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ISPITIVANJE POLIMORFIZAMA eNOS GENA KAO FAKTORA RIZ  IKA
ZA RAZVOJ RETINOPATIJE PREVREMENO RO DPENE DECE

REZIME

Uvod: Retinopatija prematuriteta (ROP) je oboljenje mja&mn oka prevremeno dene
dece i osnovni je uzrok teSkog oStenja vida u ¢stin. Genetika istrazivanja ROP

usmerena su ka otkrivanju varijanti gena odgovorailnazvoj teskih formi ROP-a.

Cilj ove studije bio je da ispitacestalost genotipova i alela polimorfizama T-786C i
4a/4b gena za endotelnu azot oksid sintetazu (eNOE)pulaciji prevremeno dene
dece kao i povezanost ispitivanih polimorfnih vamij sa nastankom teSkog stepena
retinopatije. Takde, cilj ove studije je ispitivanje klitkih faktora rizika udruzenih sa

nastankom teskog stepena ROP-a.

Metodologija: Istrazivanje je ukljgilo 239 prevremeno dene dece. Na osnovu
sprovedenog oftalmoloSkog skrininga prevremenigmna deca su podeljena u dve grupe.
ROP grupa je obuhvatila 113 dece kod kojih je steR©P-a zahtevao oftalmoloSku
terapiju, a kontrolnu grupdinilo je 126 dece bez terapije. DNK je izolovanabiisa
bukalne sluznice prevremenodeme dece a ispitivanje polimorfizama vrseno je PCR

metodom.

Rezultati: Ispitivanje polimorfizma T-786C pokazalo je da3®,1% dece homozigotno
zace&i alel T (genotip TT), 52,3% su heterozigoti (gepdCT) i 8,6% homozigoti za
redi alel C (genotip CC). testalost C alela je 34,8%.c¢éktalost genotipova T-786C
polimorfizma u grupi sa ROP-om je: 40,0% TT gemafipl,7% CT genotipa i CC
genotipa 8,3%. U kontrolnoj gruptestalost TT genotipa je 38,2%, CT genotipa 52,9% i
CC genotipa 8,8%. t¢stalost C alela u ROP grupi je 34,2%, a 35,3%nirktnoj grupi.
Ispitivanjem polimorfizma 4a/4b utdeno je da je 65,3% dece homozigotnaegi alel

4b (genotip bb), 31,2% su heterozigoti (genotip iaB)5% homozigoti za dt alel 4a
(genotip aa). Westalost 4a alela je 19,1% éstalost 4a/4b polimorfizma u grupi sa
ROP-om je: genotipa 4bb 60,2%, genotipa 4ba 34,8%aigenotipa 4,9%. U kontrolnoj
grupi westalost genotipa 4bb je 70,1%, genotipa 4ba 27,684a genotipa 2,3%.
Ucestalost 4a alela u ROP grupi je 22,3%, a 16,1%ontr&lnoj grupi. Razlika u



ucestalosti genotipova i alela eNOS T-786C i eNOSdablimorfizama izméu ROP |

kontrolne grupe nije statigki znatajna.

Prevremeno rdena deca nosioci 4aa genotipa imaju nizu nedelgtagige,
telesnu masu i Apgar skor, aévéroj dana provedenih na terapijp @ odnosu na decu
koja imaju druge genotipove (4bb i 4ba). Sredngduosti NG ispitivane po recesivnom
modelu se statistki znafajno razlikuju, tj. nosioci 4aa genotipa imaju &gao nize
srednje vrednosti NG nego nosioci 4bb i 4ba geaotiplultivarijantna linearna
regresiona analiza sa polom, TM i Apgar skorom kawarijatama nije pokazala
asocijaciju 4a/4b genotipa sa vrednostima NG kpdivene prevremeno dene dece.
Multivarijantna regresiona analiza je pokazala danezavisni faktori rizika za razvoj
ROP-a: niska nedelja gestacije, niska telesna nmasaaienju, pneumonija, sepsa,

intraventrikularna hemoragija i nekréti enterokolitis.

Zaklju ¢ak: Kod prevremeno iene dece u nasoj sredini, T-786C i 4a/4b polimorifiz
eNOS gena ne predstavljaju faktor rizika za nastaredke forme ROPa. Nezavisni
faktori rizika za razvoj ROP-a su: niska nedeljatgeije, niska telesna masa ndewju,

pneumonija, sepsa, intraventrikularna hemoragigkroticni enterokolitis.

KLJU CNE RECI: retinopatija prevremeno @¢ene deceT-786C polimorfizam, 4a/4b

polimorfizam, eNOS gen
NAUCNA OBLAST: oftalmologija
UZA NAU CNA OBLAST: humana genetika

UDK: 617.735-07-053.32:575(043.3)
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INVESTIGATION OF eNOS GENE POLYMORPHISMS AS A RISK FACTORS
FOR THE DEVELOPMENT OF RETINOPATHY OF PREMATURITY

ABSTRACT

Introduction: Retinopathy of prematurity (ROP) is a diseasehefretina of premature
infants and is the main cause of severe visual imrm@ant in childhood. Genetic studies of
ROP are directed towards to discovering variants gehes responsible for the
development of severe forms of ROP.

The aim of this study was to determine the frequency ohoggpes and allele of
polymorphisms T-786C and 4a/4b genes for endothaliac oxide synthase (eNOS) in
the population of premature infants as well asdbeelation between the polymorphic
variants and the development of severe degreetiobpathy. The goal of this study was
to evaluate clinical risk factors associated whth dbccurrence of severe degree of ROP.

Methodology: The study included 239 premature infants. On thsishof conducted
ophthalmological screening premature infants weveled into two groups. ROP group
consisted of 113 children in whom the degree of Rd@anded ophthalmological
therapy, and the control group consisted of 126dodm without therapy. DNA was
isolated from the buccal mucosa swabs of premanfemts and the examination of

polymorphisms was performed by PCR method.

Results: Examination of T-786C polymorphism has shown ®B@t1% of children are
homozygous for common allele T (TT genotype), 528@%heterozygous (genotype CT)
and 8.6% are homozygous for rare allele C (genoGPg. The frequency of C allele is
34.8%. The frequency of genotypes T-786C polymaphin the group with ROP is
40.0% TT genotype, 51.7% CT genotype and CC geedy@. In the control group the
frequency of TT genotype is 38.2%, 52.9% CT genetgpd CC genotype is 8.8%. The
frequency of C allele in the ROP group is 34.2% &8Bd3% in the control group. By
examination of polymorphism 4a/4b we found thaBé6 of children are homozygous for
common allele 4b (genotype bb), 31.2% are hetemzydgenotype ab) and 3.5% are
homozygous for rare allele 4a (genotype aa). Theequency of
4a allele is 19.1%. The frequency of 4a/4b polyrhn@m in the ROP group is

Vi



4bb genotype 60.2%, 34.9% 4b genotype and genctgpé.9%. In the control group,
genotype frequency of 4bb is 70.1%, 27.6% 4b gereignd genotype 4a 2.3%. The
frequency of allele 4a in the ROP group is 22.3% 46.1% in the control group. The
difference in the frequency of genotypes and aleieeNOS T-786C and eNOS 4a/4b
polymorphisms between the ROP and the control gisupot statistically significant.
Premature infants the carriers of 4aa genotype hdoeaver week of gestation, the body
weight and Apgar score, a greater number of dagatspn the O2 therapy compared to
children who have other genotypes (4bb and 4bapnM&lues of the NG examined by
recessive model are statistically significantlyfelént, ie. 4aa genotype carriers had a
significantly lower mean values than the NG holdefs 4bb and 4ba genotype.
Multivariate linear regression analysis to gendévl, and the Apgar score as covariates
did not show an association of 4a/4b genotype Withvalues of NG in the examined
premature infants. Multivariate regression analydi®wed that the independent risk
factors for the development of ROP are: low weekgyestation, low birth weight,

pneumonia, sepsis, intraventricular hemorrhagenaedotizing enterocolitis.

Conclusion: In preterm infants in our midst, T-786C and 4a/éblOS gene
polymorphisms do not represent a risk factor farese form of ROP. Independent risk
factors for developing the ROP are: low weeks staggon, low birth weight, pneumonia,
sepsis, intraventricular hemorrhage and necrotiemtgrocolitis.

KEY WORDS: Retinopathy of prematurity, T-786C polymorphisra/polymorphism,
eNOS gene

SCIENTIFIC AREA: ophthalmology

FIELD OF ACADEMIC EXPERTISE: human genetics

UDC: 617.735-07-053.32:575(043.3)
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1. UVOD

1.1 RETINOPATIJA PREVREMENO RO DENE DECE

Retinopatija prevremeno dene dece (Retinopathy of prematurity-RORije
nazivana retrolentalna fibroplazija (RLFxedstavlja oboljenje mrezg@ oka. U osnovi
ROP predstavlja razvojni vaskularni proliferativiporeméaj koji se javlja kod
nepotpuno vaskularizovane mreaiggrevremeno dene dece. Javlja se u viSe razvojnih
faza. Retrolentalna fibroplazija je zavrsSni stadijuoboljenja i predstavlja oziljnu
organizaciju retine i staklastog tela, sa njihovguotpunom destrukcijom, Sto se
manifestuje slepilom. Sam termin retrolentalna diidazija zadrzan je kao pato-

histoloSka dijagnoza samo za najtezi stepen RAR-a (

Oboljenje zahvata mrezma u toku njenog razvoja i manifestuje se prestankom
razvoja normalnih krvnih sudova sa pojavom prodifeme retinopatije. Prvi put
retrolentalnu fibroplaziju opisuju 1942. godine fyer saradnici i ukazuju na povezanost
ovog poreméaja sa prevremenim denjem deteta. Uwienje dodatnog kiseonika u
lecenju prevremeno dene dece pmlo se povezivati sa pojavom retrolentalne

fibroplazije (1).

Asthon i njegovi sledbenici su izneli mehanizam ogaheze retrolentalne
fibroplazije na studijama animalnih modela (2). p#&s$menti su sprowdeni kod
novoraienih jedinki sa nedovoljno vaskularizovanom retindaksperimentalni radovi
Ashtona i Petza kombinovani sa kiikim studijama Kinsey-a pokazuju povezanost
izmedu upotrebe visokih doza kiseonika i razvoja remmtdéne fibroplazije (2,3).
Izlaganje visokim dozama kiseonika, kod nowdaoh Zivotinja dovodi do razvoja
retinopatije sa promenama na krvnim sudovima, pezmed nazivom kiseonikom
indukovana retinopatija (Oxygen induced retinopafifr) (4). Visoke doze kiseonika
dovode do vazoobliteracije krvnih sudova koji sevifaju. Prelazak na sobno okruzenje,
Sto predstavlja uslove relativne hipoksije, qema je vazoproliferativnim odgovorom i
fiborozom (5). Slkan model za formiranje retinopatije prildea je i kod prematurusa
(5,6).



Patetkom pedesetih godina dvadesetog veka, kiseonprgpoznat kao glavni
uzrok retrolentalne fibroplazije i njegova upotrgbabila vrlo smanjena. Ovo je dovelo
do zn&ajnog smanjenja incidence slepila, a s druge stiamdo je za posledicu visoku
incidencu sistemskih posledica kod prematurusa gokivn morbiditetom (1).
Uvodenjem monitoringa nivoa gasova u krvi tokom sedasetile godina, omog@no je
bolje dokumentovanje i sagledavanje potreba zakikem. OpSte stanje prematurusa je
indikacija za terapiju kiseonikom (7injenica da i uz dobar monitoring kiseonika ROP
perzistira, navodi na ispitivanje uticaja drugitkttara koji westvuju u razvoju ROP-a i

mogunost postojanja drugih faktora rizika.

Umesto naziva retrolentalna fibroplazija uvodi sein retinopatija prematuriteta
(retinopathy of prematurity — ROP). Do tada se valo da je retrolentalna fibroplazija
kongenitalna bolest (8). Prematurna retinopatijprigces koji se razvija u vremenu koje
sledi posle prevremenogdenja. Klinicki se manifestuje iznd&i 32 i 42 nedelje gestacije
(NG). Tokom tog perioda bolest @oje, razvija se i zavrSava ostavljdjutrajne
posledice. Kljgnu ulogu u otkrivanju i l&nju ROPa ima pravovremeni oftalmoloSki
skrining ROP je najraniji i n&e&i uzrok oStéenja vida u d&jem uzrastu i vodéa
uzrok slepila u razvijenim zemljama Sirom sveata2010.godini oko 184700 (169600-
214500) prevremeno d¢ene dece je razvilo neki oblik ROP-a. Od te ded®2(q15500-
27200) je slepo ili ima teSko oganje vida zbog ROP-a, a 12300 (8300-18400) imaelaks
ili srednje oStéenje vida. U zemljama u razvoju 65% prevrementene dece ima neki

oblik oSt&enja vida, a 6,2% dece jedeno posle 32 nedelje gestacije (9).

Nedovoljno razvijena i ne svuda dostupna neonataéga, nekritina upotreba
kiseonika u terapiji, nemoguoost sprovdenja oftalmoloSkog skrininga i nedostupnost
terapijskin metoda samo su neki od uzroka ROP-aP ROproblem u svim zemljama

sveta i neophodno je da se u njegovo reSavanjacuklya drustvena zajednica.
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Slika 1. Prikaz oStéenja vida dece u svetu kao poledica ROP-a

(preuzeto i prilagéenoPreterm-associated visual impairment and estinatestinopathy of
prematurity at regional and global levels for 2010.

1.2 VASKULOGENEZA | ANGIOGENEZA RETINE

Tokom ranog embrionalnog razvoja retina se transfe od jednog sloja
nediferentovanih neuralnielija u slojevito organizvanu strukturu (10). Istemeno sa
sazrevanjem nervnih elemenata, razvija se vaslalameza retine u slozeno vaskularno
stablo koje odgovara metabidim potrebama retine. Razvoj vaskularne mreze eetin

obuhvata vaskulogenezu i angiogenezu.

Tokom procesa vaskulogeneze nastaju de novo fognpdmordijalnih krvnih
sudova centralne dve &iae retine (10). Proces vaskulogeneze retine &agou 16
nedelji gestacije (NG) rastorfelija mezenhimalnog tkiva iz hijaloidnog vaskulagno
sistema u predelu papil€mog Zivca, prostiréi se u vidu useka po povrsini retine prema
periferiji. Mezenhimaln&elije imaju ulogu prekursoréelija vaskularnog endotela, koji

se remodelira stvarajukapilare, arterije i vene. Formiranje preostakinalnih krvnih



sudova se odvija procesom angiogeneze, prorastanpgtnp@etno stvorenih krvnih
sudova ka periferiji (11,12).

Normalna angiogeneza u nazalnom delu postize se NG, a u temporalnom
delu izmeiu 39 i 41 NG i indukovana je prisustvom brojnih tfada koji se sintetiSu u
uslovima fizioloSke hipoksije (faza zavisna od u#daknog endotelnog faktora rasta —
VEGF). Kod prevremeno denih beba angiogeneza retine nije zavrSena pasg@mces
nastavlja nakon denja. Tokom postnatalnog sazrevanja krvnih sude@me postoji

rizik za nastanak ROP-a. Proces prematurne retij@paolazi kroz dve faze:
| faza: Siroke zone periferne avaskularne retineode do retinalne hipoksije

Il faza: ishemina retina produkuje angiogene faktore, Sto za dasleima
neovaskularizaciju na granici vaskularizovane iskuéarne retine. Ova novoformirana
neovaskularizacija predstavlja mezenhimalni artemski Sant koji je patognomdania
lezija prematurne retinopatije. U uslovima ishenpeliferacija brzo napreduje, vrsi

trakciju na retinu i proces se zavrSava trakciomdacijom retine (13).

Rodenje predstavlja prelazak iz relativno hipgéks sredine uterusa u sredinu
bogatu kiseonikom. Ako se nevaskularizovana rezt@i visokim dozama kiseonika,
moze se javiti vazokonstrikcija. Relativha hipeigksizrokuje snizenje nivoa VEGF i
supresiju vaskularnog razvoja. Smanjenje nivoa VB@G#i vazoobliteraciji. Periferna
avaskularna retina postaje hipak® i stvaraju se ishemijske zone. Kao odgovor imamo
poveanu produkciju VEGF-a i stvaranje neovaskularizaéipja ukljiEuje prorastanje
krvnih sudova u staklasto telo, tj. proliferativratinopatiju (13). Ako produkcija faktora
rasta perzistira, proces prematurne retinopatigetje. Ako VEGF opada, dolazi do
regresije ROPa. Bitno je napomenuti i ulogu insulghicnog faktora rasta (IGF-Insulin
growth factor). Kada se posle denja prematurusa koncentracija IGF-1 podigne,
omoguwava se normalan vaskularni odgovor i ne dolazi dovoja ROP-a. Naime
vaskularizacija se normalno razvija jer se VEGFme&ze akumulirati. Krvni sudovi
obezbduju dopremanje kiseonika za retinu u razvoju i tisee uspostavlja kontrola
produkcije VEGF-a (11,12,13).

Fizioloski, angiogeneza je precizno regulisana, uli suprotnom dovodi do
proliferativne retinopatije. VEGF je snazan i osmopokret& angiogeneze. Ekspresija
VEGF gena je regulisana ragiim faktorima. Hipoksija jgedan od najmoc¢nijih pokretaca



VEGF ekspresije. Hipoksija inducibilni faktor 1 @HL) je kljueni transkripcioni faktor u
ushodnoj regulaciji VEGF gena posredovanoj hipoksijAzot oksid (NO) kao i hipoksija
ushodno reguliSe ekspresiju VEGF genaccanjem HIF-1 aktivnost (14). Btein kinaza B
(PKB) put moze biti uklju¢en u NO posredovanu HIF-1 aktivaciju u ogranic¢enim celijskim
linijama. Postoje neki izvestaji o inhibitornim kfiena NO na HIF-1 i VEGF aktivnosti. Ovi
opreini podaci o efektu NO mogu se uglavhom pripisaticku oslobaienog NO. Azot
monoksid moze uticati na paanje ili smanjenje ekspresije VEGF gena u istinovisia u
zavisnosti od koncentracije. VEGF posredovana gegieza zahteva proizvodnju NO
posredstvom aktivirane endotelijalne azot oksithzim (eNOS). Aktivacija eNOS obuhvata
nekoliko puteva uklju¢uju¢i PKB, Ca(2+)/kalmodulin i protein kinazu C. VEGF plesija
posredovana NO moze biti regulisana akti¢nddIF-1, hem oksigenaze 1 (HO-1) i VEGF
posredovana produkcija NO eNOS-om zavisno odtikaliproizvedenog NO. Ovi uzajamni
odnosi izméu NO i VEGF mogu da doprinesu regulisanju angiogeneu normalnim
tkivima (14).

Slika 2. Vaskularizacija humane fetalne retine
(preuzeto Hughes S, Yang H, and Chan-Ling T. Ingatte Ophthalmology and Visual Science 2000)



1.3 INTERNACIONALNA KLASIFIKACIJA ROP - ICROP

(International Classification for Rethinopathy of Prematurity)

Razvojem jedinstvene klasifikacije po anatomskimakgeristikama, kao Sto je
Medunarodna klasifikacija prematurne retinopatije -tetnational Classification for
Retinopathy of Prematurity — (ICROP) 1984. godimeogwteno je da budu ujeddeni
kriterijumi praenja, dijagnostika aktivne forme retinopatije, mraemeno léenje i

pracenje rezultata kenja (15).
Ova klasifikacija obuhvata tri parametra:
» Lokalizacija (zona) procesa na retini
» Prosirenost(broj sati) patoloski izmenjene vaskularizacije

» Ozbiljnost i tezina (stadijum) patoloski izmenjene vaskulacie

1. Lokalizaciju procesa na retini po zonama (1, 23)

Zona se definiSe prema najposteriornijem poloZapecgsa.
Zona 1, (zadnji pol) predstavlja zonu kruga sa centrom pagili vidnog zivca, sa
polupre&nikom dve duzine distance papila — makula. Ovccizda su se krvni

sudovi razvili na toj povrSini retine, a na njihmvikrajevima zapénje patoloski

proces, Sto ostavlja Siroku zonu periferne reshernénom.

Zona 2, polupr&nik do zugaste linijje nazalno, zdapomeranje patoloSkog procesa

dalje od zadnjeg pola, sa uzom povrsSinom iskieenretine.

Zona 3, sa lokalizacijom samo temporalno, predstavljagzmi najlakSu varijantu.



Temporalna
Centralna zona
12 zona

12

Temporalna
6 6 polumeseéasta
oD 0S retina zona lll

Slika 3. Sema retine po zonama

ProSirenost ili luéno prostiranje, obelezava se brojem sati. Kao Kuia
vrednost se uzima zahignost retin od pet sati.

Sati na casowniku

il .|

Desno oko e = 5 Levooko
8 Zupcasta linija P

Zbirno 8 sati Prostiranje od 5 sati
na casovniku na casovniku

Slika 4. ProSirenost patolki izmenjene vaskularizac



1. Stadijum patoloski izmenjene vaskularizacije (1-5)
Ozbiljnost bolesti se opisuje u stadijumima:

Stadijum 1 — ROP1 (demarkaciona linija): prvi znak je raztake linije koja razdvaja

avaskularnu nezrelu perifernu retinu od vaskulare retine zadnjeg pola

Slika 5.ROP 1 — demarkaciona linija (medicinska dokumejdaci

Stadijum 2 — ROP2 (greben): razvijanje demarkacione linijedignuti greben koji

predstavlja mezenhimni Sant izdwearteriola i venula.



Slika 6. ROP 2-grebel (medicinska dokumentacija)

Elevated ridge

(mesenclrymal shunt joining
arterioles with veins)

Slika 1.6 Stadijum 2. ROP-greben
(preuzeto i prilagéenoSonali M. Retinopathy Of Prematuritlealthcar. 2015.)



Stadijum 3 — ROP3 (greben sa ekstraretinalnom fibrovaskularmmaliferacijom)
Napredovanjem bolesti greben dobija tastu boju usled fibrovaskularne proliferacije,

koja napreduje po povrsSini retine i ulazi u vitre&etinalne hemoragije sieste, kao i

krvarenje u staklasto telo.

Slika 7. ROP IlI-Greben sa fibrovaskularnom proliferacijgmedicinska dokumentacija)
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Ridge with extraretinal
fibrovascular proliferation

Slika 7-1.Stadijum 3.ROP-greben sa fibrovaskularnom proliferacijom
(preuzeto i prilagéeno Sonali M. Retinopathy Of Prematurity. Healtlec2015.)

Kada se ovim promenama pridruzi proSirenje venaojaana izvijuganost

arterija, promene se definiSu kao znak plus - disaese (16).

U Cryo-ROP studiji “threshold disease” se definiSe stadijum ROP 3+ sa
lokalizacijom u zoni I ili [l gde se promene prostkontinuirano u luku 5 h, ili zbirno 8 h
@aw.

“Prethreshold disease” predstavlja formu ROP kada je ispunjen barem jedan
kriterijum od sledéih:

- sama po sebi lokalizacija zone |, zona Il i
- stadijum ROP 2+ ili ROP 3 bez plus fenomena, ili

- 3+ u manjem sektoru (18,19).
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Stadijum 4 — (subtotalna ablacija retine): ablacija retineakp@inje na krajnjoj periferiji

i Siri se centralno

4-a: zahvata makulu
4-b: ne zahvata makulu

Slika 8. Stadijum 4a i 4b ROP — subtotalna ablacijaetine
(preuzeto i prilagéeno Kuschel C, Dai S. Retinopathy Of Prematuritgpwidorn Services Clinical
Guideline. 2007.)
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Slika 9. ROP 5 — totalna ablacija retine prikazana eholgréfsedicinska dokumentacija)

e) Stadijum 5 — totalna ablacija retine.

Slika 9-1. Stadijum 5 ROP-totalna ablacija retine
(preuzeto i prilagdeno Kuschel C, Dai S. Retinopathy Of Prematuritgworn Services Clinical
Guideline. 2007.)
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1.3.1 AGRESIVNI POSTERIORNI ROP—-AP ROP

Naglo progresivha retinopatija zadnjeg pola jesteitet koji je uveden |
Internacionalnuklasifikaciju prematurne retinopatije tokom revezip00!. godine (20).
Ovaj peseban entitet definiSe izraziizvijuganostarterijskih i dilataciji venskih krvnih
sudova u zoni | u svéetiri kvadranta. Osnovna karakteristika uz ovu mlogiju i
lokalizeciju, jeste da ne plazi kroz klasine stadijume- prvi, drugi treci, ve¢ direktno
nastaje ablacijanreznj&e sa snaznom trakcijom staklastog - Ovaj oblik ROfa srée
se kod najnezrelije decPojavljuje se ranije nego kl&sin oblik, v& posle trée nedelje
postnatalnog perioda. Ovejagresivnija i najtezeorma prematurne retinopatije zaht
urgentan tretmanl. dalje ovi oblici predstavljaju osnovni uzrok \atrretinalnoj trakciji

sa teSkm posledicom gukka potencijala funkcije vida (13,19).

U cilju otkrivanja aktivnih oblika retinopatij dokumentovanjapracenja rezultata
lecenja od 2011. godine nasSoj zeml (Institut za neonatologijupostoji najsavremenij
Ret Cam.Od tog perioda r Institutu za neonatologiju postoji opsezna dokummeja

pracenja svih léenih pacijenata od ROPa u nasoj ze

Slika 10.Ret Cam 3
(Clarity, USA-Institut za neonatologiju, Bg, Septembar 2011.)

14



Slika 11. Red Cam -AP ROP (medicinska dokumentacija)

Slika 12.Red Cam — sedam dana nakon laser fotokoaguladi€)(kmedicinska
dokumentacija
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1.4 KLINI CKI FAKTORI RIZIKA ZA RAZVOJ ROP-a

Faktori koji usporavaju ili onemoduju normalan razvoj vaskularizacije retine
kod prevremeno dene dece su brojni, mesobno se kombinuju i dopunjuju. Osnovni
zadatak neonatologa i oftalmologa je da se obezbeégkvatna neonatalna nega,
sprovede pravovremeni skrining i terapija aktivoitlika ROP-a kako bi se obezbedili

uslovi za pravilan razvoj vida.

Neonatalni period Detinstvo i odraslo doba

Ostecenje vida usled

retinopatije
prematuriteta

Retinopatija

prematuriteta

talna nega povecava rizik

> _ Prevremeni
Prevremeni It ’

i Zivorodeni
porodaj

eona

Osteéenje vida i
gubitak kontrastne
senzitivnosti usled
drugih uzroka,;
atrofija optikusa,
refraktivne greske,

Nedostatak skrininga , bez le¢enja ili lo$

odgovor na leéenje

Druge
komplikacije
prematuriteta

Neadekvatnan

strabizam

PreZivljavanje bez N.orn.ialan razvoj
komplikacija vida i funkcija

Slika 13.Sema uzroka o3tenja vida prevremeno dene dece

Na slici su prikazani mogu uzroci oStéenja vida kao posledica prevremenog
rodenja. Neophodno je naglasiti da ROP nije jedinvédei oStéenja vida prevremeno
rodene dece. Zmajnu ulogu igraju oStenja centralnog nervnog sistema, atrofija

optikusa, strabizam i refrakcione anomalije.

Dominantni faktori rizika za razvoj ROP-a su par&imenezrelosti zadati
rodenjem kao Sto su: niska pdagna telesna masa (manja od 1500g, posebno ispod

1250q), niska nedelja gestacije (manja od 32 N&gmpetri opSteg zdravstvenog stanja i
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oSte€enja CNS-a (21,22). Pored toga sepsa, visoke kinacge terapijskog kiseonika,
broj transfuzija, respiratorne bolesti, paramedtehja kao i genetski faktori zéani su
faktori rizika (23,24,25).

U razliéitim zemljama odrednice za skrining u odnosu nestal masu i nedelju
gestacije su raziite. Tako su nedavno objavljeni rezultati istrahijgana ametkoj
populaciji prevremeno dene dece na osnovu kojih telesna masa manja odg1500
predstavlja jasnu indikaciju za iskfjwanje dijagnoze ROP-a ukoliko je gestaciona
starost na rdenju punih 30 ili viSe nedelja (25). U pomenutorrasivanju 0,5% dece

izvan gore pomenutih kriterijuma je zahtevalo pmméerapije zbog ROP-a (25).

Medutim, na osnovu analiza klithih karakteristika i faktori rizika za ROP kod
korejske oddajadi sa telesnom masom naieoju véom od 1500g uiena je totalna
incidenca ROP-a od 11,94%, a ROP koji je zahteeden|e detektovan je kod 3,98%
slucajeva (26). Totalno trajanje oksigenoterapije, tgdmd surfaktanta, respiratorni distres
sindrom, bronhopulmonalna displazija i upotrebabéstika duze od 14 dana ztgno su
pove&ali rizik za razvoj ROP-a koji zahteva oftalmolodkéenje. Ova studija je potvrdila
da se ROP koji zahteva dalj&émje u azijskoj populaciji javlja i kod dece saetgiom
masom na rdenju v&om od 1500g. Da bi se izbegla mogast propusta tezih oblika
ROP-a kod prevremenodene dece sa ¥em telesnom masom nadenju, potrebna su
dodatna istrazivanja na &e uzorcima kako bi se mogle korigovati smernice u

odgovarajdim vodicima (26).

Terapijska primena kiseonika ucénju prevremeno rene dece je zikajan
faktor rizika za pojavu ROP-a (27). Indikacija zapiju kiseonikom je opSte stanje
prematurusa. Eksperimenti na nowignim zivotinjama ukazuju da izlaganje visokim
dozama kiseonika dovodi do razvoja retinopatijgpgamenama na krvnim sudovima —
kiseonikom indukovana retinopatija (4). Visoke dozdseonika dovode do
vazoobliteracije krvnih sudova u razvoju (5). Pzalana sobno okruzenje, Sto predstavlja
uslove relativne hipoksije, pfan je vazoproliferativnim odgovorom i fiborozom (21).

Enomoto i sar. ispitivali su faktore rizika novdesadi sa nedeljom gestacije
ispod 32 (28). Nedelja gestacije, telesna masaodanju, duzina trajanja terapije
kiseonikom, duzina trajanja pozitivnog pritiska dosika i maksimalna frakcija
zastenosti kiseonika (Fig) pokazali su zn#&jnu povezanost sa razvojem teskog oblika
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ROP-a u univarijjantnoj analizi. U multivarijantnognalizi duzina trajanja
oksigenoterapije i FiQppokazali su se kao z¢ggni faktori rizika povezani sa nastankom
teSkog oblika ROP-a (28).

Kao poseban faktor rizika za nastanak ROP-a kodr@meeno rdene dece navodi
se i razvoj neonatalne sepse. Tolsma i sar. psatiliispitivali ranu i kasnu bakterijemiju
kod prevremeno rtene dece sa ROP-omdeme u 28 NG i pre (29). Novatercad su
podeljena u grupe sa ranom (postnatalna prva @dekh kasnom (od 2 do 4 nedelje)
bakterijemijom, sa definitvnom (kulturom potienom) bakterijemijom i sa
pretpostavljenom (antibiotici koristeni viSe od W2uprkos negativnoj krvnoj kulturi)
bakterijemijom. Ugili su da je definitivha (kulturom potdena) bakterijemija nezavistan
faktor rizika za teze forme ROP-a i plus bolesk popretpostavljena kasna bakterijemija

povezana sa tezim formama ROP-a.

Neonatalna sepsa, izlozenost kisoniku i niska fedgstacije imaju sinergiski
efekat na razvoj ROP-a (30). Sa péa@m rizikom od razvoja teSke forme povezani su

visoka koncentracija kiseonika i ugljendioksidarui k nizak pH (30).

Drugi faktori rizika za razvoj ROPa su: pripadnbestoj rasi, kongenitalne &ne
mane, infekcije, multiple epizode apnee, konvulzijespiratorni distres, pneumonija,
bradikardija, parametri opSteg =zdravstenog stamjgpgdér score), intrakranijalno
krvarenje, anemija, hiperbilirubinemija i blizatka trudnda (23,24). Takde, zn&ajni
su i parametri l&enja koji ukljuituju broj transfuzija, primenu surfaktanta, vitamiBa

eritropoetina i deksametazon (23,24,31).

Faktori rizika za ravoj ROP-a od strane majke apisa literaturi su:
preeklampsija, sideropenijska anemija, starije thiwodoba, viSerotka i dugogodisniji
pus&ki staz (32,33).

U studiji objavljenoj 2015. godine na turskoj paguiji uklju¢ene su majke dece sa
ROP-om (32). Retrospektivno su analizirani i pregfe njihovi nalazi iz perioda kada su
bile trudne u cilju registrovanja sideropenijskemije. Deca réena od majki sa deficitom
gvozia, udruzenim sa anemijom sa izrazeno smanjeninomvtemoglobina i hematokrita,
smanjenim MCV, smanjenim nivoom gdau serumu i snizenim nivoom feritina bila su

pod veim rizikom da razviju ROP. Ovi rezultati su prvijkgugeriSu da deficit gvaa
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majke u trudné predstavlja rizik za razvoj ROP-a. Nalazi sugerda suplementacija
preparatima gvaia u toku trudnée moze smanijiti rizik za razvoj ROP-a (32).

Wu i sar. ispitivali su demografske i faktore r@ikvezane za majku (33).
Kontrolna grupa u ovoj studiji sastojala se od peeveno rdene dece koja nisu razvila
ROP tokom perioda péanja, dok se ciljna grupa sastojala od prevremedene dece sa
razvijenim tezim formama ROP-a. Nedelja gestacijpol bili su isti u obe grupe.
Uporeiivani su faktori rizika izméu kontrolne i ciljne grupe koji su ukkuvali
demografske kao i maternalne karakteristike. Odpokuposmatranih 66 faktora rizika,
jedino su se telesna masa ndemgu i starost majke izdvojili kao z&gni faktori rizika.
Godine starosti majke su novi identifikovan faktiarka za razvoj ROP-a (33).

1.5 GENETICKI FAKTORI RIZIKA ZA RAZVOJ ROP-a

U cilju otkrivanja nasledne predispozicije za testadijume retinopatije
prematuriteta zr@jna su genetka ispitivanja koja omogdiavaju otkrivanje gena
odgovornih za razvoj ROP-a. Do sada je u svetupvgalen mali broj istrazivanja
polimorfizama gena vezanih za razvoj ROP-a. Ekspamtalni modeli kojima je
omogueno ispitivanje faktora rasta i genetska istrajaaimagaju za objaSnjenjem
mehanizma nastanka prematurne retinopatije. Rakovabje mogideg genotipa sa
predispozicijom za ROP omoglo bi blagovremenu primenu odgovaréguterapije. U

toku su istrazivanja i moga primena genske terapije

1.5.1 POLIMORFIZMI DNK — GENSKI POLIMORFIZMI

Polimorfizmi predstavljaju varijacije u nasledngnmvicoveka koje se normalno
sre&u u humanim populacijama. Unutar vrsta postojejacije koje se manifestuju na
morfoloSkom, hromozomskom, proteinskom i nivou DBé#kvenci. Za gen se kaze da je
polimorfan ako postoji viSe od jedne alelske vatgatog gena u populaciji. Pojam
polimorfizam vremenom je stekao pogresno téemge, jer se smatralo da ako je neki gen
polimorfan, na primer, ima dve varijante, jedna@malna, a druga mutirana. #eim,
to nije tako, obe varijante su normalne samo j@ge@sa, a druga r@a u populaciji i

zbog toga se sada uvodimga terminologija, a to je alelska varijanta. Ajaalinka ima
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dve iste alelske varijante nekog gena na osnovotigenona je homozigot za tu alelsku
varijantu, a ukoliko su ragiite heterozigot. Ako posmatramo viSe gena i viSe

polimorfizama, kombinacija njihovih alela na jedndm@mozomu naziva se haplotip.

Da bi se odréena varijanta proglasila polimorfizmom neophodnodge se ta
alelna forma javlja sacestalogu vecom od 1%, odnosno da jé€astalost heterozigota u
populaciji véa od 2%. S druge strane, retke forme se definiudamettke varijante

kod kojih je manje &estali alel u populaciji prisutan u procentu manjel% (34).

Postoje tri osnovna tipa DNK polimorfizama: polirfibmi pojedirtnih
nukleotida (SNP — Single Nucleotide Polymorphismglimorfizmi broja uzastopnih
ponovaka (VNTRs — Variable ili SNTR Small Numbern@iam Repeats) i inserciono-

delecioni (I/D) polimorfizmi.

Polimorfizmi zamene jednog nukleotida (SNP) predgp polimorfizame na
nivou jednog nukleotida u DNK, koji biva zamenjemugim. Prisustvo jednog od ta dva
nukleotida se ozrt@ava kao jedna, a prisustvo drugog na istom mestudkaga alelna
varijanta. Ove zamene mogu biti sinonimne, nesmoei i besmislene. Sinonimne ne
dovode do promene aminokiseline na proteinskomuw)igto znadi da najverovatnije ne
dovode ni do promene funkcije proteina, a samim nindo fenotipske promene, dok
nesinonimne promene menjaju aminokiselinu u proteanto moze dovesti do promene
funkcija proteina. Besmislene (“nonsense”) promelwwode do zamene kodona za
aminokiselinu stop kodonom, Sto zZnhala dovodi do prekida sinteze proteina i njihov
efekat zavisi od pozicije SNP-a u ge@INP polimorfizmic¢ine 90% svih polimorfizama
u humanom genomu. Ovi se nalaze duz celog genomatronima, egzonima,
promotorima, pojévacima itd. (34). Prvi korak u genékim studijama predstavlja
pronalazenje veze izrde polimofrizama pojedinaog nukleotida i odidenog stanja ili
bolesti. Asocijativhe studije koje se rade na genikandidatima teZze da otkriju &e
ucestalost SNP-ova odtenog gena kod grupe ispitanika koja ima bolest mosd na
grupu ispitanika koja je nema. Studije asocijacgéog genoma (GWAS, Genome Wide
association Studies) imaju za cilj da pretraze M@y kompletnom genomu i da otkriju

SNP-ove u genima koji ranije nisu bili povezivaaiareienim stanjem ili boles (35).

Razlkiti broj uzastopnih ponovaka (VNTR, variable numbétandem repeats) je
drugi tip polimorfizama. Tandemski ponovljene selkw® u molekulu DNK mogu biti
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minisateliti i mikrosateliti. Minisateliti su duzeni do nekoliko hiljada nukleotida i
nagese se nalaze u regionu telomera. Mikrosateliti sudéanski ponovljeni segmenti
DNK duzine do 10 nukleotida koji mogu biti ponovije nekoliko stotina puta. N&gse

se ponavljaju sekvence od dva, tri dktiri nukleotida. Polimorfizmi ovog tipa imaju

veliku primenu u metodama koje se koriste za idi&atiju osoba (34).

Genettki polimorfizam moze nastati i kao rezultat insgrciili delecije
nukleotida. Polimorfizam ovog tipa podrazumeva @anp alelna varijanta sadrzi
odreienu sekvencu DNK (insercija) dok ga druga alelngjarga ne sadrzi (delecija).
Jednu vrstu polimorfizama tipa insercija/delecli®) predstavlja i prisustvo ili odsustvo
Alu sekvenci. Alu sekvence su nazvane po restril@io enzimu Alul koji je kori&n za
njihovu detekciju i sastoje se od dve sekvencersduz0-150 bp. Insercije ovog tipa se

nalaze u proseku na svakih 3 kb (34).

Danas se sve viSe prava uloga DNK polimorfizama kao markera getiedi
predispozicije za razvoj odtenih poreméaja. To se pre svega odnosi na multifaktorske
poremeéaje koji nastaju sadejstvomdeg broja gena i faktora sredine. Da bi se utvrdilo
da li neki polimorfizam predstavlja predispozicga nastanak porerfga primenjuju se
studije asocijacije u kojima se analizira udruzénggitivanog poremija sa odrdenim
genskim varijantama. Velika paZznja po&ye se ispitivanju veze polimorfizama i
mutacija u razliitim genima sa specifnim bolestima, ukljaujuci i bolesti koje nastaju
kao posledica poremiene angiogeneze. Radli istrazivai su ispitivali ulogu genetkih
varijanti u nastanku bolesti oka ¢&ena bolest, senilna degeneracija makule) ayjjiéi
I nastanak retinopatije kod prevremenodawe dece (36,37). Zbog izuzetne
kompleksnosti ove bolestijjem nastanku doprinose kako genlkiifaktori tako i faktori
sredine, identifikovanje gena i gerséih varijanti koje doprinose patogenezi bolesti
predstavlja izuzetno zahtevan zadatak.

Geni kandidati za nastanak ROP-a ulju primarne posrednike u angiogenezi
koja se deSava u retini koja se formira, a najami od njih je vaskularni endotelni
faktor rasta (VEGF) (38,39), gen koji kodira proteia Norrijevu bolest (NDP, Norrie
disease gen) (40,41,42), angiotenzin konveétugmzim (ACE) (41) i gen koji kodira
endotelnu azot oksid sintetazu (eNOS) (44,45)iné studija u kojima su ispitivani
genettki faktori rizika za nastanak ROP-a je édeaa na genima kandidatima. Ono Sto je
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karakteristtno za ove studije je da su deme na malim uzoracima tj. imaju malu

statisttku snagu, ili nisu bile u mogunosti da se repliciraju u drugim populacijama.

1.5.2 UricAJ POLIMORFIZAMA U GENU KOJI KODIRA  VEGF sA NASTANKOM ROP

Studije u kojima su ispitivane gen#e varijante u genima kandidatima za ROP,
kao Sto je na primer VEGF, su pokazalecapau asocijaciju ovih genekih varijanti sa
nastankom ROP-a (38,39). U ¢mwj vodici pacijenata sa intravitrealnom
neovaskularizacijom, uklfiwjuéi i pacijenete sa ROP-om, je dem ve&i nivo VEGF-a
(46). IRNK za VEGF je detektovana u avaskularndjnrekao i neposredno ispred
bedema u &ma prevremeno rtene dece sa uznapredovalim ROP-om, dok je nivo ove
IRNK bio smanjen nakon periferne laser fotokoagijgacetine (47). Istrazivanja su
pokazala da je nivo VEGF u subretinalnojriesti kod pacijenata koji su &etvrtom
stadijumu ROP-a zrajno vei u odnosu na kontrolu (48). VEGF je taleodetektovan i
u 65% fibrovaskularnih membrana uklonjenih vitrektmm iz ciju prevremeno réene

dece koja su bila u petom stadijumu ROP-a (49).

Gen za VEGEF je izrazito polimorfan sa viSe od 7@sapih polimorfnih mesta
(38,50). Promotorski region ovog gena sadrzi viséinprfizama od kojih su neki
povezani sa ROP-om. Neki od polimorfizama se nalazeregionu koji se ne prevodi u
protein (5'-UTR, 5'-untranslated region), i u 3jioewu koji se ne prevodi u protein (3'-
UTR, 3'-untranslated region). Nekoliko polimorfizama genu za VEGF é& na nivo
proteinskog produkta (50). Cooke i sar. su pokadalialel -634G u 5-UTR gena za
VEGF predstavlja nezavisni faktor rizika za aktivioumu ROP-a (39). Homozigoti za G
alel, koji je povezan sa posanim nivoom VEGF, su imali dvostruko &everovatnou
za progresiju ka aktivnoj formi ROP-a u odnosu nagd genotipove. Miitim, meta-
analiza je pokazala da G-634C polimorfizam moZdaij@ asociran sa rizikom za
nastanak ROP (51). Pokazano je i da je polimorfiz®36T, koji se nalazi u 3-UTR
gena za VEGF asociran sa nivoom VEGF u periferngj Naime, nosioci genotipa CC
imaju povéan nivo VEGF u poréenju sa nosiocima TT genotipa (52). S druge strane,
meta-analiza Liu-a i saradnika je pokazala da jénmofizam T-460C asociran sa
uznapredovalim ROP-om, dok za polimofrizme G-634G2578A i C-936T nije
pronaiena statistki znaajna asocijacija sa ROP-om (53). Polimorfizmi u gwera
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VEGF su pokazali vezu sa razvojem makularnog edardgpacijenata sa dijabetom i sa
razvojem neovaskularizacije kod senilne degeneraniakule (54,55). Za sada je
razumevanje doprinosa koji polimorfizmi u VEGF imaj patogenezi ROP-a nepotpuno.
Moguce je da se efekti koje polimorfizmi u ovom genu junaa razvoj bolesti razlikuju u
razlicitim etnickim grupama Sto bi doprinelo &enim razlikama (36). Miutim, velina
objavljenih studija govori u prilog asocijaciji palorfizama u genu za VEGF sa ROP-om
Sto ukazuje na zwgaj koji bi ovaj gen mogao da ima u podloZnosti aatanak bolesti
(56). U toku je i nekoliko Klirikih istrazivanja u kojima se procenjuje efikasragptnasa

koji blokiraju delovanje VEGF u tretmanu ROP-a.

1.5.3 UrNCAJ POLIMORFIZAMA U GENU KOJI KODIRA  IGF-1 sA NASTANKOM ROP-A

Insulinu sltan hormon rasta 1 (IGF1, Insulin-like Growth Factr reguliSe
fizioloSki rast i utte na tezinu na denju. Neophodan je za normalan razvoj krvnih sudova
retine u postanatalnom period, a istrazivanja pgkada deluje sinergiski sa VEGF(35).
Nedavna istazivanja su pokazala da bi nizak nivell@ serumu mogao predstavljati faktor
rizika za razvoj retinopatije (36). Ovi rezultati podrzani studijama utanim na miSevima
kod kojih je iskljten gen za IGF1. Kod ovih miSeva je doSlo do abnimmgarasta krvnih
sudova retine. Kada je nivo IGF1 u serumu nakatenfa dovoljno visok dolazi do
normalnog razvoja krvnih sudova i ne razvija se RORoliko je IGF1 konstantno nizak
krvni sudovi prestaju da rastu i nezrela avaskalagtina postaje hipoksia. Retinalna
hipoksija je povezana sa pdaaim nivoom VEGF. Kako IGF1 raste do kitog nivoa
retina pd@inje neovaskularizaciju. OdloZena produkcija IGKi love prerano tene dece
koreliSe sa proliferativnom fazom ROP-a. Zato birenge nivoa IGF1 u serumu kod
prevremeno rdene dece moglo poréigoroceni rizika za nastanak ROP-a (35,36). Nedavno
je spekulisano da gengki faktori mogu uticati na ekpresiju gena za IGEQ)( S obzirom da
je nivo IGF1 odréen nivoom IGF-1 receptora (IGF-1R) i imé&jw vidu da najdestaliji
polimorfizam u genu za IGF-1R (G-3174A) dovodi dskng nivoa IGF1 u plazmi moge
je da ovaj polimorfizam ima ulogu u nastanku ROPMadutim, studije asocijacije nisu
podrzale hipotezu da ovaj polimorfizam predstav§tor rizika za nastanak ROP-a u

razlicitim populacijama (40,57).
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1.5.4 UrcAJ POLIMORFIZAMA U GENU KOJI KODIRA ANGIOTENZIN KONVERTUJU  ClI

ENzIM (ACE) SA NASTANKOM ROP-A

Fenomen hipoksije — reoksigenacije pdeeastitne mehanizme u tkivu oka kao

Sto su glikoliza, Sirenje krvnih sudova, angiogenez pove€ana transkripcija
eritropoetina. Ovo moze dovesti do promene u tnapsik gena koji direktno dovode do
inflamacije i angiogeneze, kao i gena renin-angiote sistema (RAS). Imagu u vidu
¢injenicu da komponente RAS-a imaju bitnu ulogu acesu inflamacije, vazodilatacije i
angiogeneze nije iznedajuce da su rdena ispitivanja veze ROP-a i RAS-a. Interesantno
je da je i I/D polimorfizam u genu za ACE povezanROP-om u populaciji Kuvajta
(58). Utvideno je da pacijenti sa proliferativnom dijabktim retinopatijom nakon

terapije sa ACE inhibitorima, imaju nizu konsenija® EGFa u staklastom telu.

1.5.5NASLEDNE MONOGENSKE BOLESTI KOJE U OSNOVI IMAJU RETINOPATIJU

1.5.5.1 Uticaj mutacija u genima kandidatima za fanlijarnu eksudativnu
vitreoretinopatiju (FEVR) sa nastankom ROP-a

Molekularno genetke studije urdene na pacijentima sa familijarnom
eksudativnom vitreoretinopatijom (FEVR) su idemkiifvale mutacije u nekoliko gena
kadidata (gen koji kodira protein za Norijevu boldsZD4, LRP5 i TSPAN12) koje su
povezane sa X-vezanom, autozomno-dominantnom izamotoo-recesivnom formom
FEVR. Svi ovi geni su uklgeni u Wnt signalni put posrednovan beta-kateninajn k
kontroliSe razvoj krvnih sudova u retini (40,59,6@bog mutacije u ovim genima
signalni put norrin - FZ -LRP5-TSPAN12 moZe postaifunkcionalan Sto dovodi do
poremeéaja u vaskularizaciji retine i do FEVR (61,62).drégsantno je da su najmanje tri
FEVR gena (gen koji kodira protein za Norijevu lsb)jeFZD4 i LRP5) mutirani i u
malom procentu (3-11%) pacijenata sa teSkim oblilR@P-a (63,64,65). Ova genidin
predispozicija je nedavno potiana i u studiji urdenoj na blizancima (57). Ovo ukazuje
da Wnt signalni put ima bitnu ulogu i u razvojuitedblika ROP-a i da bi u budnosti
mogao biti iskorien za razvijanje novih terapijskih pristupa (66,67)
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1.5.5.2 Uticaj mutacija u genu koji kodira protein za Norijevu bolest sa
nastankom ROP-a

Norijeva bolest, koja spada u grupu FEVR, i RORIstavljaju grupu bolesti sa
slicnim fenotipom. Norijeva bolest predstavlja izuzetnetko, X-vezano nasledno
oboljenjecije su glavne odlike bilateralno slepilo usled mepatije, gluvda i mentalna
retardacija (68). Izazvana je mutacijom u genu koglira protein za Norijevu bolest Sto
rezultuje nedostatkom funkcionalnog Norijevog prudie(69). Nedostatak ovog proteina
uzrokuje zaostajanje razvoja retinalne vaskulaijgdmja vodi do ishemije retine i do
hipoksijom-posredovane akumulacije faktora angiegen Mutacije u genu koji kodira
protein za Norijevu bolest uzrokuju X-vezanu forlREVR, dok su druge forme ove
bolesti povezane sa mutacijama u drugim genim& {JOStudije koje su ispitivale ulogu
gena koji kodira protein za Norijevu bolest u patogzi ROP-a su pruzile kontradiktorne
podatke. Pretpostavlja se da bi mutacije u ovomugemogle biti povezane sa
uznapredovalim skiajevima ROP-a. Naime, u studiji Hiraoka i sar. jegenjeno da bi
mutacije u genu koji kodira protein za Norijevu é&tl mogle biti povezane sa svega 3%
slicajeva uznapredovalnih oblika ROPa (64). Takdodcetiri pacijenta je ndena veza
mutacije R121W i L108P u ttem egzonu ovog gena sa teSkom formom ROP-a [D#l).
novo nastala delecija CT ponovka u promotoru gena kogira protein za Norijevu
bolest je ndena kod 6,5% dece sa teSkim oblikom ROP-ac@mu nije ndena kod
blizanca jednog od ove dece koji je imao blagi lodROP-a, kod roditelja, ni u
kontrolnom uzorku (65). Takie je identifikovan i polimorfizam u genu koji kodir
protein za Norijevu bolest (C-597A) koji je asoadirsa teSkim oblikom ROP-a (41). Sve
ove studije, iako uene na malim uzorcima, dodatno pdtyu hipotezu da geneki
faktori u velikoj meri doprinose razvoju tezih farROP-a kod prevremenodene dece.
Medutim, nedavno udena studija nije naSla z¥gnu vezu polimorfizama u genu koji
kodira protein za Norijevu bolest sa ROP-om i &wradi su zaklj&ili da polimorfizmi u
ovom genu nemaju bithu ulogu u patogenezi ove hol@6). Takaie, u studiji
Dickinsona i sar. nije ri@na veza izmi nekoliko novo otkrivenih mutacija i delecija u
genu koji kodira protein za Norijevu bolest sa teskblikom ROP-a (62). Modie je da
ovi kontradiktorni rezultati o uticaju polimorfizaani mutacija u genu koji kodira protein

za Norijevu bolest na podloznost za nastanak RO@Regu biti objasnjeni ettkim
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razlikama u ispitivanim populacijama. Ono Sto jgusno je da je potrebno da se urade
dodatne studije u cilju nedvosmislene potvrde ulogéacija i polimorfizama u ovom

genu u patogenezi bolesti.

1.5.6 UriCAJ POLIMORFIZAMA U GENU KOJI KODIRAE NOS SA NASTANKOM ROP-A

Gen za eNOS je lociran na hromozomu 7, u regiordb #47g36. Sastoji se od 26
egzona i 25 introna, a obuhvata DNK segmentivedi od oko 21kb. U genu za eNOS
identifikovan je véi broj polimorfnih mesta, koji se nalaze u ralim regionima gena.
Do sada je opisantetrnaest alelnih varijanti u promotoru, egzoninmaronima. Najvise
prowavani i opisivani polimorfizmi su T-786C u promatkom regionu, 4a/4b (VNTR)
u intronu 4 1 G894T u egzonu 7.

0 4 10 15 20 kb
l I I

1 2 34 5 78 91012 1416 17192022 23 24 26

1
AT

18 21 29

1113 i

T-788C| [Intron 4

Exon 7

Slika 14.0rganizacija eNOS gena i lokalizacija tri polimarfia
(preuzeto od Tanus-Santosa i sar. 2001)

Supstitucija F>C na poziciji —786 utie na aktivnost promotora gena za eNOS
(44). Polimorfizam u intronu 4 predstavlja VNTR pobrfizam, i javlja se u dva alelna
oblika. Alel 4a ima 4x27-bp tandemskih ponovaka db alel ima 5x27-bp ponovaka.
Sam 27-bp ponovak je cis-regulatorna sekvenca pamaoeNOS gena, odgovara
karakteristthom obrascu pofavaca, i zajedno sa T-786C polimorfizmom reguliSe
transkripciju endotelne NO sintetazergzultuju smanjenom ekspresijom gena za eNOS
(43,44). SNP G-894T se nalazi u egzonu 7 (75). @eéimorfizam rezultuje zamenom
glutaminske kiseline asparaginskom na poziciji B9&oteinu (Glu298Asp) i dovodi do
promene u aktivnosti eNOS enzimacatna smanjenje produkcije azot oksida i dovodi

do endotelne disfunkcije.
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Azot monoksid je snazan bioloSki medijator koji intaojne fizioloSke i
patofizioloSke uloge. To je slobodni radikal mal®lekulske mase i lipofilne prirode.
Hemijski je nestabilan molekul sa kratkim poluzmat i niskom koncentracijom u
plazmi koja se kr& se u rasponu 1 — 20 nmola. NO inhibira adhezignaouita i
agregaciju trombocita, kao i kontrakciju i proléerju glatke muskulature krvnih sudova
I proliferaciju fibroblasta. OlakSava protok krvireguliSe vaskularni tonus. Talke
modulira leukocit-endotelnu interakciju i inhibiraksidaciju LDL cestica. Utée na
ekspresiju brojnih gena, izae ostalih i VEGF, faktora rasta fibroblasta-2 i
metaloproteinaza matriksa (72). NO karakteriSe tprodifuzija, brzo razlaganje
kiseonikom i njegovim radikalima. Unuta&elije nivo azot monoksida je kontrolisan
sistemima koji sintetiSu i metaboliSu NO. Glavnilmeizam razgradnje NO in vivo je

konverzija u nitrate u reakciji sa oksihemoglobin(i).

Kod brojnih vaskularnih bolesti nanomolarne koncacije NO imaju
citoprotektivnu ulogu, dok je u mikromolarnim komteacijama NO citotoksan. Stvara
se iz L-arginina delovanjem familije enzima azosidksintetaza (eNOS), uz dobijanje
citrulina kao nusproizvoda. Izolovane su tri réi izoforme eNOS enzima koje
predstavljaju produkte tri razlta gena. Geni koji kodiraju ove tri humane izofersu
NOS1, NOS2 i NOS3 (43). Numerisani su po redoslattuvanja i kodiraju neuralnu
azot oksid sintetazu (nNOS), inducibilnu azot oksiktetazu (iNOS) i endotelnu azot
oksid sintetazu (eNOS). Neuralna i endotelna aketdosintetaza (NOS) se konstantno
sintetiSu u organizmu i nazivaju se konstitutivn©®N Trea izoforma, INOS nije
eksprimirana u fizioloSkim uslovima &enora prvo biti indukovana. eNOS je prvobitno
izolovana iz vaskularnog endotela, a otkrivenayamonocitima, trombocitima. Raziie
izoforme enzima pokazuju visok stepen homologijko 65% aminokiselinskih sekvenci
je istovetno (43,72).

NO koji se oslobda iz odgovarajéih celija svoju aktivnost ostvaruje preko
stimulacije guanilat ciklaze Sto dovodi do porasiéllichnog guanozin-monofosfata
(cGMP) u razkitim tkivima. Aktivacija ciklicnog guanozin-monofosfata (cGMP) u
glatkim mistima krvnih sudova preko cGMP zavisnih protein kaadovodi do
vazorelaksacije. Protein kinaze dovode do otvar@sd zavisnih kalijumovih kanala,
hiperpolarizacije i relaksacije. NO & i na sintezu prostaglandir@me indirektno

reguliSe vaskularni tonus (72).
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Rusai i sar. sproveli su istrazivanje koje se odmasanalizu T-786C i 4a/4b
polimorfizama eNOS gana sa razvojem teSkih oblik#Ra kod prevremenodene dece
koja su imala malu telesnu masu ndeamju (73). Rezultati ove studije istakli su da je
genotipska distribucija eNOS 4a/4b polimorfizma ¢apao drugadija kod prevremeno
rodene dece sa teSkim oblikom ROP-a u gergu sa prevremeno denom decom sa
lakSim stadijumima ROP-a koji nisu zahtevakidaje. Oni su istakli da je 4aa genotip
nezavisni faktor rizika za ozbiljan stadijum ROPthistoj studiji nije bila u¢ena veza
izmedu eNOS T-786C i ROP-a. Ovi polimorfizmi su prethogrovezani sa dijab&kom
retinopatijom kod dijabetesa tipa 2 i sa brojnimrdkavaskularnim bolestima
(43,44,74,75).

U literaturi postoje podaci koji ukazuju na poveasinda/4b polimorfizma sa
nivoom metabolita azot oksida u plazmi kod zdrdyidi (76,77). Ud&eno je da nosioci
4a alela imaju manji nivo metabolita azot oksidalazmi (78). Smanjena proizvodnja
azot oksida moze pogorSati retinalnu vazooblitpmamkom prve faze ROP-a (79) i
potom i angiogenezu u drugoj fazi (80). S obziramj& gen koji kodira eNOS lociran u
blizini drugih gena koji su asocirani sa mikrovdskaoim komplikacijama kao Sto je

dijabettka retinopatija (75,81), moga je njihova méusobna povezanost i uticaj.

Studija u kojoj su ispitivani polimorfizmi u genla 2NOS na razlitim etickim
populacijama je pokazala vezu izdnepolimorfizama T-786C i G-894T sa razvojem
ROP-a. Naime, u ovoj studiji je zakéjeno da su aleli 786C i 894T ziagni faktori rizika

za razvoj ROP-a u populaciji belaca i &fih Amerikanaca (82).

1.6 SKRINING PREMATURNE RETINOPATIJE

Osnovno i najvaznije ispitivanje u Klifkom pristupu prematurnoj retinopatiji
predstavlja oftalmoloski skrining. OftalmoloSki skng mora da obuhvati svu decu sa
rizikom za razvoj prematurne retinopatije (13,24,830bra selekcija dece sa visokim
rizikom za pojavu prematurne retinopatije, kao aymvremeno zapinjanje pregleda,
omoguuju pravilno sprovdenje prevencije i kenja (84,85).

Idealan program skrininga treba da obuhvati dejelssiih sli€ajeva prematurne

retinopatije, da ih prati, a istovremeno treba €azbegnu nepotrebni pregledi. Program
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skrininga se razvija u tesnoj saradnji pedijatagamatologa i oftalmologa. Odrednice za
oftalmoloski skrining u svetu bitno se razlikujureBudnu ulogu ima razvijenost
neonatalne nege i kontrolisana primena terapijsksgonika. Strategija skrininga
prematurne retinopatije jeste da se pregleditmm@ dna prevremenodene dece otkriju
nepravilnosti u razvoju krvne mreze sa cillem ot&nja aktivhog oblika prematurne
retinopatije, a pravovremenimékenjem spré& njen dalji razvoj. Kriterijum TM manja ili
jednaka 1500g i NG manja ili jednaka 32 jeste skgrkriterijum za visoko razvijene
zemlje (25). Nas cilj je da mu se Sto viSe priloiaj ali da ne propustimo nijedan &hjl
aktivnog oblika ROP-a. U nasSoj zemlji skriningomatwhvaena prevremeno dena deca
telesne mase nadenju 2000 g i manje, i/ili nedelje gestacije 36ame (13,84,86). Ovde
mogu da se uvrste i ona prevremender@a deca koja su izvan ovih kriterijuma ali nose
dodatne rizik faktore u toku razvoja (13,23,24,8%,8

Vremenske odrednice petka skrininga redefinisane su na svetskom ROP
kongresu 2009. godine u Indiji. Prvi pregled seuvijbau zavisnosti od gestacijske nedelje

u kojoj je dete réeno i to:

= deca vrlo niske (22, 23, 24, 25, 26 NG) gestacj@re 30 GN, zrakada
zbirno postignu 30 GN.

= decardena sa 31, 32, 33 NG — pregled nakon 3 nedeljedshja
= decardena sa 34 NG i viSe — pregled nakon 2 nedelje dehje.

U toku skrininga nalaz naéoom dnu belezi se u skladu sa ddaarodnom
klasifikacijom prematurne retinopatije. Bazirano nsmernicama Maunarodne
klasifikacije, a u zavisnosti od nalaza n&nom dnu odréuje se i termin sledeg
pregleda za 7 ili 14 dana. Ovi intrevali se porguljsve dok se ne zavrSi proces

vaskularizacije retine (88).
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Tabela 1 Vremenske odrednice zapiinjanja oftalmoloSkog skrininga

Nedelja gestacije Postmenstrualna nedelja (PMA) elegosle rdenja
22 30 8
23 30 7
24 30 6
25 30 5
26 30 4
27 31 4
28 32 4
29 33 4
30 33 3
31 34 3
32 35 3
33 36 3
34 36 2
35 37 2

Prematurna retinopatija predstavlja ozbiljan zdmevis problem. Prevencija
prematurne retinopatije fokusira se na elimina¢gktora rizika, podizanju nivoa
neonatalne nege, oftalmoloskom skriningu i praveweeosti terapije. Pregled retine
indirektnim oftalmoskopom je dostupan, lako izvodlp zn&aj tretmana je neprocenjiv
(13,86,89).
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1.7 ISTORIJAT LE CENJA ROP-a

Cilj ljecenja ROP-a je destrukcija avaskularne iskiemperiferne retine. U periodu

72 h od dijagnostikovanja aktivne retinopatije pbtro je zap&eti lecenje (90).

1.7.1 KRIO TERAPIJA

Krio terapija koristila se devedesetih godina prgSveka. P&etkom ovog veka
objavljeni su rezultati Multicenthe studije CRYO ROP (Multicenter Trial of
Cryotherapy for Retinopathy of Prematurity) kojag&om perioda od 10 godina pratila

oc¢i na koje je primenjena krio terapija kaoci &oje su sluzile kao kontrolna grupa (17).

Pacijenti sa obostranom “threshold ROP” (n=24Qjrami su krioterapijom samo
na jednom oku. Prevremenodema deca sa ROP blazeg oblika od *“threshold”
retinopatije su metodom slajnog odabira tretirana krio terapijom na jednonal,ottok
oko sa “threshold” retinopatijom nije tretirano dkriterapijom. Nakon deset godina
ponovljeno je testiranje gde je ocenjivana ostvigia i analizirane strukturne promene na
o¢nom dnu, odnosno rezidualne promene u vezi sa R@PNaien je manji broj kako
strukturno tako i funkcionalno nezadovoljav@jurezultata kod dece koja su tretirana u
odnosu na kontrolnu grupu: 44,4% prema 62,1% kedaabzir uzimala ostrina vida pri
gledanju na daljinu, 42,5% prema 61,6% pri gledangblizinu, a kada je parameter bio
promene na @mom dnu rezultat je bio 27,2% prema 47,9%. Totabéacija retine
nastavila je da se razvija u kontrolnoj grupi k@&j636 za 5 godina do 41,4% za period do
10 godina, dok je kod tretiranih pacijenata ovajognat stalno bio isti na nivou od 22%.
Nakon deset godinatbkoje su bile tretirane krio terapijom imale suago manje Sansi
da u potpunosti izgube vid. Rezultati su pokazalgataini znaaj krioterapije u
ocuvanju ostrine vida kodsgu sa aktivnom formom ROP-a (17).

1.7.2 LASERFOTOKOAGULACIJA RETINE (LFC)

Destrukcija ishentne retine vrSi se upotrebom argon ili diodnog laderja zbog
dostupnosti posteriornin zona moze predstavljatidpost u odnosu na krio metodu.
Diodni laser dobro prodire kroz zatane opitke medije. Laser @gati se postavljaju
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jedan pored drugoga sa odgovaéajurazmakom (pola Sirine sopstvenogdmi&a) jer se
kasnije péati Sire. Oni se utavaju kao okrugla bela polja, a nakon nedelju dasge
prisutna tamna oziljna pigmentacija. Redukovanjgkutarizacije grebena kao terapijski
odgovor udljiv je 7 dana posle krio i laser terapije. Ud&ju nevaskularizovanih zona sa

mestima neovaskularizacije terapijska proceduzosavlja (13) .

ETROP(Early Treatment for Retinopathy Prematu)istudija analizira rezultate
ranog tretmana laser fotokoagulacije retine kodvaky oblika retinopatije prevremeno
rodene dece (92). Deca sa bilateralnom visok@min aktivnom ROP (n=317) tretirana
su na jednom slajno odabranom oku LFC terapijom dok je drugo oketirano
konvencionalno (kontrolno oko)Xod asimetinih sluajeva (n=84), oko sa visoko
rizicnom aktivnom ROP nasutimo je tretirano ranim ili konvencionalnim tretmanom
Strukturalna ispitivanja su vrSena u 6 i 9 meseStudija je pokazala smanjenje
nepovoljnih rezultata ostrine vida kod pacijenataanim tretmanom sa 19,8% na 14,3%.
Strukturalne promene su redukovane sa 15,6% na 920% meseci. Rani tretman kod
visoko rizine aktivne ROP zrajno redukuje nezZeljene rezultate kod primarnih i

sekundarnih (strukturnih) promena (92).

lako je laser terapija uspesna u tretmanu ROPvhaja se i komplikacije u vidu
katarakte, ishemije prednjeg segmenta, zadnjithgaekrvarenja iz prednjeg segmenta i
staklastog tela i fluktuacije intraokularnog pt#s Dugor@no gledano gubi se periferni
vid, ¢eXa je pojava refrakcionih anomalija (visoka miopijairabizma, glaukoma i
ablacije retine. Nekada je tretman nemaguraditi zbog loSe vizuelizacije (krvarenja u
staklastom telu) ili se skemo sa napredovanjem bolesti i pored ponovljengerla
tretmana. Nedostatak je i Sto laser nije Sirokotujmen, tako da neka deca ostaju bez

moguenosti za léenje.

1.7.3 ANTI-VEGF (VASCULAR ENDOTHELIAL GROW FACTOR ) TERAPIJA

ROP je bifazna bolest koja se sastoji od inicijalaee — kiseonik indukovane
vaskularne obliteracije nakon koje sledi period ipoksijom indukovane vaskularne
proliferacije. Vaskularni endotelni faktor rasta H@F) igra vaznu ulogu u
multifaktorijalnoj patogenezi sa z&gno povéanim vrednostima m@nim u @&ima sa

prematurnom retinopatijom (93,95,96).
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Intravitrealna primena anti VEGF lekova pokazalakegsna u tretmanu ROPa
kao samostalna ili kao dopuna laser tretmanu. Miitiner i sar. upotrebili su
intravitrealno anti VEGF kod &ju sa napredovanjem bolesti i pored deaog laser
tretmana (2008). DoSlo je do poaja neovaskularizacije (95). Kong i sar. objaujuj
ohrabrujée rezultate mono tretmana anti VEGF terapijom ¢éima sa neprovidnim
medijima (hemoragije staklastog tela) kao i &n@ gde je terapija laserom bila

nedovoljna (96).

O efikasnosti intravitrealne primene anti VEGF pgeakod teskih oblika ROP-a
pisSu i drugi autori (97,98,99,100,101,102,103).

Publikacija BEAT ROP studije 2011. godin®efiacizumab Eliminates the
Angiogenic Threat of Retinopathy of Prematyrity upotrebi bevacizumaba u terapiji
zone | i Il ROP-a stvorila je nadu da mozda poggjinostavniji, jeftiniji i efikasniji
tretman od terapije laserom, trenutno standardedgnja (93). Zakljgeno je da anti
VEGEF terapija superiorna u zoni |, a da u zonidina prednosti u odnosu na LFC.

Neonatologija i oftalmologija imaju impresivnu sdngu u zajedrikim
istrazivanjima i u budtnosti su potrebne sveobuhvatne studije Kgepratiti rezultate
anti VEGF terapije na oStrinu vida i rizika za pajanezeljenih efekata terapije u duzem

vremenskom periodu na samom oku kao i u organiZrd)(

Terapija ROP je evoluirala iz starije, destruktjgnmetode (krioterapije) do
mladih, manje destruktivnih (laser) i intravitrealndikgacija anti VEGF. Po literaturnim
podacima anti VEGF terapija jeste potisnula LFK g# nije potpuno eliminisala
(99,100,101,102,103104). LFK se danas koristi rethmostalno, &ese kao dopuna.
Anti VEGF terapija je posebno korisna za stadijum BOP-a sa krvarenjem koje
smanjuje vizuelizaciju, kod rigidne pupile, intreealne neovaskularizacije sa ranim ili

minimalnim razvojem fibroznih membrana ili agresvposteriorne retinopatije (104).
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1.7.4 HRURSKA TERAPIJA

U slktajevima kod kojih je ROP udruzen sa ablacijom eetindikovano je
hirursko l&€enje (105). Standardna terapija za retinopatijunaterusa stadijum 4-5
ukljucuje: pars plana vitrektomiju i lensektomijagcleral buckling i vitrektomiju sa
poStedom s®iva (neki slucajevi ucetvrtom stadijumu). Analizira se i kombinovano
lecenje vitrektomijom i konzervativnom terapijom (1085). U zakljgku treba
napomenuti da je teSko odrediti optimalno vreméirarSku intervenciju u stadijumima
4 i 5, zbog nepovoljnog anatomskog i funkcionalimsgda u stadijumu 5. Obe metode,
vitrektomija i scleral buckling imaju tendenciju deezultuju loSim centralnim
(makularnim) vidom kod dece sa uznapredovalom fonniROP-a, pa je preporuka da se
hirurSka intervencija izvrSi getvrtom stadijumu neposredno pre nego ablacija aahv

makulu Sto obezldelje bolje anatomske i funkcionalne rezulate (105)

Operativni zahvati na malom oku su izuzetno slozeahtevaju specijalnu
opremu i vrhunskog hirurga. Rade se samo u speoyanim centrima u svetu.
Operacija se radi na oba oka u opstoj anest€agto je opste stanje deteta Rrith, tako
da operaciju nije moge izvesti odmah po postavljanju indikacije Sto dodeotezava i
pogorSava prognozu. | pored korektno tékinuradene operacije svedoci smo da se uspe
u anatomskom smislu tj. retina se vrati na mediajaaizostane funkcionalni rezultat, u
ovom sl&aju vid (13,19,105).

1.7.5 GENSKA TERAPIJA ROP-A

Uprkos napretku biologije i molekularne genetiketaku nekoliko proteklih
decenija pokuSaji “transporta” terapijskin gena &sto bili razdaravajiéi. Razlog
obicno lezi u poteSkéama isporuke i ekspresije terapijskog gena u zelyenrganu. Za
gensku terapiju mora da se koristi vektor koji sf@ortuje gen ili gene do cilja. Vektor
treba da bude koristan, bezopasan, odrziv i sposghasporti gensku sekvencu kojse
biti ubatena u ciljnuéelijsku DNK (106). Vektor mora biti u moguoosti da prde
¢elijsku membranu i prezivi u stranom okruzenju,ok ¢e izvancelije mora da prezivi
doma&i imuni sistem. Imuni sistem je problem koji pretldja najvei izazov za gensku

terapiju. Virusne vektore koji se upotrebljavajgenskoj terapiji brzo prepoznaje imuni
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sistem doména i uniStava. Sa trenutnom tehnologijom ROP jeaida bolest za
prowavanje genske terapije (razvija se i javlja tokaathog vremenskog periodajak i

ako virusni vektor opstaje samo nekoliko dana ddelja, joS uvek moze efikasno da
pruzi genetski materijal dovoljno dugo dacetina bolest. Pored svega ROP se javlja
unutar oka gde je imuni sistem relativno neaktiv@anska terapija koja bi modifikovala
regulaciju citokina i faktora rasta, za koje se daasu povezani sa nastankom ROP-a, bi
bila ob&avajuta ukoliko bi se dokazala na animalnom modelu. feangena virusnim
vektorima u krvne sudove na modelu retinopatijenatiriteta kod pacova ispitivao je
Chowers u svojoj studiji (106). Testirao je izvoedst transfera gena u hijaloidne krvne
sudove i u delove retine sa preretinalnom neovasizaicijom kod pacova sa ROP-om
korist&i razlicite virusne vektore. Adenovirusni vektori su se quadi kao efikasni za
genski transfer u krvne sudove na animalnom moBéWr-a (106). Ovo moZze biti prvi
korak ka korigenju transfera gena kao sredstva za modulaciju aohkel

neovaskularizacije za eksperimentalne i terapigskbe.

Budu¢i istraziva¢i moraju pazljivo da izbegnu kolateralne efekte i treba da
razmotre razvojnu prirodu bolesti. Bila bi tragedijda se zaustavi patoloSka
neovaskularizacija, a da se izazovu efekati kacsgt@menjeni razvoj fotoreceptorskih
¢elija 1 nishodna regulacija faktora koji doprinasgmalnom razvoju krvnih sudova kao
Sto su pericitni rast i prezivljavanje. Buhost zahteva vise nau¢nog rada. Dok ne
saznamo viSe detalja 0 molekularnim mehanizmimawkaopkuju ROP, transfer gerta

biti nesiguran u terapiji ROP-a (106).
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2. CILJEVI RADA

Ispitivanje se sprovodi sa ciljem da se kod preweoraene dece od 25 do 36
nedelje gestacije:
1. Utvrdi kestalost genotipova i alela polimorfizama T-786%2/#b gena za eNOS

2. Analizira prisustvo povezanosti ispitivanih ipobrfnih geneskih varijanti sa

nastankom teskog stepena retinopatije prevremetemeodece

3. Ispitaju faktori rizika udruzeni sa nastanka®skiog stepena retinopatije prevremeno

rodene dece.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1 UZORAK ISPITANIKA

Istrazivanje je sprovedeno kao prospektivno kkaistudija preseka u periodu od
1. januara 2011. do 31. decembra 2015. godine stautu za Ginekologiju i akuSerstvo
Klinickog Centra Srbije u Beogradu. Molekularno-geiketiispitivanja uréena su u
laboratoriji Instituta za humanu genetiku Mediciogk fakulteta, Univerziteta u
Beogradu.

Istrazivanje je odobreno od strane ¢ktig komiteta Medicinskog fakulteta,

Univerziteta u Beogradu.

U studiju su ukljgena 239 prevremenodena deteta. Kod sve dece oftalmoloski
skrining je obavljen u jedinicama intenzivne i patenzivne nege. U naSoj zemlji
skriningom su obuhv#na prevremeno dena deca sa telesnom masom damp 2000 g i

manije, i/ili 36 nedelja gestacije i manje.

Na osnovu sprovedenog oftalmoloSkog skrininga m@Eeno rdena deca
podeljena su u dve grupe:

1. ROP grupa je obuhvatila prevremendemou decu kod kojih je stepen ROP-a

zahtevao oftalmoloSku terapiju

2. Kontrolnu grupu sdinila deca kod kojih terapija nije primenjena.

ROP grupa je obuhvatila svu decu (u period 1.1.26t%131.12.2015.god) koja su
zbog aktivnog oblika retinopatije prematuriteta teaiala primenu oftalmoloske terapije,
njih 113. Tom broju je prilagten broj dece u kontrolnoj grupi, njih 126 kod kojih
terapija nije primenjena. Gengka ispitivanja su rdena iz brisa bukalne sluznice.
Uzorak za genetku analizu je manji od kligkog jer je analizirano samo po jedno dete
iz viSeplodnih trudnéa. Genetika analiza je bila uspeSna kod 174 noderteta od
cega 84 pripada ROP, a 90 kontrolnoj grupi.

Roditelji prevremeno iene dece su obavesteni u pismenoj formi o obolj@&qP),

natinu le¢enja, mogaim posledicama, kao i cilievima molekularno-getiedi studije u koju
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¢e njihova deca biti uklgena. Roditelji su dali pismeni pristanak da se ubmne bukalne
sluznice njihovog deteta i da deteestvuje u istrazivanju.

Prevremeno enu decu sa rizikom za razvoj ROP-a za oftalmolakkining
selektuju pedijatri neonatolozi. Saradnja osobdjdijatrijskog tima i oftalmologa omogduje
sigurnost odrzavanja dobrog opSteg stanja detebardristup oku i obezligje uslove za
detaljan pregled retine. Za pregled je potrebnasimakno Siroka zenica. Maksimalna
midrijaza se postize ukapavanjem 2,5% phenilephriGg% cyclopentolata dva puta u
razmaku od 10 minuta pola sata pre pregleda. Rreggeradi indirektnim binokularnim
oftalmoskopom i 20D lupom. Za pregled perifernitoda retine koristi se skleralni depresor.
Kapani otvor se drzi Siroko otvoren poihoblefarostata.

Terapija ROP-a se sprovodi unutar 72 sata od plgemtgy indikacije. Terapija
podrazumeva intravitrealnu aplikaciju anti VEGF-#éi laserfotokoagulaciju periferne,

avaskularne retine.

Intravitrealna aplikacija anti VEGF koristi se kaerapija aktivnih oblika
retinopatije prevremeno d¢ene dece od jula 2011. godine u naSoj zemlji. Tigrage
sprovodi kao monodoza ubrizgavanjem 0,5ml rastveaa 0,625mg anti VEGF-a
intravitrealno. Intervencija se izvodi u lokalnoppikalnoj anesteziji (sol. 0,5%
Tropicamid). Za aplikaciju se koristi 30G igla. Mesplikacije je 1,5- 2 mm od limbusa

— pars plana. Igla se usmerava ka centru okagdakbrizgava.

Destrukcija avaskularne i ishetne periferne retine radi se u lokalnoj anesteziji,
prisustvo neonatologa i @enje vitalnin parametara detetagafii blefarostat omoguje
pristup oku. Destrukcija retine vrSi se laserskamargijom (visoka temperatura), upotrebom
dioda lasera sa emisijom infracrvene svetlostisteaduzine 810 nm, a vizuelizacija se
postize uz 20D lupu. Pri maksimalno proSirenoj @emr indentaciju skleralnim depresorom
(kao u toku skrining pregleda) postavljaju se lgsati. Snopu svetlosti za pregled dodat je
laserski snop¢iju tacnu lokalizaciju odréuje tatkasti ciljni marker,cime se postize dobra
preciznost lokalizacije gata. Primenom metode indirektnog laseroftalmoskalpai dobro
Su za tretman dostupne posteriorne zone retirevénicija se obavlja na oba oka. Nekada je
neophodno ponoviti intervenciju tj. dodati joS lapetata kada se u toku genja ustanovi

da bolest napreduije.
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Ispitivali smo post-natalne faktore rizika: pol,de§u gestacije, telesnu masu na
rodenju, n&in zavrSetka portaja, decu iz viSeplodnih trudém, Apgar scor (AS),
intreuterini zastoj rasta (SGA), prisustvo anemipperbilirubinemije, pneumonije i
sepse. Ispitivali smo potrebu za primenom teragigeonikom (oksigenoterapija),
potrebu za mehatkom ventilacijom kao i prisustvo respiratornog dist sindroma
(RDS) i bronhopulmonalne displazije (BPD). Tdkosmo analizirali i prisustvo tezih
stepena (lll i IV) intraventrikularnin hemoragijdvVH) i nekrotichog enterokolitisa
(NEC).

3.2 MOLEKULARNO-GETI CKA ISTRAZIVANJA

3.2.1 zoLAaciJA DNK 1Z BUKALNE SLUZNICE PREVREMENO RO PENE DECE

Za planirano genetko ispitivanje totalna genomska DNK svih prematarus

izolovana je iz brisa bukalne sluznice metodom liglocoform ekstrakcije.
Postupak izolacije izvodi se u viSe faza.

Prvi dan se raspakuju predhodno dobro osusenivibiisgalne sluznice. Pazljivo
se makazama prebaci Statvdeo vatice sa briseva u pldste epruvete sa poklopcima i
doda 28@l TNS pufera i 2@l proteinaze K. Uzorak se strese na dno epruvstavi u
vodeno kupatilo na 56 °C tokom &0

Drugi dan se uzorci centrifugiraju 30 sekundi n®@l@brtaja. Potom se vatica
ocedi pincetom o zidove epruvete i prebaci u prebuSepruvetu od 0,5ml koju
zatvaramo pa véamo u véu epruvetu od 2ml. Ponovo centrifugiramo 1 min 080}
obrtaja, izbacujemo epruvetu od 0,5ml i u oboresmdst dodajemo 3Q0 suspenzije
fenol:hloroform:izoamil alkohol u odnosu 25:24:1zmleSamo obrtanjem epruvete.
Centrifugiramo 7min na 4000 obrtaja. Supernatantadadho 30QI rastvora
hloroform:izoamil alkohol u odnosu 24:1. Centriftagise ponovo 7min i gornja faza
prebaci u nove epruvete. Doda se 30ml NaCl 3 MOubQ apsolutnog etanola sa leda,

pomesSa i ostavi na ledu tokoméno
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Tre¢i dan se uzorci centrifugiraju 30 minuta na 1500@aja. Odlije se alkohol.
Zatim se vrSi ispiranje sa 70% etanolom. Uzorcss®e u termostatu na 37°C dva sata.

Potom se doda pdestilovane vode i ostavi da se rastvara preka no

Za detekciju polimorfizma primenili smo reakcijuné@ne polimerizacije (PCR).

3.2.2 REAKCIJA LAN CANE POLIMERIZACUE —-PCR

Princip PCR reakcije je selektivno umnozavanjeetglg regiona DNK pongoi
termostabilne DNK polimeraze - Taqg polimeraze. Nemmo je poznavati nukleotidni
redosled cilinog segmenta, radi sinteze spa&thi oligonukleotidnin granika-
prajmera, komplementarnih terminalnim delovima eanog regiona, veline 20-30
bp. Prajmerice se specino vezati za denaturisanu DNK i ogrétii ciljni region
(ponasSaju se kao RNK petnica). Za svaki set prajmera odluge se optimalna

koncentracija Mg.

Pri analizi svih polimorfizama u ovom radup2%eakcione smeSe za svaki uzorak je

sadrzalo:

-2,5ul 10 x PCR pufera
-1,5ul 25 mM MgCh

-0,5u1 10 mM dNTP

-0,5ul prim 1 (300 ng {ul)
-0,5ul prim 2 (300 ng {ul)
-2ul DNK (100 ng /ul)

-0,2ul Taqg polimeraze (5Udl)

-H,0 (destilovana, ampulirana) ad gb
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Reakcija se odvija kroz cikluse:

a) Denaturacije (95 °C)
b) Hibridizacije prajmera (aniling od 52-70°C)
c) Sinteze novih lanaca (elongacija 72°C)

Kroz 35-40 ciklusa dobija se 1@iline sekvence. Brzina ugradnje nukleotida pri

elongaciji je 30-100 nukleotida u sekundi.

PCR reakcije su izvrSene u aparatu Perkin—Elmerri&leCycler 2400 i Applied
Biosystems Thermal Cycler 2720. Provera ispitivaR(BR produkata vrSena je nakon
elektroforeze na 8% poliakrilamidnom gelu (PAA) 206 agaroznom gelu. Za bojenje
DNK je kori&ena syber safe boja, a gelovi su prosvetljavanUweransiluminatoru i

slikani digitalnom kamerom.

3.2.3 ANALIZA POLIMORFIZMA T-786C GENA zA ENOS

Pri PCR reakciji u ovom ispitivanju koti8ni su prajmeri koji ogratiavaju region

od 306 bp u kome se nalazi polimorfno mesto T-7&&kvenca prajmera je:
5’'sense - prajmer GTG TAC CCC ACC TGC ATTCT -3

5’antisense - prajmer CCC AGC AAG GAT GTA GTG AG’-

Uslovi amplifikacije su:
* pocetna denaturacija 3 min na 94°C
= 40 ciklusa od tri koraka
- denaturacija 1 min na 94°C
- vezivanje prajmera 1 min na 60°C
- ekstenzija prajmera i polimerizacija DNK 1 min Ti2°C.
= zavrSna ekstenzija 7 min na 72°C.
Produkti PCR reakcije bili su vélne od 306 bp.

Digestija PCR produkata je vrSena restrikcionimimom Pdil.
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Analiza produkata digestije sledila je nakon eleidireze na 8%
poliakrilamidnom gelu, imayjti u vidu da:

= homozigoti genotipa CC poseduju dva fragmenta -#2b81 bp;
» heterozigoti genotipa CT poseduju tri fragment@6 Bp, 225 bp i 81 bp;

= homozigoti genotipa TT poseduju jedan fragment {306

3.2.4 MNALIZA POLIMORFIZMA 4A/4B GENA ZzZAENOS

4a/4b polimorfizam wetvrtom intronu VNTR analizirali smo PCR reakcijom
korist&i prajmere koji ograavaju region sa polimorfnim mestom. Sekvenca pregme
je:
5’'sense - prajmer CTATGG TAG TGC CTT GGC TGG AGG -

5’antisense - prajmer ACC GCC CAG GGA ACT CCG T -

Uslovi amplifikacije:
= pocetna denaturacija 3 min na 94°C
= 35 ciklusa od tri koraka:
- denaturacija 1 min na 94°C
- vezivanje prajmera 1 min na 60°C
- ekstenzija prajmera i polimerizacija DNK 1 min T°C.

= zavrSna ekstenzija 7 min na 72°C.

Dobijeni su sleda& fragmenti:

DNA fragment duzine 210-bp koji odgovara alelu 4b et 27-bp ponovka i

fragment duzine 183-bp koji odgovara 4a aleldetai ponovka.
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3.3 KLINI CKA ISPITIVANJA

Prisustvo faktora rizika analizirano je kaefjem medicinske dokumentacije.

Nedelja gestacije je ocenjivana na osnovu termosiegnje menstruacije majke i
termina pordaja odréenog préaenjem ultrazvinim pregledima u toku trudide, kao i

na osnovu spoljnih karakteristika deteta.

Na osnovu telesne mase i nedelje gestacije, a pranmteopometrijskim
normativima za novoientad (tabela Duruto¥i— Gligorovic S.), odrdeno je da li su
deca odgovaraja za nedelju gestacij@ppropriate for Gestational Age AGA), mala
za nedelju gestacijeS(nal for Gestational Age SGA), ili velika za nedelju gestacije
(LGA).

Apgar skor odréuje akuSer u porodiliStu ukoliko se radi o vagimanporaiaju,

odnosno neonatolog ako je pdapzavrSen carskim rezom.

Gasne analize i acidobazni statugera su iz uzorka kapilarne krvi iz pete i

analize vrSene na aparatu: GEM. Premier 3000.

Asfiksija je procenjivana na osnovu kitke slike, Apgar scora i acidobaznog

statusa.

Analiziran je broj dana na terapiji kiseonikom. &ik se primenjuje u vidu
respiratorne potpore (nazalni CPAP i konvencionairehanika ventilacija), ili u vidu
kontrolisane powsane koncentracije inspiratornog kiseonika (difuzzreko atmosfere
Medical-Servo inkubatora ili hood-a). Primenjivae pazalni CPAP (kontinuirani
pozitivni pritisak na kraju inspirijuma) u vidu ,bble CPAP-a”. Konvencionalna
sinhronizovana mehatka ventilacija u vidu SIPPV i SIMV je spro@ena aparatima:
Drager Babylog 8000+, Drager VN 500 i Simens.

Krvna slika je rdena iz uzorka kapilarne ili venske krvi, a vrednosireiivane
na aparatu Simens advia 2120 hematology systernterium za anemiju je koncentracija

hemoglobina manja od 90 mg/I.

Vrednosti bilirubina su oddvane iz uzorka venske krvi na aparatu Philips,
Reichert Unistat mode 1310310C. Kriterijum za Hhgileubinemiju je koncentracija

bilirubina veta od 17Qumol/I.
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Sepsa je odrivana na osnovu pozitivne hemokulture, kike slike, povisenog C
-reaktivnog proteina (CRP), vrednosti leukocitambocita i leukocitarne formule.

Ultrazvuk centralnog nervnog sistemaen je ultrazvanim aparatom: Logicum
3 Pro sondom od 7.5 MHz. Ultraztni nalazi intraventrikularne hemoragije (IVH)
graduirani su od | do IV stepena prema Papileu }1O0Kljucena su deca sa lll | IV
stepenom |IVH.

Stepen respiratornog distres sindroma (RDS) ocamjjg na osnovu Rtg pla po
Bomsellu (I-1V stepen) (108). Pneumonija je dijagtikovana na osnovu Rtg gy
klinickog (auskultatornog) nalaza i rezultata krvne slike

Dijagnoza nekrotinog enterokolitisa (NEC) je postavljana prema Baljo
klasifikaciji (109). Ukljuiena su deca koja su imala NEC | i Il stadijum iakagu
zahtevala medicinski tretman. Iskigna su deca sa tezim stadijumom Kkoji je zahtevao

hirurski tretman i preuvienje u drugu ustanovu.

3.4 STATISTICKA ANALIZA

U ovoj studiji kori€ene su deskriptivne i anatikie statistike metode.
Od deskriptivnih korigeni su:

- apsolutni i relativni brojevi (n,%)
- mere centralne tendencije (aritn¢tkfl sredina, medijana)
- mere disperzije (standardna devijacija, percgntil
Od analitékih statistékin metoda kori&eni su testovi razlike:
- parametarski (t test, ANOVA)

- neparametarski (Hi-kvadrat test, Mann-Whitneyebkt Kruskal-Wallis test).

Izbor testa za testiranje razlike zavisio je odatipodataka i raspodele.
Parametarski testovi kotigni su za testiranje zégnosti razlike numetkog obelezja
posmatranja sa normalnom raspodelom, dok su neptaeshki testovi kori&ni za

testiranje zn&ajnosti razlike numetkog obelezja posmatranja sa raspodelom koja nije
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normalna. Pored toga, Hi-kvadrgf2) test je korigen za testiranje zdajnosti razlike

izmedu grupa kod nominalnih obelezja posmatranja.

Za analizu povezanosti koégEna je logistika regresiona analiza, univarijantna i

multivarijantna.

Multivarijantno modelovanje je d@no u dva koraka. U prvom, kaieén je Enter
metod, u analizu su usli svi prediktori koji suilstatisteki znatajni u univarijantnoj
analizi. Bacward metodom sa kriterjumom za ulapak,05 i kriterijum za iskljtenje

0,10 dobijeni su prediktotiije p vrednosti u modelu ne prelaze 0,10.
Rezultati su prikazani tabelarno i geii

Sve verovatnée od 0,05 i manje su koésne kao verovatrde za odbacivanje

nulte hipoteze.

Svi podaci obréeni su u SPSS 20.0 (IBM korporacija) softverskorkepa.
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4. REZULTATI

Napredak nauke i tehnologije u svim oblastima, &isvas medicini, rezultovao je
vecim brojem viSeplodnih trudrd@, ve&im brojem rizénih trudn&a i boljom
neonatalnom negom. Pomerene su granidanja i prvorotke su sve starije. Ovi i mnogi
drugi faktori rizika utéu na sve vé broj prevremenih portaja kao osnovnog razloga za

pojavu ROP-a.

Tabela 1. Broj zivoradene i procenat prevremenodeme dece na KGA KCS -

medicinska dokumentacija

) L Prevremeno
Godina Broj Zivorodene dece
rodena deca (%)

2011. 6637 10,9
2012. 6700 10,2
2013. 6729 11

2014. 6840 11,8
2015. 6464 12,6

Iz tabele 1 udava se prilino ujednden broj zivoraene dece od 2011. do 2014.
godine uz stalan porast prevremenderte dece. 2015. godine manje je Zivdere dece
u odnosu na prethodnu godinu uz znatan porastgremo rdene dece. Prevremeno
rodena deca su decadena pre 36 NG.

Karakteristike prevremeno dene dece obuh¢ane ovim istrazivanjem prikazane

su tabeli 2.
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Tabela 2.0pste karakteristike ispitivanog uzorka

N %
ROP 113 47,3%
Podela uzorka
kontrolna 126 52, 7%
musKki 116 48,5%
Pol
zenski 123 51,5%
Oftalmoloska Uredan nalaz 70 29,3%%
dijagnoza ROPI 44 18,4%
kontrolne grupe
ROPII 12 5,0%
Oftalmoloska ROP 3+ 51 21,3%
dijagnoza AP ROP 36 15,1%
ROP grupe
ROP2+2A 26 10,9%
AntiVEGF 99 87,6%
Th LFC 10 8,8%
AntiVEGF+LFC 4 3,5%

Istrazivanjem je obuhvano 239 prevremenodena deteta. ROP gruginilo je
113 (47,3%), a kontrolnu 126 (52,7%) prevremendene dece. DOmka je bilo 116
(48,5%), a devd@jca 123 (51,5%). Deca ROP grupeédea su ukoliko su imala dijagnoze
ROP3+, 51 (21,3%), AP ROP 36 (15,1%) i ROP 2+2A12K9%). Deca kontrolne grupe
su imala uredan nalaz - njih 70 (29,3%), ROPI {#2,4%) i ROPII - 12 (5,0%). Deca
ROP grupe l&ena su intravitrealnom aplikacijom anti vazoendjatielog faktora rasta -
njih 99 (87,6%), laserfotokoagulacijom 10 (8,8%%d obe metode 4 (3,5%).

Tabela 3.Srednje vrednosti NG, TM, Apgara i broja dana magg O2 ispitivanog

uzorka
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Artmeticka o bec o5 perc.75  Min  Maks

sredina
NG 30.74 + 2.06 29.00 32.00 25 37
™™ (g) 1323.01 4 282.22 1,100.0C 1,500.0C 795 2300
Apgar skor 551 + 1.81 4.00 7.00 1 9
Broj dana na
. . 18.57 15.17 7.00 26.00 1 103
kiseoniku

NG-nedelja gestacije, TM-telesna masa, srednjanasidtstandardna devijacija (SD)

Srednja vrednost NG ispitivanog uzorka je 30,74&24grednja vrednost TM je
1323,01+£282,22, srednja vrednost Apgar skora 3 Rl+i srednja vrednost broja dana
na terapiji kiseonikom 18,57+15,17.

Tabela 4.Ucestalost viSeplodnih trudba

ROP Kontrolna Ukupno

, 74 93 167
jednoplodne
% 44.3% 55.7% 100.0%
.V , . . N 34 27 61
ViSeplodne trudnoée blizanci
% 55.7% 44.3% 100.0%
. N 5 6 11
trojke
% 45.5% 54.5% 100.0%
N 113 126 239
Ukupno
% 47.3% 52.7% 100.0%
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Nesto je viSe dece u ROP gri— 39 (34,5%) rdenoiz viSeplodnih trudnéa,
prema33 (26,2%) dece u kontrolnoj grupi. Nema statistznaajne razlike izméu

grupa §2=2,356; p=0,308
&
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Grafikon 1. Prikaz faktora rizika ispitivanog uzorka

MV-mehantka ventilacija; RD-respiratorni distres sindrom; BRwenhopulmonaln.

displazija; IVH4intraventrikularn hemoragija; NEGziekrotitni enterokoliti

Na grafikonu lprikazara je Westalost klintkih faktorarizika ispitivano¢ uzorka
prevremeno rdene dece.
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4.1 REZULTATI GENETI CKIH ANALIZA

Genetsko ispitivanje polimfizma T-786C gena z&NOS analiziran je na

uzorku od 128a polimorfizma 4¢b 170 prevremeno dene dece.

11 12 13 14 1516 17 18 19 M

CTTTCTCTTTTTTITTITTITTT TTTTTTCTCTTTTTCTTTM

Slika 15. Restrikcioni polimorfizam eNOS-786C genotipa Izgled traka na gelu nak«
restrikcije (Pdil)

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

bb bb ba ba bb bbb ba aa bb bb bb bb bbb aa bb bb ba

Slika 16. Polimorfizam eNOS 44b genotipa — Izgled traka na gelu
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mTT mCT mCC

Grafikon 2. Ucestalost eNOS T-786C genotipova na ispitivanomluzor

Analizom polimorfizma T-786C na naSem uzorku démo je da je 50 od 128
prevremeno rdene dece (39,1%) homozigotno &k alel T (genotip TT), 67 (52,3%)
su bili heterozigoti (genotip CT) i njih 11 (8,6%dmozigoti za ré alel C (genotip CC).
Ucestalost alela T je 65,2%, aéastalost alela C 34,8% .

mbb mab maa

Grafikon 3. Uc¢estalost eNOS 4a/4b genotipova na ispitivanom wezork
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Analizom polimorfizma 4a/4b na naSem uzorku dévro je da je 111 od 170
prevremeno rdena deteta (65,3%) homozigotnoce&ii alel 4b (genotip bb), 53 (31,2%)
su bili heterozigoti (genotip ab) i njih 6 (3,5%)rhozigoti za réi alel 4a (genotip aa).
Ucestalost alela 4b je 0 80,9%, &stalost alela 4a 19,1%.

Tabela 5. Distribucija genotipova i alela eNOB786C i eNOSAa/4bpolimorfizama u
ROP i kontrolnoj grupi

eNOSgen _ ROP grupa Kontrolna grupa
_ _ Genotip P vrednost

polimorfizam n (%) n (%)
TT 24 (40.0) 26 (38.2)

T-786C CT 31 (51.7) 36 (52.9) 0.978
CcC 5(8.3) 6 (8.8)
T 65.8 64.7

Aleli % 0.850
C 34.2 35.3
bb 50 (60.2) 61 (70.1)

4aldb ba 29 (34.9) 24 (27.6) 0.384
aa 4 (4.9) 2(2.3)
4b 77.7 83.9

Aleli % 0.146
4a 22.3 16.1

Oba ispitivana genotipa kod prevremenaiemme dece su u Hardi-Veinberg
ravnoteZi. Westalosti genotipova i alela polimorfizama T-786@al4b eNOS gena i
njihove razlike izméu ROP i kontrolne grupe prikazane su u tabeli 5zliRa u

ucestalostima nisu statigki znatajne.
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Grafikon 4. Prikaz &estalosti genotipova polimorfizanedNOST-786C ROP i

kontrolne grupe
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Grafikon 5. Prikaz &estalosti genotipova polimorfizamaNOS 4a/4bROP i kontrolne

grupe
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Tabela 6. Porelenje genotipova po dominantnom i recesivnom modelu

ROP Kontrolna Rezultat
N % N % testiranja
79 95.2% 85 97.7% 5
X“=0.792
4bb+4ab/d4aa
p=0.435
4 4.8% 2 2.3%
50 60.2% 61 70.1% 5
X°=1.827
4bb/4 aa+4ab
p=0.176
33 39.8% 26 29.9%
55 91.7% 62 91.2% 5
X“=0.010
TC+TT/CC
p=0.921
5 8.8 % 6 8.8%
36 60.0% 42 61.8% 5
X°=0.042
TC+CC/TT
p=0.838
24 40.0% 26 38.2%

Ucestalost genotipova izide ROP i kontrolne grupe po dominantnom
(4bb/4ab+4aa, p=0,176; TT/TC+CC, p=0,838) i recesmn (4bb+4ab/4aa, p=0,435;
TC+TT/CC, p=0,921) modelu nije pokazala Zmae razlike (tabela 6).

Analizirali smo povezanost iznde 4a/4b eNOS polimorfizma i ROP koja zahteva
terapiju kod prevremeno dene dece logistkom regresionom analizom. Posle
prilagaiavanja za pol, telesnu masu, nedelju gestacijeaApkor i broj dana na terapiji
kiseonikom, logistika regresiona analiza ne pokazuje stakstznaajnu povezanost
izmedu 4a/4b genotipova i razvoja ozbiljnih oblika RORex prevremeno rene dece
(p=0,346, p=0,288).

54



Tabela 7.Rezultati haplotip analize

4al/4b T-786C RO Kontrolna p vrednost
4a T 22 (17,6%) 20 (15,0%) 0.466
4a C 19 (15,2%) 17 (12,8%) 0.473
4b T 51 (40,8%) 57 (42,9%) 0.987
4b C 33 (26,4%) 39 (29,3%) 0.769

Rezultati haplotip analize dve ispitivane grupaurpskazali statistku zna&ajnost (tabela

7).
Tabela 8.Klinic¢ki faktori rizika ROP i kontrolne grupe kod kojik jzvrSena genetka
analiza

ROP grupa Kontrolna grupa
Faktori rizika n=84 n=90 p vrednost
Pol M/Z 44/40 42/48 0.451
NG 29.8+1.9 31.1+1.9 <0.001
™ (g) 1212+234 1377+279 <0.001
Apgar skor 4.7+1.7 6.31£1.6 <0.001
Broj dana na O, 25.6+18.1 13.99+10.0 <0.001
Carski rez 51 (60.7%) 52 (57.8%) 0.694
Perinatalana asfiksija 65 (77.4%) 39 (43.3%) <0.001
Intrauterini zastoj 25 (29.8%) 30 (33.3%) 0.613
MV 45 (53.6%) 23 (25.6%) <0.001
RDS 71 (84.5%) 54 (60%) <0.001
BPD 22 (26.5%) 8 (8.9%) 0.002
Pneumonija 38 (45.2%) 20 (22.2%) 0.001
Sepsa 34 (40.5%) 26 (28.9%) 0.108
Anemija 76 (90.5%) 65 (72.2%) 0.002
Hiperbilirubinemija 34 (40.5%) 42 (46.7%) 0.411
IVH 16 (19.0%) 7 (7.8%) 0.028
NEC 13 (15.5%) 4 (4.4%) 0.014

Simboli: srednja vrednost standardna devijacija
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U tabeli 8 su prikazani analizirani kliki faktori rizika za razvoj ROP-a kod
prevremeno réene dece sa utanom genetkom analizom. Statistkki znatajne razlike
su ua@ene izmdu ROP i kontrolne grupe u srednjim vrednostima hedgestacije,
telesne mase nadenju, Apgar skora i broja dana na terapij. ®to tako, destalost
respiratornog distres sindroma, bronho-pulmonalnsplatzije, intraventrikularnog
krvarenja i potrebe za mehakom ventilacijom su statiski znaajno razléiti izmedu
dve analizirane grupe dece. Nije bilo razlike iZzmn@naliziranih grupa po polu, &au

zavrSetka pordaja, prisustvu intrauterinog zastoja i hiperbilindimiji.

Tabela 9. Klini¢ki faktori rizika u zavisnosti o&dNOS T-786C genotipdece ROP i

kontrolne grupe

Faktori rizika T-786C

TT CT CcC
Pol M/Z 20/30 39/28 5/6
NG 30.5#1.8 30.54.9 30.44.4
T™ (9) 13004295 1285255 1305266
Apgar skor 5.7+1.8 5.24.8 6.12.2
Broj dana na O, 19.2#¥13.7 20.144.2 14.540.3
Carski rez 29/21 40/27 5/6
PA 27/23 44/23 5/6
Intrauterini zastoj 19/31 21/46 3/8
MV 17/33 27/40 3/11
RDS 33/17 50/17 9/2
BPD 9/41 11/56 0/11
Pneumonija 20/30 23/44 3/8
Sepsa 18/32 26/41 a/7
Anemija 37/13 57/10 10/1
Hiperbilirubinemija 21/29 25/42 6/5
IVH 5/45 12/55 0/11
NEC 3/47 6/16 3/11

Simboli: *srednja vrednost standardna devijacija
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Tabela 10.Klini¢ki faktori rizika u zavisnosti odeNOS 4a/4lgenotipadece ROP i
kontrolne grupe

Faktori 4al4b

rizika bb Ba Aa
Pol M/Z 50/61 30/23 4/2
NG 30.4+1.9 30.62.1 28.84.4
TM(Q) 12864268 1316257 1220231
Apgar skor 5.5+.8 5.64.9 5.24.6
Broj dana O, 20.1416.3 18.543.9 27.248.9
Carski rez 70/41 27126 4/2
PA 69/42 29/24 5/1
Inrauterini zastoj 37174 15/38 1/5
MV 44/67 19/34 4/2
RDS 78/33 40/13 5/1
BPD 18/93 10/42 2/4
Pneumonija 39/72 17/36 1/5
Sepsa 38/73 18/35 4/2
Anemija 92/19 41/12 6/0
Hiperbilirubinemija 53/58 18/35 3/3
IVH 16/95 7146 0/6
NEC 11/101 6/46 1/6

Simboli: *srednja vrednost standardna devijacija

U tabelama 9 i 10 prikazani su kkki faktori rizika po eNOS T-786C i eNOS
4al/4b genotipovima kod dece ROP i kontrolne grupe

Nosioci 4aa genotipa eNOS 4a/4b polimorfizma irsalinizu nedelju gestacije u
odnosu na ostale grupe genotipova (4bb i 4ba) {d4), Srednje vrednosti nedelje
gestacije analizirane recesivnim modelom bile saano nize kod dece sa 4aa
genotipom (t=2,034; p=0,044). Kod dece sa 4aa geyotuaena je niZza telesna masa i
Apgar skor, a v&@ broj dana na terapiji ©u odnosu na ostale grupe genotipova (4bb i
4ba).

57



40
35
30
25
20 4
15
10

ROP grupa kontrolna grupa
m4bb 24 37
W 4ba+4aa 16 9

Grafikon 6. eNOS 4a/4b &estalost genotipova kod dece Zenskog pola

Statisticki znacajna razlika je uocena kod dece Zenskog pola po dominantnom
modelu (4bb/4ab+4aa). Deca zenskog pola sa ispoljenim ROP-om su ¢esé¢e nosioci 4ba i
4aa genotipova od dece zenskog pola u kontrolngidy2=4,333, p=0,037; OR 1,6849,
Cl1 0,95, 0,962- 2,951). Bez obzira na‘enu veéu westalost 4ba i 4aa genotipova dece
sa ROP-om multipla regresiona analiza nije pokadalg 4a alel faktor rizika za razvoj
teskih formi ROPa kod devoga.

Analizirali smo povezanost izrde 4a/4b eNOS polimorfizma i ROP koja zahteva
primenu terapije kod prevremenaieme dece. Posle prilatgvanja za pol, telesnu masu,
nedelju gestacije, Apgar skor i broj dana na t@rieigeonikom, logisitka regresiona analiza
ne pokazuje statigki znaajnu povezanost iznda 4a/4b genotipova i razvoja ozbiljnih
oblika ROP-a kod prevremenaiene decef=0,346, p=0,288).
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Grafikon 7. Uc¢estalost eNOS 4a/4b genotipova u ROP i kontrolngpigsa NG>30 i NG<30
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Grafikon 7 pokazuje da je genotip 4daset puta ¢esce prisutan U grupi dece sa
nedeljom gestacije manjom od 30 u pEgu sa grupom dece kod kojih je nedelja
gestacijeveca od 30 (p=0,032, po recesivnom modelu (p=0,0144, ORBa&3H6 CI
1,2405-86,5849) (Kvota odnos 11,3, 1,2867-99,2BRiltivarijantna linearna regresiona
analiza sa polom, TM i Apgar skorom kao kovarijaganije pokazala asocijaciju 4a/4b

genotipa sa vrednostima nedelje gestacije kodvapie prevremeno dene dece.

4.2 REZULTATIISPITIVANJA KLINI  CKIH FAKTORA RIZIKA

Tabela 11.Klini¢ki faktori rizika dece ROP i kontrolne grupe (23£cd)

Faktori rizika ROP grupa Kontrolna grupa p
n=113 n=126 vrednost
Pol M/Z 58/55 58/68 0.413
NG 29.96+1.93 31.42+1.93 <0.001
T™ (Q) 1236.73+236.37 1400.40+298.03 <0.001
Apgar skor 4.73£1.70 6.22+1.61 <0.001
Broj dana na O, 24.28+17.30 13.45+10.68 <0.001
Carski rez 51 (60.7%) 52 (57.8%) 0.694
PA 85(75.2%) 51(40.5%) <0.001
Intrauterini zastoj 36(31.9%) 47(37.3%) 0.378
MV 58(51.3%) 30(23.8%) <0.001
RDS 94(83.2%) 69(54.8%) <0.001
BPD 28(25.0%) 11(8.7%) 0.001
Pneumonija 48(42.5%) 29(23,0%) 0.001
Sepsa 46(40.7%) 31(24.6%) 0.008
Anemija 101(89.4%) 82(65.1) <0.001
Hiperbilirubinemija 47(41.6%) 58(46.0%) 0.490
IVH 21(18.6%) 11(8.7%) 0.026
NEC 19(16.8%) 6(4.8%) 0.003

Simboli: srednja vrednost standardna devijacija
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U tabeli 11 prikazani su ispitivani faktori rizikdece ROP i kontrolne grupe.
KoriS¢enjem univarijantnene analize na ispitivane Kkeifaktore rizika ndeno je da su:
NG, TM, Apgar, perinatalna asfiksija, broj dana temapiji &, MV, RDS, BPD,
pneumonija, sepsa, anemija, IVH i NEC stallgtiznatajno razlikuju izméu ROP i

kontrolne grupe.

Tabela 12.Prikaz nedelje gestacije i telesne mase ROP i &m&rgrupe

ROP Kontrolna Rezultati
N % N % testiranja
<30 51 45.1% 19 15.1%
x2 =28.862
NG 30-32 48 42.5% 67 53.2%
p<0.001
>32 14 12.4% 40 31.7%
<1000 18 15.9% 8 6.3%
¥2=15.190
™ 1000-1500 83 73.5% 82 65.1%
p<0.001
>1500 12 10.6% 36 28.6%

Iz navedenih podataka ¢evamo da je najve broj dece koji je zahtevao terapiju
bio ispod 30 nedelje gestacije - 45,1%. ROP grupapa 12,4% dece sa nedeljom
gestacije véom od 32. Sto sed telesne mase najidroj dece ROP grupe bio je sa TM
u intervalu od 100@o 15009 (73,5%). U grupi dece sa TM nizom od 1000§9%®bje
zahtevalo terapiju tj.pripadalo ROP grupi, a todstavlja 69,2% dece od ukupnog broja
dece u grupi sa TM nizom od 1000g.

Ukupno je 12,4% dece starije od 32 nedelje gestéaigno, a ROP grupi pripada
10,6% dece sa telesnom masom iznad 15009 (tabgpl®é&@a ispod 32 nedelje gestacije
bila su zastupljenija u grupi sa ROP - 87,6% negontrolnoj grupi 68,3% (p = 0,013).

Bitno je uaiti da je 15,1% dece iz kontrolne grupeieao ispod 30 NG tj. nije
razvilo aktivan oblik retinopatije, a da 12,4% dstarije od 32 NG pripada ROP grupi.
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Tabela 13.Prikaz srednjih vrednosti NG i TM ROP, kontrolnege i celokupnog

uzorka
NG ™
N SD Min Maximum N SD Min Maximum
ROP 113 29,8+ 1,93 24,50 34,00 113 12124234 795 1850
Kontrolna 126 31,1+1,93 26,50 37,00 126 1377+279 800 2300
Ukupno 239 30,#2,06 24,50 37,00 239 1323+282 795 2300

Srednja nedelja gestacije dece u ROP grupi je£9,83 (24,5NG do 34 NG), a
u kontrolnoj grupi 31,2 1,93 (26,5NG do 37NG).

Pros€na telesna masa dece ROP grupe je #232 (7959 do 1850q). U
kontrolnoj grupi proséna telesna masa je 13¥Z79 (800g do 2300g).

NajviSa nedelja gestacije u ROP grupi je bila 3sapvea telesna masa 1850g
(tabela 13) . U naSem uzorku kontrolnoj grupi pdipaete rédeno u 26.5 NG, kao i dete
rodeno sa TM 800g. Iz ovih podataka proizilazi da gimauslovima moramo ostati na
Sirokim odrednicama za skrining. Kriterijumom zaiskg <32 NG i <1500 g na denju

cetrnaestoro dece sa aktivnim oblikom bolesti bilpropusteno.
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Grafikon 8. Graficki prikaz srednje vrednosti nedelje gestacije R®enitrolne grupe
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Grafikon 9. Grafic¢ki prikaz srednje vrednosti telesne mase ROP irkéme grupe
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Grafikon 10. Broj dana na terapiji kiseonikom ispitivanog uzorka

Na grafikonu 10 je prikazana distribucija broja dama kiseoniku ispitivanog uzorka.
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Tabela 14.Pros€an broj dana na terapiji kiseonikom ROP i kontrajnepe

Aritmet.
) Perc. 25 Perc. 75
sredina
0O,
Kontrolna 13.45+ 10.68 5.00 19.00

Pros€an broj dana na terapiji kiseonikom dece u ROPigeup4,28+17,30 dana,
a dece u kontrolnoj grupi 13,4+10,68 dana. Postgjstistéki znatajna razlika izméu
grupa (Z=-5,555; p<0,001).

Tabela 15.Prosé€an broj dana na terapiji kiseonikom dece sa uredRi@P |, ROP Il i
dece ROP grupe

Aritmet.
, SD Perc. 25 Perc. 75
Sredina
Uredno 80+ 5380 4.00 11.00
Broj dana na
ROP Iill 20.25+ 11.50 12.00 27.50
terapiji O ,
ROP 24.28+ 17.30 11.00 35.00

Decaciji je oftalmoloski nalaz bio potpuno uredan bila gros€no na kiseoniku
8,0145,80 dana. Deca sa dijagnozom ROPI i ROPIllsggrm su bila na terapiji
kiseonikom 20,25+11,50 dana, a deca sa aktivninkatl bolesti 24,28+17,30 dana.
Postoji statistiki znatajna razlika izméu grupa ¢2=68,104; p<0,001).

Naknadnim poréenjima utvdeno je da je su ztajne razlike izméu uredan
nalaz ROP Ii 1l (p<0,001); uredan nalaz i ROP (§66Q); ROP i ROP Ii Il (p=1,000).
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Grafikon 11. Broj dana na kiseoniku dece sa urednim,ROPI i R@&Hzom i ROP
grupe

Tabela 16. Prikaz dece sa pneumonijom ROP i kontrolne grupavisnosti od broja
dana na terapiji eNG i TM

- - Rezultati
Aritmeticka —
. ] Testiranja
Pneumonija N sredina SD Perc. 25  Percc 75
Broj dana ROP 48 26.04 *16.69 1450 33.00
Z=-1,415
na terapiji
o 29 20.07 + 9.57 12.00 26.00 p=0,157
2
NG ROP 48 30.15 +2.07 29.00 31.50
t=-1,928
K 29 31.03 + 172 30.00 31.50 p=0,058
™ ROP 48 1,251.25 +248.25 1,070.00 1,400.00
t=-0,185
K 29 1,261.72 +236.19 1,100.00 1,480.00 p=0,854

Nije ucxtena statistki znaajna razlika izméu dece sa dijagnozom pneumonije u
odnosu na broj dana terapije saKbG i TM ROP i kontrolne grupe. grupe.
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Tabela 17.Prikaz dece sa BPD ROP i kontrolne grupe u zasisod broja dana na
terapiji GNG i TM

Rezultati
Aritmeticka testiranja
BPD N sredina SD Perc. 25 Percc 75
i . +18.60 . .
Broj c-if;ma na ROP 28 43.57 30.50 55.50 721812
terapiji
PG 11 3255  +12.64 20.00 4200  p=0,070
. +1.55 . .
NG ROP 28 28.34 27.50 29.00 (=-1.892
K 11 29.95 +2.66 28.00 33.00 p=0,081
™ ROP 28 991.61 +114.79 900.00 1,085.00
t=-0,027
K 11 992.73 +114.64 850.00 1,080.00 p=0,978

Nije uctena statistki znatajna razlika izméu dece sa dijagnozom BPD u odnosu na

broj dana terapije sa,ONG i TM ROP i kontrolne grupe (tabela 17).

Tabela 18.Prikaz dece sa RDS ROP i kontrolnegrupe u zavisad$roja dana na

terapiji GNG i TM

) ) Rezultati
Aritmeticka L
] testiranja
RDS N sredina SD Perc. 25 Percc 75
Broj danana ROP 94 26.48 +17.73 13.00 37.00 7=-2.709
terapiji G, g 69 19.01  +10.90 11.00 26.00 p=0,007
NG ROP 94 29.56 +1.77 28.50 31.00 t=-4 249
K 69 30.78 +1.84 30.00 32.00 p<0,001
™ ROP 94 1,194.47 +216.87 1,040.00 1,350.00 t=-1.848
K 69 1,263.19  +256.87 1,100.00 1,400.00 p=0,067

Nije uatena statistki znatajna razlika izméu dece sa dijagnozom RDS u odnosu na

broj dana terapije sa, 0 TM ROP i kontrolne grupe. Deca ROP grupe sa DRS iswala

statisteki znatajno nizu NG od dece kontrolne grupe (p<0.001).
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Tabela 19. Modelovanje povezanosti klikih faktora rizika ROP i kontrolne grupe

p vrednost OR 95 % IP za OR
NG .014 167 .620 948
™ .021 1.002 1.000 1.004
Apgar .001 .637 484 .837
Br. dana na @ .701 1.008 .968 1.050
PA .695 1.241 422 3.646
MV 438 .681 .258 1.797
RDS .996 1.002 .360 2.788
BPD 1.000 1.000 .309 3.230
Pneumonija .005 3.484 1.450 8.371
Sepsa .031 2.800 1.099 7.136
Anemija .083 2.071 910 4.714
IVH .015 3.622 1.290 10.171
NEC .025 3.758 1.184 11.925
NG .008 172 .638 934
™ .016 1.002 1.000 1.004
Apgar .000 .632 489 .818
Pneumonija .002 3.741 1.643 8.517
Sepsa .019 2.919 1.191 7.155
Anemija .069 2.128 944 4.799
IVH 011 3.710 1.347 10.218
NEC .020 3.868 1.233 12.128

Na osnovu multivarijantne analize zakljjemo da su nezavisni faktori rizika za
razvoj ROP-a kod prevremenodeme dece obuh¢ane nasim ispitivanjem niska nedelja
gestacije, niska telesna masa, pneumonija, sepgegventrikularna hemoragija i
nekrotieni enterokolitis (p< 0,05).
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m ROP+2A = ROP3+2A = APROP

Grafikon 12. Dijagnoze pod kojim su tretirana deca ROP grupe

Deca ROP grupe ¢ena su ukoliko su imala dijagnoze ROP3+2A (njih 8B5%)), AP
ROP (njih 36 (32%)) i ROP+2A (njih 26 (23%)).

m LFC ®manti VEGF = oba

Grafikon 13. Vrste terapije dece ROP grupe

Kod 99 (88%) dece primenjena je intravitrealna kaglija anti VEGF, njih10
(9%) lezeno je laserfotokoagulacijom (LFC) retine, a 4 (%bilo je obe terapije.
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Tabela 20.Prikaz prosénog broja dana u kojem je data terapija

Aritmeti ¢ka
_ SD  Perc.25 Perc. 75 Minimum Maksimum
sredina

Dan Th  42.64 * 16.19 33.00 49.00 20.00 132.00

Deca ROP grupe pras® su primila terapiju u 42,64 16,19 danu postenga.
S obzirom da je srednja nedelja gestacije dece &0pe 29,8 + 1,9 proizilazi da su deca
tretirana u 36 NG postkoncepcijski,5to &nda je ROP bolest koja se razvija i zavrSava u
veoma kratkom vremenskom intervalu od svega neaigdelja.
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5. DISKUSIJA

Analiza ucestalosti polimorfizama T-786 C i 4a/4b eNOS genargvremeno
rodene dece

Tabela 21.Podaci o testalosti polimorfnog alela C (T-786C) u réitim populacijama (116)

Populacija T C

Italija 0.514 0.486
Spanija 0.505 0.495
Velika Britanija 0.538 0.462
Finska 0.692 0.308
Indija 0.788 0.212
Australija 0.622 0.378
Severna Amerika 0.761 0.239
Srbija 0,716 0,284
Rezultati naseg istrazivanja 0.652 0.348

Ucestalost C alela u evropskim populacijama je od 2880649%. NajviSa
ucestalost C alela je dena u Spaniji. Najnizecastalosti su zabeleZzene u Skandinavskim
zemljama. U australijskoj populacijicestalost C alela je 37,8%.c¢éktalost alela u
belatkim van evropskim populacijama je vrlo ¢sla Westalostima u Evropi. Najniza
ucestalost je u azijskoj populaciji gde je frekveatela C 21,2% (116,ALFRED database).
NaSe istraZzivanje je pokazaldestalost C alela 34,8%, Sto je u skladu &stalostima u
Evropi. Westalost C alela u ROP grupi je 34,2%, a 35,3%ntr&moj grupi.

Ucestalost CC genotipa u populaciji Kavkazoida (olati&ivsve etke grupe) je
11%, a heterozigota 50%. U ra&#im etnickim evropskim grupamacestalost CC
genotipa je 30%, a heterozigota 56%. U Italifiestalost heterozigota je 49%. U
populacijama Afrike i Azije predominantan je TT gép (116,ALFRED database). U
nasem istrazivanjucestalost CC homozigota je 8,6%, Sto je u skladucsatalogu CC
genotipa kod Kavkazoida.

69



Tabela 22.Podaci o gestalosti polimorfnog alela 4a (4a/4b) u régln populacijama
(116)

Populacija 4da 4b

Italija 0.160 0.840
Spanija 0.170 0.830
Gréka 0.148 0.852
Rusija 0.193 0.807
Indija 0.190 0.880
Australija 0.150 0.850
Severna Amerika 0.112 0.871
Srbija 0.167 0.833
Rezultati naseg istrazivanja 0,191 0,809

Ucestalost 4a alela 4a/4b polimorfizma u intronu dveopskim populacijama je od
10% do 27%. Najnize destalosti polimorfnog alela je u Africi tj.u crtla] populaciji i
iznosi 3,5% (116,ALFRED database). NaSe ispitivgmjagokazalo &estalost 4a alela 19,1%.
Frekvenca u naSem istrazivanju je u saglasnoftek@encom dobijenom u Rusiji. Mozemo
re¢i da je destalost 4a alela u nasSoj populaciji u skladu &sstalostima opisanim u

okruzenju. Westalost réeg 4a alela u ROP grupi je 22,3% prema 16,1% uddonf grupi.

U naSem ispitivanju destalost heterozigota polimorfizma 4a/4b je 31% j6tol
saglasnosti sa opisanim rezultatima u evropskojilacpi gde se &estalost 4a/4b genotipa
krece od 16% do 34%.

Samo dve studije su analizirale polimorfizame eN@g#a u etiologiji ROPa.
Jedna studija identifikovala je minor T786-C i G8B4lele eNOS gena kao ziagane
faktore rizika u razvoju ROPa, i nasla jaku povemanzmeiu tih polimorfizma eNOS
gena i ozbiljnosti bolesti u belaca i Afroamerikea#82).

Rusai i sar. na populaciji prevremenaieoe dece dobili sucestalost réeg C
alela 32% u grupi sa aktivnim oblikom ROPa (73}ektalost C alela u grupi dece koja
nisu tretirana je 33%. U ovoj studiji nije bilo 8&licki zna&ajne razlike u distribuciji

genotipova i alela T-786C izrie ROP i kontrolne grupe. U istoj studigestalost réeg
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4a alela je 24% u ROP grupi i 15% kontrolnoj gripiovom radu uéeno je da je eNOS
4aa genotip nezavisni faktor rizika za ozbiljnelgtane ROPa.

U naSem istrazivanju cestalost C alela u ROP grupi je 34,2%, a 35,3% u
kontrolnoj grupi, Sto takde nije statistiki znatajno. WLestalost réeg 4a alela u ROP grupi
je 22,3% prema 16,1% u kontrolnoj grupi. Ispitivamnj genotipova i alela eNOS 4a/4b
polimorfizama u naSem istrazivanju d@ma je razlika izmd&u ROP i kontrolne grupe

prevremeno réene dece, ali ova razlika nije statiktizna*ajna.

Statisticki znacajna razlika je uocena kod dece Zenskog pola po dominantnom
modelu (4bb/4ab+4aa). Deca zenskog pola sa ispoljenim ROP-om su ¢e$ée nosioci 4ba i
4aa genotipova od dece zenskog pola u kontrolnapigBez obzira na wenu veu
ucestalost 4ba i 4aa genotipova dece sa ROP-om taultggresiona analiza nije

pokazala da je 4a alel faktor rizika za razvoj ite$&rmi ROPa kod deveica.

Rusai i sar. opisali su muski pol kao faktor rizika razvoj ozbiljnih stadijuma
ROPa , ali naSi rezultati nisu pokazali razlike igtribuciji polova izméu ROP i

kontrolne grupe.

Ucestalost genotipova izde ROP i kontrolne grupe po dominantnom
(4bb/4ab+4aa, TT/TC+CC) i recesivnom (4bb+4a/4d&2+TT/CC) modelu takde nije
pokazalo statistki znatajnu razliku.

Analizirali smo povezanost iznda 4a/4b eNOS polimorfizma i ROP koja zahteva
terapiju kod prevremeno d¢ene dece. Posle prilaggvanja za pol, telesnu masu, nedelju
gestacije, Apgar skor i broj dana na terapiji kiskom, logisttka regresiona analiza ne
pokazuje statistki znatajnu povezanost iznde 4a/4b genotipova i razvoja ozbiljnih
oblika ROP-a kod prevremenodene deceNosioci 4aa genotipa oba pola eNOS 4a/4b
polimorfizma imali su nizu nedelju gestacije u ognama ostale grupe genotipova (4bb i
4ba). Ispitivana prevremenodena deca nosioci 4aa genotipa imaju nizu NG, TM i
Apgar skor, a v& broj dana provedenih na terapiji kiseonikom u @glnna ostale grupe
genotipova (4bb i 4ba). Ispitivanjem srednje vretnbIG statistiki znatajna razlika se
uotava po recesivnom modelu tj., nosioci 4aa genaiipaju zn&ajno nize srednje
vrednosti NG nego nosioci 4bb i 4ba genotipa. Malijantna linearna regresiona
analiza sa polom, TM i Apgar skorom kao kovarijaganije pokazala asocijaciju 4a/4b
genotipa sa vrednostima NG kod ispitivane prevranetene dece.
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Nasi rezultati pokazuju da su gotovo svi otkrivdaia genotipovi (5 od 6) bili
prisutni u grupi dece sa nedeljom gestacije isp@dBliteraturi ovaj polimorfizam nije
ispitivan kao faktor rizika za prevremeni spont@oiraiaj. Nedavne studije pokazuju
zn&ajne vezu izmdéu eNOS (Glu298Asp) polimorfizma i idiopatskih re&otih
spontanih poh#aja i nalaze znatno ¥e frekvencu mutanat alela u spontano abortiranom
fetusnom materijalu (117). Gibson i sar. objavii da su polimorfizmi azot oksida
povezani sa prematuritetom i sugeriSe da oni mogprideti riziku za spontani

prevremeni pordaj (118).

U nasSoj populaciji ispitivanjedestalosti polimorfizama eNOS genaleao je na
adultnim pacijentima (119). Analizom polimorfizma-786C dobijene su sleée
ucestalosti - TT genotipa 48,5%, CT genotipa 47,0%, genotipa 4,5% . &estalost
redeg C alela je 28,0%. Analizom polimorfizma 4a/4lbiggne su destalosti — genotipa
bb 70,5%, heterozigota ba 25,7% i homozigota a&.3\8¢estalost réeg 4a alela je
16,7%.

Genski polimorfizmi mogu uticati na ekspresiju alsitnost genskih produkata
koji normalno doprinose angiogenezi retine, popEGFa i eNOS. Objavljeni podaci u
razlicitim populacijama opisuju optae rezultate pri analizi genskih polimorfizama u
VEGF genu. Neki od njih podrzavaju hipotezu da jJEGF igra klji&nu ulogu u
angiogenezi i da je povezan sa progresijom ROPpaadmakloj fazi (110,111). Neki
autori nisu pronasli nikakvu vezu izcepolimorfizama VEGF gena sa razvojem ROP-a.
Ispitivani su polimorfizmi C-634G, C-405G i C-936@&GF gena (51,112,113). lako
nije uatena povezenost ispitivanih genotipova i alela potfimrama za VEGF gen sa
tezim stepenom ROPa, sugerisano je da je angiogekempleksan process i da
genettki faktori deluju zajedno se faktorima okolif&imeceno je da tezi stepen ROP-a
kod neke dece progredira, a kod neke smisthi klinickim nalazima spontano povia
Bizzarro i sar. navode da genetski faktori imajielad70,1 % u nastaku retinopatije
prevremeno réene dece (57).

Polimorfizmi eNOS gena su dokazani kao faktorikazza retinopatije sa ghiom
patogenezom kao ROP - dijalden retinopatija i senilna degeneracija makule.
Objavljeni podaci ukazuju da su genski polimorfizZmv86C, 4b/4a, Glu298Asp (114) i
C774T (115) u eNOS genu faktori rizika za dijatmti retinopatiju. Mgu biti korisni
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kao markeri povecane podloznosti za teSku dijab&ku nefropatiju i retinopatiju
(114,115). Povezani su sa dijabktim retinopatijom kod dijabetesa tipa 1 i sa bmojni
kardiovaskularnim bolestima — ateroskleroza koroimaarterija, esencijalna hipertenzija

I poremeajima cerebralne cirkulacije (43,44,74,75).

Bruks je u svojoj studiji pokazao da je kiseonikordukovana vazoobliteracija u
retini redukovana primenom NOS inhibitora ili ciljan ometanjem eNOS gena na
modelu miSaukazujuci na Stetanu ulogu NO u prvoj fazi ROPa (120). BoSamp je utvrd
da inhibicija NOS pogorSala retinalnu vazooblit§gracokom izlaganja hiperoksiji na

modelu pacova (121).

Vazoobliterativha prva faza ROPa dovodi do hipakgigtine, koja prethodi
drugoj fazi koju karakteriSe abnormalna vazopradditda. Dokazi sugeriSu da NO moze
da inhibira angiogenezu pod nekim okolnostima, mm&nj podaci su kontroverzni
.MiSiji implanti i modeli pile¢ih horialantoi¢nih membrana se mogu koristiti za inhibiciju
angiogeneze pomo¢u NO-donor S-nitrozo-N acetil glutationa (122). Ando Keristio
eNOS genetski modifikovane miSeve sa ishemijskoringpatijom i detektovao
zn&ajano smanjenje neovaskularizacije (123). Campozheautvrdio da NO u niskim

koncentracijama aktivira ekspresiju VEGFa, koji amaddukuje neoangiogenezu (124).

Tsukada i Hoffmann pokazali su jaku vezu izineNOS 4a/4b polimorfizma i
koncentracije NO u plazmi kod zdravih ispitanik231126). Li je u istrazivanju doSao do
zakljwka da su NO metaboki nivoi bili manji kod onih koji nose 4a alel (127
Pokazano je da se nuklearni proteini mogu vezxatR7 -bp ponavljajucu sekvencu i
tako smanijiti transkripciju gena. Smanjena prodakciNO moze pogorsati
vazoobliteraciju krvnih sudova retine tokom prvezéda ROPa (120), a zatim
neoangiogenezu u drugoj fazi (12%kode je mogucée da eventualna povezanost izdwe
polimorfizma eNOS gena i tezine ROP nije u direktmezi sa koncentracijom NO.
eNOS gen se nalazi u blizini drugih genpr T - ¢elijski antigen receptora konstantnog
beta — lanaca, koji je dokazano snazno povezanodinogu za mikrovaskularne
komplikacije kao $to je retinopatija kod dijabetéigal (128). Stoga je moga da su tezi

oblici ROPa rezultat neravnoteZe sa drugim genskirtacijama.
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U multifaktorijalnom oboljenju kao Sto je ROP, eksgija fenotipa zavisi od
interakcije mnogih gena i uticaja okoline. Da bimedvideo razvoj ozbiljnih stadijuma

ROPa neophodno je da se analizira viSe genadervazorku dece sa ROPom.

Analiza klini ¢kih faktora rizika
Nedelja gestacije i telesna masa kao faktori rizika

Niska nedelja gestacije (NG) i niska telesna md%4) (su preduslovi za razvoj
retinopatije i u literaturi prinwgeni faktori rizika (13,23,24,25,108,129). Vaskutacija
retine se zavrSava u 42 NG. Prevremenidenjem grubo se naruSava vaskulogeneza i
menjaju uslovi njenog daljeg razvoja. Niska TM jeeltno posledica prevremenog

rodenja.

Da je prevremeno denje usvojen i dominantan faktor rizika za razvejeyg
stepena ROPa ukazuje i rad autora sa Novog Zelahdadu se navodi da se rizik za
teSki stepen ROP-a znatno péaea sa nezrelds tj. deca rdena pre 25 NG su u riziku
dvadeset puta ¥em da razviju tezi stepen retinopatije u odnosdet raenu posle 28
NG (129).

Srednja vrednost nedelje gestacije dece ROP grupaSem istrazivaju je 29,96 £
1,93 dok je u kontrolnoj grupi 31,42 + 1,93 StostaistEki znatajno razlikuje (p<0,001).
Srednja vrednost nedelje gestacije dece ROPI i R@BD,09 + 1,50. Nije bilo statigki
zn&ajne razlike u srednjoj vrednosti NG izéinegrupe ROPI i ROPII u podenju sa
ROP grupom (p=0,955). Ovaj podak ukazujetimgenicu da i pored niske NG neka deca
ne razviju tezi stepen ROPa.

Uocava se da jedestalost ROP-a najéa u grupi ispod 30 NG (45,1%), visoka u
grupi 30-32NG (42,5%), a da se smanjuje sa z¢aladi je prisutna i u grupi iznad 32
NG (12,5%).Cinjenica da se ROP u na3oj sredini javlja i kodedsa NG véom od 32
ukazuje na prisustvo drugih faktora rizika i na exprprilikom selekcije dece za

oftalmolosi skrining.
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Srednja vrednost telesne mase dece ROP grupe 7883+ 236,37, a dece u
kontrolnoj grupi 1400,40g + 298,03, Sto se st&hstiznatajno razlikuje (p<0,001).
Proséna telesna masa dece sa ROPI i ROPII nalazom @d&9+ 207,01. Nije rkena
statistéki znaajna razlika izméu ROPI i ROPII grupe u patenju sa ROP grupom
(p=1,000). Deca sa ROPI i ROPII nalazom pripadapmtiolnoj grupi, ali zahtevaju
izuzetan oprez u toku trajanja oftalmoloskog skigai, jer mogu pi@ u ozbiljnije

stadijume bolesti koji zahtevaju terapiju.

Najveti broj dece sa aktivnim oblikom bolesti je u gragoi 1000-15009 (73,5%).
Broj dece sa aktivnim oblikom bolesti se smanjuge pprastom telesne mase (iznad
15009) Sto je i &ekivano. U naSem uzorku 10,6% dece TM preko 1501)4% dece sa
NG>32 razvilo je oblike ROP-a koji su zahtevaliajgiu. U svetu nema jedinstvenog
stava oko kriterijuma za skrining i oni se razlikujod zemlje do zemlje. Direktno su
vezani za nivo i razvijenost neonatalne nege ke duzinu i koncentraciju primenjenog
terapijskog Q. Kriterjumom za skrining koji se bazira na NG<BZM<1500g 12,4%
dece sa aktivnim oblikom bolesti bilo bi propuSteblonasoj zemlji i ranije su testirani
kriterijumi za skrining sa cillem da se iz skrinegskljuce deca kojoj nije potreban
pregled, a u isto vreme da se ne propuste decktisaim stadijumom bolesti kojima je
neophodna terapija (86). Zakigno je da i dalje moramo ostati na Sirokim kritenjma
za skrining (NG<36 i TM<2000g), Sto pottjemo i ovim istrazivanjem. | drugi autori
skretu paznju na rizik da se propusti aktivan stadijwotesti koji zahteva terapiju kod dece
rodenene sa TM>1500 g i NG>32 (24).

U naSem istrazivanju dena je niska ¢estalost bolesti u grupi ispod 1000 g. Od
ukupnog broja dece ROP grupe 15,9% ima TM<1000¢a%Dfenje je u visokom stepenu
prezivljavanja prevremenodene dece ispod 1000g u visoko razvijenim zemlja8#ed,
Australija, Velika Britanija), tako da je u radowankoji dolaze iz tih podija najve&a
ucestalost bolesti u grupi ispod 1000g. U velikoj ticenhtricnoj CRYO-ROP studiji
pros€na TM na rdenju je bila 831g, a u ETROP studiji 740g. (130¢es&talost bolesti
koju smo mi dobili u grupi ispod 1000g (15,9%) mat@o u radovima koji dolaze iz
srednje razvijenih zemalja (108,131). Ova razli&kagzultat primene napredne tehnologiji i
nauke bogatih zemalja iz koje proizilazi bolja natatna nega i zdravstvena zastita na
visokom nivou. To rezultuje visokim stepenom prgdianja dece izuzetno niske telesne

mase. U srednje razvijenim zemljama sredstva kejazdvajaju su nedovoljna i bez
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moguenosti pruzanja visokog stepena neonatalne negekdko rezultat ima manje

prezivljavanje dece ispod 1000g.

I mi smo primenom multiple regresione analize, ladli sa literaturom, pokazali
da nezrelost tj. niska nedelja gestacije i nisdastea masa na denju predstavljaju

nezavistan faktor rizika za razvoj tezih stadijur@P-a.

Pol kao faktor rizika

Muski pol je viSe udruzen kako sa blazim oblicim@HMRa koji ne zahtevaju
terapiju (ROPI, ROPII), tako i sa teSkim oblicim@R-a gde je terapija neophodna
(22,23,30,73,129,132). Rusai K. opisao je muski kaad faktor rizika za razvoj teske
ROP (73), mada postoje podaci koji ukazuje da pgbnedstavlja faktor rizika (131).

U naSem uzorku u ROP grupi bilo je 58 (51,3%)atta i 55 (48,7%) deveéica, a
u kontrolnoj 58 (46,0%) daka i 68 (54,0%) devdica. NaSi rezultati nisu pokazali
razlike u distribuciji polova izm#& ROP i kontrolne grupe2=0,669; p=0,413).

Nacin zavrSetka pordaja i viSeplodne trudngée kao faktor rizika

Rad Mansonija i sar. ukazuje da je prirodan gayamezavistan faktor rizika za
razvoj tezeg oblika ROP-a koji zahteva terapiju kede ispod 1000g (133). Predlaze da
se uvede dodatni oftalmoloSki nadzor za prevrentedenu decu sa izuzetno malom
telesnom masom, denu prirodnim putem. Ova studija ne opisuje da gdemje
prirodnim putem zn&@jno povezano sa drugim posledicama prematuriteta

(intraventrikularnim krvarenjem, bronhodisplazijongkrotizirajtim enterokolitisom).

U naSem uzorku u ROP grupi 56,6% dece jéenm carskim rezom, 43,4%
prirodnim putem, dok je u kontrolnoj grupi 57,9%cdeaaieno carskim rezom, a 42,1%
prirodnim putem. Nije ugena statistki znatajna razlika u testalosti rdanja prirodnim
putem i carskim rezom iznde ROP i kontrolne grupe (p=0,839), niti je multipio

regresionom analizom prirodan pdap izdvojen kao nezavistan faktor rizika.

ViSeplodne trudnée same po sebi su faktor rizika za prevremenidaré druge
strane deca iz viSeplodnih trudopre sazrevaju i zrelija su u odnosu na NG (134).

ViSeplodne trudnée se navode u literaturi kao faktor rizika za tefikke ROPa (30).
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U naSem istrazivanjucestalost dece dene iz viSeplodnih trudda u ROP grupi
je 34,5%, a u kontrolnoj grupi dece 26,2%. Nijg€ema statistki znatajna razlika u
ucestalosti izméu ROP i kontrolne grupe?2 =2,356; p=0,308).

Perinatalna asfiksija kao faktor rizika

Perinatalna asfiksija je mnoge&a i ozbiljnija kod prevremeno dene dece u
odnosu na decu denu u terminu. U proceni asfiksije tege se pozivamo na Apgar
skor. Prevremeno dena deca imaju loSiji tonus i reflekse Sto je pewerzsa njihovom
neuro-muskularnom nezrelas Boja koZe po rmdenju je lividna, imaju iregularne
respiracije i bradikardna su. Zbog svega navedenog Apgar skor jéel&ag nizak, a
samim tim dijagnoza perinatalne asfikstesta. Apgar skor dece u ROP grupi u nasem
istrazivanju bio je 4,73 £ 1,70 prema 6,22 + 1,&tealu kontrolnoj grupi, Sto je statii
zna&ajno (p<0,001).

Asfiksija predstavlja podlogu za razvoj drugih t@Sktanja, a moze ukazati i na
intrauterinu patnju ploda. Neki autori ukazuju d&rauterina asfiksija ima bitnu ulogu u
patogenezi ROP-a (135). U literaturi se asfiksigtita kao zné&jan faktor rizika za
razvoj tezih oblika ROPa. (134,136).

U naSem istrazivanju deca sa perinatalnom asfiksijonala su statistki
zn&ajno nizu NG (t=-8,973 p<0,001) i nizu TM (t=-12243<0,001). Perinatalna
asfiksija je visoko statisiki cee bila prisutna u ROP grupi (p<0,001), ali mutipla

regresiona analiza nije pokazala da predstavljavistan faktor rizika za razvoj ROP-a.

Intrauterini zastoj rasta kao faktor rizika

Brojni podaci iz literature navode da deca malageatacijsku nedelju (SGA-
Small for Gestational Age), u p@enju sa decom odgovarégl gestacijske zrelosti
(AGA-Appropriate for Gestational Age) imaju dre rizik za razvoj ROPa
(129,137,138,139). Razlog za poéaa rizik od ROPa objasnjava se kombinacijom viSe
faktora, kao Sto su intrauterina hréma hipoksija, izmenjen nivo prostanoida, faktora
rasta, endotelina i nedostatak antioksidanata (36¢a radena sa TM ispod 3 percentila
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su ucetiri puta véem riziku da razviju ROP u odnosu na deaterau sa TM izméu 25 i
75 percentila (139).

U naSem istrazivanju analizirali smo prisustvoanterinog zastoja rasta u ROP i
kontrolnoj grupi tj. destalost ROPa u dece male za gestacijsku zrelodhosu na decu
odgovarajde gestacijske zrelosti. Nije &ena statistki znaajna razlika izméu ROP i
kontrolne grupe (p=0,378). U literaturi postoje aadkoji su u saglasnosti sa nasim
rezultatom i navode da su faktori rizika za razv@P-a skni izmeiu dece u grupi SGA
i AGA (140).

Terapija kiseonikom kao faktor rizika

Primena kiseonika u terapijske svrhe kao faktor&aije poznata od vremena
otkri¢a retrolentalne fibroplazije i epidemije slepil@premeno rdene dece. Do danas se
nedovoljno zna koliko je ©potrebno dati prevremenodenoj deci koja intrauterino
rastu sa za&enogu arterijske krvi 70-80% (141,142). Do 1950 godm@mna kiseonika
bila je neogrartiena (period “prve epidemije” ROP-a), ali ni u timlavima neka deca
nisu razvila ROP. U periodu 1950-1960 god. primkisgonika je bila ograténa na
<40%, jer je prekomerna upotreba kiseonika dovedengezu sa slepilom. Tako
ograntenje oksigenoterapije rezultiralo je smanjenjetestalosti ROP-a, ali ga nije
iskljucilo. Na tako ograrienoj oksigenoterapiji po¢¥ao su se mortalitet i morbiditet
prevremeno rdene dece. Period osamdesetih godina proslog vekagd epidemija”)
povezan je sa ¥ém prezivljavanjem dece ispod 1000g. Win Tin jeadip ¢lanak u
kome navodi se da je kiseonik u poslednjih 50 gadimeonatologiji primenjivan vise
nego i jedan drugi lek (141). Primena i doziranigenika predstavlja veliki izazov u
neonatologiji i danas.

Ola D. sugeriSe da su potrebna nova istrazivnja kogdala odgovor i preporuke
za korig€enje kiseonika kod najekstremnije prevremendeng dece (23-27 NG). Ovi
autori ukazuju da izlaganja hiperoksiji podemju dovode do oksidativnog stresa Koji
moZe uticati na apoptozu i rasdlija. To ima dugoréne posledice na rast i razvoj celog

organizma (142).

Rad Wanga i sar. ispitivao je reanimaciju decdene od 23 do 32 NG sa

razlicitim koncentracijama kiseonika. Jedna grupa reaaina je sobnim vazduhom, a
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druga sa 100% kiseonika. Njuhov zakhl je da se sobnim vazduhom nije ostvarila
Zeljena saturacija, te se ne pregofa u reanimaciji prevremenodene dece. Dobijena
saturacija kiseonika u t#fem minutu Zivota je 55% u grupi koja je reanimiradnim

vazduhom prema 87% u grupi koja je reanimiranaskenjem 100% kiseonika (143).

Askie i sar. su na osnovu procene ogfane u odnosu na liberalnu ekspoziciju
kiseonika za sptavanje mortaliteta i morbiditeta prevremendeane dece male telesne
mase zakljaili da prevremeno rdena deca ili deca sa niskom Tkésto zahtevaju
suplementaciju kiseonikom. Najtezi zadatak neoogtlje da se obezbedi adekvatna
suplementacija tj. da se ne naudi u neogeroj primeni. Rezervisana primena smanjuje
rizik ali su potrebna dalja istrazivanja za odg@rorkoji je najbolji nivo suplementacije
(144).

Americka akademija pedijatara ukazuje na odrZzavanje atiog pritiska
kiseonika od 50 do 80 mmHg, odnosno od 6,7 do k@& (145). Optimalni pritisak
kiseonika nije jednostavno pasti Pratenje vrednosti iz uzoraka periferne krvi i iz
arterijskih linija nije kontinuirano. Ranije su &eristili transkutani monitori, a danas
pulsni oksimetri. Pulsni oksimetri rade na osnoatusacije Q, a nisu najprecizniji u
proceni pritiska @ Ukazuje se i na razlike u senzitivnsti iztaegoroizvaiata. Zn&ajno
je da ne samo hiperoksija i duzina davanja @ i epizode hipoksije i hiperoksije tj.
fluktuacije mogu biti ozbiljan faktor rizika za nag retinopatije. Savetuju se Sto manja
kolebanja u saturaciji £ postepeno odvikavanje od oksigenoterapije (1¥8@dnosti
saturacije @ kod prevremeno dene dece <32 NG u najam broju radova je 89-94%.
Ukazuje se na ziajno smanjenje incidence ROPa koji zahteva teramkon uvdenja
kontrolisanog i alarmom limitiranog pranja saturacije £(146).

U radovima se broj dana na oksigenoterapiji i bianja na mehadkoj ventilaciji
smatraju faktorima rizika za razvoj ROP-a (134,136,142,147,148,149).

Prema radu Browna i sar. postoji snazna povezd0$t s primenom kiseonika,
bolestima respiratornog sistema koje zahtevajpteralVH (150). Kada su razmatrani
poradajna tezina, terapija kiseonikom i IVH, deca kojifpeabilo potrebno vise od 28
dana na mehatkoj ventilaciji imala su 4,07 puta e verovatnéu dace se kod njih
razviti ROP stadijuma 3 ili 4 od dece koja suckrdila izlozena mehatkoj ventilaciji.
Ovi podaci potwviuju snaznu povezanost ROP-a sa bronhopulmonalnspiadijom,
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niskom tezinom na denju i IVH i sugeriSu da Kklgna komponenta nde tim
medusobno povezanim varijablama moze biti vreme premecha mehatkoj ventilaciji
(150).

I najnovija istrazivanja Enomotoa ukazuju da je idaZzprimene kiseonika,
trajanje primene pozitivnhog pritiska kiseonika i keanalni udeo FiQ imaju zn&ajnu
udruzenost s tezim oblicima ROPa (29).

U opseznim studijama Benefits of Oxygen Saturafi@rgeting (BOOST) i
sprovedenim u Engleskoj, Australiji i Novom Zelanploreiena je saturacija kiseonikom
u dve grupe prevremenodene dece. Deca sa saturacijom kiseonika od 85%9%o 8
poreienju sa decom na saturaciji kiseonikom od 90% di» @Bala su véu smrtnost,
vedi rizik od enterokolitisa i manje ozbiljnih formi GP-a. Nakon dve godine
oftalmoloSkog préenja dece ustanovljeno je da je broj ozbiljnih é&tga vida u obe
grupe bio sktan. Na osnovu BOST Il studije saturacija kiseorokaebalo da bude iznad
90%. Ova saturacija dovodi do ozbiljnijih formi R@Pali u isto vreme obezihgie vei

procenat prezivljavanja dece (151).

U naSem radu pratili smo broj dana nai @rimenu mehattke ventilacije u grupi
sa ROP-om i kontrolnoj grupi. Prasa broj dana na £Ou ROP grupi bio je 24,28 +
17,30 dana, a u kontrolnoj grupi 13,45 + 10,68 dafa srednje vrednosti se visoko
statisteki znatajno razlikuju (p<0.001). Posmatrajwduzinu primene kiseonika samo u
kontrolnoj grupi uéavamo da su deca sa urednim oftalmoloSkim nalaztarulproseku
na terapiji kiseonikom 8,01 = 5,80 dana, a decaldicima ROPa koja nisu zahtevala
terapiju (ROPI i ROPII) 20,25 + 11,50 dana, Stodgtavlja visoko statistki znaajnu
razliku u okviru iste grupe p<0,001. Nije bilo ss&tki znatajne razlike izméu grupe
dece sa dijagnozom ROPI i ROPII (20,25 dana glai ®OP grupe (24,28 dana na)O
(p=1,000). 1z poslednjeg rezultata mozemo z&kijala su zn&ajni i drugi faktori rizika,
jer su deca kontrolne grupe sacemim oblicima retinopatije (ROPI i ROPII) koji su
regredirali i nisu zahtevali éenje provela znsjan broj dana na oksigenoterapiji koji se
statist&ki nije razlikovao od broja dana na oksigenoterdp@®P grupe. 1z gore navedenih
podataka mozemo zakéji da je monitoring terapijske primene kiseonikanasim

uslovima dobro regulisan Sto je pokazala i multiglgresiona analiza.
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Mehantka ventilacija je bila primenjena kod 65,9% dec®@QP, a kod 34,1%
dece u kontrolnoj grupi Sto predstavlja statlstznatajnu razliku (p<0.001).

U naSem istrazivanju primenom multiple regresionaliae broj dana provedenih
na terapiji Q i primena mehatke ventilacije nisu izdvojeni kao nezavistani fakto

rizika za razvoj tezih oblika ROP-a.

Respiratorne bolesti kao faktor rizika

Respiratorne bolesti stesto udruzene sa retinopatijom i u direktnoj veai s
prevremenim rédenjem. Respiratorni distres sindrom (DRS), bronhuopnalna displazija
(BPD), pneumonija i hemoragije gl su stanja pt@na krizama apnee i potrebama za
davanjem terapijskog kiseonika¢@sto i mehakom ventilacijom. Respiratorne bolesti su
pracene porem&jem gasne razmene i hipoksijom. Ovakva stanjaexzajut cesto
dugotrajnu primenu kiseonika koja nosi péaei rizik od hiperoksije. Mnogi rizik faktori
opSteg zdravstvenog stanja deluju preko mehanizapaza osnovu imaju hipoksiju i
hiperoksiju tj. metabatke poreméaje kiseonika. LoSa distribucija kiseonika, neaddha
dostava, nemogunost preuzimanja ili inhibitorni moment viska kisé@a na nestabilne
enzimske sisteme doprinose p@@anju veze ishemija — proliferacija na nivou retin
(152).

Respiratorni distres sindrom (RDS) je usko vezampssvremenim rdéenjem.
primarni razlog RDS je deficit surfaktanta. Ulogarfaktanta je da smanji povrSinski
napon u alveolama i suprostavi se njihovom kolaipiraU literaturi se RDS navodi kao
zna&ajan faktor rizika za razvoj tezih oblika ROPa.g11317,153).

U naSem uzorku destalost RDS je velika u obe grupe. U ROP grupi R®S
imalo 83,2% dece, a u kontrolnoj grupi 54,8%. Igpitje je pokazalo da je razlika
ucestalosti visoko statiski znatanja (p<0.001), ali multipla regresiona analizae nij

pokazala da je RDS nezavistan faktor rizika.

Prisustvo bronhopulmonalne displazije u ovom istafu statisitki znatajno
cege uaeno u ROP grupi 25% u odnosu na 8,7% kod dece daetgrupe (p<0,001),

ali BPD nije izdvojena kao nezavistan faktor rizika
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NaSe ispitivanje ¢estalosti pneumonije u ROP i kontrolnoj grupi jekamalo
statisteki znatajnu razliku (p=0.001). Multiplom regresionom amaln je potvdeno da

pneumonija predstavlja nezavistan faktor rizikaazvoj ROP-a.

Sepsa kao faktor rizika

Kod dece male telesne mase i prevremenene dece infekcije steste navode
mnogi autori (17,32,52,69,82,93). Tolsma i sar.liamal su ranu i kasnu bakterijemiju
kod prevremeno dene dece (30). Deca su podeljena prema prisusbe-(postnatalna
prva nedelja) ili kasne (od 2 do 4 nedelje) bajeerije, kao i oni na sa definitivhe
(kulturom potvdenom) bakterijemijom i pretpostavljene (antibiokariSteni vise od 72
h uprkos negativnoj krvnoj kulturi) bakterijemijposlo se do zaklitka da je definitivha
bakterijemija nezavistan faktor rizika za teze kdliROPa i plus bolest, dok je

pretpostavljena kasna bakterijemija povezana satefilicima ROP.

Chen i sar. su objavili da su gestacijska star@& redelja, izlozenost kiseoniku
duze od 28 dana i neonatalna sepsa istaknuti faktda za ROP (154). Rizik za ROP
povezan za primenusJe bio izraZzeniji kod dece gestacijske starost28dlo 25 nedelja,
dok ROP povezan sa rizit za infekciju bio veéi kod dece rodene od 28 do 29 nedelje
gestacije. Neonatalna sepsa kao zajddariinilac sva tri faktora rizika bila je prisutna
viSe nego Sto bi se mogloc¢ekivati pod aditivnim i multiplikativnim modelom
interakcije. Ova studija pokazuje da neonatalnasaejwlozenost kiseoniku i niska
nedelja gestacije ne samo da su nezavisno poveaarm&ajno poveéanim rizikom za
razvoj ROP-a, \e interaguju aditivno i u tom staju njihov efekat je multiplikovan
(154).

U naSem radu sepsa je prisutna kod 40,7% dece u @ i 24,6% dece u
kontrolnoj grupi. Ispitivanje je pokazalo da je llka u westalosti statistki znaajna
(p=0,008), a multipla regresiona analiza je izdacgepsu kao nezavistan faktor rizika za

razvoj ROP-a.
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Anemija i hiperbilirubinemija kao faktor rizika

U normalnim uslovima hipoksija stimuliSe stvaraejgripoetina, Sto dovodi do
porasta stvaranja eritrocita. Méim, kada se sa stanja hipoksije prelazi na stanje
normoksije, kokina kiseonka transportovanog u tkiva péssa se iznhad normale,
zaustavlja se ktenje eritropoetina i stvaranje eritrocita, Sto k@sprouzrokuje anemiju i
smanjenu dopremu diseonika ka tkivima (31). Ovages je izrazeniji u hiperoksiji.

U radu Englerta i sar. anemija nije pa®na da predstavlja nezavisan faktor
rizika za teze oblike ROPa, ali je broj transfuzjakazao korelaciju sa tezinom ROP-a
(155). U ROP grupi 89,4% dece je anémai, a u kontrolnoj grupi njih 65,1%. Ispitivanje
je pokazalo da je razlika westalosti visoko statiski znatajna (p<0,001), ali multipla

regresiona analiza nije ukazala da anemija preljistagzavistan faktor rizika.

Bilirubin se u svetlu pratavanja retinopatije prematuriteta posmatra kao
antioksidativna supstanca, a hiperbilirubinemij&irsnatraju da moze imati protektivno
dejstvo. Rad Romea i sar. nije potvrdio da bilirutmoze imati ulogu u prevenciji ROP-a
(156). Rad Milnera i sar. take pokazuje da visok bilirubin ne Stiti od razvoja

retinopatije vé da moze biti faktor rizika za razvoj ROP-a (157).

U naSem uzorku hiperbilirubinemija je evidentirdaal 41,6% dece ROP grupe i
46,0% dece kontrolne grupe. Ispitivanje je pokazaddo je razlika u &estalosti nije
statisttki znatajna (p=0,490).

Intraventrikularna hemoragija kao faktor rizika

ROP i intraventrikularno krvarenje (IVH) su ozb#n komplikacije kod
prevremeno rdene dece. Incidenca ROP-a i IVH su pokazale dalikajre obrnuto sa
gestacijskom staré8 i masom na @enju. Nezreli i nerazvijeni sistemi zaStite
objasnjavaju osetljivost krvne mreZze centralnogvmeg sistema (CNS) i krvne mreze
retine. OStéenje struktura CNS-a posle krvarenja dovodi do $emga funkcije vida

nevezano za postojanje ROP-a (atrofijadiaty nerva i oSteenje centra za vid) (158).

Rezultati istrazivanja Javiera i sar. pokazali su pbstoji zn&ajna razlika u
ucestalosti kod IVH gradusa 3 ili 4 u ragtim kategorijama u zavisnosti od tezZine na

poradaju, zajedno sa ROPom stadijum 3 plus i 4 u odmaskontrolnu grupu (159). U
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ROP grupi 51,1% imalo je IVH gradus 3 ili 4 u odoona 14,9% u kontrolnoj grupi
(p <0,001). U literaturi postoje brojni radovi keojkazuju na zngjnu povezanost IVH sa
aktivnim oblikom ROP-a (134,136,150,159). Incidei¢H u literaturi varira od 20-60%
u zavisnosti od stapena IVH i zemlje u kojoj jeen8 ispitivanje (141,150,158,159).
Povezanost izndel tezih oblika ROP-a i ozbiljnosti IVH pokazanaujeadu Wattsa i sar.
(159). Uz poboljSanje neonatalne nege i smanjedgstalosti teSkih IVHEIni se da
postoji slabljenje ranije wene povezanosti iznda teSke IVH i ozbiljnih oblika ROP-a.
Medutim, prisutnostak i blagog gradusa IVH moZze biti ziagan faktor rizika za pojavu
ROP-a u stadijumu 3 (159). Ima autora Markova 8aun. koji nisu nasli zrajnu vezu
izmadu IVH i ROP-a (149).

U naSem radu u ROP grupi intraventrikularnu hemipragzeg stepena (Il i V)
imalo je 18,6% dece, a u kontrolnoj grupi 8,7% désgitivanje je pokazalo da je razlika
u westalosti statistki znatajna (p<0,026), a multipla regresiona analiza ¢vazila IVH
kao nezavistan faktor rizika za razvoj ROP-a.

Nekroteni enterokolitis kao faktor rizika

NEC kao faktor rizika za razvoj ROP-a d¢em je od strane viSe autora
(153,160,161). Istrazivanje Ann Hellstrom ukazugenizak nivo Insulinu stnog faktora
rasta (IGF -I) kod dece sa teSkim oblikom ROP-d [18livo IGF-I korelira sa telesnom
masom i nedeljom gestacije. Posle prevremendgnja vrednosti IGF-I opadaju zbog
prekida sa izvorom koji je u placenti i amnionstagnosti. Nedostatak ili niske vrednosti
IGF-I u ranom neonatalnom periodu se povezuju sivajnim vaskularnim rastom i
proliferacijom u toku ROPa. Ako je IGF-I posleiemja dovoljan, krvni sudovi se uredno
razvijaju i ne dolazi do razvoja retinopatije. H&lbm i sar. su ukazali na zf@gnost IGF-
| kao faktora rizika za razvoj ROP-a. Niske vredn&SF-1 naiene su kod NEC, BPD i
IVH. Do istog zaklj¢ka doSli su i Smith i sar. (152). Danas se sve raZenatra davanje
IGFI u cilju prevencije ROPa u zemljama gde oftdios&i skrining i terapija nisu
dostupni.

Ima autora koji nisu nasli vezu izcieROP-a i NEC-a (162,163).

Istrazivanje Forda i sar. o ulozi nekewidg enterokolitisa sprovedeno je na

pacijentima kori€&enjem metoda skrininga i medicinske dokumentadigzl). Analizirani
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su nedelja gestacije, telesna masa, faza ROP-&mevpostavljanja dijagnoze, najvisi
stepen ROP-a postignut pre regresijéeige laserfotokoagulacijom i dijagnoza NEC-a.
U zakljuweku isticu da je ROP kompleksna bolest sa mnogo faktorkarizoji jos nisu u
potpunosti shw&eni. Ovi podaci ukazuju na to da NEC mozZe gatierizik od pojave
uznapredovalih oblika bolesti. Uloga NEC-a u pregr&OP ka tezim stadijumima trazi

dalje istrazivanje (164).

U naSem istrazivanju NEC se javio kao komorbidket 16,8% léene dece,
naspram 4,8% u grupi nékne dece. Ispitivanje je pokazalo da je razlikaestalosti
statisttki znatajna (p=0,003). Multipla regresiona analiza je @azda je NEC
nezavistan faktor rizika za razvoj ROPa.

Vreme davanja terapije

Pojavom krvnih sudova na papili ofkog nerva u 16 NG intrauterino zapge
samostalna vaskularizacija retine i zavrSava s& NG u nazalnom delu, a u 40-42 NG u
temporalnom delu retine. Prevremenindenjem grubo se menjaju i remete faktori koji
uticu na dalji razvoj vaskularizacije retine Sto reajdtrazvojem ROP-a u periodu 32-42

postkoncepcijske nedelje (10,13,165).

U naSem radu péano je vreme tj. dan u kome su deca ROP grupealtéyapiju.
Pros€na vrednost je 42,64 + 16,19 dan, Sto odgovaranédklja hronoloski. Progea
NG na raienju ROP grupe je 29,96 = 1,93 NGdega proizilazi da su deca prose

tretirana u 36 NG postkoncepcijski.

Srednja nedelja gestacije odgovara srednjoj nedekltacije u kojoj su deca u
ETROP i CRYO-ROP studiji razvila retinopatiju, g hronoloSka zrelost dece u tim
studijama visa - 10,6 i 9,6 nedelja (88,93). Toob@sSnjava nizom nedeljom gestacije

dece u tim studijama, a samim tim i duzim vrememsgeriodom za razvoj ROP-a.

Deca ROP grupe ¢tena su ukoliko su imala dijagnoze ROP3+2A njih 25, AP
ROP njih 31,9% i ROP+2A njih 23,0%. tevamo da je skoro itma lecene dece imala

dijagnozu najagresivnijeg oblika retinopatije — RPP koji zahteva uregentan tretman .

Kod 87,6% dece primenjena je intravitrealna aplikaenti VEGF, njih 8,9%

tretirano je laserfotokoagulacijom (LFC) retine3,&% dobilo je obe terapije. Javamo
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da je anti VEGF terapija kod nas, kao i u svetwrekpotisnula LFC kao metoda u
lecenju aktivnih oblika ROP-a. Sama metoda je lakSkokaa pacijenta, tako i za
oftalmologa. Rezultati su za sada é&dbeajwi. Potrebna su dalja prenja dece o

anatomskim i funkcionalnim rezultatima terapije.

Jedan od glavnih ciljeva Svetske zdravstvene organe —WHO, u projektu

“Vid za sve do 2020” jeste | spi@vanje preventabilnog slepila (166).

Rezultati ovog istraZivanja sugeriSu potrebu zaenmivhom edukacijom i
podizanjem svesti druStva da retinopatija prevreanedene dece nije problem porodice
I oftalmologa vé Sire druStvene zajednice. Najveuspeh Nacionalnih instituta u
razvijenim zemljama sveta je formiranje baza evigerprematurne retinopatije i njenog
tretmana. Odnos prema reSavanju prematurne retifeopaerilo je zdravstvene kulture
jedne zemlje i korespondira sa naporima koje ulazeka pridruZivanju svetskim

standardima.
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6. ZAKLJU CCI

U ispitivanom uzorku od 239 prevremenaieoe dece kod kojih je sproveden

skrining na ROP, bilo je 116 (48,5%)ca&a i 126 (51,5%) dev@ipa, proséne telesne
mase 1323+282 g nadenju i nedelje gestacije 30,74+2,06. Srednja vretipgar
skora je 5,51+1,81, a prosecan broj dana na tetaggonikom je 18,57+15,17.

Ispitivanjem eNOS T-786C polimorfizama uteno je:

da je destalost homozigota TT 39,1%, heterozigota CT 52,8%mozigota za @
alel C, tj. CC genotipa 8,6%. ddgstalost alela C u ispitivanoj grupi prevremeno
rodene dece je 34,8 %

da je destalost homozigota TT u ROP grupi 40,0%, heteodaigCT 51,7% i
homozigota za @ alel C tj. CC genotipa 8,3%. U kontrolnoj grupiestalost TT
genotipa je 38,2%, CT genotipa 52,9% i CC geno8@B2. WEastalost alela C u
ROP grupi je 34,2 % prema 35,3 % u kontrolnoj grupi

Ispitivanjem eNOS 4a/4b polimorfizama uteno je:

3.

da je destalost homozigota 4bb 65,3%, heterozigota 4a2#@81 homozigota za &
alel 4a,tj 4aa genotip 3,5%cektalost alela 4a u ispitivanoj grupi prevrementene
dece je 19,1 %.

da je u ROP grupicestalost homozigota 4bb 60,2%, heterozigota 4etga
34,9% i homozigota 4aa genotipa 4,9%. U kontrofirapi westalost 4bb genotipa
je 70,1%, 4ba genotipa 27,6% i 4aa genotipa 2,38éstdlost 4a alela u ROP grupi
je 22,3% prema 16,1% u kontrolnoj grupi.

Nije ispoljena zn&ajna razlika u &estalosti genotipova i alela eNOS T-786C i eNOS

4al/4b polimorfizama izniki ROP i kontrolne grupe.

Kod devajica u ROP grupi éestalost 4ba i 4aa genotipova je statistznatajno
veca, u odnosu na kontrolnu grupu. &gm, logistcka regresiona analiza sa polom,
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10.

11.

NG, TM, Apgar skorom i brojem dana na terapiji kislkom kao kovarijatama nije
pokazala da je 4a alel faktor rizika za razvoj le$trmi ROPa kod devoica.

Ispitivana prevremeno dena deca nosioci 4aa genotipa imaju nizu NG, TNbga
skor a véi broj dana provedenih na,@ odnosu na ostale grupe genotipova (4bb i
4ba). Ispitivanjem srednje vrednosti NG statlgtiznatajna razlika se u@va po
recesivnom modelu tj., nosioci 4aa genotipa imajaajno nize vrednosti NG nego

nosioci 4bb i 4ba genotipa.

Multvarijantna linearna regresiona analiza sdompo TM i Apgar skorom kao
kovarijatama nije pokazala asocijaciju 4a/4b gereotsa vrednostima NG kod
ispitivane prevreneno dene dece.

Univarijantna analiza klitkih faktora rizika izméu dve grupe prevremeno dene
dece pokazala je da su NG, TM, Apgar, perinatabfiksaja, br.dana na DMV,
RDS, BPD, pneumonija, sepsa, anemija, IVH i NEQigi&ki znaajno ceke
ispoljeni u ROP grupi.

Na osnovu multivarijantne analize zak&ljjemo da su nezavisni faktori rizika za
razvoj ROP-a kod prevremenodene dece obuhé¢ane nasSim ispitivanjem niska
nedelja gestacije, niska telesna masa, sepsa, mgam intraventrikularna
hemoragija i nekrotni enterokolitis.

Rezultati ovog istrazivanja sugeriSu potrebu iméenzivhom edukacijom i
podizanjem svesti druStva da retinopatija prevrememiene dece nije problem

porodice i oftalmologa \(eSire druStvene zajednice.
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SPISAK SKRACENICA

ROP - Retinopathy of prematurity- prematurna reiatga
RLF - Retrolentalna fibroplazija
OIR - Oxygen induced retinopathy, kiseonikom indegkaa retinopatija

ICROP - International Classification for Rethindpabf Prematurity, internacionalna

klasifikacija retinopatije prematuriteta

AP ROP - Agresivni oblik retinopatije prematuriteta

VNTR - Variable Number Tandem Repeats-polimorfifmaja uzastopnih ponovaka
SNP - Single Nucleotide Polimorphysm, polimorfizoojedin&nog nukleotida
I/D — Inserciono/delecioni polimorfizmi

GWAS - Genome Wide association Studies ,studijeiggije celog genoma
NO - Azot monoksid

HIF — 1 Hipoksija indukovani faktor 1

PKB - Protein kinaza B

VEGF - Vascular Endothelial Growth Factor, vaskuoil@ndotelni faktor rasta
eNOS - Endothelial Nitric Oxide Synthase, endotepeat oksid sintetaza

NNOS - neuralna azot oksid sintetaza
INOS - inducibilna azot oksid sintetaza
cGMP - cikliéni guanozin-monofosfat
NG - Nedelja gestacije

TM - Telesna masa

CRYO ROP - Cryotherapy for Retinopathy of Prem&uKrioterapija ROPa
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NDP - Norrie disease

IRNK - Informaciona ribonukleinska kiselina

5-UTR- 5' — untranslated region

3'-UTR- 3' — untranslated region

IGF1 - Insulin-like Growth Factor 1, Insulinu&n hormon rasta 1
ACE - Angiotensin Converting Enzyme,angiotenzin\kanujwi enzim
RAS - Renin angiotenzin sistem

FEVR - Familijarna eksudativna vitreoretinopatija

LFC - Laser fotokoagulacija

ETROP Study — The Early Treatment for Retinopathlyr@maturity, rani tretman

retinopatije prematuriteta, studija
IVB — Intravitrealno bevacizumab
DNK — Dezoksiribonukleinska kiselina

BEAT ROP —Bevacizumab Eliminates the Angiogenic Threat ofifitgtathy of

Prematurity
CPAP - Kontinuirani pozitivni pritisak na kraju pisijuma
AS - Apgar skor
AGA - Appropriate for Gestational Age, deca odgayaia za gestacijsku starost
SGA - Smal for Gestational Age, deca mala za ggsitacstarost
LGA - Larg for Gestational Age, deca velika za gegsku starost
PA — Perinatalna asfiksija
RDS - Respiratorni distres sindrom

BPD - Bronhopulmonalna displazija
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IVH - Intraventrikularna hemoragija
NEC - Nekrottni enterokolitis

WHO - Svetska zdravstvena organizacija
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Aktivno ucestvuje na dont@m i meiunarodnim natnim skupovima. Do sada je
objavila 3 rada u dondan i inostranim ¢asopisima, i prezentovala viSe radova na

sekcijama i kongresima oftalmologa u zemlji i imasstvu.
Od maja 2015. godine &alnik je de€ijeg odeljenja Klinike za éne bolesti KCS.
Clan je Udruzenja oftalmologa Srbije i Srpskog lskag drustva.

Udata je i majka dvoje dece.
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Prilog 1.

Izjava o autorstvu
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e rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

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

e da su rezultati korektno navedeni i
e da nisam krsio/la autorska prava i koristio intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis doktoranda

U Beogradu,
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Prilog 2.

Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije
doktorskog rada
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izjavljulem 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 licni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja
doktora nauka, kao Sto su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

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

Potpis doktoranda

U Beogradu,
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Prilog 3.
Izjava o koriséenju

Ovlascujem Univerzitetsku biblioteku ,Svetozar Markovi¢“ da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:
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koja je moje autorsko deIo.

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 odludio/la.

1. Autorstvo
2. Autorstvo - nekomercijalno
@Autorstvo — 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 Sest ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je
na poledini lista).

Potpis doktoranda

U Beogradu,
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