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Analiza promotorskih varijanti gena TGFB1 kao faktora rizika i modulatora
odgovora na terapiju astme

REZIME

TransformiSu¢i faktor rasta beta 1 (TGFB1) je vazan inflamatorni modulator i
profibroticki medijator u astmi. Promene u regulaciji ekspresije TGFB1 bi mogle biti
povezane sa patogenezom astme i sa adekvatnim odgovorom na terapiju. Cilj ovog rada je
bio ispitivanje promotorskih varijanti gena TGFB1 kao faktora rizika za nastanak astme i

modulatora odgovora na terapiju.

Studija je ukljucila pacijente sa astmom i zdrave ispitanike kod kojih je analiziran 5'
regulatorni region gena TGFB1. Detektovane su promotorske varijante -509C>T
(rs1800469) i -800G>A (rs1800468) za koje asocijativnom studijom nije pokazana
povezanost sa patogenezom astme, ali je uocena potencijalna povezanost izmedu
promotorske varijante -509C>T i egzacerbacija bolesti. Uticaj ove promotorske varijante na
ekspresiju gena TGFB1 pod dejstvom montelukasta, leka za astmu, je ispitivan ex vivo u
¢elijama indukovanog sputuma i in vitro u celijama BEAS 2B. Analizom ex vivo je
pokazana smanjena ekspresija gena TGFB1, pri ¢emu je efekat bio izrazeniji kod
astmaticara sa genotipom -509TT (58,9%) u odnosu na astmatiare sa genotipovima -
509CC (49,6%) i -509CT (31,8%). U ¢elijama BEAS 2B je ekspresija gena bila smanjena
za 27%. Nakon transfekcije ¢elija BEAS 2B konstruktima sa promotorskim varijantama -
509C ili -509T i tretmana montelukastom, zapazena je povecana aktivnost promotora gena
TGFB1. Odgovor varijante -509T je bio intenzivniji i za 139,9% vec¢i u odnosu na odgovor
varijante -509C.

Ova studija je pokazala da promotorska varijanta -509C>T menja ekspresiju gena
TGFB1 u odgovoru na montelukast, ali da bi se njena modulatorna uloga razjasnila, u

daljim istrazivanjima bi trebalo analizirati i druge geneticke i negeneticke faktore.
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Analysis of the TGFB1 gene promoter variants as risk factors and modulators of
response to asthma therapy

ABSTRACT

Transforming growth factor beta 1 (TGFB1) is an important inflammatory
modulator and profibrotic mediator in asthma. The changes in regulation of TGFB1
expression could be associated with asthma pathogenesis and adequate response to therapy.
The aim of this study was to investigate TGFB1 gene promoter variants as asthma risk

factors and modulators of response to asthma therapy.

The 5' regulatory region of the TGFB1 gene was analyzed in asthmatic patients and
healthy individuals included in this study. The promoter variants -509C>T (rs1800469) and -
800G>A (rs1800468) were detected and the association between these variants and asthma
pathogenesis was not found. The association was observed between the presence of variant
-509C>T and occurence of exacerbations in patients. The influence of -509C>T variant on
TGFB1 gene expression in response to montelukast, used for asthma treatment, was further
investigated ex vivo in induced sputum cells and in vitro in BEAS 2B cells. Analysis ex
vivo has shown the decrease in the TGFB1 gene expression, with more pronaunced effect in
asthmatics with genotype -509TT (58.9%) in comparison with -509CC (49.6%) and -
509CT (31.8%) genotypes. In BEAS 2B cells the gene expression was reduced for 27%.
After transfection of BEAS 2B cells with constructs carrying promoter variants -509C or -
509T and treatment with montelukast the increased activity was observed for both promoter
variants. The response of variant -509T was more intensive and 139,3% higher than

response of variant -509C.

This study showed that promoter variant -509T alters TGFB1 gene expression in
response to montelukast, but to clarify its modulatory role other genetic, and nongenetic

factors as well, should be taken into consideration in further studies.
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Uvod

1 UVOD
1.1 Astma

Astma je kompleksna respiratorna bolest koja pogada cak desetinu svetskog
stanovniStva i predstavlja globalni zdravstveni problem. Prvi simptomi se najc¢esce javljaju
u detinjstvu i ranoj mladosti 1 ukljucuju otezano disanje, nedostatak vazduha, zvizdanje u
grudima i kasalj. Bolest se manifestuje ponavljanim epizodama ovih simptoma koje mogu

nestati spontano ili nakon upotrebe lekova (1, 2).

Astma nastaje kao posledica interakcije viSe faktora koji se uslovno mogu podeliti na
unutra$nje faktore koji uzrokuju nastanak bolesti (induktori) i faktore spoljasnje sredine
koji dovode do pojave simptoma i pogorSanja bolesti (pokretaci). Pod unutra$njim
faktorima se pre svega podrazumevaju geneticki faktori, a zatim pol 1 prekomerna telesna
tezina. Zapazena je pozitivna korelacija izmedu gojaznosti i nastanka astme (1). Ucestalost
astme je veca kod muSkog pola u ranijim godinama zivota, dok se kod devojcica razvijaju
tezi oblici bolesti (3). Najces¢i okidaci bolesti su respiratorni alergeni (polen, grinje, bud,
zivotinjska dlaka, prasina i dr.), alergije na hranu (mleko, jaja, kikiriki i dr.), respiratorne
infekcije (najéesce rinovirusima), zagadenje vazduha (azot-monoksid i sumpor-dioksid),

duvanski dim, fizi¢ki napor, lekovi (aspirin, ibuprofen ili beta-blokatori) i stres (1, 3).

Astma se klasifikuje na osnovu nekoliko kriterijuma. Prema faktorima koji dovode do
nastanka bolesti se moze podeliti na alergijsku (atopijsku) uzrokovanu alergenima i
nealergijsku (neatopijsku) uzrokovanu drugim spoljasnjim cCiniocima kao S$to su virusi,
hladan vazduh ili duvanski dim. Podela astme prema stepenu teZine, na povremenu
(inermitentnu) i perzistentnu (blagu, umerenu i tesku), se temelji na ucestalosti simptoma i
stupnju poremecaja pluéne funkcije. Na osnovu stepena uspostavljanja kontrole bolesti,
astma se deli na kontrolisanu, delimi¢no kontrolisanu i nekontrolisanu (1). Astma se na
osnovu zastupljenosti eozinofila i neutrofila u indukovanom sputumu moze podeliti u Cetiri
grupe: eozinofilnu (>3% eozinofila), neutrofilnu (>60% neutrofila), mesSovitu (>3%

eozinofila i >60% neutrofila) i paucigranulocitnu (<3% eozinofila i <60% neutrofila) (4).
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1.2 Patofiziologija astme

U osnovi alergijske astme lezi alergijska reakcija, dok mehanizmi nealergijske astme
nisu dovoljno razjas$njeni. Ova dva tipa astme se kod nekih pacijenata preklapaju tako da
alergijska reakcija moze biti pokrenuta i faktorima koji iskljucuju alergene. lako su
alergijska i nealergijska astma uzrokovane razli¢itim faktorima, bolest se manifestuje na isti
nac¢in. U odnosu na zdrave osobe kod kojih su bronhije stalno otvorene i strujanje vazduha
se odvija neometano, kod astmaticara usled hroni¢ne inflamacije i remodelovanja disajnih
puteva dolazi do reverzibilne opstrukcije. Tokom astmati¢nog napada glatke miSi¢ne Celije
koje okruzuju samu bronhiju se snazno kontrahuju i sekrecija mukusa se pojacava pri cemu

se lumen disajnih puteva dodatno suzava, a disanje otezava (5).

1.2.1 Inflamacija disajnih puteva

U alergijskoj astmi udahnuti alergeni stimuliSu bronhijalne mastocite da oslobadaju
medijatore koji izazivaju ponavljanje epizoda bronhokonstrikcije i opstrukciju disajnih
puteva pracenih inflamacijom (6). Dendritske celije i makrofazi koji su prisutni u plu¢ima
prepoznaju, unose i obraduju antigen pri ¢emu pokrec¢u ranu fazu imunskog odgovora.
Aktivirane T pomoc¢ne ¢elije tipa 2 (Th2; eng. T helper cell type 2) sekretuju citokine
interleukin 4 (IL-4) i interleukin 13 (IL-13) promovisu¢i stvaranje imunoglobulina E (IgE)
od strane B limfocita. IgE antitela se vezuju za receptore mastocita s jedne strane, dok sa
druge strane direktno interaguju sa ponovno unetim antigenom, unakrsno se povezuju i
posledicno dovode do oslobadanja medijatora iz mastocita. Aktivacija mastocita je
stimulisana interleukinom 9 (IL-9) sekretovanim od strane Th2 celija (7, 8).
Degranulacijom mastocita se oslobada histamin koji izaziva prolaznu kontrakciju glatke
muskulature, dilataciju i1 brzo povecanje propustljivosti krvnih sudova. Metaboliti
arahidonske kiseline, prostaglandini 1 leukotrijeni, stimuliSu dilataciju krvnih sudova 1
produzenu kontrakciju miSi¢a. U kasnoj fazi imunskog odgovora dominantnu ulogu ima
faktor nekroze tumora alfa (TNF-a; eng. Tumor Necrosis Factor alpha), citokin sekretovan

od strane mastocita, koji stimuliSe mobilizaciju leukocita. Najznacajniji leukociti koji
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ucestvuju u ovoj reakciji su eozinofili i neutrofili, koji oslobadaju¢i proteaze mogu da
dovedu do ostecenja tkiva. Th2 ¢elije sekretuju interleukin 5 (IL-5) koji regrutuje i aktivira
eozinofile, dok TNF-a ucestvuje u aktivaciji neutrofila. Eozinofili dodatno sekretuju
leukotrijene pojacavajuci njihove efekte u disajnim putevima. U hroni¢noj astmi dolazi do
nagomilavanja eozinofila u sluznici bronhija i prekomerne sekrecije mukusa u disajne
puteve, a glatka muskulatura postaje hiperaktivna u odgovor na razliite stimuluse (8).
Pored celija imunog sistema, bronhijalne epitelijalne celije 1 fibroblasti u akutnom
inflamatornom odgovoru oslobadaju citokine, hemokine i1 faktore rasta koji su vazni

medijatori u odrzavanju inflamacije u plué¢ima (7, 9).

1.2.2 Remodelovanje disajnih puteva

Perzistentna inflamacija posledi¢no dovodi do remodelovanja disajnih puteva
odnosno strukturnih promena koje mogu da rezultuju delimi¢no ireverzibilnom
opstrukcijom (Slika 1) (1, 9). Degranulacijom eozinofila se oslobadaju visokoreaktivni
molekuli koji oStecuju Celije prisutne u bronhijalnom epitelu. S druge strane, usled
epitelijalno-mezenhimalne tranzicije epitelijalne ¢elije gube sposobnost vezivanja za
bazalnu membranu. Na taj nain su bronhije vise izloZene i postaju osetljivije na faktore
spoljaSnje sredine. Peharaste celije bronhijalnog epitela 1 Celije submukoznih Zlezda
podlezu hiperplaziji koja je pracena povecanom produkcijom mukoznog sekreta Sto
posledi¢no dovodi do suzavanja lumena disajnih puteva i otezanog disanja (10). Jedna od
kljucnih promena koje dovode do opstrukcije disajnih puteva je subepitelijalna fibroza, a
koja nastaje usled disbalansa u produkciji i degradaciji komponenti ekstracelularnog
matriksa. Subepitelijalna fibroza se javlja u ranim fazama astme i podrazumeva povisenu
produkciju kolagena tipa I, 111 i V, fibronektina, i tenascina od strane fibroblasta i njihovu
akumulaciju u donjem sloju bazalne membrane disajnih puteva (6, 10). Glatke miSi¢ne
¢elije, pored hiperplasti¢nih 1 hipertrofiénih promena, mogu da migriraju u subepitelijalni
prostor pod dejstvom hemokina i znacajno da doprinesu perzistentnoj inflamaciji i

remodelovanju disajnih puteva (10). Angiogeneza i povecana permeabilnost krvnih sudova
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koja rezultuje nastankom edema bronhijalnog zida dodatno doprinose opstrukciji disajnih
puteva (9, 11).
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Slika 1. Shematski prikaz bronhijalnog zida kod zdrave (A) i astmati¢ne osobe (B)

(Preuzeto i modifikovano sa www.thevisualmd.com)

1.2.3 Dijagnostikovanje astme

Pravilno dijagnostikovanje astme je od kljunog znacaja za primenu odgovarajuce
terapije. Dijagnostika astme se vrsi na osnovu manifestovanja simptoma bolesti, porodi¢nih
anamnestickih podataka (prisustvo astme ili alergije u srodnika prvog stepena srodstva),
fizikalnog pregleda 1 merenja plu¢ne funkcije. Testovi za ispitivanje pluéne funkcije se
koriste kako za postavljanje dijagnoze, tako i za odredivanje tezine bolesti i pracenje
odgovora na terapiju. S obzirom da je varijabilnost testa kod dece velika, potrebno je vrsiti

¢esc¢a merenja kako bi se pravilno procenila tezina bolesti (1-3).

Merenje vr$nog protoka vazduha (PEF; eng. Peak Expiratory Flow) je jednostavan
test primenljiv od tre¢e godine zivota i izvodi se viSe puta dnevno. Ovim testom se odreduje
maksimalna brzina protoka vazduha tokom forsirane ekspiracije i daje podatak o tezini

opstrukcije u disajnim putevima. Uzimajuci u obzir gresku instrumenta koja moze iznositi i
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do 15%, PEF se najvise koristi za merenje individualnih varijacija u duzem vremenskom
periodu. Kao referentna vrednost se uzima maksimalna vrednost dobijena kada pacijent nije

pokazivao simptome ili kada je uspostavljena kontrola bolesti (1, 3).

Kod starije dece i odraslih se primenjuje spirometrija kojom se dobijaju podaci o
stepenu ireverzibilnosti opstrukcije disajnih puteva. Stepen pluéne opstrukcije se procenjuje
na osnovu vrednosti dobijenih za forsirani ekspiratorni volumen u prvoj sekundi (FEV1,;
eng. Forced Expiratory Volume in first second) i za forsirani vitalni kapacitet (FVC; eng.
Forced Vital Capacity). FEV1 je volumen vazduha koji se nakon maksimalne inspiracije
izbaci u toku prve sekunde forsirane ekspiracije. Vrednosti FEV1 su kod pacijenata
obolelih od astme <80% u odnosu na predvidene vrednosti. FVC predstavlja volumen
vazduha koji se nakon maksimalne inspiracije naglo i svom snagom izdahne do nivoa
rezidualnog kapaciteta. S obzirom da su vrednosti FEV1 nize od referentnih i u drugim
pluénim bolestima, odnos FEV1/FVC predstavlja pouzdaniji podatak za procenu stepena

pluéne opstrukcije i vrednosti 75-80% se smatraju normalnim (1, 2).

Reverzibilnost bronhoopstrukcije predstavlja povecanje vrednosti FEV1 15 do 20
min nakon inhalacije kratkodeluju¢im beta-2 agonistima. Pozitivnim testom se smatra
povecanje vrednosti FEV1 za 15%. U slucaju negativnog testa, test se ponavlja primenom

nekog drugog leka ili nekoliko dana nakon upotrebe kortikosteroida (1, 3).

Imaju¢i u vidu da su simptomi bolesti varijabilni 1 da testovi pluéne funkcije ne
korelisu uvek sa simptomima, dodatno se primenjuje bronhoprovokacioni test.
Preosetljivost disajnih puteva se moze meriti direktno inhalacijom histamina/metaholina i
indirektno fizickim naporom (3). Prilikom izvodenja testa se prate vrednosti FEV1 pre i
posle davanja odredenih koncentracija histamina/metaholina, a test se smatra pozitivnim
ukoliko se vrednost FEV1 smanji za 20% u odnosu na pocetnu (1, 3). Bronhoprovokacioni

test naporom je specifi¢niji i pouzdaniji, ali manje osetljiv u odnosu na inhalacioni test (3).

Prisustvo alergija pozitivno korelise sa astmom, te se odredivanje alergijskog

statusa pacijenata rutinski vr$i u klinickoj praksi. Zlatni standard za merenje osetljivosti na
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alergene predstavljaju kozne probe pomocu kojih se za svakog pacijenta dobijaju i
informacije o potencijalnim faktorima koji mogu dovesti do pogorsanja bolesti (1, 3). Test
se izvodi tako S§to se na podlakticu ispitanika stavi kap te¢nosti koja sadrzi rastvoren
alergen, a zatim se kroz kap lancetom napravi blagi povrsni ubod i kap se obrise. Pozitivna
reakcija se ispoljava nakon 15 do 20 min u vidu crvenila i otoka kruznog oblika ¢iji je
dijametar >3 mm. Koznim testom se moze ispitivati alergijski odgovor na vise alergena
istovremeno. Tokom izvodenja testa se kao pozitivna kontrola Kkoristi histamin, a kao

negativna kontrola fizioloski rastvor (3).

Koris¢enjem neinvazivnih metoda kao S§to je analiza indukovanog sputuma
(ispljuvka) se dodatno dobijaju informacije o pluénoj inflamaciji tokom dijagnostikovanja
astme i tokom pracenja odgovora na terapiju (1, 12). Indukovani sputum se prikuplja u
ranim jutarnjim ¢asovima i standarna procedura traje od 10 do 20 min. Metoda se izvodi
tako $to se ispitanik inhalira preko ultrazvu¢nog nebulizatora fizioloSkim rastvorom iste
koncentracije (4,5%) u vremenskim intervalima koji se sukcesivno produZavaju ili
inhalacijom u istim vremenskim intervalima fizioloskim rastvorom ¢ija se koncentracija
povecava (3%, 4%, 5%). Kako bi se sprecila moguca bronhokonstrikcija ispitanicima se pre
inhalacije daju kratkodeluju¢i beta-2 agonisti, a tokom procedure se primenjuje
spirometrija. Po uzorkovanju, indukovani sputum se tretira mukolitickim agensom, a zatim
se ¢elije oslobodene od mukusa odvajaju od supernatanta, pripreme metodom citospina za

bojenje, i na kraju obojene analiziraju pod mikroskopom (7, 12).

1.3 Terapija astme

Cilj savremene terapije astme jeste uspostavljanje i odrzavanje kontrole klinickih
manifestacija bolesti u duzem vremenskom periodu. To podrazumeva dijagnostikovanje
astme, smanjivanje izloZenosti faktorima rizika, zatim lec¢enje 1 pracenje bolesti, kao i
odgovaraju¢i tretman prilikom egzacerbacija. Egzacerbacije podrazumevaju akutna ili
subakutna progresivna ponavljanja pojedinih ili kombinovanih simptoma astme i javljaju se

kada kontrola bolesti nije potpuna (1, 2).
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Lekovi koji se koriste u terapiji astme se mogu podeliti na lekove sa kratkodeluju¢im
1 dugodeluju¢im efektom. Terapeutici sa kratkodeluju¢im efektom se koriste po potrebi za
brzo otklanjanje simptoma, dok se dugodeluju¢i lekovi koriste svakodnevno u duzem

vremenskom periodu sa ciljem da se uspostavi potpuna kontrola bolesti (2).

Medu lekovima za brzo otklanjanje simptoma tokom akutnog napada prvi izbor
predstavljaju kratkodelujuéi beta-2 agonisti i koriste ih svi pacijenti bez obzira na tip astme.
Mogu da se primenjuju inhalacionim ili oralnim putem, pri ¢emu je inhalacioni put znatno
bolji kada se uzme u obzir neophodna doza, brzina i efekat delovanja (13). Za lecenje
perzistentne astme se kao dodatak kortikosteroidnoj terapiji koriste i beta-2 agonisti sa
dugodeluju¢im efektom (14). Vezujuéi se za beta-2 adrenergicke receptore ovi terapeutici
indukuju relaksaciju glatke muskulature u plu¢ima (15). Pored beta-2 agonista za brzo
otklanjanje simptoma se koriste i antiholinergici koji blokiraju muskarinske receptore na

glatkim misi¢nim celijama i posledi¢no sprecavaju bronhokonstrikciju (1).

Kortikosteroidi su lekovi sa antiniflamatornim i bronhodilatatornim dejstvom koji se
u terapiji perzistentne astme koriste za otklanjanje 1 prevenciju simptoma u duzem
vremenskom periodu (1). Inhibiraju sintezu leukotrijena i prostaglandina, smanjuju
produkciju citokina i spreCavaju migraciju i aktivaciju inflamatornih celija (13).
Kortikosteroidi se prema nacinu primene dele na inhalacione i oralne kortikosteroide.
Inhalacioni kortikosteroidi se primenjuju kao monoterapija ili u kombinaciji sa
dugodelujuc¢im beta-2 agonistima ili leukotrijenskim modifikatorima. Oralni kortikosterodi
imaju sistemski efekat (sistemski kortikosteroidi) i primenjuju se za lecenje tezih oblika
astme kada kontrola bolesti nije postignuta visokim dozama inhalacionih kortikosteroida (1,
3).

U kombinaciji sa inhalacionim Kkortikosteroidima se primenjuju modifikatori
leukotrijena koji u odnosu na dugodelujuce beta-2 agoniste mogu da se Koriste i kao
monoterapija za leCenje blage perzistentne astme (16). Leukotrijenski modifikatori
smanjuju inflamaciju, preosetljivost disajnih puteva i produkciju mukoznog sekreta. Prema
nac¢inu delovanja ovi lekovi se dele na antagoniste leukotrijenskih receptora i inhibitore 5-
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lipooksigenaze. Antagonisti leukotrijenskih receptora se selektivno vezuju za leukotrijenske
receptore na strukturnim i inflamatornim c¢elijama pluca, dok inhibitori 5-lipooksigenaze
sprecavaju sintezu leukotrijena. Usled smanjene produkcije leukotrijena i njihovog efekta
delovanja se posledicno smanjuju inflamacija u disajnim putevima i intenzitet

remodelovanja (1, 17).

Teofilin je terapeutik sa bronhodilatatornim dejstvom, a poseduje i umerena
antiinflamatorna svojstva. U odnosu na inhalacione kortikosteroide teofilin pokazuje manju
efikasnost kada se primenjuje kao monoterapija, pa se uglavnom koristi kao dodatak

terapiji pacijentima koji lose reaguju na standardnu terapiju kortikosteroidima (1).

Od nekonvencionalnih lekova se povremeno koristi dapson (diaminodifenilsulfon)
kada je bolest loSe kontrolisana oralnim kortikosteroidima kod pacijenata sa teSkim
oblicima neutrofilne astme (18, 19). Dapson je antibiotik koji se u klini¢koj praksi koristi
za leCenje lepre 1 malarije, a zbog antiinflamatornog dejstva je primenu nasao i u lecenju
razli¢itih neinfektivnih inflamatornih bolesti koZe kao Sto su dermatitis herpatiformis i
hroni¢na idiopatska urtikarija (19, 20). Potencijal dapsona u le¢enju inflamatornih bolesti se
ogleda u efektima koje ima na neutrofile. Dapson antiinflamatorne efekte ostvaruje
inhibiranjem aktivnosti lizozomalnih enzima i produkcije prostaglandina u neutrofilima,

dok na hemotaksu ove grupe leukocita nema uticaja (20).

Zbog antiinflamatornog dejstva u terapiji respiratornih bolesti se koriste i
homeopatski medikamenti kao dodatak standardnoj terapiji. Polinol pripada ovoj grupi
lekova i koristi se za lecenje alergijskih reakcija gornjih disajnih puteva. U sastav polinola
ulaze tri aktivne susptance zastupljene u istoj koli¢ini (lat. Luffa operculata trit.D4, lat.
Galphimia glauca trit.D3 i lat. Cardiospermum trit.D3) ¢iji mehanizmi delovanja nisu

poznati.

Prema savremenim svetskim vodi¢ima za dijagnozu 1 leCenje astme kao Sto je
Globalna inicijativa za leCenje astme (GINA; eng. Global Initiative for Asthma) primenjuje

se stepenasti pristup leCenja gde se na osnovu procenjene tezine bolesti pacijentu daje
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odgovarajuca terapija. S obzirom da je tok bolesti promenljiv i da postoje interindividualne
varijacije u odgovoru na lekove, terapija se menja i prilagodava pacijentu u cilju
uspostavljanja potpune kontrole bolesti (1). Podela pacijenata sa astmom na osnovu
eozinofilije u sputumu i procena njihovog broja tokom terapije inhalacionim
kortikosterodima moze ukazati na potrebu da se poveca ili smanji doza ovih lekova, ili da
se uvede dodatna terapija dugodeluju¢im beta-2 agonistima, antagonistima leukotrijenskih
receptora ili teofilinom. Iako su se u klini¢koj praksi inhalacioni kortikosteroidi do sada
pokazali kao najuspes$niji u lecenju eozinofilne astme, uprkos dugotrajnom lecenju, neki
pacijenti ne reaguju na kortikosteroidnu terapiju i imaju perzistentnu eozinofiliju u
sputumu. Pacijenti sa neeozinofilnom astmom tretirani inhalacionim kortikosteroidima
zadrzavaju eozinofilnu inflamaciju u zidu disajnih puteva. Pored toga, neutrofilija u
sputumu je povezana sa remodelovanjem disajnih puteva i tezinom bolesti. Kod pacijenata
sa neeozionfilnom astmom je vazno doneti odluku da li je potrebno dodatno povecati doze

kortikosteroida ili primeniti alternativne lekove.

1.4 Molekularna genetika astme

Astma nastaje kao posledica interakcija viSe gena, i interakcije gena sa spoljasnjom
sredinom. Veliki broj gena pokazuje vezu sa astmom ili fenotipovima koji su povezani sa
astmom, poput alergije i preosetljivosti bronhija (21). U pitanju su geni koji kodiraju
molekule za koje je pokazano da imaju znacajnu ulogu u inflamatornim procesima i koji
ucestvuju u remodelovanju disajnih puteva. Sa astmom su povezane odredene promene u
sekvencama DNK u okviru razli¢itih gena medu kojima se nalaze i geni povezani sa
odgovorom na terapiju (21-23). Geni za koje se smatra da su povezani sa etiologijom astme

su dati u tabeli 1.
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Tabelal. Pregled gena povezanih sa astmom

Pozicija
Gen Hromozom (bp od pocetka p kraka
hromozoma)

ADAM33 (eng. ADAM metallopeptidase domain 33) 20 3596621-3610738
DPP10 (eng. Dipeptidyl Dipeptidase 10) 2 114916369-116318406
IFNG (eng. Interferon gamma) 12 66834817-66839788
IL4 (eng. Interleukine 4) 5 132037272-132046267
IL13 (eng. Interleukine 13) 5 132021764-132024700
NPSR1 (eng. Neuropeptide S Receptor 1) 7 34664422-34856115
ORMDL3 (eng. ORM-1 like protein 3) 17 35330822-35337380
PHF11 (eng. PHD Finger protein 11) 13 48967802-49001117
TGFB1 (eng. Transforming Growth Factor Beta 1) 19 46528491-46551656
TNF (eng. Tumor Necrosis Factor) 6 31651329-31654089

1.5 Transformisuci faktor rasta beta 1 (TGFB1)

Medu genima Kkoji su povezani sa astmom, gen TGFB1 je od posebnog znacaja, jer
kodira plejotropni medijator uklju¢en u oba procesa koja su klju¢na za patogenezu bolesti —

inflamaciju i remodelovanje disajnih puteva.

Familija proteina TGFB je deo velike superfamilije TGFB koja obuhvata vise od 30
proteina sa viSestrukim ulogama u bioloSkim procesima. Familiji proteina TGFB kod sisara
pripadaju tri ¢lana (TGFB1, TGFB2 i TGFB3), koji dele 60-80% visoko konzerviranih

sekvenci. Citokin TGFB1 ima inhibitoran ili stimulativan efekat zavisno od njegove
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koncentracije, kao i prisustva i koli¢ine drugih molekula. ReguliSe razlicite celijske
aktivnosti ukljucujuéi rast, proliferaciju, migraciju, diferencijaciju, apoptozu i ucestvuje u
angiogenezi i produkciji ekstracelularnog matriksa. TGFB1 se kod zdravih osoba
konstitutivno eskprimira u tkivnim makrofazima i strukturnim c¢elijama disajnih puteva
(bronhijalne i alveolarne epitelijalne celije, endotelijalne Celije, glatke misSiéne celije 1
fibroblasti). Ima ulogu u odrzavanju homeostaze koju ostvaruje kroz modulaciju lokalne
inflamacije, regulaciju proliferacije i diferencijacije Celija, i uces$ce u reparaciji tkiva (24,

25).

Aktivna forma TGFBL1 je homodimer od 25 kDa u kome su dva polipeptida povezana
disulfidnim mostom i hidrofobnim interakcijama. Sinteza i aktivacija TGFB1 je
kompleksna (Slika 2). Molekul TGFB1 se inicijalno sintetiSe kao veliki prekursorski
propeptid od 390 aminokiselina. Sintetisani monomer se sastoji od signalnog peptida od 29
aminokiselina, latentnog peptida (LAP; eng. Latency-Associated Peptide) na N terminusu i
peptida TGFBL1 koji ¢ine 112 aminokiselina na C terminusu (26, 27). Iz sintetisanog
neaktivnog homodimera TGFB1 se signalni peptid proteoliticki uklanja, dok LAP posle
proteoliticke obrade ostaje nekovalntno vezan formiraju¢i mali latentni kompleks TGFB1
(SLC; eng. Small Latent Complex) (27). LAP sadrzi manozo-6-fosfatne ostatke koji imaju
ulogu da olakSaju vezivanje ovog kompleksa za manozo-6-fosfatne receptore na vecini
¢elija i za ekstracelularni matriks (26, 28). Mali latentni kompleks se kovalentno vezuje za
latentni TGFB1 vezuju¢i protein (LTBP; eng. Latent TGFB1 Binding Protein) pri ¢emu
nastaje veliki latentni kompleks TGFB1 (LLC; eng. Large Latent Complex) koji se luci van
¢elije 1 pomo¢u LTBP vezuje za ekstracelularni matriks (27). Razlikuju se Cetiri latentna
TGFB vezujuéa proteina kodirana razli¢itim genima i eksprimirana na tkivno specifi¢an
nacin. U ekstracelularnom matriksu pod dejstvom razli¢itih mehanizama se iz latentnog
kompleksa oslobada bioaktivni molekul TGFB1. U aktivaciji u€estvuju proteaze plazmin 1
trombin, tkivne transglutaminaze, interakcije latentnog proteina sa trombospondinom-1 i

integrinima, reaktivne vrste kiseonika i kisela sredina (26, 27).
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Ekstracelularni
matriks

Citoplazma

Trombospondin-1 o @ m - - - ——— B "
/
7/
4 Proteaza(e)
<_V «—
—
Aktivni

TBRII TGFB1

Citoplazma

Slika 2. Sinteza, sekrecija i aktivacija TGFB1
LAP - eng. Latency-Associated Peptide; SLC - eng. Small Latent Complex; LLC - eng. Large
Latent Complex; LTBP - eng. Latent TGFB1 Binding Protein; TBRII - eng. TGFB Receptor type Il
(Preuzeto i modifikovano iz rada Gressner i saradnici, 2002 (29))

1.6 Signalna transdukcija TGFB1

TGFB1 ostvaruje svoju regulatornu ulogu kroz klasicni signalni put TGFB
posredovan proteinima SMAD i kroz alternativne signalne puteve. (25). Signalna
transdukcija TGFB1 =zapocCinje vezivanjem molekula TGFB1 za transmembranske
receptore, receptor tipa | (TBRI) i receptor tipa Il (TBRII), koji su serin/treonin kinaze.
Uloga receptora tipa III (TBRIII) je adapterska i omogucéava vezivanje TGFB1 za
konstitutivno aktivan TBRIIl. Nakon vezivanja liganda receptor TBRII regrutuje i
fosforiliSe glicin/serin domene TBRI formirajuci aktivan tetramerni receptorni kompleks. U
klasi¢énom signalnom putu aktiviran TBRI nizvodno pokrecée kaskadnu fosforilaciju SMAD
proteina (Slika 3). Receptorom regulisani SMAD proteini (R-SMAD; eng. Receptor-

regulated SMAD), SMAD2 i SMAD3, se prvi fosforiliSu na C terminusu od strane
12
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receptora. Dalje u signalnoj transdukciji SMAD2 i SMAD3 fosforiliSu SMAD4, oznacen
kao zajednicki SMAD (Co-SMAD; eng. Common SMAD), pri ¢emu formiraju
heterokompleks SMAD2/3/4 koji se translocira u jedro (30). Za razliku od proteina
SMAD?2, proteini SMAD3 i SMAD4 se vezuju direktno za specifiéne sekvence u DNK
(SBEs; eng. Smad Binding Elements) i zajedno sa drugim transkripcionim faktorima i
koregulatorima ucestvuju u aktivaciji ili inhibiciji ciljnih gena (30, 31). Na ovaj nacin se
aktivira transkripcija gena koji kodira za SMAD?7, a koji pripada grupi inhibitornih SMAD
proteina (I-SMAD; eng. Inhibitory SMAD). SMAD?7 negativnom povratnom spregom
inhibira signalnu transdukciju vezujuci se za TBRI i regrutujuéi ubikvitin ligaze indukuje

degradaciju receptora (31).

TBRII

Slika 3. Signalna transdukcija TGFB
TBRIi TBRII - eng. TGFB Receptor type I and Il; Co-SMAD - eng. Common SMAD; R-SMAD -
eng. Receptor-regulated SMAD; I-SMAD - eng. Inhibitory SMAD; TF - transkripcioni faktor
(Preuzeto i modifikovano iz rada Kubiczkova i saradnici, 2012 (27))
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Signalna transdukcija TGFB je pozitivno i negativno regulisana na nivou
membranskih receptora, citoplazmati¢nih i nukulearnih proteina. Primer pozitivne sprege
su B limfociti u kojima se vezivanjem TGFBI za receptore pokrece signalna kaskada koja
rezultuje produkcijom transkripcionog faktora Runx3 (eng. Runt related transcription factor
3), a koji u kompleksu sa SMAD3 indukuje stvaranje IgA. Koaktivatori kao Sto su TFE3
(eng. Transcription Factor binding to IGHM Enhancer 3) i p300/CBP (eng. E1A binding
protein p300/CREB binding protein) se vezuju za SMAD2/3/4 kompleks i ucestvuju u
aktivaciji transkripcije ciljnih gena (32). TGIF (eng. Transforming Growth-Interacting
Factor) i Ski su negativni koregulatori koji regrutuju histon deacetilaze i koji su u
kompeticiji sa TFE3 1 p300/CBP. SnoN je korepresor koji ima strukturu sli¢nu Ski i

najverovatnije sli¢an mehanizam delovanja (31, 32).

TGFB1 aktivira SMAD-nezavisne signalne puteve kao Sto su signalni putevi
PIBK/AKT (eng. Phosphatidilinositol-3-kinase/a serin/threonine kinase), NFkB (eng.
Nuclear Factor kappa B), Wnt/B-katenin (eng.Wnt/B-catenin) i sva tri puta MAPK (eng.
Mitogen-Activated Protein Kinase): ERK (eng. Extracellular-signal Regulated Kinase), p38
I INK (eng. C-Jun N-terminal Kinase). Ucesnici alternativnih signalnih puteva mogu biti
ukljuceni u regulaciju signalne transdukcije TGFB (27). TGFB1 aktivira JINK i p38 MAP
kinazne puteve pri ¢emu dolazi do fosforilacije ciklicnog AMP (cAMP) vezujuceg proteina
(CREB; eng. cAMP Response Element Binding Protein) koji je homodimer i c-Jun Kkoji je
deo proteina aktivatora 1 (AP-1; eng. Activator Protein 1). Ovi transkripcioni faktori su
pozitivni regulatori ciljnih gena i interaguju sa SMADS3. S druge strane fosforilacija R-
SMAD od strane Erk ima inhibitorni efekat. lako SMAD2 i SMAD3 formiraju kompleks sa
SMAD4, kompleks SMAD2/3/4 se ne translocira u jedro (32).

1.7 Struktura gena TGFB1

Gen TGFBL1 je lokalizovan na dugom kraku hromozoma 19 u regionu q13.1-13.3.
Duzina gena TGFBL1 iznosi priblizno 23,6 kb. Sadrzi 7 egzona (duzine 78-355 bp) i veoma
duge introne (139-9601 bp). Inicijacija transkripcije gena TGFB1 se odvija na viSe mesta, a
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dva glavna su na pozicijama +1 i +271. Promotorski region gena TGFB1 je veoma
kompleksan i odlikuje se prisustvom primarnog (bazalnog) i sekundarnog promotora koji
ne sadrze tipi¢an TATA ili CAAT blok (Slika 4). U okviru promotora se nalazi region sa
visokim GC sadrzajem koji ima esencijalnu ulogu u transkripciji 1 sadrzi osam
heksanukleotidnih ponovaka CCGCCC i tri njegova reverzibilna komplementa, GGCGGG
(33).

-988C>A -800G>A -509C>T +1 +271

AP4 NFAT GATA1 GR CREB YY1 AP1 SP1 C/EBPp NFAT

Slika 4. Shematski prikaz promotora gena TGFB1
P1i P2 - primarni i sekundarni promotor; E1 i E2 - proksimalni i distalni pojacivacki region (eng.
Enhancer); N1 i N2 - proksimalni i distalni negativni regulatorni region; AP, NFAT, GATAL, GR,
CREB, YY1, SP1i C/EBPS - regulatori transkripcije gena TGFB1

Primarni promotor obuhvata region od 453 bp uzvodno od prvog mesta pocetka
transkripcije, dok se sekundarni pruza izmedu prvog i drugog mesta pocetka transkripcije
(33). U regulatornom regionu se razlikuju dva negativna i dva pozitivna elementa koja su
naizmeni¢no postavljena. Prvi negativni regulatorni element obuhvata region od -731 do -
453 bp, drugi od -1362 do -1123 bp, a izmedu njih je lokalizovan proksimalni pojacivacki
element, dok se distalni pojac¢ivacki element proteze od -1823 do -1362 bp (34).
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1.7.1 Regulacija ekspresije gena TGFB1

Za promotorske i regulatorne elemente gena TGFBl se vezuju razliciti
transkripcioni faktori koji samostalno ili u kombinaciji sa koregulatorima ucestvuju u
regulaciji transkripcije gena (Slika 4). Promene u promotorskim i/ili regulatornim
sekvencama mogu da smanje ili povecaju sposobnost vezivanja transkripcionih faktora za
konsenzus sekvence, a samim tim da izmene nivo ekspresije gena TGFB1 i nivo proteina.
Veliki broj neproteinskih molekula moze posredno da moduliSe ekspresiju gena
interagujudi sa transkripcionim faktorima. Medu faktorima spoljasnje sredine koji modulisu

ekspresiju gena TGFB1 se nalaze i lekovi koji se rutinski koriste u terapiji astme (35).

Promotor gena TGFB1 sadrzi konsenzus sekvence za vezivanje transkripcionog
faktora AP-1. Razlikuju se dva vezujuca mesta za ovaj transkripcioni faktor u bazalnom
promotoru oznaceni kao region A (-418/-412) i region B (-371/-364) (36). U sprovedenim
istrazivanjima je pokazano da visoka koncentracija glukoze 1 angiotenzina II, nezavisno 1
bez aditivnog efekta, povecavaju promotorsku aktivnost gena TGFB1. Svoj uticaj ostvaruju
kroz alternativne signalne puteve TGFB stimuli$u¢i pojacano vezivanje AP-1 za konsenzus
sekvence. Vezivanje transkripcionog faktora SP-1 (eng. Specificity Protein 1) za region
bogat GC parovima nukleotida (-220/-211) ostaje nepromenjeno pod istim uslovima.
Medutim, promene u tom regionu za posledicu imaju smanjenje promotorske aktivnosti
kako u normalnim, tako i u uslovima povecane koncentracije glukoze i angiotenzina II (36,
37). Transkripcioni faktor C/EBPS (eng. CCAAT-Enhancer Binding Protein) se vezuje za
sekvencu -160/-100 i stimuliSe aktivnost promotora. Inhibitorni efekat na C/EBPS ima p65
subjedinica NFkB, odrzavaju¢i na taj nacin nivo TGFB1 pod kontrolom (37).
Transkripcioni transaktivator Tat poreklom iz virusa humane imunodeficijencije tipa 1
indirektno povecava ekspresiju gena TGFB1 tako $to interaguje sa celularnim proteinom
Pura koji se vezuje za promotorski region -453/-323 (38). Viralni protein Tat moze da
interaguje 1 sa transkripcionim faktorom C/EBPS koji se vezuje za konsenzus sekvence u
promotoru gena TGFB1 (38, 39). U okviru sekundarnog promotora se nalazi vezujuce
mesto (+268/288) za nuklearni faktor aktiviranih T ¢elija (NFAT; eng. Nuclear Factor of

Activated T cells) (34). Transkripcioni faktor jin-jang 1 (YY1; eng. Yin-Yang) se ponasa se
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kao aktivator ili represor zavisno od koncentracije, okolnih promotorskih sekvenci i
posttranslacionih modifikacija. Vezuje se za sekvence DNK u distalnom pojacivackom
elementu promotora gena TGFB1, dok se u proksimalnom pojacivackom elementu nalaze
specificne sekvence za CREB koji stimulise transkripciju. U proksimalnom pojacivackom
regionu na poziciji -1081/-1086 su detektovane specificne sekvence za vezivanje
glukokortikodnog receptora (GREs; eng, Glucocorticoid Response Elements) (40).
Transkripcioni faktori AP-4, NFAT, YY1 i eritroidni transkripcioni faktor (GATAL; eng.

GATA-binding protein 1) se vezuju za sekvence u distalnom poja¢ivatkom elementu (34).

1.7.2 Varijante u genu TGFB1

Identifikovan je wveliki broj baznih zamena u promotorskim i kodirajué¢im
sekvencama gena TGFBL, a naj¢e$ce ispitivane varijante su date u tabeli 2 (34, 41). Za
promotorske varijante -509C>T i -800G>A se pretpostavlja da su povezane sa izmenjenom
produkcijom TGFBI1 1 najces¢e su proucavane kao faktor rizika u bolestima koje se
karakteri$u inflamacijom i fibrozom ukljuéujuci astmu (41-44). Bazna zamena na poziciji -
509 u prvom negativnom regulatornom elementu kreira konsenzus sekvencu za YY1
transkripcioni faktor $to rezultuje pove¢anom ekspresijom gena (45, 46). S druge strane
prisustvo varijante A na poziciji -800 u proksimalnom pojac¢ivatkom elementu je povezano
sa smanjenim afinitetom transkripcionog faktora CREB za DNK 1 posledi¢no smanjenom

ekspresijom gena TGFBL1 (47).

17



Uvod

Tabela 2. Varijante u promotorskim i kodiraju¢im sekvencama gena TGFB1

Nomenklatura NomenkKlatura Identifikacioni
u odnosu na mesto u odnosu na mesto broi Pozicija u genu
. A 9 " roj
pocetka transkripcije pocetka translacije
-800G>A .-1638G>A rs1800468 Proksimalni pojacivacki
element
-509C>T c.-1347C>T rs1800469 Prvi negativni regulatorni
element
+869T>C €.29T>C rs1800470 Egzon 1
(p.Leul0Pro)
+915G>C c.74G>C rs1800471 Egzon 1
(p.Arg25Pro)
+11929C>T .788C>T rs1800472 Egzon 5

(p.Thr263lle)

U signalnoj sekvenci su identifikovane dve varijante, +869T>C koja menja kodon 10
(Leu—Pro) i +915G>C koja menja kodon 25 (Arg—Pro). Obe varijante mogu biti
povezane sa izmenjenim nivoom TGFB1. Pretpostavlja se da aminokiselinska zamena
leucin u prolin utice na sekreciju TGFB1, dok je zamena arginin u prolin povezana sa
aktivacijom latentnog TGFB1 (34, 41). Bazna zamena C—T u kodonu 263 dovodi do
aminokiselinske zamene treonin u izoleucin (Thr—lle) u prekursorskom TGFB1 i moze biti

povezana sa izmenjenom aktivacijom latentnog TGFB1 (48).

Promene u genu TGFB1 su povezane sa inflamatornim bolestima respiratornog
sistema (alergijski rinitis, hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a i astma) i gastrointestinalnog
trakta (ulcerozni kolitis i Kronova bolest) (41, 49-52). Dovode se u vezu sa razvojem
kolorektalnog adenoma, karcinoma dojke i prostate (53, 54). Takode, predstavljaju faktor
rizika u vaskularnim oboljenjima, gde usled ateroskleroze moze do¢i do infarkta miokarda

ili mozdanog udara (55, 56).
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1.8 Uloga TGFB1 u astmi

Hroni¢na inflamacija i remodelovanje disajnih puteva su dva medusobno zavisna
procesa posredovana medijatorima sa viSestrukim funkcijama ukljucuju¢i 1 TGFBI.
TGFBI1 predstavlja vazan inflamatorni modulator i profibroticki medijator u astmi (26).
Inflamatorne ¢elije infiltrirane u disajne puteve sekretuju TGFBI $§to rezultuje poviSenom
koncentracijom ovog citokina u plu¢ima. Kod zdravih osoba su bronhijalne epitelijalne
¢elije glavni izvor TGFBI1, dok u plué¢ima astmaticara tu ulogu preuzimaju eozinofili i

makrofazi (25, 57).

TGFB1 ima dualnu ulogu u inflamaciji (Slika 5). Kao snazan hemoatraktant
promovise inflamaciju regrutujuci eozinofile, neutrofile, monocite, makrofage, mastocite, T
i B limfocite. Pored toga indukuje proliferaciju i prezivljavanje limfocita i makrofaga,
ucestvuje u diferencijaciji 1 aktivaciji mastocita, stimuliSe proliferaciju 1 aktivaciju
neutrofila (26, 57). Takode, indukuje diferencijaciju T limfocita u Th17 i Th9
proinflamatorne ¢elije (57). TGFB1 antiinflamatornu ulogu ostvaruje kroz inhibiciju Thl i
Th2 imunskog odgovora. StimuliSe diferencijaciju naivnih T regulatornih ¢elija (Treg; eng.
Regulatory T cells) koje su vazni regulatori imunoloske tolerancije 1 imunskog odgovora na

razli¢ite alergene i mikroorganizme (25).
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Slika 5. Uloga TGFB1 u regulaciji imunskog odgovora
DC - dendritska ¢elija; MHC - glavni kompleks tkivne podudarnosti (eng. Major Histocompatibility
Complex); TCR - T-¢elijski receptor; Th - pomoc¢na T ¢elija (eng. T helper cell); Treg - regulatorna
T ¢elija; IL - interleukin; Ig - imunoglobulin; PMN - polimorfonuklearni leukocit; Mast - mastocit;
Eos - eozinofil

(Preuzeto i modifikovano iz rada Qian i saradnici, 2009 (58))

TGFBI1 ima vaznu ulogu u remodelovanju disajnih puteva (Slika 6) (25). Promovise
fibrozu u disajnim putevima indukuju¢i diferencijaciju fibroblasta u miofibroblaste i
sekreciju proteina ekstracelularnog matriksa. S druge strane, TGFB1 smanjuje produkciju
enzima koji degraduju ekstracelularni matriks (kolagenaze, heparinaze i stromelizin), a
poveéava produkciju tkivnih inhibitora matriksnih metaloproteinaza i inhibitora
plazminogen aktivatora-1 (24). TGFB1 menja adhezivna svojstva fibroblasta i

inflamatornih ¢elija infiltriranih u subepitelijalnu mukozu tako §to stimuliSe ekspresiju
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integrina pri ¢emu povecava vezivanje ovih Celija za ekstracelularni matriks (24, 26). Sa
druge strane promoviSe epitelijalno-mezenhimalnu tranziciju ¢ime se naruSava adhezija
epitelijalnih ¢elija 1 integritet bronhijalnog epitela. TGFBI1 pozitivno reguliSe proliferaciju
fibroblasta 1 ¢elija glatke muskulature. Za razliku od direktnog uticaja na glatke misi¢ne
¢elije, proliferaciju fibroblasta promovise posredno preko makrofaga (24). Uloga TGFB1 u
apoptozi epitelijalnih ¢elija je dvojaka i posredovana je odvojenim signalnim putevima.
TGFBI1 promovise apoptozu aktivirajuc¢i signalni put MAPK, dok anti-apoptotske efekte

ostvaruje kroz signalni put zavisan od SMAD proteina (25).
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Slika 6. Uloga TGFB1 u remodelovanju disajnih puteva

(Preuzeto i modifikovano iz rada Al-Alawi i saradnici, 2014 (25))
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2 CILJ

Iako je molekul TGFBI1 ¢esto proucavan u astmi, njegova uloga u bolesti nije u
potpunosti razjasnjena. S obzirom da je TGFB1 vazan profibroticki medijator i inflamatorni
modulator, promene u regulaciji ekspresije TGFB1 bi mogle biti povezane sa patogenezom
astme i sa adekvatnim odgovorom na terapiju. PoviSena koncentracija TGFBI u plu¢ima i
perifernoj cirkulaciji kod pacijenata sa astmom moze biti direktna posledica povecane

eskpresije gena TGFBL.

Imajué¢i u vidu kompleksnost 5' regulatornog regiona gena TGFB1 i da na
modulaciju ekspresije gena pored genetickih faktora mogu uticati i faktori spoljasnje

sredine, ciljevi ovog istrazivanja su bili sledeci:

1. Detekcija promotorskih varijanti gena TGFB1 kod pacijenata sa astmom i zdravih
Ispitanika

2. lIsptivanje uticaja detektovanih promotorskih varijanti gena TGFB1 kao
potencijalnih faktora rizika za nastanak astme

3. lIspitivanje uticaja detektovanih promotorskih varijanti na tezinu bolesti i
odredivanje njithovog znacaja kao modulatora odgovora na terapiju

4. Isptivanje uticaja sredinskih faktora rizika za nastanak astme na ekspresiju gena
TGFB1

5. lIspitivanje uticaja lekova na ekspresiju gena TGFB1 i sekreciju proteina TGFB1

6. Ispitivanje kombinovanog uticaja funkcionalno znacajnih promotorskih varijanti i

odabranih lekova na aktivnost promotora gena TGFB1
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3 MATERIJALI METODE
3.1 Ispitanici

U ovu studiju su bili ukljuceni adultni 1 pedijatrijski pacijenti oboleli od astme, kao i
zdrave adultne osobe. Adultnu grupu pacijenata su ¢inili ispitanici koji su le¢eni na
Klini¢kom odeljenju za pulmologiju i alergologiju sa imunologijom Klini¢cko bolni¢kog
centra Zvezdara u Beogradu u periodu od 2009. do 2011. godine. Dijagnoza bolesti kod
ovih pacijenata je uspostavljena na osnovu anamnestic¢kih podataka, fizikalnog pregleda i
parametara pluéne funkcije (FEV1 i FVC). Vrednosti spirometrijskog testa FEV1 <80% i
FEV1/FVC <70% od predvidenih vrednosti su bili pozitivni Kriterijumi za dijagnozu astme.

Pedijatrijski pacijenti su leCeni na Odeljenju za pulmologiju i alergologiju
Univerzitetske deé¢je klinike u Beogradu u periodu od 2013. do 2015. godine. Kod ovih
pacijenata je dijagnostikovana astma ukoliko su ispunili jedan od dva glavna kriterijuma
i/ili najmanje dva sporedna kriterijuma. Glavni kriterijumi za dijagnozu astme su pozitivna
porodicna istorija bolesti i pozitivan kozni test, a sporedni Kriterijumi su rinitis, zvizdanje u
grudima i eozinofilija u indukovanom sputumu. Kod pacijenata starijih od 5 godina

primenjivan je i spirometrijski test.

Za procenu kontrole i tezine bolesti pacijenata su pracene smernice vodi¢a za
dijagnozu i leenje astme (GINA). Pored fizikalnog pregleda adultni pacijenti su tokom
kontrolnih pregleda popunjavali test o kontroli astme (ACT; eng. Asthma Control Test),
dok su pedijatrijski pacijenti popunjavali upitnik o kontroli bolesti (ACQ; eng. Asthma
Control Questionnaire). Test o kontroli astme se sastojao od pet pitanja koja su se bodovala
ocenama od 1 do 5, a koja su se odnosila na ucestalosti simptoma bolesti tokom dana i no¢i,
potrebi za lekovima za brzo otklanjanje simptoma i li€nu procenu pacijenta o kontroli
astme. Testom o kontroli astme su dobijene informacije o kvalitetu Zivota pacijenta u
poslednje cetiri nedelje i zbirna vrednost ACT manja od 20 je ukazivala na loSu kontrolu

bolesti. Upitnik o kontroli astme se sastojao od Sest pitanja koja su bodovana od 0 do 6. Na
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osnovu rezultata ACQ su dobijene informacije o kontroli bolesti pacijenta u poslednjih 7
dana.

Kod adultnih pacijenata je za prevenciju simptoma u duzem vremenskom periodu
primenjivana  terapija samo inhalacionim  Kkortikosteroidima, i inhalacionim
kortikosteroidima u kombinaciji sa dugodeluju¢im beta-2 agonistima ili leukotrijenskim

modifikatorima.

Pacijenti su takode Koristili i fiksnu kombinaciju inhalacionih kortikosteroida sa beta-
2 agonistima, a neki su bili i na dodatnoj terapiji teofilinom. Pedijatrijski pacijenti su leceni
standardnom terapijom inhalacionim kortikosteroidima i fiksnom kombinacijom
inhalacionih kortikosteroida sa beta-2 agonistima. Neki pacijenti su kao dodatak terapiji

koristili dapson.

Kontrolnu grupu su ¢inile zdrave adultne osobe koje su vrSile redovan medicinski
pregled u Klini€¢ko bolnickom centru Zvezdara u Beogradu i kod kojih je anamnesticki,
klinicki i funkcionalno utvrdeno da nemaju dokumentovanu pluénu patologiju. Parametri
pluéne funkcije svih kontrolnih ispitanika su pokazali normalne vrednosti FEV1>80% 1

FEV1/FVC>70% od predvidenih vrednosti.

Za sve ispitanike obuhvacene ovom studijom je dobijena pismena saglasnost za
obavljanje molekularno-geneti¢kih analiza. Ovo istrazivanje su odobrili eticki komiteti
Klini¢ko bolnickog centra Zvezdara (pod datumom 30.07.2014.) i Univerzitetske decje
klinike (pod brojem 26/197).

24



Materijal i metode

3.2 Materijal
3.2.1 Bioloski materijal

3.2.1.1 Uzorci poreklom od ispitanika
U ovom radu su kori$¢eni uzorci periferne krvi, seruma i indukovanog sputuma.

Uzorci periferne krvi su uzeti od svih ispitanika i odmah po vadenju pomesani sa
0,38% Na-citratom kao antikoagulansom u odnosu 1:9. Uzorci periferne krvi su ¢uvani na -

20°C i dalje su koriS¢eni za izolaciju DNK.

Uzorci seruma su uzimani od adultnih pacijenata i skladiSteni na -70°C do dalje

analize. Uzorci seruma su kori$¢eni za analizu proteina.

Uzorci indukovanog sputuma su sakupljani od svih pedijatrijskih pacijenata.

Indukovani sputum je u roku od 2 h po uzorkovanju kori$¢en za ex vivo tretmane i izolaciju
RNK.

3.2.1.2 Celijska linija

U ovom radu je kori§¢ena adherentna humana ¢elijska linija BEAS 2B poreklom od
normalnog bronhijalnog epitela. Ova ¢elijska linija je dobijena imortalizovanjem primarnih
éelija adenovirus 12 - SV40 hibridom koji nema moguénost replikacije. Celije BEAS 2B su
zadrzale sposobnost diferencijacije 1 pogodne su za ispitivanje uticaja hemijskih 1 bioloskih
agenasa. Podlezu terminalnoj skvamoznoj diferencijaciji u prisustvu vece koli¢ine seruma i

prilikom postizanja potpune konfluentnosti.

Celije BEAS 2B su podvrgavane tretmanima i potom kori§éene za izolaciju totalne
RNK 1 tranzijentnu transfekciju, dok je medijum u kome su celije gajene koriS¢en za

analizu proteina.
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3.2.1.3 Bakterijski sojevi

U ovom radu je koriS¢en bakterijski soj E. coli DH5a (SupE44 AlacUl169
(¢80lacZAM15) hsdR17 recAl end Al gyrA96 thi-1 relAl).

Bakterijski soj E. coli je u ovom radu kori$¢en za kloniranje.

3.2.2 Plazmidni vektori

Plazmidni vektori sa ampicilinskom rezistencijom kori$¢eni u ovom radu su bili
sledec¢i: pBluescriptT/A (59) i dva ekspresiona pGL4 vektora, pGL4.10[luc2] i
pGL4.70[hRluc] (Promega). pBluescriptT/A je vektor veli¢ine 2994 bp i koristi se za
kloniranje. Vektor pGL4.10[luc2], veli¢ine 4242 bp, sadrzi reporterski gen za luciferazu
poreklom iz svica (Photinus pyralis), dok vektor pGL4.70[hRluc], veli¢ine 3522 bp, sadrzi

reporterski gen za luciferazu poreklom iz renile (Renilla reniformis).

Plazmidni vektori su koriS¢eni za kloniranje i tranzijentne transfekcije.

3.2.3 Oligonukleotidi

U ovom radu su koriSc¢eni sledeci oligonukleotidi:

TGFB1 P1F 5'-GGGAAGCTTGCTTAGCCACATGGGAGGTGC-3'
TGFB1 P1R 5-GGGCCATGGGCTCAGAGCCGGGGGGGTGE-3
TGFB1 SESF 5-GGGCTCGAG CACTGG GGA GCTATG GAA GG-3'
TGFB1 SESR 5'-GGGAAG CTT CCCAGAACG GAAGGA GAGTC-3'
TGFB1 RTF 5-AAGGACCTCGGCTGGAAGTGG-3'

TGFB1 RTR 5-CCGGGTTATGCTGGTTGTACA G-3'

GAPDH F 5-GTGAAGGTCGGAGTCAACG-3'

GAPDHR S-TGAGGTCAATGAAGGGGTC-3'
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Oligonukleotidi TGFB1 P1F, TGFB1 P1R, TGFB1 SESF i TGFB1 SESR su
koriséeni u reakaciji lan¢éanog umnozavanja polimerazom, dok su oligonukleotidi TGFB1
RTF, TGFB1 RTR, GAPDH F i GAPDH R kori$¢eni za relativnu kvantifikaciju gena.

3.2.4 Agensi za tretmane bioloskog materijala

Imena i koncentracije agenasa kori$¢eni za tretmane u ovom radu su navedeni u
tabeli 3.

Tabela 3. Imena agenasa i kori§¢ene koncentracije

Naziv supstance Finalna koncentracija
Montelukast (MNT) 100 uM
Deksametazon (DEX) 5uM
Prednizon (PR) 10 uM
Dapson (DAP) 10 uM
Polinol (PL) 0,25 mg/mL
Ekstrakt duvanskog dima (CSC¥*) 40 ug/mL
Lipopolisaharid (LPS) 10 pg/mL

*CSC - eng. Cigarette Smoke Condensate

3.3 Metode

3.3.1 Priprema bioloskog materijala

3.3.1.1 Izolovanje DNK

Za izolovanje DNK iz limfocita periferne venske krvi se koristi komercijalni kit
QIlAamp DNA Blood Mini (Qiagen) prema protokolu proizvodaca. U epruvete se sipa 200
uL krvi, a zatim se doda 20 uL QIAGEN Protease 1 200 pL pufera AL. SmeSa se promesa 1
inkubira 10 min na 56°C. Po inkubaciji u epruvetu se doda 200 pL etanola (96%-100%),

smeSa se promesa, nanese na prethodno sklopljenu kolonu i centrifugira 1 min na 8000
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rpm. Pri svakom centrifugiranju epruveta od 2 mL u kojoj se sakuplja filtrat se odbaci, a
kolona prenese na novu. Nakon §to se epruveta zameni, na kolonu se nanese 500 pL pufera
AW1. Centrifugiranje se ponovi 1 min na 8000 rpm. Nakon toga se doda 500 pL pufera
AW?2 i centrifugira 3 min na 13000 rpm. Kolona se dodatno centrifugira 1 min na 13000
rpm da bi se obezbedilo potpuno uklanjanje pufera AW2, a zatim prenese na novu
epruvetu. Doda se 150 uL destilovane vode, ostavi na sobnoj temperaturi 1 min, a zatim
centrifugira 1 min na 8000 rpm. lzolovana DNK koja je rastvorena u vodi se ¢uva na -
20°C.

3.3.1.2 Obrada indukovanog sputuma

U uzorak indukovanog sputuma se dodaje mukoliticki agens, 0,1% ditiotreitol
(DTT), ¢ija je koli¢ina 4 puta veca od uzorka. Uzorak se inkubira 1 h na 37°C uz
konstantno meSanje na 700 rpm pri Cemu se raskidaju disulfidne veze. Nakon
homogenizacije uzorak se centrifugira 5 min na 2200 rpm. Supernatant se odbaci, a talog se
resuspenduje u 1 mL fosfatnog pufera (PBS; eng. Phosphate Buffered Saline; 137 mM
NaCl, 3,7 mM KCI, 1,8 mM KH2POs, 10,1 mM Na;HPOs).

3.3.1.3 Exvivo tretman ¢elija indukovanog sputuma

Nakon $to se na adekvatan nacin pripremi, uzorak indukovanog sputuma se podeli
na dva dela, pri ¢emu se jedan deo tretira odgovaraju¢im agensom rastvorenim u PBS-u do
finalne koncentracije, a u drugi deo koji se koristi kao negativna kontrola se doda samo
PBS. Obe smese, tretirana i netretirana, se inkubiraju 30 min na 37°C, a zatim se
centrifugiraju 5 min na 2200 rpm. Supernatant se odbaci, a ¢elijski talog se resuspenduje u

rastvoru za izolaciju RNK (Slika 7).
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Slika 7. Shematski prikaz obrade indukovanog sputuma i ex vivo tretmana sputumskih
¢elija

DTT - ditiotreitol; PBS - fosfatni pufer (eng. Phosphate Buffered Saline)

3.3.1.4 Ex vivo tretman pune krvi

Uzorak periferne krvi se podeli na dva jednaka dela, a zatim se jedan deo tretira
odgovaraju¢im agensom rastvorenim do finalne koncentracije u PBS-u, dok se drugi deo u
koji se doda samo PBS koristi kao negativna kontrola. Dalje se tretirana i netretirana smesa
inkubiraju 30 min na 37°C, a zatim centrifugiraju 5 min na 1600 rpm. Supernatant se

odbaci, dok se ¢elijski talog resuspenduje u 1 mL razblazenog pufera za liziranje eritrocita
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(155 mM NH4CI, 10 mM NaHCOs, 0,1 mM EDTA). Smese se inkubiraju 30 min na 37°C
uz konstantno mesanje, a zatim se centrifugiraju 15 min na 1600 rpm. Supernatant se odlije,
dok se celijski talog ispere tri puta sa 500 uL. PBS-a centrifugiranjem na 1600 rpm u

trajanju od 3 min, a potom se resuspenduje u rastvoru za izolaciju RNK.
3.3.1.5 Izolovanje RNK

Rastvori koji se koriste za izolaciju RNK se prave sa DEPC-vodom. DEPC-voda se
prethodno priprema kao 0,1% dietilpirokarbonatni rastvor, inkubiran na 37°C preko nodéi,

nakon ¢ega se autoklavira 1 h na 100°C.

Za izolaciju totalne RNK iz ¢elija se koristi TriReagent rastvor (Life Technologies),
monofazni rastvor fenola i guanidin-izotiocijanata, prema uputstvu proizvodada. Celije se u
epruveti resuspenduju dodavanjem 1 mL TriReagent rastvora. Smesa se inkubira na sobnoj
temperaturi 5 do 10 min, a ¢elije se dodatno liziraju laganim meSanjem pomocu pipete. U
liziran uzorak se doda 200 pL hloroforma, epruveta se snazno promucka i inkubira na
sobnoj temperaturi 15 min. Uzorak se centrifugira 15 min na 12000 rcf na 4°C, nakon Cega
se jasno izdvajaju sledece faze: vodena faza u kojoj se nalazi RNK (gornja faza), interfaza
(srednja faza) i organska faza u kojoj se nalaze DNK i proteini (donja faza). Vodena faza se
prebaci u novu epruvetu, doda se 1 mL izopropanola, i smeS$a se lagano promesa
invertovanjem tube. Kako bi se istalozila RNK, smeSa se inkubira 10 do 15 min na sobnoj
temperaturi. Epruveta se dalje centrifugira 15 min na 12000 rcf na 4°C, a zatim se odlije
supernatant. Talog se opere sa 1 mL hladnog rastvora 70% DEPC-etanol (etanol razblazen
sa DEPC-vodom) i epruveta se centrifugira 10 min na 12000 rcf na 4°C. Supernatant se
odlije, RNK talog se osusi na sobnoj temperaturi i rastvori u DEPC-vodi. Uzorak se do

dalje upotrebe cuva na -80°C.
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3.3.2 Analiza DNK, RNK i proteina

3.3.2.1 Odredivanje koncentracije nukleinskih kiselina

Koncentracija i Cistoca DNK 1 RNK se odreduju spektrofotometrijski merenjem
apsorbance na 260 nm i 280 nm, koriS¢enjem aparata NanoVue (GEHealthcare
Lifesciences).

3.3.2.2 Reakcija lané¢anog umnoZavanja polimerazom

Reakcija lan¢anog umnozavanja polimerazom (PCR; eng. Polymerase Chain
Reaction) omogucava umnozavanje segmenta DNK definisanog oligonukleotidima koji su
komplementarni njegovim krajevima. Ovom metodom se stvara veliki broj kopija sekvence
DNK od interesa koriste¢i malu koli¢inu polazne DNK. Metoda se zasniva na osobini DNK
polimeraze da ugraduje pojedina¢ne nukleotide na 3'-OH kraj rastuceg polinukleotidnog
lanca i time sintetiSe komplemenatran lanac na postoje¢u matricu (DNK). Za zapocinjanje

reakcije neophodno je prvo vezivanje grani¢nika koji ima slobodnu -OH grupu na 3' kraju.

U PCR reakciju se dodaju odgovaraju¢i grani¢nici zavisno od Zeljenog fragmenta,

dok je ostatak reakcione smeSe isti u svim reakcijama i ¢ine je slede¢e komponente:

e 5 uL 10x pufera za Taq polimerazu sa MgCl> (Kapa)

e 5uL smese ANTP (2 MM dATP, 2 mM dTTP, 2 MM dGTP, 2 mM dCTP)
e po 1l pL grani¢nika (10 pmol/uL)

e 5 uL DMSO (dimetil-sulfoksid)

e 0,5uL (1 U/uL) Taq polimeraze (Kapa)

e 5 puL rastvora DNK (20-50 ng)

e Destilovana voda do 50 puL

Koristi se slede¢i program za umnozavanje: 95°C/10 min; 35 ciklusa: 95°C/45 sec,

60°C/1 min, 72°C/30 sec; 72°C/10 min.
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3.3.2.3 Preciséavanje DNK fragmenata

Za precis¢avanje fragmenata DNK dobijenih reakcijom lancanog umnoZzavanja
polimerazom se koristi komercijalni kit QIAquick PCR Purification Qiagen po protokolu
koji je obezbedio proizvodac. Na jednu zapreminu PCR smeSe se doda pet zapremina
pufera PBI. Zatim se smeSa dobro promesa, prenese na prethodno sklopljenu QIAquick
spin kolonicu i centrifugira 1 min na 13000 rpm. Sakupljena te¢nost se odbaci, a kolonica
vrati na istu tubu od 2 mL. Doda se 750 uL pufera PE i postupak centrifugiranja se ponovi.
Nakon sto se te¢nost ponovo odbaci, kolonica se dodatno centrifugira 1 min na 13000 rpm.
Zatim se kolonica prebaci na ¢istu epruvetu, nanese 30 pL destilovane vode i inkubira 1
min na sobnoj temperaturi. DNK se eluira sa kolonice centrifugiranjem 1 min na 13000

rpm.
3.3.2.4 Sekvenciranje DNK

Metodom sekvenciranja se odreduje redosled nukleotida u molekulu DNK. Metoda
se zasniva na sposobnosti DNK polimeraze da sintetiSe komplementarni lanac DNK,
nastavljaju¢i oligonukleotidni lanac vezan za jednolancanu DNK. Reakcija sinteze
komplementarnog lanca se zaustavlja ugradivanjem didezoksiribonukleotida (ddNTP) koji
ne poseduje 3'-OH grupu na molekulu dezoksiriboze neophodnu za elongaciju molekula
DNK. Reakcije se vrSe sa samo jednim grani¢nikom. Na ovaj nacin se dobija serija
jednolan€anih fragmenata koje se zavrSavaju didezoksiribonukleotidom i ¢ija se duzina
razlikuje za po jedan nukleotid. Svaki od cetiri didezoksiribonukleotida je obeleZen
razli¢itom fluorescentnom bojom, ¢ime je omoguceno da se reakcija sekvenciranja vrsi u
istoj reakciji. Za reakciju sekvenciranja je potrebno na adekvatan nacin pripremiti
preciS¢enu matricu DNK (PCR produkt ili plazmid) 1 odgovaraju¢i oligonukleotid.
Sekvenciranje DNK se vr§i komercijalnim kitom Big Dye Terminator v.3.1 Cycle

Sequencing (Applied Biosystems).
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Reakcija sekvenciranja se odvija u smesi ukupne zapremine 8 pL koja sadrzi:

e 1 uL PCR produkta (6-12 ng)
e 1 uL oligonukleotida (3,2 pmol/uL)
e 2 uL Ready Reaction MIX (Applied Biosystems)

e 4 L destilovane vode

Koristi se slede¢i program za umnozavanje: 96°C/10 min; 25 ciklusa: 96°C/10 min,
50°C/5 sec, 60°C/4 min.

Nakon umnozavanja, dobijeni produkti reakcije sekvenciranja se precis¢avaju. U 8
uL reakcione smese se doda 40 pL rastvora A (1,2 mL 3 M Na-acetata (pH 5,2), 25 mL
etanola i 5,8 mL H20). Zatim se smesa centrifugira 10 min na 13000 rpm. Nakon odlivanja
supernatanta postupak ispiranja taloga sa 200 uL 70% etanola i centrifugiranja 10 min na
13000 rpm se ponovi dva puta. Talog se osusi i rastvori u 20 uLL HiDi Formamide (Applied
Biosystems). Tako pripremljeni uzorci se nanesu na aparat i podvrgavaju kapilarnoj
elektroforezi. Sekvenciranje se vr$i na Cetvorokapilarnom automatizovanom sistemu za
elektroforezu sa sistemom za detekciju zasnovanim na fluorescenciji 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). Podaci dobijeni sekvenciranjem se obraduju pomocu

softvera Sequencing Analysis Software 5.2 (Applied Biosystems).
3.3.2.5 Metoda polimorfizma duZine restrikcionih fragmenata

Metoda polimorfizma duzine restrikcionih fragmenata (RFLP; eng. Restriction
Fragment Length Polymorphism) omogucava direktnu detekciju promena u DNK sekvenci.
U zavisnosti od toga da li je ispitivana promena prisutna ili odsutna iz sekvence DNK
zavisi¢e 1 o¢uvanost mesta prepoznavanja odredene restrikcione endonukleaze. Obrada
PCR produkata odredenim restrikcionim enzimom, rezultuje dobijanjem DNK fragmenata
razli¢ite duzine. Nakon razdvajanja produkata digestije na agaraznom gelu prisustvo

promene potvrduje odredeni obrazac traka.
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Digestija PCR fragmenta restrikcionim enzimom Ddel radi detekcije nukleotidne
zamene u sekvenci DNK se vrsi u reakcionoj smesi od 45 pL koja sadrzi 40 pL umnozenog
fragmenta, 4,5 uL 10x NE Buffer 3 (New England BioLabs) i 0,5 puL enzima Ddel (10
U/uL, New England BioLabs). Reakciona smesa se inkubira preko no¢i na 37°C.

Digestija PCR fragmenta restrikcionim enzimom Tail se vr$i u reakcionoj smesi od
20 uL koja sadrzi 17,5 uL umnozenog fragmenta, 2 uLL 10x R Buffer (Thermo Scinetific) i
0,5 uL enzima Tail (10 U/uL, Thermo Scinetific). Reakciona smesa se inkubira 3 h na
60°C.

3.3.2.6 Elektroforeza DNK u gelu od agaroze

Elektroforeza se vr$i u 1x puferu TAE (40 mM Tris, 20 mM Na-acetat, 1 mM
Na,EDTA) pri naponu 7-10 V/cm. Kako bi se omogucila vizualizacija DNK u gel se dodaje
etidijum-bromid (0,5 pg/mL), a zatim se gel osvetljava UV svetlos¢u. Elektroforezom u 2%
gelu od agaroze se analiziraju fragmenti dobijeni reakcijom lanCanog umnozavanja i
fragmenti dobijeni digestijom PCR produkata restrikcionim enzimima. Analiza plazmidne
DNK i produkata dobijenih digestijom plazmidne DNK se vrsi elektroforezom u 1% gelu

od agaroze.
3.3.2.7 Sinteza komplementarne DNK

Sinteza komplementarne DNK (cDNK) se vr$i pomoc¢u komercijalnog kita High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) po uputstvu proizvodaca.
U prisustvu nasumi¢nih grani¢nika i reverzne transkriptaze totalna informaciona RNK
(IRNK) se prevodi u jednolan¢anu ¢cDNK. Sinteza ¢cDNK se vrs$i u reakcionoj smesi

ukupnog volumena od 20 pL sledeceg sastava:

e 2uL 10x pufera RT
e 0,8 uL 25x dNTP (100 mM)
e 2 pL 10x nasumi¢nih grani¢nika

e 1 uL RNaze inhibitora
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e 1 pL MultiScribe reverzne transkriptaze
e 0,25-1 pg RNK

e destilovana voda bez RNaze do 20 uL

Za sintezu cDNK se prema uputstvu koristi slede¢i program: 25°C/10 min;

37°C/120 min, 85°C/5 sec.
3.3.2.8 Kvantifikacija ekspresije gena qRT- PCR metodom

Kvantitativni PCR u realnom vremenu (qRT-PCR; eng. Quantitative Real-Time
PCR) je najosetljivija i najpouzdanija metoda za kvantifikaciju nukleinskih kiselina koja se
bazira na detekciji fluorescentnog signala. Ovom metodom se prati akumulacija DNK
produkta tokom PCR reakcije. U pocetnim ciklusima PCR reakcije signal nije detektabilan
i tim ciklusima se definiSe osnovni nivo signala amplifikacione krive. Taka u kojoj
intenzitet signala PCR reakcije doseZe intenzitet fluorescentnog signala iznad osnovnog
nivoa oznacen je kao “treshold” i1 definisan je parametrom Ct. Parametar Ct se definiSe kao

ciklus u kome intenzitet fluorescencije dostize osnovni nivo.

Za kvantifikaciju ekspresije gena metodom SYBR Green se koristi komercijalni Kit
Briliantll SYBR Green QPCR Low ROX Master mix (Agilent Technologies) prema
uputstvu proizvodaca. Fluorescentna SYBR Green boja se vezuje za male zljebove cDNK

sintetisane tokom PCR reakcije.

Reakcija umnozavanja gena metodom SYBR Green se odvija u smesi u ukupnoj

zapremini 10 uL koja sadrzi:

e 5 uL Briliant I SYBR Green QPCR Low ROX Master mix
e 300 nM odgovarajucih grani¢nika

e 25ng cDNK

Za reakciju umnozavanja se koristi slede¢i program: 50°C/2 sec; 95°C/3 min, 40
ciklusa: 95°C/15 sec, 60°C/1 min. Merenje se vr$i na aparatu 7500 Real-time PCR (Applied

35



Materijal i metode

Biosystems) u triplikatu. Nakon svakog merenja se odreduje kriva topljenja fragmenta kako

bi se potvrdila specifi¢nost reakcije.

Za merenje nivoa ekspresije gena u tretiranim uzorcima se koristi gRT-PCR metoda
sa komparativnom ddCt analizom. Ekspresija ciljnog gena se normalizuje u odnosu na
endogenu kontrolu i u odnosu na kalibrator. Relativna vrednost koli¢ine ekspresije se
dobija prema formuli: Q = 29t gde je ddCt = dCtyzorak - Ctalibrator = (Ctarget, uzorak -
Ctendogena kontrola, uzorak) - (Cttarget, katibrator = Ctendogena kontrola, kalibrator). K20 endogena kontrola je
koris¢ena ekspresija gena gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaze (GAPDH; eng.
Glyceraldehide 3-Phosphate Dehydrogenase), a za kalibrator je odabrana srednja vrednost

normalizovanih vrednosti ekspresije ciljnog gena u netretiranim uzorcima.
3.3.2.9 Kvantifikacija proteina ELISA metodom

Metod ELISA (eng. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) se Kkoristi za
odredivanje koncentracije proteina u te€nim uzorcima 1 zasniva se na imunoenzimskoj
reakciji. U eseju se koristi mikrotitar ploca sa bunariéima c¢ija su dna obloZena
odgovaraju¢im antitelima. Nakon dodavanja uzorka i monoklonskog antitela obeleZenog
biotinom, uzorak se nalazi izmedu dva sloja antitela (sendvi¢ ELISA). Peroksidaza rena
(HRP; eng. Horseradish Peroxidase) je zdruZena sa streptavidinom koji se vezuje za biotin.
Nakon formiranja avidin-biotin kompleksa dodaje se supstrat tetrametilbenzidina (TMB;
eng. Tetramethylbenzidine). Peroksidaza oksiduje bezbojni TMB u plavo obojeni produkt.
Reakcija se prekida dodavanjem sumporne Kiseline pri ¢emu se razvija Zuta boja.
Apsorbanca se o¢itava spektrofotometrijski koriS¢enjem filtera 450 nm i korekcijom talasne

duZine oduzimanjem apsorbance izmerene na filteru 620 nm.

Ukoliko se u uzorku odreduje koncentracija proteina koji se sekretuju u neaktivnoj
formi, neophodno je prethodno ekstrahovati uzorak. Pod ekstrakcijom se podrazumeva
prevodenje proteina u imunoreaktivnu formu kako bi bio prepoznat od strane antitela i
mehanizam zavisi od proteina koji se kvantifikuje. Prema protokolu proizvodaca za

komercijalni Multispec TGFB1 ELISA kit se za oslobadanje proteina iz latentnog
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kompleksa koristi Extraction Solution (pH <7). U epruvetu se sipa 100 pL uzorka, a zatim
doda 300 pL rastvora za ekstrakciju i smesa se inkubira 30 min na sobnoj temperaturi uz
konstantno mesanje. Uzorci se centrifugiraju 10 min na 1000 rcf i supernatant se prebaci u
novu epruvetu. Ukoliko su uzorci bogati proteinima dalje se dodatno razblazuju 10 puta
pomocu pufera za razblazivanje. U bunari¢e na mikrotitar ploci se sipa po 200 pL uzoraka
za analizu. U posebne bunarice se sipa po 200 uL uzoraka sa standardizovanom
opadajuc¢om koncentracijom proteina koji se prethodno na adekvatan nacin pripreme. U sve
bunariée se zatim doda 50 pL antitela konjugovanog sa biotinom i smeSe se inkubiraju 3 h
na sobnoj temperaturi. Dalje se svi bunari¢i 4 puta dobro isperu puferom za ispiranje. Zatim
se doda 100 pL rastvora Streptavidin-HRP enzima i smese se inkubiraju 30 min na sobnoj
temperaturi. Ispiranje se ponovi 4 puta, doda se 100 pL TMB supstrata i SmeSe se
inkubiraju u mraku na sobnoj temperaturi maksimalno 30 min. Reakcija se prekida
dodavanjem 100 pL rastvora za zaustavljanje reakcije. Koncentracija citokina (pg/mL) se
odreduje u odnosu na standardnu krivu pri ¢emu se uzima u obzir faktor razblazenja.
Standardna kriva se pravi na osnovu vrednosti izmerenih u uzorcima sa standardizovanim

dvostruko opadaju¢im koncentracijama citokina. Osetljivost ovog eseja je <15 pg/mL.

3.3.3 Rad sa bakterijama
3.3.3.1 Kultivacija bakterija

Bakterije se kultiviSu na temperaturi od 37°C i za rad sa bakterijama su neophodni
sterilni uslovi (60). Bakterije E. coli soja DH5a se gaje u te¢nom medijumu LB (1%
tripton, 1% NaCl, 0,5% ekstrakt kvasca) ili na ¢vrstoj podlozi LA (1% tripton, 1% NacCl,
0,5% ekstrakt kvasca i 1,5% agra). Medijumi za kultivisanje bakterija se steriliSu
autoklaviranjem 20 min na 121°C. Prilikom gajenja bakterija se u te¢ni i ¢vrsti medijum

dodaje odgovarajuci antibiotik.
3.3.3.2 Izolovanje plazmidne DNK
Izolacija plazmidne DNK iz bakterija se vr$i metodom “10 minutni” mini prep

prema prethodno opisanom protokolu (60). U epruvete se odvoji 1,5 mL prekonoéne
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bakterijske kulture i centrifugira 20 sec na 13000 rpm. Supernatant se odlije tako da u
epruveti ostane 50 do 100 pL medijuma LB, a pelet se resuspenduje kratkim meSanjem. U
epruvete se zatim doda 300 pL pufera TENS (1 M Tris HCI (pH 8,0), 0,5 M EDTA, 10 M
NaOH, 10% SDS) i ponovo kratko izmeSa. U istu epruvetu se sipa 150 pL. 3M Na-acetata
(pH 5,2), izmeSa i centrifugira 5 min na 13000 rpm. Supernatant se prebaci u novu
epruvetu, doda se 1 mL hladnog 95% etanola i centrifugira 2 min na 13000 rpm. Talog se
opere sa 500 puL 70% etanola i centrifugira 5 min na 13000 rpm. Dalje se supernatant
odlije, talog osusi i resuspenduje u 30 pL destilovane vode. Do dalje upotrebe plazmidna

DNK se ¢uva na -20°C.
3.3.3.3 Digestija plazmida

Digestija PGL4.10 i BluescriptT/A plazmida restrikcionim enzimima Hindlll i Ncol
se vr$i u reakcionoj smesi od 25 pL koja sadrzi 1 pg plazmida, 2,5 pL. 10x Tango Buffer
(Fermentas), 1 uL enzima Hindlll (10 U/uL, Fermentas) i 1 puL enzima Ncol (10 U/uL,

Fermentas). Reakciona smeSa se inkubira preko no¢i na 37°C.
3.3.3.4 Preciséavanje DNK iz gela od agaroze

Ekstrakcija i1 preciscavanje DNK fragmenata iz gela od agaroze se wvrSi
komercijalnim kitom QIAquick Gel Extraction (Qiagen) prema uputstvu proizvodaca.
Nakon elektroforeze deo gela u kome se nalazi fragment DNK od interesa se isece
skalpelom, izmeri na vagi i prebaci u epruvetu. U epruvetu se dodaju tri volumena pufera
QG (u odnosu na volumen gela) i smesa se inkubira 10 min na 50°C uz povremeno
meSanje. Uzorak se prenese na prethodno sklopljenu QIAquick kolonu i centrifugira 1 min
na 13000 rpm. Sakupljena tecnost se odbaci, a kolona se vrati na istu tubu. Kako bi se
uklonili svi tragovi agaroze doda se 500 uL pufera QG i ponovo centrifugira 1 min na
13000 rpm. Tecnost se odbaci, a na kolonu se doda 750 pL pufera PE i jo§ jednom
centrifugira pri istim uslovima. Kolona se zatim prenese na sterilnu epruvetu i na nju se

nanese 30 uL destilovane vode. Nakon $to tako odstoji 1 min, DNK se eluira
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centrifugiranjem u trajanju od 1 min na 13000 rpm. Do dalje upotrebe ovako izolovana
DNK se ¢uva na -20°C.

3.3.3.5 Ligacija

Precis¢eni fragmenti dobijeni umnozavanjem u PCR reakciji odgovarajué¢im
grani¢nicima se ligiraju u vektor za kloniranje BluescriptT/A. Reakcija ligacije u ovaj
vektor se vrsi u zapremini od 20 pL i sadrzi 2 pL 10x pufera za ligaciju, 1 pL ATP, 1 pL
T4 ligaze (200 U, Fermentas), 50 ng vektora i 140 ng precis¢enog fragmenta. Reakciona

smesa se inkubira preko noci na 4°C.

Ligacija fragmenata dobijenih precis¢avanjem iseCenog inserta iz vektora
BluescriptT/A sa vektorom pGL4.10[luc2] se vr$i u zapremini 20 pL. Reakciona smesa
sadrzi 2 puL 10x pufera za ligazu (Promega), 1 puL T4 ligaze (100 U, Promega), 50 ng
linearizovanog vektora pGL4.10[luc2] i 30 ng precis¢enog inserta. Reakcija ligacije se vrsi

1 h na sobnoj temperaturi, a zatim preko noc¢i na 4°C.
3.3.3.6 Priprema kompetentnih ¢elija E. coli

Kako bi stekle sposobnost da prime strane molekule DNK bakterijske Celije se
tretiraju puferima koji povecavaju propustljivost bakterijske membrane. Priprema
kompetentnih bakterijskih ¢elija za transformaciju se vr$i na sledeci nacin (60). Sa Cvrste
LA podloge se inokuliSe nekoliko pojedina¢nih kolonija u 10 mL te¢nog medijuma LB.
Nakon kultivacije preko no¢i na 180 rpm na 37°C, 2 mL bakterijske kulture se prebaci u
erlenmajer sa 200 mL medijuma LB. Kultura se gaji na 37°C na 180 rpm do dostizanja
opticke gustine (OD; eng. Optical Density) od 0,3 do 0,5 OD/mL koja se meri
spektrofotometrijski na talasnoj duzini od 600 nm. Nakon dostizanja opticke gustine
kultura se centrifugira na 2500 rpm 10 min na 4°C. Supernatant se odlije, a ¢elijski talog se
resuspenduje u 10 mL 0,1 M CaCly, inkubira na ledu 15 min i centrifugira 10 min na 2500
rpm na 4°C. Supernatant se odlije, a talog se resuspenduje u 2 mL hladnog RF2 rastvora
(10 MM MOPS, 10 mM RbCI, 7 mM CaCl: i 15% glicerol). Nakon toga se smesa inkubira
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na ledu 15 min, a zatim se po 20 uL razdeli hladnim nastavcima u hladne 1,5 mL epruvete

na ledu. Kompetentne bakterijske ¢elije se cuvaju do upotrebe na -80°C.

3.3.3.7 Transformacija kompetentnih bakterijskih celija

Metodom transformacije se u bakterije ubacuje zeljena plazmidna DNK. Protokol
za transformaciju bakterija toplotnim Sokom je slede¢i (60). U alikvot kompetentnih ¢elija
se doda 10 uL ligacione smeSe, blago se promesa i inkubira 1 h na ledu. Dalje se smeSa
inkubira 2 min na 42°C kako bi se bakterije transformisale, a zatim ponovo 5 min na ledu.
Transformisanim ¢elijama se doda 400 pL te¢nog medijuma LB bez antibiotika i kultura se
inkubira 1 h na 37°C pri 180 rpm. Nakon toga se te¢na bakterijska kultura utrlja u ¢vrstu

LA podlogu i inkubira preko no¢i na 37°C.

Dobijeni transformanti su vijabilni na LA podlogama nekoliko nedelja. Za duze
¢uvanje transformanata se pripremaju glicerolski stokovi. Odaberu se prekonoc¢ne kulture
za koje je sekvenciranje izolovanih plazmida pokazalo da nose Zeljeni insert i po 850 pL se
doda u epruvete sa 150 pL sterilnog glicerola. Glicerolski stokovi se ¢uvaju na -80°C, a

bakterije ostaju vijabilne nekoliko godina.
3.3.3.8 Priprema plazmidne DNK za transfekcije

Za izolaciju plazmidne DNK za transfekcije u ¢elijskoj kulturi se koristi PureLink
HiPure Plasmid Dna Purification kit (Invitrogen) prema uputstvu koje je obezbedio
proizvodac. U epruvete se odvoji 1,5 mL prekonoc¢ne bakterijske kulture i centrifugira 10
min na 4000 rcf. Supernatant se odbaci. Dodatnih 1,5 mL se odvoji u istu epruvetu i
centrifugiranje se ponovi. U bakterijski talog se doda 400 pL pufera L7 kako bi se lizirale
¢elije. SmesSa se blago promesa invertovanjem tube nekoliko puta i inkubira 5 min na
sobnoj temperaturi. Kako bi se istalozila DNK u istu epruvetu se sipa 400 puL pufera N3,
zatim se smeSa promesa na isti nacin i dobijeni lizat se centrifugira 10 min na 12000 rcf. U
slede¢em koraku se supernatant prenese na kolonu, koja se prethodno kalibrise
propustanjem 2 mL pufera za kalibraciju EQ1. Nakon §to gravitacionim putem uzorak
prode kroz kolonu, plazmidna DNK vezana na koloni se ispere dva puta puferom W8. Sa
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900 pL pufera E4 plazmidna DNK se eluira u ¢istu epruvetu u koju se potom doda 630 pL
100% izopropanola. Smesa se dobro promesa i centrifugira 30 min na 12000 rcf na 4°C.
Supernatant se odbaci, a talog ispere sa 1 mL 70% etanola centrifugiranjem 5 min pod istim
uslovima. Supernatant se ponovo odbaci, a talog se osusi na sobnoj temperaturi 10 min i

rastvori u 50 pL pufera TE. Tako izolovana plazmidna DNK se ¢uva na -20°C.

3.3.4 Rad sa celijskim linijama

3.3.4.1 Kultivacija humanih éelijskih linija

Za rad sa éelijskim linijama su neophodni sterilni uslovi. Celije se gaje u inkubatoru
sa automatskim protokom 5% CO: na temperaturi od 37°C. Za odrzavanje Celijske linije
BEAS 2B se koristi kompletan medijum LHC9 koji se sastoji od 98% bazalnog medijuma
LHCY, 2% fetalnog govedeg seruma (FBS; eng. Fetal Bovine Serum), 10 U/pL penicilina 1
10 ng/mL streptomicina. PBS se koristi za pranje ¢elija, a tripsin (Sigma) za odlepljivanje

¢elija od suda za gajenje. Komponente se pre upotrebe zagreju na 37°C.

Celije se zasejavaju u flask tako $to se alikvoti ¢elija brzo otope, resuspenduju u
svezem kompletnom medijumu 1 prenesu u flask. Subkultivacija se vrsi kada ¢elije dostignu
konfluentnost 80-90% na svaka 2 do 4 dana. Medijum u kome su gajene Celije se odlije, a
éelije se operu PBS-om dva puta. Celije se odlepljuju od suda za gajanje tako §to se doda
1x tripsin i inkubiraju u trajanju od 3 do 5 min. Tripsin se inaktivira dodavanjem
kompletnog medijuma LHC9. Celije se potom pipetom dobro resuspenduju i podele u

odgovarajuce sudove za gajenje ili se deo odvoji za zamrzavanje.

Celije se zasejavaju u odgovarajuce sudove u odredenom broju. Za brojanje éelija se
koristi Neubauer-ova plocica koja ima 4 velika polja, svako sa 16 (4x4) manjih polja, i

gustina Celija se izra¢una po slede¢oj formuli: broj éelija/ml = broj éelija/4x10%.

Zamrzavanje ¢elija se vr$i u medijumu za zamrzavanje koji se sastoji od 90% FBS 1
10% DMSO, u kome DMSO ima krioprotektivnu ulogu. Nakon §to se operu PBS-om i

odlepe od suda celije se iz flaska prebace u tube i centrifugiraju 3 min na 1800 rpm.
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Supernatant se odbaci, a ¢elije se resuspenduju u medijumu za zamrzavanje. Dalje se Celije
razdeljuju u kriotube i zamrznu prvo na -20°C (4 do 8 h), a zatim na -80°C (16 do 24 h).
Nakon toga se ¢elije smeste u tecni azot (-196°C). Na toj temperaturi hemijske i1 fizicke

aktivnosti u ¢eliji su na zanemarljivom nivou i one ostaju vijabilne godinama.
3.3.4.2 Tretmani ¢elija BEAS 2B

Celije BEAS 2B se za tretmane zasejavaju u mikrotitar plodu sa 6 bunariéa pri
gustini 3x10° ¢elija u 1 mL kompletnog medijuma LHC9. Nakon 24 h medijum se odlije, a
¢elije se tretiraju 1 h sa odgovaraju¢om supstancom rastvorenom do finalne koncentracije u
medijumu LHC9 oboga¢enom samo sa 10 U/uL penicilina i 10 ng/mL streptomicina.
Nakon tretmana medijum se odlije u epruvete od 1,5 mL za dalju analizu proteina, a celije

se liziraju pomoc¢u TriReagent rastvora za izolaciju totalne RNK.
3.3.4.3 Transfekcija humanih ¢éelijskih linija

Za transfekciju ¢elija BEAS 2B se koristi reagens Lipofectamine 2000 (Invitrogen),
prema uputstvu proizvodaca. U mikrotitar plocu sa 12 bunarica se zaseju celije pri gustini
1,5x10° u 1 mL kompletnog medijuma LHC9. Nakon 24 h gajenja éelije se u svakom
bunaricu transfekuju sa 980 ng plazmida pGL4.10[luc2] sa odgovaraju¢im insertom i 20 ng
plazmida pGL4.70[hRluc]. U dve tube se sipa po 650 pL medijuma Opti-MEM, a zatim se
u jednu doda DNK, a u drugu 36 uL reagensa Lipofectamine. Obe smeSe se dobro
promesaju, a zatim spoje u jednu koja se dobro izmeSa i inkubira 10 min na sobnoj
temperaturi kako bi se formirao kompleks izmedu DNK i reagensa Lipofectamine. U
meduvremenu se medijum u kome su gajene ¢elije zameni novim medijumom bez seruma.
Dalje se po 100 puL formiranog kompleksa DNK-Lipofectamine nakapa u svaki bunari¢. Pet
sati nakon transfekcije medijum se zameni novim koji sadrzi agens za stimulaciju

promotora i ¢elije se kultiviSu preko no¢i.
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3.3.4.4 Luciferazni esej

Metoda luciferaznog eseja se zasniva na tome da se u istom uzorku mere aktivnosti
dve luciferaze, luciferaze svica (gen [luc2]) i luciferaze renile (gen [hRIluc]). Merenje se
vr§i pomocu luciferaznog reporter sistema (Dual-Luciferase Reporter Assay System,
Promega) prema uputstvu proizvodaca. Celije u kojima se meri aktivnost produkata gena
luc2 i hRluc se prethodno transfekuju plazmidom pGL4.10[luc2] koji nosi Zeljeni insert i
kontrolnim plazmidom pGL4.70[hRluc]. Merenje se vrsi u triplikatu na aparatu GloMax

20/20 Luminometer (Promega).
Priprema celijskih ekstrakata

Celije se isperu dva puta PBS-om, a zatim se u svaki bunari¢ doda 200 pL 1x
Passive Lysis Buffer (Promega). Celije se inkubiraju 30 min na ledu, a potom se dobijeni
¢elijski ekstrakti sakupljaju u epruvete od 1,5 mL i centrifugiraju 30 sec na 13000 rpm.
Supernatanti koji sadrze proteine Celijskih ekstrakata se prebace u nove epruvete od 1,5 mL

1 ¢uvaju na -80°C.
Merenje luciferazne aktivnosti

Za merenje aktivnosti luciferza se odvoji 10 pL c¢elijskih ekstrakata pripremljenih u
1x Passive Lysis Buffer-u. Prvo se meri aktivnost luciferaze svica tako $to se u uzorak doda
50 pL reagensa LAR II (eng. Luciferase Assay Reagent II), koji sadrzi luciferin, supstrat za
luciferazu. Enzimska aktivnost luciferaze se sastoji u prevodenju luciferina u oksiluciferin
pri cemu se emituje luminiscentni signal koji se meri na luminometru. Ovaj signal se
prekida dodavanjem reagensa Stop&Glo Reagent u kome se nalazi koelenterazin, supstrat
za luciferazu renile. Prilikom prevodenja koelenterazina u koelenteramid se emituje drugi

signal koji se takode meri na aparatu, a koji se gasi postepeno tokom merenja.
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3.4 Statisticka obrada podataka

Za statistiCku obradu podataka se koristi softver Statistical Package for Social
Science (SPSS) verzija 20.0. Nezavisne kategorijske promenljive se analiziraju kori$¢enjem
Pirsonovog y? testa. Kolmogorov-Smirnov test se koristi kako bi se analizirala distribucija
kontinualnih vrednosti i izabrao odgovarajuci test. Razlike izmedu kontinualnih vrednosti
za nezavisne uzorke se analiziraju pomocu sledeé¢ih testova: Independent Sample t test,
Independent Samples Mann Whitney U test i Kruskal Wallis test. Razlike izmedu
kontinualnih vrednosti za zavisne uzorke se analiziraju pomoc¢u Paired Sample t testa i
Related Samples Wilcoxon Signed Rank testa. Vrednosti P< 0,05 se smatraju statisticki

znacajnim.
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4 REZULTATI
4.1 Karakteristike grupa ispitanika

Ova studija je ukljucila adultne i pedijatrijske pacijente obolele od astme i zdrave
adultne osobe. U adultnu i pedijatrijsku grupu pacijenata je bilo uklju¢eno po 102
ispitanika, dok je kontrolna grupa ukljucila 58 ispitanika. Osnovne karakteristike grupa

ispitanika su date u tabeli 4.

Tabela 4. Osnovne karakteristike grupa ispitanika

Adultni Pedijatrijski Zdravi

pacijenti pacijenti ispitanici
Ispitanici, n 102 102 58
Godine (srednja vrednost+SD) 43,7+14,3 12,443,8 46,4+10,8
Pol M/Z, % 46/54 57/43 50/50
ITM, kg/m? (srednja vrednostSD) 27,2448 19,7+4,3 26,8+4,6
Pusacki status, % 18 - 62

ITM - indeks telesne mase; M - muski; Z - zenski; SD - standardna devijacija

Polna struktura se nije znacajno razlikovala izmedu ispitivanih grupa. Zdravi
ispitanici ukljuceni u studiju se nisu razlikovali po starosnoj dobi 1 indeksu telesne mase od
adultnih pacijenata, dok je razlika u puSackom statusu bila statisticki znacajna (p<0,001).
Broj pusaca u grupi kontrolnih ispitanika je bio znatno ve¢i u odnosu na broj pusaca u grupi

adultnih pacijenata.

4.2 Detekcija promotorskih varijanti

Iz uzoraka periferne krvi svih ispitanika je izolovana DNK komercijalnim kitom.
Uobicajeni prinos reakcije izolacije na ovaj nacin je iznosio 30-50 ng/uL. Uzorci DNK su

dalje koris¢eni u reakciji lan¢anog umnozavanja polimerazom.
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Bazalni promotor gena TGFB1 i deo negativnog regulatornog regiona su umnozavani
pomocu grani¢nika TGFB1 P1F i TGFB1 P1R. Granicnici su obuhvatali segment DNK
duzine 669 bp. Proksimalni i distalni negativni regulatorni region, kao i proksimalni
pojacivacki region gena TGFB1 su umnozavani grani¢nicima TGFB1 SESF i TGFBI1

SESR. Grani¢nici su obuhvatili segment DNK duzine 980 bp. Produkti PCR reakcije su
analizirani elektroforezom u 2% gelu od agaroze (Slika 8).
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Slika 8. Analiza PCR produkata u 2% gelu od agaroze
1 - DNK lestvica 100 bp
2-4 - PCR produkti dobijeni umnozavanjem pomoc¢u granicnika TGFB1 P1F i TGFB1 P1R
5,6 - PCR produkti dobijeni umnozavanjem pomoc¢u grani¢nika TGFB1 SESF i TGFB1 SESR

Direktnim sekvenciranjem su detektovane promotorske varijante -509C>T i -

800G>A gena TGFB1 u adultnoj i pedijatrijskoj grupi pacijenata. Produkti PCR reakcije su

prvo na adekvatan nacin preciS¢eni, a zatim podvrgnuti reakciji sekvenciranja.

Sekvenciranje je vr$eno u odvojenim reakcijama, a u svakoj reakciji je korisé¢en po jedan od

grani¢nika kojima je vr§eno umnoZzavanje.

U regulatornom regionu promotora gena TGFB1 su detektovane dve promene: C u
T na poziciji -509 i G u A poziciji -800 (Slika 9).

46



Rezultati

ATCCCTE BT[ETTE CTCCTTC

93 9 a9 LX] 50 &3 43 95 93 31 a8
s i i f h L i .

GG GA AA

| |

‘fﬂl{l 'lnlll |ﬂ|
| \ ! /\ /1

Slika 9. Detekcija promotorskih varijanti -509C>T i -800G>A gena TGFB1 metodom

(—

direktnog sekvenciranja
A --509CC; B - -509CT; C--509TT; D - -800GG,; E - -800GA; F - -800AA

Za detekciju promotorskih varijanti -509C>T i -800G>A gena TGFB1 u kontrolnoj
grupi kori$¢ena je PCR-RFLP metoda. Digestija PCR fragmenta radi detekcije promotorske
varijante -509C>T vrSena je restrikcionim enzimom Ddel, dok je za detekciju promotorske

varijante -800G>A koriséen restrikcioni enzim Tael.

Produkti digestije su razdvajani elektroforezom u 2% gelu od agaroze. Fragment sa
varijantom -509C ostaje nesecen (640 bp), dok secenje fragmenta sa varijantom -509T

rezultuje pojavom traka duzine 590 bp i 50 bp (Slika 10).

47



Rezultati

640b :

AN
L RR11]

||

Slika 10. Detekcija promotorske varijante -509C>T gena TGFB1 elektroforezom u 2% gelu
od agaroze
1,2,4--509TT; 3--509CT; 5 - -509CC; 6 - DNK lestvica 100 bp
(Slika je objavljena na engleskom jeziku u radu Dragicevic i saradnici, 2016 (61))

Na Slici 11 su prikazani produkti digestije PCR fragmenta sa promotorskom
varijantom -800G>A. Prisustvo G varijante rezultuje u pojavi traka duzine 400 bp, 370 bp i
210 bp, a varijante A u pojavi traka duzine 610 bp i 370 bp.

610bp
370bp/400bp
210bp

Slika 11. Detekcija promotorske varijante -800G>A gena TGFB1 elektroforezom u 2%
gelu od agaroze
1,5,8--800GA; 2, 3, 4,6,7 - 800GG; 9 - DNK lestvica 100 bp

(Slika je objavljena na engleskom jeziku u radu Dragicevic i saradnici, 2016 (61))
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Obradom podataka dobijenih genotipizacijom ispitivanih varijanti odredene su

ucestalosti alela i distribucije genotipova kod pacijenata i zdravih ispitanika (tabela 5).

Ucestalosti alela 1 distribucije genotipova za promotorske varijante -509C>T i -800G>A

gena TGFBL1 se nisu znacajno razlikovale izmedu grupa pacijenata.

Tabela 5. Ucestalosti alela i distribucija genotipova u ispitivanim grupama

Adultni pacijenti

Pedijatrijski pacijenti

Zdravi ispitanici

n (%) n (%) n (%)
Aleli
-509C 113 (55,4) 107 (52,9) 47 (40,5)
-509T 91 (44,6) 96 (47,1) 69 (59,5)
-800G 191 (93,6) 192 (94,1) 104 (89,7)
-800A 13 (6,4) 12 (5,9) 12 (10,3)
Genotipovi
-509CC 36 (35,3) 31 (30,4) 13 (22,4)
-509CT 41 (40,2) 46 (45,1) 21 (36,2)
-509TT 25 (24,5) 25 (24,5) 24 (41,4)
-800GG 91 (89,2) 91 (89,2) 48 (82,8)
-800GA 9(8,8) 10 (9,8) 8 (13,8)
-800AA 2(2,0) 1(1,0) 2(3,4)

Za analizirane promotorske varijante testirana je Hardi-Vajnbergova ravnoteza

distribucije genotipova u grupama pacijenata i kontrolnoj grupi. Distribucija genotipova za

varijantu -509C>T je bila u Hardi-Vajnbergovoj ravnotezi u ispitivanim grupama (p>0,05),

dok je za varijantu -800G>A odstupala od ravnoteze u adultnoj grupi pacijenata (¥>=6,9;

p=0,010) i kontrolnoj grupi (¥>=3,8; p=0,050). Uocen je blagi porast udestalosti homozigota

-800A A u ovim grupama u odnosu na oc¢ekivane vrednosti.
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4.3 Ispitivanje uticaja promotorskih varijanti -509C>T i -800G>A gena
TGFB1 kao faktora rizika u astmi

Kako bi se promotorske varijante -509C>T i -800G>A gena TGFBL1 analizirale kao
potencijalni faktor rizika u astmi, ucestalosti alela i1 distribucije genotipova su uporedene
izmedu adultne grupe pacijenata i kontrolne grupe. U grupi pacijenata je zapaZeno vise
nosilaca genotipa -509CC (35,3%) u odnosu na kontrolnu grupu (22,4%), ali statisticki
znacajna razlika nije postignuta (p=0,061). Nosioci promotorske varijante -509C su bili
zastupljeniji u grupi pacijenata (55,4%) nego u grupi zdravih ispitanika (40,5%) sa
statistiCkom znacajno$¢u p=0,011. Ucestalosti alela i distribucija genotipova za
promotorsku varijantu -800G>A se nisu statisti¢ki zna¢ajno razlikovale izmedu adultne

grupe pacijenata i kontrolne grupe (p=0,203 i p=0,506, respektivno).

Promotorske varijante -509C>T i -800G>A gena TGFB1 su u daljoj analizi
korelisane sa klinickim parametrima pacijenata. U adultnoj grupi pacijenata nije pokazana
povezanost izmedu ispitivanih varijanti sa parametrima pluéne funkcije (FEV1 i FVC) i
kontrolom astme koja je procenjena na osnovu vrednosti ACT. U uzorcima seruma deset
adultnih pacijenata za koje je prethodno izvrSena genotipizacija promotorskih varijanti -
509C>T i -800G>A je kvantifikovan nivo proteina TGFBL1. 1zmerene koncentracije su bile

u opsegu od 35 do 85 ng/mL i nisu se znacajno razlikovale izmedu genotipova.

Rezultati dobijeni korelacijom promotorske varijante -509C>T gena TGFB1 sa

osnovnim klini¢kim parametrima pedijatrijskih pacijenata su predstavljeni u tabeli 6.
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Tabela 6. Korelacija promotorske varijante -509C>T gena TGFB1 sa klinickim
parametrima kod pedijatrijskih pacijenata sa astmom

Genotipovi
-509CC -500CT -500TT P vrednost

FEV1,% (srednja vrednost+SD) 89,5+17,6 84,6+13,8 92,0+10,8 0,093
FVC, % (srednja vrednost+SD) 86,2+13,3 84,6+12,7 87,8+10,1 0,638
Pozitivne kozne probe, % 90,3 87,0 92,0 0,785
CRP, mg/L (srednja vrednost+SD) 2,1+1,5 2,3+1,9 2,0x1,6 0,745
Kontrola astme,%
Potpuna 74,2 65,9 58,3

0,461
Delimi¢na 25,8 34,1 41,7
Sputumske ¢elije,% (srednja vrednost+SD)
Eozinofili 21,9+18,2 15,5+15,2 21,8420,8 0,316
Neutrofili 34,9+19,9 39,6+16,5 40,7+18,7 0,267
Limfociti 20,2+13,2 20,6122 17,9+11,1 0,780
Monociti 7,6+3,3 7,8+4,1 4,8+4,0 0,051
Makrofazi 16,3+8,5 16,5+7,6 13,5+9,7 0,066

FEV1 - forsirani ekspiratorni volumen u prvoj sekundi; SD - standardna devijacija; FVC - forsirani
vitalni kapacitet (eng. Forced Vital Capacity); CRP - C-reaktivni protein

Monociti i makrofazi su bili zastupljeniji u indukovanom sputumu pacijenata sa
genotipovima -509CC i -509CT nego u indukovanom sputumu pacijenata sa genotipom -
509TT (7,6% i 7,8% vs. 5,0%; p=0,051 za monocite; 16,3% i 16,5% vs.13,5%; p=0,066

za makrofage, respektivno), ali statisti¢ki znacajna razlika nije postignuta.

S obzirom da je u pedijatrijskoj grupi detektovan genotip -800AA samo kod jednog
pacijenta u daljoj analizi korelacije promotorske varijante -800G>A gena TGFB1 sa

klini¢kim parametrima je taj pacijent iskljucen, a rezultati su dati u tabeli 7.
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Tabela 7. Korelacija promotorske varijante -800G>A gena TGFB1 sa Kklinickim
parametrima kod pedijatrijskih pacijenata sa astmom

Genotipovi
-800GG -800GA P vrednost

FEV1, % (srednja vrednost+SD) 87,9£14,9 89,1+11,9 0,660
FVC, % (srednja vrednost+SD) 85,9+12,5 86,2+8,2 0,360
Pozitivne kozne probe, % 88,0 90,0 0,993
CRP, mg/L (srednja vrednost+SD) 3,3+2,5 2,6+5,8 0,128
Kontrola astme, %
Potpuna 68,2 40,0

0,062
Delimi¢na 29,5 60,0
Sputumske ¢elije,% (srednja vrednost+SD)
Eozinofili 19,2+17,2 18,5£22.9 0,717
Neutrofili 37,6£17,8 44,7£21,1 0,553
Limfociti 19,9+11,8 19,8+15,5 0,719
Monociti 7,3+4,1 7,2£3.9 0,273
Makrofazi 16,1+8.,6 10,7+8,6 0,097

FEV1 - forsirani ekspiratorni volumen u prvoj sekundi; SD - standardna devijacija; FVC - forsirani
vitalni kapacitet (eng. Forced Vital Capacity); CRP - C-reaktivni protein

Rezultati su pokazali da postoji tendencija za teZim postizanjem potpune kontrole
bolesti kod pacijenta sa heterozigotnim genotipom -800GA u odnosu na homozigotni
genotip -800GG, ali statisticka znacajnost nije postignuta (p=0,062). Poredenjem rezultata
dobijenih za druge klinicke parametre nije pokazana statisticki znacajna razlika izmedu

genotipova -800GG i -800GA.

Kako bi se ispitao uticaj promotorskih varijanti -509C>T i -800G>A gena TGFB1
na tezinu bolesti, pedijatrijska grupa pacijenata je podeljena na dve podgrupe: podgrupa
pacijenata sa teSkim oblikom astme i1 podgrupa pacijenata sa blagim oblikom astme.
Osnovne klinicke karakteristike, kao i ucCestalosti alela i genotipova su korelisane sa

tezinom bolesti (tabela 8).
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Tabela 8. Analiza klini¢kih parametara i uticaj promotorskih varijanti -509C>T i -800G>A
gena TGFB1 na tezinu astme kod pedijatrijskih pacijenata sa astmom

Tezina astme
Blaga (n=55) Teska (n=47) P vrednost

FEV1, % (srednja vrednost+SD) 88,6+14.9 87,3+14,4 0,796
FVC, % (srednja vrednost=SD) 85,3+12,2 86,6+12,4 0,522
Pozitivne kozne probe, % 87,3 91,5 0,494
CRP, mg/L (srednja vrednost+SD) 2,3+1,8 2,5+1,9 0,271
Kontrola astme, %

Potpuna 94,5 32,6

Delimicna 55 67,4 <000
Sputumske ¢elije, % (srednja vrednost+SD)

Eozinofili 15,5142 23,2+20,3 0,089
Neutrofili 40,7+19,7 35,5+15,6 0,202
Limfociti 20,0+12,2 19,7£12,2 0,861
Monociti 7,7£3.7 6,5+4,2 0,128
Makrofazi 16,4493 14,6+7,3 0,343
Genotipovi, n (%)

-509CC 21 (38,2) 10 (21,3)

-509CT 22 (40,0) 24 (51,1) 0,181
-509TT 12 (21,8) 13 (27,6)

-800GG 1(1,8) 0 (0)

-800GA 5(9,1) 5 (10,6) 0,632
-800AA 49 (89,1) 42(89,4)

Aleli, n (%)

-509C 64 (58,2) 43 (45,7)

-509T 46 (41,8) 51 (54,3) 0.076
-800G 103 (93,6) 89 (94,7)

-800A 7 (6,4) 5(5,3) 0,49

FEV1 - forsirani ekspiratorni volumen u prvoj sekundi; SD - standardna devijacija; FVC - forsirani
vitalni kapacitet (eng. Forced Vital Capacity); CRP - C-reaktivni protein
*Statisti¢ki zna¢ajna P vrednost
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Podgrupe pacijenata sa teSkim i blagim oblikom astme su se statisti¢ki znacajno
razlikovale u kontroli bolesti (p<0,001), dok se vrednosti dobijene za ostale klinicke
parametre nisu razlikovale. Distribucija genotipova za promotorsku varijantu -509C>T se
nije razlikovala izmedu podgrupa. lako je ucestalost varijante -509T (54,3%) bila veca kod
pacijenata sa teSkom astmom u odnosu na pacijente sa blagom astmom (41,8%), statisticki
znacajna razlika nije postignuta (p=0,076). Ucestalosti alela i distribucija genotipova za
promotorsku varijantu -800G>A se nisu razlikovale izmedu podgrupa pacijenata sa teskim i

blagim oblikom astme.

4.4 Ispitivanje uticaja promotorskih varijanti -509C>T i -800G>A gena

TGFB1 na odgovor na terapiju astme u adultnoj grupi pacijenata

Od 102 adultna pacijenta, 97 je klinic¢ki prac¢eno u periodu duzem od tri meseca. Kod
ovih pacijenata je pra¢ena pojava egzacerbacija kao parametra koji ukazuje na lo§ odgovor
na terapiju. Kako bi se ispitala korelacija promotorskih varijanti -509C>T i -800G>A gena
TGFB1 sa odgovorom na terapiju u daljoj analizi su adultni pacijenti podeljeni u dve

podgrupe na osnovu toga da li su imali egzacerbacije u periodu pracenja.

Dobijeni rezultati poredenja osnovnih klinickih parametara, ucestalosti alela i

distribucije genotipova izmedu pacijenata sa i bez egzacerbacija su prikazani u tabeli 9.
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Tabela 9. Analiza klinickih parametara i uticaja promotorskih varijanti -509C>T i -

800G>A gena TGFB1 na pojavu egzacerbacija kod adultnih pacijenata sa astmom

Sa egzacerbacijama  Bez egzacerbacija P vrednost

(n=44) (n=53)

FEV1, % (srednja vrednost+SD) 68,4+21,6 89,0+16,2 <0,001*
FVC, % (srednja vrednost+SD) 87,4+18,3 98,6+14,4 <0,001*
ACT, % (srednja vrednost£SD) 16,3+4,9 21,9+23 <0,001*
Genotipovi, n (%)
-509 CC 12 (27,3) 22 (41,5)
-509 CT 16 (36,4) 22 (41,5) 0,080
509 TT 16 (36,4) 9 (17,0)
-800 GG 40 (90,9) 46 (86,8)
-800 GA 3(6,8) 6 (11,3) 0,745
-800 AA 1(2,3) 1(1,9
Aleli, n (%)
-509C 40 (45,5) 66 (62,3)

0,019*
-509T 48 (54,5) 40 (37,8)
-800G 83 (94,3) 98 (92,5)

0,605
-800A 5(5,7) 8 (7,5

FEV1- forsirani ekspiratorni volumen u prvoj sekundi; SD- standardna devijacija; FVC- forsirani
vitalni kapacitet (eng. Forced Vital Capacity); ACT- test o kontroli astme (eng. Asthma Control
Test);

* Statisticki znacajna P vrednost

Parametri spirometrije (FEV1 i FVC) i vrednosti ACT su bili znatno snizeni u grupi
pacijenata koji su imali ucestalije simptome bolesti. Genotip -509TT je bio ucestaliji u
podgrupi pacijenata koji su imali egzacerbacije (36,4%) u odnosu na podgrupu pacijenata
koji nisu imali egzacerbacije (17,0%), ali ova razlika nije bila statisticki znacajna
(p=0,080). U recesivnom modelu nasledivanja (CC+CTvs. TT) je pokazano da su pacijenti
sa genotipom -509TT pod 2,8 puta ve¢im rizikom za pojavu egzacerbacija U odnosu na
pacijente sa genotipovima -509CC i -509CT (95% interval poverenja 1,0867-7,1816;
p=0,037). Za promotorsku varijantu -509C>T je pokazana statisticki znacajna razlika u
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ucestalostima alela izmedu podgrupa pacijenata sa i bez egzacerbacija (p=0,019). Za
promotrsku varijantu -800G>A nisu uoc¢ene razlike u ucestalosti alela i distribuciji

genotipova izmedu podgrupa.

Broj pusaca u podgrupi pacijenata bez egzacerbacija je bio ve¢i u odnosu na
podgrupu pacijenata sa egzacerbacijama (20,8%vs.13,6%), ali razlika nije bila statisticki
Znacajna (p=0,359). U daljoj analizi je ispitano da li prisustvo odredenog genotipa u
kombinaciji sa puSackim statusom pacijenta ima uticaja na pojavu egzacerbacija. Dobijeni
rezultati nisu ukazali na zdruzeni efekat promotorskih varijanti gena TGFB1 i pusackog
statusa pacijenta na pojavu egzacerbacija (p=0,514 za varijantu -509C>T i p=0,240 za
varijantu -800G>A).

4.5 Analiza ekspresije gena TGFB1 u celijama indukovanog sputuma pod

dejstvom montelukasta ex vivo

Indukovani sputum je uzorkovan od svih pedijatrijskih pacijenta uklju¢enih u studiju.
Za ex Vivo tretmane je selektovano 88 uzoraka Cija je zapremina bila >1 mL. Uzorci
indukovanog sputuma su na adekvatan nacin obradeni, podeljeni u dva jednaka dela, a
zatim je jedan deo tretiran montelukastom (100 uM), a drugi je sluzio kao kontrola. Iz
tretiranih 1 netretiranih sputumskih ¢elija je izolovana RNK kako bi se ispitala ekspresija
gena TGFBL1. Za sintezu komplementarne DNK je koris¢ena RNK izolovana iz oba dela
indukovanog sputuma (tretiranog i netretiranog) istog pacijenta, ukoliko je bila
odgovarajuce koncentracije (20-100 ng/uL). Odnos apsorpcije RNK na 260 nm i 280 nm
(A260/280) je u nekim slucajevima bio nizi (1,6-1,8) od zahtevanog (1,8-2). Od 32
analizirana para uzoraka (treitaranog i netretiranog dela idukovanog sputuma) relativna
kvantifikacija ekspresije gena TGFB1 je uspesno izvrSena metodom gRT-PCR u uzorcima

indukovanog sputuma 22 pacijenta odnosno u 25% ex vivo tretiranih uzoraka.

Nivo ekspresije gena TGFB1 u netretiranim ¢elijama indukovanog sputuma se nije

razlikovao izmedu genotipova (p=0,283). Ekspresija gena TGFB1 je bila smanjena u
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odgovoru na montelukast kod dvadeset jednog pacijenta, dok je kod jednog pacijenta
zapazeno povecanje nakon tretmana. Pacijenti kod kojih je ekspresija gena bila smanjena
nakon tretmana su grupisani prema genotipovima. Promene u ekspresiji gena TGFB1

izmedu tretiranih i netretiranih ¢elija indukovanog sputuma su izraZzene u procentima i

prikazane na Slici 12.
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Slika 12. Ekspresije gena TGFBL1 u ¢elijama sputuma sa razli¢itim genotipom nakon

tretmana montelukastom

Kod nosilaca genotipa -509TT ekspresija gena TGFB1 je bila smanjena nakon
tretmana montelukastom za prosecno 58,9%, vise nego kod nosilaca genotipa -509CC
(49,6%) i genotipa -509CT (31,8%), ali statisticki znaCajna razlika nije postignuta
(p=0,071). U dominantnom modelu nasledivanja nije nadena razlika u promeni ekspresije
gena TGFB1 pod dejstvom montelukasta (CCvs.CT+TT; p=0,704), dok je u recesivhom
modelu ta razlika bila na granici statisticke znacajnosti (CC+CTvs.TT; p=0,056).

Imajuéi u vidu da je isti tip inflamatornih ¢elija zastupljen u indukovanom sputumu

kao i u perifernoj cirkulaciji, uticaj montelukasta na ekspresiju TGFB1 gena je ispitan i na
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leukocitima periferne krvi. Uzorci periferne krvi su uzeti od tri pedijatrijska pacijenta sa
stabilnom astmom, a zatim su podeljeni i ex vivo tretirani montelukastom na isti na¢in kao i
¢elije indukovanog sputuma. Ekspresija gena TGFB1 u leukocitima je bila smanjena nakon

tretmana montelukastom u odnosu na netretirane leukocite za prose¢no 35%.

4.6 Ispitivanje uticaja sredinskih faktora na ekspresiju gena TGFB1 in

vitro

Kako bi se ispitao uticaj sredinskih faktora rizika za nastanak astme na ekspresiju
gena TGFBL, ¢elije BEAS 2B su podvrgavane tretmanima ekstraktom duvanskog dima (40
ng/mL) i lipopolisaharidom (10 pg/mL) u trajanju od 1 h. Agensi su razblazivani u
medijumu bez seruma do finalnih koncentracija. Eksperiment je ukljucivao i netretirane

kontrolne ¢elije.

Ekspresija gena TGFB1 je metodom gRT-PCR analizirana u tretiranim i netretiranim
¢elijama BEAS 2B u triplikatu. Kao endogena kontrola je koris¢en gen GAPDH, a kao
kalibrator je koriS¢ena srednja vrednost ekspresije gena TGFB1 u netretiranim ¢elijama.
Rezultati dobijeni za tretirane uzorke su izrazeni u odnosu na vrednosti dobijene za
kalibrator kome je dodeljena vrednost 1. Rezultati su predstavljeni kao srednja

vrednost=SD na Slici 13.

Ekspresija gena TGFBL1 je bila smanjena nakon tretmana ekstraktom duvanskog dima
za 22% $to je bilo statisticki znacajno (p=0,001). Smanjena ekspresija gena za 18% je
uocena i u odgovoru na tretman lipopolisaharidom, ali statisti¢ka znacajnost nije postignuta

(p=0,087).
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Slika 13. Relativna kvantifikacija ekspresije gena TGFB1 u ¢elijama BEAS 2B nakon
tretmana sredinskim faktorima rizika za nastanak astme
CSC - ekstrakt duvanskog dima (eng. Cigarette Smoke Condensate); LPS - lipopolisaharid; K -
kontrola

4.7 Ispitivanje uticaja lekova za astmu na ekspresiju gena TGFB1 i

sekreciju proteina in vitro

Kako bi se ispitao uticaj razli¢itih lekova na ekspresiju gena TGFB1 i sekreciju
proteina, ¢elije BEAS 2B su tretirane montelukastom (100 uM), deksametazonom (5 puM),
prednizonom (10 uM), dapsonom (10 pM) i polinolom (0,25 mg/mL). Celije su inkubirane
1 h sa lekovima razblazivanim do finalnih koncentracija. Eksperiment je ukljucivao i
netretirane kontrolne ¢éelije. Metodom gRT-PCR je analizirana ekspresija gena TGFB1 u
¢elijama, dok je u medijumu u kome su ¢elije gajene kvantifikovan nivo TGFB1 ELISA
metodom. U medijum koji je kori§¢en za tretmane nije dodavan govedi serum kako ne bi

uticao na analizu, jer je bogat faktorima rasta, uklju¢uju¢i TGFBI.

Ekspresija gena TGFBL1 je analizirana u tretiranim i netretiranim éelijama BEAS 2B u
triplikatu. Kao endogena kontrola je koris¢en gen GAPDH, a kao kalibrator je koris¢ena
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srednja vrednost ekspresije gena TGFB1 u netretiranim ¢elijama. Kalibratoru je dodeljena
vrednost 1, a dobijeni rezultati za tretirane uzorke su izrazeni u odnosu na kalibrator.

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost+SD na Slici 14.
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Slika 14. Relativna kvantifikacija ekspresije gena TGFB1 u ¢elijama BEAS 2B nakon
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tretmana razli¢itim lekovima
DEX - deksametazon; PR - prednizon; MNT - montelukast; DAP - dapson; PL - polinol; K -
kontrola

Ekspresija gena TGFBL1 je bila smanjena nakon tretmana montelukastom za 27% i
nakon tretmana polinolom za 41%. Ove promene u ekspresiji gena su bile statisticki
znacajne (p<0,001 za montelukast i p=0,008 za polinol). Nakon tretmana dapsonom i
kortikosteroidima je zapazena povecana ekspresiju gena TGFB1 u odnosu na netretirane
¢elije. Efekat prednizona na ekspresiju gena je bio dva puta vec¢i u odnosu na deksametazon
(31%vs.15%, respektivno). lako su tretmani dapsonom, prednizonom i deksametazonom
indukovali promene ekspresije gena TGFBL, statisticka znacajnost nije postignuta (p=0,105
za dapson; p=0,326 za deksametazon i p=0,089 za prednizon).
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Kvantifikacija proteina TGFB1 je vrSena u duplikatu. Rezultati analize su pokazali
da nijedan od navedenih lekova nije uticao na koli¢inu sekretovanog proteina TGFB1. Na
Slici 15 su rezultati predstavljeni kao odnos koncentracija proteina TGFB1 izmerenih u

tretiranim i netretiranim ¢elijama BEAS 2B.
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Slika 15. Uticaj lekova na koli¢inu sekretovanog TGFB1

Odnos merenog TGFE1 u medijumu
tretiranih 1 netretiranih celija BEAN 2B

DEX - deksametazon; MNT - montelukast; PR - prednizon; DAP - dapson; PL- polinol; K —
kontrola
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4.8 Analiza promotorske aktivnosti gena TGFB1 in vitro

Analiza aktivnosti promotorskih varijanti gena TGFBL1 je vrSena sa fragmentima koji
su amplifikovani u PCR reakciji pomocu grani¢énika TGFB1 P1F i TGFB1 PIR i koji su
uklonirani u ekspresioni vektor pGL4.10[luc2]. Kloniranje je radeno u nezavisnim
eksperimentima. DNK izolovana iz periferne krvi dva pacijenta za koje je prethodno
odreden homozigotni genotip, -509CC i -509TT, koris¢ena je kao matrica u PCR
reakcijama. Nakon ligacije u vektor pBluescriptT/A i transformacije bakterijskog soja
DH5a E. coli, vektori su izolovani iz prekonoénih bakterijskih kultura, provereni
elektroforezom u 1% gelu od agaroze i analizirani sekvenciranjem. Inserti su dalje isecani
iz vektora pBluescriptT/A pomocu restrikcionih enzima Hindlll i Ncol i Kklonirani u
ekspresioni vektor pGL4.10[luc2]. Konstrukti pGL4.10-TGFB1C i pGL4.10-TGFB1T su
koriséeni za tranzijentne transfekcije ¢elija BEAS 2B. Celije su simultano transfekovane
kontrolnim plazmidom [pGL4.70hRluc]. Aktivnost promotora je merena pomocu sistema
DualGlo Luciferase Assay. lzmerena aktivnost luc2 gena je normalizovana u odnosu na

aktivnost hRluc gena, a rezultati su prikazani kao srednja vrednost+SD.

4.8.1 Uticaj razlicitih agenasa na aktivnost promotora gena TGFB1 in vitro

S obzirom da je izmerena bazalna aktivnost promotora gena TGFB1 bila na granici
detektabilnosti luciferazne aktivnosti, Celije su tretirane razliitim agensima kako bi se
ispitao  njihov stimulatorni uticaj na promotorsku aktivnost. Celije BEAS 2B su
transfekovane u triplikatu reporterskim konstruktom koji sadrzi promotor gena TGFBL1, i
simulatno transfekovane kontrolnim vektorom, pGL4.70hRluc. Nakon pet sati, medijum za
gajenje Celija bez seruma je zamenjen novim u Kome su ispitivane supstance rastvorene do
finalnih koncentracija. U eksperiment su bile ukljucene i netretirane celije kao kontrola.
Rezultati su izrazeni kao odnos aktivnosti ekspresionog vektora i kontrolnog plazmida, a
vrednosti dobijene nakon tretmana su predstavljene u odnosu na kontrolu kojoj je dodeljena

vrednost 1.
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Prvo je ispitan efekat povecane koli¢ine seruma u medijumu, 5% FBS 1 10% FBS, i
dobijene vrednosti su bile blago snizene u odnosu na vrednosti izmerene u netretiranim

¢elijama (Slika 16).

Odnos luciferaza svicafrenila

5% FBS 10% FBS K

Slika 16. Uticaj povisene koncentracije fetalnog govedeg seruma (FBS; eng. Fetal Bovine

Serum) na promotorsku aktivnost gena TGFB1 u ¢elijama BEAS 2B

Celije BEAS 2B su zatim tretirane rekombinantnim proteinom TGFB1 (0,1 ng/mL)
I ekstraktom duvanskog dima (40 pg/mL) kako bi se ispitao stimulatorni uticaj ovih faktora

na aktivnost promotora gena TGFB1. Dobijeni rezultati su prikazani na Slici 17.
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Slika 17. Stimulisu¢i uticaj TGFBL1 i ekstrakta duvanskog dima (CSC; eng. Cigarette Smoke
Condensate) na promotorsku aktivnost gena TGFB1 u ¢elijama BEAS 2B

Oba ispitivana faktora su stimulisala aktivnost promotora gena TGFB1. S obzirom
da je nakon tretmana proteinom TGFB1 aktivnost promotora bila pove¢ana skoro dva puta 1
da bi tretman ekstraktom duvanskog dima mogao da indukuje prekomerno oslobadanje
slobodnih radikala u c¢eliji, u daljim eksperimentima je TGFBI1 koris¢en kao faktor

stimulacije promotorske aktivnosti.

4.8.2 Ispitivanje uticaja promotorske varijante -509C>T na aktivnost

promotora gena TGFB1

Promotorske aktivnosti konstrukata pGL4.10-TGFB1C i pGL4.10-TGFB1T su
analizirane u ¢elijama BEAS 2B u tri nezavisna eksperimenta. Celije BEAS 2B su
tranzijentno transfekovane navedenim  konstruktima i kontrolnim  plazmidom
[pGL4.70hRluc]. Pet sati posle transfekcije, medijum je zamenjen medijumom bez seruma,
a bazalna aktivnost promotora je stimulisana proteinom TGFBI1 preko no¢i u finalnoj

koncentraciji 0,1 ng/mL.
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Dobijeni rezultati su predstavljeni na Slici 18 gde je promotorska aktivnost
konstrukta pGL4.10-TGFBI1T izrazena kao procenat aktivnosti promotora konstrukta
pGL4.10-TGFB1C kome je dodeljena vrednost 100%, odnosno 1. Razlika u promotorskoj
aktivnosti konstrukata pGL4.10-TGFB1C i pGL4.10-TGFBLT je iznosila 100% prema
175,6%. Ova razlika u bazi¢noj promotorskoj aktivnosti zavisno od prisutne varijante, -
509C ili -509T, je bila statisticki znacajna (p<0,001).
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Slika 18. Uticaj varijante -509C>T na aktivnost promotora gena TGFB1 u ¢elijama BEAS
2B
PGL4.10TGFB1C - ¢elije transfekovane konstruktom sa promotorskom varijantom -509C
PGL4.10TGFBLT - ¢elije transfekovane konstruktom sa promotorskom varijantom -509T

4.8.3 Analiza uticaja promotorske varijante -509C>T na aktivnost promotora

gena TGFB1 pod dejstvom montelukasta

Uticaj montelukasta na promotorsku aktivnost gena TGFBL1 je ispitivan pomoc¢u
luciferaznih eseja u ¢elijama BEAS 2B. Celije su zasejavane u heksaplikatu, tranzijentno
transfekovane konstruktima pGL4.10-TGFB1C i pGL4.10-TGFBL1T 1 kontrolnim
plazmidom [pGL4.70hRluc]. Nakon pet sati ¢elije su pretretirane sa TGFB1 (0,1 ng/mL)
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preko noéi. Celije transfekovane odgovarajuéim konstruktima su tretirane u triplikatu 1 h

montelukastom rastvorenim u medijumu bez seruma do finalne koncentracije 100 uM, dok

su netretetirane transfekovane celije sluzile kao negativna kontrola. Izmerena je aktivnost

promotora u tretiranim i netretiranim ¢elijama, a dobijene vrednosti su normalizovane u

odnosu na aktivnost kontrolnog vektora. Aktivnosti konstrukta pGL4.10-TGFB1T u
netretiranim ¢elijama i konstrukata pGL4.10-TGFB1C i pGL4.10-TGFBI1T u tretiranim

¢elijama su izrazeni u odnosu na aktivnost konstrukta pGL4.10-TGFB1C u netretiranim

¢elijama kojoj je dodeljena vrednost 100%, odnosno 1 (Slika 19).
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Slika 19. Uticaj varijante -509C>T na aktivnost promotora gena TGFB1 pod dejstvom

PGL4.10-TGFBIC PGL4.10-TGEBIT

montelukasta u ¢elijama BEAS 2B

PGL4.10TGFBI1C - ¢elije transfekovane konstruktom sa promotorskom varijantom -509C

PGL4.10TGFBI1T - ¢elije transfekovane konstruktom s a promotorskom varijantom -509T

Nakon tretmana montelukastom promotorska aktivnost konstrukta pGL4.10-
TGFBIC je porasla za 48,3%, dok je u slucaju konstrukta pGL4.10-TGFB1T promotorska
aktivnost povecana za 100,3%. lako je promotorska aktivnost oba konstrukta pod dejstvom
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montelukasta bila ve¢a u odnosu na bazi¢ne vrednosti odgovarajucih konstrukata, ova
razlika nije bila statisticki znacajna (p=0,060 za pGL4.10-TGFB1C i p=0,062 za pGL4.10-
TGFBLT). Promotorska aktivnost konstrukta sa -509T varijantom je bila dva puta veca
nakon stimulacije montelukastom u odnosu na odgovor konstrukta sa promotorskom

varijantom -509C i ova razlika je bila statisticki znac¢ajna (p=0,035).
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5 DISKUSIJA
5.1 Analiza promotora gena TGFB1 u astmi

U ovom radu su direktnim sekvenciranjem analizirani bazalni promotor i regulatorni
region gena TGFB1 kod adultnih i pedijatrijskih pacijenata sa astmom kako bi se utvrdilo
prisustvo promena u sekvenci DNK. U proksimalnom negativnom regulatornom elementu
je detekotvana bazna zamena C u T na poziciji -509, a u prvom pojacivackom elementu na
poziciji -800 je uocena bazna zamena G u A. S obzirom da su kod pacijenata obolelih od
astme u promotoru gena TGFB1 detektovane samo varijante -509C>T i -800G>A,
prisustvo ovih varijanti je u grupi zdravih ispitanika analizirano metodom PCR-RFLP.
Metoda PCR-RFLP je izabrana za analizu ovih varijanti u kontrolnoj grupi, jer predstavlja
standardnu metodu za detekciju baznih zamena od interesa. Pored toga u laboratorijskoj
praksi je pokazano da je u odnosu na direktno sekvenciranje ova metoda ekonomiénija i

jednostavnija za izvodenje.

Promotorska varijanta -509C>T je Cesto ispitivana kao fakor rizika u astmi i drugim
inflamatornim bolestima. Medutim, studije asocijacije u kojima je ova varijanta ispitivana
su dale kontradiktorne rezultate (41). Nukleotidna zamena C u T je povezana sa poviSenim
nivoom transkripcije gena TGFB1, povisenim nivoom TGFB1 u perifernoj cirkulaciji i
povisenom produkcijom IgE u serumu (44-46, 62, 63). U odnosu na promotorsku varijantu
-509C>T, promotorska varijanta -800G>A je rede proucavana u astmi i drugim bolestima, a

dovodi se u vezu sa smanjenom ekspresijom gena TGFB1 (42, 44, 47, 48, 64, 65).

Za razliku od promotorske varijante -800G>A gena TGFB1, za varijantu -509C>T
se uocava velika varijabilnost u ucestalostima alela i genotipova u razli¢itim populacijama.
Ucestalosti alela -509T (59,5%), genotipa -509TT (41,4%), kao i alela -800A (10,3%)
dobijenih za zdravu populaciju u ovoj studiji su bile u opsegu ucestalosti dobijenith u
drugim studijama (24,2-71% za alel -509T; 2,5-44,5% za genotip -509TT i 5,2-15,7% za
alel -800A) (23, 42, 44, 45, 48, 64-70). Ucestalost genotipa -800AA (3,4%) dobijena u
nasoj studiji za populaciju Srbije je bila visa u odnosu na ucestalosti dobijene za druge
populacije (0-1,4%) (42, 44, 48, 64, 65).
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Distribucija dobijenih genotipova za promotorsku varijantu -509C>T je bila u
Hardi-Vajnbergovoj ravnotezi u svim ispitivanim grupama za razliku od varijante -
800G>A. Uocen je blagi porast homozigota -800AA u grupi adultnih pacijenata (2%) i
kontrolnoj grupi (3,4%) u odnosu na pedijatrijsku grupu pacijenata (1%). S obzirom da je
dobijena ucestalost alela -800A u adultnoj grupi pacijenata iznosila 6,4%, a u kontrolnoj

grupi 10,3% homozigotni genotipovi u ovim grupama nisu o¢ekivani.

Do odsustva Hardi-Vajnbergove ravnoteze moze do¢i usled greske u genotipizaciji,
populacione stratifikacije ili male veli¢ine grupe. U ovoj studiji je izvrSena regenotipizacija
tako da smo prvi navedeni razlog iskljucili. Grupe adultnih i pedijatrijskih pacijenata su
ukljucile isti broj ispitanika i razlika u uéestalosti genotipa -800AA za 1% u ovim grupama
je dovela do odstupanja od Hardi-Vajnbergove ravnoteze u adultnoj grupi pacijenata. S
obzirom da su se razlikovali kriterijumi po kojima su adultni i pedijatrijski pacijenti
selektovani za studiju, razlika od 1% moze biti slu¢ajna i nastati usled populacione
stratifikacije. U drugim studijama koje su ispitivale varijantu -800G>A distribucije
dobijenih genotipova su bile u Hardi-Vajnbergovoj ravnotezi (42, 44, 48, 64). Imajuéi u
vidu da je naSa studija ukljucila manji broj ispitanika u odnosu na druge studije, odstupanje
od Hardi-Vajnbergove ravnoteze moze biti posledica male veli¢ine grupe, kao i

heterogenosti ispitivanih populacija.

5.2 Uloga promotorskih varijanti gena TGFB1 kao faktora rizika za
nastanak astme

Ucestalosti alela i genotipova promotorskih varijanti -509C>T i -800G>A dobijene
u ovoj studiji se nisu razlikovale izmedu pedijatrijskih i adultnih pacijenata. Grupa zdravih
adultnih osoba selektovanih za studiju se nije razlikovala po opstim karakteristikama (pol,
godine i ITM) od adultnih pacijenata. Dobijene ucestalosti alela i distribucija genotipova su
uporedene izmedu adultnih pacijenata i zdravih ispitanika kako bi se promotorske varijante

-509C>T i -800G>A ispitale kao potencijalni faktori rizika za nastanak astme. Pedijatrijski
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pacijenti nisu bili uklju¢eni u ovu analizu s obzirom da za ovu studiju nije bila dostupna

odgovarajuca kontrolna grupa sa kojom bi bili uporedeni.

Rezultati ovog istrazivanja nisu pokazali povezanost varijanti -509C>T i -800G>A
sa patogenezom astme. Za promotorsku varijantu -509C>T je uoCen porast ucestalosti
genotipa -509CC u grupi adultnih pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu (35,3%vs.22,4%,
respektivno) $to je u skladu sa uestalostima dobijenim za populaciju Srbije u prethodnoj
studiji (35,1% u grupi pacijenata i 26,5% u kontrolnoj grupi) (71). Ucestalost alela -509T u
kontrolnoj grupi je bila veéa nego u grupi adultnih pacijenata (59,5%vs.44,6%; p=0,011).
Ovaj rezultat je u skladu sa prethodnim nalazima studija sprovedenih u Srbiji i Poljskoj (69,
71). U vedini drugih studija je ucestalost alela -509T bila veca u grupama pacijenata u
odnosu na zdrave ispitanike ili se nije razlikovala (23, 42, 44, 45, 66-68, 70, 72). Rezultati
nase studije za promotorsku varijantu -509C>T su potvrdili nalaz prethodne studije za
populaciju Srbije i nalaze se u skladu sa rezultatima za korejsku populaciju i evropske
populacije Ceske, Nemacke i Poljske (42, 67, 71, 73, 74). U multietni¢koj studiji
sprovedenoj u Kolumbiji nije pokazana povezanost ove varijante sa astmom (72). Suprotno
ovim studijama, istrazivanja u Velikoj Britaniji, Severnoj Americi, Meksiku 1 vecini
azijskih zemalja su okarakterisale baznu zamenu C u T kao faktor rizika za razvoj astme
(44, 45, 68, 70, 75-77). U naSoj studiji nije nadena razlika u ucestalostima alela i
genotipova izmedu adultnih pacijenata i kontrolne grupe za promotorsku varijantu -

800G>A sto je u skladu sa rezultatima dobijenim u drugim studijama asocijacije (42, 44).

U proucavanju kompleksnih bolesti kao §to je astma se Cesto dobijaju oprecni
rezultati koji mogu biti posledica geneticke heterogenosti populacija, kriterijuma prilikom
selekcije ispitanika, populacione stratifikacije, izlozenosti razli¢itim sredinskim faktorima i
broja ispitanika ukljuCenih u studije. Prema podacima meta-analize u kojoj je obuhvaceno
dvadeset studija koje su ispitivale varijantu -509C>T u astmi, bazna zamena C u T
predstavlja faktor rizika za razvoj astme vise u populaciji Azije nego u beloj populaciji
(41). Studije ukazuju na interakcije varijante -509C>T sa drugim varijantama gena TGFB1
i na udruzenost odredenih haplotipova sa razvojem astme. Promotorska varijanta -509C>T

je okarakterisana kao faktor rizika za nastanak astme u haplotipu sa varijantom +869T>C
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(T-C i C-T), kao i u haplotipu sa nukleotidnim ponovcima (CT)n(CA)m i sa varijantom -
800G>A (23-G-T), dok je u haplotipu sa varijantama +72insC, +869T>C i +915G>C
okarakterisana kao faktor rizika za razvoj tezih oblika astme (44, 66, 68). Nukleotidni
ponovci (CT)n(CA)m koji su ispitivani u haplotipu sa promotorskim varijantama -509C>T
I -800G>A se nalaze 24,9 kb uzvodno od gena TGFB1, u regionu koji nije analiziran u
nasoj studiji. Studija koja je ispitivala ove nukleotidne ponovke je sprovedena u indijskoj
populaciji. Suprotno haplotipu 23-G-T koji je okaraktersian kao faktor rizika za nastanak
astme, u istoj studiji je pokazana povezanost haplotipa 22-G-C sa smanjenim rizikom za
nastanak astme. Unutar oba opisana haplotipa je prisutna varijanta -800G (44). U naSoj
studiji nisu analizirani haplotipovi iz razloga $to je varijanta -800A detektovana sa niskom
ucestalos¢u (10,3%). Promotorska varijanta -509C>T gena TGFB1 je ispitivana i u
interakcijama sa drugim genima. U kombinaciji sa varijantom -308G>A gena TNF je
okarakterisana kao faktor rizika za nastanak astme (23). Hobbs i saradnici su pokazali
sinergisticki uticaj promotorskih varijanti -571C>A gena IL10 i -509C>T gena TGFB1 na

produkciju IgE kod pacijenata sa astmom (62).

U daljoj analizi je ispitivana povezanost promotorskih varijanti -509C>T i -800G>A
sa plu¢nom funkcijom koja je procenjena na osnovu parametara spirometrije, FEV1 1 FVC.
Za razliku od varijante -509C>T, u naSoj studiji je promotorska varijanta -800G>A prvi
put korelisana sa parametrima pluéne funkcije. Poredenjem vrednosti FEV1 i FVC u
grupama pacijenata nije uocena razlika imedu genotipova za bilo koju od ispitivanih
varijanti. Dobijeni rezultati za varijantu -509C>T su u skladu sa nekim studijama, a
suprotni studiji Ueda-e i saradnika u kojoj je pokazano da astmati¢ni pacijenti sa genotipom
-509CC imaju bolju pluénu funkciju odnosno vrednosti FEV1 (101%) u odnosu na
pacijente sa genotipom -509CT (87%) i genotipom -509TT (91%) (45, 69, 78).

Prethodno je pokazana pozitivna korelacija promotorske varijante -509C>T sa
stepenom razvoja atopije procenjenim na osnovu vrednosti dobijenih koznim testom (77).
Rezultati naSe studije nisu pokazali razlike u alergijskoj senzibilizaciji u odnosu na genotip
za promotorske varijante -509C>T i -800G>A. S obzirom da je 88,2% pedijatrijskih

pacijenata bilo osetljivo na razli¢ite alergene, odsustvo povezanosti moze biti posledica
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neujednacenosti U broju pacijenata sa pozitivnim i negativnim rezultatima koznog testa. U
meta-analizi u kojoj je izvrSena substratifikacija prema atopijskom statusu pacijenata, nije
utvrdena povezanost promotorske varijante -509C>T sa razvojem atopijske (alergijske)
astme 1 zapaZeno je da su atopijski pacijenti ukljueni u studije najve¢im delom bili
azijskog porekla (41). Studije u kojima su promotorske varijante -509C>T i -800G>A
korelisane sa koli¢inom IgE u serumu kao atopijskim parametrom nisu pokazale
povezanost promotorske varijante -800G>A sa nivoom IgE za razliku od varijante -509C>T
(42, 44, 45, 62, 72, 78).

S obzirom da je TGFB1 vazan inflamatorni modulator, u ovom istrazivanju je
ispitivana i povezanost promotorskih varijanti -509C>T i -800G>A gena TGFB1 sa
parametrima inflamacije. Najbolji pokazatelj plu¢ne inflamacije je povisen nivo izdahnutog
azot monoksida (FeNO). Merenje FeNO predstavlja funkcionalni test, jer pored
inflamatornih Celija, epitelijalne celije usled inflamacije oslobadaju azot monoksid.
Medutim, u ovoj studiji nije bilo moguce izmeriti FeNO kod pedijatrijskih pacijenata.
Stoga je inflamacija kod pedijajtrijskih pacijenata procenjena na osnovu nivoa C-reaktivnog
proteina u serumu i na osnovu analize indukovanog sputuma. Za razliku od C-reaktivnog
proteina koji je nespecifican parametar sistemske inflamacije, inflamatorne celije
indukovanog sputuma daju pouzdaniju sliku o inflamaciji zastupljenoj u plu¢ima
pacijenata. Medutim, analizom indukovanog sputuma se dobijaju samo podaci o distribuciji

inflamatornih ¢elija, ali ne i 0 Stepenu njihove aktivnosti.

Rezultati nase studije nisu pokazali povezanost promotorskih varijanti -509C>T | -
800G>A gena TGFBL1 sa nivoom C-reaktivnog proteina u serumu pedijatrijskih pacijenata.
Poredenjem distribucije inflamatornih ¢elija indukovanog sputuma je kod pacijenata sa
genotipom -509TT uocen trend ka smanjenoj produkciji monocita (4,8%) i makrofaga
(13,5%) u odnosu na pacijente sa genotipom -509CC i -509CT (7,6% i 7,8% za monocite,
p=0,051; 16,3% i 16,5% za makrofage, p=0,066). Posto je varijanta -509T povezana sa
povecanom ekspresijom gena TGFB1 onda se u njenom prisustvu moze o¢ekivati povisSen
nivo proteina TGFB1. Imaju¢i u vidu da TGFBI inhibitorno deluje na monocite i

makrofage, povisen nivo TGFB1 kod osoba sa genotipom -509TT mozZe biti povezan sa
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smanjenom produkcijom ovih inflamatornih ¢elija. Za promotorsku varijantu -800G>A
gena TGFBL1 nisu uocene razlike u distribuciji inflamatornih ¢elija indukovanog sputuma

izmedu genotipova.

Uticaj promotorske varijante -509C>T na tezinu astme je do sada ispitivan kod
adultnih i pedijatrijskih pacijenata, ali su studije dale opre¢ne rezultate. S druge strane
promotorska varijanta -800G>A je ispitivana u samo jednoj studiji, koja je sprovedena u
grupi adultnih astmati¢ara. U ovom istraZzivanju je analiziran uticaj promotorskih varijanti -
509C>T i -800G>A gena TGFB1 na tezinu bolesti u pedijatrijskoj grupi pacijenata. Grupa
pedijatrijskih pacijenata je podeljena na podgrupe pacijenata sa blagim i teSkim oblikom
astme, a ucestalosti alela i distribucije genotpova su uporedene izmedu podgrupa. Dobijeni
rezultati nisu pokazali povezanost promotorskih varijanti -509C>T i -800G>A sa tezinom
astme S$to je u skladu sa rezultatima prethodnih studija (42, 70, 78). Iako se ucestalosti
genotipova za promotorsku varijantu -509C>T izmedu podgrupa nisu znacajno razlikovale,
zapazen je blagi porast uéestalosti homozigota -509TT (27,6%) kod pacijenata sa teSkom
astmom u odnosu na pacijente sa blagom astmom (21,8%). Ovaj rezultat je u skladu sa
studijom koju su sproveli Pulleyn 1 saradnici, a u kojoj je uocena 1,8 puta visa ucestalost
genotipa -509TT u grupi pacijenata sa teskim oblikom astme u odnosu na grupu pacijenata
sa blagim oblikom astme (68). U nasoj studiji je zapazena visa ucestalost genotipa -509CT
u okviru grupe pacijenata sa teSkim oblikom astme u odnosu na ucestalosti genotipova -
509CC i -509TT (51,5%vs.21,3% i 27,6%, respektivno) §to je u skladu sa rezultatima
prethodnih studija (66, 70). Ucestalost alela -509T je bila povisena kod pacijenata sa teskim
oblikom astme (54,3%) u odnosu na pacijente sa blagim oblikom astme (41,8%). lako
statistiCka znacajnost nije postignuta (p=0,076), u nasoj studiji je uocen trend da astmaticari
koji su nosioci varijante -509T razvijaju teZze oblike astme $to je u skladu sa drugim
studijama (66, 68, 70).

Ranije studije su pokazale da je kod astmaticara genotip -509TT povezan sa
povisenom nivoom TGFB1 u perifernoj cirkulaciji u odnosu na genotipove -509CC i -
509CT, dok za varijantu -800G>A nema podataka (63, 70, 78). U naSoj studiji je

koncentracija TGFB1 izmerena u deset uzoraka seruma adultnih pacijenata sa razlicitim
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genotipom i dobijene vrednosti se nisu razlikovale izmedu genotipova, §to je u skladu sa

nalazom prethodne studije (78).

5.3 Uloga promotorskih varijanti -509C>T i -800G>A u odgovoru na

terapiju astme

Najbolji pristup za proucavanje modulatorne uloge promotorskih varijanti gena
TGFBL1 na terapiju astme je in vivo, pracenjem i evaluacijom astmaticara, ali ovakav pristup
ima brojna ograni¢enja. Za ovu studiju su selektovani adultni pacijenti sa astmom Koji su
imali egzacerbacije u periodu pracenja bez obzira na tip terapije koju su primali, a na
osnovu kojih je procenjen odgovor na terapiju. Za ovakvu vrstu analize je pozeljno
korelisati promotorske varijante sa odgovorom na monoterapiju odredenim tipom leka.
Medutim, neki lekovi se retko (leukotrijenski modifikatori) ili uopSte ne primenjuju kao
monoterapija (beta-2 agonisti), pa je teSko pratiti odgovor na tu vrstu lekova (1). Veliki
problem u dizajniranju ovakvih studija je varijabilnost u izboru terapeutika i njihovih
primenjenih doza. Ovaj problem jo§ viSe dolazi do izraZaja u dizajniranju studija koje
obuhvataju pedijatrijske pacijente. Cesto je kod dece mlade od 5 godina tesko proceniti
odgovor na terapiju, jer se kod ove dece ne primenjuje spirometrija, sto otezava utvrdivanje
intenziteta opstrukcije pluca (3). U ovoj studiji nije bilo moguée formirati grupe pacijenata
koji su bili na monoterapiji, pa je odabran pristup koji podrazumeva ispitivanje odgovora na
terapiju odredenim tipom leka ex vivo na uzorku koji je poreklom od samog pacijenta.
Kako su u opisanom pristupu u uzorku koji se koristi dominantne inflamatorne ¢elije koje
su izvor velikog broja razli¢itih modulatora molekularnih procesa u plu¢ima, selektovani su
pedijatrijski pacijenti sa stabilnom astmom kako bi se umanjio uticaj individualnih

varijacija na dobijene rezultate.

U ovoj studiji je ispitana povezanost promotorskih varijanti -509C>T i -800G>A
gena TGFB1 sa kontrolom bolesti u odabranim grupama pacijenata. Za razliku od
promotorske varijante -509C>T, uticaj promotorske varijante -800G>A na kontrolu bolesti
je prvi put ispitivan u ovoj studiji. Dobijeni rezultati nisu pokazali povezanost varijanti -
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509C>T i -800G>A gena TGFB1 sa kontrolom bolesti u grupama pacijenata. U adultnoj
grupi pacijenata je ucestalost genotipa -509TT kod pacijenata sa loSe kontrolisanom
astmom bila visa za 8% u odnosu na ucestalost kod pacijenata sa dobrom kontrolom
bolesti, ali razlika nije bila statisti¢cki znacajna (p=0,649). U prethodnoj studiji koju su
sproveli Panek i saradnici, a u kojoj su kori$éeni isti kriterijumi za porcenu kontrole bolesti
kao u nasoj studiji, alel -509T je okarakterisan kao faktor rizika za loSu kontrolu astme
(69). Razlike u dobijenim rezultatima mogu biti posledica broja ispitanika uklju¢enih u
studije 1 razlika u ucestalostima genotipova dobijenih za grupe pacijenata. Ucestalost alela -
509C (33%) i genotipa -509CC (2,9%) u studiji koju su sproveli Panek i saradnici su bile
znatno nize od ucestalosti alela -509C (55,4%) i genotipa -509CC (24,5%) dobijenih u
nasoj studiji. U grupi pedijatrijskih pacijenata je ucestalost genotipa -509TT bila poviSena
kod pacijenata sa delimi¢no kontrolisanom astmom (31,3%) u odnosu na pacijente sa
dobrom kontrolom bolesti (21,2%), ali razlika nije bila statisticki znacajna (p=0,587). S
obzirom da su pedijatrijsku grupu ispitanika ¢inili pacijenti sa dobrom (70%) i delimi¢nom

kontrolom bolesti (30%), ovaj rezultat moze biti posledica kriterijuma selekcije.

Prisustvo homozigotnog genotipa -800AA u adultnoj grupi pacijenata je utvrdeno
kod dva pacijenta koja su imali loSu kontrolu bolesti, dok je u pedijatrijskoj grupi
pacijenata genotip -800AA bio prisutan kod jednog pacijenta sa dobrom kontrolom bolesti.
Ucestalost genotipa -B00GA je u adultnoj grupi pacijenata bila dva puta visa kod pacijenata
sa loSom kontrolom u odnosu na pacijente sa dobrom kontrolom bolesti (60%vs.29,5%), ali
nije postignuta statisti¢ki znacajna razlika (p=0,062). U grupi pedijatrijskih pacijenata se
ucestalost genotipa -800GA nije razlikovala izmedu pacijenata sa dobrom i loSom
kontrolom astme (10,5%vs.8,1%). Pored toga S§to su u pedijatrijsku grupu bili ukljuceni
samo pacijenti sa stabilnom astmom, u ovoj studiji je dobijena ucestalost genotipa -800GG
bila ista u obe grupe (89,2%) i bila je znatno viSa u odnosu na ucestalost genotipa -800GA

(8,8% za adultnu grupu i 9,8% za pedijatrijsku grupu).

Kako bi se ispitao uticaj promotorskih varijanti -509C>T i -800G>A na odgovor na
terapiju, grupa adultnih pacijenata je podeljena prema ucestalostima simptoma na podgrupe

pacijenata sa i bez egzacerbacija. Pacijenti sa egzacerbacijama ukljuceni u ovu studiju su
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imali sniZene prose¢ne vrednosti pluéne funkcije FEV1 (68,4+21,6%) i FVC (87,4+18,3%)
u odnosu na pacijente koji nisu imali egzacerbacije (89,0+£16,2% i 98,6+14,4, respektivno).
Kod pacijenata sa egzacerbacijama su vrednosti ACT bile znacajno snizene u odnosu na
pacijente koji nisu imali egzacerbacije (p<0,001). Ovakve vrednosti mogu biti o¢ekivane
imaju¢i u vidu da je kod pacijenata sa egzacerbacijama opstrukcija disajnih puteva
izrazenija, simptomi ¢e$¢i 1 da ovi pacijenti Cesto razvijaju teze oblike astme. U grupi
pacijenata koji su imali ucestalije simptome bolesti uocena je veca ucestalost alela -509T
(54,5%) i genotipa -509TT (36,4%) u odnosu na pacijente koji nisu imalli egzacerbacije
(37,8% za alel -509T i 17% za genotip -509TT). Takode, u recesivnom modelu
nasledivanja je pokazano da su pacijenti sa genotipom -509TT pod 2,8 puta veé¢im rizikom
za pojavu egzacerbacija (CC+CTvs.TT; p=0,037). Rezultati naSe studije ukazuju na
povezanost varijante -509C>T sa pojavom egzacerbacija i genotipa -509TT sa loSim

odgovorom na terapiju astme.

S obzirom da je puSenje povezano sa ucestalijom pojavom egzacerbacija i sa loSim
odgovorom na terapiju, u nasoj studiji je ispitivan sinergistic¢ki uticaj promotorskih varijanti
-509C>T i -800G>A gena TGFB1 i pusackog statusa pacijenta na pojavu egzacerbacija.
Dobijeni rezultati su pokazali da pojava egzacerbacija ne zavisi od prisutnih varijanti u
promotoru gena TGFB1 u kombinaciji sa pusac¢kim statusom pacijenta. Studija koju su
sproveli Salam i saradnici je pokazala da su deca sa genotipom -509TT pod 3,4 puta veéim
rizikom da razviju perzistentnu astmu u odnosu na decu sa genotipom -509CT i -509TT
ukoliko su bila izloZzena duvanskom dimu tokom intrauterinog Zzivota ili zagadenom
vazduhu u ranom detinjstvu (75). S druge strane promotorska varijanta -800G>A nije do
sada ispitivana u ovakvom kontekstu. Rezultati nase studije mogu biti posledica manjeg
broja pacijenata koji su pusaci (17,3%) u odnosu na broj pacijenata koji su nepusaci

(82,7%).

Za promotorsku varijantu -800G>A nisu uocene razlike u ucestalostima alela i
distribuciji genotipova izmedu podgrupa pacijenata sa i bez egzacerbacija. S obzirom da je
promotorska varijanta -800G>A zastupljena sa niskom ucestalo$¢u u ispitivanim grupama i

da nije pokazana povezanost ove varijante sa klinickim karakteristikama pacijenata
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(pluénom funkcijom, inflamacijom i alergijskom senzibilizacijom), moze se pretpostaviti
da varijanta -800G>A nema implikacije u patologiji astme Sto je u skladu sa prethodnim
studijama (42, 44). Imaju¢i u vidu da je bazna zamena G>A povezana sa smanjenom
promotorskom aktivno$¢u gena TGFB1 odnosno produkcijom TGFBL1 i da je varijanta -
800A ucestalija u kontrolnoj grupi (10,3%) u odnosu na ucestalosti u grupama pacijenata
(6,4% za adultnu grupu i 5,9% za pedijatrijsku grupu), ova varijanta bi mogla imati
protektivnu ulogu. U tom slucaju bi osobe sa homozigotnim genotipom za varijantu -800A
bile pod smanjenim rizikom za razvoj astme ili bi bolest nastupila u kasnijim godinama
zivota. Medutim, uCestalost alela -800A je znatno niza u odnosu na ucestalost alela -800G u
opstoj populaciji, pa je potrebno sprovesti dalja istrazivanja koja bi ukljucila znatno veci
broj ispitanika kako bi se razjasnila uloga promotorske varijante -800G>A gena TGFB1 u

astmi.

5.4 Ispitivanje uticaja varijanti gena TGFB1 na odgovor na montelukast

ex vivo

Ovo je prva studija koja je ispitivala da li antagonisti leukotrijenskih receptora imaju
direktan uticaj na ekspresiju gena TGFB1 i da li on zavisi od varijanti prisutnih u
regulatornom regionu gena. Poznato je da usled inflamacije leukotrijeni sekretovani od
strane mastocita 1 eozinofila stimulisu ekspresiju gena TGFBL1 i produkciju proteina cija je
koncentracija u plu¢ima astmatiara obi¢no poviSena (25, 79). Medutim, ne zna se da li
antagonsiti leukotrijenskih receptora uticu na ekspresiju gena TGFB1. StimuliSu¢i uticaj
ovih leukotrijenskih modifikatora bi dodatno doprineo povecanju koncentracije TGFB1 u
plu¢ima i perifernoj cirkulaciji. Na taj nacin bi se pojacali efekti koje TGFB1 ima u astmi

Sto bi posledi¢no moglo da uti¢e na efikasnost terapije ovim lekovima.

U naSoj studiji je ispitivanjem povezanosti promotorskih varijanti -509C>T i -
800G>A gena TGFBL1 sa pojavom egzacerbacija pokazano da bi promotorska varijanta -
509C>T mogla biti povezana sa loSim odgovorom na terapiju. Kako bi se ispitao uticaj
promotorske varijante -509C>T gena TGFB1 sa odgovorom na terapiju antagonistima
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leukotrijenskim receptorima, ¢elije indukovanog sputuma pedijatrijskih pacijenata su ex
vivo tretirane montelukastom. Stoga su za ispitivanje montelukasta selektovani pedijatrijski
pacijenti kod kojih je kontrola astme postignuta terapijom koja nije ukljucivala

leukotrijenske modifikatore.

S obzirom da inflamatorne Celije zastupljene u sputumu oslikavaju mikrosredinu
plu¢nog tkiva pacijenta i da se analiza indukovanog sputuma ve¢ koristi u klinickoj praksi,
indukovani sputum predstavlja pogodan sistem za ovakvu vrstu analize (80). Indukovani
sputum je uzorkovan od svih pedijatrijskih pacijenata ukljucenih u studiju. Pedijatrijski
pacijenti selektovani za studiju su bili pacijenti sa stabilnom astmom kod kojih je
inflamacija bila kontrolisana. Analizom indukovanog sputuma je pokazano da nema
znacajnih razlika u distribuciji eozinofila 1 neutrofila koji predstavljaju dominantne
inflamatorne ¢elije u plu¢ima. Imajuc¢i u vidu da je u ovoj studiji analizirana ekspresija gena
TGFBL1 i da inflamatorne ¢elije sekretuju medijatore koji bi mogli da uticu na ekspresiju
gena TGFBL1 ukljuéujuci i sam TGFB1, ovakav kriterijum je bio neophodan. U suprotnom,
velike fluktuacije u distribuciji inflamatornih ¢elija usled inflamacije bi mogle da uti¢u na

rezultate analize.

Za razliku od naSe studije, u dosadasnjim studijama je montelukast kori§¢en samo
kao blokator leukotrijenskih receptora u eksperimentima in vitro, dok je ex vivo na
ekspresiju TGFB1 od lekova za astmu ispitivan uticaj kortikosteroida (79, 81-83).
Koncentracija montelukasta koriS¢ena za tretmane u naSoj studiji (100 uM) je odredena na
osnovu koncentracija (10 nM - 100 uM) korisc¢enih za tretmane razli¢itih ¢elijskih linija u
prethodnim studijama (81-83). Takode, uzeti su u obzir i podaci o koncentracijama drugih
lekova koris¢enih za stimulaciju ¢elija indukovanog sputuma. U studiji koju su sproveli Gai
1 saradnici su celije indukovanog sputuma astmaticara kultivisane 1 tretirane
deksametazonom (100 pM), a zatim je meren nivo sekretovanog TGFBI1, dok je u studiji
Higashi i saradnika meren nivo leukotrijena nakon ex vivo stimulacije ¢elija indukovanog
sputuma aspirinom (100 uM) (79, 80).
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Dok je u drugim studijama u indukovanom sputumu kvantifikovan nivo TGFB1, u
ovom istrazivanju je iz inflamatornih ¢elija izolovana ukupna RNK kako bi se ekspresija
gena TGFBL1 analizirala na nivou iRNK radi dobijanja preciznije informacije o uticaju leka
na gensku ekspresiju (79, 84-86). Medutim, analiza ekspresije gena TGFB1 u odgovoru na
dejstvo montelukasta je izvrSena na malom broju uzoraka indukovanog sputuma. Usled
interindividualne varijabilnosti u koli¢ini uzorka, uzorci indukovanog sputuma kod 15%
pedijatrijskih pacijenata nisu bili odgovaraju¢e zapremine (>1 mL), pa nisu kori§¢eni za
analizu. Za analizu ekspresije gena TGFB1 su selektovani uzorci 32 pacijenta, jer je RNK
izolovana iz tretiranog i netretiranog dela indukovanog sputuma ovih pacijenata bila
odgovarajuce koncentracije i ¢isto¢e. U ostalim slucajevima kvalitet izolovane RNK je bio
nizak, a u nekim sluc¢ajevima RNK nije detektovana u tretiranom, netretiranom ili u oba

dela indukovanog sputuma.

lako je indukovani sputum pogodan uzorak za procenu interindividualnih varijacija
u odgovoru na antiinflamatornu terapiju, analiza sputuma metodom gRT-PCR ima
odredena ograni¢enja. S obzirom da je svaki uzorak podeljen na dva dela i da je za izolaciju
RNK kori$¢en rastvor TriReagent, prvo ogranicenje se odnosi na broj ¢elija koji je Cesto
manji (1x10%*-1x10° éelija) od predvidenog minimuma prema protokolu (1x108 éelija).
Drugo ogranicenje je kvantitet izolovane RNK koja se degraduje pod dejstvom
ribonukleaza prisutnih u indukovanom sputumu u velikoj meri. Trece ogranicenje se odnosi
na kvalitet izolovane RNK. Uprkos tome S$to se pomocu rastvora TriReagent dobija
izolovana RNK zadovoljavajuceg prinosa, ¢esto u izolatu zaostaje fenol iz samog reagensa

koji uti¢e na odnos apsorpcije RNK na talasnim duzinama 260 nm i 280 nm.

Od selektovanih uzoraka relativna kvantifikacija ekspresije gena TGFB1 je uspesno
izvrSena u uzorcima indukovanog sputuma 22 pacijenta $to je predstavljalo 25% ex vivo
tretiranih uzoraka. Prvo je ispitana povezanost promotorske varijante -509C>T sa nivoom
ekspresije gena TGFB1 u netretiranim ¢elijama indukovanog sputuma i nije utvrdena
razlika u ekspresiji gena u odnosu na genotip. Ovaj rezultat je u skladu sa prethodnom
studijom u kojoj je korelisana promotorska varijanta -509C>T sa ekspresijom gena TGFB1

u leukocitima periferne krvi (69). Poredenjem ekspresije gena TGFB1 u tretiranim i
79



Diskusija

netretiranim ¢elijama indukovanog sputuma za svakog pacijenta je uoceno da postoji trend

ka negativnoj regulaciji transkripcije gena pod dejstvom montelukasta.

U naSoj studiji je pokazano da bi varijanta -509C>T mogla biti povezana sa
odgovorom na montelukast u inflamatornim ¢elijama indukovanog sputuma. Uticaj
montelukasta na smanjenje ekspresije gena TGFB1 je kod nosilaca genotipa -509TT
(58,9%) bio ve¢i u odnosu na nosioce genotipa -509CT (31,8%) i genotipa -509TT
(49,6%). U recesivnom modelu nasledivanja (CC+CTvs.TT) je pokazana razlika u
odgovoru na montelukast koja je bila na granici statisticke znacajnosti (p=0,056). Ovi
rezultati ukazuju na mogucénost da inflamatorne ¢elije pacijenata sa genotipom -509TT pod
dejstvom montelukasta produkuju manju koli¢inu TGFB1 u odnosu na pacijente sa drugim
genotipovima (-509CT i -509CC) sto poslediéno moze biti udruzeno i sa efektima koje ovaj
citokin ima u disajnim putevima. Na taj na¢in bi kroz smanjenu produkciju TGFBI
pacijenti sa genotipom -509TT bolje reagovali na terapiju montelukastom $to bi bilo od

velikog znacaja u terapiji astme.

Imaju¢i u vidu prethodno navedena ograni¢enja koja se odnose na analizu
indukovanog sputuma metodom QRT-PCR, kao i da se celije periferne cirkulacije
infiltriraju u pluca astmaticara, periferna krv tri pedijatrijska pacijenta je tretirana ex vivo
montelukastom. U leukocitima periferne krvi je zapaZena smanjena ekspresija gena TGFB1
u odgovoru na tretman montelukastom §to je u skladu sa rezultatom analize ekspresije gena

u inflamatornim ¢elijama indukovanog sputuma.

S obzirom da je montelukast antagonist leukotrijenskih receptora, najverovatnije u
inflamatornim ¢elijama ima inderektno dejstvo na ekspresiju gena TGFB1. Eozinofili
predstavljaju glavni izvor leukotrijena koji se vezuju za receptore na razliCitim
inflamatornim ¢elijama ukljucujué¢i i same eozinofile (87). Posto je pokazano da
leukotrijeni stimuliSu ekspresiju gena TGFB1, blokiranjem leukotrijenskih receptora se

posledi¢no inhibiraju i efekti koje leukotrijeni imaju na ekspresiju TGFBL1.
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5.5 Uticaj sredinskih faktora rizika za nastanak astme na ekspresiju
gena TGFB1

S obzirom da su ¢elije bronhijalnog epitela glavni izvor TGFB1 u zdravim plu¢ima, u
ovoj studiji je za ispitivanje uticaja sredinskih faktora na ekspresiju TGFB1 odabrana
imortalizovana primarna celijska linija poreklom od bronhijalnog epitela (BEAS 2B).
Celije BEAS 2B se odlikuju ofuvanim morfoloskim i funkcionalnim karakteristikama
kakve se srecu u zdravim plu¢ima i predstavljaju pogodan model sistem za proucavanje
dejstva razli¢itih faktora spoljasnje sredine kojima su pluéa direktno izlozena. Celije
bronhijalnog epitela su za potrebe ovog istrazivanja kultivisane u medijumu obogacenim
2% fetalnim govedim serumom §to je predstavljalo optimalnu koncentraciju, jer u prisustvu
vece koli¢ine seruma ¢elije BEAS 2B podlezu skvamoznoj diferencijaciji. S obzirom da je
u ovom istrazivanju pracena ekspresiija TGFBI, tretmani su vr$eni u medijumu bez seruma
kako bi se izbegao uticaj TGFBI1 koji je u odredenoj meri prisutan u serumu. Tretmani su
primenjivani tako $to je medijum u kome su ¢elije kultivisane zamenjivan medijumom bez
seruma u kome su agensi od interesa razblazivani do finalnih koncentracija. Prilikom
kultivacije ¢elija BEAS 2B u nasoj studiji je primeceno da u potpunom odsustvu seruma
¢elije ne mogu dugo da opstanu, dok dugorocnim izlaganjem €ak i manjoj koli¢ini seruma

usled kumulativnog efekta podlezu strukturnim i funkcionlanim promenama.

Medu faktorima spoljasnje sredine koji se dovode u vezu sa narusenom funkcijom
pluca i razvojem razlicitih respiratornih bolesti uklju¢ujuéi astmu jesu duvanski dim i
infekcije mikroorganizmima. Pluéne celije su izlozene duvanskom dimu direktno kroz
konzumiranje cigareta ili posredno usled sekundarnog pusenja. Mikororganizmi dolaze u
direktan kontakt sa pluénim epitelom i predstavljaju najces¢i uzrok inflamacije u plu¢ima
(88). Kako bi se razjasnila uloga koju TGFB1 ima u astmi, vazno je poznavati uticaj ovih
sredinskih faktora na regulaciju ekspresije gena TGFB1 pre svega u zdravom tkivu. Stoga
je u nasoj studiji ispitivan odgovor gena TGFB1 u ¢elijama BEAS 2B na dejstvo ekstrakta

duvanskog dima i lipopolisaharida koji je bakterijskog porekla.
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Studije u kojima je ispitivan uticaj duvanskog dima na ekspresiju TGFB1 su pokazale
da duvanski dim stimuli$e profibroticka svojstva TGFB1 indukujuéi oksidativni stres koji
posledi¢no vodi aktivaciji latentnog TGFB1. Prema rezultatima studije koju su sproveli
Checa 1 saradnici, pod dejstvom duvanskog dima se povecava ekspresija integrina koji
interagujuci sa latentnim proteinom oslobadaju aktivni TGFBI1 iz latentnog kompleksa
(89). Postoji mali broj studija koje su ispitivale direktan uticaj duvanskog dima na

ekspresiju gena TGFB1 i dale su opre¢ne rezultate (89, 90).

U nasoj studiji je pokazano da pojava egzacerbacija kod adultnih pacijenata ne zavisi
od kombinovanog uticaja promotorskih varijanti -509C>T i -800G>A gena TGFB1 i
pusackog statusa pacijenta. Kako bi se dalje ispitao uticaj ekstrakta duvanskog dima na
ekspresiju gena TGFB1 in vitro, koriS¢ena su dva razliita eksperimentalna pristupa.
Aktivnost promotora gena TGFB1 u odgovoru na dejstvo ekstrakta duvanskog dima je
merena pomocu luciferaznih eseja, dok je relativna ekspresija gena kvantifikovana

metodom qRT-PCR.

Rezultati dobijeni merenjem aktivnosti luciferaze su pokazali povecanje promotorske
aktivnosti gena TGFB1 za 33% nakon prekonoéne stimulacije ekstraktom duvanskog dima,
dok je relativnom kvantifikacijom iRNK utvrdeno da se nakon stimulacije u trajanju od 1 h
ekspresija gena TGFB1 smanjuje za 22%. Ovakva kontradiktornost moze poticati od razlika
u primenjenoj metodologiji, vremena inkubacije 1 same ispitivane sekvence DNK. Moguce
je da ekstrakt duvanskog dima inicijalno negativno reguliSe transkripciju gena, a zatim da
indirektno indukuju¢i ekspresiju transkripcionih faktora ili koaktivatora stimulise
ekspresiju gena TGFB1. U ovoj studiji nije pracena ekspresija gena TGFB1 na nivou iRNK
nakon prekonoéne stimulacije ekstraktom duvanskog dima. S druge strane, imajuci u vidu
da je luciferaznim esejima ispitivan samo bazalni promotor i deo negativnog regulatornog
regiona gena TGFB1, razlike mogu poticati i od uticaja drugih promotorskih sekvenci

ukljucenih u regulaciju transkripcije gena.

Rezultati nase studije su pokazali znac¢ajno smanjenje u ekspresiji gena TGFB1 pod
dejstvom duvanskog dima (p=0,001) Sto je delimi¢no u skladu sa studijom u kojoj je
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pokazano da pri manjoj gustini ¢elija 1x10° ekstrakt duvanskog dima nakon 48 h inkubacije
Ima dozno zavisan inhibitoran efekat na ekspresiju gena TGFB1 u humanim fetalnim
fibroblastima pluca (90). U istoj studiji je pokazano da prisustvo 5% ekstrakta duvanskog
dima stimulide ekspresiju gena TGFB1 pri gustini éelija 5x10° dok 10% ekstrakt
duvanskog dima ima inhibitorno dejstvo pri istim uslovima. Checa i saradnici su pokazali
na tumorskim ¢elijama alveolarnog epitela A549 da se pod dejstvom ekstrakta duvanskog
dima (1%, 5%, 10%) nakon 1-5 nedelja inkubacije u povisenoj meri eksprimiraju geni koji
su udruzeni sa epitelijalno-mezenhimalnom tranzicijom ukljuc¢ujuc¢i gen TGFB1 (89). S
obzirom da su u nasSoj studiji koriS¢ene imortalizovane primarne bronhijalne Ccelije,
dugorocnije izlaganje ekstraktu duvanskog dima bi imalo citotoksi¢an efekat. Imajuci u
vidu i da su tretmani vrSeni u medijumu bez seruma, dugoro¢na kultivacija ¢elija u takvim

uslovima bi takode indukovala smrt ¢elija.

Razlike u dobijenim rezultatima u nasoj i drugim studijama mogu poticati od nac¢ina
pripreme i primenjene doze ekstrakta duvanskog dima, vremena inkubacije, gustine i tipa
¢elija. Za potrebe naSe studije ekstrakt duvanskog dima je dobijen rastvaranjem faze
katrana u DMSO, dok je u drugim studijama pripreman propustanjem dima cigarete kroz
medijum, koji je zatim razblazen i koris¢en za tretmane Celija (89, 90). S obzirom da faza
katrana nije istog sastava kao i faza gasa duvanskog dima, sadrZaj komponenti na koje je
promotor gena TGFB1 osetljiv moze da varira i da indukuje heterogeni odgovor. Takode,
treba uzeti u obzir da se duvanski dim kome su pluéne ¢elije izloZene in vivo razlikuje od
ekstrakta koji se primenjuje in vitro. S obzirom da duvanski dim sadrzi reaktivne vrste
kiseonika pod ¢ijim dejstvom se aktivira signalni put NFkB, smanjena ekspresija gena
TGFB1 moze biti posledica negativne regulacije ekspresije gena od strane transkripcionog
faktora NFkB (91). Pored toga, duvanski dim moze da moduliSe ekspresiju gena za proteine
koji su regulatori signalnog puta TGFB. Springer i saradnici su pokazali smanjenje u
ekspresiji gena SMAD7 u celijama A549 nakon izlaganja 1% i 10% ekstraktu duvanskog
dima, bez uticaja na ekspresiju gena SMAD2, SMAD3 i SMAD4 (92). Na ovaj nacin Se
posledi¢no promovise signalizacija TGFB. Naime, usled smanjene ekspresije gena SMAD7

smanjuje se koli¢ina intracelularnog SMAD?7 koji inhibira signalnu transdukciju TGFB,
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dok signalni proteini SMAD2, SMAD3 i SMAD4 neometano formiraju heterokompleks
koji se translocira u jedro i vezuje za sekvence DNK reguliSuéi ekspresiju razli¢itih gena.
Suprotno ovoj studiji Samanta i saradnici su pokazali da znatno duze izlaganje duvanskom
dimu smanjuje promotorsku aktivnost gena SMAD3 usled deacetilacije histona (93).
Razlike u rezultatima izmedu ove dve studije mogu biti usled vremena izlaganja celija
duvanskom dimu, kao i usled nacina pripreme ekstrakta duvanskog dima. U prvoj studiji su
¢elije inkubirane 48 h sa duvanskim dimom rastvorenim u medijumu, dok su rezultati druge
studije dobijeni nakon viSemesecnog izlaganja celija komercijalnom ekstraktu duvanskog

dima.

U naSoj studiji su Celije tretirane lipopolisaharidom pri koncentraciji 10 ng/mL za
koju je prethodno pokazano da nema toksican efekat na ¢éelije BEAS 2B nakon 48 h
inkubacije. Dobijeni rezultati su pokazali smanjenu ekspresiju gena TGFB1 pod dejstvom
lipopolisaharida u odnosu na netretirane Celije, ali razlika nije bila statisticki znacajna
(p=0,087). Ovi rezultati su u skladu sa prethodnom studijom u kojoj su ¢elije tretirane 10
puta viSom koncentracijom lipopolisaharida (100 pg/mL) u odnosu na koncentracije
koris¢ene u nasoj studiji (94). Sli¢an odgovor na stimulaciju lipopolisaharidom se sre¢e u
inflamatornim cCelijama. Kultivisani neutrofili i makrofazi poreklom iz plu¢a nakon 12 h
tretmana lipopolisaharidom sekretuju manju koli¢inu TGFB1 u odnosu na netretirane Celije
(95). Lipopolisaharid promovise inflamaciju direktno aktiviraju¢i signalne puteve NFkB i
MAPK u ¢elijjama pluénog epitela ili posredno indukujuc¢i mijeloidne ¢elije da sekretuju
citokine koji dalje uti¢u na epitelijalne celije. Smanjena ekspresija gena TGFB1 pod
dejstvom lipopolisaharida je najverovatnije posledica interakcija transkripcionih faktora
NFkB i C/EBPB koje su povezane sa negativhom regulacijom gena TGFB1. Sa druge
strane, signalni putevi TGFB1 i NFkB su medusobno povezani pri ¢emu najvazniju ulogu
ima inhibitorni protein SMAD?7. Pod dejstvom lipopolisaharida aktivira se signalni put i
transkripcioni faktor NFKB koji se vezuje za regulatorne sekvence gena SMAD7. Usled
stimuliSuceg dejstva NFkB na transkripciju gena SMAD7 povecava se koncentracija
SMAD7 1 inhibitorni efekti na signalu transdukciju TGFB. Na taj nacin se posledi¢no

smanjuje ekspresija ciljnih gena u ¢ijoj regulaciji uc¢estvuje TGFB1 (96).
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Pokazana je niska osetljivost ¢elija BEAS 2B i A549 na proinflamatrone medijatore
kao $to su citokini TNF-o i IL-1 koja je najverovatnije u vezi sa protektivnom ulogom kako
bi se sprecila preosetljivost plu¢a na stimuluse koji nisu poreklom od mikroorganizama.
Medutim, ¢elije BEAS 2B i A549 su u velikoj meri neosetljive na lipopolisaharid pri
niskim koncentracijma (<10 ug/mL) (97). Verovatno odgovor ovih ¢elija na lipopolisaharid

zavisi od koncentracije i vremena izlaganja.

Na osnovu svega navednog se moze pretpostaviti da je i odgovor gena TGFB1 na
dejstvo sredinskih fakora za nastanak astme u vezi sa protektivnom ulogom. Na taj nacin se
sprecava fibroza indukovana povisenom koncentracijom TGFBI1 i odrzava homeostaza u

pluc¢ima.

5.6 Uticaj razlicitih terapeutika na ekspresiju gena TGFB1 i sekreciju

proteina

Kako bi se ispitala uloga TGFB1 kao potencijalnog terapijskog modulatora, celije
BEAS 2B su tretirane razli¢itim terapeuticima. Od lekova koji se rutinski koriste u terapiji
astme ispitivani su montelukast i kortikosteroidi. Prethodno je u ovoj studiji pokazano ex
vivo da montelukast smanjuje ekspresiju gena TGFB1 u inflamatornim ¢elijama stoga je u
daljoj analizi ispitano dejstvo montelukasta in vitro. S obzirom da je TGFB1 inflamatorni
modulator i da su kortikosteroidi lekovi sa antiinflamatornim dejstvom, analizirani su efekti
prednizona i deksametazona. Pored kortikosteroida i montelukasta, od lekova koji se ne

koriste rutinski za leCenje astme ispitani su dapson i polinol.

Uticaj lekova na ekspresiju gena TGFB1 kao i na koli¢inu sekretovanog TGFBL1 su
mereni u istom eksperimentalnom sistemu na nivou iRNK, metodom qRT-PCR, i na nivou
proteina ELISA metodom. Dobijeni rezultati su pokazali promene u ekspresiji gena TGFB1

pod dejstvom razli¢itih terapeutika, dok na koli¢inu sekretovanog proteina nisu imali uticaj.
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5.6.1 Uticaj montelukasta

Rezultati ove studije su pokazali da montelukast smanjuje ekspresiju gena TGFB1 u
¢elijama BEAS 2B za 27% u odnosu na netretirane Celije sa statistickom znacajnoScu
p<0,001, dok na koli¢inu sekretovanog TGFBI1 nema znafajnog uticaja. Uticaj
montelukasta na ekspresiju gena TGFB1 u inflamatornim ¢elijama indukovanog sputuma
nakon ex vivo tretmana je bio veci nego u ¢elijama BEAS 2B. Vedéi uticaj montelukasta na
ekpresiju gena TGFB1 u inflamatornim ¢elijama u odnosu na ¢elije BEAS 2B moze poticati
od razlika u model sistemima, ali i samog mehanizma delovanja montelukasta. Klju¢na
razlika izmedu ova dva eksperimentalna pristupa je u tome sto su eozionofili kao najvazniji
izvor leukotrijena bili odsutni u eksperimentima in vitro, pa se njihov modulatorni efekat na
ekspresiju gena TGFB1 moze iskljuciti. S obzirom da TGFBI pozitivno reguliSe ekspresiju
leukotrijenskih receptora na eozinofilima i strukturnim pluénim ¢elijama, smanjena
ekspresija gena TGFB1 pod dejstvom montelukasta bi posledi¢no smanjila i uticaj TGFB1
na ekspresiju receptora za leukotrijene. Na taj nac¢in bi montelukast posredno manjujuci
ekspresiju TGFB1 mogao da reguliSe efekte leukotrijena i poveca svoje antiinflamatorno
dejstvo u terapiji astme. Ovi rezultati su u skladu sa pretpostavkom da montelukast ima
dodatne mehanizme delovanja pored vezivanja za leukotrijenske receptore (98). Na osnovu
eksperimentalnih istrazivanja na miSevima pretpostavljeno je da montelukast utiCe na
signalni put TGFB smanjuju¢i ekspresiju proteina Smad3 koji pripada kanonskom
signalnom putu (99). S druge strane, u humanim fibroblastima pluca leukotrijeni ostvaruju
modulatornu ulogu na ekspresiju gena TGFB1 i kroz alternativni p38 MAP kinazni put
(100). Imajuci u vidu da se montelukast vezuje za iste receptore kao i leukotrijeni, moze se
pretpostaviti da efekat na ekspresiju gena TGFB1 ostvaruje i kroz signalne puteve koji su

nezavisni od SMAD proteina.
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5.6.2 Uticaj sistemskih kortikosteroida

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali povecanu ekspresiju gena TGFB1 u ¢elijama
BEAS 2B nakon tretmana sistemskim kortikosteroidima, koji na koli¢inu sekretovanog
TGFBI nisu imali zna¢ajnog uticaja. Imajuci u vidu da je prednizon manje potentan lek u
odnosu na deksametazon, tokom eksperimenta je koris¢ena visa koncentracija prednizona
(5 uMvs.10 uM, respektivno). lako je ekspresija gena TGFB1 bila povisena dva puta nakon
tretmana prednizonom (31%) u odnosu na tretman deksametazonom (15%), ove promene
nisu bile statisticki znacajne (p=0,089 za prednizon i p=0,326 za deksametazon). S obziorm
da je deksametazon rastvaran u etanolu, a prednizon kao komercijalni lek u vidu tablete
rastvaran u PBS-u, razlika u efektima kortikosteroida na ekspresiju gena TGFB1 moze biti

posledica nac¢ina pripreme lekova za tretmane.

Studije koje su do sada ispitivale uticaj kortikosteroida na ekspresiju TGFBL1 su dale
kontradiktorne rezultate. Stimulisuci efekat kortikosteroida na transkripciju gena TGFBL1 je
pokazan u Celijama karcinoma prostate PC-3, dok u humanim fetalnim fibroblastima plu¢a
HFL-1 i celijama osteosarkoma MG-63 tretman deksametazonom nije imao uticaja na
ekspresiju gena TGFB1 (101-103). Imaju¢i u vidu kompleksnost regulacije ekspresije
ciljnih gena pod dejstvom kortikosteroida, vise razli¢itih mehanizama moze biti uklju¢eno u
regulaciju ekspresije gena TGFB1. Glukokortikoidni receptor bi pod dejstvom
kortikosteroida mogao direktno da stimulise ekspresiju gena TGFB1 vezujuci se za GRE
sekvence u promotoru gena TGFB1 i interagujuci sa koaktivatorima kao $to je p300/CBP.
Pokazano je da na interakcije glukokortikoidnog receptora i transkripcionog faktora CREB
uti¢e deksametazon (>1 uM) pri cemu se posledi¢no indukuje transkripcija razlicitih gena u
¢elijama A549 (104). Pored toga, glukokortikoidni receptor bi mogao direktnim ili
indirektnim putem da inhibira aktivnost transkripcionih faktora AP-1 i NFKB (105). S
obzirom da je AP-1 pozitivan, a NFkB negativan regulator ekspresije gena TGFB1,
smanjena aktivnost ovih transkripcionih faktora moze biti povezana sa poviSenom
ekspresijom gena TGFB1. Pokazano je i da deksametazon inhibira signalni put TGFB
vezujuéi se za SMAD3 (103, 106).

87



Diskusija

U Celijama osteosarkoma MG-63 je zapazena povecana aktivacija latentne forme
TGFB1 u odgovoru na tretman deksametazonom. Pretpostavljeno je da u tome ucestvuju
proteaze (aspartat proteaza i katepsin B 1 D) ¢ije su aktivnosti pod dejstvom kortikosteroida
bile povisene (101). U fibroblastnim ¢elijma HFL-1 je pokazan inhibitorni efekat
budezonida na sekreciju TGFBI1 koji pozitivno koreliSe sa primenjenom dozom i
vremenom inkubacije. U istoj studiji je pokazano slicno dejstvo deksametazona, dok
hidrokortizon nije imao uticaja na ekspresiju TGFB1 (103). S obzirom da su ekspresija
gena TGFBL1 i sekrecija proteina u nasoj studiji ispitivani 1 h nakon inkubacije sa lekovima,
bilo bi pozeljno ispitati uticaj kortikosteroida i u drugim vremenskim tackama. Pokazano je
da kortikosteroidi mogu imati i promenljiv smer delovanja zavisno od vremena inkubacije
(35).

Sistemski kortikosteroidi se koriste periodi¢no kod akutnih stanja pogorSanja bolesti
ili da bi se izbegla kontinuirana inhalaciona terapija. Kod pacijenata kod kojih kontrola
bolesti nije postignuta inhalacionom kortikosteroidnom terapijom, sistemski kortikosteroidi
se primenjuju u duzem vremenskom periodu (13). Ovi pacijenti Cesto razvijaju teSku
opstrukciju disajnih puteva usled strukturnih promena. Imaju¢i u vidu da su strukturne
promene u disajnim putevima povezane sa hroni¢nom inflamacijom, kortikosteroidi bi se
potencijalno mogli koristiti 1 u prevenciji remodelovanja disajnih puteva. Medutim, TGFB1
je kljuéni medijator u remodelovanju disajnih puteva i stimuliSuce dejstvo kortikosteroida
na ekspresiju gena TGFBL1 bi posledi¢no dovelo do povisenog nivoa TGFB1 i moglo bi
pojacati profibroticke efekte TGFB1 u plu¢ima pacijenata. Ova hipoteza je u skladu sa
zapazanjem da je kod pacijenata sa umerenom i teSkom astmom koncentracija TGFB1
povisena u plu¢ima uprkos kortikosteroidnoj terapiji (84, 107). Imajuc¢i u vidu da se
deksametazon i prednizon primenjuju oralnim putem, efekat na ekspresiju TGFB1 u
plu¢ima pacijenata sa astmom moze zavisiti od primenjene doze 1 metabolicke razgradnje
leka, kao i uticaja drugih genetickih faktora. Kako bi se razjasnila uloga TGFB1 u terapiji
astme kortikosteroidima sve navedene faktore bi trebalo uzeti u obzir, i njihov zdruZeni
efekat ispitati in vivo. Najpogodniji sistem za ovakvu vrstu analize bi bio animalni model

sistem.
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5.6.3 Uticaj dapsona i polinola

Dejstvo dapsona i polinola na ekspresiju gena TGFB1 u humanim ¢elijama pluca
BEAS 2B je po prvi put ispitano u naSoj studiji. Tretmani ovim lekovima su indukovali

promene u ekspresiji gena TGFBL, dok na koli¢inu sekretovanog proteina nisu imali uticaj.

Smanjena ekspresija gena TGFB1 za 40% pod dejstvom polinola dobijena u nasoj
studiji je bila statisticki znacajna (p=0,008). Smanjena ekspresija TGFB1 u odgvoru na
primenu ovog leka bi bila od znacaja u prevenciji remodelovanja disajnih puteva u astmi.
Medutim, polinol je homeopatski lek i u nasoj studiji je ispitivano dejstvo celokupnog

terapeutika, ali ne i aktivnih supstanci koje ulaze u njegov sastav.

U naSoj studiji je pokazano da dapson stimuliSe eskpresiju gena TGFB1 za 20% u
¢elijama BEAS 2B, ali ova promena u ekspresiji gena nije bila statisticki znacajna
(p=0,105). Za razliku od polinola koji se daje astmati¢arima bez obzira na tip i tezinu
bolesti, dapson se primenjuje u posebnim slucajevima kada kontrola bolesti nije
uspostavljena. Pre vise od dvadeset godina dokumentovana je jedna klini¢ka studija u kojoj
je ispitivan efekat dapsona u terapiji astme. Pokazano je da se nakon primene ovog leka
kod pacijenata sa astmom u znacajnoj meri Smanjuje potreba za sistemskim
kortikosteroidima ili se u potpunosti prekida kortikosteroidna terapija (108). Dapson
ostvaruje dejstvo inaktiviraju¢i neutrofile i nije poznato da li utice na ekspresiju gena
povezanih sa inflamacijom ili remodelovanjem disajnih puteva. Dugotrajna primena ovog
leka bi mogla da bude povezana sa povisenim nivoom TGFB1 i da doprinese
remodelovanju disajnih puteva. Medutim, dapson ima neZeljena dejstva koja se najviSe
odrazavaju na krvni sistem (hemoliza i1 leukopenija), pa se lek pazljivo dozira i izbegava se

njegova primena u duZzem vremenskom periodu.

Iskustva u primeni dapsona u lecenju astme su empirijska. U klinickoj praksi je
uoceno da pedijatrijski pacijenti sa neutrofilnom astmom koja je lose kontrolisana

kortikosteroidima dobro reaguju na dodatnu terapiju dapsonom (108). Ovakvi rezultati su
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najverovatnije posledica poznatih mehanizama delovanja dapsona na neutrofile u kojima

inhibira aktivnost mijelperoksidaze i produkciju prostaglandina (18, 19).

5.7 Analiza aktivnosti promotorskih varijanti gena TGFB1 in vitro

Da bi se ispitala promotorska aktivnost gena TGFB1 u zavisnosti od prisustva
promotorske varijante -5S09C>T u ovom istrazivanju su ¢éelije BEAS 2B transfekovane
konstruktima sa odgovarajuéim varijantama, pGL4.10-TGFB1C i pGL4.10-TGFB1T.
Celije su simultano transfekovane kontrolnim vektorom. Analiza aktivnosti promotora sa
varijantama -509C i -509T je vrSena metodom dualnog luciferaznog eseja. U ovakvom
eseju ekspresija luciferaze svica se nalazi pod direktnim uticajem promotora od interesa, a
aktivnost luciferaze se normalizuje u odnosu na aktivnost kontrolnog vektora odnosno
luciferaze renile (109). Imajuéi u vidu razlike u hemijskoj prirodi testova, na¢inu izvodenja
eseja i karakteristike merenja, metoda luciferaznog eseja je osetljivija i pouzdanija metoda
u odnosu na druge reporterske eseje u kojima se meri aktivnost enzima kao Sto su
hloramfenikol acetiltransferaza i beta galaktozidaza (109-111). Klju¢na razlika je u tome
§to se metoda dualnog luciferaznog eseja zasniva na tome da se u istom uzorku mere
aktivnosti obe luciferaze. Luciferaza svica 1 luciferaza renile su razli¢itog porekla, razlikuju
se po strukturi i supstratu na koju deluju, stoga predstavljaju idealan sistem za merenje
luminiscencije u istom uzorku (109). Kvantifikacija luminiscencije se odvija u sekundama,
dok se aktivnost hloramfenikol acetiltransferaze i beta galaktozidaze meri u krajnjoj tacki
nakon odredenog vremena inkubacije. Pored toga, na kvantifikaciju aktivnosti beta
galokozidaze moze da utiCe beta galaktozidaza poreklom iz celija, dok na aktivnost

hloramfenikol acetiltransferaze utic¢e i endogena deacetilaza (109-111).

U nasSoj studiji je bilo neophodno pre samog eksperimenta stimulisati promotor gena
TGFB1, jer je promotorska aktivnost izmerena luciferaznim esejima bila na granici
detektabilnosti. Imaju¢i u vidu da je TGFB prisutan u serumu i da pozitivno reguliSe
eskpresiju sopstvenog gena, prvo je ispitano da li kultivacija ¢elija u medijumu obogacenim

serumom moze da stimuliSe bazalnu aktivnost promotora gena TGFB1. Dobijeni rezultati
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su bili suprotni oc¢ekivanim. Prisustvo 5% i 10% fetalnog govedeg seruma je indukovalo
smanjenje promotorske aktivnosti gena TGFB1 za 22% i 26%, respektivno. Stimulacija
rekombinantnim proteinom TGFBI1 je dovela do povecanja promotorske aktivnosti gena
TGFB1 za 81%. Prema podacima iz literature koncentracije TGFB1 koje su kori$¢ene za
tretmane razli¢itih Celija su bile u opsegu 0,1-10 ng/mL (83, 103). U nasoj studiji je
promotor gena TGFB1 uspesno stimulisan pri koncentraciji 0,1 ng/mL i stoga je ova
koncentracija koriS¢ena u daljim eksperimentima. Uoceno je da su celije u odgovoru na
prisustvo 5% 1 10% fetalnog govedeg seruma vise proliferisale u odnosu na kontrolne ¢elije
I ¢elije koje su stimulisane proteinom TGFBL1. S obzirom da TGFB1 ima antiproliferativan
efekat na epitelijalne bronhijalne celije, proliferacija celija pod dejstvom seruma je
verovatno indukovana drugim faktorima rasta prisutnim u serumu. Na osnovu dobijenih
rezultata moZe se pretpostaviti da koncentracija TGFB1 u serumu nije bila dovoljno visoka
da inhibira proliferaciju ¢elija BEAS 2B i da stimuliSe promotorsku aktivnost gena TGFB1
(<0,1 ng/mL).

Ispitivanjem promotorske aktivnosti gena TGFB1 u ¢elijama BEAS 2B u zavisnosti
od prisustva varijante -509C>T, u naSoj studiji je pokazano da prisustvo varijante -509T
povecava bazi¢nu aktivnost promotora za 75,6% u odnosu na prisustvo varijante -509C
(p<0,001). U prethodnim studijama je takode pokazan trend ka vecoj promotorskoj
aktivnosti gena TGFB1 kada je prisutna varijanta -509T (45, 46). Silverman i saradnici su
pokazali da varijanta -509T poveéava promotorsku aktivnost za 30% u ¢elijama A549, dok
su Luedecking 1 saradnici zabelezili povecanje od 24% u imortalizovanim ¢elijama bubrega
poreklom od majmuna. Rezultati nase studije su pokazali znatno veéu razliku izmedu
bazicnih aktivnosti promotora TGFB1 koji nosi varijantu -509T u odnosu na promotor sa
varijantom -509C. Za razliku od naSe studije, Luedecking i saradnici su dobili detektabilne
vrednosti luciferazne aktivnosti bez prethodne stimulacije promotora. Stoga je moguce da
veca razlika izmedu varijanti -509C i -509T potice od stimuliSu¢eg dejstva proteina TGFB1
na aktivnost samog promotora. Nacin normiranja luciferazne aktivnosti moze doprineti
vecoj razlici izmedu aktivnosti promotora dobijenoj u nasoj studiji imajué¢i u vidu da su

Silverman i saradnici dobijene vrednosti luciferaze normirali u odnosu na aktivnost beta
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galaktozidaze. Pored toga, u nasoj studiji je analizirana sekvenca duzine 669 bp, dok su u

prethodnim studijama analizirani fragmenti duzine 270 bp i 424 bp.

Ovo je prva studija u kojoj je promotorska varijanta -509C>T gena TGFB1
analizirana kao potencijalni modulator odgovora na terapiju astme. Preliminarni rezultati
dobijeni stimulacijom inflamatornih ¢elija indukovanog sputuma su ukazali da bi varijanta -
509T mogla biti povezana sa smanjenom ekspresijom gena TGFB1 pod dejstvom
montelukasta. Stoga je odgovor promotorske varijante -509C>T gena TGFB1 na
stimulaciju montelukastom ispitan in vitro luciferaznim esejima. Nakon stimulacije
montelukastom je uoceno da se aktivnost promotora povecava bez obzira koji je nukleotid
prisutan na poziciji -509. Aktivnost promotora sa -509T varijantom je bila oko dva puta
veca nakon stimulacije montelukastom u odnosu na odgovor promotora sa varijantom -
509C. Ova razlika u promotorskoj aktivnosti u odgovoru na tretman montelukastom je bila
statisticki znacajna (p=0,037). U slucaju konstrukta sa promotorskom varijantom -509C
stimulacija montelukastom je povecala aktivnost promotora gena TGFB1 za 48,3%, dok je
to povecanje u prisustvu varijante -509T bilo oko 100,3% u poredenju sa bazi¢nim

vrednostima dobijenim za odgovarajuée varijante.

Luciferaznim esejima je pokazana povecana promotorska aktivnost gena TGFB1 pod
dejstvom montelukasta, dok je metodom gRT-PCR pokazano da montelukast smanjuje
ekspresiju gena TGFB1 za oko 25%. Ovaj suprotan rezultat moZe biti posledica samog
metodoloskog pristupa imaju¢i u vidu da je u luciferaznim esejima analiziran deo 5'
regulatornog regiona gena TGFB1. Fragment DNK koji je insertovan u reporterski vektor
¢ija je aktivnost merena je obuhvatio ceo primarni promotor i deo negativnog regulatornog
regiona koji sadrzi varijantu -509C>T. S obzirom da druge regulatorne sekvence gena
TGFB1 nisu ispitivane u ovom kontekstu, moze se pretpostaviti da je dejstvo montelukasta
na aktivnost promotora gena TGFB1 znatno kompleksnije. Pored direktnog uticaja zavisno
od promena u regulatornim sekvencama, treba uzeti u obzir interakcije sa transkripcionim

faktorima i drugim regulatornim proteinima.
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5.8 Translacioni potencijal

Translacioni potencijal ovog istrazivanja moze se razmatrati sa dva razliita
aspekta. Rezultati ove studije ukazuju da promotorska varijanta -509C>T ima modulatornu
ulogu u odgovoru gena TGFB1 na dejstvo montelukasta, na osnovu ¢ega se moze ispitati
mogucénost genetickog testiranja pre odluke o primeni ovog leka u tretmanu pacijenata. S
druge strane, prac¢enje odgovora inflamatornih ¢elija indukovanog sputuma na stimulaciju

razli¢itim lekovima bi bilo od Sireg znacaja za personalizovani tretman pluénih bolesti.

Geneticko testiranje koje bi obuhvatilo analizu prisustva varijante TGFB1 -509C>T
moglo bi se potencijalno primenjivati kod pacijenata sa astmom koji ne postizu kontrolu
bolesti monoterapijom inhaliranim kortikosteroidima, a pre primene montelukasta. Da bi se
ispitala svrsishodnost ovakvog testa neophodno je sprovesti prospektivne klinicke studije u
kojima bi bili testirani pacijenti koji se podvrgavaju postoje¢em protokolu le¢enja kako bi
se utvrdilo da li nosioci razli¢itih genotipova razli¢ito reaguju na dodavanje montelukasta

kortikosteroidnoj terapiji.

Analiza indukovanog sputuma se ve¢ Kkoristi za procenu odgovora na terapiju
inhalacionim kortikosteroidima, pa bi se ex vivo tretman indukovanog sputuma mogao
razviti u test kojim ¢e se analizirati medijatori koji imaju implikacije u astmi. S obzirom da
se kod veline astmaticara vr§i uzorkovanje indukovanog sputuma za potrebe rutinskih
analiza kako pri dijagnozi, tako i na kontrolnim pregledima, ovaj tip uzorka bi u veéini
slucajeva bio dostupan i za druge analize. Sli¢ne analize vrse se i prilikom klinicke obrade
pacijenata sa drugim pluénim bolestima koje se karakteriSu inflamacijom, kao Sto su
hroni¢na obstruktivna bolest pluca i bronhiektazije. Stoga bi ex vivo analiza indukovanog
sputuma mogla naci primenu i u proceni i leGenju drugih plu¢nih bolesti. Pored toga, ovaj
sistem je potencijalno pogodan i za testiranje razli¢itih doza lekova kako bi se terapija
prilagodila pacijentu. Za razvoj ovog testa i njegovu eventualnu primenu u klinickoj praksi
neophodno je dalje unaprediti metodu uzorkovanja i optimizovati metode za analizu,

imajuci u vidu relativno mali broj ¢elija u uzorku.
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Ukoliko se pokaze da varijanta TGFB1 -509C>T ima potencijal za primenu u
farmakogenetici, to bi bilo od znac¢aja za sve pacijente sa astmom kod kojih se inhalacionim
kotrikosteroidima ne postize zeljeni terapijski efekat. Ovi pacijenti takode bi bili kandidati
za ex Vvivo analizu indukovanog sputuma, a posebno pacijenti mladi od 5 godina, kod kojih
je tesko pratiti efekat terapije zbog nemogucnosti izvodenja spirometrijskih testova.
Identifikovanje medijatora koji dovode do pogorSanja bolesti, a ¢ija je ekspresija pod
dejstvom odredenih lekova smanjena ili povecana, uz poznavanje genetickih faktora koji
mogu da uticu na interindividualne varijacije u odgovoru tih medijatora na lekove 1
moguénost koriS¢enja ex vivo analize indukovanog sputuma za analizu efekta pojedinih

lekova, bi bilo od velikog znacaja za izbor adekvatne terapije u astmi.
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6 ZAKLJUCCI

1.

Analizom 5' regulatornog regiona gena TGFB1 su kod pacijenata sa astmom
detektovane dve bazne zamene: C u T na poziciji -509 i G u A na poziciji -800
Ucestalost alela -509T u populacji Srbiije je 59,5%, dok je ucestalost alela -B00A
10,3% i nalaze se u opsegu ucestalosti dobijenih za druge populacije

Promotorske varijante -509C>T i -800G>A gena TGFB1 ne predstavljaju faktor
rizika za nastanak astme i nisu povezane sa tezinom bolesti

Promotorska varijanta -800G>A nije povezana sa pojavom egzacerbacija, dok
promotorska varijanta -509C>T predstavlja faktor rizika za pojavu egzacerbacija;
pacijenti sa genotipom -509TT su pod 2,8 puta vetim rizikom za pojavu
egzacerbacija u odnosu na pacijente sa genotipovima -509CC i -509CT

Sredinski faktori rizika za nastanak astme, duvanski dim i lipopolisaharid, indukuju
smanjenu ekspresiju gena TGFB1 u ¢elijama BEAS 2B

Montelukast i polinol znacajno smanjuju ekspresiju gena TGFB1 u ¢elijama BEAS
2B, dok na sekreciju TGFB1 nemaju uticaja

Sistemski kortikosteroidi i dapson blago povecavaju ekspresiju gena TGFB1, dok na
sekreciju proteina TGFB1 nemaju uticaja

Promotorska varijanta -509C>T ima modulatornu ulogu u odgovoru gena TGFB1

na dejstvo montelukasta
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IIpuor 1.

H3sjasa o ayropcTBy

ITornucanu-a Canapa 3. Iparuyesuh

Opoj ymuca M3011/2011

U3jaBibyjem
Jla je JOKTOpCKa AucepTalyja Mol HaCJI0BOM

Anaan3a npoMoTopckux Bapujantu reia TGFB1 kao ¢akTopa pusuka u

MOIYJIATOPA OAr0BOPA HA TePANHUjy acTMe

® pe3yJsTaT COICTBEHOT MCTPAKUBAYKOT paja,

e Ja MpeUIoXKeHa JucepTaluja y HeJIMHU HU y JeJOBUMa HMje Ouiia MpeyiokeHa 3a
nobujame OWJI0O KOje JAMIJIOME TpemMa CTYJIUjCKUM IporpaMmMma JApyrux
BHCOKOIIIKOJICKMX YCTaHOBA,

® J1a Cy pe3ylITaTu KOPCKTHO HABECACHU U

e Jla HUCAM KpIINO/JIa ayTopcKa MpaBa U KOPUCTHO MHTEJIEKTYaIHY CBOJUHY OPYTHX
JULA.

HHornuc 1oxkTopanga

V¥ Bbeorpany, 10.10.2017.
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IIpuuor 2.

I/I3jaBa 0 MCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bepsnje AOKTOPCKOI' pajaa

Nwme u nipe3ume aytopa Canpapa 3. /Iparnuesunh
bpoj unnekca M3011/2011
Crynujcku mporpam MouiekyjapHa 0uoJioruja

HacnoB pana AHaJan3a npoMoTopckux Bapujantu reia TGFB1 kao ¢pakropa__
PH3HKA M MOIYJIATOPA 0JIr0BOPA HA Tepanujy acTMe

MenTtop np Anexcanapa Hukoauh u ap paruna Paxojkosuh

W3jaBpyjeM 1@ je MITamIlaHa Bep3Wja MOT JOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA EIEKTPOHCKO]
BEp3WjU KOJy caM TMpenao/na paad TMoXpameHa y JIMIMTaJqHOM Peno3uTopujymy
Yuusepsurera y beorpany.

Jlo3BosbaBam Ja ce o0jaBe MOjU JTUYHU TOJAIM BE3aHU 3a M0OHjamke aKaJeMCKOT Ha3HWBa
JIOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UMe M Tpe3nuMe, ToIuHa U MecTo pohema u naTym oadpaHe
pana.

OBu NMYHU NTOJIALM MOTY ce 00jaBUTH Ha MPEKHUM CTpaHULlaMa AUTUTaIHe OMOIuOTEKe, ¥
€JIEKTPOHCKOM KaTaJIory U 'y myOnukanujama Y HuBep3urera y beorpany.

IMoTrnuc ayropa

VY Beorpany, 10.10.2017.
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IIpuor 3.

H3zjaBa o kopumhemwy

Opnamthyjem YHuUBep3uTeTCKy OMOMMOTEKY ,,CBeto3ap MapkoBuh® na y JlurutamHu
perno3uToprjyM YHuUBep3uTeTa y beorpaay yHece MOjy TOKTOPCKY AHMCEPTalUjy O
HaCJIOBOM:

Anaan3a npomoropckux Bapujantu reia TGFB1 kao ¢akropa pusuka u

MO/IYJIATOPa Or0OBOPA HAa TePaNujy acTMe

KOja je MOje ayTOpCKO JeIIO.

Jucepranujy ca CBUM NpHUJIO3UMa Tpeao/a caM y eJIeKTPOHCKOM (opmary IOrogHoM 3a
TPajHO apXUBUPAE.

Mojy DOKTOPCKY AMCepTaIHjy MOXpameHy y JUruTalHoM perno3uTopujymy Y HUBEp3UTETa
y beorpany u noCTymHy y OTBOPEHOM MPHUCTYILy MOTY Jia KOPHCTE CBU KOjU MOIITYjY
onpenbe caapkane y onaOpanom Ttumy JmineHne KpeatuBne 3ajeqnuine (Creative
Commons) 3a K0jy caM ce OJJTy4HO/Ja.

1. AyropctBO
2. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIHU]ATHO
@AYTOpCTBO — HEKOMepIIrjaaHo — 0e3 mpepaaa
4. AyTOopCcTBO — HEKOMEPIIU]JAITHO — JICJUTH TOJ] UCTUM yCIIOBUMA
5. AytopcTBO — 0e3 npepaaa
6. AyTOpCTBO — JI€IUTH MOJI UCTUM YCIIOBUMA

(Monumo 1a 3a0Kpy>KHUTE caMo jeJHY OJ] IIECT MOHY)EeHHUX JINIEHIIH.
Kparak onvc JIMIEHIN je CacTaBHU JIe0 OBE H3jaBe).

IMoTrnuc ayropa

V¥ Beorpany, 10.10.2017.
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1. AyropcrBo. Jl03BoJbaBaTe YMHOXKABAKE, TUCTPUOYIIH]Y U JABHO CAOIIITaBAKE 1ej1a, U
npepasie, ako ce HaBeJ/Ie MMe ayTopa Ha HauuH ojjpel)eH o1 ctpaHe ayTopa Wiu JaBaona
JUICHIIE, YaK ¥ Y KoMeplrjaiaHe cBpxe. OBo je Hajcmo00 HMja O/ CBUX JIUIICHITH.

2. AyTopcTBO — HEKOMepIHjaaHo. J[03BoJbaBaTe YMHOXKABAWKE, JUCTPUOYIIN]Y U JABHO
CaoIIIITaBamke JeNa, U Ipepajie, ako ce HaBelle IME ayTopa Ha HauuH ojpeheH o ctpaHe
ayTopa WM naBaona juienie. OBa JIMIeHIIa He 103B0JbaBa KOMEPIIHjaliHy yrnoTpely nena.

3. AyTOpCcTBO — HeKOMepIHjaaHo — 0e3 nmpepaaa. /[03BosbaBaTe YMHOXKABAWHE,
TUCTpUOYIIM]Y U JaBHO CAOIIITaBame Jiena, 0e3 mpoMeHa, MPeo0IMKoBamba UITH yoTpeoe
Jiefia 'y CBOM JIelTy, aKO Ce HaBejIe MMe ayTopa Ha HauuH oJpeleH oJ] cTpaHe ayTopa Win
naBaona nuiene. OBa JIMIEHIIa He T03B0JbaBa KOMEPIHjalHy ynoTpely aena. Y ogHocy
Ha CBE OCTaJIe JINIIEHIIE, OBOM JIMIICHIIOM CE€ OrpaHn4aBa HajBehn oOuM mpasa kopuithema
Jena.

4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPIHjaTHO — TeJTUTH MO HCTHM ycaoBuMa. J[03BosbaBate
YMHO)KaBame, TUCTPUOYIIM]Y U jJABHO CAOIIIITABAE JIENIa, U IIPepajie, ako Ce HAaBe/Ie UME
ayTopa Ha HauuH ojpeheH o1 cTpaHe ayTopa WM J1aBaolia JIMIEHIIC U aKo Ce Mpepajia
TUCTpUOyWpa MoJ UCTOM WM CIIMYHOM JHiieHiioM. OBa JUIeHIIa He J03B0JbaBa
KOMEpIIM]jaliHy ynoTpeOy jena u mpepaja.

5. AytopcTBo — 0e3 npepaja. J{o3BosbaBaTe YMHOKaBawbe, AMCTPUOYIIH]Y U JABHO
CaomIITaBame jena, 6e3 MpoMeHa, MpeodIMKoBamka WK YIoTpeOe Jesia y CBOM JIely, aKo
ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HauuH oJpeheH o cTpaHe ayTopa WiM JaBaolia auueHie. Opa
JMIIEHIA 103B0JbaBa KOMEPIMjaTIHY ynoTpely Jena.

6. AyTOpcTBO — 1€JIUTH O] MCTUM YCJI0BHMA. J[03BOJbaBaTe YMHOXKaBambe,
TUCTpHOYLIM]Y U jaBHO CAOMIITaBame Jiefla, U Ipepajie, ako ce HaBesle MMe ayTopa Ha
HauuH ofipel)eH o cTpaHe ayTopa WM AaBaolla JUILEHIE U aKo ce mpepaja JucTpulynpa
1O/l KICTOM WJIM CJIMYHOM JiuIeHoM. OBa JUIIeHIIa 103B0JbaBa KOMEpIUjaliHy yroTpedy
nena u npepana. CiandHa je copTBEpCKUM JIMIIEHIIaMa, OJJHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT
KoJa.
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