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FAKTORI RIZIKA ZA NASTANAK I RAZVOJ HRONICNE OPSTRUKTIVNE
BOLESTI PLUCA POVEZANI SA OKSIDATIVNIM STRESOM U
POPULACIJI SRBIJE

REZIME

Hroni¢na opstruktivna bolest pluca (HOBP) je sporo progresivno oboljenje koje se
karakteriSe ograni¢enim protokom vazduha kroz disajne puteve, koje nije potpuno
reverzibilno. Ovo ogranicenje je obi¢no udruzeno sa oksidativnim stresom i hroni¢nim
inflamatornim odgovorom pluc¢a na razlicite Stetne nokse, medu kojima duvanski dim
ima najznacajniju ulogu. Merenje biomarkera oksidativnog stresa, 8-okso-7,8-dihidro-
2'-deoksiguanozina (8-oxodG) u urinu, kao produkta oksidativnog osteéenja DNK,
znacajno je za procenu sistemskih efekata oksidativnog stresa. Za procenu red-ox
statusa organizma koriste se dva pristupa: prvi obuhvata merenje ukupnog oksidativnog
statusa (TOS) i ukupnog antioksidativnog kapaciteta (TAC), dok drugi podrazumeva
izratunavanje oksidativnog indeksa (OSI). Stepen izloZenosti duvanskom dimu
procenjuje se kvalitativno (na osnovu podataka o pusackom statusu), kvantitativno
odredivanjem komponenti duvanskog dima ili njegovih metabolita (odredivanjem
urinarnog  kotinina) i odredivanjem kumulativnog dejstva duvanskog dima
(izracunavanje indeksa paklo/godine). Razlike u preosetljivosti za nastanak HOBP-a,
uslovljene su genskim varijantama enzima ukljucenih u detoksikaciju produkata
duvanskog dima. U prvoj fazi metabolizma, pod dejstvom CYP P-450 enzima, Stetne
supstance se prevode u reaktivne intermedijere, dok se u drugoj fazi, pod dejstvom
mikrozomalne hidrolaze epoksida (mEPHX) i glutation-S-transferaze (GSTs), vrSi
njiithova detoksikacija. Cilj ove studije bio je ispitivanje genetskih i ne-genetskih faktora
rizika, povezanih sa poviSenim oksidativnim stresom, kao i njihovih interakcija, u
nastanku i razvoju hroni¢ne opstruktivne bolesti pluca (HOBP) u populaciji Srbije.
Takode, cilj je bio da se ispita i potencijalni znacaj biomarkera koji su povezani sa
oksidativnim stresom u dijagnostici i predikciji teZine HOBP-a.

U istrazivanju je ucestvovalo 195 pacijenata obolelih od hroni¢ne opstruktivne
bolesti plu¢a (89 Zena i 106 muskaraca) i 326 zdravih ispitanika koji su ¢inili kontrolnu

grupu (134 Zene i 192 muskarca). Istrazivanje je sprovedeno u skladu sa etickim



principima Helsinske deklaracije i u skladu sa pravilima Etickog komiteta za
biomedicinska istrazivanja Farmaceutskog fakulteta u Beogradu, na osnovu prethodne
saglasnosti svih medicinskih ustanova koje su ucestvovale u studiji. Koncentracije
osnovnih biohemijskih i hematoloSkih parametara su odredene rutinskim metodama, u
serumu. Spirometrijskom metodom odredeni su parametri plu¢ne funkije, FEV1 i FVC.
Serumski TOS i TAC su odredeni Kolorimetrijskim metodama, na automatskom
analizatoru, dok je 8-0xodG odreden u urinu primenom HPLC-MS/MS metode i izrazen
u odnosu na kreatinin u urinu (8-oxodG/kreatinin). Koncentracije kotinina u urinu
odredene su primenom HPLC metode, dok je kumulativno dejstvo duvanskog dima
(indeks paklo/godine) izra¢unato na osnovu podataka prikupljenih od ispitanika.
Detekcija CYP1A *1A/2A*, GSTP1 lle105Val, mEPH Tyr113His, mEPH His139Arg
genskih varijanti vrSena je primenom PCR-RFLP metode, dok je detekcija GSTT1
*nulti i GSTM1 *nulti genskih varijanti vréena pomoc¢u multipleks PCR metode.
Rezultati studije pokazuju da su koncentracije TOS, OSI i 8-oxodG/kreatinina
znacajno vise kod HOBP-pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu (za TOS: 0,11+0,07
vs. 0,03+0,01; za OSI: 0,04+0,03 vs. 0,01+0,01; za 8-oxodG/kreatinin: 2,97+2,03 vs.
1,21+0,60; p<0,05). Znacajno visi nivo 8-oxodG/kreatinina je utvrden kod pacijenata sa
teSkim oblikom HOBP koji su pri tome i teski puSaci, u odnosu na one sa umerenom
teSkom boles¢u i istom tezinom puSenja (4,91+0,68 vs. 2,44+0,55; p=0,019). Kod
HOBP-pacijenata utvrdene su negativne korelacije izmedu markera oksidativnog stresa
(TOS i OSI) i parametara pluéne funkcije (FEV1, FVC) (p<0,05), kao i pozitivne
korelacije izmedu markera antioksidativne zastite (TAC) i parametara pluéne funkcije
(FEV1/FVC) (p<0,05). Rezultati su pokazali da TOS i OSI imaju izvanrednu (TOS:
AUC=0,914; OSIl: AUC=0,925), a 8-oxodG/kreatinin odli¢cnu (AUC=0,855)
dijagnosticku ta¢nost. Prisustvo GSTM1 *nulte genske varijante predstavlja rizik za
nastanak HOBP u populaciji pusaca (OR, 95% CI: 2,27, 1,00-5,19; p<0,05). Najvece
smanjenje pluéne funkcije kod HOBP-pacijenata povezano je sa udruzenim uticajem
povisenog oksidativnog stresa (8-oxodG/kreatinin >3,5 nmol/mmol), teSkim puSenjem
(paklo/godine >30) i prisustvom mEPH fenotipa sa niskom enzimskom aktivno$éu (eta
kvadrat=0,281; p<0,001). Visok nivo oksidativnog stresa (8-oxodG/kreatinin) i
prisustvo GSTP1 105Val alela ili genske varijante sa niskom mEPH enzimskom
aktivnos$cu ili sloZzenog genotipa GSTM1 *plus/GSTT1 *plus/mEPH niska enzimska

aktivnost povezano je sa nastankom HOBP, posebno u grupi nepuSaca. PoviSen



oksidativni stres (procenjen kao OSI ili 8-oxodG/kreatinin), starenje, inflamacija
(poviseni leukociti), kumulativno dejstvo duvanskog dima (paklo/godine), snizen indeks
telesne mase (BMI) i prisustvo najmanje jedne delecije (GSTM1 *nulti ili GSTT1
*nulti) u slozenom GSTM1/GSTT1 genotipu predstavljaju nezavisne prediktore za
nastanak HOBP. Analizom prema polu, starenje ostaje nezavisan prediktor kod
musSkaraca (OR, 95% CI: 1,29, 1,12-1,48; p<0,001), dok je kod Zena pojava HOBP
povezana sa poviSenim intenzitetom pusenja (OR, 95% CI: 1,09, 1,01-1,16; p=0,02) i
prisustvom najmanje jedne delecije (GSTM1 *nulti ili GSTT1 *nulti) u slozenom
GSTM1/GSTT1 genotipu (OR, 95% CI: 23,67, 2,62-213,46; p<0,001).

Rezultati studije su pokazali da poviSen oksidativni stres, inflamacija, starenje,
kumulativno dejstvo duvanskog dima, snizen BMI i prisustvo najmanje jedne delecije
(GSTM1 *nulti ili GSTT1 *nulti) u sloZzenom GSTM1/GSTT1 genotipu predstavljaju
nezavisne prediktore za nastanak HOBP u populaciji Srbije. Kod oba pola, povisen
oksidativni stres, inflamacija i smanjenje BMI predstavljaju nezavisne prediktore za
nastanak HOBP, dok je kod muskaraca rizik povezan sa starenjem, a kod Zena sa
pusenjem i prisustvom najmanje jedne delecije (GSTM1 *nulti ili GSTT1 *nulti) u
slozenom GSTM1/GSTT1 genotipu. Pored toga, prisustvo GSTP1 105Val alela ili
mEPH fenotipa sa niskom enzimskom aktivno$¢u ili slozenog genotipa GSTMI1
*plus/GSTT1 *plus/mEPH niska enzimska aktivnost uti¢u na povecanje oksidativnog
stresa. PoviSen oksidativni stres i prisutvo mEPH fenotipa sa niskom enzimskom
aktivno$c¢u kod pacijenata-teskih pusaca, povezani su sa razvojem veoma teSkog oblika
HOBP. Rezultati studije su pokazali znacaj primene biomarkera TOS, OSI i 8-
oxodG/kreatinina u dijagnostici i prognostici HOBP. Rano otkrivanje i identifikacija
faktora rizika ima potencijalno veliki zna¢aj u prevenciji nastanka HOBP. Rezultati ove
studije mogu biti znacajni i u prevenciji tezeg oblika HOBP, koja bi se sprovodila ranim
skriningom genetskih faktora rizika, preveniranjem izlozenosti pro-oksidansima i

preventivnom antioksidativnom terapijom.
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RISK FACTORS FOR THE OCCURRENCE AND DEVELOPMENT OF
CHRONIC OBSTRUCTIVE PULMONARY DISEASE ASSOCIATED WITH
OXIDATIVE STRESS IN SERBIAN POPULATION

ABSTRACT

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a slow progressive disease
characterized by limited airflow through the airway, which is not completely reversible.
This limitation is usually associated with oxidative stress and chronic inflammatory
response to various harmful agents, among which tobacco smoke plays the most
important role. Measurement of biomarker of oxidative stress, 8-oxo-7,8-dihydro-2'-
deoxyguanosine (8-oxodG) in urine, as a product of oxidative DNA damage, is
important for assessing the systemic effects of oxidative stress. Two approaches are
used to evaluate the red-ox status of the organism: the first involves the measurement of
total oxidative status (TOS) and total antioxidative capacity (TAC), while the second
involves the calculation of the oxidative index (OSI). The degree of exposure to tobacco
smoke is assessed qualitatively (based on smoking status data), quantitatively by
determining tobacco smoke components or its metabolites (by determining urinary
cotinine) and determining the cumulative effect of tobacco smoke (calculating the
pack/years index). Differences in hypersensitivity to the occurrence of COPD are
conditioned by gene variants of enzymes involved in detoxification of tobacco smoke
products. In the first phase of metabolism, under the action of CYP P-450 enzymes, the
harmful substances are translated into reactive intermediates, while in the second phase,
under the action of microsomal hydrolases of epoxide (mEPH) and glutathin-S-
transferase (GSTs), their detoxification is carried out. The aim of this study was to
investigate genetic and non-genetic risk factors associated with elevated oxidative
stress, as well as their interactions, in the occurrence and development of chronic
opstructive pulmonary disease (COPD) in Serbian population. Also, the aim was to
examine the potential significance of biomarkers associated with oxidative stress in the
diagnosis and prediction of COPD severity.

The investigation included 195 patients with chronic obstructive pulmonary
disease (89 womens and 106 mens) and 326 healthy subjects who consisted of a control
group (134 womens and 192 mens). The research was conducted in accordance with the
ethical principles of of the Helsinki declaration and in accordance with the regulation of



the Ethics committee for biomedical research at the Faculty of Pharmacy in Belgrade,
based on the prior consent of all medical institutions that participated in the study.
Concentrations of basic biochemical and haematological parameters were determined
by routine methods, in serum. The lung function parameters, FEV1 and FVC, were
determined by the spirometric method. Serums TOS and TAC, were determined
colorimetrically on the automatic analyzer, while the 8-oxodG was determined in urine
using HPLC-MS/MS method, and expressed relative to urinary creatinine (8-
oxodG/creatinine). The concentrations of cotinine in urine were determined using
HPLC method, while the cumulative effect of tobacco smoke (index pack/years) was
calculated on the basis of data collected from the respondents. Detection of CYP1A
*1A/*2A, GSTP1 llel05Val, mEPH Tyr113His, mEPH His139Arg139 gene variants
was performed using the PCR-RFLP method, while the detection of GSTT1 *null and
GSTML1 *null gene variants was performed using multiplex PCR method.

The results of the study show that the concentrations of TOS, OSI and 8-
oxodG/creatinine, were significantly higher in COPD-patients compared to the control
group (for TOS: 0.11+0.07 vs. 0.03+0.01; for OSI: 0.04+0.03 vs. 0.01+0.01; for 8-
oxodG/creatinine: 2.97+2.03 vs. 1.21+0.60; p<0.05). Significantly higher level of 8-
oxodG/creatinine was established in patients with severe COPD, who were also heavy
smokers, compared to those with moderate severe disease and the same smoking
severity (4.91+0.68 vs. 2.44+0.55; p=0.019). In COPD-patients negative correlations
were found between oxidative stress biomarkers (TOS and OSI) and lung function
parameters (FEV1, FVC) (p<0.05), as well as positive correlations between antioxidant
protection marker (TAC) and lung function parameters (FEV1, FVC) (p<0.05). The
results showed that TOS and OSI have extraordinary (TOS: AUC=0.914; OSI:
AUC=0.925), and 8-oxodG/creatinine excellent (AUC=0.855) diagnostic accurancy.
The presence of GSTML1 *null gene variant is a risk for occurence of COPD, in the
population of smokers (OR, 95% CI: 2.27, 1.00-5.19; p<0.05). The highest reduction in
pulmonary function on COPD-patients was associated with a combined effect of
elevated oxidative stress (8-oxodG/creatinine >3.5 nmol/mmol), heavy smoking
(pack/year >30), and the presence of mEPH phenotypes with low enzymatic activity
(eta square=0.281; p<0.001). High level of oxidative stress (8-oxodG/creatinine) and the
presence of GSTP1 105Val allele or gene variant with low mEPH enzyme activity or
complex genotype GSTM1 *plus/GSTT1 *pluss/mEPH low enzyme activity is
associated with the occurence of COPD, especially in the group of non-smokers.



Increased oxidative stress (estimated as OSI or 8-oxodG/creatinine), aging,
inflammation (elevated leukocytes), cumulative tobacco smoke (pack/years), reduced
body mass index (BMI) and the presence of at least one deletion (GSTM1 *null or
GSTT1 *null) in the complex GSTM1/GSTT1 genotype represent independent
predictors for occurence of COPD. By gender analyses, aging remains an independent
predictor in mens (OR, 95% CI: 1.29, 1.12-1.48; p<0.001), while in womens, the
occurence of COPD is associated with elevated smoking intensity (OR, 95% CI. 1.09,
1.01-1.16; p=0.02) and the presence of at least one deletion (GSTM1 *null or GSTT1
*null) in the complex GSTM1/GSTT1 genotype (OR, 95% CI: 23.67, 2.62-213.46;
p<0.001).

The results of the study showed that elevated oxidative stress, inflammation,
aging, cumulative tobacco smoke, reduced BMI and the presence of at least one deletion
(GSTM1 *null or GSTT1 *null) in the complex GSTM1/GSTT1 genotype represent
independent predictors for occurence of COPD. In both genders, increased oxidative
stress, inflamation and BMI reduction are independent predictors of COPD, while in
mens the risk is associated with aging, and in womens with smoking and the presence of
at least one deletion (GSTM1 *null or GSTT1 *null) in the complex GSTM1/GSTT1
genotype. In addition, the presence of GSTP1 105Val allele or mEPH phenotype with
low enzymatic activity or a complex genotype GSTM1 *plus/GSTT1 *plus/mEPH low
enzymatic activity affects the increase in oxidative stress. Increased oxidative stress and
the presence of mEPH phenotypes with low enzymatic activity in patients-heavy
smokers are associated with the development of a very severe COPD. The results of the
study showed the importance of the use of TOS, OSI and 8-oxodG/creatinine
biomarkers in the diagnosis and prognosis of COPD. Early detection and identification
of risk factors is potentially important in the prevention of COPD. Obtained results of
this study may be important in the prevention of a more severe form od COPD, which
would be carried out by early screening of genetic risk factors, the prevention of
exposure to pro-oxidants and preventive antioxidant therapy.

Key words: chronic obstructive pulmonary disease, Total Oxidant Status, 8-oxodG,
cotinine, CYP P-450, mEPHX, GSTT1, GSTM1, GSTP1.

Scientific field: Pharmacy

Narrow scientific field: Medical biochemistry

UDK number: 615:577.1:616.24-056(043.3)



LISTA SKRACENICA KORISCENIH U TEKSTU
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ANOVA - analiza varijanse
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CTAB - cetil-trimetil-amonijum-bromid
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EDTA - etilendiaminotetrasiréetna kiselina

FEV1 - forsirani ekspiratorni volumen u prvoj sekundi

FEV1/FVC indeks - Tiffeneau-Pinelli indeks

FVC - forsirani vitalni kapacitet

GOLD - Globalna inicijativa za hroni¢nu opstruktivnu bolest pluc¢a
GSTs - glutation-S-transferaze

HDAC?2 - histon deacetilaza

HESI - elektrosprej jonski izvor za zagrevanje

HOBP - hroni¢na opstruktivna bolest pluca

HPLC-MS/MS - kombinovana tehnika visoko osetljive te¢ne hromatografije pod
visokim pritiskom i masene spektrometrije

H,0; - vodonik-peroksid

IL8 - interleukin 8

K-S test - Kolmogorov-Smirnov test

LOD - limit detekcije

LSD - najmanja znac¢ajna razlika (least significant difference)
LTBy - leukotrijen By



MEPH - mikrozomalne hidrolaze epoksida

MPO - mijeloperoksidaza

NADPH - redukovani nikotinamidadenindinkleotid fosfat
Na,EDTA - di-natrijum-etilendiaminotetraacetat-dihidrat
NF-kB - nuklearni faktor kB
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O3 - molekul kiseonika
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O, "- superoksid anjon radikal

OH" - hidroksilni anjon

OH - hidroksilni radikal

OR - 95% interval pouzdanosti (odd ratio)

OSI - oksidativni indeks

p - statisticka znacajnost

PAU - policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici

PCR - reakcija lancane polimerizacije (polymerase chain reaction)
PCR-RFLP - metoda polimorfizama duZine restrikcionih fragmenata
P38MAPK - p38 mitogen-aktivirajuéa protein-kinaza

r - Pearsonov koeficijent

ROC krive - receiver operating characteristics krive
SIRTL1 - sirtulin-1

SO; - sumpor-dioksid

SOD - superoksid-dismutaza

TAC - ukupni antioksidativni kapacitet (Total Antioxidant Capacity)
TAE pufer - tris-acetatni pufer

TBE pufer - tris-boratni pufer

TEMED - tetrametilen-diamid

TNF-a - faktor nekroze tumora o

TGF-p - transformiSu¢i faktor rasta 3



TOS - ukupni oksidativni status (Total Oxidation Status)

TRIS - tris(hidroksimetil)aminometan

Trolox - 6- hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-karboksilna kiselina
al-AT - alfal-antitripsin

B (S.E) - koeficijent regresije B (standardna greska za f)

x2-test - Chi-kvadrat test

8-OHdG - 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin

8-0x0dG - 8-0kso-7,8-dihidro-2'-deoksiguanozin
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1. UVOD

1.1. Hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a

Hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a (HOBP) je bolest koja se moze prevenirati i le€iti, a
karakteriSe se ograni¢enim protokom vazduha koji je delom reverzibilan. Ovo
ogranienje protoka vazduha je obi¢no progresivno i udruzeno sa hroni¢nim
inflamatornim odgovorom na prisustvo Stetnih Cestica i gasova u disajnim putevima i
plu¢ima (1). Hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a se klinicki ispoljava kao hroni¢ni
opstruktivni bronhitis i emfizem pluc¢a. Hroni¢ni opstruktivni bronhitis se definiSe kao
produktivni kaSalj koji traje najmanje tri meseca, u poslednje dve ili vise godina.
Emfizem se definiSe kao trajno povecanje vazduSnog prostora distalno od terminalnih
bronhiola koje nastaje usled destrukcije zidova disajnih puteva (2).

HOBP je jedna od najc¢es¢ih hroni¢nih bolesti pluc¢a i vazan je uzrok mortaliteta i
morbiditeta u svetu. Globalna prevalenca HOBP iznosi 11,7% (3). To je jedina bolest u
prvih deset vodecih uzroka smrti u svetu, kod koje prevalenca i broj umrlih i dalje rastu.
HOBP je identifikovana kao Cetvrti vodec¢i uzrok smrti u svetu (4), ali sa porastom
prevalence pusenja i starenjem populacije, o¢ekuje se da ¢e do 2030. godine biti tre¢i
vodec¢i uzrok smrti (5). U Srbiji, HOBP je peti osnovni uzrok umiranja sa 2,6% smrtnih
ishoda (6).

Glavni simptomi HOBP su kaSljanje, iskaSljavanje, dispneja, brzo i lako
zamaranje bolesnika. Dispneja, kada se javi obi¢no je perzistentna i progrediraju¢a. U
pocetku je dispneja vezana za teZe fizicke poslove, a kasnije se ispoljava pri sve manjim

naporima, dok je na kraju otezano izvodenje i osnovnih aktivnosti dnevnog zivota (7).

1.2. Dijagnoza i klasifikacija hroni¢ne opstruktivne bolesti pluc¢a

Dijagnozu HOBP treba razmatrati kod svake osobe starije od 40 godina koja ima
dispneju, hroni¢ni kasalj ili iskaSljavanje i izlozena je faktorima rizika, kao Sto su
duvanski dim i drugi aerozagadivaci. Pored navedenih simptoma i faktora rizika, za
postavljanje dijagnoze HOBP neophodno je odrediti parametre respiratorne funkcije.

Spirometrija predstavlja najjednostavniji, najobjektivniji i najreproduktibilniji na¢in za



otkrivanje i merenje smanjenja protoka vazduha kroz disajne puteve. To je neinvazivan
i lako dostupan test koji se koristi za dijagnostikovanje i procenu tezine HOBP. U cilju
postavljanja dijagnoze HOBP, spirometrija obuhvata merenje forsiranog ekspiratornog
volumena u prvoj sekundi (FEV1) i forsiranog vitalnog kapaciteta (FVC), kao i
izraCunavanje indeksa FEV1/FVC (Tiffeneau-Pinelli index). Za dijagnozu i procenu
tezine HOBP preporucuju se postbronhodilatatorne vrednosti spirometrijskih
parametara. Vrednosti za FEV1 i FVC uporeduju se sa normalnim vrednostima
predvidenim za odredenu starosnu dob, pol, visinu i rasu, a izraZzavaju se u procentima
od predvidene vrednosti. Osobe obolele od HOBP imaju smanjene
postbronhodilatatorne vrednosti FEV1 i FEV/FVC<70%, a stepen smanjenja FEV1
odrazava tezinu HOBP. Prema najnovijim preporukama internacionalnog vodic¢a za
dijagnozu, pracenje i prevenciju HOBP (1), spirometrijska Klasifikacija
bronhoopstrukcije (tezine HOBP) izvrSena je na osnovu vrednosti FEV1, kod svih
pacijenata kod kojih je indeks FEV1/FVC < 70%, na:

e GOLD I - blaga HOBP sa vrednostima FEV1 > 80% od predvidenog,

e GOLD Il —umerena HOBP sa vrednostima 50 < FEV1< 80% od predvidenog,

e GOLD Il - teska HOBP sa vrednostima 30 < FEV1 < 50% od predvidenog,

e GOLD IV - veoma teska HOBP sa vrednostima FEV1 < 30% od predvidenog.

Preciznija procena tezine HOBP, pored spirometrijskih nalaza, zasniva se na proceni
simptoma, rizika od egzacerbacija i postojanja komorbiditeta. Pacijenti koji imaju manje
od dve egzacerbacije u toku godine imaju manji rizik, dok pacijenti sa dve i vise

egzacerbacija imaju veliki rizik za smrtni ishod (1).

1.3. Znacaj inflamacije i oksidativnog stresa u patogenezi hroni¢ne opstruktivne

bolesti plu¢a

Hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a nastaje najcesc¢e kao posledica interakcije
vise faktora rizika iz spoljasnje sredine i genetskih faktora rizika. Kao rezultat ovih
interakcija dolazi do inflamacije i oksidativnog stresa koji imaju klju¢nu ulogu u

patogenezi HOBP.



1.3.1. Uloga inflamacije u patogenezi HOBP

Jedna od najznacajnijih karakteristika HOBP je pojacan inflamatorni odgovor
pluca na udahnute Cestice i gasove, koji dovodi do oStecenja pluca (8). Smatra se da je
duvanski dim glavni uzrok nastanka hroni¢ne inflamacije u plu¢ima, mada i drugi
faktori, kao Sto su izlozenost Stetnim faktorima spoljasnje sredine i radnog okruzenja
mogu imati znacajan uticaj (9). Inflamatorni odgovor u HOBP ukljucuje urodeni i
steCeni imunitet, koji su povezani sa aktivacijom dendriti¢nih ¢elija (10). Duvanski dim
i aerozagadenje pokrecu inflamatorni odgovor u plu¢ima, koji se manifestuje influksom
inflamatornih ¢elija, kao §to su neutrofili, makrofage i T limfociti (prvenstveno CD8")
(11, 12).

Poveéan broj aktiviranih neutrofila primeéen je u sputumu HOBP-pacijenata.
Hemotakticki agensi, kao Sto su interleukin (IL) 8, leukotrijeni (LT) B4 i drugi citokini
koje oslobadaju rezidentne ¢elije, alveolarni makrofazi, epitelne ili endotelijalne ¢Celije,
privlace neutrofile u respiratorni trakt (13). Povecane koncentracije hemotakti¢nih
faktora su primecene kod pacijenata obolelih od HOBP (14, 15). Duvanski dim uti¢e na
smanjenu sposobnost fagocitoze neutrofila i time povecava rizik za nastanak
respiratornih infekcija kod pusaca i HOBP-pacijenata. Infiltracija neutrofila bi mogla
biti kriticna za razaranje pluc¢a jer oni otpuStaju proteaze koje stimuliSu sekreciju
mukusa submukoznih Zlezda i peharastih ¢elija epitela. Dodatno, neutrofili predstavljaju
glavni izvor hidrolitickog enzima elastaze i pro-oksidanasa u plu¢ima (16).

Kod HOBP-pacijenata primecen je povecan broj makrofaga u disajnim
putevima, pluénom parenhimu i sputumu. Broj makrofaga je u korelaciji sa tezinom
HOBP (17). Makrofage oslobadaju reaktivne kiseoni¢ne radikale, prostaglandine,
leukotrijene i razne proteaze. Poveéan broj makrofaga u plu¢ima HOBP-pacijenata i
pusaca mogao bi biti rezultat pojacanog privlacenja monocita iz cirkulacije kao odgovor
na hemotakti¢ne hemokine. Takode, utvrdeno je da duvanski dim podstice proliferativne
sposobnosti makrofaga i smanjuje sposobnost fagocitoze apoptotskih neutrofila (16).

Kod HOBP-pacijenata primeéen je poveéan broj CD8" T limfocita i u pozitivnoj
korelaciji je sa teZzinom bolesti. CD8" T limfociti otpustaju TNF-a, perforine i

granozime i na taj na¢in indukuju apoptozu (15). Kod pacijenta sa emfizemom pluca



primeéena je korelacija izmedu CD8" T limfocita i povecane apoptoze alveolarnih
epitelnih celija (18).

Dendriticne ¢elije imaju klju¢nu ulogu u povezivanju urodenog i steCenog
imunskog odgovora. Pluca i disajni putevi sadrze bogatu mrezu dendriticnih ¢elija koje
signaliziraju udisanje Stetnih agenasa. Dendriti¢ne ¢elije mogu aktivirati imunske ¢elije,
kao $to su neutrofili, makrofage, T i B limfociti, i na taj nacin uestvuju u pluénom
odgovoru na duvanski dim i druge Stetne agense. Povecana aktivnost dendriti¢nih ¢elija

je primeéena u plu¢ima HOBP-pacijenata (10).

1.3.2. Uloga oksidativnog stresa u patogenezi HOBP

Oksidativni stres ima klju¢nu ulogu u nastanku HOBP jer, osim $to dovodi do
ostecenja pluénih struktura, podsti¢e ostale mehanizme koji su ukljuceni u patogenezu
ove bolesti (Slika 1.) (15, 19). S obzirom da je respiratorni trakt u direktnom kontaktu sa
spoljaSnom sredinom, pluca su izuzetno osetljiva na povecanu izloZenost slobodnim
kiseoni¢nim radikalima.

Slobodni kiseoni¢ni radikali mogu biti egzogenog porekla, kao $to je duvanski
dim i zagaden vazduh i endogenog porekla (nastaju tokom katalitickih reakcija
nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH)-oksidaze (NOX2), ksantin-oksidaze,
mijeloperoksidaze (MPO), kao i u prisustvu prelaznih metala) (20). Aktivirana NOX2
katalizuje reakciju redukcije kiseonika O, do superoksidnog anjona O, ~ koji se otpusta

u fagolizozome (20):

NADPH + 20, — NADP* + 20,~ + H*

U fagolizozomima, pod dejstvom mijeloperoksidaze (MPO), vodonik-peroksid (H,05)
se prevodi u visoko oksidativnu hipohloritnu kiselinu. Dodatno, u prisustvu prelaznih
metala, vodonik-peroksid (H,O,) stvara reaktivne hidroksilne radikale (OH", OH").
Zbog prisustva nesparenog elektrona, slobodni radikali su veoma reaktivni. U procesu
oksidacije dolazi do prelaska slobodnog elektrona na druge molekule pri ¢emu dolazi do
oSte¢enja celija, inaktivacije enzima i dodatnog stvaranja radikala. Duvanski dim

predstavlja glavni uzrok nastanka oksidativnog stresa u plu¢ima, s obzirom na ¢injenicu



da samo jedan udah sadri preko 10*° oksidanasa (21). Zastitu od oksidanasa u plu¢ima
¢ine razni enzimski i neenzimski odbambeni sistemi (22). Nastanak oksidativnog stresa

i njegova uloga u HOBP je prikazan na Slici 1. (15).

Egzogeni Endogeni | Antioksidansi
Duvanksi dim NOX1-4 | Nrf2

Dim biomase MPO | SOD
Aerozagadenje

OH","0: -, H:20:
\ |

Oksidativni stres

DNK J,Antiproteaz

oitecenje 4 |HDAC2 =

|SIRT1 e
- Fibroza =

»

~ TInflamaciia = Karcinom =5ieroigna’- Emfizem

TStarenje = rezistencija

Slika 1. Nastanak oksidativnog stresa i njegova uloga u HOBP. (Preuzeto i adaptirano
iz Barnes 2014) (15)

HOBP-hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a; NOX-nikotinamid adenin dinukleotid fosfat oksidaza: MPO-
mijeloperoksidaza; O, ~-superoksid anjon radikal; OH’-hidroksilni radikal; H,0O,-vodonik-peroksid; Nrf2-nuklearni
eritroid-2-vezan faktor-2; SOD-superoksid-dismutaza; NF-kB-nuklearni faktor kB; p38MAPK-p38 mitogen-

aktiviraju¢a protein-kinaza; SIRT1-sirtulin-1; HDAC2-histon deacetilaza; TGF-B-transformiSuci faktor rasta p.

Poveéan nivo endogenih ili egzogenih oksidanasa ili smanjen nivo
antioksidativne zastite mogu dovesti do oksidativnog stresa. Poveéan oksidativni stres u
plu¢ima je ukljuen u brojne patoloSke procese, kao Sto su prekid epitelne barijere,
poremecen rad mukocilijarnog aparata, infiltracija inflamatornih ¢elija u zidove disajnih
puteva, inaktivacija antiproteaza i surfaktanata, kao i nakupljanje vezivnog tkiva u
zidovima disajnih puteva. Svi ovi procesi dovode do smanjenja lumena disajnih puteva i
posledi¢no do smanjene funkcije pluca (Slika 1.) (15). Slobodni radikali imaju znacajnu
ulogu u procesima interéelijske signalizacije, proliferacije, apoptoze i imunskog
odgovora. Oksidansi prisutni u duvanskom dimu stimuliSu neutrofile i makrofage na

produkciju slobodnih kiseoni¢nih radikala i oslobadanje medijatora inflamacije koji



privlate inflamatorne celije u pluéa. Ovakva situacija je povezana sa poveéanom
aktivno$¢u nuklearnog faktora kB (NF-kB) (23) i p38 mitogen-aktivirajuce protein-
kinaze (p38MAPK) (24) koji stimuliSu transkripciju proinflamatornih gena i samim tim
pojacavaju inflamaciju. Pojacana inflamacija proizvodi dalji oksidativni stres i na ovaj
nacin dolazi do stvaranja zacaranog kruga izmedu oksidativnog stresa i inflamacije. Pod
dejstvom oksidativnog stresa, epitelne celije produkuju vecu koli¢éinu TGF-B, koji
dovodi do fibroze malih disajnih puteva, direktno ili putem oslobadanja faktora rasta
vezivnog tkiva (8). Fibroza malih disajnih puteva, kao rezultat hroni¢ne inflamacije,
znacajno utice na progresiju HOBP, $to sugerise da bi efikasna antiinflamatorna terapija
mogla da spreci fibrozu. Medutim, pokazano je da oksidativni stres utice i na efikasnost
antiinflamatorne terapije. Smanjena ekspresija histon deacetilaze (HDAC?2), usled
povisenog  oksidativnog stresa, dovodi do smanjenja  kortikosteroidnog
antiinflamatornog odgovora kod HOBP-pacijenata (25). Dodatno, smanjen nivo
ekspresije HDAC2 enzima je u korelaciji sa tezinom HOBP (26). Postoje brojni dokazi
o povec¢anom oksidativnom stresu kod pusaca i HOBP-pacijenata, Sto se objasnjava
prisustvom visoke koncentracije slobodnih radikala u duvanskom dimu, kao i
produkcijom slobodnih radikala iz aktiviranih neutrofila i makrofaga (8).

Neravnoteza izmedu oksidanasa i antioksidanasa u plu¢ima dovodi do ostecenja
¢elijskih lipida, proteina i DNK, koja mogu uzrokovati ostec¢enja pluca ili izazvati niz
¢elijskih odgovora putem stvaranja sekundarnih metaboli¢kih reaktivnih produkata.
Lipidna peroksidacija nastaje oksidacijom viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina pri
hemotakticka svojstva prema neutrofilima, aktiviraju ¢elijsku proliferaciju, inhibiciju,
apoptozu, brojne signalne puteve i indukuju ekspresiju proinflamatornih gena. Visok
nivo produkata lipidne peroksidacije u sputumu HOBP-pacijenata je u korelaciji sa
smanjenem vrednosti za FEV1 (8). Oksidacijom proteina dolazi do konformacionih
promena i gubitka funkcije enzima, aktivacije transkripcionih i proteoliti¢kih sistema
(19). Duvanski dim dovodi do direktnog oStecenje kolagena i clastina, koji ¢ine glavne
komponente matriksa pluc¢a. Oksidativni stres dovodi do inhibicije ol-antitripsina,
glavnog inhibitora neutrofilne elastaze. Pove¢anjem aktivnosti proteolitickih enzima,
duvanski dim uti¢e na degradaciju elastina i moze dovesti do razvoja emfizema (8). U

sputumu HOBP-pacijenata prime¢ene su povisene vrednosti produkata oksidativnog



oStecenja proteina (27). Dodatno, oksidativni stres dovodi do stvaranja karbonilovanih
proteina koji poseduju osobine antigena i mogu dovesti do stvaranja autoantitela kod
HOBP-pacijenata (Slika 1.) (15, 28).

Jedna od bitnih posledica dejstva oksidativnog stresa je i ubrzano starenje.
Oksidativni stres smanjuje ekspresiju i aktivnost sirtuina-1 (SIRT-1), koji predstavlja
kljuéni repariraju¢i molekul, sa znacajnom ulogom u procesu starenja (Slika 1.) (15).
Znacaj starenja u nastanku HOBP mozZe biti objaSnjen sniZzenim nivoom SIRT-1 kod
HOBP-pacijenata (29). Pored toga, starenjem se smanjuje aktivnost telomeraza u
endotelnim ¢elijama §to dovodi do skraéivanja telomera. U cirkuliSu¢im leukocitima
HOBP-pacijenata primeéeno je povecano skracivanje telomera kao posledica ubrzanog
starenja (30).

Oksidativni stres najcesée dovodi do ostecenja Celijske DNK. Izvori oSteCenja
mogu biti endogeni (spontane greSke tokom DNK replikacije i reparacije, slobodni
radikali nastali tokom aerobnog metabolizma) i egzogeni (jonizuju¢e i UV zracenje,
duvanski dim, kancerogene supstance). Kontinuirano oksidativno oSteCenje DNK
ucestvuje u patofiziologiji razli¢itih bolesti i stanja, kao Sto su karcinom, ateroskleroza,
neurodegenerativne bolesti, hroni¢na opstruktivna bolest pluca i starenje (Slika 1.) (15).
Merenje nivoa urinarnih produkata oksidativnhog osSteéenja DNK (DNK lezije) je
znacajno za procenu sistemskih efekata oksidativnog oStecenja organizma, koje ima
mutageni potencijal. Tokom oksidativnog oSte¢enja stvara se ve¢i broj DNK produkata,
medu kojima su najvise zastupljeni produkti nukleobaznog oste¢enja. lako su sve DNK
baze podlozne ostec¢enju, guanin je najviSe sklon oksidativnoj modifikaciji. Biomarker
8-0kso-7,8-dihidro-2'-deoksiguanozin (8-0x0-7,8-dihydro-2'-deoxyguanosine, 8-
oxodG), kao najobimnija DNK lezija, je najviSe proucavan i prepoznat kao najbolji
biomarker za procenu sistemskih efekata oksidativnog stresa. 8-oxodG se formira in
Vvivo i njegov proces stvaranja je prikazan na Slici 2. (31).

U reakciji 2'-deoksiguanozina sa hidroksilnim radikalom (OH") dolazi do
hidroksilacije 2'-deoksiguanozina i stvaranja 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin radikala, koji
oksidacijom prelazi u 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin. Nakon toga, 8-hidroksi-2'-
deoksiguanozin podleze keto-enolnoj tautomeriji i nastaje oksidovani oblik 8-okso-7,8-
dihidro-2'-deoksiguanozin. S obzirom da 8-OHdG podleze keto-enolnoj tautomeriji koja



favorizuje stvaranje 8-oxodG-a, njegovog tautomernog oblika, 8-OHdG i 8-oxodG se
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Slika 2. Sematski prikaz sinteze 8-oxo-7,8-dihidro-2'-deoksiguanozina (8-0xodG)

(Preuzeto i adaptirano iz Valavanidis et al. 2009) (31)
8-0x0dG-8-0x0-7,8-dihidro-2'-deoksiguanozin; 8-OHdG-8-hidroksi-2'-deoksiguanozin.

Iako su aerobni bioloski sistemi =zaSti¢eni enzimskim 1 neenzimskim
antioksidansima i specijalnim sistemima DNK reparacije, koji smanjuju nivo DNK
oStec¢enja, kod njih je u svakom trenutku prisutan odredeni nivo DNK ostecenja. Pored
povecanog izlaganja slobodnim radikalima, endogenog ili egzogenog porekla, na
povisen nivo cirkuliSuc¢eg 8-0xodG utice i aktivnost enzima koji ucestvuju u reparaciji
DNK. Najznacajniji enzimi reparacije DNK ukljucuju familiju Nudix hidrolaza,
enzime reparacije nukleotida i endonukleaze (32). Jedna od najznacajnijih Nudix
hidrolaza, NUDT1, hidrolizuje 8-hidroksi-2'-deoksiguanozin-trifosfat do 8-okso-2'-



deoksiguanozin-monofosfata koji se kao takav ne moze ugraditi u genom. Dejstvom
nukleotidaze 8-okso-2'-deoksiguanozin-monofosfat prelazi u 8-oxodG, koji se uklanja
iz Celija i izluCuje putem urina (33). Enzimi reparacije nukleotida stvaraju kompleks 8-
oxodG-oligomer koji ne moze biti ugraden u genom, nego se eliminise iz ¢elija (34).
Endonukleaze raskidaju fosfodiestarsku vezu unutar DNK i na taj nac¢in omogucéavaju
eliminaciju 8-oxodG iz genoma (35). Glavni izvor cirkuliSu¢eg 8-oxodG i njegovog
posledi¢nog pojavljivanja u urinu je in vivo reparacija oksidativno oStecene celijske
DNK (32). Shodno ovome, nivo urinarne ekskrecije DNK lezija odraZzava uskladenost
sledec¢ih procesa u organizmu: stepen oksidativnog oSte¢enja DNK, brzinu prometa
nukleinskih kiselina i aktivnost specifi¢nih enzima reparacije DNK (familija Nudix
hidrolaza, enzimi reparacije nukleotida i razlicite endonukleaze) (32, 36, 37). Prednosti
odredivanja 8-0xodG u urinu jesu neinvazivan postupak prikupljanja bioloSkog uzorka
(urina), jednostavna priprema uzorka, kao i visoka specifi¢nost i selektivnost koja se
postize prilikom merenja ovog biomarkera izokratskom HPLC-MS/MS metodom (38).
Pored toga, ishrana i ¢elijska smrt ne uticu na koncentraciju 8-0xodG u urinu, a takode
je veoma stabilan tokom dugotrajnog ¢uvanja (32, 39). Koncentracija 8-oxodG-a u
urinu se obi¢no izrazava kao odnos 8-oxodG/kreatinin, gde se nivo kreatinina u urinu
koristi za normalizaciju koncentracije ovog biomarkera u pojedina¢nom uzorku urina
(40, 41). S obzirom da je nivo urinarnih biomarkera obrnuto proporcionalan brzini
protoka urina, normalizacijom se eliminiSe uticaj varijacija u brzini protoka urina na
nivo urinarnog 8-oxodG. lzraZavanje nivoa 8-oxodG kao odnos 8-oxodG/kreatinin
moguce je samo pod uslovom da je urinarno izluc¢ivanje kreatinina konstanto, tj. da ne
postoje inter- i intra-individualne razlike u izluéivanju kreatinina. Ovaj biomarker je
evaluiran kao biomarker oksidativnog stresa izazvanog duvanskim dimom (42).
Pokazano je da oksidativno oStecenje DNK, kao posledica sistemskih efekata
oksidativnog stresa, ima znacajnu ulogu u patogenezi nastanka HOBP (43). Kod
HOBP-pacijenata primeéene su znacajno vise vrednosti 8-OHdG u odnosu na zdrave
ispitanike, bez obzira na pusacki status (44). Visok nivo ovog biomarkera pozitivno
korelira sa teZinom pusenja, kao i sa tezinom HOBP (45).
Produkciji 1 dejstvu oksidanasa u plu¢ima suprostavlja se odbrambeni sistem

antioksidanasa. Nivo intracelularnih antioksidanasa u plu¢ima je znatno nizi, za razliku

od ekstracelularnog, koji se aktivira pod dejstvom oksidativnog stresa i ima glavnu



ulogu u antioksidativnoj zastiti (46). U antioksidativnu zastitu respiratornog trakta
ukljuceni su enzimi (katalaza, superoksid-dismutaza (SOD), glutation-peroksidaza,
glutation-S-transferaza, peroksi-redoksin, hem-oksigenaza-I-sistem) i neenzimski
antioksidansi (vitamin C, vitamin E, mokra¢na kiselina, liponska Kkiselina, urea,
glutation, albumin, feritin) (47). Sintezu veéine antioksidanasa reguliSe trankripcioni
faktor Nrf2, koji se aktivira dejstvom oksidativnog stresa. Medutim, HOBP-pacijenti
uglavnom imaju nizak nivo antioksidativne zaStite jer se uprkos visokom nivou
oksidativnog stresa, Nrf2 ne aktivira na adekvatan nacin, $§to moZe biti posledica
povecanog acetilovanja usled nedostatka histon deacetilaze (HDAC2) (Slika 1.) (15,
48).

Status pro-oksidanasa ili anti-oksidanasa reflektuje red-oks homeostazu kod
zdravog i obolelog organizma i upotpunjuje profil fizioloskih i patofizioloskih
mehanizama. Nedostatak merenja pojedina¢nih biomarkera oksidativnog stresa je
nemogucnost uvida u sveukupni red-oks status organizma, s obzirom da su njihovi pro-
oksidativni, odnosno anti-oksidativni efekti aditivni. Dodatno, pojedinacno merenje
parametara oksidativng stresa je dugotrajnije, skuplje i zahteva komplikovanije tehnike
merenja. Zbog toga se za procenu red-oks statusa organizma najées$ce koriste dva
pristupa: prvi je merenje ukupnog oksidativnog statusa (Total Oxidation Status, TOS) i
ukupnog antioksidativnog kapaciteta (Total Antioxidant Capacity, TAC) (49, 50), a
drugi pristup je izraCunavanje oksidativnog indeksa (OSI). OSI je parametar koji
ukazuje na odnos ukupnog oksidativnog i antioksidativnog kapaciteta (51).

Oksidativni stres se javlja kada izlozenost oksidansima prevlada antioksidativnu
zaStitu organizma. Kod HOBP-pacijenata sa povecanjem oksidanasa smanjuje se
antioksidativna zastita (52). Dokazan je viSi nivo oksidativnog stresa (TOS i OSI) kod
HOBP-pacijenata (53, 54). PoviSen OSI je potvrda naruSene ravnoteze izmedu
oksidanasa i antioksidativne zastite kod HOBP-pacijenata. Kod pacijenata sa HOBP
primecene su niZze vrednosti ukupnog antioksidativnog kapaciteta u odnosu na kontrolne
ispitanike (55, 56).
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1.4. Uloga faktora rizika spoljasnje sredine u patogenezi hroni¢ne opstruktivne

bolesti plu¢a

PuSenje se navodi kao glavni faktor rizika za nastanak HOBP (47). Pored pusenja, i
drugi faktori, ukljucujuéi spoljasnje i unutrasnje zagadenje, socioekonomski status,

ishranu i infekcije su znacajni za patogenezu HOBP-a.

1.4.1. Duvanski dim

Duvanski dim predstavlja kompleksnu meSavinu nekoliko hiljada hemijskih
jedinjenja koja imaju mutagene, citotoksi¢ne, karcinogene i antigene osobine (Slika 3.)
(57).

Imunomodulatorni toksini Karcinogeni toksini

- ,\:ik.nrin . - - Policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici
- Ugljen-monoksid  —w—g—— 7 " ————————» N nitrozoamini
- Akrolein o _ Nikli

B ROSI - Kadmijum
~Drugi - Hrom
- Arsen
- Ostale organske komponente

- Drugi
Toksini koji direktno ili
indirektno povecavaju zavisnost

- Nikotin

- Acetaldehid
- Amonijak

- Drugi

Slika 3. Hemijski sastav duvanskog dima. (Preuzeto i adaptirano iz Lee et al. 2012) (57)

ROS - reaktivni kiseoni¢ni radikali.

U gasovitoj fazi, duvanski dim sadrzi preko 10* reaktivnih molekula po jednom
udahu, ukljucuju¢i oksidanse kao Sto su superoksidni jon O,'", azotni oksidi i
peroksinitriti. Katranska faza duvanskog dima sadrzi organske radikale, koji imaju dug
poluzivot, poput semikvinonskih radikala, hidroksilnih radikala (OH", OH") i vodonik
peroksida (H,0;). Pored slobodnih radikala, duvanski dim sadrzi visoke koncentracije
nikotina, ugljen-monoksida, amonijaka, acetaldehida, teSkih metala i drugih
karcinogenih organskih molekula (Slika 3.) (57). Izlaganje duvanskom dimu dovodi do
povecanog oksidativnog stresa u plu¢ima, koji je uklju¢en u brojne patoloske procese
koji dovode do nastanka HOBP (Slika 1.) (15). Oksidansi prisutni u duvanskom dimu

stimuliSu inflamatorne ¢elije na produkciju slobodnih kiseoni¢nih radikala i oslobadanje
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medijatora inflamacije koji dodatno privlace inflamatorne ¢elije u pluca. Na ovaj nacin
se objaSnjava povezanost oksidativnog stresa i inflamacije u patogenezi HOBP (Slika
1)) (15).

IzloZenost duvanskom dimu mozZe biti procenjena kvalitativno i kvantitativno.
Za kvalitativhu procenu koriste se upitnici sa podacima o puSackim navikama
ispitanika, mada im je vrednost limitirana nedovoljnim razumevanjem postavljenih
pitanja, predrasudama, slabim pamcenjem ili nepazljivim odgovorima. Zbog toga, za
preciznu procenu stepena izloZenosti duvanskom dimu kvantitativno se odreduju
komponente duvanskog dima ili njegovih metabolita u bioloskim uzorcima (58).

Nikotin je jedan od najjacih Stetnih sastojaka duvanskog dima. Pri udisanju
duvanskog dima, nikotin se vrlo brzo apsorbuje preko plu¢nih alveola, zahvaljujuéi
velikoj povrsini alveola i rastvorljivosti nikotina u bioloskim te¢nostima. Nikotin se
uglavnom razgraduje u jetri (80-90%), a neSto manje u plu¢ima i bubrezima (59). Oko
70-80% nikotina se metaboliSe do kotinina (60). Nivo nikotina u krvi fluktuira, a
urinarna ekskrecija nikotina je brza i zavisi od pH vrednosti i brzine protoka urina (61).
Osim toga poluzivot mu je oko dva sata, pa je zbog toga loS biomarker za pracenje
izlaganja duvanskom dimu (62). Nasuprot tome, odredivanje metabolita nikotina je
znacajnije za procenu izlozenosti duvanskom dimu.

U procesu aktivnog pusenja nastaje ugljen-monoksid kao produkt nepotpunog
sagorevanja duvana. Inhaliran ugljen-monoksid se brzo resorbuje u krv i vezuje za
hemoglobin 200 puta jace nego za kiseonik, uz formiranje karboksihemoglobina.
Merenja izdahnutog ugljen-monoksida i karboksihemoglobina u krvi koriste se za
procenu izlozenosti duvanskom dimu. Kratko poluvreme eliminacije, kao i povecana
koncentracija ovih metabolita usled aerozagadenja, ogranicava njihovu upotrebu kao
biomarkera za procenu izloZenosti duvanskom dimu (63, 64). Pored ovih metabolita,
koncentracija tiocijanata u krvi se takode koristi kao biomarker za razlikovanje pusaca
od nepusaca (64). Medutim, zbog uticaja ishrane na nivo tiocijanata ovaj biomarker se
danas rede koristi (65).

Medu brojnim predlozenim biomarkerima, kotinin, kao glavni metabolit
nikotina, pokazao je najveéu osetljivost i specifiénost za procenu stepena izlozenosti
duvanskom dimu (66). Kako je kotinin metabolit nikotina specifi¢an samo za duvan, on

se Siroko koristi 1 kao biomarker pasivnog pusenja jer obezbeduje objektivnu procenu
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izlozenosti duvanskom dimu tokom prethodnih dva dana (67). Kotinin je stabilan u
telesnim te¢nostima, ima relativno dug poluzivot (priblizno 16-18 casova) i slabije se
vezuje za proteine plazme. Slobodno je distribuiran u svim teCnostima organizma i
njegova distribucija je dozno-nezavisna. S obzirom da protok i pH vrednost urina ne
uticu na koncentraciju kotinina, urin predstavlja najc¢esce koris¢en bioloski materijal za
njegovo odredivanje. Korekcija nivoa urinarnog kotinina prema koncentraciji kreatinina
je u visokoj korelaciji sa nivoom ovog metabolita u plazmi (68). Prednosti klini¢ke
primene urinarnog kotinina jeste neinvazivan postupak prikupljanja bioloSkog uzorka
(urina) (69), kao i primena jednostavne, brze i osetljive metode za njegovu
kvantifikaciju (70). Svi ovi faktori ¢ine urinarni Kkotinin najboljim biomarkerom za

procenu aktivnog i pasivnog izlaganja duvanskom dimu, u odnosu na druge biomarkere.

1.5. Uloga genetskih faktora rizika u nastanku i razvoju hroni¢ne opstruktivne

bolesti plué¢a

Pored faktora rizika poreklom iz spoljasnje sredine, znac¢ajnu ulogu u nastanku i razvoju
HOBP imaju i genetski predisponirajuéi faktori rizika (71).

Urodeni deficit alfa-1-antitripsina (al-AT) predstavlja jedan od dokazanih
genetskih faktora rizika za pojavu HOBP. Alfa-1-antitripsin je inhibitor serin-proteaza i
njegova glavna funkcija je inhibicija elastaze iz neutrofila-enzima koji ucestvuje u
degradaciji elastina. Neefikasna inhibicija neutrofilne elastaze dovodi do degradacije
pluénog elastina i posledicno do razvoja emfizema. Patogeneza emfizema, nastalog
usled teSkog deficita alfa-1-antitripsina (a1-AT), podrazumeva neravnotezu izmedu
proteaza i antiproteaza. Nasledni nedostatak alfal-antitripsina (o.1-AT) je odgovoran za
ranu pojavu panobularnog emfizema (72, 73).

Genske varijante gena koji kodiraju enzime ukljuene u metabolizam
ksenobiotika i odbranu od oksidativnog stresa, znacajno uticu na individualnu
osetljivost za nastanak HOBP. Detoksikacija Stetnih supstanci se odvija putem sloZenog
metabolizma ksenobiotika koji ukljucuje sistem enzima | i Il faze. Tokom faze I,
reakcije koje katalizuju CYP P-450 zavisne monooksigenaze (CYP P-450), Stetne

supstance se prevode u reaktivne intermedijere, dok se u fazi Il vrSi njihova
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detoksikacija u reakcijama koje katalizuju glutation-S-transferaze (GSTs) i
mikrozomalne hidrolaze epoksida (MEPHX) (74).

Citohrom P-450 sistem (CYP P-450), poznat kao sistem monooksigenaza,
predstavlja superfamiliju hemoproteina koji katalizuju oksidativni metabolizam brojnih
egzogenih i endogenih toksi¢nih supstanci. CYP P-450 enzimi katalizuju reakcije u
kojima dolazi do hidroksilacije ugljenika i azota, oksidacije dvostruke veze, oksidacije
heteroatoma, dehidrogenacije ugljovodonika i raskidanja C-C veze. Tokom ovih
reakcija, toksi¢ne supstance se pretvaraju u visoko reaktivne elektrofilne intermedijere
koji mogu biti mutageni i kancerogeni (75). CYP1A1l, jedan od najbolje proucenih
enzima iz ove familije, ukljuen je u metabolizam policiklicnih aromati¢nih
ugljovodonika (PAU) i heterocikli¢nih aromati¢nih amina i amida koji su prisutni u
visokim koncentracijama u duvanskom dimu. CYP1Al Kkatalizuje reakcije
hidroksilacije i epoksidacije benzo[a]pirena, kancerogena prisutnog u duvanskom dimu,
i dovodi do stvaranja benzo[a]piren-7,8-epoksida. S obzirom da duvanski dim uti¢e na
indukciju CYP1A1l, ovaj enzim je predominantno prisutan kod pusaca (74). Gen za
CYP1A1 se nalazi na hromozomu 15022-24, i u okviru ovog gena opisano je nekoliko
genskih varijanti, medu kojima je najpoznatija T3801C (Mspl). Supstitucija timidina sa
cistidinom na poziciji 3801, u 3'flanking regionu gena CYP1Al, dovodi do promene
enzimske aktivnosti ovog enzima. Alel 3801T je oznaen kao CYP1Al *1A, dok je
3801C oznacen kao CYP1A1 *2A. Dokazano je da je CYP1Al *2A alel povezan sa
dvostrukom aktivno$¢u enzima (76). Objavljeni rezultati o ulozi genske varijante
CYP1ALl gena u nastanku HOBP su kontroverzni. Pokazano je da postoji udruzenost
CYP1A1 *2A genske varijante sa nastankom HOBP (77, 78). Prisustvo genske varijante
CYP1A1 *2A u homozigotnom stanju predstavlja nezavisni faktor rizika za nastanak
karcinoma pluc¢a u populaciji Indije (79), dok je u kineskoj populaciji povezana sa
veoma teskim oblikom HOBP (80). Medutim, u studijama sprovedenim u Brazilu, nije
utvrdena povezanost genske varijante CYP1Al gena sa nastankom HOBP (81) i
karcinomom pluca (82).

Mikrozomalne hidrolaze epoksida (mEPH) predstavljaju enzime Kkoji su
ukljuceni u fazu Il metabolizma ksenobiotika. One katalizuju reakcije hidrolize
elektrofilnih, i prema tome potencijalno genotoksi¢nih, epoksida do manje reaktivnih

hidrofilnih diola i imaju znacajnu ulogu u odbrani plu¢a od oksidativnog stresa. Ovi
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enzimi imaju znacajnu ulogu u biotransformaciji kancerogena iz duvanskog dima, kao
Sto su benzen i benzo[a]piren (83). Prevodenje benzo[a]piren-7,8 epoksida, nastalog pod
dejstvom CYP P-450 enzima, u hidrofilniji benzo[a]piren-7,8-diol ukazuje na znac¢ajnu
povezanost enzima | | Il faze ksenobiotickog metabolizma u detoksikaciji Stetnih
supstanci. Gen za mEPH nalazi se na hromozomu 1qg42.1, i u okviru ovog gena su
opisane dve genske varijante koje uticu na enzimsku aktivnost. Jedna dovodi do amino-
kiselinske zamene tirozina sa histidinom na poziciji 113 polipeptidnog lanca
(Tyr113His) i smanjenja enzimske aktivnosti za 40% (S-slow alel), dok druga dovodi
do zamene histidina sa argininom na poziciji 139 (His139Arg) i povecanja enzimske
aktivnosti za 25% (F-fast alel) (84). Prisustvo S alela u homozigotnom stanju
(113His/113His) predstavlja rizik za nastanak HOBP (85, 86, 87). U brojnim studijama
potvrdena je povezanost izmedu Tyrl13His varijante i nastanka HOBP (88, 89).
Nasuprot tome, brojne studije nisu pokazale povezanost izmedu genskih varijanti mEPH
gena i nastanka HOBP (90, 91). Rezultati studije Li i saradnika (92) su pokazali da
prisustvo His139Arg genske varijante ima protektivnu ulogu u nastanku HOBP u
populaciji Azije, ali ne i u populaciji belaca. Na osnovu enzimske aktivnosti,
kombinacije mEPHS i mEPHF genotipova se klasifikuju u tri fenotipa sa: niskom
(His113His/His139His 1 Tyrl13His/His139His), srednjom (Tyrl13Tyr/His139His,
Tyr113His/His139Arg i His113His/Arg1l39Arg) i visokom (Tyr113Tyr/His139Arg i
Tyr113Tyr/Argl39Arg) aktivnoS¢u (93). Nosioci genotipa sa niskom mEPH
enzimskom aktivno$¢u imaju povecan rizik za razvoj karcinoma pluca (94).
Glutation-S-transferaze c¢ine slozenu multigensku porodicu enzima koji
katalizuju reakcije konjugacije redukovanog glutationa sa razli¢itim toksi¢nim
elektrofilnim jedinjenjima, tokom druge faze metabolizma ksenobiotika. Tokom ovih
reakcija stvaraju se hidrofilni netoksi¢ni konjugati koji se ekskretuju iz organizma (95).
GSTM1 i GSTT1, dva najvaznija izoenzima ove familije, imaju zna¢ajnu ulogu
u detoksikaciji supstanci poreklom iz duvanskog dima. GSTM1 ucestvuje u
metabolizmu policikli¢nih aromati¢nih uglovodonik (PAU) epoksida, dok je GSTT1
ukljuéen u metabolizam alkil-halogenida, kao Sto je dihlormetan. Gen za GSTML1 je
smesten na hromozomu 1p13.3, a za GSTT1 na hromozomu 22p11.2. Genske varijante
GSTM1 i GSTT1 dovode do delecije ovih gena i posledi¢no do stvaranja GSTM1
*nultog i GSTT1 *nultog alela. Homozigotne delecije GSTM1 i GSTT1 gena su
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povezane sa potpunim odsustvom enzimske aktivnosti (96). Pokazano je da postoji
udruzenost homozigotne delecije GSTM1 gena sa nastankom HOBP (97, 98). Dodatno,
prisustvo GSTM1 *nultog genotipa predstavlja rizik za razvoj HOBP, narocito u
kombinaciji sa GSTT1 *nultim genotipom (99). Prisustvo GSTT1 *nultog genotipa
predstavlja rizik za razvoj HOBP u populaciji muskaraca (100). Takode, prisustvo samo
GSTT1 *nultog genotipa, ili u kombinaciji sa GSTM1 *nultim genotipom dovodi do
progresivnog pada FEV1 kod musSkaraca, ali ne i kod Zena (101).

GSTP1 enzim ucestvuje u metabolizmu diol-epoksida nastalih tokom prve faze
metabolizma ksenobiotika. Gen za GSTP se nalazi na hromozomu 11913, i u okviru
0vog gena opisana je genska varijanta koja dovodi do amino-kiselinske zamene leucina
sa valinom na poziciji 105 koja uzrokuje razli¢it afinitet enzima prema supstratu (102).
Stoga, rezultati prethodnih studija o ulozi genske varijante 1le105Val u nastanku HOBP
pokazuju niz kontradiktornosti. Pokazano je da Ile105 alel i 1lel05lle genotip
predstavljalju faktore rizika za nastanak HOBP (103, 104). Nasuprot tome, u brojnim
studijama utvrdena je povezanost Vall05 alela i Vall05Val genotipa sa nastankom
HOBP (105, 106, 107, 108). U okviru studija, meta-analiza, Yang i saradnici nisu
utvrdili udruzenost GSTP1 genske varijante sa nastankom HOBP (109), dok su
Smolonska i saradnici potvrdili zastitnu ulogu ove varijante u nastanku HOBP, u
azijskoj populaciji (110).

1.6. Interakcije genetskih i sredinskih faktora rizika u nastanku i razvoju HOBP

S obzirom da HOBP predstavlja slozenu multifaktorsku bolest, i da veoma mali broj
hroni¢nih pusaca razvije simptomatsku HOBP, pretpostavlja se da interakcije genetskih
i sredinskih faktora rizika imaju znacajnu ulogu u njenom nastanku i razvoju.

Pusenje i zagaden vazduh predstavljaju najznacajnije faktore rizika za nastanak
HOBP, poreklom iz spoljasnje sredine. Najvaznije acrozagadivace predstavljaju: azot-
dioksid (NO3), sumpor-dioksid (SO;), ozon (O3) i Cestice izduvnih sistema. Na
globalnom nivou, najvise koncentracije troposferskog azot-dioksida (NO;) primecene
su u oblastima velike industrijalizacije (111).

Razli¢ita individualna osetljivost na ostecenja izazvana duvanskim dimom i

aerozagadenjem, uslovljena je razlikama u ispoljavanju fenotipa, $to ukazuje na znacaj
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interakcija genetskih i sredinskih faktora rizika u nastanku HOBP. Interakcijom
sredinskih i genetskih faktora rizika aktiviraju se razliiti bioloSki mehanizmi koji,
menjajuci gensku aktivnost, dovode do razvoja endotipova koji uti¢u na ispoljavanje
fenotipskih osobina. Identifikacija endotipa, odredivanjem specificnih biomarkera,
moze imati klinicki znacaj u dijagnostici i terapiji HOBP (Slika 4.) (112).

U identifikaciji znacajnih interakcija genetskih i sredinskih faktora rizika
primenjuju se dva pristupa. Prvi pristup podrazumeva ispitivanje i identifikaciju genskih
varijanti, gena od interesa, i sredinskih faktora rizika u asocijativnim studijama. Drugi
pristup podrazumeva identifikaciju hromozomskih regiona, uklju¢enih u nastanak
bolesti, i sredinskih faktora rizika na nivou populacije, koriste¢i studije blizanaca i

porodi¢ne studije (111).

| IZLOZENOST I #I GENOM |

N N
SODIR

xS
l h 4
MULTI-NIVO BIOLOSKIH
\IRF? A

ENDOTIPOVI T
(biolozki mehanizmi) BIOMARKERI

FENOTIPOVI
(klinicka ekspresija)

Slika 4. Povezanosti izmedu gena, okruzenja, endotipova, biomarkera i fenotipova

(Preuzeto i adaptirano iz Agusti et al. 2017) (112)

Kod pacijenata sa niskim nivooom cirkuliSu¢eg alfal-antitripsina, primeceno je
da puSenje dovodi do znacajnog smanjenja vrednosti FEV1 (113). U studijama
sprovedenim u Kini i Indiji, primeéeno je da teski pusaci, nosioci CYP1A1 *2A alela,
imaju povecan rizik za nastanak Karcinoma plu¢a (79, 114). Znafajan pad pluéne
funkcije primecen je kod HOBP-pusaca sa niskom mEPH enzimskom aktivnoscu (115).

Pusaci oboleli od HOBP, koji su nosioci 113His alela u homozigotnom stanju, imaju
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povecéan rizik za razvoj tezeg oblika HOBP (85, 98). U studiji sprovednoj u Indiji,
primeéen je znacCajan uticaj interakcije pusenja i prisustva Hisl13His genotipa na
nastanak karcinoma pluca (116). Dodatno, prisustvo mEPH genotipa sa niskom
enzimskom aktivno$¢u predstavlja faktor rizika za nastanak karcinoma plu¢a u
populaciji pusaca (117). Prisustvo GSTM1 *nultog genotipa, kod pusaca, predstavlja
znaajan faktor rizika za nastanak HOBP (118). U dvema studijama (119, 120),
utvrdena je povezanost homozigotnog GSTM1 *nultog genotipa sa razvojem teSkog
hroni¢nog bronhitisa kod pusaca. He i saradnici (121) su pokazali da je kod pusaca, sa
pozitivnom porodi¢nom istorijom HOBP, prisustvo Ile105Ile GSTP1 genotipa povezano

sa ubrzanim padom FEV1 i drugim parametrima pluéne funkcije.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Osnovni cilj istrazivanja ove doktorske disertacije je da se utvrde genetski i ne-genetski
faktori rizika povezani sa oksidativnim stresom Kkoji je odgovoran za nastanak i razvoj
hroni¢ne opstruktivne bolesti plu¢a (HOBP) u populaciji Srbije. Takode, cilj je da se
utvrdi potencijalni znacaj biomarkera koji su povezani sa oksidativnim stresom u
dijagnostici i predikciji teZine HOBP-a. PredloZeni ciljevi su realizovani kroz sledeca

istrazivanja:

e Ispitivanje razlike u koncentracijama biohemijskih, hematoloskih i parametara
za procenu tezine oksidativnog stresa u serumu i urinu svih zdravih ispitanika i
pacijenata sa HOBP-om, kao i uticaj pola, godina, i pusackog statusa na ove
razlike;

e I[spitivanje uticaja puSackog statusa i indeksa telesne mase (BMI) na nivo
oksidativnog stresa (procenjenog na osnovu urinarnog biomarkera 8-
oxodG/kreatinina) u kontrolnoj grupi i kod pacijenata sa HOBP-om;

e Ispitivanje udruzenog efekta oksidativhog stresa (procenjenog na o0snovu
urinarnog biomarkera 8-oxodG/kreatinina) i kumulativnog efekta pusSenja
(procenjenog na osnovu indeksa paklo/godine) na nastanak i razvoj HOBP-3;

e Ispitivanje uticaja stepena izloZenosti nikotinu (procenjenog na osnovu
koncentracije metabolita nikotina: kotinina u urinu) i oksidativnog stresa
(procenjenog pomoc¢u serumskih biomarkera: ukupni oksidativni status i ukupni
antioksidativni kapacitet) na nastanak i razvoj HOBP-a, kao i analiza ovih
uticaja u razli¢itim polnim grupama;

e Ispitivanje udruzenog uticaja oksidativnog stresa (procenjenog pomocu
serumskih biomarkera: ukupni oksidativni status i ukupni antioksidativni
kapacitet), pola 1 pusackog statusa na nastanak i razvo] HOBP-g;

e (Odredivanje grani¢nih vrednosti za parametre oksidativnog stresa u razlikovanju
pacijenata sa HOBP-om od zdravih ispitanika;

e Ispitivanje genskih varijanti enzima povezanih sa oksidativnim stresom
(CYPIA1, GSTMI1, GSTTI1, GSTPl 1 mEPHX), sa ciljem utvrdivanja
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distribucije alela, genotipova i kombinacija genotipova u kontrolnoj grupi i kod
pacijenata sa HOBP-om;

Utvrdivanje odstupanja distribucije genotipova enzima (CYP1Al, GSTMI,
GSTT1, GSTP1 i mEPHX) od Hardy-Weinberg-ove ravnoteze u kontrolnoj
grupi i kod pacijenata sa HOBP-om;

Ispitivanje povezanosti izmedu genskih varijanti ispitivanih enzima (CYP1Al,
GSTM1, GSTT1, GSTP1 i mEPHX) i sklonosti za nastanak i razvoj HOBP-3;
Ispitivanje udruzenog uticaja pola, pusSackog statusa, oksidativnog stresa
(procenjenog na osnovu urinarnog biomarkera 8-oxodG/kreatinina) i genskih
varijanti ispitivanih enzima na nastanak i razvoj HOBP-a;

Odredivanje genetskih i ne-genetskih nezavisnih prediktora za nastanak HOBP-a
u celoj populaciji, kao i u razli¢itim polnim grupama;

Ispitivanje potencijalnog znacaja biomarkera oksidativnog stresa u dijagnostici i
predikciji tezine HOBP-a.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Ispitanici

Prvi deo studije je obuhvatio grupu od 124 pacijenta obolela od HOBP (73 muskarca i
51-u Zenu, prose¢ne starosti 64,88+8,10 godina) i 173 kontrolna ispitanika (107
muSkaraca 1 66 zena, proseCne starosti 52,27+14,98 godina). Pacijenti su
dijagnostikovani u Klinici za pulmologiju, Klinickog centra-Kragujevac u Kragujevcu,
kao i u Odeljenju pulmologije, Klinicko-bolnickog centra ,,Zvezdara” u Beogradu.
Kontrolnu grupu su Cinili zdravi ispitanici koji su se dobrovoljno ukljucili u studiju
tokom redovnog sistematskog pregleda koji je obavljen na Medicini rada,
organizacionoj jedinici Doma zdravlja ,,Stari grad”, u Beogradu.

U drugi deo studije ukljucen je 71 pacijent oboleo od HOBP (33 muskarca i 38
Zena, prosecne starosti 57,39+7,61 godina) i 153 kontrolna ispitanika (85 muskaraca i
68 Zena, prosecne starosti 45,98+10,17 godina). Pacijenti su regrutovani na Klinici za
pluéne bolesti, Klinickog centra Srbije, u Beogradu. Kontrolnu grupu su ¢inili zdravi
ispitanici koji su se dobrovoljno ukljucili u studiju tokom redovnog sistematskog
pregleda koji je obavljen na Medicini rada, Doma zdravlja ,,Stari grad” u Beogradu i
preventivnih pregleda koji su obavljeni u Opstoj bolnici Pancevo u Pancevu.

Kod svih pacijenata, hroni¢na opstruktivna bolest pluca je dijagnostikovana od
strane lekara-specijaliste za pluéne bolesti. Klinicka dijagnoza HOBP je postavljena na
osnovu zvani¢nih preporuka za dijagnozu i leGenje HOBP (122). Mereni su parametri
pluéne funkcije: forsirani ekspiratorni volumen u prvoj sekundi (FEV1), forsirani vitalni
kapacitet (FVC) i odnos forsiranog ekspiratornog volumena u prvoj sekundi i forsiranog
vitalnog kapaciteta (Tiffneau indeks ili FEV1/FVC). Dobijeni rezultati su izrazeni u
procentima u odnosu na vrednosti koje su normalne za uzrast, pol i visinu (% od
predvidene vrednosti, FEV1% i FVC%). Za odredivanje parametara FEV1 i FVC
koriS¢ena je metoda spirometrije, primenom aparata: Ganshorm PowerCube LF8,5F.
Kriterijum za postavljanje dijagnoze je bio spirometrijski nalaz: FEV1/FVC<70% i
FEV1<80% od predvidenih vrednosti. Za klasifikaciju tezine HOBP su primenjene

preporuke internacionalnog vodica za dijagnozu, prac¢enje i prevenciju HOBP (122).
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Prema ovim preporukama, stadijumi oSte¢enja protoka vazduha kroz disajne puteve

(tezina HOBP) su definisani prema vrednostima za FEV1 (Tabela 1.).

Tabela 1. Klasifikacija tezZine HOBP prema GOLD preporukama

Oznaka Tezina HOBP FEV1%
GOLD 1 blaga >80
GOLD 2 umerena 50 - 80
GOLD 3 teSka 30-50
GOLD 4 veoma teska <30

HOBP-hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a; GOLD-Globalna inicijativa za hroni¢nu opstruktivnu bolest pluéa; FEV1-

forsirani ekspiratorni volumen u prvoj sekundi.

Kontrolne grupe su obuhvatile zdrave ispitanike kod kojih je iskljueno
prisustvo HOBP 1 drugih akutnih i hroni¢nih bolesti na osnovu anamnesti¢kih podataka,
normalnih vrednosti laboratorijskih rezultata, fizickog pregleda i auskultacije pluca.

Osnovne informacije vezane za ispitanike (pol, godine starosti, pusacki status)
su prikupljene popunjavanjem odgovaraju¢ih upitnika. Parametar intenziteta puSenja
koji se Kkoristi za procenu kumulativnog Stetnog dejstva duvanskog dima ili intenziteta
pusenja je indeks paklo/godine, i predstavlja koli¢nik izmedu godina puSackog staza i
broja popusenih cigareta na dan, izrazen u paklama cigareta [paklo/godine=godine
pusackog staza x (broj popusenih cigareta dnevno/20)].

Ispitanici su bili upoznati sa ciljem studije i dobrovoljno su se saglasili da
ucestvuju u studiji, Sto su 1 potvrdili svojim potpisom. IstraZivanje je sprovedeno prema
etickim principima HelsinSke deklaracije i odobreno je od strane Eti¢kog komiteta za
biomedicinska istrazivanja Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (2509/2),
a na osnovu prethodne saglasnosti svih medicinskih ustanova koje su ucestvovale u

studiji.

3.2. Uzorci

Za analizu su koriS¢eni uzorci venske krvi ispitanika, koji su prikupljeni posle
no¢nog gladovanja. Rutinski biohemijski i hematoloski parametri su odredeni istog dana

nakon uzorkovanja. Za odredivanje biohemijskih biomarkera i biomarkera oksidativnog
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stresa (ukupni oksidativni status i ukupni antioksidativni kapacitet) koris¢en je serum,
dobijen nakon centrifugiranja na 2500 obr/min tokom 15 minuta. Nakon izdvajanja
seruma i analize rutinskih biohemijskih parametara, serum za merenje parametara
oksidativnog stresa je podeljen u alikvote i zamrznut na -80 °C do izvodenja analize.

Za izolovanje DNK, uzorci periferne krvi su uzimani sa 3,8% natrijum-citratom
kao antikoagulansom i ¢uvani na -20 °C, do izvodenja analize.

Za analizu kotinina, 8-oxodG i kreatinina prikupljen je prvi jutarnji urin,
srednjeg toka. Uzorci su centrifugirani na 3500 obr/min tokom 15 minuta i nakon

odlivanja bistrog supernatanta zamrznuti na -80 °C do izvodenja analize.
3.3. Demografski, antropometrijski i drugi podaci

Za prikupljanje podataka koris¢en je upitnik. Za svakog ispitanika prikupljeni su
slede¢i podaci: pol, uzrast, pusacki status (pusa¢, nepusaé, biv§i pusac), intenzitet
pusenja (paklo/godine), antropometrijski parametri visina, teZina i izracunat je indeks

telesne mase: BMI= teZina (kg) / visina® (m?).
3.4. Odredivanje koncentracije rutinskih biohemijskih i hematoloskih parametara
Biohemijski parametri su odredivani u serumu i mereni na biohemijskim
analizatorima (Instrumentation Laboratory © Ilab 650, Beckman Synchron CX9 Pro).
Hematoloski parametri su odredivani u punoj krvi i mereni na hematoloskom
analizatoru (Coulter ® HmX).
3.5. Odredivanje parametara oksidativnog stresa
3.5.1. Odredivanje nivoa ukupnog oksidativnog statusa (TOS) u serumu
Sadrzaj ukupnih oksidanasa u serumu odredivan je primenom metode po Erel-u
(49), koja je aplikovana na automatskom analizatoru. Analiza je zasnovana na oksidaciji

fero jona u feri jon u prisustvu razliitih reaktivnih kiseoni¢nih vrsta u kiseloj sredini.

Nastali feri jon u reakciji sa ksilenol-oranzom u kiseloj sredini gradi obojeni kompleks
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sa apsorpcionim maksimumom na 560 nm. Reakcija oksidacije je olakSana molekulom
glicerola koji je prisutan u reakcionom medijumu.
Hemikalije i reagensi:

- TOS 1 reagens: pripremljen je rastvaranjem ksilenol-oranZa (Sigma-AldrichCo)
(114 mgq) 1 natrijum-hlorida (8,18 g) u 900 mL rastvora sumporne kiseline (c=25
mmol/L). U pripremljen rastvor dodato je 100 ml glicerola. pH vrednost je
podeSena na 1,75.

- TOS 2 reagens: pripremljen je rastvaranjem feroamonijum sulfata (Sigma-
AldrichCo) (1,96 g) i o-dianizidin dihidrohlorida (Sigma-AldrichCo) (3,17 g) u
1000 mL rastvora sumporne kiseline (c=25 mmol/L).

- Standardni rastvor: rastvor vodonik-peroksida (c=200 pmol/L)

Osnovni rastvor vodonik-peroksida (c=10 mmol/L) je pripremljen iz 7,75 uL
rastvora vodonik-peroksida (30%) u koji je dodata destilovana voda do 10 mL
rastvora. Standardni rastvor vodonik-peroksida (c=200 pmol/L) je pripremljen
neposredno pre analize, razblazivanjem osnovnog rastvora vodonik-peroksida
(c=10 mmol/L) 50 puta.
Postupak odredivanja ukupnog oksidativnog stausa (TOS) u serumu prikazan je u
Tabeli 2.

Tabela 2. Postupak odredivanja ukupnog oksidativnog statusa (TOS) u serumu

Slepa proba (pL) Standard (uL) Analiza (uL)
TOS 1 reagens 225 225 225
TOS 2 reagens 25 25 25
Destilovana voda 35 - -
Standard - 35 -
Uzorak - - 35
U reakcionoj kiveti se pomeSaju sve komponente, inkubira se 3-4 minuta i olita se
apsorbancija na 540 nm

TOS-ukupni oksidativni status.

Koncentracije TOS-a su odredene primenom metode standardne kalibracione krive.
Kalibracija metode je vrSena standardnim vodenim rastvorom vodonik-peroksida
koncentracije 200 pmol//L. Kalibracija je vrSena u jednoj tacki i na osnovu izmerene
apsorbance standarda i njegove poznate koncentracije, konstruisana je standardna

kalibraciona kriva. Standardna kalibraciona kriva je zadovoljavala uslove linearne
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regresione analize i na osnovu izmerenih apsorbancija analiza, dobijena je koncentracija
TOS-a u uzorcima. Destilovana voda je koriS¢ena kao slepa proba u analizi. Intenzitet
boje rastvora izmeren na 540 nm, srazmeran je koncentraciji prisutnih ukupnih
oksidanasa u uzorku. Dobijeni rezultati predstavljaju koncentraciju ukupnog
oksidativnog statusa i izrazeni su u pmol H,O, equiv./L. Grafik standardne krive za
odredivanje TOS je prikazan na Slici 5.

Odredivanje ukupnog oksidativnog statusa (TOS) vrSeno je na analizatoru AU
400 (Beckman Coulter, Inc, Brea, USA). Parametri za odredivanje TOS na

automatskom analizatoru prikazani su na Slici 6.

1.0463

0.7847

0.5232

0.2616

APSORBANCIJA

0.0000
0.0 2846 571 857 1143 1429 1714 200.0

KONCENTRACIJA TOS (umol H20; equiv./L)

Slika 5. Standardna kalibraciona kriva za odredivanje TOS

Specific Test Parameters

General LIH | ISE | Range I
Test Name: Type: Operation:
Sample: Volume 35.0 JpL  Dilution 0 nL Pre-Dilution Rate:
Reagents: R1 Volume 225 |uL  Dilution | 0 ul MinOD Max OD

R2 Volume 35 |uL  Dilution [ 0 |uL [ W]
Reagent OD limit:

\Wavelength: Pri. 540 Sec. 800 First L |-2.0000] ~ First H[2.5000
Method: END Last L[2.0000] Last H[2:5000
Reacting slope: + Dynamic Range:
Measuring Point 1:  First 0 Last 23 | correlation Factor: [-299999.9 1  H[999999.9]
Measuring Point 2:  First 0 Last 10
Linearity: | % A [1ooooo000]  BJo. |
No Lag Time: ] On-board stability peried: [

Slika 6. Aplikacija za odredivanje ukupnog oksidativnog statusa (TOS) na analizatoru
AU 400 (Beckman Coulter, Inc, Brea, USA)
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3.5.2. Odredivanje nivoa ukupnog antioksidativnog kapaciteta (TAC) u serumu

Ukupni antioksidativni kapacitet (TAC) je odredivan automatskom metodom po

Erelu (50). Analiza je zasnovana na oksidaciji stabilnog hromogena, 2,2'-azinobis-(3-

etilbenztiazolin)-6-sulfonske kiseline (ABTS), do odgovarajuéeg katjona (ABTS'™) uz

pomo¢ vodonik-peroksida u kiseloj sredini, pri ¢emu nastaje smaragdna boja. Kada na

obojeni jon ABTS™* deluju antioksidansi iz uzorka, on se redukuje do bezbojnog ABTS-

a, 3to se manifestuje smanjenjem intenziteta boje na 660 nm. Obezbojavanje ABTS""

jona je proporcionalno sa koncentracijom i antioksidativnim kapacitetom antioksidanasa

iz uzorka. Za standardizaciju metode koristi se Trolox, hidrofilni analog vitamina E (6-

hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-karboksilna kiselina).

Hemikalije i reagensi:

TAC 1 reagens: Acetatni pufer (c=0,4 mol/L, pH=5,8)

Acetatni pufer je pripremljen meSanjem 940 mL natrijum-acetata (c=0,4 mol/L)
i 60 mL sir¢etne kiseline (¢c=0,4 mol/L) za 1000 mL rastvora. Pripremljen
reagens je stabilan 6 meseci na +4°C.

TAC 2 reagens: je pripremljen meSanjem 30 mL acetatnog pufera (c=30
mmol/L, pH=3,6) i 70 mL rastvora vodonik-peroksida (c=2 mmol/L). Potom se
0,549g ABTS-a (Sigma-AldrichCo) rastvori u 100 mL prethodno pripremljenog
rastvora (finalna koncentracija ABTS-a iznosi 10 mmol/L). Rastvor se zatim
inkubira 1h na sobnoj temperaturi dok se ne javi karakteristina plavo-zelena
boja ABTS" jona. Reagens je stabilan 6 meseci na +4°C.

Standardni rastvor: rastvor Trolox-a (Sigma-AldrichCo) (c=2 mmol/L)
Rastvor Trolox-a je pripremljen rastvaranjem 0,0005g Trolox-a u 10 mL

fosfatnog pufera (c=30 mmol/L, pH=7,4).

Postupak odredivanja ukupnog antioksidativnog kapaciteta u serumu prikazan je u
Tabeli 3.
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Tabela 3. Postupak odredivanja ukupnog antioksidativnog kapaciteta (TAC) u serumu

Slepa proba (uL) Standard (uL) Analiza (uL)
TAC 1 reagens 200 200 200
TAC 2 reagens 25 25 25
Destilovana voda 5 - -
Standard - 5 -
Uzorak - - 5
U reakcionoj kiveti se pomeSaju sve komponente, inkubira se 5 minuta na 37°C i ocita
apsorbancija na 660 nm

TAC-ukupni antioksidativni kapacitet.

Koncentracije TAC-a su odredene primenom metode standardne kalibracione krive.
Kao standard koris¢en je hidrosolubilni analog vitamina E, Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilhroman-2-karboksilna kiselina), rastvoren u fosfathom puferu (c=30 mmol/L,
pH=7.,4). Kalibracija je vrSena u jednoj tacki i na osnovu izmerene apsorbance standarda
i njegove poznate koncentracije (Trolox, c=2 mmol/L), konstruisana je standardna
kriva. Standardna kalibraciona kriva je zadovoljavala uslove linearne regresione analize
I na osnovu izmerenih apsorbancija analiza, dobijena je koncentracija TAC-a u
uzorcima. Destilovana voda je koriS¢ena kao slepa proba u analizi. Intenzitet
obezbojavanja rastvora izmeren na 660 nm, srazmeran je koncentraciji prisutnih
ukupnih antioksidanasa u uzorku. Dobijeni rezultati predstavljaju koncentraciju
ukupnog antioksidativnog kapaciteta i izrazeni su u mmol Trolox equiv./L. Grafik
standardne krive za odredivanje TAC je prikazan na Slici 7.
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KONCENTRACIJA TAC (mmol Trolox equiv./L)

Slika 7. Standardna kalibraciona kriva za odredivanje TAC
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Odredivanje ukupnog antioksidativhog kapaciteta (TAC) vrSeno je na automatskom
analizatoru AU 400 (Beckman Coulter, Inc, Brea, USA). Parametri za odredivanje TAC

na automatskom analizatoru prikazani su na Slici 8.

Specific Test Parameters

General LIH | ISE | Range |
Test Name: [ TAC : | L<1 [>1] Type: Operation: | Yes
Sample: Volume 50 JIpL Dilution 0 nL  Pre-Dilution Rate: |II
Reagents: R1 Volume 200 [nl Dilution 0 nL MinOD Max OD

R2 Volume 25 [uL  Dilution | 0 JuL Li | H| |
Reagent OD limit:

\Wavelength: pri. [ 660 See. [ 1] First L [2.0000] ~First H[2.5000
Method: END Last L 2.0000' Last H]2.5000
Reacting slope: = Dynamic Range:
Measuring Point 1: First 0 Last 26 Correlation Factor: 1-999999.9 | H[999999.9]
Measuring Point 2: First 0 Last 10
Linearity: | % A [1.oo000000] B Jo.0000000]
No Lag Time: 1 On-board stability period: 1}

Slika 8. Aplikacija za odredivanje ukupnog antioksidativnog kapaciteta (TAC) na
analizatoru AU 400 (Beckman Coulter, Inc, Brea, USA)

3.5.3. Odredivanje koncentracije 8-0kso-7,8-dihidro-2'-deoksiguanozina u urinu

Za procenu sistemskog efekta oksidativnog stresa kod ispitanika su odredene
koncentracije parametra oksidativne modifikacije DNK, 8-okso-7,8-dihidro-2'-
deoksiguanozina (8-oxodG). Za merenje koncentracije 8-0xodG korisc¢en je prvi jutarnji
urin, primenom metode po Lee-u i saradnicima (38). Metoda se odlikuje visokom
osetljivoséu 1 jednostavnom pripremom uzorka. Princip metode je direktno, neizotopsko
merenje parametra 8-oxodG, primenom izokraticne HPLC-MS/MS metode
(kombinovana tehnika visoko osetljive te¢ne hromatografije pod visokim pritiskom i
masene spektrometrije).

Hemikalije i reagensi:
- 8-0x0dG (Sigma-AldrichCo)
- amonijum-acetat (Sigma Ultra, Sigma-AldrichCo)
- acetonitril (Sigma-AldrichCo)
- voda (Milli-Q kvaliteta)
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Piprema mobilne faze:

Za analizu, kao mobilne faze koriS¢eni su rastvori amonijum-acetata |

acetonitrila. Amonijum-acetat, 10 mM rastvor je pripremljen rastvaranjem 771 mg

amonijum-acetata u 1L vode. pH vrednost rastvora amonijum-acetata (pH=4,3) je

podeSena dodatkom siréetne kiseline. Amonijum-acetat i acetonitril su meSani u

zapreminskom odnosu 96,4:3,6. Pripremljene mobilne faze su pre upotrebe profiltrirane

kroz najlon filter (0,2 pum).

Priprema osnovnog i radnih rastvora standardne supstance:

Uslovi

Osnovni rastvor 8-oxodG, oko ¢c=7 mmol/L, pripremljen je rastvaranjem 1 mg 8-
oxodG-a u 0,5 mL vode.

RazblaZeni rastvor 8-oxodG, od oko c¢=7 pumol/L, pripremljen je meSanjem 1 pL
osnhovnog rastvora 8-oxodG (~c=7 mmol/L) i 999 pL vode, za 1 mL rastvora.
Tacna koncentracija ovog rastvora utvrdena je spektrofotometrijski na aparatu
Ultraspec  3300pro UV/Vis Scanning Spectrophotometer  (Amersham
Biosciences) i koriste¢i poznate vrednosti za ekstinkciju 8-oxodG (g 12,300 at
245 nm).

Radni rastvor 8-oxodG (c=1200 nmol/L) je pripremljen iz razblaZzenog rastvora,
neposredno pre analize, meSanjem odgovarajuée zapremine vode i razblaZzenog
rastvora 8-oxodG (c=7 umol/L) kako bi se dobila ta¢na radna koncentracija 8-
oxodG od 1200 nmol/L. Radni rastvor je dalje koris¢en za pripremu standardnih
rastvora razli¢itih koncentracija 8-oxodG (c=0; 7,5; 15,0; 30,0; 60,0; 120,0
nmol/L) u vodi i pool-u urina zdravih ispitanika.

HPLC-MS/MS analize:

Kolona: Thermo Scientific Hypersil GOLD aQ (3 pm, 100 Lx4.6 mm ID)
Mobilna faza (A): amonijum-acetat (c=10 mM)

Mobilna faza (B): acetonitril

Protok mobilne faze: 500 puL/min

Temperatura kolone: 25 °C

Jonski izvor HESI: analiza pozitivnih jona

Maseni analizator: kvadrupol

Temperature kapilare: 280 °C

Napon kapilare: 5000V
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Izvodenje analize:

Merenje 8-oxodG u urinu vrseno je na Thermo ACCELA (Thermo Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA) HPLC-u povezanim sa masenim spektrofotometrom
Thermo TSQ Quantum Access Max (Thermo Scientific, Waltham, Maassachusetts,
USA) koji se sastoji od tri kvadrupolna analizatora masa i koji je opremljen sa
elektrosprej jonskim izvorom za zagrevanje (HESI). Svi analizirani urini, standardi i
kontrole su snazno promesani, sonificirani 1 minut i potom centrifugirani 5 minuta na
10000 obt/min. Bistri supernatanti su zatim postavljeni u termostatirani “autosampler”
HPLC-a na 4 °C i po 20 pL od svakog uzorka, standarda i kontrole je koris¢eno za
analizu. Uzorci su injektovani na Thermo Scientific Hypersil GOLD aQ kolonu i
eluirani mobilnom fazom (amonijum-acetat i acetontril u zapreminskom odnosu
96,4:3,6) 10 minuta pri brzini od 500 pL/min, na temperaturi od 25°C. Zahvaljujuéi
integrativnom preklopnom ventilu, koji je instaliran u maseni spektrometar, samo eluat
frakcija 8-oxodG-a stize do masenog spektrometra, dok se ostatak eluata isporucuje u
otpad (0-5,5 minuta eluata ide u otpad, 5,5-7 minuta eluata ide do masenog
spektrofotometra, 7-10 minuta eluata ide u otpad). Podaci o kalibraciji i uzorcima su
dobijeni tehnikom visestrukog praéenja odabranih jona: [M+H]" (prekursorski jon m/z
284; kolizioni produkt m/z 168). Kalibracija metode je vrSena upotrebom standardnih
rastvora razli¢itih koncentracija 8-oxodG (c= 0; 7,5; 15,0; 30,00; 60,0; 120,0 nmol/L),
pripremljenih u pool-u urina zdravih ispitanika. Limit detekcije (LOD) je iznosio 1,65
nmol/L i odreden je merenjem 8-0xodG-a tri puta u kontrolnim vodenim rastvorima 8-
oxodG-a poznate koncentracije. Limit kvantifikacije je ispitan u kontrolnim uzorcima 8-
oxodG-a, pripremljenim u pool-u urina zdravih ispitanika i iznosio je 3,30 nmol/L.
Tacnost, preciznost 1 ponovljivost su ispitani upotrebom kontrolnih uzoraka
pripremljenim u pool-u urina i vodi, sa poznatim koncentracijama 8-oxodG (7,5; 15,0;
30,0; 60,0; 120,0 nmol/L). Preciznost je procenjena ponovljenim merenjem 8-oxodG-a
u kontrolnim uzorcima, poznate koncentracije 8-oxodG-a, pripremljenim u urinu
zdravih ispitanika. Ta¢nost je procenjena na osnovu odnosa izmerenih koncentracija 8-
oxodG-a i ocekivanih koncentracija, u kontrolnim uzorcima pripremljenih u pool-u
urina, i iznosila je 97%. Ponovljivost je testirana upotrebom 15 nmol/L kontrolnog
uzorka 8-oxodG-a. Nivo 8-0xodG u urinu je izrazen kao indeks 8-oxodG/kreatinin kako
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bi se omogucila normalizacija koncentracije 8-0xodG prema kreatininu. Hromatografski

prikazi analize 8-oxodG-a su prikazani na Slici 9.

100

]

Relative abundance

0 2 4 6 8 0 0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
Time (min) Time (min) Time (min)

a. b. C.

Slika 9. HPLC-MS/MS hromatogrami analize 8-oxodG (m/z 284—168). a. 15 nmol/L

8-0x0dG standard u vodi; b. ¢ist urin; ¢. 15 nmol/L 8-oxodG standard u urinu.

3.6. Odredivanje koncentracije kotinina u urinu

Za procenu stepena izloZenosti duvanskom dimu, u urinima ispitanika odredene
su koncentracije kotinina. Urinarni kotinin je odredivan metodom koju su opisali
Rabba-Khabbaz i saradnici (70). Metoda se odlikuje visokom osetljivoscu,
jednostavnos¢u 1 brzinom izvodenja. Princip metode se =zasniva na merenju
koncentracije kotinina primenom te¢ne hromatografije visokih performansi (HPLC),
nakon te¢no-tecne ekstrakcije dihlormetanom u alkalnoj sredini.

Hemikalije i reagensi:

- Mobilne faze: acetonitril (ChromasoLV, HPLC grade, >99%) i fosfatni pufer
(c=30 mmol/L, pH=4,5).

- Voda (HPLC grade)

- Dihlormetan: sredstvo za ekstrakciju kotinina iz uzorka.

- Acetanilid: interni standard. Za analizu koris¢en je rastvor acetanilida
koncentracije 0,2 mg/ml. Ovaj rastvor je pripreman razblaZivanjem osnovnog
rastvora acetanilida (c=2,02 mg/ml).

- Kaotinin (Sigma-AldrichCo): standardni rastvori kotinina razicitih koncentracija
(c=10, 20, 100, 200, 500, 1000, 1500, 2000, 4000, 6000, 8000 i 10000 ng/ml) su
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korisc¢eni za kalibraciju metode. Standardni rastvori su pripremljeni, neposredno
pre analize, u pool-u urina dodatkom odgovarajuce zapremine osnovnog rastvora
kotinina (c=500 pg/ml). Osnovni rastvor je stabilan 6 meseci na -20°C.

Natrijum-hidroksid (¢=5 mol/L): obezbeduje alkalnu sredinu.

Kao kontrola, pripremani su uzorci u pool-u urina zdravih ispitanika, i u vodi,

dodavanjem rastvora kotinina poznatih koncentracija.

Izvodenje analize:

Nakon otapanja i vorteksovanja uzoraka, po 1 ml svakog uzorka je preneto u
epruvetu od 1,5 mL.

U svaki uzorak dodato je 10 pL rastvora acetanilida (interni standard, c=0,2
mg/ml) i smesa je kratko vorteksovana.

Nakon toga, u svaki uzorak je dodato po 200 pL rastvora natrijum-hidroksida
(c=5 M), smesa kratko vorteksovana i centrifugirana na 13200 obr/min 5 minuta.
Centrifugirani uzorci su odpipetirani, preneti u plasticne epruvete i u svaki
uzorak je dodato po 3 ml dihlormetana.

Uzorci su vorteksovani 30 sekundi i potom meSani 20 minuta orbitalnom
mesSalicom, na hladnom.

Nakon toga, uzorci su centrifugirani 5 minuta na 3000 br/min.

Centrifugirani uzorci su alikvotirani. Sloj dihlormetana je prenet u dve epruvete
po 1,5 mL 1 uparavan na vakuum uparivacu do suva (Eppendorf concentrator
5301 Complete system) (20 minuta na 45 °C).

Upareni uzorci su rekonstruisani sa 100 pL mobile faze (fosfatni pufer, c=30
mmol/L, pH=4,5), kratko vorteksovani i centrifugirani na 13200 obr/min 5
minuta.

Centrifugirani uzorci su preneti u HPLC epruvete.

Urinarni kotinin je meren na instrumentu Ultimate 3000 (Termo Scientific) HPLC-u.

Koncentracije kotinina u urinu su odredene primenom internog standarda i metode

standardne kalibracione krive. Kalibracija metode je vrSena standardnim rastvorima

kotinina u koncentracijama od 10-10000 ng/ml, pripremljenih u pool-u urina zdravih

ispitanika. Nivo kotinina u urinu je izrazen kao indeks kotinin/kreatinin kako bi se
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omogucila normalizacija koncentracije kotinina prema kreatininu. Hromatografski

prikazi analize kotinina su prikazani na Slici 10. Grafik standardne kalibracione krive za

kotinin je prikazan na Slici 11.
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Slika 10. HPLC hromatogrami analize kotinina. a. 500 ng/ml kotinin standard u vodi; b.

20 ng/ml kotinin standard u urinu.
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Slika 11. Standardna kalibraciona kriva za kotinin u urinu
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3.7. Metode za izolovanje genomske DNK

3.7.1. 1zolovanje genomske DNK komercijalnim kitom

Genomska DNK je izolovana iz nuklearnih ¢elija periferne krvi koris¢enjem

komercijalnog kita GeneJET™ DNA Purification Kit (Thermo Scientific, Waltham,

MA), prema uputstvu proizvodaca:

U 200 pL periferne venske krvi dodato je 20uL Proteinaze K i1 400 pL
lizirajuceg pufera. Smesa je vorteksovana 15 sekundi i inkubirana 10 minuta na
56°C.

Smesi je dodato 200uL 96% etanola i ponovo je kratko vorteksovana.
Pripremljeni lizat je nanet na prethodno sklopljenu kolonu (GeneJET™ DNA
Purification Colomn) koja se nalazila u epruveti za sakupljanje. Kolona je
centrifugirana 1 minut na 6000 obr/min i potom preneta u novu epruvetu.

Na kolonu je dodato 500ul pufera za ispiranje (Wash Buffer 1) i kolona je
centrifugirana 1 minut na 8000 obr/min. Sakupljena te¢nost iz epruvete je
odbacena.

Zatim, na kolonu je dodato 500uL pufera za ispiranje (Wash Buffer 2), koji je
dodatno oslobodio DNK od necistoca, i kolona centrifugira na 13000 obr/min u
toku 3 minuta.

Kolona je prebacena u epruvetu za eluaciju DNK i dodato je 200uL sterilne
vode. Kolona je inkubirana 1 minut na sobnoj temperaturi, a zatim
centrifugirana na 8000 obr/min 1 minuta.

Nakon centrifugiranja kolona je odbacena, a u epruveti je ostao rastvor DNK.

Izolovana DNK je ¢uvana na -20°C do daljeg koriS¢enja.

3.7.2. 1zolovanje genomske DNK pomo¢u CTAB metode

Genomska DNK je izolovana iz nuklearnih ¢elija periferne krvi pomocu cetil-

trimetil-amonijum-bromida, takozvanom CTAB metodom (123). Princip metode

zasniva se na oslobadanju DNK iz nuklearnih ¢elija, dodatkom cetil-trimetil-amonijum-

bromida (CTAB), nakon c¢ega se oslobodena DNK ekstrahuje hloroformom.
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Ekstrahovana DNK se precipitira dodatkom apsolutnog etanola i njeno precis¢avanje se

vrsi upotrebom 70% etanola.
CTAB protokol za izolaciju DNK:

U 200 pL periferne venske krvi dodato je 400 uL rastvora litickog pufera (8%
CTAB, 1,2 M NaCl, 100 mM Tris i 50 mM EDTA) koji je prethodno zagrejan
na 68 °C. Smesa je blago promesSana nekoliko puta i inkubirana na 68 °C 15
minuta.

Nakon toga, u smeSu je dodato 600 pL hloroforma, kratko promesSana, i
centrifugirana 10 minuta na 12000 obr/min.

Gornja faza je pipetiranjem preneta u novu epruvetu. Dodato je 5% CTAB
(rastvoren u 1,2 M NaCl) do koncentracije od 0,1% CTAB i jednaka zapremina
bidestilovane vode. SmeSa je blago prome$ana i centrifugirana 10 minuta na
12000 obr/min.

Nakon toga, supernatant je odliven i talog resuspendovan sa 300 puL 1,2M
rastvora natrijum-hlorida. Resuspendovanom talogu je dodato 750 pL
apsolutnog etanola. SmeSa je blago promeSana i centrifugirana 5 minuta na
12000 obr/min.

Supernatant je odliven i na talog je dodato 500 pL 70% etanola. Smesa je
centrifugirana 5 minuta na 12000 obr/min.

U krajnjem koraku, supernatant je odliven i talog osusen na vazduhu.

Osuseni talog je resuspendovan sa 40 L bidestilovane vode.

Izolovana DNK ¢uvana je na -20°C do daljeg koriséenja.

3.8. Metode za detekciju genskih varijanti enzima uklju¢enih u metabolizam

ksenobiotika

U ovoj studiji kori§¢ene su dve metode za detekciju genskih varijanti ispitivanih

enzima: reakcija lan¢anog umnozavanja DNK (PCR, engl. Polymerase Chain Reaction)

i metoda polimorfizama duZine restrikcionih fragmenata (PCR-RFLP). Sekvence

prajmera (oligonukleotida) koji su u ovom radu koriséeni u reakcijama lancanog

umnozavanja DNK (PCR), su prikazane u Tabeli 4.
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Tabela 4. Sekvence prajmera koje su koris¢ene u reakcijama lan¢anog umnozavanja
DNK

Ngzw Sekvenca prajmera Literatura
prajmera
CYP1A1F 5-CAGTGAAGAGGTGTAGCCGCT-3' (124)
CYP1AlR 5-TAGGAGTCTTGTCTCATGCCT-3'
GSTM1F 5'-GAACTCCCTGAAAACCTAAAG-3'
GSTMI1R 5-GTTGGGCTCAAATATACGGTGG-3'
GSTT1F 5-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3' (125)
GSTTIR 5-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3'
ALBF 5-GCCCTCTGCTAACAAGTCCTAC-3'
ALBR 5'-GCCCTAAAAAGAAAATCGCCAATC-3'
GSTP1F 5-GTAGTTTGCCCAAGGTCAAG-3' (103)
GSTP1R 5-AGCCACCTGAGGGGTAAG-3'
EPO 1 5-GATCGATAAGTTCCGTTTCACC-3'
EPO 2 5-ATCCTTAGTCTTGAAGTGAGGAT-3' (126)
EPO 3 5-ACATCCACTTCATCCACGT-3'
EPO 4 5-ATGCCTCTGAGAAGCCAT-3'

3.8.1. Detekcije genskih varijanti enzima GSTM1 i GSTT1 primenom metode

reakcije lancanog umnoZavanja DNK (PCR)

Osnovni princip reakcije lanfanog umnozavanja je in vitro amplifikacija
odredenog segmenta DNK. Segment DNK koji se umnozava je definisan prajmerima
koji su komplementarni njegovim krajevima i medusobno su suprotno orjentisani (127).
Reakciona smesSa, u kojoj se odvija sinteza odredenog segmenta DNK sadrzi: DNK
matricu, prajmere (oligonukleotide), Mg?* jone, dezoksiribonukleotidtrifosfate (ANTP),
Taq polimerazu i pufer koji omogu¢ava normalan rad Taq polimeraze. Metoda PCR se
odvija u mikrotubama, kroz precizno kontrolisane cikli¢ne promene temperature. Ovo
za posledicu ima umnoZavanje ta¢no odredenog segmenta DNK, milion ili milijardu
puta, nakon 30-45 odigranih ciklusa. Svaki ciklus u PCR procesu se sastoji od tri faze:
denaturacija DNK matrice (dolazi do raskidanja vodoni¢nih veza izmedu dva
komplementarna lanca DNK), hibridizacija (formiranje vodonic¢nih veza izmedu matrice
i prajmera) i elongacija prajmera (sinteza DNK - ugradnja nukleotida na 3' krajevima

prajmera katalizovana Taq polimerazom). PCR je lancana reakcija zato $to svaki
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novosintetisani lanac DNK postaje matrica za sintezu novih DNK lanaca u narednom
ciklusu.

U ovoj studiji, detekcija GSTM1 *nulti i GSTT1 *nulti varijanti je vrSena
multipleks PCR reakcijom, pri ¢emu se kao interna kontrola koristio alboumin (125). Deo
gena za albumin se takode umnozavao u PCR reakciji. Dobijeni PCR fragmenti su
detektovani na 2% agaroznom gelu pomocu etidijum-bromida i UV-svetla. Na
agaroznom gelu, prisustvo GSTML1 gena je odgovaralo fragmentu 215 bp, GSTT1 gena
fragmentu 480 bp i albumina fragmentu 350 bp. U slucaju delecije ovih gena, izostalo je
umnozavanje u PCR reakciji 1 samim tim izostale su i trake na agaroznom gelu za
GSTM1i GSTT1 gene.

Sastav reakcione smeSe za umnoZavanje segmenata DNK u multipleks PCR
reakciji, za genske varijante GSTM1 i GSTT1, prikazan je u Tabeli 5.

Prinosi PCR produkata su proveravani elektroforezom na 2% agaroznim

gelovima.

Tabela 5. Sastav reakcione smeSe za multipleks PCR reakciju, za genske varijante
GSTM1iGSTT1

Sastav reakcione smeSe

1 pL rastvora DNK

10,45 pL sterilne vode

2 UL — 10 x Reakcioni pufer B (KapaBiosystem)
2 uL - 10 mM dNTP

2 uL — 25 mM MgCl,

0,4 UL - prajmera GSTTL1F

0,4 pL - prajmera GSTT1R

0,4 pL - prajmera GSTM1F

0,4 UL - prajmera GSTM1R

0,4 UL - prajmera ALBF

0,4 UL - prajmera ALBR

0,15 pL - 5U/uL Taq (KAPA) polimeraze (KapaBiosystem)

Temperaturni uslovi multipleks PCR reakcije, za genske varijante GSTM1 i GSTT1,
bili su sledeci:

94 °C /5min

(94 °C/1min, 58,3 °C/30 sec, 72 °C/45 sec) x 40 ciklusa

72 °C/7 min.
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3.8.2. Detekcije genskih varijanti: CYP1Al, GSTP1, mEPHS i mEPHF gena

primenom metode polimorfizama duZine restrikcionih fragmenata (PCR-RFLP)

Metoda polimorfizama duZine restrikcionih fragmenata (PCR-RFLP) predstavlja
metodu koja omogucéava direktnu detekciju genskih varijanti. Obradom PCR produkata
restrikcionim enzimima dobijaju se DNK fragmenti razli¢ite duzine. U zavisnosti od
toga da li je ispitivana promena prisutna ili odsutna u segmentu DNK zavisi¢e i
oCuvanost mesta prepoznavanja restrikcione endonukleaze. Razdvajanjem produkata
digestije na agaroznom ili poliakrilamidnom gelu prisustvo genskih varijanti se
detektuje prisustvom obrazac trake na gelu.

U ovoj studiji, PCR-RFLP metoda je koriS¢ena za detekcije genskih varijanti:
CYP1A1, GSTP1, mEPHS i mEPHF gena. Sastavi reakcionih smeSa za umnoZavanje
segmenata DNK u PCR reakciji, za varijante CYP1AL, GSTP1, mEPHS i mEPHF gena,
prikazani su u Tabeli 6a. Temperaturni uslovi PCR reakcije za ispitivane genske
varijante su prikazani u Tabeli 6b.

Prinosi PCR produkata su proveravani elektroforezom na 2% agaroznim

gelovima.

Tabela 6a. Sastavi reakcionih smeSa za umnozavanje segmenata DNK u PCR reakciji

Genska Duzina DNK . y
Sastav reakcione smese

varijanta segmenta

1 pL rastvora DNK

15,3 pL sterilne vode

2,5 pL - 10 x Reakcioni pufer B (KapaBiosystem)
CYP1Al

2,5uL - 10 mM dNTP
(*LA/*2A) 339 bp H

2,5 pL - 25 mM MgCl,
0,5 uL - prajmera CYP1A1F
0,5 uL - prajmera CYP1A1R
0,2 uL - 5U/uL Taq (KAPA) polimeraze (KapaBiosystem)
1 pL rastvora DNK
15,9 pL sterilne vode
2,5 pL - 10 x Reakcioni pufer B (KapaBiosystem)
GSTP1 430 bp 2,5 L - 10 mM dNTP
(Ile105Val) 2,5 L - 25 mM MgCl,
0,2 pL - prajmera GSTP1F
0,2 yL - prajmera GSTP1R
0,2 uL - 5U/uL Taq (KAPA) polimeraze (KapaBiosystem)
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Nastavak Tabele 6a.

varijanta segmenta

Genska Duzina DNK

Sastav reakcione smese

MEPHS

(Tyrl13His) | 1620p

1 pL rastvora DNK

15,35 L sterilne vode

2,5 pL - 10 x Reakcioni pufer B (KapaBiosystem)

2,5uL - 10 mM dNTP

2,5 puL - 25 mM MgCl,

0,5 pL - prajmera EPO1

0,5 pL - prajmera EPO2

0,15 pL -5U/uL Tag (KAPA) polimeraze (KapaBiosystem)

MEPHF

(His139Arg) | 210bp

1 pL rastvora DNK

15,3 uL sterilne vode

2,5 pL - 10 x Reakcioni pufer B (KapaBiosystem)

2,5uL - 10 mM dNTP

2,5 puL - 25 mM MgCl,

0,5 pL - prajmera EPO3

0,5 pL - prajmera EPO4

0,2 puL - 5U/uL Taq (KAPA) polimeraze (KapaBiosystem)

CYP- eng.Cytochrome; GST-glutation-S-tranferaza; mEPH-mikrozomalna hidrolaza epoksida.

Tabela 6b. Temperaturni uslovi PCR reakcije za analizirane genske varijante

Genska varijanta Temperaturni uslovi PCR reakcije

94 °C /5min

(S;KAF;’{Z{) (94 °C/45 sec, 60 °C/30 sec, 72 °C/30 sec) x 35 ciklusa
72 °C/7 min
94 °C /5min

(”SEOTSF\’}aI) (94 °C/30 sec, 57 °C/30 sec, 72 °C/30 sec) x 35 ciklusa
72 °C/7 min
94 °C /5min

(Tmr'i’;fis) (94°C/30 sec, 49,5 °C/1 min, 72 °C/30 sec) x 40 ciklusa

y 72 °C/7 min
94 °C /5min

(Hgfggpl\:r ) (94 °C/30 sec, 55 °C/20 sec, 72 °C/20 sec) x 36 ciklusa
g 72°C/7 min

CYP- eng.Cytochrome; GST-glutation-S-tranferaza; mEPH-mikrozomalna hidrolaza epoksida.
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Gen za CYP1ALl se nalazi na hromozomu 15922-24. Genska varijanta T3801C
(Mspl) detektovana je PCR-RFLP metodom, na 3' flanking regionu gena (124).
Detekcija je vrSena nakon razdvajanja produkata digestije na poliakrilamidnom gelu,
bojenjem srebro-nitratom. Alel 3801T je oznacen kao CYP1A1 *1A a alel 3801C kao
CYP1A1 *2A. Na poliakrilamidnom gelu, prisustvo alela CYP1A1 *1A je odgovaralo
fragmentu od 339 bp a alela CYP1A1 *2A framentima 205 i 134 bp.

Gen za GSTP1 se nalazi na hromozomu 11q13. U okviru ovog gena opisana je
genska varijanta A313G koja dovodi do aminokiselinske zamene Ile—Val na poziciji
105. Detekcija je vrsena PCR-RFLP metodom, a produkti digestije su analizirani
elektroforezom na poliakrilamidnom gelu, bojenjem srebro-nitratom (103). Na
poliakrilamidnom gelu, prisustvo 105lle alela je odgovaralo fragmentu od 329 bp dok je
prisustvo 105Val alela odgovaralo fragmentima 222 bp i 107 bp.

Gen za mEPHX se nalazi na hromozomu 1q14.2.1. U kodirajuéem regionu gena
detektovane su dve genske varijante. Jedna dovodi do aminokiselinske zamene
Tyr—His na poziciji 113 koja uti¢e na smanjenje aktivnosti (,,slow allel“ ili S alel), dok
druga varijanta dovodi do zamene His—Arg na poziciji 139 koja utiCe na povecanje
aktivnosti (,fast allel“ ili F alel). Detekcije S i F alela vrene su PCR-RFLP metodom, a
produkti digestije su analizirani elektroforezom na 3% agaroznom gelu. Vizuelizacija
produkata digestije omogucena je dodavanjem etidijum-bromida u gel i osvetljavanjem
gela UV-svetlom (126). Za rezultate kod kojih je prinos PCR reakcije bio nedovoljan,
analiza je vrsena elektroforezom na poliakrilamidnom gelu, bojenjem srebro-nitratom.
Prisustvo 113Tyr je odgovaralo fragmentu od 142 bp, a S alel (113His) fragmentu od
162 bp na agaroznom gelu. Prisustvo 139His je odgovaralo fragmentu od 210 bp, dok se

fragment od 164 bp uocavao kada je bio prisutan F alel (139 Arg).

3.9. Digestija produkata PCR reakcije

Digestija DNK segmenata koji su dobijeni u PCR reakciji vrSena je restrikcionim
enzimima, prema uputstvima proizvodaca. Digestija je vrSena na temperaturi od 37 °C,

preko noci. Sastavi smeSa za digestiju, za varijante CYP1A1, GSTP1, mEPHS i mEPHF
gena, prikazani su u Tabeli 7.
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Tabela 7. Sastavi smeSa za digestiju DNK segmenata

Genska varijanta Sastav smeSe

2 pL - 10 x Tango pufer (Fermentas)

CYP1A1 0,3 pL - 10U/uL Mspl (Fermentas)

(*1A/*2A) 17 pL PCR smese

0,7 pL sterilne vode

2 UL - 10 x Tango pufer (Fermentas)
GSTP1 0,2 uL - 10U/uL BsmAl (Fermentas)

(lle105Val) 17 uL PCR smese

0,8 uL sterilne vode

2 L - 10 x Pufer R (Fermentas)
mEPHS 0,2 pL - 10U/uL EcoRV (Fermentas)

(Tyr113His) 17 pL PCR smese

0,8 pL sterilne vode

2,5 uL - 10 x Tango pufer (Fermentas)
mMEPHE 0,5 pL - 10U/uL Rsal (Fermentas)

(His139Arg) 17 uL PCR smese

5 uL sterilne vode
CYP-eng. Cytochrome; GST- glutation-S-transferaza; mEPH-mikrozomalna hidrolaza epoksida.

3.10. Provera prinosa/kvaliteta izolovane DNK i provera uspesnosti amplifikacije

DNK primenom elektroforeze u agaroznom gelu

Elektroforeza na agaroznom gelu predstavlja najceS¢e koris¢en metod za

detekciju i analizu nukleinskih kiselina (128).

Priprema agaroznog gela:

- U 100 ml TAE pufera (40mM Tris, 20mM natrijum-acetat, 1mM Na,EDTA)
dodata je odredena koli¢ina agaroze (1% gel - 1 g agaroze; 2% gel - 2g agaroze)
1 smesa je zagrejana do kljucanja.

- Nakon toga, rastvor agaroze je ohladen do 50 °C i dodat je etidijum-bromid u
koncentraciji od 1 pg/mL.

- Rastvor agaroze je izliven u kalup, u koji su prethodno stavljeni odgovarajuci
cesljevi. Gel je ostavljen da Zelatinira 30 minuta.

- Nakon Zzelatiniranja, ¢esljevi su izvadeni, kalup je prenet u kadicu i doliven je

TAE pufer 0,5 cm iznad povrsine gela.
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- Na ovako pripremljen gel naneti su DNK markeri i uzorci za analizu.
Elektroforeza je tekla u TAE puferu, pri naponu od 7-10V/cm. Za odredivanje veli¢ine
fragmenata DNK koriS¢en je odgovaraju¢i komercijalni DNK marker (100 bp DNA
Ladder, O'GeneRuler, Thermo Fisher Scientific). Vizuelizacija DNK je omoguéena
dodavanjem etidijum-bromida u gel i osvetljavanjem gela UV svetlos¢u pri ¢emu dolazi
do fluorescencije. Intenzitet fluorescencije je proporcionalan koli¢ini DNK u datoj traci
na gelu. DNK je vizuelizovana pomoc¢u transluminatora i gel dokumentovan putem
CCD kamere sa BioDocAnalyze sistemom.

Prinos i kvalitet izolovane DNK je proveren elektroforezom u 1% agaroznom
gelu, dok je provera uspesnosti amplifikacije fragmenata dobijenih PCR metodom
vrdena u 2% agaroznom gelu. Detekcije genskih varijanti GSTT1 i GSTML1 su vrSene na

2%, a varijante mEPH (Tyr113His) i mEPH (His139Arg) gena na 3% agaroznom gelu.

3.11. Elektroforeza DNK u nativnom gelu od poliakrilamida

Osim elektroforeze u agaroznom gelu, elektroforeza na polakriamidnom gelu se
takode koristi za detekciju i analizu nukleinskih kiselina (128). U ovoj studiji,
elektroforeza u 10% nedenaturiSe¢em poliakrilamidnom gelu je koriséena za detekciju

CYP1Al1 *1A/*2A i GSTP1 (lle150Val) genskih varijanti.

Priprema poliakrilamidnog gela:

- U zavisnosti od koncentracije i zeljene debljine gela, pomeSane su odredene
koli¢ine akrilamida (akrilamid i N,N'-metilenbisakrilamid u odnosu 29:1), 0,1%
APS-a (amonijum-persulfat), 1 puL/ml TEMED-a (tetrametil-etilendiamin) i
Tris-boratni (TBE) pufera (100mM Tris, 83 mM borna kiselina, 1 mM
Na,EDTA, pH 8).

- Smesa je izlivena u kalup, u koji su prethodno stavljeni odgovarajuéi ¢esljevi.
Gel je ostavljen da polimerizuje.

- Nakon polimerizacije, cesljevi su izvadeni, kalup je prenet u kadicu za
vertikalnu elektroforezu u koju je naliven TBE pufer (100mM Tris, 83 mM
borna kiselina, 1 mM Na,EDTA, pH 8).

- Na ovako pripremljen gel naneti su DNK markeri i uzorci za analizu.
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Elektroforeza je tekla u TBE puferu (100mM Tris, 83 mM borna kiselina, 1 mM
Na,EDTA, pH 8) pri naponu od 10V/cm. Za odredivanje veli¢ine fragmenata DNK
koris¢en je odgovarajuc¢i komercijalni DNK marker (100 bp DNA Ladder, O'GeneRuler,
Thermo Fisher Scientific). Nakon elektroforeze, vizuelizacija je vrSena bojenjem gelova
srebro-nitratom.

Poliakrilamidni gelovi se po zavrSenoj elektroforezi fiksiraju 20 minuta u
rastvoru 10% etanola i 0,5% siréetne kiseline (129). Gelovi se boje 10 minuta u 0,1%
rastvoru srebro-nitrata, a potom dva puta isperu destilovanom vodom radi uklanjanja
visSka rastvora srebro-nitrata. Razvijanje se vrSi 20 minuta u rastvoru 1,5% natrijum-
hidroksida, 0,01% natrijum-borhidrida i 0,048% formaldehida (pre sipanja razvijaca, gel
se ispere sa malom koli¢inom razvijaca kako bi se uklonio viSak srebra). Fiksiranje

obojene DNK u gelu se vrsi 10 minuta u rastvoru 0,75% natrijum-bikarbonata.

3.12. Statisticka analiza

Dobijeni rezultati su analizirani odgovaraju¢im statisticCkim metodama uz pomo¢
statistiCkog programa SPSS (verzija 17), a vrednost za verovatno¢u p<0,05 je smatrana
statisticki znacajnom. Tip raspodele kontinuiranih promenljivih je ispitan primenom
Kolmogorov-Smirnov-og testa (K-S test). Ukoliko je raspodela bila normalna,
kontinuirane promenjive su prikazane kao srednja vrednost + standardna devijacija. Ako
je raspodela podataka imala normalnu distribuciju nakon logaritmovanja vrednosti, tada
su rezultati prikazani kao medijana sa rasponom 5-95% percentil. Kategorijske
promenljive su predstavljene kao apsolutne i relativne frekvencije. Za parametre Cija je
raspodela bila normalna primenjeni su parametarski testovi poredenja srednjih vrednosti
izmedu dve grupe nezavisnih podataka (Studentov t-test), kao i parametarske metode
poredenja srednjih vrednosti izmedu tri i viSe grupa nezavisnih podataka (analiza
varijanse, ANOVA, jednofaktorska, dvofaktorska i trofaktorska ANOVA). Ako je
primenom testa jednofaktorska ANOVA dobijena statisticki znacajna razlika izmedu
grupa, dalje je ispitivano izmedu kojih grupa podataka je prisutna razlika primenom
LSD post hoc testa (Least Significant Difference, LSD), a kod primene dvo- ili
trofaktorske ANOVE, primenjen je Sidakov post hoc test. Za parametre &ija je raspodela

odstupala od normalne, primenjeni su neparametarski testovi poredenja srednjih
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vrednosti izmedu dve ili vise grupa nezavisnih podataka (Mann-Whitney i Kruskal-
Wallis test). Za poredenje kategorijskih promenljivih izmedu razlicitih grupa koriséen
je x2-test. Odstupanje distribucije genotipova od Hardy-Weinberg-ove ravnoteze
procenjeno je y2-testom ili Fisher egzaktnim testom (ukoliko je broj slucajeva <5). Za
ispitivanje postojanja veze izmedu promenjivih koriS¢ena je parametarska Pearson-ova
korelaciona analiza ili neparametarska Spearman-ova korelaciona analiza. Binarna
logisticka regresija (enter metoda) je koriS¢ena za procenu uticaja genetskih i ne-
genetskih faktora rizika na verovatnocu nastanka i razvoja HOBP-a. Za procenu
dijagnostickih karakteristika i grani¢nih vrednosti parametara oksidativnog stresa u

otkrivanju HOBP koris¢ena je ROC kriva (Receiver Operating Characteristics).
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4. REZULTATI

U prvom delu studije ispitan je uticaj oksidativhog stresa i izloZenosti
duvanskom dimu na nastanak i razvoj hroni¢ne opstruktivne bolesti plu¢a (HOBP), dok
su u drugom delu ispitani genetski i ne-genetski faktori rizika za nastanak i razvoj

hroni¢ne opstruktivne bolesti plu¢a (HOBP).

4.1. Uticaj oksidativnog stresa i izloZzenosti duvanskom dimu u nastanku i razvoju

hroni¢ne opstruktivne bolesti pluéa

4.1.1. Karakteristike ispitanika

Ovo ispitivanje ukljucilo je 124 pacijenta (73 muskarca i 51-u Zenu, starosne
dobi 64,88+8,10 godina) obolelih od hroni¢ne opstruktivne bolesti plu¢a (HOBP).
Kontrolnu grupu je ¢inilo 173 ispitanika (107 musSkaraca i 66 Zena, starosne dobi
52,27+14,98 godina) kod kojih je iskljuceno prisustvo HOBP.

Za procenu stepena izlozenosti nikotinu iz duvanskog dima, u urinu svih
ispitanika meren je kotinin i izraZzen je kao indeks kotinin/kreatinin. Za procenu red-oks
statusa u serumu svih ispitanika mereni su: ukupni oksidativni status (TOS) i ukupni
antioksidativni kapacitet (TAC). Oksidativni indeks (OSI) je predstavljen kao odnos
ukupnog oksidativnog statusa i ukupnog antioksidativnog kapaciteta (TOS/TAC). Za
svakog ispitanika su prikupljeni podaci o pusackom statusu i na osnovu njih ispitanici
su podeljeni u dve grupe, pusaci i nepusaci. Rezultati deskriptivne analize osnovnih
kvalitativnin i kvantitativnih karakteristika kod obolelih od HOBP i kontrolnih
ispitanika prikazane su u Tabeli 8.

Poredenjem osnovnih karakteristika 1 klinickih parametara izmedu grupe
pacijenata i kontrolne grupe, uoceno je da su pacijenti €inili stariju populaciju sa nizim
vrednostima indeksa telesne mase (p<0,001). Visi nivo oksidativnog stresa je primecen
kod pacijenata (poviSene vrednosti ukupnog oksidativnog statusa i oksidativnog
indeksa) u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,001), kako u celokupnoj grupi ispitanika,

tako i u grupama koje su bile podeljenje prema polu.
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Tabela 8. Kvalitativne i kvantitativne karakteristike u svih zdravih ispitanika i HOBP-pacijenata kao i u grupama podeljenih prema polu

Karakteristike i Svi Muskarci
biomarkeri Kontrola HOBP Kontrola HOBP Kontrola HOBP
(n=173) (n=124) (n=107) (n=73) (n=66) (n=51)

Starost, godine 52,27+14,98% 64,88+8,10 45,65+13,43%¢ 65,21+8,16 63,26+10,22 64,41+8,09
Pusacki status, pusaci (%) 29,50 36,30 31,70 38,40 23,80 33,30
BMI (kg/mz) 27,20+4,06° 23,84+5,16 27,31+3,97° 23,84+4 95 25,7045,74 23,8445,88
Urinarni kotinin/kreatinin
(mg/mmol) 0,21+0,16 0,23+0,25 0,20+0,15 0,21+0,21 0,23+0,16 0,26+0,31
TOS a b,e c
(mmol H,0,, Equiv./L) 0,03+0,01 0,11+0,07 0,03+0,01” 0,10+0,07 0,02+0,01 0,11+0,07

22 .
TAC . d
(mmol Trolox Equiv./L) 2,74+0,22 2,80+0,32 2,79+0,21 2,86+0,30 2,66%0,22 2,73+0,33
OSI (TOS/TAC) 0,01+0,01% 0,04+0,03 0,01+0,01° 0,04+0,03 0,01+0,004° 0,04+0,03
FEV1, % 36,16+17,29 35,84+17,99 - 36,58+16,49
FVC, % 53,85+20,61 54,21+19,66 - 53,38+22,04
FEV1/FVC indeks 53,17+16,31 50,01+13,55 - 57,40+18,73

Kontinuirane promenjive su prikazane kao srednja vrednost+standardna devijacija; HOBP-hroni¢na opstruktivna bolest pluca; BMI-indeks telesne mase; FEV1%-forsirani ekspiratorni
volumen u prvoj sekundi (% od predvidenih vrednosti); FVC%-forsirani vitalni kapacitet (% od predvidanih vrednosti); TOS-ukupni oksidativni status; TAC-ukupni antioksidativni
kapacitet; OSI-oksidativni indeks. ? razlike izmedu kontrole i HOBP u ¢&itavoj populaciji; ® razlike izmedu kontrole i HOBP u populaciji muskaraca; © razlike izmedu kontrole i HOBP u

populaciji Zena; ¢ razlike izmedu muskaraca i Zena u HOBP populaciji; ® razlike izmedu muskaraca i Zena u kontrolnoj populaciji; p-statisticka znacajnost (p<0,05).
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4.1.2. Korelacije izmedu parametara oksidativnog stresa, kotinina, indeksa telesne

mase i godina starosti u kontrolnoj grupi i grupi pacijenata obolelih od HOBP

Primenom Pearsonove korelacije identifikovali smo statisticki znacajne
korelacije izmedu parametara oksidativnog stresa, antioksidativne zastite, indeksa
telesne mase i godina u kontrolnoj grupi i grupi pacijenata (Tabela 9.). Dobijena je
statisticki znacajna i veoma visoka pozitivna korelacija izmedu ukupnog oksidativnog
statusa (TOS) 1 oksidativnog indeksa (OSI), kod obe grupe ispitanika (p<0,001;
Pearsonov r>0,9). Kod pacijenata, pozitivne korelacije su dobijene izmedu ukupnog
antioksidativnog kapaciteta (TAC) i starosti (p=0,045) kao i izmedu starosti i indeksa
telesne mase (BMI) (p=0,026). U kontrolnoj grupi, pozitivna korelacija je dobijena
izmedu ukupnog oksidativnog statusa (TOS) i antioksidativnog kapaciteta (TAC)
(p=0,003), kao i izmedu ukupnog antioksidativnog kapaciteta (TAC) i indeksa telesne
mase (BMI) (p=0,008). U istoj grupi, dobijena je negativna korelacija izmedu starosti i
ukupnog antioksidativnog kapaciteta (TAC) (p=0,019), ukupnog oksidativnog statusa
(TOS) (p<0,001) i oksidativnog indeksa (OSI) (p<0,001).

Tabela 9. Korelacije izmedu kvantitativnih karakteristika u kontrolnoj grupi i grupi

HOBP-pacijenata

Kontrola (n=173) HOBP-pacijenti (n=124)

Parametri

r (p)

r (p)

Kotinin/kreatinin i TAC

0,062 (0,464)

0,037 (0,688)

Kotinin/kreatinin i TOS

0,157 (0,060)

-0,021 (0,821)

Kotinin/kreatinin i OSI

0,126 (0,134)

-0,040 (0,660)

Kotinin/kreatinin i godine 0,013 (0,879) -0,116 (0,203)
Kotinin/kreatinin i BMI -0,145 (0,179) -0,157 (0,399)
TACiTOS 0,223 (0,003) 0,076 (0,405)
TAC i OSlI 0,046 (0,548) -0,091 (0,314)
TAC i godine -0,179 (0,019) 0,181 (0,045)
TAC i BMI 0,282 (0,008) -0,088 (0,632)
TOS i OSI 0,958 (0,000) 0,980 (0,000)
TOS i godine -0,395 (0,000) -0,120 (0,183)
TOS i BMI 0,091 (0,401) 0,028 (0,879)
OsSl i godine -0,368 (0,000) -0,152 (0,092)
OsliBMI -0,017 (0.873) 0,043 (0,817)
Godine i BMI 0,148 (0,167) 0,393 (0,026)

Podaci su predstavljeni kao: Pearsonov Kkoeficijent korelacije r (statisticka znacajnost p). HOBP-hroni¢na
opstruktivna bolest pluca; TOS-ukupni oksidativni status; TAC-ukupni antioksidativni kapacitet; OSI-oksidativni
indeks; BMI indeks telesne mase; r-Pearsonov koeficijent korelacije; p-statisti¢ka znacajnost (p<0,05).
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4.1.3. Analiza uticaja puSackog statusa na nivoe Kkotinina, oksidativnog stresa i

antioksidativne zastite u kontrolnoj grupi i grupi pacijenata obolelih od HOBP

Smatra se da vecina slucajeva HOBP nastaje kao rezultat izloZenosti Stetnim
inhalacionim Cesticama i gasovima, medu kojima je duvanski dim najrasprostranjeniji
acrozagadiva¢. U ovoj studiji ispitan je uticaj puSenja na nivoe kotinina/kreatinina,
oksidativnog stresa (procenjen na osnovu nivoa ukupnog oksidativnog statusa TOS i
oksidativnog indeksa OSI) i antioksidativne zaStite (procenjena na osnovu ukupnog
antioksidativnog kapaciteta TAC), kod kontrolnih ispitanika i pacijenata obolelih od
HOBP (Slika 12. i Tabela 10.). Kod svih ispitanika izmereni su nivoi kotinina u urinu
(izraZen kao odnos kotinin/kreatinin), dok su u serumima izmereni ukupni oksidativni
status (TOS) 1 ukupni antioksidativni kapacitet (TAC) i izraCunat je oksidativni indeks
(OS)).
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Slika 12. Aritmeticke srednje vrednosti kotinina i parametara oksidativnog stresa u

grupi HOBP pacijenata (n=124) i kontrolnoj grupi (n=173) prikazane prema statusu
pudenja; a. kotinin/kreatinin (mg/mmol); b. ukupni antioksidativni kapacitet (TAC)
(mmol Trolox equivalent/L); c. ukupni oksidativni status (TOS) (mmol H,0;
equivalent/L); d. oksidativni indeks (OSI).

HOBP-hroni¢na opstruktivna bolest pluca.
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Tabela 10. Testiranje uticaja, veliCine uticaja individualnih faktora (zdravstveno stanje i
pusacki status) i njihovih interakcija na nivoe kotinina, parametara oksidativnog stresa i

antioksidativne zaStite

Zavisna promenljiva Uticaji faktora i njihove interakcije p Eta kvadrat
Pojedinacni uticaji i interakcije
Stanje (kontrola/HOBP) 0,309 0,004
Pusenje (pusaci/nepusaci) <0,001 0,057
Stanje*pusenje 0,754 <0,001
Kotinin/ kreatinin Post Hoc analiza po Sidak-u
PusSenje: kontrola 0,009 0,026
PuSenje: HOPB 0,003 0,033
Kontrola i HOBP: pusaci 0,415 0,003
Kontrola i HOBP: nepusaci 0,541 0,001
Pojedinacni uticaji i interakcije
Stanje (kontrola/HOBP) 0,195 0,006
Pusenje (pusaci/nepusaci) 0,325 0,004
Stanje*pusenje 0,988 <0,001
TAC Post Hoc analiza po Sidak-u
PusSenje: kontrola 0,487 0,002
PuSenje: HOPB 0,485 0,002
Kontrola i HOBP: pusaci 0,422 0,002
Kontrola i HOBP: nepusaci 0,266 0,005
Pojedinacni uticaji i interakcije
Stanje (kontrola/HOBP) <0,001 0,336
Pusenje (pusaci/nepusaci) 0,791 <0,001
Stanje*pusenje 0,393 0,003
TOS Post Hoc analiza po Sidak-u
PuSenje: kontrola 0,672 0,001
PuSenje: HOPB 0,434 0,002
Kontrola i HOBP: pusaci <0,001 0,140
Kontrola i HOBP: nepusaci <0,001 0,306
Pojedinacni uticaji i interakcije
Stanje (kontrola/HOBP) <0,001 0,326
Pusenje (pusaci/nepusaci) 0,874 <0,001
Stanje*pusenje 0,477 0,002
Osl Post Hoc analiza po Sidak-u
PusSenje: kontrola 0,692 0,001
PuSenje: HOPB 0,543 0,001
Kontrola i HOBP: pusaci <0,001 0,137
Kontrola i HOBP: nepusaci <0,001 0,292

HOBP-hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a; TOS-ukupni oksidativni status; TAC-ukupni antioksidativni kapacitet;
OSl-oksidativni indeks; p-statisticka znacajnost (p<0,05).

Primenom testa, dvo-faktorska ANOVA (two-way ANOVA), utvrdeno je da na
nivo urinarnog kotinina utice samo pusenje (p<0,001; eta kvadrat=0,057); nije bilo
razlike u nivou Kkotinina izmedu zdravih i HOBP-pacijenata (p=0,309; eta

kvadrat=0,004), kao ni izmedu grupa koje su podeljene prema pusackom statusu i
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prisustvu same bolesti (p=0,754; eta kvadrat<0,001) (Tabela 10.). Daljom analizom, uz
pomo¢ Sidak testa, utvrdeno je da se nivo kotinina razlikuje samo u zavisnosti od
pusackog statusa u obe ispitivane grupe. Pusaci su imali znacajno visi nivo kotinina i u
kontrolnoj grupi (p=0,009; eta kvadrat=0,026) i u grupi HOBP-pacijenata (p=0,003; eta
kvadrat=0,033) (Slika 12a.). Vrednosti statistickog parametra, eta kvadrata, ukazuju da
iako je ustanovljen uticaj pusenja na nivo kotinina u urinu, ovaj uticaj je bio mali, kako
u kontrolnoj grupi (2,6%), tako i u grupi HOBP-pacijenata (3,3%). Nivo kotinina se nije
razlikovao izmedu kontrolne grupe i grupe pacijenata, bez obzira na puSacki status
(pusaci: p=0,415; eta kvadrat=0,003; nepusaci: p=0,541; eta kvadrat=0,001).

Statistickom analizom je pokazano da se nivo antioksidativne zastite (TAC) nije
razlikovao u odnosu na prisustvo bolesti (p=0,195; eta kvadrat=0,006), ni u odnosu na
pusacki status (p=0,325; eta kvadrat=0,004), kao ni izmedu grupa koje su podeljene u
odnosu na pusacki status i prisustvo same bolesti (p=0,988; eta kvadrat<0,001) (Tabela
10.). Primenom Sidak testa, pokazano je da se nivo ukupnog antioksidativnog kapaciteta
nije razlikovao izmedu pusaca i nepusaca, u obe ispitivane grupe (kontrola: p=0,487; eta
kvadrat=0,002; pacijenti sa HOBP: p=0,485; eta kvadrat=0,002). Takode, nisu
primecene razlike u nivoima TAC izmedu kontrolne i grupe pacijenata, bez obzira na
pusacki status (puSaci: p=0,422; eta kvadrat=0,002; nepusaci: p=0,266; eta
kvadrat=0,005) (Slika 12b.).

Dvo-faktorskom ANOVA metodom je utvrdeno da se nivo oksidativnog stresa
(procenjen na osnovu ukupnog oksidativnog statusa TOS i oksidativnog indeksa OSI)
razlikuje samo u odnosu na prisustvo bolesti (TOS: p<0,001; eta kvadrat=0,336; OSI:
p<0,001; eta kvadrat=0,326), dok puSenje nije imalo uticaja (TOS: p=0,791; eta
kvadrat<0,001; OSI: p=0,874; eta kvadrat<0,001), kao ni interakcija izmedu pusackog
statusa i prisustva same bolesti (TOS: p=0,393; eta kvadrat=0,003; OSI: p=0,477; eta
kvadrat=0,002) (Tabela 10.). Daljom analizom, primenom Sidak testa utvrdeno je da su
pacijenti imali viSi nivo oksidativnog stresa, u obe grupe, u grupi pusaca (TOS:
p<0,001; eta kvadrat=0,140; OSI: p<0,001; eta kvadrat=0,137) i grupi nepusaca (TOS:
p<0,001; eta kvadrat=0,306; OSI: p<0,001; eta kvadrat=0,292). Nivo oksidativnog
stresa se nije razlikovao izmedu pusaca i nepusaca, u obe ispitivane grupe (TOS:
kontrola: p=0,672; eta kvadrat=0,001; pacijenti sa HOBP: p=0,434; eta kvadrat=0,002;
OSI: kontrola: p=0,692; eta kvadrat=0,001; pacijenti sa HOBP: p=0,543; eta
kvadrat=0,001) (Slika 12c. i Slika 12d.).
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4.1.4. Analiza uticaja pola i puSackog statusa na nivoe Kkotinina, parametara
oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite u kontrolnoj grupi i grupi pacijenata
obolelih od HOBP

Primenom testa tro-faktorska ANOVA (three-way ANOVA) analiziran je uticaj
pola i pusackih navika na nivoe kotinina u urinu, oksidativnog stresa (TOS i OSI) i
antioksidativne zastite (TAC), u kontrolnoj grupi i grupi pacijenta obolelih od HOBP,
koji su podeljeni prema pusackom statusu (Slika 13. i Tabela 11.).
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Slika 13. Aritmeticke srednje vrednosti kotinina 1 parametara oksidativnog
stresa/antioksidativne zaStite u grupi HOBP-pacijenata podeljenoj prema pusackom
statusu (HOBP-nepusaci, n=79 i HOBP-pusac¢i, n=45) i kontrolnoj grupi podeljenoj
prema puSackom statusu (kontrola-nepusaci, n=122 i kontrola-pusaci, n=51), prikazane
prema polu; a. kotinin/kreatinin (mg/mmol); b. ukupni antioksidativni kapacitet (TAC)
(mmol Trolox equivalent/L); c. ukupni oksidativni status (TOS) (mmol H,0,
equivalent/L); d. oksidativni indeks (OSI).

HOBP-hroni¢na opstruktivna bolest pluca.
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Tabela 11. Testiranje uticaja individualnih faktora (zdravstveno stanje, pol i pusSacki

status) i njihovih interakcija na nivoe kotinina, parametara oksidativnog stresa i

antioksidativne zaStite

Zavisna promenljiva | Uticaji faktora i njihove interakcije p Eta kvadrat
Pojedinacni uticaji i interakcije
Stanje (kontrola/HOBP) 0,430 0,002
Pol (muskarci/zene) 0,051 0,015
Pusenje (pusaci/nepusaci) <0,001 0,068
Stanje*pol 0,652 0,001
Stanje*pusenje 0,979 <0,001
Kotinin/ kreatinin | Pol*pusenje 0,110 0,01
Stanje*pol*pusenje 0,859 <0,001
Post Hoc analiza po Sidak-u
Pusenje: kontrola-Zene 0,017 0,022
Pusenje: kontrola-muskarci 0,089 0,011
Pudenje: HOPB-Zene 0,006 0,029
Pusenje: HOPB-muskarci 0,084 0,011
Pojedinacni uticaji i interakcije
Stanje (kontrola/HOBP) 0,088 0,011
Pol (muskarci/zene) <0,001 0,057
Pusenje (pusaci/nepusaci) 0,730 <0,001
Stanje*pol 1,00 <0,001
Stanje*pusenje 0,959 <0,001
TAC Pol*pusenje 0,232 0,005
Stanje*pol*pusenje 0,574 0,011
Post Hoc analiza po Sidak-u
Pol: nepusaci-kontrola 0,029 0,018
Pol: pusaci-kontrola 0,073 0,012
Pol: nepusaci-HOPB 0,173 0,007
Pol: pusaci-HOPB 0,009 0,026
Pojedinacni uticaji i interakcije
Stanje (kontrola/HOBP) <0,001 0,309
Pol (muskarci/zene) 0,639 0,001
Pusenje (pusaci/nepusaci) 0,798 <0,001
Stanje*pol 0,566 0,001
Stanje*pusenje 0,429 0,002
TOS Pol*pusenje 0,988 <0,001
Stanje*pol*pusenje 0,863 <0,001
Post Hoc analiza po Sidak-u
Stanje: nepusaci-muskarci <0,001 0,199
Stanje:pusaci-muskarci <0,001 0,098
Stanje: nepusaci-Zene <0,001 0,163
Stanje:pusadi-Zene <0,001 0,050
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Nastavak Tabele 11.

Zavisna promenljiva | Uticaji faktora i njihove interakcije p Eta kvadrat
Pojedinacni uticaji i interakcije
Stanje (kontrola/HOBP) <0,001 0,300
Pol (muskarci/Zene) 0,859 <0,001
Pusenje (pusaci/nepusaci) 0,895 <0,001
Stanje*pol 0,503 0,002
Stanje*pusenje 0,523 0,002
osl Pol*pusenje 0,938 <0,001
Stanje*pol*pusenje 0,932 <0,001
Post Hoc analiza po Sidak-u
Stanje: nepusaci-muskarci <0,001 0,187
Stanje:pusaci-muskarci <0,001 0,093
Stanje: nepusaci-Zene <0,001 0,154
Stanje:pusaci-Zene <0,001 0,051

HOBP-hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a; TOS-ukupni oksidativni status; TAC-ukupni antioksidativni kapacitet;
OSl-oksidativni indeks; p-statisticka znacajnost (p<0,05).

Primenom testa, tro-faktorska ANOVA (three-way ANOVA), utvrdeno je da se
nivo kotinina u urinu razlikuje prema polu (p=0,051; eta kvadrat=0,015) i pusatkom
statusu (p<0,001; eta kvadrat=0,068); nivo kotinina se nije razlikovao izmedu zdravih i
HOBP-pacijenata (p=0,430; eta kvadrat=0,002), kao ni izmedu grupa podeljenih prema
ovim nezavisnim faktorima (Tabela 11.). Daljom analizom, uz pomo¢ Sidak testa
analizirana je razlika u nivou kotinina izmedu grupa koje su se razlikovale prema polu,
pusaCkom statusu i prema zdravstvenom stanju. Utvrdeno je da se nivo kotinina
razlikuje samo kod Zena u zavisnosti od pusatkog statusa u obe ispitivane grupe. Zene-
puSac¢i su imale znaCajno vi$i nivo kotinina i u kontrolnoj grupi (p=0,017; cta
kvadrat=0,022) i u grupi HOBP pacijenata (p=0,006; eta kvadrat=0,029) (Slika 13a.).
Ovaj uticaj puSenja na nivo kotinina je bio relativno mali u obe ispitivane grupe (u
kontroli 2,2% i1 kod HOBP pacijenata 2,9%). U populaciji muskaraca, nivo kotinina se
nije znacajno razlikovao u odnosu na pusacki status, kako u kontrolnoj grupi (p=0,089;
eta kvadrat=0,011), tako i u grupi pacijenata sa HOBP (p=0,084; eta kvadrat=0,011), ali
je nivo verovatnoce bio na granici zna¢ajnosti u obe grupe ispitanika.

Tro-faktorskom ANOVA metodom je utvrdeno da na nivo antioksidativne
zastite uti¢e samo pol (p<0,001; eta kvadrat=0,057), dok prisustvo bolesti (p=0,088; eta
kvadrat=0,011), puSenje (p=0,730; eta kvadrat<0,001) i interakcije ovih nezavisnih
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faktora nemaju statisticki znacajan uticaj (Tabela 11.). Kori$éenjem Sidak testa, ispitan
je uticaj pola u grupama koje su se razlikovale prema zdravstvenom stanju i pusackom
statusu. Muskarci su imali znacajno VviSe nivoe antioksidativne zasStite u grupi zdravih
nepusaca (p=0,029; eta kvadrat=0,018), kao i u grupi pacijenata pusaca (p=0,009; eta
kvadrat=0,026) (Slika 13b.). Uticaj pola, iako statisticki znac¢ajan, bio je relativno mali u
obe ispitivane grupe (u grupi kontrolnih nepusaca 1,8% i kod pacijenata pusaca 2,6%).
Uticaj pola na nivo antioksidativne zaStite nije bio znacajan u grupi pacijenata nepusaca
(p=0,173; eta kvadrat=0,007), kao i u grupi kontrolnih pusaca (p=0,073; eta
kvadrat=0,012).

Primenom tro-faktorskog ANOVA testa, utvrdeno je da na nivo oksidativnog
stresa utice samo prisustvo bolesti (TOS: p<0,001; eta kvadrat=0,309; OSI: (p<0,001;
eta kvadrat=0,300), dok pol (TOS: p=0,639; eta kvadrat=0,001; OSI: p=0,859; eta
kvadrat<0,001), puSenje (TOS: p=0,798; eta kvadrat<0,001; OSI: (p=0,503; eta
kvadrat=0,002) i interakcije ovih nezavisnih faktora nemaju statisticki znacajan uticaj
(Tabela 11.). Daljom analizom, uz pomo¢ Sidak testa analiziran je uticaj prisustva
bolesti u grupama ispitanika koje su se razlikovale prema polu i pusackom statusu. U
populaciji Zena, pacijentkinje su imale viSe nivoe oksidativnog stresa i u grupi pusaca
(TOS: p<0,001; eta kvadrat=0,050; OSI: p<0,001; eta kvadrat=0,051) i u grupi nepusaca
(TOS: p<0,001; eta kvadrat=0,163; OSI: p<0,001; eta kvadrat=0,154). Takode, u
populaciji muskaraca, pacijenti su imali vise nivoe oksidativnog stresa u obe ispitivane
grupe, pusaci (TOS: p<0,001; eta kvadrat=0,098; OSI: p<0,001; eta kvadrat=0,093) i
nepusacéi (TOS: p<0,001; eta kvadrat=0,199; OSI: p<0,001; eta kvadrat=0,187) (Slika
13c. i Slika 13d.)

4.1.5. Analiza ROC Kkrivih (Receiving Operating Characteristic Curves) za
parametre izloZzenosti duvanskom dimu, antioksidativne zaStite i oksidativnog

stresa

Da bi se proverila dijagnosticka ta¢nost upotrebe parametara izloZenosti duvanskom
dimu, antioksidativne zastite i oksidativnog stresa u razlikovanju pacijenata sa HOBP
od zdravih ispitanika, uradena je analiza ROC krivih. PovrS$ina ispod krive (AUC) bila

je mera tacnosti ispitivanih parametara u identifikovanju pacijenata sa HOBP.
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Primenom Hosmer-Lemeshow pravila, potencijal samih parametara je definisan kao
slab (0,5 < AUC < 0,7), prihvatljiv (0,7 < AUC < 0,8), odli¢an (0,8 < AUC < 0,9) i
izvanredan (AUC > 0,9) (130). Rezultati analize su prikazani u Tabeli 12,

Analizom ROC krivih je utvrdeno da parametri oksidativnog stresa imaju
izvanredan potencijal razdvajanja pacijenata sa HOBP od kontrolne grupe (TOS:
AUC=0,914; p<0,001; OSI: AUC=0,925; p<0,001). Parametri antioksidativne zastite i
izloZenosti duvanskom dimu su imali slab nivo dijagnosticke ta¢nosti. Graficki prikazi
ROC krivih za parametre izloZenosti duvanskom dimu, antioksidativne zaStite i

oksidativnog stresa prikazani su na Slici 14.

Tabela 12. Analiza ROC krivih za pojedinacne parametre izloZenosti duvanskom dimu,
antioksidativne zastite i oksidativnog stresa u razlikovanju pacijenata sa HOBP od

zdravih ispitanika

Standardna
Parametar AUC 95% CI . p
greska
Kotinin/kreatinin (mg/mmol) 0,470 0,400-0,541 0,036 0,398
TAC (mmol Trolox Equiv./L) 0,550 0,482-0,618 0,035 0,145
TOS (mmol H,0, Equiv./L) 0,914 0,882-0,946 0,016 <0,001
OSI (TOSITAC) 0,925 0,897-0,954 0,014 <0,001

TOS-ukupni oksidativni status; TAC- ukupni antioksidativni kapacitet; OSI-oksidativni indeks; AUC- povrsina ispod
krive; 95% CI: 95% interval pouzdanosti; p-statisti¢ka znacajnost (p<0.05).
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Slika 14. ROC krive (puna linija) za parametre izlozenosti duvanskom dimu,
antioksidativne zaStite i oksidativnog stresa: a. Kkotinin/kreatinin; b. ukupni
antioksidativni kapacitet (TAC); c. ukupni oksidativni status (TOS); d. oksidativni
indeks (OSI); isprekidana linija je referentna linija.

Na osnovu dobijenih rezultata, utvrdene su cut-off vrednosti za parametre
oksidativnog stresa. Cut-off vrednost za ukupni oksidativni status (TOS) je iznosila
0,055 mmol H,0;, Equiv./L (osetljivost 0,710; specificnost 0,942). Sa ovom grani¢nom
vredno$¢u moguce je dijagnostifikovati 71% osoba koje su obolele od HOBP (pravi
pozitivni rezultati) i 94,2% osoba koje nemaju HOBP (pravi negativni rezultati), te je
stoga ona predloZena kao optimalna za razlikovanje pacijenata od zdravih ispitanika.
Cut-off vrednost za oksidativni indeks (OSI) je iznosila 0,0175 (osetljivost 0,774;
specificnost 0,895) 1 ta vrednost razdvaja 77,4% pravih pozitivnih 1 89,5 pravih
negativnih rezultata, pri razlikovanju pacijenata od zdravih ispitanika.
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4.1.6. Analiza prediktora za nastanak HOBP

Jedan od ciljeva ove studije je ispitivanje prediktorskog potencijala parametara
oksidativnog stresa, izloZenosti duvanskom dimu, starosti i BMI u nastanku HOBP.
Binarnom logistickom regresijom (metodom unosa, eng. enter), dobijen je model u
okviru koga su identifikovani prediktori za nastanak HOBP (Tabela 13.). Daljom

analizom, model je modifikovan prema polu i rezultati analize su prikazani u Tabeli 13.

Tabela 13. Binarni model logisticke regresije za predvidanje razvoja HOBP, kao i

njegova modifikacija prema polu

Nemodifikovan model Model modifikovan prema polu
Prediktori B (S.E) p (9580RC|) B (S.E) p (9500/|jz;|)
osl (293;,6682) 0,011 (9,9x1762(-t(,)i:1018°) (iggéé) 0,019 (9,5x21’§1;(-;,%1;202°2)
Starost (godine) (0(?,02615) 0,001 (1,0125-23 40) (833) 0,002 (1’019’_214’ 42)
BMI (kg/m?) (812;‘) 0,028 o 6%7(? o) (é)lzf) 0,025 o 6%7(? o)
Konstanta (11412()5 0,012 - -(11,15?)5)9 0,015 -
Ei:g;“p”i 12 (df 4, N=117)= 108,57, p< 0,001 | 32 (df5,N=117)=108,72, p< 0,001

B (S.E): koeficijent regresije  (standardna greska za 8); OR (95% CI): eng. odds ratio (95% interval pouzdanosti);
OR*-korigovane za pol; OSl-oksidativni indeks; BMI-indeks telesne mase; y2-test-chi kvadrat test; p-statistiCka

znacajnost (p<0,05).

Celokupni model (sa svim prediktorima) bio je statisticki znacajan, ¥2 (df 4,
N=117)=108,57, p<0,001. Ovaj model logisticke regresije je objasnio izmedu 60,5%
(Cox and Snell R square) i 88,2% (Nagelkerke R squared) varijanse u razvoju HOBP i
pravilno klasifikovao 95,7% pacijenata sa HOBP.

Kao Sto je prikazano u Tabeli 13., starenje i povecanje oksidativnog stresa
(OSI), kao i smanjenje indeksa telesne mase (BMI) predstavljaju znacajne nezavisne

prediktore za nastanak HOBP. Najbolju prediktorsku mo¢ za nastanak HOBP ima
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povecanje oksidativnog indeksa (OSI). Statistickom analizom nije utvrden uticaj nivoa
kotinina/kreatinina, kao nezavisnog prediktora, na nastanak HOBP (p=0,209).

Nakon modifikacije modela prema polu, nezavisne promenljive, starost i BMI su
zadrzali prediktivni uticaj na nastanak HOBP. Kao i u nemodifikovanom modelu,
najjaci prediktor za nastanak HOBP je oksidativni indeks (OSI). Medutim, i nakon
modifikacije modela prema polu, uticaj kotinina/kreatinin kao prediktora nije bio

znacajan.

4.1.7. Analiza Kklini¢kih parametara pacijenata obolelih od HOBP prema tezini

bolesti

Vrednosti kvantitativnih parametara dobijenih kod pacijenata obolelih od
HOBP, dobijenih u grupama pacijenata podeljenih prema tezZini bolesti, su prikazani u
Tabeli 14. Pacijenti su prema GOLD Klasifikaciji svrstani u dve grupe. Jedna grupa je
obuhvatila pacijente sa blagim i umerenim oblikom HOBP (GOLD I+Il) a druga grupa,
pacijente sa teSkim i veoma teSkim oblikom HOBP (GOLD Il + 1V). Dodatno, ove dve
grupe pacijenata su podeljene i prema polu.

Ocekivano, znacajan pad plu¢ne funkcije je bio kod pacijenata sa teSkom i
veoma teskom bolescu. Uticaj tezine bolesti na smanjenu funkciju pluéa je bio prisustan
kod oba pola.

Takode, znacajno je da su muskarci imali vi§i nivo antioksidativne zasStite u

odnosu na zene, u grupi pacijenta sa teSkom i veoma teskom boleséu (p=0,045).
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Tabela 14. Kvantitativni parametri kod pacijenata obolelih od HOBP klasifikovanih prema tezini bolesti

Svi pacijenti sa HOBP (n=124) Muskarci sa HOBP (n=73) Zene sa HOBP (n=51)
Parametri

GOLD (I1+11) | GOLD (l11+1V) | GOLD (I+I) | GOLD (I1+1V) | GOLD (I+11) | GOLD (111+1V)
Starost, godine 67,68+8,91 64,23+7,70 66,89+5,82 64,74+8,35 68,40+11,29 63,46+6,65
BMI (kg/m?) 25,55+4,21 23,17+5,43 24,99+4,60 23,31+5,17 27,54+2 14 22,92+6,24
Urinami kotinin/kreatinin 0,21+0,23 0,24+0,27 0,16+0,13 0,22+0,22 0,26+0,29 0,28+0,33
(mg/mmol)
TAC .

. 2,84+0,35 2,78+0,28 2,86+0,35 2,83+0,27 2,83+0,37 2,71+0,27

(mmol Trolox equiv./L)
TOS . 0,09+0,05 0,11+0,07 0,09+0,05 0,11+0,07 0,10+0,06 0,11+0,08
(mmol H,0; equiv./L)
OSI (TOS/TAC) 0,03+0,02 0,04+0,03 0,03+0,02 0,04+0,03 0,04+0,02 0,04+0,03
FEV1, % 63,86+13,93% 30,04+10,73 67,52+16,88° 30,25+11,13 60,57+10,45° 29,73+10,27
FVC, % 78,76+18,59° 48,35+16,65 82,00+15,16° 49,31+16,00 75,85+21,62° 46,95+17,71
FEV1/FVC indeks 65,29+20,50% 50,50+14,02 56,86+9,59 48,80+13,86 72,87+24,97° 52,98+14,08

Vrednosti parametara su predstavljane kao: srednja vrednost+standardna devijacija. HOBP-hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a; GOLD (I+II)-grupa pacijenata sa blagom i umerenom
HOBP; GOLD (IlI+IV)-grupa pacijenata sa teSkom i umereno teSkom HOBP; BMI-indeks telesne mase; FEV1%-forsirani ekspiratorni volumen u prvoj sekundi (% od predvidenih
vrednosti); FVC%-forsirani vitalni kapacitet (% od predvidanih vrednosti); TOS-ukupni oksidativni status; TAC-ukupni antioksidativni kapacitet; OSI-oksidativni indeks. * u celoj HOBP
populaciji: razlike izmedu GOLD(I+1I) i GOLD (III+IV); ® u populaciji muskaraca: razlike izmedu GOLD (I+11) i GOLD (I11+1V); ¢ u populaciji Zena: razlike izmedu GOLD(I+II) i
GOLD (I11+1V); ¢ u GOLD (I+II) grupi: razlike izmedu muskaraca i Zena; ¢ u GOLD (Il1+IV) grupi: razlike izmedu muskaraca i Zena; p-statisticka znadajnost (p<0.05).
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4.1.8. Korelacije izmedu parametara pluéne funkcije i parametara oksidativnog

stresa kod pacijenata sa HOBP

Primenom Pearsonove korelacije, kod pacijenata smo identifikovali znacajne
korelacije izmedu parametara plu¢ne funkcije i parametara oksidativnog stresa (Tabela
15.). Statistickom analizom je pokazano da su oksidativni stres (indeks OSI) i
spirometrijski parametri funkcije plu¢a u obrnutoj korelaciji, za FEV1 (p=0,018) i za
FVC (p=0,033). Takode, negativna korelacija izmedu oksidativnog indeksa (OSI) i
indeksa FEV1/FVC je bila blizu statisticki znacajne (p=0,066).

Negativne korelacije su dobijene i izmedu ukupnog oksidativnog statusa i
spirometrijskih parametara pluca, za FEV1 (p=0,039) i za FVC (p=0,036).

Ocekivano, kod pacijenata je primecena pozitivna Kkorelacija izmedu

antioksidativne zastite (TAC) i funkcije plu¢a (indeks FEV1/FVC) (p=0,007).

Tabela 15. Korelacije izmedu parametara pluéne funkcije i parametara oksidativnog

stresa, kod HOBP-pacijenata

Klinicki parametri HOBP (n=124)
r (p)

Kotinin/kreatinin i FEV1 -0,025 (0,802)
Kotinin/kreatinin i FVC -0,063 (0,523)
Kotinin/kreatinin i FEV1/FVC 0,070 (0,480)
TACi FEV1 0,162 (0,098)
TACiFVC 0,007 (0,947)
TAC i FEV1/FVC 0,263 (0,007)
TOS i FEV1 -0,202 (0,039)
TOSiFVC -0,205 (0,036)
TOS i FEV1/FVC -0,141 (0,151)
OSliFEV1 -0,231 (0,018)
OSliFVC -0,209 (0,033)
OSl i FEV1/FVC -0,180 (0,066)

Podaci su predstavljeni kao: Pearsonov koeficijent Kkorelacije r (statisticka znacajnost p). HOBP-hroni¢na
opstruktivna bolest pluca; TOS-ukupni oksidativni status; TAC-ukupni antioksidativni kapacitet; OSl-oksidativni
indeks; FEV1%-forsirani ekspiratorni volumen u prvoj sekundi (% od predvidenih vrednosti); FVC%-forsirani vitalni
kapacitet (% od predvidenih vrednosti); r-Pearsonov koeficijent korelacije; p-statisti¢ka znacajnost (p<0,05).
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4.1.9. Analiza uticaja puSafkog statusa i teZine bolesti na nivoe Kkotinina,

oksidativnog stresa i antioksidativne zastite kod HOBP pacijenata

Dvo-faktorska ANOVA metod (two-way ANOVA) je koris¢en da bi se ispitao uticaj
pusenja i tezine bolesti na nivoe urinarnog kotinina/kreatinina, antioksidativne zastite
(TAC) i oksidativnog stresa (TOS i OSI) kod pacijenata, koji su podeljeni prema tezini
bolesti (Slika 15. i Tabela 16.).
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Slika 15. Aritmeticke srednje vrednosti kotinina 1 parametara oksidativnog
stresa/antioksidativne zastite kod HOBP-pacijenata podeljenih prema teZini bolesti i
pusackom statusu; a. kotinin/kreatinin (mg/mmol); b. ukupni antioksidativni kapacitet
(TAC) (mmol Trolox equivalent/L); c. ukupni oksidativni status (TOS) (mmol H,0,
equivalent/L); d. oksidativni indeks (OSI).

GOLD-Globalna inicijativa za hroni¢nu opstruktivnu bolest plu¢a; GOLD (I+II)-grupa pacijenata sa blagom i
umerenom HOBP; GOLD (Il1+1V)-grupa pacijenata sa teSkom i veoma teSkom HOBP.
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Tabela 16. Testiranje uticaja individualnih faktora (tezina bolesti i pusacki status) i

njihovih interakcija na nivoe kotinina, parametara oksidativnog stresa i antioksidativne

zastite
priri\gf\:}?va Uticaji faktora i njihove interakcije p kvittzlarat
Pojedinacni uticaji i interakcije
Tezina HOBP (GOLD I+11'i GOLD IlI+1V) 0,585 0,003
Kotinin/ kreatinin Pu%c-enje (puéaéi/nevpu-éaéi) 0,183 0,017
Tezina HOBP*pusenje 0,683 0,007
Post Hoc analiza po Sidak-u
Pugenje: tezina HOBP (GOLD I11+1V) | 0,009 | 0067
Pojedinacni uticaji i interakcije
TAC Tezina HOBP (GOLD I+11'i GOLD IlI+1V) 0,248 0,013
Pudenje (pusadi/nepusaci) 0,198 0,016
TeZina HOBP *pusenje 0,471 0,005
Pojedinacni uticaji i interakcije
TOS Tezina HOBP (GOLD I+11'i GOLD IlI+1V) 0,443 0,006
Pusenje (pusaci/nepusaci) 0,949 | <0,001
Tezina HOBP *puenje 0,638 0,002
Pojedinacni uticaji i interakcije
oS TeZina HOBP (GOLD I+11'i GOLD Il1+1V) 0,366 0,008
Pusenje (pusaci/nepusaci) 0,983 | <0,001
Tezina HOBP *pusenje 0,659 0,002

HOBP-hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a; GOLD-Globalna inicijativa za hroni¢nu opstruktivnu bolest plu¢a; GOLD
(1+11)-grupa pacijenata sa blagom i umerenom HOBP; GOLD (ll11+IV)-grupa pacijenata sa teSkom i veoma teSkom
HOBP; TOS-ukupni oksidativni status; TAC-ukupni antioksidativni kapacitet; OSI-oksidativni indeks; p-statisticka

znacajnost (p<0,05).

Primenom testa, dvo-faktorska ANOVA (two-way ANOVA), utvrdeno je da ne
postoji znacajna razlika u nivou kotinina izmedu pacijenata podeljenih prema tezini
bolesti (p=0,585; eta kvadrat=0,003), prema statusu puSenja (p=0,183; eta
kvadrat=0,017), kao ni izmedu grupa koje su podeljene prema oba kriterijuma (tezini
bolesti i pusacki status) (p=0,683; eta kvadrat=0,007) (Tabela 16.). Primenom Sidak
testa, analiziran je uticaj puSenja na nivo kotinina u grupama pacijenata koje su se
razlikovale prema tezini bolesti (Slika 15a.). lako dvo-faktorska ANOVA nije pokazala
znadajan uticaj interakcije teZine bolesti i puSenja na nivo kotinina, primenom Sidak

testa je utvrdeno da pusSenje ima uticaja na nivo kotinina kod pacijenata sa teSkom i
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veoma teSkom boles¢u. Tako su puSaci imali znacajno visi nivo kotinina u grupi HOBP-
pacijenata sa teskom i veoma teSkom boles¢u (p=0,009; eta kvadrat=0,067) (Slika 15a.).

StatisticCkom analizom je pokazano da na nivo antioksidativne zastite (TAC) ne
uti¢e ni tezina bolesti (p=0,248; eta kvadrat=0,013), ni puSenje (p=0,198; eta
kvadrat=0,016), kao ni interakcija izmedu pusackog statusa i tezine bolesti (p=0,471; eta
kvadrat<0,005) (Tabela 16.). Pacijenti sa blagom i umerenom boles¢u su imali visi nivo
antioksidativne zastite, ali razlike nisu bile statisticki znacajne (Slika 15b.).

Analizom uticaja pusackog statusa i teZine bolesti na parametre oksidativnog
stresa (TOS i OSI), nije uofen znacajan uticaj puSenja (za TOS: p=0,949; eta
kvadrat<0,001; za OSI: p=0,983; eta kvadrat<0,001), ni tezine bolesti (za TOS:
p=0,443; eta kvadrat=0,006; za OSI: p=0,366; eta kvadrat=0,008), kao ni interakcije
ovih faktora (za TOS: p=0,638; eta kvadrat=0,002; za OSI: p=0,659; eta kvadrat=0,002)
(Tabela 16.). lako se na graficima zapaZa da su pacijenti sa teSkom i veoma teSkom
boleS¢u imali vise vrednosti oksidativnog stresa, posebno u grupi nepusaca, ove razlike

nisu bile statisti¢ki znacajne (Slika 15c. i Slika 15d.).

4.1.10. Analiza uticaja puSackog statusa, pola i teZine bolesti na nivoe kotinina,

oksidativnog stresa i antioksidativne zastite kod HOBP pacijenata

Graficki prikaz rezultata ispitivanja uticaja pusenja, pola i teZine bolesti na nivoe
urinarnog kotinina/kreatinina, oksidativnog stresa (TOS i OSI) i antioksidativne zastite
(TAC) je prikazan na Slici 16.

Primenom testa, tro-faktorska ANOVA (three-way ANOVA), utvrdeno je da se
nivo urinarnog kotinina ne razlikuje prema polu (p=0,115; eta kvadrat=0,025),
pusackom statusu (p=0,157; eta kvadrat=0,021), tezini bolesti (p=0,525; eta
kvadrat=0,004), kao ni izmedu grupa koje su podeljene prema sva tri kriterijuma (pol,
pusacki status i tezina bolesti) (Tabela 17. i Slika 16a.).

Tro-faktorskom ANOVA metodom je utvrdeno da se nivo antioksidativne
zaStite ne razlikuje prema polu (p=0,361; eta kvadrat=0,009), pusatkom statusu
(p=0,204; eta kvadrat=0,016), tezini bolesti (p=0,194; eta kvadrat=0,017), kao ni
izmedu grupa koje su podeljene prema sva tri kriterijuma (pol, pusacki status i tezina

bolesti) (Tabela 17. i Slika 16b.).
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Takode, utvrdeno je da i na nivo oksidativnog stresa ne uti¢e pol (TOS: p=0,756;
eta kvadrat=0,001; OSI: p=0,700; eta kvadrat=0,002), pusenje (TOS: p=0,997; eta
kvadrat<0,001; OSI: p=0,962; eta kvadrat<0,001), tezina bolesti (TOS: p=0,464; eta
kvadrat=0,005; OSI: p=0,380; eta kvadrat=0,008), kao ni interakcije ovih nezavisnih

faktora (Tabela 17., Slika 16c¢. i Slika 16d.).
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Slika 16. Vrednosti klinickih parametara kod HOBP-pacijenata (n=124), prema

pusenju, polu i tezini bolesti; a. kotinin/kreatinin (mg/mmol); b. ukupni antioksidativni

kapacitet (TAC) (mmol Trolox equivalent/L); c. ukupni oksidativni status (TOS) (mmol
H,0, equivalent/L); d. oksidativni indeks (OSI).

GOLD-Globalna inicijativa za hroni¢nu opstruktivnu bolest plu¢a; GOLD (I+II)-grupa pacijenata sa blagom i

umerenom HOBP; GOLD (Il1+1V)-grupa pacijenata sa teSkom i veoma teSkom HOBP.
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Tabela 17. Testiranje uticaja individualnih faktora (pol, tezina bolesti i pusack status) i

njihovih interakcija na nivoe kotinina, parametara oksidativnog stresa i antioksidativne

zaStite
Zavisna promenljiva | Uticaji faktora i njihove interakcije p Eta kvadrat
Pojedinacni uticaji i interakcije
Tezina HOBP (1+11'i HH+IV) 0,525 0,004
Pusenje (pusaci/nepusaci) 0,157 0,021
Kotinin/ kreatinin Pol (muskarci/zene) 0,115 0,025
Tezina HOBP*pusenje 0,363 0,009
Tezina HOBP*pol 0,535 0,004
Pusenje*pol 0,118 0,025
Tezina HOBP*pusenje*pol 0,515 0,004
Pojedinacni uticaji i interakcije
Tezina HOBP (I+11 i 1H1+1V) 0,194 0,017
Pusenje (pusaci/nepusaci) 0,204 0,016
TAC Pol (muskarci/Zene) 0,361 0,009
Tezina HOBP*pusSenje 0,473 0,005
Tezina HOBP*pol 0,540 0,004
PuSenje*pol 0,915 <0,001
Tezina HOBP*puSenje*pol 0,989 <0,001
Pojedinacni uticaji i interakcije
Tezina HOBP (1+11i HI+1V) 0,464 0,005
Pu3enje (pusadi/nepusaci) 0,997 <0,001
TOS Pol (muskarci/Zene) 0,756 0,001
Tezina HOBP*pusenje 0,612 0,003
Tezina HOBP*pol 0,640 0,002
PuSenje*pol 0,774 0,001
Tezina HOBP*puSenje*pol 0,408 0,007
Pojedinacni uticaji i interakcije
Tezina HOBP (I+11'i HH+IV) 0,380 0,008
Pusenje (pusaci/nepusaci) 0,962 <0,001
oSl Pol (muskarci/zene) 0,700 0,002
Tezina HOBP*pusenje 0,627 0,002
Tezina HOBP*pol 0,688 0,002
Pusenje*pol 0,756 0,001
Tezina HOBP*puSenje*pol 0,350 0,009

HOBP-hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a; GOLD-Globalna inicijativa za hroni¢nu opstruktivnu bolest plu¢a; GOLD
(1+11)-grupa pacijenata sa blagom i umerenom HOBP; GOLD (I11+1V)-grupa pacijenata sa teSkom i veoma teSkom
HOBP; TOS-ukupni oksidativni status; TAC-ukupni antioksidativni kapacitet; OSI-oksidativni indeks; p-statisticka
znacajnost (p<0,05).
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4.2. Genetski i ne-genetski faktori rizika za nastanak i razvoj hroni¢ne

opstruktivne bolesti plu¢a (HOBP)

4.2.1. Karakteristike ispitanika

Drugi deo studije obuhvatio je 71-og pacijenta (33 muskarca i 38 Zena, starosne
dobi 57,39£7,61 godina) obolelog od hroni¢ne opstruktivne bolesti plu¢a (HOBP) i 153
kontrolna ispitanika (85 muskaraca i 68 Zena, starosne dobi 45,98+10,17 godina) kod
kojih je iskljuceno prisustvo HOBP.

Kvalitativne i kvantitativne karakteristike obolelin od HOBP i kontrolnih
ispitanika, kao i njihove karakteristike prema polu, prikazane su u Tabeli 18. Za procenu
sistemskih efekata oksidativnog stresa, u urinu svih ispitanika izmeren je 8-oxodG (8-
okso-7,8-dihidro-2'-deoksiguanozin) i izrazen je kao indeks 8-oxodG/kreatinin. Za
svakog ispitanika prikupljeni su podaci o pusackom statusu i na osnovu njih ispitanici
su podeljeni u tri grupe: pusaci, bivsi pusaci 1 nepusaci.

Poredenjem osnovnih karakteristika izmedu pacijenata i kontrole, uoc¢eno je da
su pacijenti bili neSto stariji, sa veCom ucestalos¢u bivsih pusaca, vi§im vrednostima
kumulativnog dejstva duvanskog dima (izrazeno kao paklo/godine), a nizim
vrednostima serumskog kreatinina i indeksa telesne mase (p<0,05). Nivoi oksidativnog
stresa (procenjen na osnovu urinarnog 8-oxodG/kreatinina), leukocita i trombocita su
bili znacajno visi kod pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,05). Kod pacijenata
je uoceno i prisustvo karakteristiénog znaka anemije (nizak nivo hemoglobina koji je u
korelaciji sa smanjenjem broja eritrocita), u odnosu na kontrolnu grupu (p<0,05). Iste
razlike izmedu kontrole i pacijenata su bile prisutne i u populacijama muskaraca i Zena.

Osnovne karakteristike svih ispitanika su analizirane i prema pusackom statusu
(Tabela 19.). Za ovu analizu ispitanici su podeljeni u tri grupe: nepusaci, bivsi pusaci i
pusaci. Rezultati ove analize su pokazali znacajan uticaj puSenja (u grupama pusaca i
bivsih pusaca) na povecanje nivoa urinarnog 8-oxodG/kreatinina kod pacijenata u
odnosu na kontrolnu grupu (p<0,05).

Takode, analiziran je i uticaj starosti na kvantitativne parametre svih ispitanika
(Tabela 20.). Za ovu analizu svi ispitanici su podeljeni u dve grupe, ispitanici mladi od
50 godina i ispitanici stariji od 50 godina. U kontrolnoj grupi, ispitanici stariji od 50
godina su imali znacajno visi nivo 8-oxodG/kreatinina u odnosu na mlade ispitanike
(p=0,003). Rezultati su pokazali da starost nema uticaja na ve¢ postojee razlike

izmedu kontrole i pacijenata (p>0,05).
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Tabela 18. Kvalitativne i kvantitativne karakteristike u grupi svih zdravih ispitanika i HOBP-pacijenata kao i grupama podeljenih prema

polu
Svi (n=224) Mugkarci (n=118) Zene (n=106)
Karakteristike I parametri Kontrola HOBP Kontrola HOBP Kontrola HOBP
(n=153) (n=71) (n=85) (n=33) (n=68) (n=38)
Starost, godine 4598+10,17° | 57,39+7,61 | 43,60£9,76"¢ | 59,56+6,43° 48,9629,96° 55,51+8,12
Pusacki status, pusa&i (%) 50,67 49,30 47,62 39,39 54,69 57,89
Pusacki status, nepusaci (%) 33,11° 7,04 30,05 3,03 35,94° 10,53
Pusacki status, bivsi pusadi (%) 16,22° 43,66 21,43 57,58" 9,37 31,58
Paklo/godine 10,66£13,35° | 42,02426,49 | 19,24+1217° | 52,31#3156° | 20,27+1504° | 32,32¢1571
a&”;;mrig’l;@del kreatinin 1,21+0,60% 2,97+2,03 1,01+0,44°¢ 3,24+2,24 1,46+0,68° 2,72+1,83
BMI (kg/m?) 26,32+3,79° 25,44+6 48 26,82+3,28° 26,65+6,43 25,64+4,33 24,4146,42
Serumski kreatinin (umol/L) 78,86£12,83° | 59,06+1575 | 86,26+11,16"° | 63,24%1514° | 69,6047,81° | 5542+1554
Eritrociti (x10%/L) 4,7620,39° 4,62+0,71 4,97+0,32° 4,7920,77° 4,5020,29 4,47+0,63
Leukociti (x10%/L) 7,15+1,76° 10,80+4,63 7,38+1,67°¢ 10,18+4,60 6,86+1,84° 11,34+4,65
Hemoglobin (g/L) 144,61+12,22° | 136,50+18,35 | 152,514871°¢ | 140,82+¢19,67° | 134,7528,13 | 132,65216,41
Trombociti (x10%/L) 228,58+55.80° | 264,52+88,00 | 222,91+54,87 | 254,07+98,54 | 23566£56,56° | 273,32+80,18
FEV1, % - 46,0720,98 - 42,91+18,57 - 48,8922,81
FVC, % - 74,36221,97 - 73,42421,05 - 75,19+23,02
FEV1/FVC indeks - 61,15+17,64 - 57,52+17,39 - 64,30+17,45

Kvantitativne vrednosti su prikazane kao srednje vrednosti+standardna devijacija (Sd). HOBP-hroni¢na opstruktivna bolest pluca; 8-0xodG-8-okso-7,8-dihidro-2'-deoksiguanozin; BMI-
indeks telesne mase; FEV1%-forsirani ekspiratorni volumen u prvoj sekundi (% od predvidenih vrednosti); FVC%-forsirani vitalni kapacitet (% od predvidenih vrednosti); ® u celoj
populaciji: razlike izmedu kontrole i HOBP; ® u populaciji muskaraca: razlike izmedu kontrole i HOBP; ¢ u populaciji 7ena: razlike izmedu kontrole i pacijenata; ¢ u HOBP populaciji:

razlike izmedu muskaraca i Zena; ® u kontrolnoj populaciji: razlika izmedu muskaraca i Zena; p-statisticka znacajnost (p<0,05).
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Tabela 19. Kvantitativne karakteristike u grupi svih zdravih ispitanika i HOBP-pacijenata kao i u grupama podeljenih prema pusackom

statusu
Kontrola (n=153) HOBP (n=71)
Parametri Nepusaci BivSi pusadi Pusaci Nepusaci BivSi pusadi Pusaci
(n=54) (n=24) (n=75) (n=5) (n=31) (n=35)
Starost, godine 47,84+10,85 46,92+7,39" 44,25+10,27° 53,40+8,74 59,13+6,56 56,44+8,13
Paklo/godine - 15,78+10,28° 21,41+13,77° - 45,26+28,27 39,14+24,87
Urinarni 8-oxodG/kreatinin b .
1,23+0,70 1,05+0,42 1,22+0,57 1,81+0,36 3,39+2,23 2,81+1,89

(nmol/mmol)
BMI (kg/m?) 26,20+4,00 26,66+3,69" 26,28+3,73 27,87+5,62 24,68+6,33 25,82+6,75
Serumski kreatinin . b .

81,45+15,79 82,67+11,50 76,21+10,42 61,60+14,43 60,00+20,48 57,86+10,62
(umol/L)
Eritrociti (x10/L) 4,750,40 4,85+0,46 4,75+0,36° 4,34+0,78 4,71%0,65 4,58+0,76
Leukociti (x10%/L) 6,45+1,45% 6,90+1,59° 7,73+1,84° 11,04+1,67 11,3645,63 10,28+3,91
Hemoglobin (g/L) 143,10+12,86° 146,50+13,51 145,33+11,58° 126,20+16,19 138,16+19,15 136,55+17,94
Trombociti (x10°/L) 229,04+54,85 242,63+60,45 225,17+55,79° | 238,40+47,78 272,56£109,98 261,03+£71,25
FEV1, % - - - 47,40£17,83 41,90£19,35 49,46+22,57
FVC, % - - - 78,60+21,35 74,20+20,47 73,89423,79
FEV1/FVC indeks - - - 61,65+17,74 55,21+17,38 66,17+16,72

Kvantitativne vrednosti su prikazane kao srednje vrednosti+standardna devijacija (Sd). HOBP-hroni¢na opstruktivna bolest pluca; 8-0xodG-8-0kso-7,8-dihidro-2'-deoksiguanozin; BMI-
indeks telesne mase; FEV1%-forsirani ekspiratorni volumen u prvoj sekundi (% od predvidenih vrednosti); FVC%-forsirani vitalni kapacitet (% od predvidenih vrednosti); * u populaciji
nepusada: razlike izmedu kontrole i HOBP; ® u populaciji biv§ih pusaa: razlike izmedu kontrole i HOBP; ¢ u populaciji pusaca: razlike izmedu kontrole i HOBP; p-statisticka znacajnost
(p<0,05).
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Tabela 20. Kvalitativne i kvantitativne karakteristike u grupi svih zdravih ispitanika i HOBP-pacijenata kao i u grupama podeljenih prema
godinama starosti

Kontrola (n=153) HOBP (n=71)
Karakteristike i parametri - - - -
Starost <50 godina | Starost>50 godina Starost < 50 godina Starost > 50 godina
(n=95) (n=58) (n=15) (n=56)

Pusacki status, pusaci (%) 52,69 47,27 53,85 48,21
Pusacki status, nepusaci (%) 29,03 40,00b 15,38 5,36
Pusacki status, bivsi pusaci (%) 18,28 12,73° 30,77 46,43
Paklo/godine 16,42+9,85%¢ 26,34+16,91° 33,36+17,68 43,13+27,44
Urinarni 8-oxodG/kreatinin (nmol/mmol) 1,10+0,51%¢ 1,39+0,69" 2,62+2,32 3,03+1,97
BMI (kg/m?) 26,27+4,14 26,41+3,16 24,3946,81 25,68+6,56
Serumski kreatinin (umol/L) 79,44+12 41° 77,90+13,54° 50,00+10,13° 61,20+16,39
Eritrociti (x10'/L) 4,85+0,38*¢ 4,63+0,35 4,32+0,47 4,71+0,73
Leukociti (x10%/L) 7,47+1,84%¢ 6,62+1,48° 11,58+3,99 10,60+4,82
Hemoglobin (g/L) 147,05+12,88%¢ 140,6249,94 128,93+16,37 138,53+18,49
Trombociti (x10%/L) 226,21+53,38° 232,45+59,83 276,71+88,67 259,46+88,54
FEV1, % - 52,15+28,67 44,33+18,96
FVC, % - 72,15+28,19 74,35+20,76
FEV1/FVC indeks - 68,23+16,04 59,48+17,84

Kvantitativne vrednosti su prikazane kao srednje vrednostitstandardna devijacija (Sd). HOBP-hroni¢na opstruktivna bolest pluca; 8-0xodG-8-okso-7,8-dihidro-2'-deoksiguanozin; BMI-
indeks telesne mase; FEV1%-forsirani ekspiratorni volumen u prvoj sekundi (% od predvidenih vrednosti); FVC%-forsirani vitalni kapacitet (% od predvidenih vrednosti); # u grupi < 50
godina: razlike izmedu kontrole i HOBP; ® u grupi > 50 godina: razlike izmedu kontrole i HOBP; ¢ u kontrolnoj grupi: razlika izmedu < 50 i > 50 godina; 9 u grupi HOBP: razlika izmedu

<50 i > 50 godina; p-statisticka znacajnost (p<0,05).
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4.2.2. Analiza uticaja pola i puSackih navika na nivoe 8-oxodG/kreatinina u

kontrolnoj grupi i grupi pacijenata obolelih od HOBP

Na osnovu prethodnih rezultata, gde je prikazano da puSenje uti¢e na poviSen nivo
urinarnog 8-oxodG/kreatinina kod pacijenata, ispitali smo da li postoji uticaj pola na
ove razlike i pusackog statusa. Muskarci i zene su podeljeni prema puSackom statusu U
tri grupe, nepusaci, pusaci i bivsi pusaci (Slika 17.). Rezultati testiranja uticaja
prisustva/odsustva HOBP, pola i puSackog statusa, kao i interakcije ovih nezavisnih
promenjivih na nivo 8-oxodG/kreatinina su prikazani u Tabeli 21.

Primenom testa, tro-faktorska ANOVA (three-way ANOVA), utvrdeno je da na
nivo urinarnog 8-oxodG/kreatinina utice samo prisustvo bolesti (p<0,001; eta
kvadrat=0,124), dok pol (p=0,825; eta kvadrat<0,001), puSenje (p=0,361; eta
kvadrat=0,010) i interakcije ovih nezavisnih faktora nemaju statisti¢ki znacajan uticaj
(Tabela 21.). Daljom analizom, kori§¢enjem Sidak testa analiziran je uticaj prisustva
bolesti u grupama ispitanika koje su se razlikovale prema polu i puSackom statusu.
Utvrdeno je da se nivo 8-oxodG/kreatinina razlikuje kod puSaca i biv§ih pusaca u
zavisnosti od prisustva/odsustva bolesti, u obe ispitivane grupe (Slika 17.). Kod oba
pola, pacijenti su imali viSe vrednosti 8-oxodG/kreatinina u grupi pusaca (za zene:
p<0,001; eta kvadrat=0,076; za muskarce: (p<0,001; eta kvadrat=0,085) i u grupi bivsih
pusata (za zene: p=0,010; eta kvadrat=0,032; za musSkarce: p<0,001; eta
kvadrat=0,178).
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Slika 17. Srednje vrednosti urinarnog 8-oxodG/kreatinina (nmol/mmol) kod HOBP-
pacijenata i kontrole, prema puSackom statusu: a. u populaciji Zena; b. u populaciji

muskaraca.
HOBP-hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a; 8-0xodG-8-okso-7,8-dihidro-2'-deoksiguanozin.
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Tabela 21. Testiranje uticaja, veli¢ine uticaja individualnih faktora (zdravstveno stanje,

pusacki status i pol) i njihovih interakcija na nivo 8-oxodG/kreatinina

Zavisna promenjiva

Uticaji faktora i njihove interakcije

p

Eta kvadrat

8-oxodG/kreatinin

Pojedinacni uticaji i interakcije

Stanje (kontrola/HOBP) <0,001 0,124
Pol (muskarci/Zene) 0,825 <0,001
Pusenje (nepusaci/bivsi pusaci/pusaci) 0,361 0,010
Stanje*pol 0,278 0,006
Stanje*pusenje 0,181 0,017
Pol*pusenje 0,391 0,009
Stanje*pol*pusenje 0,669 0,004
Post Hoc analiza po Sidak-u
Stanje: muskarci-nepusaci 0,423 0,003
Stanje: muskarci-bivsi pusaci <0,001 0,178
Stanje: muskarci-pusaci <0,001 0,085
Stanje: Zene-nepusaci 0,333 0,005
Stanje: Zene-bivsi pusadi 0,010 0,032
Stanje: Zene-pusaci <0,001 0,076

HOBP-hroni¢na opstruktivna bolest pluca; 8-0xodG-8-0kso-7,8-dihidro-2'-deoksiguanozin; p-statistiCka znacajnost

(p<0,05).

4.2.3. Analiza uticaja indeksa telesne mase (BMI) na nivo 8-oxodG/kreatinina u

kontrolnoj grupi i grupi pacijenata obolelih od HOBP

Primenom testa dvo-faktorska ANOVA (two-way ANOVA) analiziran je uticaj indeksa

telesne mase (BMI) na nivo urinarnog 8-oxodG/kreatinina u kontrolnoj grupi i grupi
pacijenta obolelih od HOBP (Slika 18. i Tabela 22.). Pacijenti oboleli od HOBP i
kontrolni ispitanici su prema BMI podeljeni u tri grupe: BMI<18 kg/m? (neuhranjeni),

BMI 18-25 kg/m? (normalne telesne mase) i BMI >25 kg/m? (prekomerno gojazni)

(Slika 18.).
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Slika 18. Aritmeti¢ke srednje vrednosti urinarnog 8-oxodG/kreatinina (nmol/mmol) kod

HOBP-pacijenata i kontrole podeljenih prema indeksu telesne mase (BMI, kg/m?).

HOBP-hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a; BMI-indeks telesne mase;8-oxodG-8-okso-7,8-dihidro-2'-deoksiguanozin.

Tabela 22. Testiranje uticaja, veliine uticaja individualnih faktora (zdravstveno stanje,

BMI) i njihovih interakcija na nivo 8-oxodG/kreatinina

Zavisna promenjiva | Uticaji faktora i njihove interakcije p Eta kvadrat
Pojedinacni uticaji i interakcije
Stanje (kontrola/HOBP) <0,001 0,196
BMI (<18/18-25/>25) 0,003 0,055
Stanje*BMI 0,094 0,023
. Post Hoc analiza po Sidak-u
8-oxodG/kreatinin -
Stanje: BMI<18 <0,001 0,070
Stanje: BMI 18-25 <0,001 0,167
Stanje: BMI>25 <0,001 0,132
BMI: kontrola 0,154 0,018
BMI: HOBP 0,001 0,067

HOBP-hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a; BMI-indeks telesne mase; 8-0xodG-8-o0kso-7,8-dihidro-2'-
deoksiguanozin; p-statisticka znacajnost (p<0,05).

Statistickom analizom je utvrdeno da na nivo 8-0xodG/Kreatinina uti¢u prisustvo

bolesti (p<0,001; eta kvadrat=0,196) i BMI (p=0,003; eta kvadrat=0,055), dok
interakcija ovih nezavisnih faktora ne uti¢e (p=0,094; eta kvadrat=0,023) (Tabela 22.).
Primenom Sidak testa analiziran je uticaj prisustva bolesti u grupama ispitanika koje su
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se razlikovale prema vrednostima BMI. Na osnovu rezultata analize, utvrdeno je da su
pacijenti imali vise vrednosti 8-oxodG/kreatinina u odnosu na zdrave u sve tri ispitivane
grupe (za BMI<18: p<0,001; eta kvadrat=0,070; za BMI 18-25: p<0,001; eta
kvadrat=0,167; za BMI>25: p<0,001; eta kvadrat=0,132) (Slika 18.). Uticaj BMI na
nivo 8-oxodG/kreatinina je bio znafajan u grupi pacijenata (p=0,001; ecta
kvadrat=0,067), ali ne i u kontrolnoj grupi (p=0,154; eta kvadrat=0,018). Neuhranjeni
pacijenti sa (BMI<18 kg/m?) su imali vi$e vrednosti 8-oxodG/kreatinina u odnosu na
pacijente sa normalnom telesnom masom (BMI 18-25 kg/m?) (4,13+3,09 vs. 3,15+1,83,
p=0,039) i gojazne (BMI >25 kg/m?) (4,13+3,09 vs. 2,42+1,47, p=0,001) (Slika 18.).

4.2.4. Analiza uticaja kumulativnog dejstva duvanskog dima i tezine bolesti na nivo
8-oxodG/kreatinina

Analiziran je udruzeni uticaj kumulativnog dejstva duvanskog dima i tezine bolesti na
nivo urinarnog 8-oxodG/kreatinina kod pacijenata (Slika 19.). Pacijenti su prema tezini
bolesti podeljeni u tri grupe: pacijenti sa umerenom, teSkom i veoma teSkom HOBP
(prema GOLD klasifikaciji). Na osnovu vrednosti kumulativnog dejstva duvanskog
dima (paklo/godine), pacijenti su podeljeni u dve grupe: umereni pusaci (<30
paklo/godine) i teski pusaci (>30 paklo/godine).

o
=]
9

Paklo/godine

<30

4.50 —>>130

4.00-
3.50-

3.00

N
w
i}

8-oxodG/kreatinin (nmol/mmol)

2.00

I I I

UMERENO TESKA VEOMA
TESKA HOBP TESKA
HOBP HOBP

Slika 19. Srednje vrednosti urinarnog 8-oxodG/kreatinina (nmol/mmol) kod HOBP-
pacijenata, prema tezini bolesti i tezini pusenja.

HOBP-hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a; 8-oxodG-8-okso-7,8-dihidro-2'-deoksiguanozin.
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Tabela 23. Testiranje uticaja, veli¢ine uticaja individualnih faktora (tezina bolesti i

tezina pusenja) i njihovih interakcija na nivo 8-oxodG/kreatinina

Zavisna promenjiva Uticaji faktora i njihove interakcije p kvlsttjarat
Pojedinacni uticaji i interakcije

Tezina bolesti (umereno teSka/teSka/veoma

teska HOBP) 0033 | 0109
TeZina pudenja (<30/>30 paklo/godine) 0,020 0,088
TeZina bolesti*tezina pusenja 0,306 0,039

8-oxodG/kreatinin Post Hoc analiza po Sidak-u

TeZina puSenja: umereno teSka HOBP 0,793 0,001
Tezina puSenja: teSka HOBP 0,143 0,036
Tezina puSenja: veoma teSka HOBP 0,029 0,078
Tezina bolesti: <30 paklo/godine 0,665 0,014
Tezina bolesti: >30 paklo/godine 0,022 0,121

HOBP-hroni¢na opstruktivna bolest pluca; 8-oxodG-8-okso-7,8-dihidro-2'-deoksiguanozin; p-statistiCka znacajnost
(p<0,05).

Primenom testa, dvo-faktorska ANOVA (two-way ANOVA), utvrdeno je da na
nivo urinarnog 8-oxodG/kreatinina uticu i tezina bolesti (p=0,033; eta kvadrat=0,109) i
tezina puSenja (p=0,020; eta kvadrat p=0,088), dok interakcija ovih nezavisnih faktora
ne utice (p=0,306; eta kvadrat=0,039) (Tabela 23.). Daljom analizom, kori$§¢enjem
Sidak testa, utvrdeno je da se nivo 8-oxodG/kreatinina razlikuje kod pacijenata sa
veoma teSkom HOBP u zavisnosti od tezine pusSenja. Teski pusaéi su imali vise
vrednosti 8-oxodG/kreatinina u odnosu na umerene pusace, u grupi pacijenata sa veoma
teSkom HOBP (p=0,029; eta kvadrat=0,078). Dodatno, teski pusaci sa veoma teSkom
HOBP su imali znac¢ajno viSe vrednosti 8-oxodG/kreatinina u odnosu na one sa umereno
teSkom boleséu (4,91+0,68 vs. 2,44+0,55, p=0,019) (Slika 19.).

4.2.5. Analiza ROC krive (Receiving Operating Characteristic Curve) za 8-

oxodG/kreatinin
Analizom ROC krive proverena je dijagnosticka ta¢nost parametra 8-

oxodG/kreatinina u razlikovanju pacijenata sa HOBP od zdravih ispitanika. PovrSina

ispod krive (AUC) bila je mera ta¢nosti parametra 8-oxodG/kreatinina u identifikovanju
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pacijenata sa HOBP. Primenom Hosmer-Lemeshow pravila, potencijal parametra je
definisan kao slab (0,5 < AUC < 0,7), prihvatljiv (0,7 < AUC < 0,8), odlican (0,8 <
AUC < 0,9) i izvanredan (AUC > 0,9) (130). Analizom ROC krivih je utvrdeno da 8-
oxodG/kreatinin ima odli¢an potencijal razdvajanja pacijenata sa HOBP od kontrolne
grupe (AUC=0,855; p<0,001) (Tabela 24.). Graficki prikaz ROC krive za 8-
oxodG/kreatinin je prikazan Slici 20.

Tabela 24. Analiza ROC krive za 8-oxodG/kreatinin u razlikovanju pacijenata sa

HOBP od kontrolne grupe

Parametar AUC 95% CI Standardna greska p
8-oxodG/kreatinin 0,855 | 0,798-0,913 0,029 <0,001
(nmol/mmol)

8-0x0dG-8-0kso-7,8-dihidro-2'-deoksiguanozin; AUC-povrsina ispod krive; 95% CI: 95% interval pouzdanosti; p-

statisti¢ka znacajnost (p<0,05).
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Slika 20. Analiza ROC krive (puna linija) za 8-oxodG/kreatinin (isprekidana linija je
referentna linija).

Utvrdena je cut-off vrednost za 8-oxodG/kreatinin koja iznosi 1,69 nmol/mmol
(osetljivost 0,732; specificnost 0,868). Sa ovom grani¢nom vredno$cu, test klasifikuje
73,2% osoba sa HOBP (pravi pozitivni rezultati) i 86,8% osoba bez HOBP (pravi
negativni rezultati), te je stoga ova vrednost optimalna za razlikovanje pacijenata od
zdravih ispitanika.
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4.2.6. Analiza funkcionalnih genskih varijanti enzima uklju¢enih u metabolizam

ksenobiotika

U ovoj studiji analizirane su funkcionalne varijante gena koji kodiraju pro- i
anti-oksidativne enzime, a koji su uklju¢eni u metabolizam ksenobiotika: CYP1Al
*1A/*2A, GSTM1 *nulti, GSTT1 *nulti, GSTP1 llel05Val, mEPHX (S i F), kod
kontrolnih ispitanika i pacijenata obolelih od HOBP.

Analizom genskih varijanti ispitivanih enzima odredene su distribucije alela,
genotipova i kombinacija genotipova u kontrolnoj grupi i kod pacijenata sa HOBP. Za
sve analizirane genske varijante testirana je Hardy-Weinberg-ova ravnoteza (Tabela
25.). Takode, testirana je statistiCka znacajnost razlike u distrubuciji alela i genotipova
izmedu kontrolne grupe 1 pacijenata obolelih od HOBP.

Frekvence analiziranih alela i genotipova kod pacijenata i kontrole su bile u
Hardy-Weinberg-ovoj ravnotezi (p>0,05). Poredenjem ucestalosti analiziranih alela i
genotipova nije oucena statisticki znacajna razlika izmedu kontrole 1 pacijenata (p>0,05)

(Tabela 25.).

Tabela 25. Distribucija alela i genotipova (%) gena u grupi HOBP-pacijenata i
kontrolnoj grupi

. . HOBP-pacijenti Kontrola a 0
Genotipovi / aleli (n=71) (n=153) p OR (95%0Cl)
CYP1A1T3801C
1A/1A 78 80 - -
1A2A 22 20 0,697 | 1,145 (0,579-2,265)
2A2A 0 0 - -
*1A 89 90
0,840
*2A 11 10
H-W %% (p?) 1,15 (0,56) 1,94 (0,38)
GSTM1
*plus 45 54
- 0,202 | 0,692 (0,393-1,218)
*nulti 55 46
GSTT1
*plus 73 73
X 0,995 | 1,002 (0,531-1,892)
*nulti 27 27
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Nastavak Tabele 25.

Genotipovi / aleli HOB(I::? 1c)uent| I?::;;%I)a pt OR (95%CI)
GSTP1 lle105Val
lle/lle* 55 55 - -
le/Val 41 40 0,905 | 1,036 (0,579-1,855)
Val/Val 4 5 0,924 | 0,934 (0,229-3,806)
*Ile 75 75
*Val 25 25 1,000
H-W x* (p°) 0,70 (0,70) 0,92 (0,63)
MEPHX Tyrl113His
113Tyr/113Tyr* 39,44 50,98 - -
113Tyr/113His 54,93 43,14 0,095 | 1,646 (0,916-2,957)
113His/113His 5,63 5,88 0,739 | 1,238 (0,353-4,341)
*113Tyr 66,90 84,64
_ 0,270
*113His 33,10 15,36
H-W x> (p?) 4,1(0,13) 1,05 (0,59)
mMEPHX His139Arg
139 His/139His" 67,61 70,59 - -
139His/139Arg 30,98 28,10 0,654 | 1,151 (0,622-2,132)
139Arg/139Arg 1,41 1,31 0,924 | 1,125(0,100-12,708)
*139His 83,10 84,64
0,780
*139Arg 16,90 15,36
H-W %2 (p°) 0,76 ( 0,69) 1,00 (0,61)

HOBP-hroni¢na opstruktivna bolest pluca; OR(95% Cl)-eng. odds ratio (interval pouzdanosti); CYP-eng.
Cytochrome; GST-glutation-S-transferaza; mEPH-mikrozomalna hidrolaza epoksida; *nulti-prisustvo delecija
GSTM1 ili GSTT1 gena; *plus-prisustvo intaktnog GSTT1 ili GSTM1 gena; * referentna varijabla; ® razlika izmedu
kontrole i HOBP pacijenata; ° testiranje Hardy-Weinberg-ove ravnoteze; p-statisticka znagajnost (p<0.05).

4.2.6.1. Analiza slozenih genotipova

Hroni¢na opstruktivna bolest pluca je slozeno oboljenje u Ciju je etiologiju
ukljueno vise faktora koji pokazuju Stetne efekte najceSée u interakciji. Znacaj
pojedinacnih alela 1 genotipova kao faktora rizika za nastanak HOBP moze biti relativno
mali u odnosu na kombinacije dva ili tri pojedina¢na genotipa.

U ovoj studiji analizirani su slozeni genotipovi dobijeni kombinacijama
varijanti: mEPH (“fast” i “slow”), GSTM1/GSTT1 i GSTM1/GSTT1/mEPH (“fast” i

“slow”) gena. Distribucije sloZenih genotipova (udruzenost dva ili vise gena) u
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kontrolnoj grupi i grupi HOBP-pacijenata su prikazane u Tabeli 26. Na osnhovu
enzimske aktivnosti, kombinacije mEPH genotipova (“fast” i “slow”) su klasifikovane
u tri fenotipa: sa niskom (His113His/His139His Tyr113His/His139His), srednjom
(Tyr113Tyr/His139His, Tyrl13His/His139Arg i His113His/Arg139Arg) i visokom
(Tyr113Tyr/His139Arg i Tyr113Tyr/Argl39Arg) aktivnoscu.

Primenom logistickih regresionih modela, izracunati su “parametric odds ratio”
(OR), OR-nekorigovan i OR-korigovan za godine starosti i kumulativno dejstvo
duvanskog dima (paklo/godine) (Tabela 26.). Primenom y2-testa, nije ou¢ena znacajna
razlika u distribuciji slozenih genotipova, koji ukljucuju slede¢e kombinacije gena:
mEPH (“fast” i “slow” varijante), GSTM1/GSTT1 i GSTM1/GSTT1/mEPH (“fast” i
“slow” varijante), izmedu kontrole i pacijenata (p>0,05). Poredenjem ucestalosti
sloZenih genotipova, koje su korigovane za godine starosti i paklo/godine, takode nije
uocena statisticki znacajna razlika izmedu kontrole i pacijenata (p>0.05).

Dodatno, ispitane su distribucije slozenih genotipova, koji su obuhvatili
varijante GSTM1 i GSTT1 gena, u kontrolnoj grupi i grupi HOBP-pacijenata, kao i kod
muskaraca i Zena. Rezultati analize su prikazani u Tabeli 27. Rezultati analize pokazuju
da je kod Zena, kombinacija genotipova GSTT1 *nulti/GSTM1 *nulti znacajno vise
zastupljena kod pacijentkinja u odnosu na zdrave Zene (p<0,05; OR, 95% CI: 22,6, 2,6-
192,4). Ova analiza je pokazala da Zene koje su nosioci genskih varijanti za GSTM1 i
GSTTI1 koje dovode do delecije ovih gena imaju oko 23 puta veci rizik da obole od
HOBP u odnosu na zZene koje su nosioci ostalih kombinacija ova dva gena. Medutim, u
kontrolnoj grupi, muskarci su imali vecu ucestalost kombinacije genotipova GSTT1
*nulti/GSTM1 *nulti u odnosu na Zene (p<0,05; OR, 95% CI: 16,7, 2,2-129,4). Na
osnovu ovoga zaklju¢ujemo, da u zdravoj populaciji muski pol ima skoro 17 puta veci
rizik da bude nosilac genskih varijanti za GSTT1 i GSTM1 koje dovode do delecije
ovih gena.

78



Tabela 26. Distribucije kombinovanih genotipova (%) za mEPH (“fast” i “slow” varijante) prema aktivnosti, GSTM1 i GSTT1 kod
kontrole i pacijenata obolelih od HOBP

L . HOBP Kontrola * o
Kombinacije genotipova (n=71) (n=153) p OR p OR
mEPH aktivnost fenotipa
lniska 44 39 - - - -
srednja 41 42 0,603 | 0,849 (0,458-1,574) | 0,585 | 1,296 (0,511-3,282)
visoka 15 19 0,435 | 0,722(0,318-1,637) | 0,507 | 0,667 (0,202-2,207)
GSTM1/GSTTL
LGSTM1*nulti/GSTTL*nulti 14 12 - - - -
GSTM1*plus /GSTT1*plus 32 39 0,424 | 0,690 (0,278-1,715) | 0,333 | 0,509 (0,130-1,998)
GSTMI1*plus IGST T1nulti | 54 49 0,835 | 0,912(0,384-2,168) | 0,719 | 1,270 (0,345-4,674
GSTML*nulti/GSTT1*plus ' ,912/(0,384-2,168) ’ ,270/(0,345-4,674)
GSTML*nulti/GSTT1*nulti vs. sviostali | 14/86 12/88 | 0626 | 1,230(0536-2,820) | 0,831 | 1,144 (0,334-3,915)
GSTML*plus/GSTT1*plus vs. sviostali | 32/68 39/61 | 0326 | 0,743(0,410-1,345) | 0,061 | 0,421 (0,171-1,040)
mEPH aktivnost fenotipa/GSTM1/GSTT1
: it *..
MEPH niska/GSTM1*nulti/GSTT1*nult Vgsf;ﬂ 7193 2/98 0,074 | 3,788 (0,879-16,316) | 0,110 | 7,109 (0,640-79,020)
: S ____ostal
MEPH visoka/GSTM1*nulti/GSTT1*nult ‘(’)Sstsgﬂ 4196 3/97 0,523 | 1,643(0,358-7,545) | 0,174 | 0,234 (0,029-1,902)
: _ _ !
MEPH niska/GSTM1*plus/GSTT1*plus Visf;: 14/ 86 14/ 86 0,942 | 1,030 (0,458-2,321) | 0,079 | 0,345 (0,105-1,132)
: _ _ !
MEPH visoka/GSTM1*plus/GSTT1*plus el 6r04 9/91 0,372 | 0593(0,188-1,870) | 0701 | 0,742 (0,162-3,394)

HOBP-hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a; "OR (95% Cl)-eng. odds ratio (interval pouzdanosti); **OR-prilagoden za godine starosti i paklo-godine; GST-glutation-S-transferaza;
mEPH-mikrozomalna hidrolaza epoksida; “fast”-varijanta mEPH gena sa povefanom aktivnoscu; “slow”-varijanta mEPH gena sa smanjenom aktivnoséu; *nulti-prisustvo delecija

GSTM1 ili GSTT1 gena; *plus-prisustvo intaktnog GSTT1 ili GSTM1 gena; ! referentna varijabla; p-statisticka znagajnost (p<0.05).
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Tabela 27. Distribucije kombinovanih genotipova (%) za GSTM1/GSTT1 gene, u
kontrolnoj grupi i grupi pacijenata obolelih od HOBP, kao i u grupama muskaraca i

Zena
HOBP Kontrola Odds ratio
Kombinacije
genotipova B . b
Svi M Z Svi M Z OR? OR
(n=71) | (n=33) | (n=38) | (n=153) | (n=85) | (N=68) | (95% CI) | (95% CI)
GSTM1*nulti a b 22,6 16,7
/GSTT1*nulti | 14 9 18 12 20 Lo 26-192.4) | (2.2-129,4)
GSTM1*plus a b 0,4 0,6
/GSTT1*plus | 32 42 24 39 31 0 | 0209 | (04909
GSTM1*plus
IGSTT1*nulti
i 54 | 49 | s8° | 49 49 9 | 1373 :
GSTM1*nulti Y
/GSTT1*plus

HOBP-hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a; M-muskarci; Z-Zene; OR (95% Cl)-eng. odds ratio (interval pouzdanosti);
OR®u populaciji Zena: izmedu kontrole i HOPB-pacijenata; OR®-u kontrolnoj grupi: izmedu muskaraca i Zena; GST-
glutation-S-transferaza; *nulti-prisustvo delecija GSTM1 ili GSTT1 gena; *plus-prisustvo intaktnog GSTT1 ili
GSTML1 gena; ? razlike izmedu pacijenata i kontrole; ® razlike izmedu muskaraca i Zena; p-statisti¢ka znacajnost

(p<0.05).

4.2.7. Analiza udruzenog efekta genetskih i ne-genetskih faktora rizika za nastanak
i razvoj HOBP

Etiologija hroni¢ne opstruktivne bolesti pluc¢a ukljucuje genetske i ne-genetske
faktore rizika. Smatra se da interakcija ovih faktora moze imati ve¢i znacaj u patogenezi
ove bolesti, u odnosu na pojedinacne faktore rizika. Zbog toga je, u okviru ove studije,
ispitan udruZeni uticaj genetskih i ne-genetskih faktora rizika na nastanak i razvoj
HOBP.

4.2.7.1. Analiza povezanosti puSackog statusa i ispitivanih genskih varijanti u
nastanku HOBP

Analize povezanosti puSackog statusa i distribucije genotipova u kontrolnoj

grupi i grupi HOBP-pacijenata prikazani su u Tabeli 28. Ispitane su razlike u
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frekvencama genotipova izmedu kontrole i pacijenata u slede¢im grupama: pusaci, bivsi

pusaci i nepusaci.

Tabela 28. Distribucija alela i genotipova (%) gena ukljuenih u metabolizam

ksenobiotika u populacijama kontrole i pacijenata, podeljenih prema puSackom statusu

HOBP (n=71) Kontrola (n=153)
Genotipovi / aleli Pusaci | Nepusaci pilgv:éli Pusaci | Nepusaci pl?llévascli
(n=35) (n=5) (n=31) (n=78) (n=50) (n=25)
CYP1A1 T3801C
1A/1A 78 80 77 79 84 71
1A2A 22 20 23 21 16 29
2A2A 0 0 0 0 0 0
GSTM1
*plus 37t 80 48 57 47 63
*nulti 63 20 52 43 53 37
GSTT1
*plus 77 100 65 71 74 75
*nulti 23 0 35 29 26 25
GSTP1 llel05Val
le/lle 51 80 55 59 51 54
lle/Val 46 20 39 35 49 42
Val/Val 3 0 6 6 0 4
MEPHX1Tyr113His
113Tyr/113Tyr 37 60 39 53 55 42
113Tyr/113His 54 40 58 41 43 46
113His/113His 9 0 3 5 2 12
MEPHX1His139Arg
139 His/139His 66 80 68 67 74 75
139His/139Arg 31 20 32 33 22 25
139Arg/139Arg 3 0 0 0 4 0

HOBP-hroni¢na opstruktivna bolest pluca; CYP-eng. Cytochrome; GST-glutation-S-transferaza; mEPH-

mikrozomalna hidrolaza epoksida; *nulti-prisustvo delecija GSTM1 ili GSTT1 gena; *plus-prisustvo intaktnog

GSTT1 ili GSTM1 gena; ®razlika izmedu kontrole i HOBP pacijenata; p-statisticka znacajnost (p<0.05).

Analiza distribucije genotipova prema pusackom statusu je pokazala da je
prisustvo GSTM1 *nultog genotipa povezano sa dva puta veéim rizikom za razvoj
HOBP nego prisustvo GSTML1 *plus genotipa, u populaciji pusaca (p<0,05; OR, 95%
Cl: 2,27, 1,00-5,19).

81



4.2.7.2. Analiza udruzenog uticaja pola, pusackog statusa i sloZenog
GSTM1/GSTT1 genotipa na nastanak HOBP

Razlike u distribuciji slozenth GSTM1/GSTT1 genotipova izmedu pacijenata i kontrole
su ispitane u ¢itavoj populaciji, kao 1 u razli¢itim grupama ispitanika koje su podeljene

prema polu i pusackom statusu (Slika 21.).
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Slika 21. Distribucija slozenog GSTM1/GSTT1 genotipa (sa najmanje jednom
delecijom 1 bez delecije): a. u celoj HOBP i kontrolnoj grupi; b. kod nepusaca: u
kontrolnoj i HOBP grupi; c. kod pusaa: u kontrolnoj 1 HOBP grupi; d. kod bivsih
pusaca: u kontrolnoj i HOBP grupi.

HOBP-hroni¢na opstruktivna bolest pluca; GST-glutation-S-transferaza.

Rezultati analize su pokazali da slozeni genotip koji ima najmanje jednu deleciju
GSTM1/GSTT1 gena (GSTM1 *nulti/GSTT1 *nulti, GSTM1 *nulti/GSTT1 *plus,
GSTM1 *plus/GSTT1 *nulti) kod Zena predstavlja rizik za razvoj HOBP (p=0,008; OR,
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95% CI: 3,22, 1,32-7,82) (Slika 21a.). Analizom u razli¢itim pusackim grupama je
otkriveno da ove kombinacije udruzenih genotipova predstavljaju mnogo veéi rizik od
razvoja HOBP kod Zena koje su aktivni pusaéi (p=0,001; OR, 95% CI: 7,61, 2,11-
27,44) (Slika 21c.), odnosno Zene pusaci koje su nosioci nulte varijante jednog ili oba
gena za GSTM1/GSTT1 imaju viSe od sedam puta veci rizik da obole od HOBP.

Ucestalost slozenog genotipa sa bar jednom delecijom GSTM1/GSTT1 gena,
kod zdravih zena je znaCajno niza u odnosu na muskarce (p=0,008; OR, 95% CI: 0,31,
0,13-0,75) (Slika 21a). Ove razlike su prisutne izmedu zena i muskaraca u populaciji
zdravih pusaca (p=0,002; OR, 95% CI: 0,22, 0,08-0,60) (Slika 21c.).

Kod pacijenata razlike izmedu muskaraca i zena u distribuciji ovih slozenih
genotipova nisu bile statisticki znacajne. Kod zena je kombinacija GSTM1/GSTT1 gena
sa bar jednom delecijom bila viSe zastupljena, ali ove razlike nisu bile statisti¢ki
znacajne (p>0,05) (Slika 21a.).

U populacijama nepusaca (Slika 21b.) i biv§ih pusaca (Slika 21d.) nije
primeéena znacajna razlika u distribucijama ovih slozenih genotipova (p>0,05), kako

izmedu pacijenata i kontrole, tako i1 izmedu polova.

4.2.7.3. Analiza uticaja genskih varijanti GSTM1, GSTT1, GSTP1 i mEPH gena na

nivo oksidativnog stresa kao faktora rizika za pojavu HOBP

U okviru studije analiziran je uticaj varijanti GSTM1, GSTT1, GSTP1 i mEPH gena na
nivo oksidativnog stresa (procenjen na osnovu 8-oxodG/kreatinina) kod kontrole i
HOBP-pacijenata (Slika 22. i Tabela 29.)

Primenom testa, dvo-faktorska ANOVA metod (two-way ANOVA), utvrdeno je
da na nivo 8-oxodG/kreatinina uti¢e prisustvo bolesti (p<0,001; eta kvadrat=0,335),
prisustvo GSTP1 varijante gena (p=0,005; eta kvadrat=0,035), kao i interakcija ovih
nezavisnih faktora (p=0,015; eta kvadrat=0,027) (Tabela 29.). Primenom Sidak testa,
analiziran je uticaj GSTP1 genske varijante kod kontrole i HOBP-pacijenata (Slika
22a.). Pacijenti su imali viSe vrednosti 8-oxodG/kreatinina u odnosu na zdrave u obe
ispitivane grupe podeljene prema odsustvu ili prisustvu GSTP alela 105Val (za GSTP
105Val-ne: p<0,001; eta kvadrat=0,141; GSTP 105Val-da: p<0,001; eta kvadrat=0,259)
(Slika 22a.). Uticaj genske varijante GSTP1 gena na nivo 8-oxodG/kreatinina je bio

83



znaCajan u grupi HOBP-pacijenata (p=0,002; eta kvadrat=0,045). HOBP-pacijenti,
nosioci GSTP 105Val alela su imali viSe vrednosti 8-oxodG/kreatinina u odnosu na
pacijente koji nisu nosioci ovog alela (3,52+2,54 vs 2,59+1,32; p=0,002) (Slika 22a).
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Slika 22. Aritmeti¢ke srednje vrednosti 8-oxodG/kreatinina kod zdravih i HOBP-
pacijenata na osnovu genskih varijanti; a. GSTP1; b. mEPH enzimska aktivnost; c.

kombinacija GSTM1/GSTT1/mEPH aktivnost.

HOBP-hroni¢na opstruktivna bolest pluca; 8-0xodG-8-o0kso-7,8-dihidro-2'-deoksiguanozin; GST-glutation-S-
transferaza; mEPH-mikrozomalna hidrolaza epoksida; *nulti-prisustvo delecija GSTM1 ili GSTT1 gena; *plus-
prisustvo intaktnog GSTT1 ili GSTM1 gena.
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Tabela 29. Testiranje uticaja, veliCine uticaja individualnih faktora (zdravstveno stanje i

genske varijante) i njihovih interakcija na nivo 8-oxodG/kreatinina

priﬁveliz}?va Uticaji faktora i njihove interakcije p kvE(t:i?at
Pojedinaéni uticaji i interakcije
Stanje (kontrola/HOBP) <0,001 | 0,335
GSTP varijanta (105Val-da/105Val-ne) 0,005 0,035
8-0x0dG/ Stanje*GSTP varijanta 0,015 0,027
kreatinin Post Hoc analiza po Sidak-u
Stanje: GSTP 105Val-ne <0,001 0,141
Stanje: GSTP 105Val-da <0,001 | 0,259
GSTP varijanta: kontrola 0,743 | <0,001
GSTP varijanta: HOBP 0,002 0,045
Pojedinacni uticaji i interakcije
Stanje (kontrola/HOBP) <0,001 | 0,323
mEPH aktivnost (niska/srednja i visoka) 0,008 0,032
8-oxodG/ | Stanje*mEPH aktivnost 0,143 0,010
kreatinin Post Hoc analiza po Sidak-u
Stanje: mEPH niska aktivnost <0,001 0,212
Stanje: mEPH srednja i visoka aktivnost <0,001 | 0,173
mEPH aktivnost: kontrola 0,290 0,005
mEPH aktivnost: HOBP 0,012 0,029
Pojedinadni uticaji i interakcije
Stanje (kontrola/HOBP) <0,001 | 0,331
Kombinacija GSTM1/GSTT1/mEPH aktivnost
(GSTM1*nulti/GSTT1*nulti/mEPH niska aktivnost;
GS_TM1*nu|ti/GSTT1*nuIti/mEPH srednja i vi_soka 0.009 0.052
aktivnost; GSTM1*plus/GSTT1*plus/mEPH niska ' '
aktivnost; GSTM1*plus/GSTT1*plus/mEPH srednja i
visoka aktivnost)
8-oxodG/ | Stanje* kombinacija GSTM/GSTT1/mEPH aktivnost 0,164 0,024
Kreatinin Post Hoc analiza po Sidak-u
Stanje: GSTM1*nulti/GSTT1*nulti/mEPH niska aktivnost | <0,001 0,121
— r— — —
\S/itggjkz.iﬁlrﬁﬂoit nulti/GSTT1*nulti/mEPH srednja i <0,001 | 0,105
Stanje: GSTM1*plus/GSTT1*plus/mEPH niska aktivnost | <0,001 | 0,131
— < < —
:&::w&jSTMl plus/GSTT1*plus/mEPH srednja i visoka <0,001 | 0,092
Kombinacija GSTM1/GSTT1/mEPH aktivnost: kontrola 0,739 0,006
Kombinacija GSTM1/GSTT1/mEPH aktivnost: HOBP 0,008 0,054

HOBP-hroni¢na opstruktivna bolest pluca;

transferaza; mEPH-mikrozomalna hidrolaza epoksida.

8-0x0dG-8-0kso-7,8-dihidro-2'-deoksiguanozin;

GST-glutation-S-
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Statistickom analizom je pokazano da na nivo 8-oxodG/kreatinina utice
prisustvo bolesti (p<0,001; eta kvadrat=0,323), mEPH enzimska aktivnost (p=0,008; eta
kvadrat=0,032), dok interakcija ovih nezavisnih faktora nema znaCajnog uticaja
(p=0,143; eta kvadrat=0,010) (Tabela 29.). Daljom analizom, primenom Sidak testa,
analiziran je uticaj razliCite enzimske aktivnosti u grupama zdravih i HOBP-pacijenata
(Slika 22b.). Pacijenti su imali viSe vrednosti 8-oxodG/kreatinina bez obzira na mEPH
enzimsku aktivnost (mMEPH niska aktivnost: p<0,001; eta kvadrat=0,212; mEPH srednja
i visoka aktivnost: p<0,001; eta kvadrat=0,173). Medutim, uticaj mEPH enzimske
aktivnosti na nivo 8-oxodG/kreatinina je bio znacajan u grupi HOBP-pacijenata
(p=0,012; eta kvadrat=0,029) (Slika 22b.). Pacijenti sa niskom mEPH enzimskom
aktivno$¢u su imali znacajno visi nivo 8-oxodG/kreatinina u odnosu na pacijente sa
srednjom i visokom mEPH aktivnoscu (3,4342,23 vs 2,69+1,78; p=0,012) (Slika 22b.).

Daljom analizom utvrdeno je da na nivo 8-oxodG/kreatinina uti¢e prisustvo
bolesti  (p<0,001; eta  kvadrat=0,331), kombinacije  genskih  varijanti
GSTM1/GSTT1/mEPH aktivnost (p=0,009; eta kvadrat=0,052), dok interakcija ovih
nezavisnih faktora nema znacajnog uticaja (p=0,164; eta kvadrat=0,024) (Tabela 29.).
Primenom Sidak testa, pokazano je da su pacijenti imali visi nivo 8-oxodG/kreatinina u
odnosu na zdrave, bez obzira na kombinacije genskih varijanti (GSTM1 *nulti/GSTT1
*nulti/ mEPH niska aktivnost: p<0,001; eta kvadrat=0,121; GSTM1 *nulti/GSTT1
*nulti/mEPH srednja i visoka aktivnost: p<0,001; eta kvadrat=0,105); GSTM1
*plus/GSTT1 *plus/mEPH niska aktivnost: p<0,001; eta kvadrat=0,131; GSTM1
*plus/GSTT1 *plus/mEPH srednja i visoka aktivnost: p<0,001; eta kvadrat=0,092)
(Slika 22c.). Znacajan uticaj kombinacija genotipova na nivo 8-oxodG/kreatinina
primecen je kod HOBP-pacijenata (p=0,008; eta kvadrat=0,054). Pacijenti, nosioci
genotipa GSTM1 *plus/GSTT1 *plus/mEPH niska aktivnost su imali znacajno vise
nivoe 8-oxodG/kreatinina u odnosu na nosioce kombinacije GSTM1 *nulti/GSTT1
*nulti/ mEPH srednja i visoka aktivnost (4,11+2,88 vs 2,55+1,74; p=0,004) (Slika 22c.).
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4.2.7.4. Analiza uticaja genskih varijanti GSTM1, GSTT1, GSTP1, mEPH gena i

pusenja na nivo oksidativnog stresa kao faktora rizika za pojavu HOBP

Analiziran je uticaj genskih varijanti GSTM1, GSTT1, GSTP1 i mEPH gena i
puSenja na nivo oksidativnog stresa (procenjen na osnovu 8-oxodG/kreatinina) kod
zdravih i HOBP-pacijenata (Slika 23).

| mEPH aktivnost
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Slika 23. Aritmeti¢ke srednje vrednosti 8-oxodG/kreatinina kod zdravih i HOBP-
pacijenata na osnovu pusackog statusa i genskih varijanti; a. GSTP1; b. mEPH
enzimska aktivnost; c. kombinacija GSTM1/GSTT1/mEPH aktivnost.

HOBP-hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a; 8-ox0dG-8-0kso-7,8-dihidro-2'-deoksiguanozin; GST-glutation-S-
transferaza; mEPH-mikrozomalna hidrolaza epoksida; *nulti-prisustvo delecija GSTM1 ili GSTT1 gena; *plus-
prisustvo intaktnog GSTT1 ili GSTM1 gena.
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Tabela 30. Testiranje uticaja, veli¢ine uticaja individualnih faktora (zdravstveno stanje,

genske varijante i pusenje) i njihovih interakcija na nivo 8-oxodG/kreatinina

pég}‘gf‘r&?\/a Uticaji faktora i njihove interakcije p kvigiat
Pojedinacni uticaji i interakcije
Stanje*pusenje (kontrola-nepusaci/kontrola-pusaci/
HOéP-EepuéJaéi(/HOBP-puéséi) b <0,001 10,346
GSTP varijanta(105Val-da/105Val-ne) 0,003 0,042
Stanje*pudenje*GSTP varijanta 0,108 0,029
8-ox0dG/ Post Hoc analiza po Sidak-u
kreatinin | Stanje*pusenje: GSTP 105Val-ne <0,001 | 0,151
Stanje*pudenje: GSTP 105Val-da <0,001 | 0,267
GSTP varijanta: kontrola-nepusaci 0,901 | <0,001
GSTP varijanta: kontrola-pusaci 0,490 0,002
GSTP varijanta: HOBP-nepusaci 0,006 0,035
GSTP varijanta: HOBP-pusaci 0,062 0,017
Pojedinacni uticaji i interakcije
Stanje*pudenje (kontrola-nepusaci/kontrola-pusaci/
HOBP-nepusa&i/HOBP-pusaci) <0001 | 0,336
mEPH aktivnost (niska/srednja i visoka) 0,013 0,029
Stanje*pusenje*mEPH aktivnost 0,003 0,066
8-oxodG/ Post Hoc analiza po Sidak-u
kreatinin | Stanje*puSenje: mEPH niska aktivnost <0,001 0,258
Stanje*pusenje: mMEPH srednja i visoka aktivnost <0,001 0,191
mEPH aktivnost: kontrola-nepusaci 0,770 <0,001
mEPH aktivnost: kontrola-pusaci 0,260 0,006
mEPH aktivnost: HOBP-nepusaci <0,001 0,079
mEPH aktivnost: HOBP-pusadi 0,426 0,003
Pojedinacni uticaji i interakcije
Stanje*pusenje (kontrola-nepusaci/kontrola-pusaci/
HOBP-nepusa&i/HOBP-pusaci) <0001 | 0,328
Kombinacija GSTM1/GSTT1/mEPHaktivnost
(GSTM1*nulti/GSTT1*nulti/mEPH niska aktivnost/ ;
GSTM1*nulti/GSTT1*nulti/mEPH srednja i visoka aktivnost; 0,083 0,033
GSTM1*plus/GSTT1*plus/mEPH niska aktivnost/;
GSTM1*plus/GSTT1*plus/mEPH srednja i visoka aktivnost)
Stanje*puSenje*kombinacija GSTM1/GSTT1/mEPH aktivnost 0,012 0,099
Post Hoc analiza po Sidak-u
— — o— -
8-oxo_dC_;/ :li?irgﬁogtusenje. GSTM1*nulti/GSTT1*nulti/mEPH niska <0,001 0,147
kreatinin Stanje*pusenje: GSTM1*nulti/GSTT1*nulti/mEPH srednja i
. X <0,001 0,114
visoka aktivnost
Sta_nje*pusenje. GSTM1*plus/GSTT1*plus/mEPH niska <0,001 0,167
aktivnost
S_tanje*pu§enje. GSTM1*plus/GSTT1*plus/mEPH srednja i <0,001 0,128
visoka aktivnost
KomE)lrjgcua GSTM1/GSTT1/mEPH aktivnost: kontrola- 0,954 0,002
nepusaci
Kombinacija GSTM1/GSTT1/mEPH aktivnost: kontrola-pusaci 0,636 0,008
Kombinacija GSTM1/GSTT1/mEPH aktivnost: HOBP-nepusaéi | <0,001 0,098
Kombinacija GSTM1/GSTT1/mEPH aktivnost: HOBP-pusa¢i 0,137 0,027

HOBP-hroni¢na opstruktivna bolest pluéa;

8-0x0dG-8-0kso-7,8-dihidro-2'-deoksiguanozin;

GST-glutation-S-

transferaza; mEPH-mikrozomalna hidrolaza epoksida; *nulti-prisustvo delecija GSTML1 ili GSTT1 gena; *plus-
prisustvo intaktnog GSTTL ili GSTML1 gena; p-statisti¢ka znagajnost (p<0,05).
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Primenom testa, dvo-faktorska ANOVA (two-way ANOVA), utvrdeno je da na
nivo 8-oxodG/kreatinina utice varijanta GSTP1 gena (p=0,003; eta kvadrat=0,042),
interakcija prisustva bolesti i puSenja (p<0,001; eta kvadrat=0,346), dok interakcije svih
ovih faktora nisu imale uticaja (p=0,108; eta kvadrat=0,029) (Tabela 30.). Daljom
analizom, primenom Sidak testa, utvrden je visi nivo 8-oxodG/kreatinina kod pacijenata
u odnosu na zdrave, bez obzira na pusacki status i prisustvo GSTP1 varijante (GSTP
105Val-ne: p<0,001; eta kvadrat=0,151; GSTP 105Val-da: p<0,001; eta kvadrat=0,267)
(Slika 23a.). Prisustvo GSTP 105Val alela znacajno uti¢e na nivo 8-oxodG/kreatinina u
grupi pacijenata-nepusaca (p=0,006; eta kvadrat=0,035) (Slika 23a.). Pacijenti-nepusaci,
nosioci GSTP 105Val alela, su imali visi nivo 8-oxodG/kreatinina u odnosu na one kod
kojih ovaj alel nije prisutan (3,87+2,73 vs 2,73+1,46; p=0,006) (Slika 23a.).

Analizom dobijenih rezultata, utvrdeno je da na nivo 8-oxodG/kreatinina utice
mEPH enzimska aktivnost (p=0,013; eta kvadrat=0,029), interakcija puSenja i prisustvo
bolesti (p<0,001; eta kvadrat=0,336), kao i interakcije sva tri navedena faktora
(p=0,003; eta kvadrat=0,066) (Tabela 30.). Upotrebom Sidak testa, utvrden je visi nivo
8-oxodG/kreatinina kod pacijenata u odnosu na kontrolu, bez obzira na pusacki status i
mEPH enzimsku aktivnost (niska mEPH enzimska aktivnost: p<0,001; eta
kvadrat=0,258; srednja i visoka mEPH enzimska aktivnost: p<0,001; eta kvadrat=0,191)
(Slika 23b.). Razli¢ita mEPH enzimska aktivnost je uticala na nivo 8-oxodG/kreatinina
u populaciji pacijenata-nepusaca (p<0,001; eta kvadrat=0,079). Kod nosilaca fenotipa sa
niskom mEPH enzimskom aktivno$¢u primecen je visi nivo 8-oxodG/kreatinina u
odnosu na one sa srednjom i visokom mEPH aktivnos¢u (4,10+£2,54 vs 2,40+1,26;
p<0,001) (Slika 23b.).

Statistickom analizom utvrdeno je da na nivo 8-oxodG/kreatinina utice
interakcija prisustva bolesti i puSenje (p<0,001; eta kvadrat=0,328), kao i interakcija ova
dva faktora sa kombinacijom GSTM1/GSTT1/mEPH genotipova (p=0,012; eta
kvadrat=0,099) (Tabela 30.). U svim analiziranim grupama, sa razli¢itim
kombinacijama GSTM1/GSTT1/mEPH genotipova, pacijenti su imali visi nivo 8-
oxodG/kreatinina u odnosu na zdrave ispitanike (p<0,001) (Slika 23c.). Interesantno,
najvisi nivo 8-oxodG/kreatinina primecen je kod pacijenata-nepusaca koji su nosioci
kombinovanog genotipa GSTM1 *plus/GSTT1 *plus/mEPH niska aktivnost (Slika
23c.). U grupi nepuSaca, pacijenti sa sloZzenim genotipom GSTM1 *plus/GSTT1
*plus/mEPH niska aktivnost su imali viSe vrednosti 8-oxodG/kreatinina u odnosu na
nosioce GSTM1 *nulti/GSTT1 *nulti/mEPH srednja i visoka aktivnost i nosioce
GSTM1 *plus/GSTT1 *plus/mEPH srednja i visoka aktivnost (4,72+3,02 vs 2,56+1,42
vs 2,05+0,82) (Slika 23c.).
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4.2.7.5. Analiza udruzenog uticaja pusenja, oksidativnog stresa i aktivnosti mEPH

fenotipova na parametre plué¢ne funkcije

Primenom testa, dvo-faktorska ANOVA (dvo-faktorska analiza varijanse izmedu grupa)
ispitana je povezanost izmedu visokog nivoa oksidativog stresa, teSkog pusenja,
aktivnosti mEPH fenotipova (niska vs. srednja i visoka aktivnost) i plu¢ne funkcije kod
pacijenata obolelih od HOBP. Za analizu udruzenog uticaja pusenja, oksidativnog stresa
1 razli¢itih aktivnosti mEPH fenotipova, pacijenti sa HOBP su podeljeni u grupe prema
aktivnostima mEPH fenotipova, tezini puSenja (procenjena na osnovu paklo-godine) i
nivoa oksidativnog stresa (procenjen na osnovu nivoa urinarnog 8-oxodG/kreatinina)
(Slika 24.). Plu¢na funkcija je procenjena na osnovu spirometrijskih parametara: FEV1,
% od predvidenih vrednosti 1 FVC,% od predvidenih vrednosti. Visok nivo
oksidativnog stresa je procenjen na osnovu vrednosti > 98. percentila za 8-
oxodG/kreatinin u kontrolnoj grupi i ova vrednost je iznosila 3,5 nmol/mmol. Teski
pusaci su bili ispitanici sa istorijom puSenja preko 30 paklo/godine.
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Slika 24. UdruZeni uticaj poviSenog oksidativnog stresa (urinarni 8-oxodG/kreatinin >
3,5 nmol/mmol), teSkog pusenja (paklo/godine > 30) i aktivnosti mEPH fenotipova
(niska, srednja i visoka aktivnost) na pluénu funkciju, procenjenu na osnovu: a. FEV1%
forsirani ekspiratorni volumen u prvoj sekundi (% od predvidenih vrednosti); b. FVC%

forsirani vitalni kapacitet (% od predvidenih vrednosti).

mEPH-mikrozomalna hidrolaza epoksida; 8-oxodG-8-okso-7,8-dihidro-2'-deoksiguanozin.
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Rezultati testiranja uticaja poviSenog oksidativnog stresa, teSkog pusenja i
aktivnosti mEPH fenotipova, kao i interakcije ovih nezavisnih promenjivih na nivoe

parametara pluéne funkcije prikazani su u Tabeli 31.

Tabela 31. Testiranje uticaja, veli¢ine uticaja individualnih faktora (poviSenog
oksidativnog stresa, teSkog pusenja i aktivnosti mEPH fenotipa) i njihovih interakcija na

nivoe parametara plu¢ne funkcije

Zavisna — - . .. Eta
promenljiva Uticaji faktora i njihove interakcije p kvadrat

Pojedinacni uticaji i interakcije

Aktivhost mEPH fenotipa (niska/srednja i visoka) 0,305 0,018
PuSenje+oks.stres (<30+ <3,5/<30+>3,51 >30+<3,5/

>30+>3,5) 0,005 0,163
Aktivnost mEPH fenotipa* puSenje+oks.stres 0,011 0,142

Post Hoc analiza po Sidak-u

FEV1, % - - -
Aktivhost mEPH fenotipa: puSenje+oks.stres (<30+<3,5) 0,657 0,003
égéilgg'sst)mEPH fenotipa: puSenje+oks.stres (<30+>3,5 i 0,001 0,159
Aktivhost mEPH fenotipa: puSenje+oks.stres (>30+>3,5) 0,206 0,027
PuSenje+oks.stres: niska mEPH aktivnost <0,001 0,281
PuSenje+oks.stres: srednja i visoka mEPH aktivnost 0,854 0,005

Pojedinacni uticaji i interakcije
Aktivhost mEPH fenotipa (niska/srednja i visoka) 0,672 0,003
Egginiggo)ks.stres (<30+<3,5/<30+>3,5i >30+<3,5/ 0,009 0,147
Aktivhost mEPH fenotipa* puSenje+oks.stres 0,083 0,081
Post Hoc analiza po Sidak-u

FVC, % - - -
Aktivhost mEPH fenotipa: puSenje+oks.stres (<30+<3,5) 0,769 0,001
éé(ét:/gg’s;)mEPH fenotipa: puSenje+oks.stres (<30+>3,5 i 0,027 0,080
Aktivhost mEPH fenotipa: puSenje+oks.stres (>30+>3,5) 0,409 0,012
PuSenje+oks.stres: niska mEPH aktivnost 0,001 0,206
PuSenje+oks.stres: srednja i visoka mEPH aktivnost 0,726 0,011

8-0x0dG-8-0kso-7,8-dihidro-2'-deoksiguanozin; BMI-indeks telesne mase; FEV1%-forsirani ekspiratorni volumen u
prvoj sekundi (% od predvidenih vrednosti); FVC%-forsirani vitalni kapacitet (% od predvidenih vrednosti); mEPH-
mikrozomalna hidrolaza epoksida; p-statisti¢ka znacajnost (p<0,05).

Statistickom analizom je utvrdeno da oksidativni stres i1 puSenje imaju veliki
uticaj na smanjenje FEV1 (p=0,005; eta kvadrat=0,163), kao i interakcija ovih faktora
sa razliCitim fenotipskim aktivnostima mEPH enzima (p=0,011; eta kvadrat=0,142)

(Tabela 31.). Daljom analizom, kori$éenjem Sidak testa, utvrden je najveéi pad pluéne
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funkcije kod teskih puSaca (paklo/godine >30), sa niskom enzimskom aktivnoscu
mEPH i povisenim oksidativnom stresom (urinarni 8-oxodG/kreatinin >3,5 nmol/mmol)
(p<0,001; eta kvadrat=0,281). Pacijenti sa niskom enzimskom aktivno$¢u mEPH, koji
su teski pusaci i sa visokim nivoima oksidativnog stresa, imaju znacajno nize vrednosti
parametra pluéne funkcije FEV1 u odnosu na pacijente koji nisu teski pusaci i sa nizim
oksidativnim stresom, kao i na pacijente koji imaju kombinaciju ova dva faktora rizika
(29,1145,74 vs 50,4+6,3, p=0,042; 29,11+5,74 vs. 68,9+6,7, p=0,001) (Slika 24a.).

Kod pacijenata sa srednjom i1 visokom mEPH enzimskom aktivno$¢u, nije
primec¢en znacajan uticaj povisenog oksidativnog stresa i teSkog puSenja na smanjenje
FEV1 (p>0,05) (Tabela 31.).

Primenom testa dvo-faktorska ANOVA, utvrden je veliki uticaj oksidativnog
stresa i pudenja na nivo FVC (p=0,009; eta kvadrat=0,147), dok fenotipska aktivnost
mEPH enzima i interakcija ovih faktora nemaju znacajan uticaj (p>0,05), mada je
verovatnoca bila na granici znagajnosti (p=0.083) (Tabela 31.). Primenom Sidak testa, u
grupi pacijenata sa niskom mEPH enzimskom aktivno$¢u, primecen je znacajno niZi
nivo FVC kod ispitanika sa poviSenim oksidativnim stresom i teSkim puSenjem u
odnosu na ispitanike koji imaju u kombinaciji jedan od ova dva faktora rizika
(57,11+6,82 vs. 93,5+6,47, p=0,001) (Slika 24b.).

Takode, u grupi pacijenata sa srednjom i visokom mEPH enzimskom
aktivnoS¢u, nije primecen znaCajan uticaj poviSenog oksidativnog stresa i1 teskog

pusenja na smanjenje FVC (p>0,05) (Tabela 31.).

4.2.7.6. Analiza prediktora za nastanak HOBP

Binarnom logistickom regresijom (metodom unosa, eng. enter) identifikovani su
genetski i ne-genetski prediktori za nastanak HOBP, u celoj populaciji pacijenata sa
HOBP i kod pacijenata razli¢itog pola (Tabela 32.). U svim ispitivanim populacijama,
model logisticke regresije je objasnio izmedu 57,6% (Cox and Snell R square) i 78,6%
(Nagelkerke R squared) varijanse u razvoju HOBP i pravilno klasifikovao 88,9%
pacijenata sa HOBP. Osetljivost regresionog modela je iznosila 95,7% kod muskaraca i
86,9% kod Zena.
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Statisticka analiza je pokazala da poviseni leukociti, 8-oxodG/kreatinin, godine
starosti, intenzitet puSenja (paklo/godine) kao i prisustvo najmanje jedne delecije
(GSTM1 *nulti ili GSTT1 *nulti) u sloZzenom GSTM1/GSTT1 genotipu predstavljaju
nezavisne prediktore za nastanak HOBP u celoj populaciji (p<0,05). Kod oba pola,
poviseni nivoi leukocita i 8-oxodG/kreatinina predstavljaju znacajne prediktore za
razvoj HOBP (p<0,05). Pored toga, rizik za nastanak HOBP kod muskaraca je povezan
sa staro$¢u, dok je kod zena povezan sa poviSenim intenzitetom pusenja i prisustvom
najmanje jedne delecije (GSTM1 *nulti ili GSTT1 *nulti) u slozenom GSTM1/GSTT1
genotipu (p<0,05).
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Tabela 32. Binarni model logisti¢ke regresije za predvidanje razvoja HOBP u celoj populaciji, kao i u populaciji muskaraca i Zena

Svi Muskarci Zene
Prediktori
B (S.E) p (QSOOA)RC,) B (S.E) P (95oOA)RC|) B(SE) P (9500/0RC|)
Starost, godine | 0,18 (0,05) | <0,001 (1,11'_119,3) 0,25(0,07) | <0,001 (1,112,-219,48) - ) )
Paklo/godine 0,04 (0,02) 0,04 (1,01()’?14,08) - - - 0,08 (0,04) | 0,02 (1,011,?19,16)
Siﬁ?r‘]jj//riﬁi';m 136 (038) | <0001 | 83'3981 sy | 213087 | 0001 |, zggi, 25 | 128(053) | 001 (1,3?;?;’ )
Leukociti (x20°%L) | 0,57 (0,15) | <0,001 (1,313'.727,37) 0,58 (0,19) | 0,003 (1'211’_725, 62) | 039(015) | 001 (1,110’17, 98)
Cadeleciom | 17RO | 002 | 2 : - aran | oo | o SR
Konstanta (290(;? <0.001 : ééj; <0,001 : é%é’f <0,001 -

Celokupan model

¥2 (df 3, N =183) = 131,4, p < 0,001

%2 (df 3, N=116) = 101,4, p< 0,001

¥2 (df4, N = 67) = 49,28, p < 0,001

HOBP-hroni¢na opstruktivna bolest pluca; B (S.E): regresioni koeficijent B (standardna gre3ka za f); OR (95% CI): eng. odds ratio (interval pouzdanosti); 8-oxodG-8-okso-7,8-dihidro-

2'-deoksiguanozin; GST-glutation-S-transferaza; p-statisticka znacajnost (p<0.05).
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5. DISKUSIJA

I pored intenzivnih istrazivanja, molekularni mehanizmi koji leZe u osnovi nastanka i
razvoja hroni¢ne opstruktivne bolesti plu¢a (HOBP) nisu jos uvek dovoljno razjasnjeni.
Takode, nedovoljno su istrazene interakcije izmedu genetskih, sredinskih i drugih
faktora rizika u nastanku oksidativnog stresa, koji je uklju¢en u patogenezu hronic¢ne
opstruktivne bolesti pluc¢a. Stoga, cilj ovog istraZivanja je da se ispita uloga genetskih i
ne-genetskih faktora rizika, kao i njihovih interakcija u patogenezi nastanka i razvoja
HOBP-a u populaciji Srbije.

5.1. Analiza uticaja oksidativnog stresa i izlozenosti duvanskom dimu u nastanku i

razvoju HOBP-a

Hroni¢na opstruktivna bolest pluca je multifaktorska bolest koju karakteriSe ogranicen
protok vazduha kroz disajne puteve koji nije potpuno reverzibilan. Ovo ogranicenje
protoka je obi¢no progresivno i povezano sa sistemskom i lokalnom inflamacijom i
oksidativnim  stresom (7). Zahvaljuju¢i svom enzimskom i neenzimskom
antioksidativnom odbrambenom sistemu, pluca su sposobna da metaboliSu veci broj
toksi¢nih supstanci (22). Medutim, plu¢a su veoma osetljiva na oSteéenja izazvana
endogenim i egzogenim oksidansima. Smatra se da, pro-oksidansi iz duvanskog dima
imaju najveci uticaj na oStecenje funkcije plu¢a. Ravnoteza izmedu pro-oksidanasa
endogenog/egzogenog porekla i antioksidativnog odbrambenog sistema organizma je
kriticna za odrzavanje normalne funkcije pluc¢a. Povisen oksidativni stres kod HOBP-
pacijenata nastaje usled poveéane izlozenosti Stetnim inhalacionim cesticama i
povecanja slobodnih kiseoni¢nih radikala koje produkuju inflamatorne ¢elije (neutrofili
i makrofage). Slobodni kiseoni¢ni radikali dovode do direktnog oStecenja proteina,
lipida i DNK §to posledi¢no dovodi do smanjenja lumena disajnih puteva i razvoja
HOBP (8).

Merenjem ukupnog oksidativnog statusa (Total Oxidation Status, TOS) i
ukupnog antioksidativnog kapaciteta (Total Antioxidant Capacity, TAC) (49, 50), kao i
izraCunavanjem oksidativnog indeksa (OSI) (51), dobija se jasan uvid u red-oks status

organizma i upotpunjuje se profil fiziolodkih i patofizioloSkih mehanizama.
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Povecanjem toksi¢nih oksidanasa ili smanjenjem antioksidativne zastite moze se
narusiti red-oks ravnoteza i nastati oksidativni stres. Oksidativni stres ima klju¢nu ulogu
u patogenezi HOBP-a (131, 132, 133). Dokazano je da kod pacijenata sa HOBP sa
povecanjem nivoa oksidanasa, antioksidativna zaStita opada (52). Ranija studija,
sprovedena u populaciji Srbije, pokazala je znacajno visi nivo oksidativnog stresa kod
HOBP-pacijenata (134). Takode, u studijama sprovedenim u Egiptu i Indiji primecen je
nizi nivo serumskog TAC kod HOBP-pacijenata u odnosu na kontrolne ispitanike (55,
56).

U nasSoj studiji, utvrden je znacajno povisen nivo oksidativnog stresa (procenjen
na osnovu TOS i OSI) kod HOBP-pacijenata (Tabela 8.). PoviSen oksidativni indeks
(OSI), kao parametar koji ukazuje na odnos ukupnog oksidativnog i antioksidativnog
kapaciteta je potvrda narusene ravnoteze izmedu pro-oksidanasa i antioksidativne
zaStite kod HOBP-pacijenata. Nivo ukupnog antioksidativnog statusa, koji ukljucuje
neenzimske antioksidanse u krvi, nije se razlikovao izmedu pacijenata i kontrole
(Tabela 8.). Dobijeni visok nivo oksidativnog stresa (TOS i OSI), uz normalan nivo
antioksidativne zastite (TAC) kod HOBP-pacijenata, u skladu je sa rezultatima studija
sprovedenih u Turskoj i Kini (53, 54). Ovakvi rezultati ukazuju na ¢injenicu da kod
HOBP-pacijenata, iako oCuvan, antioksidativni sistem zastite nije dovoljan da neutraliSe
prekomernu produkciju toksi¢nih pro-oksidanasa.

Drugi deo naSe studije bavio se sistemskim efektom oksidativnog stresa na
pojavu i razvoj HOBP. Poznato je da poviSen oksidativni stres u ¢elijama najéeSce
dovodi do oksidativnog osStecenja DNK, koji pod odredenim uslovima prevazilazi
slozeni mehanizam reparacije DNK. Urinarni biomarker oksidativnog oste¢enja DNK,
8-0kso-7,8-dihidro-2'-deoksiguanozin (8-oxo-7,8-dihydro-2'-deoxyguanosine, 8-0xodG)
je najviSe proucavan i prepoznat kao najbolji biomarker za procenu sistemskih efekata
oksidativnog stresa (37). Izlucivanje 8-oxodG-a je rezultat sinhronizovanih procesa
oksidativnog oSte¢enja DNK i njene reparacije.

U naSoj studiji, dobijeni poviSen nivo 8-oxodG-a u urinu kod HOBP-pacijenata
(Tabela 18.) u skladu je sa literaturnim podacima istraZivanja (43, 135). Visok nivo 8-
oxodG-a je dobijen kod pacijenata sa emfizemom pluca (135), a takode je dokazano da

oksidativno oStecenje DNK ima zna¢ajnu ulogu u patogenezi HOBP-a (43). U nasoj
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studiji, biomarker 8-oxodG predstavlja nezavisni prediktor za nastanak HOBP-a, 5to je
potvrda klini¢kog znac¢aja ovog urinarnog biomarkera u nastanku HOBP.

Pusenje predstavlja najznacajniji sredinski faktor rizika za nastanak HOBP-a.
Duvanski dim izaziva zapaljenje u disajnim putevima, Sto posledi¢éno dovodi do
hiperinflamacije i ograni¢enja protoka vazduha kroz pluca (136). Kotinin, glavni
metabolit nikotina, zbog svoje specificnosti i osetljivosti prepoznat je kao najbolji
biomarker za procenu stepena izloZenosti duvanskom dimu (66). PoviSen nivo kotinina
u urinu je u korelaciji sa pove¢anom izlozenos¢u duvanskom dimu. Prethodne studije su
pokazale poviSene vrednosti kotinina u urinu kod puSaca u odnosu na nepusace (66,
137). Visok nivo urinarnog kotinina kod pusaca, u naSoj populaciji, potvrduje znacaj
kotinina kao biomarkera za procenu stepena izloZenosti duvanskom dimu (Slika 12a. i
Tabela 10.). Medutim, analiza uticaja pola na povezanost puSackih navika sa nivoom
urinarnog kotinina, pokazala je znacajno poviSen nivo kotinina kod Zena pusaca u
odnosu na Zene nepusace, 1 kod zdravih Zena i kod pacijentkinja sa HOBP-om (Slika
13a. i Tabela 11.). Medutim, urinarni kotinin nije predstavljao znacajan faktor rizika za
nastanak HOBP-a (Tabele 8, 10 i 13.). Ranije studije su pokazale da su klirensi nikotina
1 kotinina znacajno visi kod Zena u odnosu na muskarce, kao i da primena oralnih
kontraceptiva, kod Zena, dodatno povecava njihovo izluc¢ivanje. Dodatno, medu
pusacima, viSe vrednosti kotinina u urinu kod Zena ukazuju na brzi metabolizam
nikotina kod Zena u odnosu na muskarce (66). Dobijeni rezultat pokazuje da postoje
polne razlike u efikasnosti primene kotinina kao kvantitativnhog biomarkera za procenu
izlozenosti nikotinu, zbog polnih razlika u metabolizmu nikotina.

Dobro je poznat i u mnogim studijama dokazan udruzen uticaj puSenja i
oksidativnog stresa na nastanak HOBP-a. Stepen izloZenosti duvanskom dimu utice
kako na nivo oksidativnog stresa, tako i na nivo antioksidativne zaStite organizma.
Prethodne studije su pokazale razlicit uticaj puSenja na parametre oksidativnog stresa.
Istrazivanje sprovedeno u Bugarskoj pokazalo je da puSenje utiCe na smanjenje
antioksidativne zastite kod HOBP-pacijenata, dok je kod zdravih ispitanika ovaj efekat
izostao (138). Nasuprot tome, Rahman i saradnici su utvrdili da pusenje uti¢e na snizen
nivo antioksidativne zastite i kod zdravih osoba (139). Dodatno, u turskoj populaciji,
pacijenti su imali viSe vrednosti za TOS, a nize vrednosti za TAC u odnosu na zdrave-

pusace i zdrave-nepusace (140). Dvogodisnja studija sprovedena u Indiji, pokazala je da
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se kod pacijenata sa HOBP, nivoi TOS i OSI nisu razlikovali izmedu pusaca i nepusaca
(52). Sliéni rezultati su dobijeni i u naSoj studiji. Pacijenti su imali viSe nivoe
oksidativnog stresa (TOS i OSI) u odnosu na kontrolu, bez obzira na puSacki status
(Slika 12c., Slika 12d. i Tabela 10.). Isti trend razlika je bio prisutan i kod oba pola
(Slika 13c., Slika 13d. i Tabela 11.). Na osnovu dobijenih rezultata mozemo zakljuciti
da je nastanak HOBP-a povezan sa povisenim oksidativnim stresom razli¢ite etiologije:
pro-oksidansima iz duvanskog dima, izloZenoS¢u nepuSaCa pasivnhom pusenju,
delovanjem drugih aerozagadivata i1 veoma reaktivnim vrstama iz aktiviranih
inflamatornih ¢elija. Istrazivanje sprovedeno u Kini, koje je obuhvatilo oko 6000
nepusaca, pokazalo je da pasivno izlaganje duvanskom dimu povecava rizik za nastanak
HOBP (141).

Ispitivanjem uticaja puSenja na antioksidativnu zaStitu organizma, pokazano je
da puSenje nije uticalo na nivo TAC, iako se na Slici 12b. zapaZaju neocekivano vise
vrednosti za TAC kod pusaca u obe grupe ispitanika, ali bez statisti¢ki znacajne razlike
(Tabela 10.). Takode, neocekivano je dobijen najvisi nivo TAC kod HOBP-pusaca u
odnosu na ostale grupe, ali bez statistiCki znacajne razlike (Slika 12b. i Tabela 10.).
Visok nivo TAC kod pusafa moze biti posledica povecanog unoSenja antioksidanasa
hranom, ili povecane sinteze endogenih antioksidanasa, kao fizioloski odgovor na
poveéan nivo pro-oksidanasa, naroCito kod HOBP-pusaca. MusSkarci su imali vise
vrednosti TAC u odnosu na Zene, sa najvecom razlikom u grupi HOBP-pusaca (Slika
13b. i Tabela 11.). Snizen nivo TAC kod Zena moze biti objasnjen znacajnom ulogom
estrogena u nastanku oksidativnog stresa kod zena. Estrogen dovodi do ubrzanog
metabolizma komponenti iz duvanskog dima, povecavaju¢i ekspresiju CYP P-450
enzima. Povecana ekspresija ovih enzima dovodi do povecanog stvaranja toksic¢nih
metabolita, kao Sto su derivati policikliénih aromati¢nih ugljovodonika (PAU). S
obzirom da estrogen deluje samo na CYP P-450 enzime, a ne deluje na druge enzime
koji ucestvuju u detoksikaciji (mEPH i GST), kod Zena pusaca dolazi do poveéanog
stvaranja oksidanasa i smanjenog antioksidativnog odgovora. Na ovaj nacin estrogen
pojacava osetljivost Zena na dejstvo duvanskog dima i drugih Stetnih supstanci iz
spoljasnje sredine $to posledicno dovodi do nastanka oksidativnog stresa i smanjenja

njihove antioksidativne zastite (142).

98



U drugom delu studije, analiziran je uticaj puSenja na oksidativnu modifikaciju
DNK, s obzirom na veliki zna¢aj DNK lezija u patogenezi HOBP-a. Dobijen je
znacajno poviSen nivo urinarnog 8-oxodG/kreatinina kod HOBP-pacijenata u grupama
pusaca i bivsih pusaca, kod oba pola (Tabela 19., Slika 17. i Tabela 21.). Visoke
vrednosti urinarnog 8-oxodG/kreatinina, izmerene kod bivsih pusaca, ukazuju na
kumulativni efekat puSenja na nastanak DNK lezija i nakon prestanka izlaganja
duvanskom dimu. U studiji sprovedenoj u Italiji (143), takode je dobijen povecan nivo
8-0x0dG-a u plu¢ima pusaca (sa ili bez HOBP) u poredenju sa nepusac¢ima. U istoj
studiji je dobijen povecan broj DNK oste¢enja i mesta reparacije kod HOBP-pusaca u
poredenju sa nepusacima, Sto ukazuje da kod pacijenata postoji neravnoteza izmedu
procesa oStecenja DNK i reparacije DNK. Mesaros i saradnici su na osnovu svojih
istrazivanja, gde je uofen znaajno viSi nivo urinarnog 8-0xodG-a kod pusaca,
predloZili urinarni 8-oxodG/kreatinin za najbolji biomarker procene oksidativnog stresa
izazvanog duvanskim dimom (42). Studija sprovedena medu finskom populacijom
(144), pokazala je da se prestankom puSenja znacajno smanjuje nivo izluCenog 8-
0x0dG-a, ¢ime je potvrdeno da puSenje povecava stopu oksidativnog DNK oStecenja.
Uzimaju¢i u obzir rezultate nase studije 1 literaturne podatke, zakljucujemo da je
urinarni 8-oxodG bolji biomarker za procenu uticaja pusenja na razvoj oksidativnog
stresa, povezanog sa nastankom HOBP u odnosu na serumske biomarkere TOS i OSI.

Brojne studije su pokazale da visoka izloZenost duvanskom dimu kod HOBP-
pacijenata dovodi do ubrzanog smanjenja pluéne funkcije i doprinosi progresiji HOBP
do ireverzibilnog emfizema (145, 146). lako, u nasoj studiji nisu dobijene znacajne
korelacije izmedu nivoa urinarnog kotinina i spirometrijskih parametara plu¢ne funkcije
(Tabela 15.), uocen je trend porasta kotinina u grupi pusaca sa teSkim/veoma teSkim
oblikom HOBP u odnosu na grupu pacijenata pusaca sa blagim/umerenim HOBP, ali
bez statistiCke znacajnosti. Medutim, u naSoj studiji je nivo urinarnog kotinina bio
statisticki znacajno povisen kod pacijenata-pusaca sa teskim/veoma teSkim oblikom
HOBP u odnosu na nepuSace Sa istom tezinom bolesti, dok u grupi pacijenata sa
blagim/umerenim oblikom HOBP nije bilo razlike u nivou kotinina izmedu pusaca i
nepusaca (Slika 15a. i Tabela 16.). U finskoj populaciji (147) dobijen je znacajno visi
nivo kotinina kod pacijenata-pusaca sa teskim oblikom HOBP u odnosu na one sa

umerenim oblikom, §to ukazuje na znacajan uticaj nivoa kotinina na razvoj HOBP.
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Ocekivano, kod HOBP-pacijenata dobijena je pozitivna korelacija izmedu
parametara antioksidativne zastite (TAC) i spirometrijskih markera pluéne funkcije
(FEVI/FVC), kao i negativna korelacija izmedu parametara oksidativnog statusa (TOS
i OSI) i funkcije pluéa (FEV1 i FVC) (Tabela 15.). Povecana osetljivost pusaca da
razviju tezak oblik HOBP je verovatno posledica neadekvatne antioksidativne zastite,
Sto pokazuje trend pada serumskog TAC koji je dobijen kod pacijenata pusaca sa
teSkim/veoma teSkim oblikom HOBP u odnosu na pacijente-pusaée sa
blagim/umerenim HOBP, ali bez statisticke znacajnosti (Slika 15b.). Iako nije uocena
statistiCki znacajna razlika, pacijenti-nepusaci sa teSkom/veoma teSkom HOBP su imali
vise vrednosti markera oksidativnog stresa, TOS i OSI, u odnosu na nepusace sa
blagim/umerenim oblikom HOBP (Slika 15c. i Slika 15d.). Ovi rezultati ukazuju na veéi
znacaj endogenih pro-oksidanasa kod teSke forme HOBP, u odnosu na pro-oksidanse iz
duvanskog dima.

Analiza polnih razlika na parametre oksidativnog stresa u zavisnosti od tezine
HOBP je pokazala da Zene sa teskim/veoma teSkim oblikom HOBP imaju znacajno nizu
antioksidativnu zastitu (nizi TAC) u odnosu na muskarce iz iste ispitivane grupe (Tabela
14.). Povecéana osetljivost Zena na neadekvatnu antioksidativnu zastitu, prethodno je ve¢
uocena kao faktor rizika za nastanak HOBP, naroCito u grupi pusaca (Slika 13Db. i
Tabela 11.). U studiji sprovedenoj u norveskoj populaciji (148), primecéena je povecana
osetljivost zena za razvojem teSkog oblika HOBP, ¢ak i pri niskom stepenu izlozenosti
duvanskom dimu. Iz ovoga zaklju¢ujemo da su Zene, posebno izloZene riziku od pojave
I progresije HOBP, usled neadekvatne antioksidativne zastite, Sto bi imalo potencijalni
klini¢ki znacaj u prevenciji HOBP kod Zena.

Nasi rezultati u pogledu postojanja korelacija izmedu parametara oksidativnog
stresa 1 pluéne funkcije potvrdeni su u prethodnim studijama. Salama 1 saradnici su u
populaciji Egipcéana dokazali da su nivoi ukupnih antioksidanasa snizeni u serumu
HOBP-pacijenata i u pozitivnoj korelaciji sa parametrima pluéne funkcije (149).
Nasuprot tome, Rahman 1 saradnici nisu dokazali korelaciju izmedu TAC 1
spirometrijskih parametara FEV1 i FEV1/FVC (150). Neslaganja u rezultatima
prethodnih studija mogu se pripisati rasnoj ili etickoj varijabilnosti ispitanika. U dve
studije, sprovedene u Indiji, dokazano je da je kod HOBP-pacijenata sa veoma teskim

oblikom bolesti prisutan znacajno visi nivo parametara oksidativnog stresa, a nizi nivo
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parametara antioksidativne zaStite u odnosu na pacijente sa blagom, umerenom ili
teSkom HOBP (151, 152). U bugarskoj i egipatskoj populaciji je takode potvrden najnizi
nivo TAC kod HOBP-pacijenata sa najtezim oblikom bolesti, u odnosu na blaze oblike
(55, 138). Na osnovu visokih vrednosti TOS kod HOBP pacijenata sa veoma teSkim
oblikom Dbolesti, Can i saradnici su predlozili TOS kao potencijalni biomarker za
procenu tezine HOBP (153). Na osnovu svega prethodno navedenog, moze se zakljuditi
da poviSeni oksidativni stres, usled neravnoteZe izmedu oksidanasa i antioksidanasa
predstavlja rizik ne samo za nastanak, nego i za razvoj HOBP.

Analiza povezanosti sistemskog efekta oksidativnog stresa na oksidativno
ostecenje DNK i kumulativnih Stetnih efekata visegodiSnjeg pusackog staza pokazala je
statisti¢ki znaajne poviSene vrednosti za 8-0xodG kod pacijenata sa teSkim oblikom
HOBP-a, koji su pri tome bili teski pusaci (>30 paklo/godina) u odnosu na umerene
puSace (<30 paklo/godina) (Slika 19. i Tabela 23.). Pored toga, u grupi teskih pusaca,
pacijenti sa veoma teSkim oblikom bolesti su imali znacajno ViSi nivo urinarnog 8-
0x0dG-a u odnosu na one sa umereno teSkom boles¢u. Iz ovoga mozemo zakljuciti da je
teZina HOBP povezana sa sistemskim efektima visokog oksidativnog stresa, izazvanog
kumulativnim Stetnim delovanjem duvanskog dima. Dobijeni rezultati ukazuju na
znaajnu ulogu oksidativnog stresa, koji je uzrokovan teSkim puSenjem, ne samo u
nastanku, ve¢ i u progresiji HOBP. Rezultati nase studije su saglasni sa rezultatima
Igishi-a i saradnika (154), koji su utvrdili da su nivoi 8-0xodG-a znacajno poviseni kod
pacijenata sa HOBP-bivsih pusac¢a u odnosu na zdrave-bivSe puSace. Takode, ovi autori
su utvrdili negativne korelacije izmedu 8-0x0dG-a i parametara pluéne funkcije. S
obzirom na ¢injenicu da DNK lezije mogu biti mutagene, znacajan su faktor rizika za
kancerogenezu (155) ¢ime se objasSnjava povezanost puSenja i povecanog rizika od
razvoja karcinoma pluca (156). Smatra se da HOBP i karcinom pluca predstvaljaju
znacajne aspekte iste bolesti, jer dele iste etioloske faktore, od kojih je najznacajniji
pusenje, koje povecava oksidativni stres koji dovodi do oste¢enja DNK (157). S
obzirom na ovo, urinarni 8-oxodG bi se mogao Koristiti kao potencijalni prediktor
razvoja karcinoma pluéa kod pacijenata sa HOBP, posebno onih koji su izloZeni
sredinskim pro-oksidansima, kakav je duvanski dim.

U brojnim studijama analiziran je uticaj indeksa telesne mase (BMI) na nivo 8-

0x0dG-a, u razli¢itim telesnim te¢nostima. Autori prve studije, u kojoj je pokazana
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negativna korelacija izmedu stepena izlucivanja 8-0xodG-a i BMI, kod zdravih osoba,
ukazuju da je ubrzan metabolizam kod mrSavih osoba povezan sa povisenim
biomarkerima sistemskog oksidativnog stresa (158). U studiji koja je ukljucila 174
zdrava radnika, Mizoe i saradnici (159) su pokazali negativnu korelaciju izmedu nivoa
8-0x0dG u urinu i BMI, Sto ukazuje da je gubitak telesne tezine povezan sa povecanim
oksidativnim ostecenjem DNK, koje povecava rizik za nastanak karcinoma pluca.
Rezultati naSe studije pokazuju da BMI ima uticaja na nivo urinarnog 8-oxodG-a samo
u grupi pacijenata, ali ne i kod zdravih osoba (Tabela 22.). Najvisi nivo oksidativnog
stresa dobijen kod pothranjenih pacijenata (BMI<18 kg/m?) (Slika 18.) moZe ukazivati
na smanjen nivo fizioloskih antioksidanasa zbog nedostatka prekursora za njihovu
sintezu.

U nasoj studiji primecen je uticaj starenja na nivo izlu¢enog 8-oxodG-a kod
zdravih ispitanika (Tabela 20.). Kod zdravih ispitanika, starijih od 50 godina, uocéen je
znacajno visi nivo urinarnog 8-oxodG-a u odnosu na mlade od 50 godina. Ovi rezultati
su u saglasnosti sa rezultatima Sakano-e i saradnika (160), koji ukazuju na vezu izmedu
nivoa izlu¢enog 8-OHdG-a i godina starosti. Dodatno, Andreoli i saradnici (161) su
dokazali pozitivnu korelaciju izmedu urinarnog izlu¢ivanja 8-oxodG-a i starenja, ali
samo u populaciji muskaraca.

Poznato je da HOBP predstavlja inflamatorno oboljenje i1 razliite studije su
pokazale znaCajan porast inflamatornih markera kod HOBP-pacijenata u odnosu na
kontrolnu grupu (162, 163). U naSoj studiji, HOBP-pacijenti su imali znacajnu
leukocitozu u odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 18.). Rezultat naSe studije je u skladu
sa literaturnim podacima. Skorasnja meta-analiza, koja je ukljuéila 10677 HOBP-
pacijenata i 28660 kontrolnih ispitanika, pokazala je znacajnu korelaciju izmedu
povecanog broja cirkuliSu¢ih leukocita i nastanka HOBP-a (164). Fattouh i Alkady
(165) su utvrdili znacajnu pozitivnu korelaciju izmedu broja leukocita i HOBP
egzacerbacija. Uzrok inflamacije u HOBP se pripisuje efektima duvanskog dima i
drugih Stetnih supstanci iz spoljaSnje sredine na porast oksidativnhog stresa, koji
posledi¢no dovodi do regrutovanja inflamatornih ¢éelija u plu¢ima. Oksidansi prisutni u
duvanskom dimu stimulisu inflamatorne celije na produkciju slobodnih radikala i
oslobadanje medijatora inflamacije, koji dodatno regrutuju inflamatorne ¢éelije, pri cemu

se stvara zacarani krug izmedu oksidativnog stresa i inflamacije u HOBP (15).
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Anemija predstavlja jedan od najznacajnijih komorbiditeta HOBP (166, 167,
168). Snizen nivo hemoglobina, koji je u korelaciji sa smanjenjem broja eritrocita,
predstavlja karakteristican znak anemije kod HOBP-pacijenata u populaciji Srbije
(Tabela 18.). Anemija kod HOBP-pacijenata predstavlja znacajan prognosti¢ki prediktor
poveéanog mortaliteta i poveéanja hospitalizacija kod HOBP-pacijenata (169). Visok
stepen inflamacije i starenje su naj¢eS¢i uzroci nastanka anemije kod HOBP-pacijenata
(167, 170, 171).

Jedan od ciljeva ove studije bio je i ispitivanje prediktorske moci analiziranih
parametara za pojavu HOBP u ispitivanoj populaciji. Primenom binarne logisticke
regresije formirani su modeli u okviru kojih su identifikovani prediktori za nastanak
HOBP.

Rezultati dobijeni u prvom delu studije su pokazali da starenje, povecanje
oksidativnog stresa (OSI), kao i smanjenje indeksa telesne mase (BMI) predstavljaju
znaCajne nezavisne prediktore za nastanak HOBP. Najbolju prediktorsku mo¢ za
nastanak HOBP ima povecanje oksidativnog indeksa (OSI). U logisti¢koj regresionoj
analizi, starenje, OSI i BMI su zadrzali znacajnu prediktivhu sposobnost nakon
korekcije prema polu (Tabela 13.).

U drugom delu studije, kumulativho dejstvo duvanskog dima (paklo/godine),
starenje, oksidativni stres (poviSen nivo 8-oxodG-a u urinu) i inflamacija (povisSeni
leukociti) predstavljali su znacajne nezavisne prediktore za nastanak HOBP (Tabela
32.). Kod oba pola, poviSen nivo oksidativnog stresa i inflamacija predstavljaju
znacajne prediktore za nastanak HOBP. Interesantan nalaz je da visok nivo oksidativnog
stresa predstavlja veci rizik za nastanak HOBP kod muskaraca (OR, 95% CI: 8,42, 2,26-
31,28), nego kod Zena (OR, 95% CI: 3,60, 1,37-9,45). Dodatno, rizik za nastanak HOBP
kod muskaraca je povezan sa starenjem, dok je kod Zena povezan sa povecanjem
kumulativnog dejstva duvanskog dima (Tabela 32.).

Znacajan uticaj starenja, kao prediktora za nastanak HOBP kod muskaraca koji
je dobijen u nasoj studiji, mogao bi biti objasnjen razlikama u duZini telomera kod
razli¢itih polova (172). Sve je viSe dokaza da su telomere kod pacijenata sa HOBP
znacajno skracene (30, 173, 174), ali je joS uvek nejasno da li je disfunkcija telomere
uzrok ili posledica HOBP-a. Na osnovu rezultata, da su kod Zena prisutne duze
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telomere, sugerise da je za odredeno hronolosko doba, biolosko starenje kod muskaraca
naprednije nego kod Zena.

Znacajan uticaj teSkog pusenja, kao prediktora za nastanak HOBP kod Zena,
dobijen u naSoj studiji u skladu je sa rezultatima dobijenim u prethodnim studijama u
kojima je potvrdena polna razlika uticaja pusenja na smanjenje pluéne funkcije. Tako je
meta-analiza, koja je obuhvatila kohortne studije, otkrila znac¢ajan pad pluéne funkcije
kod Zena-pusaca u odnosu na muskarce-pusace (175). Pored toga, pokazano je da Zene-
pusaci imaju vece oksidativno oSteCenje, bez obzira na to Sto imaju viSe nivoe
liposolubilnih antioksidanasa (176).

Kako su se naSi parametri oksidativnog stresa, antioksidativne zaStite i
izloZenosti duvanskom dimu u serumu i urinu, uglavnom znacajno razlikovali izmedu
pacijenata i zdravih osoba, postavljen je cilj da se ispita dijagnosticka tacnost ovih
parametara u razlikovanju pacijenata od zdravih ispitanika. U analizi dijagnosticke
tacnosti, primenom ROC krive parametri oksidativnog stresa (TOS, OSI i 8-0x0dG) su
imali odli¢an potencijal razdvajanja pacijenata sa HOBP od zdravih ispitanika (Tabela
12., Slika 14c.; Slika 14d., Tabela 24., Slika 20.).

Na osnovu dobijenih rezultata utvrdene su cut-off vrednosti za parametre
oksidativnog stresa, kao i njihova osetljivost i specifi¢nost. Dijagnosticke karakteristike
ovih biomarkera su bile dobre, osetljivost svih biomarkera je bila preko 70% (71% za
TOS, 77% za OSI i 73% za 8-0x0dG), specificnost je bila preko 80% (94% za TOS,
89% za OSI i 86% za 8-oxodG). Literaturni podaci u vezi sa laboratorijskim
otkrivanjem i pra¢enjem HOBP se pretezno odnose na procenu dijagnostickog znacaja
parametara inflamacije (177, 178, 179), dok je naSa studija prva ukazala na evaluaciju
parametara oksidativnog stresa, koji su takode ukljuceni u patogenezu HOBP-a.

Rana identifikacija faktora rizika poviSenog oksidativnog stresa moZe biti
klini¢ki znacajna za ranu identifikaciju osoba koje nose rizik za razvoj pluénih bolesti
usled dejstva Stetnih faktora spoljasnje sredine, kao i u prevenciji tezih oblika bolesti.
Isto tako, klinicki je znac¢ajno merenje stepena oksidativnog stresa, kako u skriningu,
tako i u predikciji teZzine bolesti. Obzirom da je naSa studija pokazala da ispitani
biomarkeri oksidativnog stresa imaju dobre dijagnosticke osobine i da imaju vrlo sli¢nu
osetljivost i specificnost, za rutinsku laboratorijsku praksu najpogodnije bi bilo

odredivanje oksidativnog indeksa (OSI), zbog jednostavnog izvodenja na automatskom
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biohemijskom analizatoru i povoljne cene reagenasa. Merenje nivoa 8-oxodG-a u urinu,
primenom visoko-osetljive masene spektroskopije, nije pogodno za rutinsku primenu
procene stepena oksidativnog stresa, jer zahteva skupu opremu i posebno obuceno

osoblje.

5.2. Genetski faktori rizika i njihove interakcije sa sredinskim faktorima u

nastanku i razvoju HOBP

lako pusSenje predstavlja najznacajniji faktor rizika za razvoj HOBP, svega 25%
hronic¢nih teSkih puSaca razvije simptomatsku formu HOBP-a, Sto ukazuje na genetske
faktore rizika za razvoj ove bolesti (71). Razlike u preosetljivosti za nastanak HOBP-a
uslovljene su genskim varijantama enzima, ukljuc¢enih u detoksikaciju produkata
duvanskog dima. Plu¢a su sposobna da metaboliSu mnoge ksenobiotike, specifi¢nim
metabolickim putevima, koji ukljucuju brojne enzime | i Il faze ksenobiotickog
metabolizma. Tokom prve faze (faza 1) metabolizma, Stetne supstance se prevode u
reaktivne intermedijere, dok se u drugoj fazi (faza Il) vrsi njihova detoksikacija (74). U
ovoj studiji izuCavane su odabrane funkcionalne genske varijante enzima, koji su
ukljuc¢eni u metabolizam ksenobiotika i odbranu od oksidativnog stresa, s obzirom da
njihovo prisustvo moze dovesti do poremecaja ravnoteze oksidansi-antioksidansi i
povecanog oksidativnog stresa, jednog od glavnih etioloskih faktora za nastanak HOBP.

Jedan od najznacajnijih enzima, uklju¢enih u I fazu metabolizma ksenobiotika,
CYPIAI1 ukljuCen je u bioaktivaciju policiklicnih aromati¢nih uglovodonika (PAU),
koji su u visokoj koncentraciji prisutni u duvanskom dimu. Ekspresija gena CYP1Al
naj¢es¢e je indukovana Stetnim supstancama prisutnim u duvanskom dimu (74).
Dodatno, genska varijanta CYP1Al *2A (T3801C), koja se nalazi na 3' flanking
regionu gena, ima dvostruko veéu mikrozomalnu aktivnost ovog enzima (76). U
brojnim studijama, ispitana je povezanost genske varijante CYP1AL gena i nastanka
plucnih bolesti, uklju¢uju¢i HOBP i karcinom pluca, ali su rezultati bili kontroverzni. U
studijama sprovedenim u Japanu, Indiji i Mongoliji dokazana je povezanost CYP1A
*2A genske varijante, koja ima veci kapacitet metabolicke aktivacije PAU iz duvanskog
dima, sa nastankom HOBP i karcinomom pluca (77, 78, 180). U populaciji belaca

uocena je korelacija izmedu CYP1A1 *1A/*2A genotipa sa zajednickim prisustvom
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emfizema i karcinoma plu¢a (181). U studiji sprovedenoj u Indiji, uoceno je da
prisustvo homozigotne CYP1Al *2A genske varijante predstavlja nezavisni faktor
rizika za nastanak karcinoma plu¢a (79), dok je u Kini ova homozigotna varijanta
pokazala i znacajnu povezanost sa veoma teskim oblikom HOBP (80). Nasuprot tome, u
studiji sprovedenoj u Japanu, Budhi i saradnici (182) nisu uocili zna¢ajnu povezanost
izmedu varijante CYP1A1 i karcinoma plu¢a. U naSoj studiji nije uoCena razlika u
frekvenciji heterozigotne varijante CYP1A1 *2A izmedu pacijenata i kontrolne grupe, a
kod obe grupe ispitanika nije otkriven CYP1Al *2A homozigot (Tabela 25.). U nasoj
populaciji nije nadena povezanost varijante CYP1A1 *2A sa nastankom HOBP, $to je u
saglasnosti sa rezultatima dobijenim u populaciji Brazila (81). NaSi rezultati nisu
pokazali povezanost genskih varijanti CYP1A1 enzima i pojave HOBP u zavisnosti od
pusackog statusa (pusaci, bivsi pusaci i nepusaci) (Tabela 28.). Kako je enzim CYP1Al
ukljuéen u prvu fazu metabolizma ksenobiotika, prisustvo CYP1A1 *2A varijante
favorizuje ovu reakciju i moze dovesti do akumulacije reaktivnih intermedijera, Sto
ukazuje na individualne razlike u osetljivosti na toksi¢no delovanje ksenobiotika. S
obzirom da u metabolizmu ksenobiotika ucestvuju 1 enzimi detoksikacije, njihova
aktivnost je takode znacajna u odbrani protiv reaktivnih intermedijera nastalih u prvoj
fazi detoksikacije i trebalo bi da aktivnosti enzima obe faze metabolizma ksenobiotika
budu sinhronizovane. Ukoliko je aktivnost enzima druge faze metabolizma
ksenobiotika, o¢uvana i sinhronizovana sa enzimima prve faze, aktivirani intermedijeri
nece ostvariti toksi¢ni efekat. Ovo moZe objasniti izostanak povezanosti genske
varijante CYP1Al *2A sa HOBP u nasSoj populaciji. Stoga se moze pretpostaviti da
pored prisustva CYPLA1l *2A alela, prisustvo genskih varijanti koje smanjuju
efikasnost enzima II faze metabolizma detoksifikacije, mogu dovesti do povecanog
oksidativnog stresa.

Mikrozomalne hidrolaze epoksida (mEPHX) predstavljaju familiju enzima koji
katalizuju hidrolizu arena i alifati¢nih epoksida u manje reaktivne dihidrodiole koji su
rastvorljivi u vodi. U okviru mEPHX gena opisane su dve genske varijante. Kod jedne,
dolazi do amino-kiselinske zamene tirozina sa histidinom na poziciji 113 polipeptidnog
lanca (Tyr113His) i koja utice na smanjenje aktivnosti enzima za oko 40% (slow, S
alel), dok druga varijanta dovodi do zamene histidina sa argininom na poziciji 139

(His139Arg), Sto rezultuje povecanjem aktivnosti enzima za 25% (fast, F alel) (84). U
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jednoj od prvih studija, prime¢eno je da homozigotni nosioci S alela (113His/113His)
imaju povecan rizik za pojavu HOBP i emfizema (126). Ova c¢injenica je kasnije
potvrdena i u slovackoj populaciji (86). U dve studije sprovedene u Kini (88, 92) i
jednoj u Madarskoj (89), potvrdena je znacajna povezanost izmedu Tyrl13His varijante
i nastanka HOBP. Dodatno, Li i saradnici (92) su utvrdili da prisustvo 139His/139Arg
genotipa smanjuje rizik za nastanak HOBP. Studija koja je spovedena u Indiji pokazala
je vec¢u frekvenciju 113His alela kod obolelih od HOBP i 139Arg alela kod zdravih
osoba (107). U kineskoj populaciji je otkriveno da homozigotni nosioci 113His/113His,
pusaci oboleli od HOBP imaju povecan rizik za nastanak tezeg oblika ove bolesti (98).

Distribucija analiziranih alela i genotipova, za mEPHS i mEPHF enzime, u nasoj
studiji nije pokazala povezanost sa pojavom HOBP (Tabela 25.). NaSi rezultati su u
saglasnosti sa rezultatima drugih studija, u kojima nije utvrdena povezanost izmedu
mEPHS ili mEPHF genskih varijanti i nastanka HOBP (90, 183, 184). Takode, u nasoj
populaciji nije utvrdena povezanost pusackog statusa i genskih varijanti mEPHS i
mMEPHF u nastanku HOBP (Tabela 28.). Uocene kontradiktornosti u rezultatima
pomenutih studija mogu biti objaSnjene razlikama u odabiru pacijenata i kontrolne
grupe, kao 1 heterogenos¢u u pogledu genetskih osobina razlicitih etickih populacija.

Uzimajuéi u obzir da je HOBP kompleksna bolest, ocekivano je da varijante
pojedina¢nog gena mogu imati mali etioloski efekat na nastanak HOBP, dok prisustvo
varijanti viSe gena moze imati znacajnu udruzenu ulogu u patogenezi HOBP. Na osnovu
enzimske aktivnosti, kombinacije mEPHS i mEPHF genotipova moguce je klasifikovati
u tri fenotipa: sa niskom, srednjom i visokom aktivnoséu (93). Analizom dobijenih
rezultata nisu uocene znacajne razlike u distribucijama kombinovanih mEPH
genotipova sa razli¢itom enzimskom aktivnos$¢u, izmedu kontrole i pacijenata (Tabela
26.) Distribucije slozenih mEPH fenotipova sa niskom, srednjom i visokom aktivnoscu,
u kontrolnoj grupi (39%, 42% i 19%, redom) i kod HOBP-pacijenata (44%, 41% i 15%,
redom) u skladu su sa distribucijama ovih fenotipova dobijenim u Sest evropskih
zemalja, u kontrolnoj grupi (36%, 43% i 20%, redom) i kod HOBP-pacijenata (35%,
45% i 20%, redom) (90).

lako nije utvrden znacajan uticaj razli¢itth mEPH fenotipskih aktivnosti na
nastanak HOBP, primeéeno je da pacijenti-teski puSaci, sa povisSenim oksidativnim

stresom koji su nosioci mEPH fenotipa sa niskom enzimskom aktivno$¢u imaju
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znacajno smanjenu funkciju pluéa (Slika 24.). Znacajno smanjenje funkcije plué¢a kod
ovih pacijenata ukazuje na veoma tezak oblik HOBP prema GOLD klasifikaciji (122),
sa procenjenim vrednostima FEV1<30% od predvidenog. Pacijenti sa istom mEPH
fenotipskom aktivnoscu, ali bez povecanog oksidativnog stresa i teSkih pusackih navika,
imali su znatno bolje nalaze spirometrijskih parametara. Vrednosti spirometrijskih
parametara kod ovih pacijenata ukazuju na prisustvo blagog ili umernog oblika HOBP
(50-80% od predvidenog FEV1; 30-49% od predvidenog FEVI1, redom). Plu¢na
funkcija se nije razlikovala u odnosu na oksidativni stres i puSenje u grupama pacijenata
sa sredjom i visokom mEPH fenotipskom aktivno$¢u. Obzirom da je mEPH enzim
odgovoran za brzu biotransformaciju Stetnih reaktivnih epoksida, osobe sa niskom
mEPH enzimskom aktivno$¢u imaju potencijalni rizik za nastanak bolesti koje su
povezane sa oksidativnim stresom, kao Sto je HOBP. NaSi rezultati su u skladu sa
rezultatima studije sprovedene u populaciji belaca, u kojoj je utvrden znacajan pad
plu¢ne funkcije kod pacijenata-pusaca sa niskom mEPH enzimskom aktivnoscu (115).
Sli¢ne rezultate su dobili Park u saradnici (85), koji su pokazali da postoji znacajna
dozno-zavisna korelacija izmedu puSenja i tezine bolesti kod pacijenata koji su
homozigotni nosioci 113His alela. Prema naSim saznanjima, u ovoj studiji je prvi put
otkrivena podgrupa teskih pusaca sa niskom mEPH fenotipskom aktivno$¢u i povisenim
oksidativnim stresom, koji su verovatno pored duvanskog dima izlozeni i drugim pro-
oksidansima, sa verovatno neadekvantom antioksidativnom zastitom, koji mogu razviti
veoma tezak oblik HOBP.

Na osnovu svega navedenog, zaklju¢ujemo da izolovano prisustvo mEPH
fenotipa sa niskom enzimskom aktivno$¢u ne predstavlja rizik za smanjenje pluéne
funkcije. Kao potvrda toga, kod pacijenata sa istom enzimskom aktivnos¢u, koji nisu ili
su delimi¢no izlozeni bar jednom faktoru rizika (teSko puSenje ili visok oksidativni
stres) primecene su viSe vrednosti pluénih parametara. Ova interakcija izmedu gena i
okoline moze biti klinicki znacajna u prevenciji i pracenju teSkog oblika HOBP-a.
Stoga, u ranoj identifikaciji HOBP-pacijenata sa hiskom mEPH enzimskom aktivno$¢u,
prekid pusenja i tretman antioksidativnom terapijom, mogu delovati preventivno na
nastanak teSkog oblika HOBP-a.

Glutation-S-transferaze (GST) ¢ine veliku familiju enzima koji ucestvuju u

detoksikaciji razli¢itih elektrofilnih jedinjenja. lako klasa GST enzima ima vaznu ulogu
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u detoksikaciji, dva najznacajnija izoenzima GSTM1 i GSTT1 su u velikom procentu
azijske populacije zastupljene kao delecijske genske varijante, GSTM1 *nulti genotip sa
54,5% i GSTT1 *nulti genotip sa 48,3% (185). U populaciji belaca, u¢estalost GSTM 1
*nultog genotipa iznosi 49,2% dok je GSTT1 *nulti genotip zastupljen sa 23,9% (186).
U dosadasnjim studijama ustanovljena je povezanost GSTM1 *nultog genotipa sa
prisustvom emfizema kod pacijenata sa karcinomom plu¢a (119, 187). U studijama
sprovedenim u Francuskoj i na Tajvanu potvrdena je uloga GSTM1 *nultog genotipa u
razvoju HOBP, kao i njegova udruZenost sa teSkim oblikom HOBP (98, 120). Mehrotra
i saradnici su utvrdili znacajan uticaj GSTT1 *nultog genotipa u nastanku HOBP-a, u
populaciji muskaraca (100). Skorasnja studija je pokazala da delecije GSTM1 i GSTT1
gena predstavljaju rizik za razvoj HOBP (188). U naSoj zdravoj populaciji, ucestalost
delecije za GSTM1 gen iznosi 46%, a za GSTTL1 iznosi 27%, $to je priblizno
rezultatima dobijenim u populaciji Evropljana (189). Grupu pacijenata karakteriSu
sli¢ne ucestalosti delecija, za GSTM1 55% 1 za GSTT1 27%, a poredenjem sa
kontrolnom grupom nije uocena statisticki znacajna razlika u njihovoj distribuciji
(Tabela 25.). Nasi rezultati su u skladu sa rezultatima studije koju su sproveli Hersh i
saradnici, u kojoj nije uocena korelacija izmedu GSTM1 genotipa i nastanka HOBP
(190). Sli¢no, studije sprovedene u Brazilu, Kini i Koreji nisu pokazale znac¢aj genskih
varijanti GSTM1 i GSTT1 gena u nastanku HOBP-a (81, 183, 191).

Iako nije utvrdena povezanost izmedu GSTM1 i GSTTI varijanti i nastanka
HOBP u populaciji Srbije, pokazano je da prisustvo GSTM1 *nultog genotipa, kod
pusaca, predstavlja faktor rizika za nastanak HOBP (Tabela 28.). Prisustvo GSTM1
*nultog genotipa, kod pusaca, povezano je sa dva puta ve¢im rizikom za razvoj HOBP
nego prisustvo GSTM1 *plus genotipa (OR, 95% CI: 2,27, 1,00-5,19) (Tabela 28.). Ova
povezanost se mozZe objasniti znacajnom ulogom aktivnog GSTM1 enzima u
detoksikaciji Stetnih supstanci iz duvanskog dima i spre¢avanju nastanka oksidativnog
stresa.

U naSoj studiji, slozeni GSTMI1/GSTT1 genotip bio je povezan sa razli¢itom
osetljivos¢u za razvoj HOBP. Slozeni GSTM1/GSTT1 genotip sa najmanje jednom
delecijom (GSTMI1 *nulti ili GSTT1 *nulti) predstavlja znacajan faktor rizika za razvoj
HOBP kod Zzena-pusaca (Slika 21c.). NaSi rezultati su u skladu sa rezultatima

Faramawy-a i saradnika koji su dokazali da prisustvo GSTM1 *nultog genotipa
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predstavlja rizik za razvoj HOBP, posebno kada je u kombinaciji sa GSTT1 *nultim
genotipom (99). Takode, studija sprovedena u Indiji je pokazala da prisustvo bar jedne
delecije u slozenom GSTM1/GSTTL1 genotipu predstavlja rizik za razvoj HOBP (118).
Medutim, u nasoj studiji je prvi put otkrivena polna razlika u osetljivosti prema HOBP
povezanoj sa genskim varijantama GSTM1 i GSTTI, pa je utvrdeno da Zene koje su
nosioci slozenog GSTM1 *nultog/GSTT1 *nultog genotipa imaju 23 puta veci rizik za
razvoj HOBP u odnosu na Zene koje su nosioci ostalin kombinacija ovih gena (Tabela
27.), dok kod muskaraca nije utvrden rizik. Nasuprot tome, u zdravoj populaciji, muski
pol je imao skoro 17 puta vecu verovatno¢u da bude nosilac delecijske genske varijante
za GSTM1 i GSTTL1 u odnosu na Zene (Tabela 27.). Dodatna analiza povezanosti
delecijskih genskih varijanti za GSTM1 1 GSTT1 1 puSackog statusa sa rizikom od
nastanka HOBP, potvrdila je da Zene nosioci bar jedne delecije na bilo kom od ova dva
gena imaju tri puta veéi rizik da obole od HOBP, u odnosu na Zene koje nemaju
delecijsku gensku varijantu (Slika 21a.). Ovaj rizik se znacajno poveéava kod Zena koje
su aktivni pusaci i one imaju preko sedam puta veci rizik da obole od HOBP ukoliko su
nosioci bar jedne delecije na GSTML1 ili GSTT1 genu (Slika 21c.).

U skladu sa prikazanim rezultatima, primenom binarnog logistickog modela
utvrdeno je da slozen GSTMI1 *nulti/GSTT1 *nulti genotip predstavlja nezavisni
prediktor za razvoj HOBP kod Zena, ali ne i kod musSkaraca (Tabela 32.). Kao Sto je
ranije pomenuto, pusenje predstavlja nezavisni faktor rizika za razvoj HOBP kod Zena,
ali ne i kod muskaraca (Tabela 32.). Nasi rezultati mogu biti obja$njeni znacajnom
ulogom estrogena u povecanju oksidativnog stresa, koji uti¢e na povecanu osetljivosti
Zena-pusaca za razvoj HOBP (142). Estrogen povecava ekspresiju CYP1A1 enzima, pri
¢emu dolazi do ubrzanog metabolizma komponenti iz duvanskog dima i povecane
produkcije oksidanasa, kod Zena (192). Uzimaju¢i u obzir da GSTMI1 i GSTT1 imaju
znacajne uloge u detoksikaciju nastalih oksidanasa, izostanak njihove aktivnosti, usled
delecije ovih gena, dovodi do nastanka oksidativnog stresa i posledi¢nog razvoja HOBP
kod Zena. S obzirom da estrogen uti¢e na dodatno povecanje oksidativnog stresa, usled
izlaganja Stetnim supstancama, moguce je objasniti znacajnu ulogu GSTMI
*nultog/GSTT1 *nultog genotipa u nastanku HOBP kod Zena, u odnosu na muskarce.

Analizom slozenih genotipova, nastalih kombinacijom mEPHS, GSTM1 i

GSTTI gena, nije uocena statisticki znacajna povezanost ovih genotipova sa nastankom
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HOBP (Tabela 26.). Medutim, ouceno je da nosioci slozenog genotipa sa niskom
fenotipskom aktivno$¢u mikrozomalne hidrolaze epoksida i genske delecije na oba
enzima glutation-S-transferaze (mEPH niska aktivnost/GSTM1 *nulti/GSTT1 *nulti)
imaju skoro cetiri puta veci rizik da obole od HOBP u odnosu na osobe koje su nosioci
ostalih kombinacija genskih varijanti (p=0,074; OR=3,79), ali je verovatnoca bila na
granici znacajnosti (Tabela 26.). Isto tako je uoceno, da nakon korekcije za godine
starosti i kumulativni efekat puSenja (paklo/godine), nosioci mEPH sa niskom
fenotipskom aktivno$¢u 1 genskih varijanti GSTM1 1 GSTT1 sa ouvanom enzimskom
aktivno$¢éu (mEPH niska aktivnost/GSTM1 *plus/GSTT1 *plus) imaju skoro tri puta
manju verovatnoc¢u da obole od HOBP (p=0,079; OR=0,35), ali je verovatnoca takode
bila na granici znac¢ajnosti (Tabela 26.). Dobijeni rezultati potvrduju da je za efikasnu
detoksikaciju ksenobiotika vaZzna sinhronizacija enzimske aktivnosti enzima Kkoji
ucestvuju u detoksikaciji. U naSoj studiji je pokazano da prisustvo mikrozomalne
hidrolaze epoksida sa niskom aktivno$¢u postaje faktor rizika za HOBP, samo kada su
istovremeno prisutne neaktivne genske varijante GSTM1 i GSTT1 enzima. S druge
strane, mEPH niske aktivnosti u kombinaciji sa aktivnim genskim varijantama GSTML1 i
GSTT1 enzima, obezbeduje zastitu od pojave HOBP, verovatno zbog efikasnog
ukljanjanja aktivnih metabolita, jer sporo nastaju i mogu biti efikasno detoksikovani.
Ovi rezultati ukazuju na to da je za pravilnu interpretaciju rezultata asociativnih analiza
genskih varijanti enzima uklju¢enih u detoksikaciju egzogenih S$tetnih materija,
ispravnije analizirati sloZene genske varijante enzima koji su povezani u metabolickom
putu.

Nasi rezultati su saglasni sa rezultatima dobijenim u slovackoj populaciji, gde je
uoCen znacajan uticaj slozenog GSTM1 *nultog/113His/113His genotipa u nastanku
HOBP-a (86).

GSTP1 izoenzim je najvise ekspirimiran u pluénim makrofagama i epitelu
bronhiola i alveola. U naSoj studiji, distribucija alela i genotipova varijante l1le105Val
kod obolelih od HOBP je bila slicna kao i1 u kontrolnoj grupi, tj. nije ustanovljeno da
ispitivana GSTP1 varijanta moZe biti povezana sa nastankom bolesti (Tabela 25.).
Takode, nisu utvrdene razlike u distribucijama GSTPI1 Ile105Val genotipova izmedu
pacijenata i kontrole, u grupama sa razli¢itim pusackim navikama (Tabela 28.). U

pogledu uloge genske varijante I1lel05Val u nastanku HOBP u literaturi postoje
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kontroverzni rezultati. U ranijoj studiji ustanovljena je povezanost genotipa Ile105lle sa
HOBP (103). Takode, u studiji sprovedenoj u Turskoj utvrdena je asocijacija 105Ile
alela sa nastankom HOBP (104). Nasuprot tome, Yan i saradnici su u svoj meta-analizi
pokazali udruzenost Vall05Val genotipa sa nastankom HOBP (108). IstraZivanja
sprovedena u Indiji, Tunisu i Rusiji utvrdila su da Val105 alel predstavlja faktor rizika
za razvoj HOBP (105, 106, 107). Rezultati dobijeni u nasoj studiji nisu potvrdili ulogu
genske varijante 1le105Val u patogenezi HOBP, sto je u skladu sa rezultatima drugih
studija (81, 98, 193). SkoraSnja meta-analiza, koja je ukljuéila sedamnaest studija, nije
pokazala povezanost genske varijante 1lel05Val sa nastankom HOBP u azijskoj
populaciji, kao ni u populaciji belaca (109).

U okviru ove studije, analiziran je uticaj puSenja i genskih varijanti GSTM1,
GSTT1, GSTP1 i mEPH gena na nivo 8-oxodG-a, u kontrolnoj grupi i grupi HOBP-
pacijenata (Tabela 29. i Tabela 30.). Prisustvo GSTP1 105Val alela povezano je sa
visokim nivoom 8-oxodG-a kod HOBP-pacijenata (Slika 22a. i Tabela 29), kao i u grupi
HOBP-nepusaca (Slika 23a. i Tabela 30.). Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima
studije Gandhi-a i saradnika (194), koji su dokazali povezanost izmedu GSTP1
Vall05Val genotipa i povisenog nivoa 8-OHdG-a kod HOBP-pacijenata. Visi nivo 8-
oxodG-a primecen je kod pacijenata sa niskom mEPH enzimskom aktivnoscu, u odnosu
na pacijente sa srednjom i visokom mEPH enzimskom aktivnoséu (Slika 22b. i Tabela
29). Isti rezultati su dobijeni i u grupi HOBP-nepusaca (Slika 23b. i Tabela 30.).
Analizom uticaja kombinovanih genotipova, primecene su statisticki znacajno viSe
vrednosti 8-oxodG-a kod pacijenata sa slozenim genotipom GSTM1 *plus/GSTT1
*plus/mEPH niska aktivnost, u odnosu na nosioce genotipa GSTM1 *nulti/GSTT1
*nulti/mEPH srednja i visoka aktivnost (Slika 22c. i Tabela 29.). U grupi HOBP-
nepusaca, najvisi nivo 8-0x0dG-a uocen je kod nosilaca slozenog genotipa GSTM1
*plus/GSTT1 *plus/mEPH niska aktivnost (Slika 23c. i Tabela 30.). Na osnovu
rezultata, moze se zakljuciti da istovremeno prisustvo GSTP1 105Val alela i mEPH
fenotipa sa niskom enzimskom aktivnos¢u utice na znacajno povecanje oksidativnog
stresa kod HOBP-pacijenata, Sto posledi¢no moze dovesti do progresije bolesti.

Rano otkrivanje i identifikacija faktora rizika ima potencijalno veliki znacaj u
prevenciji nastanka HOBP. U okviru ove studije identifikovani su genetski i ne-genetski

faktori rizika, kao i znacaj njihovih interakcija za nastanak i razvoj HOBP. Rezultati
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studije su pokazali znacaj primene ispitivanih biomarkera oksidativnog stresa u
dijagnostici i prognostici HOBP. Takode, rezultati ove doktorske disertacije mogu biti
od klinickog znacaja 1 u prevenciji teSkog oblika HOBP, koja bi se sprovodila ranim
skriningom genetskih faktora rizika, preveniranjem izloZenosti pro-oksidansima i

preventivnom antioksidativnom terapijom.
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6. ZAKLJUCCI

1. Pacijenti sa hroni¢nom opstruktivnom bole$¢u pluéa (HOBP) imaju povisen
nivo markera oksidativnog stresa (TOS 1 OSI) odredenih u serumu, kao i1
poviSen nivo markera sistemskog oksidativnog stresa (8-oxodG/kreatinin) u
urinu.

2. PoviSene vrednosti urinarnog kotinina kod pusaca, u obe ispitivane grupe,
kontrolnoj i grupi pacijenata sa HOBP-om ukazuju na specifi¢an znacaj upotrebe
ovog markera za procenu stepena izlozenosti duvanskom dimu.

3. Zene-pusaci su imale znacajno visi nivo urinarnog kotinina u kontrolnoj grupi i
u grupi HOBP pacijenata u odnosu na Zene-nepusace, dok u populaciji
muskaraca, nivo kotinina se nije znac¢ajno razlikovao u odnosu na pusacki status.

4. Najvecéa razlika u nivou urinarnog kotinina je bila u populaciji pacijenata sa
HOBP-om; zene pusac¢i sa HOBP-om su imale viSi nivo kotinina u odnosu na
muskarce puSace, Sto ukazuje na povecanu osetljivost Zena na dejstvo
duvanskog dima u odnosu na muskarce u nastanku HOBP-a.

5. Pusenje nema znacajan uticaj na nivo serumskih markera oksidativnog stresa
(TOS i OSI) kod HOBP-pacijenata, kao i kod zdravih ispitanika. MuSkarci imaju
znaajno visi nivo antioksidativne zasStite (TAC) od Zena, u grupama zdravih-
nepusaca i pacijenata-pusaca.

6. Tezina HOBP je povezana sa visokom izloZeno$¢u nikotinu: pusaci sa teskim i
veoma teSkim oblikom HOBP su imali znac¢ajno poviSen nivo urinarnog kotinina
u odnosu na nepusace 1 istom tezinom HOBP.

7. U grupi HOBP-pacijenata su dobijene negativne korelacije izmedu markera
oksidativnog stresa (TOS i OSI) i parametara pluéne funkcije kao i pozitivne
korelacije izmedu markera antioksidativne zastite (TAC) i parametara pluéne
funkcije, Sto ukazuje na znacaj oksidativnog stresa i antioksidativne zastite u
razvoju bolesti.

8. PoviSene vrednosti markera sistemskog oksidativnog stresa (8-oxodG/kreatinina
u urinu) kod pacijenata pusaca i bivsih pusaca u odnosu na zdrave pusace i bivse
pusace, kod oba pola, potvrduje da duvanski dim znacajno uti¢e na Visok nivo

oksidativnog ostecenja DNK kod HOBP-pacijenata.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Visok nivo sistemskog oksidativnog stresa (8-oxodG/kreatinina u urinu) kod
pacijenata sa veoma teskim oblikom HOBP, koji su pri tome i teski puSaci,
ukazuje na =znacaj sistemskog oksidativnog stresa, uzrokovanog teSkim
pudenjem, u progresiji HOBP.

Najvisi nivo sistemskog oksidativnog stresa (8-oxodG/kreatinina u urinu) je
dobijen kod pothranjenih pacijenata (BMI<18 kg/m?), §to ukazuje na znacajnu
povezanost telesne mase i oksidativnog stresa u nastanku HOBP.

Pacijenti sa HOBP se nalaze u stanju inflamacije, koje se karakteriSe povec¢anim
vrednostima cirkuliSu¢ih leukocita u odnosu na kontrolnu grupu, dok snizen
nivo hemoglobina i eritrocita predstavlja karakteristiCan znak anemije kod
HOBP-pacijenata.

Dobijena je visoka dijagnosticka tacnost parametara oksidativnog stresa;
grani¢ne vrednosti za TOS (0,055 mmol H,0, Equiv./L), OSI (0,0175) i 8-
oxodG/kreatinin (1,69 nmol/mmol) se odlikuju visokom osetljivoscéu
(TOS=71%, OSI=77%, 8-oxodG/kreatinin=73%) i specifi¢nos¢u (TOS=94%,
OSI=90%, 8-oxodG/kreatinin=87%), te se mogu Kkoristiti za procenu
oksidativnog stresa kod pacijenata sa HOBP-om.

Genske varijante: CYP1AL1 *1A/*2A, GSTML1 *nulti , GSTT1 *nulti, GSTP1
Ile105Val, mEPHX S i F, gena uklju¢enih u metabolizam ksenobiotika, ne
predstavljaju pojedinacne faktore rizika za nastanak HOBP.

Povecana ucestalost GSTM1 *nultog genotipa u populaciji pacijenta pusaca
ukazuje na udruzenost ovog genotipa sa sredinskim faktorom rizika, pusenjem, u
nastanku HOBP-a.

Distribucije kombinovanih genotipova GSTM1, GSTT1 i mEPHX gena, nisu se
razlikovale izmedu kontrole i pacijenata. Medutim, slozeni GSTM1/GSTT1
genotip sa bar jednom delecijom predstavlja visok faktor rizika za nastanak
HOBP, samo u Zenskoj populaciji.

Kod zdravih zena ucestalost slozenog genotipa sa bar jednom delecijom
GSTMI/GSTTI1 gena je bila zna¢ajno niZza u odnosu na muskarce, a ova polna
razlika je bila veca u populaciji pusaca.

Uocen je trend povecane ucestalosti sloZzenog genotipa koji su €inili prisustvo

mMEPH niska aktivnost/GSTM1 *nulti/GSTT1 *nulti kod HOBP-pacijenata u
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18.

19.

20.

odnosu na kontrolnu grupu, a sloZeni genotip koji su ¢inili prisustvo mEPH
niska aktivnost/GSTM1 *plus/GSTT1 *plus je pokazao tendenciju zastitnog
faktora za pojavu HOBP.

Visok nivo sistemskog oksidativnog stresa (povisen 8-oxodG/kreatinin u urinu) i
prisustvo GSTP1 105Val alela, genske varijante sa niskom mEPH enzimskom
aktivnoSc¢u ili slozenog genotipa GSTM1 *plus/GSTT1 *plus/mEPH niske
enzimske aktivnosti bili su povezani sa pojavom HOBP-a, posebno u populaciji
nepusaca.

Faktori rizika za najvece smanjenje funkcije plu¢a kod osoba koje su nosioci
fenotipa mEPH sa niskom aktivno$¢u su tesko pusSenje (paklo/godine > 30) i
visok nivo oksidativnog stresa (urinarni 8-oxodG/kreatinin > 3,5 nmol/mmol).
PoviSen oksidativni stres (procenjen kao OSI ili 8-oxodG/kreatinin), starenje,
inflamacija (poviSeni leukociti), kumulativno dejstvo duvanskog dima
(paklo/godine), snizen BMI i prisustvo najmanje jedne delecije (GSTM1 *nulti
ili GSTT1 *nulti) u slozenom GSTM1/GSTT1 genotipu predstavljaju nezavisne
prediktore za nastanak HOBP u populaciji Srbije. U odnosu na pol, kod
muskaraca starenje ostaje nezavisni prediktor, dok je kod Zena pojava HOBP
povezana sa tezinom pusenja i prisustvom najmanje jedne delecije (GSTM1
*nulti ili GSTT1 *nulti) u slozenom GSTM1/GSTT1 genotipu.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

Wme 1 npeaumve aytopa _Kueka [l. Manuh

Bpoj nHaoekca _30/12

UsjaBrbyjem

[0a je OOKTOpCKa ancepTtauuja nog HacroBoMm

dakTopu pu3nkKa 3a HacTaHaK U pa3BoOj XPOHMNYHE ONCTPYKTUBHe 6onecTtu nnyha

noBe3aHu ca OKCMAATUBHUM CTpecoM y nonynauuju Cpbuje

e peaynTaT COMCTBEHOr UCTPaXWBaYKOr paaa;

e [a aucepTauuvja y LenuHM HU Yy gernoBruMa Huje buna npeanoxeHa 3a cTuuame
apyre Avnnome npema CTyaMjckum nporpaMvMMa ApYrux BMCOKOLLKOMCKMX
yCTaHOBa;

e [a cy pe3ynTaTi KOPeKTHO HaBeaEeHU U

e [a HUcaMm KpLimo/na ayTopcka npaBa U KOPWUCTMO/MNAa WHTENEKTyarHy CBOjUHY
APYrux nuua.

Motnuc aytopa
Y Beorpagy, 06.07.2018.

S 4i ot
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Mpwvnor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LWUTaMMNaHe U eNIeKTPOHCKe
Bep3nje AOKTOPCKOr paaa

Nme n npesnme aytopa _Kuska [1. Manuh

Bpoj nHoekca 30/12

Ctyamjckm nporpam LokTopcke akagemMcke ctyauje; moayn: MegauuuHcka 6uoxemuja
daKkTopu pU3nKa 3a HacTaHaK U pa3Boj XPOHUYHE ONCTPYKTUBHE Gonectu
HacnoB paga _nnyha nosesaHu ca okcmaaTMBHUM CTpecoM y nonynauuju Cpbuje

Mentop _MMpod. Op AnekcaHgpa Tonuh u p hophe ®paHuycku

UsjaBrbyjem Oa je witamnaHa Bepsvja MOr JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA €neKTPOHCKO)
Bep3nju Kojy cam npefao/na pagun noxpaweHa y OurutanHom penosutopujymy
YHuBep3uteta y beorpaay.

[osBorbaBam ga ce objaBe Moju NMYHM nojauu Be3aHu 3a gobujake akagemcKor
Ha3nBa QOKTOpa Hayka, Kao LITO Cy UMe U npesume, roauHa n Mecto pofewa u gatym
ogbpaHe paga.

OBu nuyHn nogaum Mory ce o06jaBuTM Ha MpPEXHUMM CTpaHuuama AurvtanHe
OmMbnunoTeke, y eneKTPOHCKOM KaTanory ny nybnukauvjama YHmeepauteta y beorpagy.

Motnuc aytopa

Y Beorpagy, 06.07.2018.
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Mpwnor 3.
UsjaBa o kopuwhemry

Osnawhyjem YHuepautetcky 6ubnuoteky ,CBeto3ap Mapkosuh* ga y Adurutanyu
penosvtopunjym YHuBepauTeTa y beorpagy yHece MOjy OOKTOPCKY AucepTtauujy nopg
HaCcnoBoM:

dakTopu pu3nkKa 3a HacTaHaK U pa3Boj XPOHNYHE ONCTPYKTUBHEe 6bonecTtu nnyha

noBe3aHu ca OKCUAATUBHUM CTpecoM y nonynaumju Cpbuje

Koja je Moje ayTopcKo geno.

OucepTtaumnjy ca cBum npunosnma npegao/na cam y enekTpoHckoM opmaTy NorogHoMm
3a TpajHO apxMBupamE.

Mojy [OOKTOpCKy Auceptauujy noxpaweHy Yy [durutanHom  penosvtopujymy
YHuBep3uTeTa y beorpagy n gOCTynHy y OTBOPEHOM MPUCTYNy MOry Aa KOpUCTE CBU
Koju nowuTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHoMm Tuny nuueHue KpeatuBHe 3ajegHuvue
(Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyduno/na.

1. AytopcTteo (CC BY)

2. AytopcTtBo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)

@AyTopCTBo — HekoMepumjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjanHo — genutu nog nctum ycrnosmma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTtBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)

6. AytopcTtBo — genutu nog nctum ycrnosuma (CC BY-SA)

(Monumo ga 3aoKpyxXute camo jegHy of WecCT NoHyheHux nuueHum.
KpaTak onuc nuueHumn je cactaBHu €0 OBe u3jaBe).

MoTtnuc aytopa

Y Beorpagy, 06.07.2018. i
Kvea Medic




1. AytopcTBo. [lo3BOorbaBaTe yMHOXaBake, ANCTPUOYLMjy M jaBHO caonliTaBahe
Jena, n npepaje, ako ce HaBefe VMMe ayTopa Ha HaduvH ogpefheH of cTpaHe ayTopa
nUnu gaesaoua nuueHue, Yak n 'y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcrnoboaHuja og cBux
nuueHum.

2. AytopcTtBO — HeKkomepuwujanHo. [lo3BosbaBate yMHOXaBawe, AUCTPUbyunj)y 1
jaBHO caonwiTaBawe Aerna, U npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauvH ogpeheH
of cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 403BOMbaBa KomepuujanHy
ynotpeby gena.

3. AyTOopCcTBO — HeKomepuujanHo — 6e3 npepapa. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBahe,
onctpmbyumjy M jaBHO caonwTaBawe fena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka WK
ynoTpebe gena y cBOM Jeny, ako ce HaBede VMMe ayTopa Ha HavvH oapeheH o
CTpaHe ayTopa vnu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 003BOSfbaBa KomepuwujarnHy
ynoTpeby Aena. Y ogHoOCy Ha CBe ocTane nuueHue, OBOM FMUEHLIOM Ce orpaHuyaBsa
Hajsehun o6MM NpaBa Kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMepLUMjanHo — AeNMMTU nog UCTUM ycroBuma. [lo3sosbaBarte
YMHOXaBake, AMCTpMOyLMjy 1 jaBHO caonwiTaBawe Aerna, u npepage, ako ce HaBeae
nMe aytopa Ha HaduH ofdpefneH oA cTpaHe ayTopa unu gasaoua NUUEHLEe M ako ce
npepaga guctpubympa nog MCTOM wnM cnudHoM nuueHuom. OBa nuvueHua He
[03BOrbaBa KomepuujanHdy ynotpeby gena v npepaga.

5. AytopcTBO — 6e3 npepapga. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake, OAUCTPUbyumnjy 1 jaBHO
caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBarwa nnun ynotpebe gena y cBom geny,
ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HayuH oapeheH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua Ao3BosbaBa KoMepuujanHy ynotpeby gena.

6. AyTtopcTBO — Aenutu noa MUCTUM ycnoBuma. [lo3BorbaBate yMHOXaBahse,
ancTpunbyumjy u jaBHO caonwiTaBarwe Aena, u npepage, ako ce HaBede Mve aytopa Ha
HauuH oapefheH oA cTpaHe ayTopa WM [aBaoua IuueHue M ako ce rnpepaja
anctpubympa nog WUCTOM MM cnudHOM  nuueHuoM. OBa nuueHua [03BOSbaBa
KomepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CnnyHa je codpTBEPCKMM nuMuUeHLama,
OLHOCHO NnunueHuama OTBOPEeHOor koaa.
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