zdravoj populaciji, na osnovu cega
se pretpostavlja da je kod osoba sa negativnim znojnim testom i jednom normalnom
kopijom gena CFTR funkcija proteina CFTR u izvesnoj meri oStecena (266, 267, 268).

Svi ispitanici ukljuceni u ovu studiju podvrgnuti su analizi odredenih segemenata
gena CFTR u kojima se nalaze relativnho ceste varijante. Osim najceS¢e mutacije,
c.1521_1523delCTT, analiziran je i polimorfni Tn lokus, a egzoni 3, 10 i 11 su sekvencirani
da bi se utvrdilo da li su u njima prisutne bilo kakve promene. Pomenuti regioni gena CFTR
odabrani su za analizu na osnovu prethodnih studija, u sklopu kojih su kod pacijenata sa
bolestima plu¢a ba§ u ovim regionima najces¢e detektovane CFTR varijante u nasoj
populaciji (303,304). Podaci u ucestalostima pojedinih varijanti u CFTR genu dobijeni u
ovoj studiji poredeni su sa podacima iz literature o ucestalosti u opstoj populaciji, koji su
slicni podacima za zdravu populaciju Srbije, s obzirom da nije bilo mogu¢nosti da se oformi
i analizira kontrolna grupa istog uzrasta kao ispitanici. Upotreba pomenutih literaturnih
podataka opravdana je ¢injenicom da su koriS¢eni podaci za populacije iz mediteranskog
regiona, za koje je poznato da imaju sli¢nu geneticku osnovu, kao i distribuciju mutacija u
CFTR genu kao i populacija Srbije (304).

Incidenca varijanti u genu CFTR u grupi ispitanika nije se znacajno razlikovala u

odnosu na opStu populaciju. Mutacija ¢.1521_1523delCTT, koja je u ovoj studiji
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detektovana kod jednog ispitanika, u heterozigotnom stanju predstavlja faktor rizika za
razvoj bolesti pluca (305). Pacijent kod koga je detektovana mutacija c.224G>A takode je
nosilac varijante ¢.1210-12T[5]. Varijanta c.224G>A dovodi do zamene amino kiseline u
proteinu, ali se aktivnost mutiranog proteina CFTR ne razlikuje u odnosu na normalnu
proteinsku varijantu (306). Alel c.224A je znacajno ce$¢i kod pacijenata sa blagim
manifestacijama pluénih bolesti, kao Sto je atipi¢na cisti¢cna fibroza (321). PoviSena
ucestalost ove varijante otkrivena je i kod pacijenata sa hronicnom obstruktivnhom boles¢u
pluca u Srbiji.

Aleli polimorfnog Tn lokusa se ne smatraju mutacijama koje dovode do cist¢ne
fibroze, ali uticu na obradu CFTR iRNK i mogu biti udruZene sa nekim blazim klini¢ckim
prezentacijama (307). Varijante ¢.1210-12T[7] i ¢.1210-12T[9] se smatraju normalnim,
posto se u slucaju da su prisutne sintetiSe dovoljna koli¢ina funkcionalne CFTR iRNK i ne
dolazi do razvoja bolesti.Alel ¢c.1210-12T[5] ne generiSe dovoljnu koli¢inu funkcionalne
CFTR iRNK, zbog Cega se smatra ,blagom“ mutacijom. U ovoj studiji varijanta c.1210-
12T[5] je detektovana sa ucestaloS¢u od 10.4%, a nosioci ove varijante su bili znacajno
¢esS¢i u grupi ispitanika nego u opStoj populaciji (x2=4.696, p=0.0302), Sto ukazuje na
mogucu ulogu ove varijante u etiologiji idiopatskih bronhiektazija. Rezultati ove studije
saglasni su sa hipotezom da je varijanta c.1210-12T[5] povezana sa obstruktivnim
bolestima pluéa, Sto bi trebalo potvrditi analizom veéeg broja ispitanika (308).

Varijanta c.1408A>G uzrokuje amino-kiselinsku zamenu koja dovodi do razlike u
brzini maturacije proteina CFTR 1 aktivnosti jonskog kanala. Varijanta p.470Met maturira
sporije i ima aktivnost jonskog kanala 1,7 puta manju u poredenju sa varijantom p.470Val
(309). Iako se varijante p.470Met i p.470Val funkcionalno razlikuju, nema podataka o
njihovoj povezanosti sa pojedinim klinickim fenotipovima, ali postoji mogucnost da u
kombinaciji sa drugim varijantama dovode do blaZzih klini¢kih prezentacija (310). U ovoj
studiji ucestalost genotipa Met/Met je bila statisticki znacajno veca u grupi ispitanika sa
idiopatskim bronhiektazijama nego u opstoj populaciji, dok su heterozigotni nosioci
varijante c.1408A>G bili znacajno redi (x2=7.618, p=0.0222). PoSto je kod adultnih
pacijenata sa bronhiektazijama koji su nosioci CFTR mutacija otkrivena vrlo visoka
ucestalost Met/Met genotipa (90%), njegova povecana ucestalost u ovoj studiji moZe pre

znaciti da su prisutne druge CFTR varijante koje nisu mogle biti detektovane primenjenim
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metodoma, nego ukazati na njegovu povezanost sa razvojem bolesti (266). Imajuci u vidu
varijabilnost mutacija u CFTR genu koje su otkrivene kod pacijenata sa bronhiektazijama,
buduce studije bi trebalo proSiriti na pretragu kompletnog CFTR gena. Analiza polimorfnog
TG ponovka koji se nalazi u blizini Tn lokusa takode moZe biti od znacaja za interpretaciju
dobijenih rezultata, s obzirom da varijanta ¢.1210-12T[5] u sklopu haplotipa 5T-12TG-
470M moZe biti (311, 312). Analizu haplotipova nije bilo moguce izvrsiti kod ispitanika u
ovoj studiji, jer u vecini sli¢ajeva nisu bila dostupna oba roditelja. Ostaje mogu¢nost da su
neki od ispitanika nosioci mutacija u CFTR genu koje nisu detektovane u ovoj studiji, Sto bi
moglo znacajno da utice na funkciju proteina CFTR i da znacajnije doprinese funkcionalnoj
abnormalnosti kod ovih pacijenata. Rezultati ove studije su u saglasnosti sa prethodno
objavljenim rezultatima za adultne pacijente sa bronhiektazijama, koji ukazuju na relativno
visoku ucestalost CFTR varijanti ¢.1210-12T[5] i c.1408A u ovom oboljenju (302, 266,
267).S obzirom na nedostatak kontrolne grupe, relativno mali broj ispitanika i gubitak
statisticke znacajnosti nakon korekcije za mali uzorak, ovi rezultati mogu se smatrati
preliminarnim i trebalo bi ih potvrditi na ve¢em broju uzoraka i kontrola. S druge strane,
podaci o mutacijama u genu CFTR u pedijatrijskoj populaciji sa idiopatskim
bronhiektazijama prakticno ne postoje i nije bilo drugih studija ovog tipa. IstraZivanja
radena na adultnim pacijentima sa bronhiektazijama ukazuju da heterozigotnost za
mutacije u CFTR genu najverovatnije ima patoloske posledice i doprinosi razvoju
bronhiektazija u kombinaciji sa drugim genetickim i epigenetickim faktorima
(302,266,268). Rezultati dobijeni u ovoj studiji ukazuju na mogucu ulogu dve cCeste
varijante u CFTR genu, ¢.1210-12T[5] i c.1408A, u idiopatskim bronhiektazijama kod dece.
Analiza veceg broja uzoraka, obuhvatnija analiza gena CFTR i analiza uzoraka iz drugih
populacija neophodni su da bi se potvrdili rezultati ove studije i razjasnila uloga navedenih

CFTR varijanti u idiopatskim bronhiektazijama.

5.3. ULOGA GENA ELANE U ODGOVORU NA TERAPIJU U IDIOPATSKIM
BRONHIEKTAZIJAMA

Ovo je prva studija koja je obuhvatila analizu ELANE genotipova u bronhiektazijama.

Hipoteza da varijante u promotorskom regionu gena ELANE imaju ulogu modulatora
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odgovora na terapiju u idiopatskim bronhiektazijama ispitana je koreliranjem prisustva
varijanti sa odgovorom na terapiju procenjenim na osnovu klinickih parametara i promene
nivoa NO pre i posle terapije. Distribucija ELANE genotipova u grupi ispitanika u ovoj
studiji nije se znacajno razlikovala u odnosu na druge studije (270, 271, 313). Uocena je
pozitivna korelacija izmedu prisustva ELANE genotipova sa predvidenom visokom
aktivno$cu i odgovora na terapiju.

Infiltracija plu¢a neutrofilima pracena poviSenim nivoima markera inflamacije
karakteristi¢na je za bronhiektazije i, iako moZe biti prisutna blaga sistemska inflamacija,
inflamatorni proces je obi¢no ograni¢en na pluéno tkivo (314, 315). Nivo FeNO u
izdahnutom vazduhu pacijenata sa bronhiektazijama je u nekim studijama bio povisen u
odnosu na zdrave ispitanike, dok u drugim studijama nije nadena znacajna razlika (310,
316, 317, 318, 319). Najverovatniji razlog za nekonzistentnost rezultata su razlike u
metodoloSkim pristupima i kriterijumima za selekciju pacijenata, od kojih je najznacajnije
prisustvo infekcije. U ovoj studiji ispitanici sa ELANE genotipovima sa predvidenom
visokom aktivno$¢u imali su znacajno viSi nivo NO na prijemu nego ispitanici sa ELANE
genotipovima sa predvidenom niskom i srednjom aktivno$¢u. Neutrofilna elastaza moze da
naru$i normalnu funkciju pluénog tkiva i izazove prekomerno oslobadanje
proinflamatornih medijatora (317). Neutrofilna elastaza takode redukuje frekvencu
obrtanja cilija, Sto pogada mukocilijarni klirens i produkciju NO (322). Moguce je da
navedeni efekti neutrofilne elastaze mogu da dovedu do povecanja produkcije NO od strane
rezidentnih i inflamatornih ¢elija pluca.

Znacajnije sniZenje nivoa NO nakon terapije je zabeleZeno kod ispitanika sa ELANE
genotipovima sa predvidenom visokom aktivnosS¢u, Sto ukazuje da bolje reaguju na
primenjenu terapiju. Prethodne studije nisu zabeleZile promenu u nivou NO nakon terapije
antibioticima i inhaliranim kortikosteroidima (317, 323). Poznato je da makrolidni
antibiotici inhibiraju neutrofilnu elastazu, sniZavaju nivo inflamacije, povecavaju nivo
mukocilijarnog klirensa, sniZavaju virulentnost bakterija i sprecavaju formiranje biofilma
(324, 325). Nepoznato je Sta dovodi do razlike nivoa NO izmedu grupa sa razlicitim ELANE
genotipovima. PosSto i na antibiotsku terapiju i aktivnost neutrofilne elastaze utice veliki
broj faktora, uoceni fenomen je najverovatnije posledica kompleksne interakcije genetickih

i negentickih faktora u plu¢ima.
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Ispitanici sa ELANE genotipovima sa predvidenom visokom aktivnoS¢u imaju
znacajno bolji odgovor na terapiju od ispitanika sa ELANE genotipovima sa predvidenom
niskom i srednjom aktivnoScu, Sto ukazuje na potencijalnu ulogu polimorfizama u genu
ELANE u modulaciji odgovora na terapiju u bronhiektazijama. PoSto je studija obuhvatila
relativno mali broj uzoraka, uocenu korelacija izmedu odredenih ELANE genotipova i
odgovora na terapiju trebalo bi istraziti u ve¢im studijama uz analizu drugih genetickih i
negenetickih faktora. IstraZivanja koja bi obuhvatila druge plu¢ne bolesti takode bi

doprinela razjasSnjenju uloge neutrofilne elastaze u odgovoru na antimikrobijalnu terapiju.
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6. ZAKLJUCAK

¢ Nije uocena statisticki znacajna razlika u zastupljenosti polova, kao ni u prosectnoj
starosti u grupi dece sa idiopatskim bronhiektazijama u trenutku dijagnoze i pojavi
prvih simptoma u odnosu na pol.

e Nije uoCena statisticki znacajna razlika u zastupljenosti sekundarnog puSenja u
ispitivanoj populaciji, ali postoji statisticki znacajna razlika u zastupljenosti srednje i
visoke struCne spreme, pri ¢emu je srednja strucna sprema znacajno ceSce
zastupljena (%2=10,083; p=0,0015).

e Uocena je visoko statisticki znacajna razlika u razvoju bronhiektazija u odnosu na
uslove stanovanja koji su bili okarakterisani kao komforni, odnosno nekomforni. U
nasoj studiji znacajno su CeSce bili zastupljeni komforni uslovi stanovanja.

e U pogledu terapijskog efekta merenog preko vrednosti NO postoji visoko statisticki
znacajna razlika sa smanjenjem vrednosti NO nakon terapije, Sto je pokazatelj da
primenjena terapija ima znacajan antiinflamatorni efekat (t=5,301; p<0,001).

e Ne postoji statisticki znacajna razlika u zastupljenosti CFTR mutacija u ispitivanoj i
opstoj populaciji.

e Postoji statisticki znacajna razlika u zastupljenosti CFTR genotipova 5T/7T i 5T/9T u
ispitivanoj i opStoj populaciji (y2=4,696; p=0,0302), kao i u zastupljenosti CFTR
genotipa 7T/9T (x2=5,581; p= 0,0182).

e Postoji statisticki znacajna razlika u zastupljenosti CFTR M470V genotipa u

ispitivanoj i opstoj populaciji (y2= 7,618; p= 0,0222).

e Rezultati dobijeni u ovoj studiji ukazuju na mogucu ulogu dve Ceste varijante u CFTR

genu, c.1210-12T[5] i c.1408A, u idiopatskim bronhiektazijama kod dece.
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Postoji visoko statisticki znacajna razlika u zastupljenosti genotipova ELANE
promotora u ispitivanoj populaciji dece sa idiopatskim bronhiektazijama, pri cemu je
genotip sa predvidenom visokom aktivno$c¢u najzastupljeniji (2= 18,875; p= 0,0001).
Ne postoji statisticki znacajna razlika u vrednostima ¢elija bronhoalveolarne lavaze
(limfocita, monocita, neutrofila, eozionofila, makrofaga) kao i CRP-a kod dece sa
idiopatskim bronhiektazijama i razli¢itim nivoima previdene aktivnosti ELANE
promotora.

Deca sa visokom previdenom aktivnoS¢u ELANE promotora imaju znacajno visu
incijalnu vrednost NO u odnosu na decu sa niskom/srednjom previdenom aktivnos¢u
ELANE promotora (t=2,906; p=0,006), kao i znacajno ve¢u promenu NO (t=3,329;
p=0,002).

Postoji statisticki znacajna povezanost promene NO sa predvidenom aktivnoscu
ELANE promotora (r=0,350; p=0,015).

Postoji statisticki znacajno bolji terapijski odgovor kod dece sa visokom predvidenom
aktivno$¢u ELANE promotora (Kendall's tau-b=0,313; p=0,018).

Ispitanici sa ELANE genotipovima sa predvidenom visokom aktivnoSéu imaju
znacajno bolji odgovor na terapiju od ispitanika sa ELANE genotipovima sa
predvidenom niskom i srednjom aktivno$¢u, Sto ukazuje na potencijalnu ulogu

polimorfizama u genu ELANE u modulaciji odgovora na terapiju u bronhiektazijama.
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Potpis doktoranda

U Beogradu, 8.10.2015. !
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Prilog 2.

Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije
doktorskog rada

Ime i prezime autora dr Katarina MiloSevi¢
Broj upisa
Studijski program pedijatrija

Naslovrada  “Znacaj genetskih i faktora sredine u nastanku idiopatskih
bronhiektazija kod dece”

Mentor  Prof dr sc Branimir Nestorovi¢
Potpisani dr Katarina MiloSevi¢

izjavljujem da je Stampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji
koju sam predao/la za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta
u Beogradu.

Dozvoljavam da se objave moji li€ni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja
doktora nauka, kao $to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi li¢ni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u
elektronskom katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda
l
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U Beogradu, 08.10.2015.




Prilog 3.

Izjava o koriS¢enju

Ovlaséujem Univerzitetsku biblioteku ,Svetozar Markovi¢“ da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:

., Inacaj genetskih i faktora sredine v nastanku idiopatskih bronhiektazija
kod dece*

koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za
trajno arhiviranje.

Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu
mogu da koriste svi koji postuju odredbe sadrzane u odabranom tipu licence Kreativne
zajednice (Creative Commons) za koju sam se odlugio/la.

1. Autorstvo
2. Autorstvo - nekomercijalno
@utorstvo — nekomercijalno — bez prerade
4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo — bez prerade
6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruzite samo jednu od gest ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je
na poledini lista).

Potpis doktoranda

U Beogradu, 08.10.2015.
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