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Znacaj alfa-1-antitripsina i metionin sulfoksid reduktaze A u nastanku i progresiji

hronicne opstruktivne bolesti plué¢a u populaciji Srbije
Rezime

Hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a (HOBP) se ispoljava postojanjem opstrukcije disajnih
puteva, koja nastaje zbog abnormalnosti u disajnim putevima i/ili alveolama, najcesce
uzrokovanih izlaganju Stetnim cesticama i gasovima. Razvoj HOBP je posledica udruzenog
dejstva vise faktora koji mogu biti egzogeni (duvanski dim, zagadenje vazduha u zatvorenom
ili otvorenom prostoru, profesionalna izloZzenost i socioekonomski status) i endogeni (geneticki
faktori, godine 1 pol, poremecaj u rastu i razvicu pluca, infekcije, astma i hronicni bronhitis).
Alfa-1-antitripsin (AAT) je pozitivan reaktatant akutne faze i glavni inhibitor serin proteaza u
cirkulaciji i za sada jedini dokazani geneticki faktor rizika za nastanak HOBP. On inhibira
neutrofilnu elastazu u donjem respiratornom traktu i stiti pluéni parenhim od destrukcije. AAT
je kodiran polimorfnim genom, pri ¢emu su nastale proteinske varijante klasifikovane na
osnovu elektroforetske mobilnosti, a najucestalije su F (fast-brza), M (medium-srednje brza),
S (slow-spora) i Z (very slow-vrlo spora). Deficijencija AAT (AATD) se najcesce javlja kod
PiZZ homozigota, sa nivoom cirkuliSu¢eg AAT svega 15% u odnosu na normalan nivo, kod
PiMM varijanti. Sklonost prema oksidaciji aktivnog centra AAT, metionina na poziciji 358,
takode dovodi do steCene funkcionalne deficijencije AAT. Pokazano je da u reparaciji
oksidovanih metioninskih ostataka AAT ucestvuje metionin sulfoksid reduktaza A (MSRA) in
vitro. Potencijalna povezanost MSRA i pojave HOBP zasniva se na sposobnosti MSRA da
redukuje metionin sulfoksid, koji nastaje oksidacijom metionina u aktivnom centru AAT, pri

¢emu doprinosi obnavljanju njegove antielastazne aktivnosti.

U istraZivanju je ucestvovalo 155 pacijenata obolelih od hroni¢ne opstruktivne bolesti pluca,
dok je kontrolnu grupu c¢inilo 134 zdravih ispitanika. Ispitivanja koja je obuhvatila studija
sprovedena su uz saglasnost ispitanika, uz odobrenje Etickog komiteta za biomedicinska
istrazivanja Univerziteta u Beogradu-Farmaceutskog fakulteta i prema principima Helsinske
deklaracije. Spirometrijskim testovima su mereni parametri forsirani ekspiratorni volumen u
prvoj sekundi (FEV1) i forsirani vitalni kapacitet (FVC). Koncentracija AAT odredivana je
turbidimietrijskom metodom na automatskom analizatoru. Tripsin inhibitorni kapacitet (TIC)
i elastaza inhibitorni kapacitet (EIC), mereni su kinetickom metodom merenja enzimske
aktivnosti na automatskom analizatoru, a odrazavaju sposobnost AAT da inhibira elastazu i

tripsin. Kori$¢enjem odgovaraju¢ih jednacina dobijeni su parametri koji odrazavaju



funkcionalnu aktivnost AAT, antielastazna i antitripsinska aktivnost, kao i specifi¢na
inhibitorna aktivnost AAT prema elastazi (SIA-elastaza) i specifi¢na inhibitorna aktivnost
AAT prema tripsinu (SIA-tripsin). lzoelektrofokusiranjem na poliakrilamidnom gelu, pri
gradijentu pH 4,2-4,9, identifikovani su fenotipovi AAT u uzorcima seruma ispitanika.
Primenom kombinovane metode PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction - Restriction
Fragment Length Polymorphism), identifikovane su varijante MSRA rs10903323

polimorfizma iz uzoraka pune Krvi.

Koncentracija AAT kod pacijenata u odnosu na zdrave ispitanike bila je znacajno visa
(p<0,001). Studija je pokazala poviSen nivo oksidacije AAT (u %, u g/L)) kod HOBP pacijenata
u odnosu na kontrolnu grupu (p=0,034; p<0,001). Parametri funkcionalane aktivnosti AAT bili
su znacajno nizi kod pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu, SIA-elastaza (p<0,001), SIA-
tripsin (p<0,001) i antitripsinska aktivnost (p<0,001). Dobijene vrednosti za SIA-elastazu i
SIA-tripsin su bile zna¢ajno nize kod pacijenata puSaca nego pacijenata nepusaca (p=0,045,
p=0,009), dok je vrednost ukupnog AAT i oksidovanog AAT (g/L) bila znacajno visa kod
pacijenata koji su puSa¢i u odnosu na nepusace (p=0,001, p=0,026). Pacijenti pusacéi sa
GOLD3+4 stadijumom bolesti imali su znacajno visi nivo oksidovanog AAT (%) u poredenju
sa zdravim nepusa¢ima (p=0,009), zdravim pusacima (p=0,033), u odnosu na GOLD2 pusace
(p=0,22) i u odnosu na GOLD3+4 nepusace (p=0,038). Ucestalost alela AAT je bila sledeca:
Z alel u kontrolnoj grupi 1,6% i kod HOBP pacijenata 3,6%; S alel u u kontrolnoj grupi 0,8%
i kod HOBP pacijenata 1,9%; F alel u kontrolnoj grupi nije detektovan dok je kod pacijenata
0,6%. Frekvence analiziranih fenotipova u kontrolnoj grupi i kod HOBP pacijenata su
odstupale od Hardy-Weinbergove (H-W) ravnoteze (p=0,001 i p<0,001, redom). Analizom
razlika u ispitivanim parametrima kod nosilaca razli¢itih fenotipova AAT dobijeno je u grupi
HOBP-pacijenata znacajno niza koncentracija AAT (p=0,021) i antitripsinska aktivnost
(p=0,006) kod nosilaca deficijentnih fenotipova (MS, MZ, SZ) u odnosu na nedeficijentne
(MM, MF). U grupi HOBP pacijenata sa deficijentnim fenotipovima (MS, MZ, SZ), pusaci su
imali znacajno nizu vrednost za SIA-elastazu i SIA-tripsin u odnosu na nepusace (p=0,009;
p=0,001, redom). U grupi HOBP-pacijenata sa deficijentim AAT fenotipovima nivo
oksidovanog AAT (g/L) je bio znacajno visi kod puSaca u odnosu na nepusace (p=0,014).
Ucestalost alela MSRA rs10903323 je bila sledeca: A alel u kontrolnoj grupi 89,5% i A alel
kod HOBP pacijenata 90,0%; G alel u kontrolnoj grupi 10,5% i G alel kod HOBP pacijenata
10,0%. Frekvence analiziranih varijanti MSRA rs10903323 polimorfizma u kontrolnoj grupi i

kod HOBP-pacijenata bile su u H-W ravnotezi (p=0,880 i p=0,380, redom). Ispitivanjem



povezanosti MSRA rs10903323 polimorfizma i pusenja, ovo istrazivanje je pokazalo da u grupi
pacijenata pusaca nivo oksidovanog AAT (%) bio znacajno visi kod heterozigota AG u odnosu
na homozigote AA (p=0,028). Takode, ova studija je pokazala da u grupi pacijenata pusaca sa
teSkim oblikom bolesti (GOLD3+4) nosioci AG genotipa imaju visi nivo oksidovanog AAT
(%, g/L) u odnosu na AA homozigotne nosioce.

SIA-elastaza, oksidovani AAT, deficijentni fenotipovi AAT (MS, MZ, SZ) i starost veca od
60 godina pokazali su se kao nezavisni prediktori za pojavu HOBP. Takode, pusenje je, kao
Sto je do sada poznato, i u nasoj studiji potvrdeno kao nezavistan pediktor za HOBP. Znacajno
snizene vrednosti SIA-elastaze i SIA-tripsina kod pacijenata muskog pola koji su pusaci u
odnosu na nepusace, ukazuje na udruzeni efekat pola i pusenja na smanjenu funkcionalnu
aktivnost AAT i vecu sklonost pojavi i razvoju HOBP. Pokazano je da je prisustvo MSRA

rs10903323 G alela, udruZenog sa puSenjem, faktor rizika za povecanje nivoa oksidacije AAT.

Prevencija i rana dijagnostika HOBP su od znacaja kod osoba sa porodi¢nom istorijom ove
bolesti. Fenotipizacija AAT i genotipizacija MSRA rs10903323 su potencijalno klinicki
znacajni za ranu identifikaciju osoba sa povecanim rizikom od pojave i razvoja HOBP, posebno
u grupi pusaca. Takode, parametar funkcionalne aktivnosti AAT, SIA-elastaza i oksidovani

AAT su potencijalni biomarkeri za pojavu HOBP, posebno kod pusaca.

Kljuéne reci: Hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a, MSRA, polimorfizam, oksidovani AAT,
specificna inhibitorna aktivnost AAT prema elastazi, specificna inhibitorna aktivnost AAT

prema tripsinu, fenotip AAT.



The importance of alpha-1-antitrypsin and methionine sulfoxide reductase A in
the onset and progression of chronic obstructive pulmonary disease in the

population of Serbia

Abstract

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a disease that is manifested by the existence
of airway obstruction, which occurs due to abnormalities in the airways and/or alveoli, most
often caused by exposure to harmful particles and gases. The development of COPD is the
result of the combined action of several factors that can be exogenous (tobacco smoke, indoor
or outdoor air pollution, occupational exposure and socioeconomic status) and endogenous
(genetic factors, age and gender, lung growth and development disorder, infections, asthma
and chronic bronchitis). Alpha-1-antitrypsin (AAT) is a positive acute phase reactant and a
major inhibitor of circulating serine proteases, and so far the only proven genetic risk factor for
COPD. It inhibits neutrophil elastase in the lower respiratory tract and protects the lung
parenchyma from destruction. AAT is a coded by polymorphic gene, and variants of protein
are classified based on electrophoretic mobility, and the most common are F (fast), M
(medium-fast), S (slow-slow) and Z (very slow-very slow). AAT deficiency (AATD) occurs
most often in PiZZ homozygotes, with a circulating AAT level of only 15% compared to the
normal level, in PiIMM variants. A propensity for oxidation of the active site of AAT,
methionine at position 358, also leads to an acquired functional deficiency of AAT. Methionine
sulfoxide reductase A (MSRA) participates in the repair of oxidized methionine residues AAT
in vitro. The potential connection between the MSRA gene polymorphism and the occurrence
of COPD is based on the ability of MSRA to reduce methionine sulfoxide, which is formed by
the oxidation of methionine in the active center of AAT, thereby contributing to the restoration

of its antielastase activity.

Patients group consisted of 155 patients suffering from chronic obstructive pulmonary disease,
while the control group consisted of 134 healthy subjects. The tests included in the study were
conducted with the consent of the subjects, with the approval of the Ethics Committee for
Biomedical Research of the University of Belgrade-Faculty of Pharmacy and according to the
principles of the Declaration of Helsinki. Forced expiratory volume in the first second (FEV1),
forced vital capacity (FVC) parameters were measured by sprometric tests. AAT concentration

was determined by the turbidimetric method on an automatic analyzer. Trypsin inhibitory



capacity (TIC) and elastase inhibitory capacity (EIC) were measured by the kinetic method of
measuring enzymatic activity on an automatic analyzer and reflect the ability of AAT to inhibit
elastase and trypsin. Using the appropriate equations, the parameters reflecting the functional
activity of AAT, antielastase and antitrypsin activity, as well as SIA-elastase and SIA-trypsin
were obtained. By isoelectrofocusing on a polyacrylamide gel, at a pH gradient of 4,2-4,9, AAT
phenotypes were identified in the test subjects' serum samples. Using the combined PCR-RFLP
(Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism) method, MSRA

rs10903323 gene variants were identified from whole blood samples.

The concentration of AAT in patients compared to healthy subjects was significantly higher
(p<0,001). The study showed an elevated level of AAT oxidation (in %, in g/L) in COPD
patients compared to controls (p=0,034; p<0,001). Parameters indicating the functional activity
of AAT were significantly lower in patients compared to the control group, SIA-elastase
(p<0,001), SIA-trypsin (p<0,001) and antitrypsin activity (p<0,001). The values for SIA-
elastase and SIA-trypsin were significantly lower in smoking patients than in non-smoking
patients (p=0,045, p=0,009), while the value of total AAT and oxidized AAT (g/L) was
significantly higher in smoking patients in compared to non-smokers (p=0,001, p=0,026).
Smoking patients with GOLD3+4 disease stage had a significantly higher level of oxidized
AAT (%) compared to healthy non-smokers (p=0,009), healthy smokers (p=0,033), compared
to GOLD2 smokers (p=0,22) and in compared to GOLD3+4 non-smokers (p=0,038). The
frequency of the AAT alleles was as follows: the Z allele in the control group was 1,6%, and
in the COPD patients, it was 3,6%; the S allele in the control group was 0,8%, and in the COPD
patients, it was 1,9%; F allele was not detected in control group while in patients group was at
0,6%. The frequencies of the analyzed phenotypes in the control group and in COPD patients
deviated from Hardy-Weinberg equilibrium (p=0,001 and p<0,001, respectively). Analysis of
the differences in the examined parameters in carriers of different AAT phenotypes showed
that in the HOBP patient group, there was a significantly lower concentration of AAT
(p=0,021) and antitrypsin activity (p=0,006) in carriers of deficient phenotypes (MS, MZ, SZ)
compared to non-deficient ones (MM, MF). In the COPD patient group with deficient
phenotypes (MS, MZ, SZ), smokers had significantly lower values for SIA-elastase and SIA-
trypsin compared to non-smokers (p=0,009; p=0,001, respectively). In the HOBP patient group
with deficient AAT phenotypes, the level of oxidized AAT (g/L) was significantly higher in
smokers compared to non-smokers (p=0,014). The frequency of the MSRA rs10903323 allele
was as follows: A allele in the control group 89,5% and A allele in HOBP patients 90,0%; G



allele in the control group 10,5% and G allele in COPD patients 10,0%. The frequencies of the
analyzed genetic variants of the MSRA rs10903323 polymorphism in the control group and in
COPD patients were in H-W equilibrium (p=0,880 and p=0,380, respectively). By examining
the association of the MSRA rs10903323 polymorphism and smoking, this study showed that
in the group of smoker patients, the level of oxidized AAT (%) was significantly higher in
heterozygotes AG compared to homozygotes AA (p=0,028).

SIA-elastase, oxidized AAT, AAT deficient phenotypes and age above 60 are detected as
independent predictors for the occurrence of COPD. Also, smoking, as is known so far, was
also confirmed in our study as an independent predictor of COPD. Significantly reduced values
of SIA-elastase and SIA-trypsin in male patients who are smokers compared to non-smokers
indicates the joint effect of gender and smoking on reduced functional activity of AAT and a
greater tendency to the appearance and development of COPD. It was shown that the presence
of the G allele, associated with smoking, is a risk factor for increasing the level of AAT
oxidation. Also, this study showed that in the group of smoking patients with a severe form of
the disease (GOLD3+4), carriers of the AG genotype have a higher level of oxidized AAT
compared to AA homozygous carriers.

Prevention and early diagnosis of COPD are important for individuals with a family history of
this disease. Phenotyping of AAT and genotyping of MSRA rs10903323 are potentially
clinically significant for the early identification of individuals at increased risk of developing
COPD, especially in the smoker group. Additionally, parameters such as the functional activity
of AAT, SlA-elastase, and oxidized AAT are potential biomarkers for the onset of COPD,

particularly in smokers.

Key words: Chronic obstructive pulmonary disease, MSRA, polymorphism, oxidatively
modified alpha-1-antitrypsin, specific inhibitor activity to elastase, specific inhibitor activity

to trypsin, AAT phenotype.



Lista skraéenica koris¢enih u tekstu

AAT
AATD
ANOVA

AOPPs

BAPNA
BMI
CCD
CD4+
CD8+
Cl

CRP
CYP450
DNK
dNTP
DTT
EDTA
EIC

ERAD

FEV1

FEV1/FVC
indeks

FVvVC
GOLD
HDAC?2
HOBP
Ig

IL

LRP

LSD
MAPK
MDA
MetRO
MetSO
MMP
MSR
MSRA

Alfa-1-antitripsin
Deficijencija alfa-1-antitripsina (eng. Alpha-1-antitrypsin deficency)
Analiza varijanse

Uznapredovali produkti oksidacije proteina (eng. Advanced oxidation
protein products)

N-a-benzoil-dl-arginin-p-nitroanilid

Indeks telesne mase (eng. Body mass index)
Eng. Charged-Coupled Device

Klaster diferencijacije 4

Klaster diferencijacije 8

Interval pouzdanosti (eng. Confidence Interval)
C-reaktivni protein

Citohrom P-450 zavisne monooksigenaze (Cytochrome P-450)
Dezoksiribonukleinska kiselina
Dezoksiribonukleotidtrifosfat

Ditiotreitol

Etilendiaminotetrasiréetna kiselina

Elastaza inhibitorni kapacitet

Degradacija povezana sa endoplazmati¢nim retikulumom (eng. ER-
associated degradation)

Forsirani ekspiratorni volumen u 1sekundi
Tiffeneau-Pinelli indeks

Forsirani vitalni kapacitet

Globalna inicijativa za hroni¢nu opstruktivnu bolest pluca
Histon deacetilaza

Hroni¢na opstruktivna bolest pluca

Imunoglobulin

Interleukin

Receptor za proteine sli¢ne lipoproteinu niske gustine (eng. Low-density
lipoprotein receptor related protein)

Najmanja znacajna razlika (eng. Least significant difference)
Mitogenom aktivirana protein kinaza

Malonildialdehid

Metionin-R-sulfoksid

Metionin-S-sulfoksid

Matriks metaloproteinaza

Metionin sulfoksid reduktaza

Metioninsulfoksid reduktaza A



MSRB

NADPH
oksidaza

NF-kapaB
Nrf2

OR

p

PAS

PCR
PCR-RFLP
PM

;

RCL
SERPINA
-SH

SIA
SIRT1
SOD2
STAPNA
TAE
TBE
TGF B
TIC
TNF-B
TR

TRIS
TRX

B (S.E)
x2-test
8-oksodG

Metionin sulfoksid reduktaza B
Nikotinamid adenin dinukleotid fosfat oksidaza

Nuklearni faktor kb

Nuklearni eritroid-2-vezan faktor-2 (eng. Nuclear factor erythroid 2-related
factor 2)

(eng, Odd Ratio)

StatistiCka znacajnost

(Eng. Periodic acid-schiff-stain positive inclusions)
Reakcija lanCane polimerizacije (eng. Polymerase chain reaction)
Metoda polimorfizama duzine restrikcionih fragmenata
Atmosferske Cestice (eng. Particulate matter)
Pearsonov koeficijent

Reaktivna centralna petlja (eng. Reactive Center Loop)
Eng. Serine protease inhibitors

Sulfhidrilna grupa

Specifi¢na inhibitorna aktivnost

Sirtulin-1

Superoksid dismutaza 2
N-sukcinil-L-alanil-L-alanil-L-alanil-p-nitroanilida
Tris-acetatni pufer

Tris-boratni pufer

Tranformisuc¢i faktor rasta § (eng. Transforming growth factor-3)
Tripsin inhibitorni kapacitet

Faktor nekroze tumora f3

Tioredoksin reduktaza

Tris(hidroksimetil)aminometan

Tireoredoksin

Koeficijent regresije B (standardna greSka za f3)
Chi-kvadrat test

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

1.1 Hronicna opstruktivna bolest pluca

Hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a (HOBP) je bolest koja se ispoljava postojanjem opstrukcije
disajnih puteva, a nastaje zbog abnormalnosti u disajnim putevima i/ili alveolama, najce$ce
uzrokovanih izlaganju Stetnim Cesticama 1 gasovima. Hroni¢no ogranicenje protoka vazduha,
karakteristicno za HOBP, posledica je bolesti malih disajnih puteva (bronhiolitis) i destrukcije
parenhima (emfizem), pri ¢emu njihov doprinos u razvoju HOBP varira od osobe do osobe [1].
Emfizem dovodi do smanjenja alveolarne povrSine i otezane razmene gasova, $to moze uticati na
razvoj hipoksije. Hroni¢ni bronhiolitis se definiSe kao produktivan kasalj u trajanju od najmanje 3
meseca, u toku dve uzastopne godine, kod pacijenata kod kojih su drugi uzroci kaslja iskljuceni [2].
Emfizem predstavlja destrukciju alveolarne povrSine pluca gde se vrsi razmena gasova [3]. Trajno
suzenje disajnih puteva i gubitak veza izmedu alveola usled emfizema, rezultuje preranim
zatvaranjem malih disajnih puteva pri izdisaju, dovode¢i do zarobljavanja vazduha. Zadrzani vazduh
dovodi do pogorSanja simptoma pri naporu i do razvoja dispneje [4]. Opstrukcija je predominantno
prisutna u malim disajnim putevima, manjim bronhima i bronhiolama, u perifernom delu plué¢a [1].
HOBP je obi¢no progresivna i udruZzena sa inflamatornim odgovorom pluca na Stetne Cestice ili
gasove. Egzacerbacija i komorbiditeti doprinose celokupnom napedovanju bolesti kod pojedinih
pacijenata [5].

Prema rezultatima epidemioloskih studija, procenjeno je da je 2010. godine oko 384 miliona ljudi
bolovalo od hroni¢ne opstruktivne bolesti pluca, sa globalnom prevalencom od 11,7 %. Od posledica
ove bolesti svake godine umre 3 miliona ljudi Sirom sveta, §to je ¢ini tre¢im vode¢im uzro¢nikom
smrtnosti na svetu [6]. Prema podacima iz 2020. godine, HOBP u Srbiji je na petom mestu kao uzrok
smrtnosti od vodec¢ih nezaraznih oboljenja, sa uces¢em od 2,2 % [7]. Produzenje Zivotnog veka,
odnosno starenje opste populacije u svetu, tokom poslednjih 20 godina, uti¢e na znac¢aj HOBP kao
uzro¢nika smrtnosti [8].

1.1.1 Dijagnostika i klasifikacija tezine HOBP

Sumnja na prisustvo HOBP trebalo bi da se ispita kod osoba starijih od 40 godina, koje ispoljavaju
simptome poput kaslja, stvaranja sputuma, kratkog daha pri naporu i pojavu infekcija donjih
respiratornih puteva, koje su Ceste ili traju duze od ocekivanog (> 2 nedelje). Pretpostavka za
prisustvo ove bolesti opravdana je kod individua koje imaju porodi¢nu istoriju, koji su pusaci ili su
izloZene $tetnim agensima iz okruzenja [9].

Inicijalni test za dijagnozu HOBP je spirometrija. Ova metoda je neinvazivna, lako dostupna i
pokazuje visoku reproducibilnost i osetljivost. Zasniva se na merenju forsirane izdahnute zapremine
u 1 sekundi (eng. Forced Expiratory Volume, FEV1) i forsiranog vitalnog kapaciteta (eng. Forced
Vital Capacity, FVC). FEV1 je koli¢ina vazduha koja se izdahne prilikom forsiranog izdaha u toku
prve sekunde. FVC je forsirani vitalni kapacitet, odnosno ukupna koli¢ina vazduha koja se izdahne
prilikom forsiranog izdaha. Vrednosti FEV1 i FVC se izraZzavaju u procentima. Spirometrija se izvodi
nakon primene odredene doze najmanje jednog bronhodilatatora, u cilju smanjenja varijabilnosti.
Bolest se spirometrijski moze potvrditi ukoliko je vrednost postbronhodilatarnog odnosa FEV1/FEV,
poznatog kao Tiffeneau-Pinelli indeks, manja od 0,70. Prema GOLD (eng. Global Initiative for
Chronic Obstructive Lung Disease) [1] izvrSena je klasifikacija tezine opstrukcije disajnih puteva u
HOBP na osnovu FEV1 vrednosti (GOLD):

GOLD I — blaga opstrukcija, sa vredno$¢u FEV1 >80 % od predvidenog,
GOLD Il — umerena opstrukcija, sa vrednoséu 50 % < FEV1 < 80 % od predvidenog,
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GOLD Il — teSka opstrukcija, sa vrednos¢éu 30 % < FEV1 < 50 % od predvidenog,
GOLD IV —vrlo teska opstrukcija, sa vrednos¢u FEV1 <30 % od predvidenog.

1.1.2 Simptomi i tok HOBP

HOBP se manifestuje kao hroni¢ni opstruktivni bronhiolitis i emfizem pluca, koji mogu biti
propraceni hipersekrecijom mukusa. Opstrukcija je predominantno prisutna u malim disajnim
putevima, manjim bronhima i bronhiolama dijametra do 2 mm, u perifernom delu pluca. Pracena je
opadanjem FEV1 i FEV1/FVC vrednosti, koje se vremenom pogorsavaju. Trajno suzenje disajnih
puteva i gubitak veza izmedu alveola, usled emfizema, rezultuje preranim zatvaranjem malih puteva
pri izdisaju, dovode¢i do zarobljavanja vazduha. Zadrzani vazduh dovodi do pogorSanja simptoma
pri naporu i do razvoja dispneje [4]. Dispneja se manifestuje otezanim disanjem, osecajem tezine u
grudima i nedostatkom vazduha [10]. Povecano stvaranje mukusa, usled povecanja broja goblet ¢elija
i uvecanja submukoznih Zlezda, rezultuje pojavom produktivnog kaslja. Kasalj je obi¢no prvi
simptom HOBP, ali ¢esto zanemaren, kao o¢ekivana posledica pusenja ili izlaganja zagadenjima [11].

Pojava egzacerbacije kod pacijenata sa HOBP zapocinje najces¢e zbog respiratorne virusne infekcije,
posebno infekcije rinovirusima, koje su uzrok prehlada, posebno tokom zime [12]. Zagadenja kojima
je izlozen respiratorni sistem mogu izazvati egzacerbaciju, posebno u interakciji sa respiratornim
virusima. Prisustvo bakterija u vazdusnim putevima moze da bude uzrok egzacerbacije, najéesce kao
sekundarni izaziva¢, u toku ve¢ prisutne virusne infekcije. Egzacerbacija HOBP predstavlja pojavu
pogorsanja simptoma, koji su najéesée povezani sa pojac¢anom inflamacijom u disajnim putevima
[13]. Glavni simptomi egzacerbacije su pojacana dispneja, gnojni sputum i kasalj, kao i pojacano
§iStanje i uobi¢ajeni simptomi prehlade [14]. Ceste egzacerbacije snizavaju kvalitet Zivota, zahtevaju
povremenu hospitalizaciju pacijenta, dovode do brze progresije bolesti.

Komorbiditeti, kao sto su koronarna arterijska bolest, aritmija, ukljuc¢ujuci tahikardiju, hipertenzija i
kongestivna bolest srca mogu da uti¢u na povecan rizik od smrtnosti kod pacijenata od HOBP.
Pacijenti sa HOBP su u poveéanom riziku od pojave kancera pluca, depresije i anksioznosti,
metaboli¢kog sindroma i osteoporoze [15].

1.2 Patogeneza HOBP

Glavne fizioloske promene prisutne u donjim disajnim putevima tokom HOBP nastaju usled
inflamacije i oksidativnog stresa, izazvanim udruzenim delovanjem faktora domacina i faktora
sredine.

1.2.1. Hroni¢na inflamacija u HOBP

Glavnu ulogu u patofiziologiji HOBP ima hroni¢na inflamacija u disajnim putevima, koja doprinosi
poveéanoj mukosekreciji, stenozi manjih disajnih puteva i nastanku emfizema [16]. Hroni¢na
inflamacija ima za posledicu fibrozu vazdusnih puteva i moguce povecanje koli¢ine glatkih misica,
bilo direktno kao rezultat inflamacije ili indirektno zbog hroni¢no povecanog miSi¢nog tonusa.
Ovakva promena, povecavaju¢i debljinu zida vazduSnih puteva, dovodi do suzenja lumena i
povecanja otpora pri kretanju vazduha. Istovremeno, inflamacija igra bitnu ulogu u destrukeiji
alveolarnih zidova. Ovo dovodi do povecanja otpora pri kretanju vazduha, usled deformacije i
smanjivanja dijametra vazdusnih puteva [17]. lako su inflamatorne promene dominantne u perifernim
disajnim putevima i pluénom parenhimu, inflamacija je prisutna i u ve¢im disajnim putevima.

Hroni¢na inhalacija Stetnih agenasa dovodi do odgovora urodenog imunog sistema aktiviranjem Toll-
like receptora, Sto rezultuje oslobadanjem povecanog broja neutrofila i makrofaga. Makrofagi
oslobadaju neutrofilne hemotaksi¢ne faktore, poput leukotriena B4 i interleukina-8. Aktivirani
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makrofagi, zajedno sa neutrofilima, oslobadaju proteinaze i dovode do hipersekrecije mukusa.
Epitelne c¢elije oslobadaju pro-inflammatorni citokin faktor nekroze tumora  (eng. Tumor necrosis
factor beta, TNF-B), koji ima ulogu u peribronhionalnoj fibrozi malih disajnih puteva, direktno ili
putem oslobadanja faktora rasta vezivnog tkiva [18]. Elastin je bitna komponenta ekstracelularnog
matriksa pluca, koja obezbeduje integritet plu¢nog parenhima i malih vazdusnih puteva. Disbalans
izmedu elastaze i antielastaze u korist elastaze, povecava osetljivost plu¢a na destrukciju, koja dovodi
do razgradnje elastina i uvecavanja vazdusnog prostora. Katepsini i proteaze poreklom iz neutrofila,
makrofaga i epitelnih ¢elija razlazu elastin i razaraju vezivno tkivo plu¢nog parenhima. Citotoksicne
T Celije oslobadaju faktor nekroze tumora a (eng. Tumor necrosis factor alpha, TNF-a) i perforine
koji uniStavaju epitelne ¢Celije zida alveola [19].

Neutrofili su poviseni u sputumu pacijenata sa HOBP i koreliraju sa tezinom bolesti [20]. Inverzni
odnos izmedu cirkuliSu¢ih neutrofila i vrednosti FEV1 je prisutan kod HOBP [21]. Matriks
metaloproteinaze (MMP9 i MMP12) poreklom iz inflamatornih ¢éelija, posebno makrofaga, pokazuju
elastoliznu aktivnost u pluénom parenhimu pacijenata sa emfizemom. Mnogi inflamatorni medijatori,
prisutni u plu¢ima pacijenata sa HOBP, su regulisani aktivacijom proinflamatornih transkripcionih
faktora, poput NF-kapaB i mitogenom aktivirane protein kinaze (MAPKS), posebno p38 MAPK [22].

Aktivacija stecenog imunog odgovora se deSava kasnije i za posledicu ima oslobadanje T limfocita i
B limfocita. U HOBP je uocen povecan broj CD8+ citotoksi¢nih T ¢elija i CD4+ T helper celija.
Limfociti formiraju limfoidne ¢vorove, u kojima T ¢elije okruzuju B ¢elije, a koji mogu da aktiviraju
i povecaju broj dendriti¢nih Celija [23]. Dendriti¢ne Celije formiraju mrezu u gornjem sloju pluénog
epitela i prepoznaju Stetni antigen. Mogu da aktiviraju ¢elije imunog sistema, prevenstveno Thl i Th2
limfocite [24]. Ove ¢elije povezuju aktivnosti stecenog i urodenog imuniteta [25]. Kod pacijenata sa
tezim oblicima bolesti, iz limfoidnih folikula koje sacinjava povecan broj B ¢elija okruzenih T
¢elijama, moze se produkovati IgE, obi¢no usled kolonizacije bakterijama ili latentne virusne
infekcije u disajnim putevima [23]. Celije CD8+ T su brojnije u odnosu na CD4+ T u disajnim
putevima i pluénom parenhimu pacijenata sa HOBP [26]. Tip 1 citotoksi¢nih CD8"+ T ¢elija (Tcl)
oslobada granzim B i perforine, koji su prisutni u vecoj koli¢ini u sputumu pacijenata sa HOBP nego
zdravih ljudi koji su isto puSaci, a mogu da indukuju apoptozu pneumocita tipa 1 i doprinesu razvoju
emfizema [27] i rad [28]. Broj CD4+ helper 17, koji produkuju IL-17, takode su poveéane u plu¢ima
i doprinose razvoju inflamacije [29].

Perzistentna sistemska inflamacija dovodi do ubrzanog propadanja pluéne funkcije, egzacerbacije
bolesti i mortaliteta [18].

1.2.2. Oksidativni stres u HOBP

Razvoju i progresiji inflamacije u HOBP doprinosi narusavanje ravnoteze izmedu antioksidantne
zastite pluca i oksidativnog stresa.

Oksidativni stres kod pacijenata sa HOBP posledica je povecane koli¢ine oksidanata, poreklom iz
spoljasnje sredine unetih u organizam inhalatornim putem (Slika 1.), kao §to su zagaden vazduh i dim
cigareta, kao i slobodnih kiseoni¢nih i azotnih radikala oslobodenih iz leukocita i makrofaga, usled
inflamatornih procesa u plu¢ima. Slobodni radikali su vrlo nestabilna jedinjenja sa nesparenim
elektronima, koji lako zapocinju oksidaciju i oste¢uju DNK, lipide, ugljene hidrate i proteine, Sto
doprinosi progresiji inflamacije [30].
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Slika 1. Sematski prikaz uticaja udahnutih oksidanasa na organizam (preuzeto i adaptirano iz van
Eden & Sin 2013) [30].

Pluca su zasticena od Stetnog okruZenja tecnim zastitnim slojem koji prekriva mukozu alveola, malih
i velikih disajnih puteva, a sadrzi nekoliko antioksidanata, poput askorbinske kiseline (vitamin C),
alfa tokoferola (vitamnin E) i mokra¢ne Kiseline. Ve¢i molekuli, poput albumina i mucina, mogu
takode imati antioksidantni potencijal preko sulthidrilnih grupa. Istrazivanja pokazuju vezu izmedu
sniZenog nivoa antioksidanata, alfa-tokoferola i askorbinske kiseline, i propadanja plu¢ne funkcije
kod HOBP [31].

Reaktivni slobodni radikali nastaju brojnim mehanizmima. Superoksidni anjon (O2") nastaje iz
NADPH (redukovani nikotinamid-dinukleotid fosfat) i kiseonika dejstvom NADPH-oksidaze, sto je
prikazano u reakciji (1). Potom se Oz konvertuje u H2O2 delovanjem superoksid-dismutaze, kao u
reakciji (2). Nastali vodonik-peroksid se razlaze na vodu i kiseonik (O2) u prisustvu katalaze, sto je
prikazano u jedna&ini (3). U prisustvu slobodnog gvozda superoksidni anjon O2" i vodonik-peroksid
formiraju visokoreaktivni hidroksilni radikal (OH"), prikazano u reakciji (4). Reakcija (5) prikazuje
kako superoksidni anjon (O2") u reakciji sa azot monoksidom (NO), dovodi do stvaranja reaktivnih
peroksinitrita (ONOO-).

(1) 202+ NADPH — 202 + NADP* +H*
(2) 207 +2H* — H;02+ 02

(3) H202— 02+ H0

(4) Fe** + H0, — Fe* + HO +HO

(5) NO+ 02 — OONO

Oksidativni stres dovodi do neenzimske oksidacije arahidonske kiseline i formiranja serije
prostanoidnih medijatora, zvanih izoprostani, koji ispoljavaju znacajne funkcionalne promene,
ukljuéujuci bronhokonstrikciju i pojavu eksudata [18, 32].

Slobodni radikali izazivaju lipidnu peroksidaciju, pri ¢emu se oslobada karbonilni produkt
malondialdehid (MDA), koji ima sposobnost da stimuli$e plué¢nu inflamaciju [30]. Pacijenti sa HOBP
imaju povisen nivo MDA u perifernoj cirkulaciji, koji je u korelaciji sa progresijom bolesti [33].
Najrasprostranjeniji oblik oksidativnog oStec¢enja proteina je proteinska karbonilacija. Karbonilacija
proteina dovodi do modifikacije funkcije proteina, ometanja normalne ¢elijske funkcije i fizioloskih
procesa. Kada su izlozene karbonilnom stresu, epitelne celije respiratornog trakta indukuju stvaranje
slobodnih radikala [31]. Karbonilni derivati, aldehidi i ketoni, nastaju reakcijom oksidanasa sa
lizinom, argininom, prolinom 1 treoninom iz proteinskih bo¢nih lanaca. Direktnom reakcijom proteina
i kiseoni¢nih radikala mogu se formirati peptidni fragmenti, koji sadrze visoko reaktivne karbonilne
grupe. Proteini, koji sadrze reaktivne karbonilne grupe, takode se mogu formirati sekundarnom
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reakcijom proteinskih rezidua lizina sa redukujuc¢im Secerima ili njithovim oksidativnim produktima.
Pored toga, karbonilni derivati u proteinskoj strukturi mogu biti proizvod reakcije lizina, cisteina ili
histidina sa nezasi¢enim aldehidima, koji su nastali peroksidacijom polinezasi¢enih masnih kiselina.
Za procenu nivoa oksidantima posredovanog oste¢enja proteina kod pacijenata sa HOBP, moze se
ispitivati prisustvo uznapredovalih produkata oksidacije proteina (eng. advanced oxidation protein
products, AOPP) [33, 34]. Tioli, klasa jedinjenja koja sadrze sulfhidrilnu grupu (-SH), uglavnom su
u plazmi prisutni u okviru proteina ili tiolnih jedinjenja male molekulske mase poput cisteina,
glutationa (GSH), y-glutamil-cisteina, metionina, i predstavljaju klju¢ne faktore u redoks osetljivim
reakcijama. Tioli podlezu oksidativnim procesima u prisustvu oksidanasa, pri ¢emu nastaju brojni
produkti, kao §to su disulfidi. Oni se mogu redukovati nazad u tiole, u prisustvu odgovarajucih
reduktaza [33].

Posledica prisustva slobodnih radikala je aktivacija razlicitih signalnih puteva u ¢eliji, kao §to su
MAP kinaze, koje povecavaju ekspresiju gena faktora odgovornih za proinflamatorne, proapopti¢ne
i antiproliferativne odgovore [35]. Nuklearni faktor Nrf2 (eng. nuclear factor-erythroid2-related
factor2), transkripcioni faktor prvenstveno zastupljen u plué¢nom epitelu i alveolarnim makrofagima,
ima ulogu u aktivaciji gena koji uéestvuju u zastiti od oksidativnog stresa. Pacijenti sa HOBP mogu
imati smanjenu ekspresiju hemoksigenaze 1 i katalaze, komponenti antioksidantnog odgovora Nrf2,
kao i smanjenu koli¢inu citohrom c¢ oksidaze, koja je mitohondrijalni antioksidativni enzim [36, 37].

Glutation peroksidaza redukuje H202 u H20, pri ¢emu se glutation oksiduje kao u reakciji (6).
Redukcija oksidovanog oblika GSSG je katalizovana glutation-reduktazom kroz glutationski ciklus,
kao $to je prikazano u reakciji (7). Upravo sposobnost obnavljanja redukovanog oblika GSH, ¢ini
glutationski ciklus klju¢nim u antioksidantnoj odbrani ¢elije i sprecava troSenje ¢elijskih tiola [35].

(6) H202+2GSH — GSSG + 2H,0
(7) GSSG + NADPH + H* — 2GSH + NADP*

Nivo glutationa je snizen oko bronhijalnog epitela u alveloarnim makrofagima, kod pusaca i
pacijenata sa HOBP [38] dok je oksidovani oblik ovog enzima GSSG povisen u sputumu pacijenata
[39]. Transformisuci faktor rasta B (eng. transforming growth factor-g, TGF B) je povisen kod
pacijenata sa HOBP i inhibira ekspresiju antioksidantnih enzima, katalaze i superoksid dismutaze 2
(SOD2) u glatkim misi¢nim Celijama disajnih puteva [40]. Ceruloplazmin je znacajan antioksidant iz
plazme i znacajno je povisen kod HOBP [41, 42].

Oksidativni stres dovodi do oSte¢enja DNK, pri ¢emu mehanizmi popravke oSteCenja DNK na
dvostrukoj spirali u HOBP mogu biti nefunkcionalni, sto doprinosi razvoju kancera pluca [43].
Znacajan marker za procenu oksidativnog ostecenja DNK je 8-0kso-7,8-dihidro-2'-deoksiguanozin
(8-0ksodG).

1.2.3. Uloga starenja plu¢a u HOBP

Kako je hroni¢na opstruktivna bolest pluca prvenstveno prisutna u starijoj populaciji, postoje podaci
koji ukazuju da je emfizem uzrokovan upravo ubrzanim starenjem plu¢nog parenhima, koji ima
oslabljene mehanizme oporavka organizma, poput onih koji ukljucuju aktivnost sirtuina (SIRTS) [44].
Incidenca hroni¢nih bolesti, poput HOBP, raste sa godinama kada je i znacajano prisutna akumulacija
¢elijskih oStecenja [45]. Starenje pluca se karakteriSe fizioloskim i strukturalnim promenama.
Karakteristike starenja pluc¢a prisutne u HOBP su opadanje pluéne funkcije, smanjenje
mukocilijarnog klirensa, opadanje nivoa antioksidanata, staracki emfizem i promenjeni proteini
ekstracelularnog matriksa. Mutacije u genima odgovorne za skracenje telomera, glavnog znaka
starenja, povezane su sa teSkim oblicima emfizema [46]. Starenje ¢elija i smanjena aktivnost SIRT1
utvrdena je u cirkuliSu¢im endotelnim progenitorskim ¢elijama kod pacijenata sa HOBP [47].
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Tokom starenja takode slabi autofagija, sposobnost ¢elija da uklanjaju ostecene celijske komponente
i razgradene unutarcelijske makromolekule [45]. Potvrdena je defektna autofagija u alveolarnim
makrofagima i kod pusaca [48]. Dosadasnja ispitivanja ukazuju na postojanje defektivne autofagije i
akumulacije autofagozoma kod pacijenata sa HOBP, koje vode brzem starenju i smrti ¢éelija [49].
Prema pojedinim studijama ucestalost HOBP je 2-3 puta veca kod osoba starijih od 60 godina u
odnosu na mlade [50, 51, 52].

1.3. Faktori rizika za pojavu i razvoj HOBP

Razvoj HOBP je posledica udruzenog dejstva vise faktora, koji se mogu podeliti na egzogene i
endogene. Egzogeni faktori rizika su duvanski dim, zagadenje vazduha u zatvorenom prostoru,
profesionalna izlozenost Stetnim agensima, zagadenje vazduha na otvorenom, socioekonomski status.
Endogeni faktori su, prema GOLD [1] genetic¢ki faktori, godine i pol, poremecaj u rastu i razvi¢u
pluca, infekcije, astma i1 hroni¢ni bronbhitis.

1.3.1. Egzogeni faktori rizika: zagadenja iz spoljne sredine

Zagadenja poreklom iz spoljne sredine imaju uticaj na razvoj pluénih bolesti, kao i egzacerbaciju i
smrtnost kod HOBP (Slika 2.). Klju¢ni zagadivaci su sumpor-dioksid, azot-dioksid, ozon i PM
atmosferske Cestice (eng. particulate matter, PM). Glavni izvori zagadenja vazduha su izduvni gasovi
motornih vozila, industrije i elektrana. Najvise proucavana atmosferska Cestica, pre¢nika manjeg od
2,5 um je PM 2.5 koju ¢ine suspendovani metali, hemijska jedinjenja i organski ugljenik [53].
Izlaganje teskim metalima, poput olova i kadmijuma, predstavljaju faktore rizika za pojavu HOBP,
dok izlaganje radonu povecava mortalitet kod pacijenata sa HOBP [54, 55].

Profesionalana izlaganja parama, prasini, gasovima 1 isparenjima su dodatni faktori rizika za pojavu
HOBP, sa uticajem na prognozu HOBP [56].

Zagadenje vazduha u zatvorenom prostoru poti¢e od sagorevanja biomase za potrebe kuvanja ili
grejanja. Ovo je od posebnog znacaja u zemljama u razvoju kod osoba Zenskog pola, koje su ¢esto i
dugo izlozene ovim agensima. Dim koji se emituje pri sagorevanju biomase sadrzi PM, ugljen-
monoksid, sumpor-dioksid, formaldehid i policikli¢na organska jedinjenja [53, 57].

P
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Slika 2. Faktori rizika za hroni¢nu opstruktivnu bolest pluc¢a poreklom iz Zivotne sredine (preuzeto i

adaptirano iz Kim & Lee 2017) [53].
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1.3.1.1. Pusenje kao faktor rizika za razvoj HOBP

Upotreba duvana je uzrok smrti preko 8 miliona ljudi godisnje. Vise od 7 miliona ovih smrtnih ishoda
direktna je posledica dejstva pusenja, dok kod oko 1,3 miliona uzrok smrti je pasivno izlaganje
duvanskom dimu. Pasivno puSenje uzrokuje ozbiljna kardiovaskularna i respiratorna oboljenja,
ukljucujuéi koronarnu bolest srca i rak pluca [58].

Dim cigarete sadrzi viSe od 7300 hemijskih sastojaka distribuiranih u gasnoj komponenti i katranu,
medu kojima su mnoge potentni karcinogeni. U Stetne komponente se ubrajaju ugljovodoni¢na
jedinjenja, prvenstveno izopren, benzen i benzo[a]piren. Znacajne toksi¢ne komponente poreklom iz
cigarete su nikotin, ugljen monoksid, oksidi azota, cijanovodonik, nitrozamini i teski metali sa
prooksidantnim potencijalom poput arsena, kadmijuma, hroma, gvozda, zive, olova, nikla,
vanadijuma. Visoko reaktivni slobodni radikali nalaze se u gasnoj fazi u koli¢ini 10*® po udahu i u
katranskoj fazi 101"/gram. KratkoZive¢i slobodni radikali iz gasne faze stvaraju se u reakciji azotovih
oksida sa razli¢itim ugljovodonicima i kiseonikom, pri Cemu nastaju kiseoni¢ni radikali,
peroksinitratni i peroksinitritni estri. Glavni slobodni radikali u katranskoj fazi su dugoziveci
semikvinoni, koji u reakciji sa kiseonikom daju visokotoksi¢ne reaktivne kiseoni¢ne vrste [59].

lako se pusenje smatra glavnim predisponiraju¢im faktorom za razvoj HOBP, procena je da ne vise
od 30-50% pusaca oboli od ove bolesti, $to ukazuje da znacajan doprinos imaju drugi faktori
okruzenja i geneticki faktori [60].

Postoji vise mehanizama koji su ukljuCeni u proces zastite plu¢a od dejstva Stetnih agenasa iz
spoljasnje sredine. Nizi disajni putevi su zaSti¢eni od inhalacije Stetnih gasova i1 Cestica pomocu
mukocilijarnog transporta i refleksa kaslja, koji Giste povrsinu disajnih puteva. Cvrste meducelijske
veze (eng. tight junction), prisutne izmedu proteina dveju membrana epitelnih ¢elija, obezbeduju
selektivnu propustljivost i predstavljaju fizicku barijeru [61]. Usled izlaganja respiratornog sistema
zagadenom okruzenju, mukocilijarni klirens opada, produkcija mukusa raste i epitelna barijera
postaje ostecena. Epitelne celije i monociti/makrofagi odgovaraju na ovakve agense oslobadanjem
mnogobrojnih citokina i hemokina, koji kontroliSu migriranje ¢elija urodenog imuniteta u oste¢eno
tkivo [62]. Duvanski dim dovodi do slabljenja antioksidativne zastite ireverzibilnom modifikacijom
glutationa (GSH) i drugih redoks-osetljivih signalnih proteina i transkripcionih faktora poput Nrf2
(eng. nuclear factor erythroid 2—related factor 2), koji je dominantno prisutan u epitelu i alveolarnim
makrofagima [30].

Pusaci sa normalnom funkcijom pluc¢a imaju povecan nivo inflamacije u disajnim putevima, dok je
ona znacajno izraZenija kod pacijenata sa HOBP, posebno u fazi akutne egzacerbacije. Pojaan
inflamatorni odgovor se moZe objasniti redukovanom ekspresijom histon deacetilaze 2 (HDAC2) u
¢elijjama makrofaga i endotelnim ¢elijama pluca, Sto rezultuje aktivacijom mnogih inflamatornih gena
[63]. Pasivno izlaganje duvanskom dimu takode, doprinosi razvoju HOBP, usled optereéenja pluca
Stetnim Cesticama i gasovima [64]. Pasivno puSenje ima nepovoljan uticaj na ishod HOBP, posebno
kod gojaznih osoba. Boravak u prostoru sa pusacima pogorsava respiratorne simptome i povecava
rizik od teSke egzacerbacije [65]. Stetni efekti pusenja su dozno i vremenski zavisni, §to se
manifestuje kroz razliit stepen ostec¢enja pluca pri akutnom, subakutnom i hroni¢nom izlaganju [66].
Prekid pusenja moZe da smanji napredovanje inflamacije i razvoj HOBP, dok i povremeni prekidi u
konzumiranju cigareta doprinose smanjenju simptoma poremecaja plué¢ne funkcije [67]. Alveolarno-
kapilarna barijera, koju ¢ine zid alveolarnog epitela i endotelnih Celija, a sluzi za razmenu Oz i COy,
ne predstavlja samo pasivnu barijeru, ve¢ moZe posredovati u razvoju akutne i hroni¢ne inflamacije
[66]. Gubitak celijskih veza i oSteCenja pluénog endotela su mikroskopski potvrdeni kod pusaca
obolelih od HOBP [68]. Biopsija bronhija iz centralnih disajnih puteva pokazuje da pusaci imaju
hroni¢ne inflamatorne promene, sa pove¢anim brojem inflamatornih ¢elija u razli¢itim delovima
pluca, kao i strukturne promene [60].



1.3.2 Endogeni faktori rizika: geneticki faktori

U endogene faktore rizika za nastanak HOBP spadaju geneticki faktori, pol i starost. Njihov uticaj
zavisi od interakcije sa sredinskim faktorima.

1.3.2.1. Geneticki faktori rizika

Najznacaniji i u brojnim studijama dokazani geneticki faktor rizika za pojavu HOBP je urodena
deficijencija alfa-1-antitripsina (eng. Alpha-1 antitrypsin deficiency, AATD). Zastita plu¢nog
parenhima od razornog delovanja elastaze iz neutrofila (NE) posebno je oslabljena usled niskih
koncentracija AAT u cirkulaciji, koje su karakteristicne za ovo nasledno oboljenje. Povezanost
izmedu urodenog deficita AAT i rane pojave emfizema, kod osoba mladih oneutrofilad 50 godina,
prvi put su opisali Laurell i Eriksson, 1963. godine [69]. Oko 1% pacijenata sa HOBP su nosioci
deficijentnih varijanti AAT [70]. Takode, sistemska analiza studija koje su obuhvatale evropsku
populaciju pokazuje da homozigotni nosioci deficijentnih alela za AAT c¢ine svega 0,12% obolelih
od HOBP [71]. Smatra se da koncentracija AAT od 0,6 g/L (11mM) ili niZa predstavlja rizik za
oSte¢enje pluca, usled neadekvatne antielastazne zastite [72]. Od znacaja za pojavu HOBP je alfa-1-
antihimotripsin, takode inhibitor serin proteza i reaktant akutne faze [73]. Studije pokazuju da je
njegova deficijencija povezana sa pojavom astme u decijem uzrastu, kao i pojavu HOBP [74, 75, 76].
Vitamin D-vezujuci protein, koji pored vitamina D ima sposobnost da vezuje ekstracelularni aktin i
endotoksin, takode pokazuje uticaj na intenzitet inflamatornih reakcija [77, 78]. Kako je vitamin D-
vezujuéi protein kodiran polimorfnim genom, pojedina istrazivanja su pokazala znacajnu razliku u
frekvenci odredenih genotipova kod HOBP pacijenata i zdravih [79]. Takode, geneticki faktor rizik
za pojavu kancera plu¢a i HOBP predstavlja mutacija u genu CYPAL, koji kodira enzim citohrom
P450A1. Mutacija se odigrava na egzonu 7, $to za posledicu ima zamenu aminokiseline izoleucin
valinom na poziciji 462 u proteinu. Ovom promenom aktivnost enzima se duplo uvecéava, $to se
dovodi u vezu sa sklono$¢u za razvoj emfizema i kancera pluca [80, 81]. P4A50A1 ima ulogu u prvoj
fazi metabolizma i moze dovesti do aktivacije prokancerogena i ksenobiotika.

Uloga urodene deficijencije imunoglobulina A (IgA) i imunoglobulina G (IgG) u etioloiji HOBP,
pokazana je u nekoliko studija. Nedostatak ova dva imunoglobulina doveden je u vezu sa
poremec¢enom funkcijom pluca [82]. U jednom od istrazivanja pokazana je pozitivna korelacija
izmedu IgG2 i FEV1 [83].

1.4. Alfa-1-antitripsin

1.4.1. Uloga i znacaj alfa-1-antitripsina u zaStiti pluca

Alfa-1-antitripsin (AAT) je glavni inhibitor serin proteaza u cirkulaciji i pripada velikoj familiji
inhibitora serin proteaza, pod nazivom serpini (eng. Serine Protease Inhibitors, Serpins) [84]. AAT
je glikoprotein, molekulske mase 52 kDa i kodiran je SERPINAL genom (serin proteaza inhibitor,
grupa A, ¢lan 1) [85]. Superfamiliji SERPINA pripadaju strukturno sli¢ni proteini, koji kontrolisu
procese koagulacije krvi, fibrinolize, inflamacije i programirane ¢elijske smrti [86].

Primarna funkcija AAT je da inhibira neutrofilnu elastazu u donjem respiratornom traktu i stiti plu¢ni
parenhim od destrukcije, dok u manjoj meri inhibira i druge proteaze, poput katepsina G i proteinaze
3, koje su smesStene u primarnim azurofilnim granulama polimorfonuklearanih neutrofila [84].
Proteaze predstavljaju prvu liniju odbrane od infekcija i imaju ulogu u zastiti plu¢a putem imunog
odgovora ucestvujuci u intracelularnoj razgradnji fagocitovanih mikroorganizama. Medutim, usled
akumulacije i aktivacije neutrofila dolazi do poveéanog oslobadanja serin proteaza, §to dovodi do
ostecenja plu¢nog tkiva [87].



Primarno mesto sinteze AAT su hepatocti, a u manjim koli¢inama sinteza se odvija u monocitima,
makrofagima, alveolarnim c¢elijama i intestinalnom epitelu [88]. Naziv AAT poti¢e od njegove
sposobnosti da inhibira pankreasni tripsin in vitro. AAT je najrasprostranjeniji inhibitor serin proteaza
u cirkulaciji ¢ija je koncentracija kod zdravih osoba izmedu 1,2 12,0 g/L, a poluzivot u cirkulaciji mu
je 5 dana [89]. S obzirom da je AAT rani reaktant akutne faze, njegov nivo u serumu se povecava 2-
5 puta tokom inflamacije, infekcije, kancera i drugih stanja kao npr. u trudno¢i [72]. Pokazano je da
AAT ima antiinflamatorne osobine, nezavisno od njegove antiprotezane aktivnosti i da utice na brojne
¢elije, ukljucujuéi B-Celije pankreasa [90], B limfocite [91], mast ¢elije [92] | makrofage [93]. AAT
je ukljuCen u celijske procese poput endotelne celijske apoptoze, neutrofilne hemotakse i
fibroblastima posredovane ekspresije citokina [94, 92]. Ekspresija AAT u jetri je pod kontrolom
citokina, poput interleukina 1, TNF B i interleukina 6 [95].

1.4.2. Struktura alfa-1-antitripsina i znacaj aktivnog centra

SERPINAL gen, koji kodira AAT, smesten je na duzem kraku humanog hromozoma 14 (14p32.1).
Sastoji se iz Sest introna i sedam egzona. Egzoni su numerisani kao IA, IB, IC, II, III, IV 1 V.
Promotorni regioni za makrofage i monocite nalaze se u egzonima lA i 1B, dok je IC promotor aktivan
u hepatocitima. U procesu transkripcije SERPINAL gena nastaje pre-informaciona RNK, koja prolazi
proces dalje obrade, translatira se u protein koji se sastoji od 394 amino kiselina [96].

AAT je po strukturi glikoprotein koji sadrzi jedan slobodni cisteinski ostatak na poziciji 232, kao i tri
slobodna asparaginom-vezana ugljenohidratna lanca na pozicijama 46, 83 i 247 (Slika 3.). Protein
sacinjavaju devet a-heliksa koji se oznacavaju od A do I, tri B-ploc¢e oznacenih od A do C i aktivni
centar (eng. Reactive Center Loop, RCL) na poziciji Met358-Ser359, odgovoran za antiproteaznu
aktivnost. Primenom kristalografije pokazano je da je AAT visoko organizovani globularni protein

(Slika 3).
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Slika 3. Sematski prikaz 3D strukture AAT. Struktura 9 o-heliksa je prikazana ljubi¢astom bojom i 3
B-ploce, plavom bojom. (Preuzeto i adaptirano iz Janciauskiene et al. 2018) [97].

Hemijska veza koja se ostvaruje u reakciji izmedu proteaza i antiproteaza je nekovalentna [98]. AAT
vezuje neutrofilnu elastazu u odnosu 1:1 sa konstantom asocijacije 10’ M?s? [99]. Reakcija
formiranja kompleksa AAT-proteaza je pracena raskidanjem veza u aktivnhom centru AAT i
ireverzibilnom konformacionom promenom u inaktivan kompleks. Veza se formira izmedu
karboksilne grupe aktivnog mesta inhibitora serin proteaze, tj. AAT, i hidroksilne grupe iz
aminokiseline serin iz proteaze. Nastali neaktivni kompleks izmedu inhibitora serin proteaze i
proteaze je visoko stabilan [86]. Kompleks koji se formira izmedu AAT i elastaze ili neke druge
serin proteaze se brze kataboliSe nego nativni AAT, a katabolizam se odvija prvenstveno u ¢elijama
jetre. Na povrsini celija jetre i makrofaga smesten je receptor za serpin-enzim kompleks koji
posreduje u endocitozi. Kompleks AAT sa elastazom mozZe biti preuzet preko multifunkcionalnog
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LRP receptora (eng. low-density lipoprotein receptor related protein, LRP) koji je ukljucen u
preuzimanje i razgradnju plazma lipoproteina, proteaza i inhibitora proteaza [100]. Vezivanjem za
ovaj receptor, aktivira se put signalne transdukcije za povecanu sintezu AAT ¢ime se obezbeduje
regulacija sinteze AAT zavisna od njegove funkcionalne aktivnosti [101].

1.4.3. Polimorfizam alfa-1-antitripsina

AAT je kodiran visokopolimorfnim genom, koji kodira protein sa preko 120 otkrivenih alelskih
varijanti, a nasledivanje je kodominantno [102]. Vecina varijanti su posledica tackastih mutacija, koje
dovode do supstitucije amino kiselina, pri ¢emu se ovakva promena odrazava na elektroforetsku
pokretljivost [103].

Proteinske varijante AAT su klasifikovane na osnovu elektroforetske mobilnosti, abecednim redom,
u Pi klasifikacionom sistemu (eng. Protease Inhibitor, Pi), gde je PiZ varijanta najsporija (najbliza je
katodi). Brzina kretanja varijanti AAT zavisi od naelektrisanja proteina koje se razlikuje zavisno od
aminokiselinskog sastava. Naj¢es¢i oblici AAT su F (fast-brz), M (medium-srednji), S (slow-spor) i
Z (very slow-vrlo spor) [104]. Izoelektrofokusiranjem ovog proteina (izoelektri¢na tacka proteina je
pl 4,8), pri uskom opsegu pH gradijenta, na poliakrilamidnom gelu (4,2-4,9) moguce je identifikovati
veliki broj AAT proteinskih varijanti. Prema koncentraciji u serumu i funkcionalnosti, AAT varijante
se oznacavaju kao normalne, deficijentne, null i disfunkcionalne [72]. Najzastupljenija varijanta u
populaciji bele rase, “wild type” je PiM (95%), sa najces¢im subtipovima M1 (Ala213Val), M2
(ArglO1His) i M3 (Glu376Asp) i karakteriSe se normalnom koncentracijom AAT u serumu [105,
106].

Klini¢ki znacajne varijante AAT su deficijentne, disfunkcionalne i null varijante. Najéesce
deficijentne varijante, Z (Glu342Lys) i S (Glu264Val), su posledica tackastih mutacija i karakterisu
se redukovanim nivoom AAT u serumu [103]. Deficijencija AAT (AATD) se najéesce javlja kod
PiZZ homozigota (Glu342Lys), sa nivoom cirkuliSu¢eg AAT, svega 15% u odnosu na normalan nivo
kod PiMM varijanti [107], dok je kod PiMZ heterozigota prisutho oko 50% od normalne
koncentracije AAT [108]. Povezanost izmedu urodenog deficita AAT i rane pojave emfizema, kod
osoba mladih od 50 godina, prvi put su opisali Laurell 1 Eriksson, 1963. godine, kada je uoc¢en pad
elektroforetske frakcije AAT, kao glavne globulinske frakcije humanog seruma [69].

Z varijanta AAT pokazuje tendenciju da tokom post-translacionih modifikacija u endoplazmati¢nom
retikulumu hepatocita formira polimere. Konformacione promene novosintetisanog AAT nastaju
usled nestabilnosti centralne B-ploce, Sto rezultuje njenim otvaranjem i povezivanjem sa reaktivnom
centralnom petljom drugog molekula AAT (mehanizam loop-sheet polimerizacija), formirajuci
najpre dimere, a potom i polimere (Slika 4.) [109, 110]. Ukoliko se prevazide kapacitet degradacije i
uklanjanja polimera putem ubikvitin-proteaznog sistema u endoplazmati¢nom retikulumu (eng. ER-
associated degradation, ERAD), dolazi do njihovog nakupljanja i formiranja citotoksi¢énih PAS
pozitivnih inkluzija (eng. periodic acid-Schiff-stain positive inclusions) koje oStecuju hepatocite
[111, 112]. Nakupljanje polimera AAT u hepatocitima moze dovesti do teskih bolesti jetre, najcesce
u pedijatrijskoj populaciji, ali i kod adultne populacije [113, 114, 115]. Prisustvo ekstarcelularnih
polimera u plu¢ima moZe izazvati proinflamatorni efekat, Sto sa istovremenim opadanjem
antiproteazne zastite doprinosi sklonosti rane pojave i progresije emfizema kod PiZZ homozigota
[116, 117].
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Slika 4. Polimerizacija alfa-1-antitripsina; M-osnovna struktura AAT, M*-intermedijalni proizvod,
D-dimer AAT, P-polimer AAT. B-ploca-zelena boja, reaktivna centralna petlja-crvena boja. (Preuzeto
iz Gholami & Hamzehloe 2013) [118].

Prisustvo S varijante, za razliku od Z, uzrokuje blazu deficijenciju AAT u cirkulaciji, koja iznosi 50-
60% od normalne vrednosti [102]. Varijanta S je posledica aminokiselinske zamene Glu264 sa
Val264, koja dovodi do blage promene u tercijarnoj strukturi, pri ¢emu ovakav protein podleze u
manjoj meri intracelularnoj proteolizi [119]. Poluzivot S varijante AAT u cirkulaciji je normalan, dok
je konstanta brzine asocijacije sa elastazom neutrofila blizu normalne vrednosti [120, 121].

Prema epidemioloskoj studiji koja je obuhvatila podatke iz 97 zemalja, ucestalost AATD fenotipova
u svetskoj populaciji je 3,6%. Ucestalost pojedinacnih deficijentnih fenitipova u odnosu na celokupan
broj osoba sa AATD u svetu je za PI*ZZ 0,1%, PI*SZ 0,7%, PI1*SS 2,1%, PI*MZ 22,3% i za Pi*MS
74,8% [108]. Deficijentne varijante, u koje spadaju PiMwmaton, PiMwmineraispring, Mprocida, PLowell, SU retko
zastupljene, a ucestalost kod Evropljana je niza od 0,01% [102].

Null varijante, poput PiMueerien | PIQOLishon SU USlOVIjene prevremenom pozicijom stop kodona, usled
delecije nukleotida, insercije ili non-sense mutacije. Kod nosilaca ovakvih mutacija, koncentracija
AAT nije detektibilna, §to povecava rizik za rani razvoj pluénog emfizema [122]. Disfunkcionalne
varijante AAT, iako se sintetiSu u normalnin koli¢inama, pokazuju abnormalne funkcije AAT, kao
npr. smanjeno vezivanje PiF varijante za neutrofilnu elastazu usled konformacionih promena [123]
ili Pipittsourgh varijanta sa potpuno izmenjenom biolo§kom funkcijom inhibitora trombina [124]. Prema
studiji sprovedenoj u Srbiji, u kojoj je ucestvovalo 50 ispitanika, potvrdeno je prisustvo dva retka
genotipa kod dva u¢esnika, ZMmaiton kod jednog i ZQO0amersfoort [125].

F varijanta nastaje zamenom arginina cisteinom na poziciji 223. Za razliku od M varijante, gde arginin
na poziciji 223 stvara elektrostaticke interakcije sa bo¢nim lancem glutamata na poziciji 354 u
aktivnom centru AAT molekula, kod F varijante ova interakcija je onemogucéena [126]. Na ovaj nacin
dolazi do konformacionih promena u strukturi F varijante AAT, §to je verovatni uzrok opadanja
konstante asocijacije AAT za neutrofilnu-elastazu. Serumska koncentracija i funkcija F varijante
AAT je blizu 80 % u odnosu na normalnu M varijantu [123, 127]. Pojedine studije su ispitivale znacaj
F varijante u kombinaciji sa nekom deficijentnom varijantom (Z i S) u pojavi HOBP [128, 129, 130].
U studiji koju su sproveli Sinden i saradnici [131] pokazano je da F varijanta, delovanjem elastaze,
povecéava osetljivost na oStecenje pluca, ali ne dovodi do pojave emfizema. Njihovi rezultati ukazuju
da istovremena prisutnost F i deficijentne Z varijante moze doprineti predispoziciji za razvoj
emfizema.
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1.4.4. Oksidacija metionina u aktivnom centru alfa-1-antitripsina

Pored urodene deficijencije AAT, sklonost prema oksidaciji aktivnog centra ovog proteina, dovodi
do steCene funkcionalne deficijencije AAT. Humani AAT u svojoj strukturi sadrzi devet metioninskih
ostataka. Aktivni centar AAT je smesten na polozaju Met**8-Ser®® [98]. Oksidacija do metionin-
sulfoksida se najéesée odvija na Met>*® i Met®!, jer su ovi aminokiselinski ostaci smesteni na povrsini
molekula, a samim tim vise dostupni dejstvu prooksidanasa. Pretpostavlja se da ostalih sedam
ostataka metionina u AAT nisu ukljuceni u antioksidativnu aktivnost [99]. Oksidativna modifikacija
aktivnog centra proteina na polozaju Met®® je glavni uzrok gubitka inhibitorne aktivnosti AAT prema
neutrofilnoj elastazi [99]. lako oksidativne promene AAT, izazvane duvanskim dimom, oksidansima
ili enzimima iz inflamatornih ¢elija (npr. mijeloperoksidaze), dovode do gubitka antiproteazne
funkcije, antiinflamatorni efekti ovog proteina ostaju sa¢uvani [132].

Oksidacija metionina, dodavanjem jednog atoma kiseonika, dovodi do stvaranja metionin sulfoksida.
Oksidacijom metionina mogu nastati dva diasteroizomera, metionin-R-sulfoksid (MetRO) i metionin-
S-sulfoksid (MetSO) [133]. Dalja oksidacija nastalog metionin-sulfoksida dovodi do stvaranja
metionin-sulfona i predstavlja ireverzibilan proces, koji usled nastale strukturne promene u proteinu
moze usloviti promenu ili gubitak njegove funkcije [134].

1.5. Sistem metionin sulfoksid reduktaza

1.5.1 Struktura i izomerni oblici metionin sulfoksid reduktaza

MSRA je prisutan u citoplazmi, jedru i mitohondrijama. MSR sistem ¢ine metionin sulfoksid
reduktaza A (MSRA) i metionin sulfoksid reduktaza B (MSRB). MSRA redukuje izomer MetSO,
dok MSRB redukuje izomer MetRO (Slika 5.) [133]. Postoje tri izoenzima MSRB: MSRBL1 je
prisutan u citoplazmi i jedru, MSRB2 u mitohondrijama i MSRB3 se nalazi u mitohondrijama i
endoplazmati¢nom retikulumu.

Ista aminokiselinska sekvenca u aktivnom centru MSRA (Gly-Cys-Phe-Trp-Gly) je visoko
evulativno oCuvana, zastupljena u svim ispitivanim organizmima [135]. Analiza primarne strukture
MSRA, pokazala je visok stepen homologije izmedu razli¢itih organizama, koja izmedu E. coli i
humanog iznosi 88 % [135]. Kataliticki aktivan cistein se nalazi na N-terminalnom kraju a-heliksa
proteina, $to omogucava kontakt sa oksidovanim metionskim ostacima iz proteina koji sadrze
oksidovani metionin. Cistein (Cys ) u katalitickom centru MSRA &oveka, pri redukciji oksidovanog
metionina, formira disulfidnu vezu sa jednim od dva reciklirajuca cisteina sa C-terminalnog kraja
enzima (Cys-220 i Cys-230) [136].

1.5.2 Mehanizam delovanja metionin sulfoksid reduktaze

Enzimski oporavak oksidovanih proteina je mogu¢ ukoliko su proizvodi oksidacije amino kiseline
koje sadrze sumpor, kao Sto su cistein 1 metionin. Metionin sulfoksid se redukuje nazad u metionin
delovanjem enzima metionin-sulfoksid reduktaze (MSR) [137].
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Slika 5. Sematski prikaz oksidacije metionina dejstvom slobodnih radikala i redukcije nastalih
proizvoda do metionina, dejtvom MSRA i MSRB enzima. (Preuzeto i adaptirano iz Gu et al. 2015)
[134]

Nakon redukcije metionina, enzim MSR se vrata u redukovani oblik u prisustvu
tioredoksin/tioredoksin-reduktaza sistema (Slika 6.) [137]. Tioredoksini (Trx) su mali ubikvitinski
proteini sa dva redoks-aktivna cisteina (Cys-X-X-Cys), koji Kkatalizuju reverzibilnu redukciju
proteinskih disulfidnih mostova. Oksidovani tioredoksini se redukuju pomocu elektrona iz NADPH,
delovanjem enzima NADPH-zavisine tioredoksin reduktaze (TR). Tioredoksin reduktaza, zajedno sa
NADPH i tioredoksinom, ¢ini tioredoksin sistem. Do sada su okarakterisana dva tioredoksin enzima.
tioredoksin 1 (Trx1), koji je zastupljen u citoplazmi, a moze se transportovati u jedro tokom
oksidativnog stresa. Tioredoksin 2 (Trx2) koji je prisutan u mitohondrijama. Tioredoksin regulise
aktivnost mnogih transkripcionih faktora znacajnih za redoks potencijal ¢elije, poput Nrf-kapaB, Nrf2
i p53 [137].

N N
I o
(l:H—(CHI)z—S—CH; ?H—(CH,);—S—CH;,
C=0 Cc=0
/ A
metionin sulfoksid metionin
SH SH S—S

SH SH

i

TR

NADPH + H* NADP*

Slika 6. Mehanizam redukcije oksidovanog metionina pomoc¢u metionin-sulfoksid reduktaza Sistema
(MSR) i tioredoksin sistema (TRX), u prisustvu NADPH koenzima. Aktivni redukovani oblici enzima
oznaceni su plavom, a inaktivni oksidovani oblici oznaceni Su Zutom bojom. (Preuzeto i adaptirano iz
Haiyong 2013) [138].

Na Slici 7. je prikazan kataliticki mehanizam delovanja MSRA na primeru ovog enzima kod E. coli.
Prvo dolazi do reakcije izmedu kataliticki aktivnog cisteina na poziciji 51 (Cys-51) u enzimu MSRA
13



i atoma sumpora iz oksidovanog metionina, pri cemu nastaje sulfenska kiselina. Nakon toga, oslobada
se metionin, a sulfenski meduproizvod sa cisteinom-198 (Cys-198) formira intramolekulski disulfidni
most. Dalje dolazi do nukleofilnog napada na cistein-206 (Cys-206), dok prethodni cistein ostaje
osloboden, i nastaje novi intramolekulski disulfidni most izmedu dva cisteina (Cys-198 i Cys-206).
Poslednji korak podrazumeva redukciju disulfidne veze pomoc¢u TRX sistema in vivo, ili drugog
redukujuceg agensa in vitro, poput ditiotreitola (DTT) [136].

Trx / TR/ NADPH
or DTT

Slika 7. Mehanizam delovanja MSRA kod E. coli. Trx-tioredoksin reduktaza sistem; TR-tioredoksin
reduktaza; DTT-dititreitol (Preuzeto iz Dos Santos 2018) [137]

1.5.3 Potencijalna povezanost sistema metionin sulfoksid reduktaze A sa HOBP

Metionin, zbog atoma sumpora, vrlo lako podleze oksidaciji §to moze dovesti do modifikacije ili
gubitka aktivnosti enzima, koji u aktivnom centru imaju ovu aminokiselinu. Sistem MSR stiti proteine
od ireverzibilnog oksidativnog ostecenja. Fizioloski je znacajan za reparaciju brojnih enzima, poput
proteaza i proteaznih inhibitora, metaboliCkih enzima, proteina citoskeleta, citokina, heat shock
proteina, hormona, hem proteina, proteina ukljucenih u imonodeficijenciju i proteina ukljucenih u
nastanak neurodegenerativnih bolesti. In vitro studije su pokazale da enzimska redukcija oksidativno
izmenjenog AAT, pomoc¢u MSRA obnavlja antielastaznu aktivnost AAT [139].

Do sada je dokumentovano da je nefunkcionalna reparacija oksidativno modifikovanih proteina

pomocu sistema metionin sulfoksid reduktaza uklju¢ena u patogenezu bolesti mozga, bolesti vezanih
za starenje i vitiligo [140, 141, 142].

Gen za MSRA smesten je na hromozomu 8p23.1, dugacak je 375 kb i kodira protein sacinjen od 235
aminokiselina. Varijanta MSRA rs10903323, gde je ,,wild-type” (normalan) alel A, a mutirani alel
G, smestena je u intronu 3 MSRA gena. Ovaj polimorfizam MSRA gena bi mogao da uti¢e na koli¢inu
proteina MSRA §to moze da se odrazi na antioksidativnu zaStitu AAT i posredno na ocuvanje
antiproteazne aktivnosti AAT, redukovanjem metionina u aktivnom centru AAT. Kako je metionin u
aktivnom centru AAT smeSten na povrSini molekula, lako je podloZan oksidaciji, ali takode 1
redukciji. S obzirom da oksidacijom metionina nastaje metionin sulfoksid, njegovom redukcijom
pomocu metionin sulfoksid reduktaze i tioredoksin sistema, aktivnost i struktura proteina mogu ostati
sa¢uvani. Cinjenica da MSRA redukcijom metionin sulfoksida u aktivnom centru AAT obnavlja
njegovu antielastaznu aktivnost, ukazuje na potencijalni znacaj varijanti MSRA u nastanku HOBP.
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Do sada je u studijama otkrivena povezanost izmedu MSRA polimorfizma rs10903323 i bolesti
inflamatorne etiologije, kao Sto su reumatidni artritis i kardiovaskularne bolesti [134, 143, 144, 145].

Studije su pokazale da nosioci G alela MSRA rs10903323 imaju veéi rizik za pojavu reumatoidnog
artritisa i kardiovaskularnih oboljenja u odnosu na nosioce A alela [134, 144]. Posto inflamacija ima
znaCajnu ulogu u nastanku i progresiji HOBP, moze se pretpostaviti potencijalna povezanost ove
bolesti sa MSRA polimorfizmom rs10903323, koji je u prethodno navedenim studijama doveden u
vezu sa stanjima koje u osnovi imaju inflamatornu etiologiju. Ispitivanje povezanosti izmedu MSRA
rs10903323 polimorfizma moze da bude klini¢ki znacajno za procenu rizika za razvoj HOBP i
progresiju bolesti.
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2. Ciljevi istrazivanja

Cilj istrazivanja ove doktorske disertacije je da se utvrdi klinicki znacaj alfa-1-antitripsina i metionin
sulfoksid reduktaze A u nastanku i progresiji hroni¢ne opstruktivne bolesti plu¢a u populaciji Srbije,
kao i potencijalna primena ovih biomarkera u dijagnostici i prognostici HOBP. Za postizanje
definisanog cilja planirano je da se ispita sledece:

Utvrditi razlike u koncentraciji AAT, nivou oksidativno modifikovanog AAT i funkcionalnoj
aktivnosti AAT izmedu grupe pacijenata sa HOBP i zdravih ispitanika.

Utvrditi uticaj pola, starenja i puSackog statusa na koncentraciju AAT, nivo oksidativno
modifikovanog AAT i funkcionalnu aktivnosti AAT kod pacijenata sa HOBP i zdravih
ispitanika.

Utvrditi korelaciju izmedu funkcionalne aktivnosti AAT, nivoa oksidovano modifikovanog
AAT i tezine HOBP (GOLD 2, GOLD 3+4).

Ispitati povezanosti izmedu funkcionalne aktivnosti AAT 1 spirometrijskih parametara pluéne
funkcije (FEV1, FVC, FEV1/FVC) kod pacijenata sa HOBP, zavisno od pola i pusackog
statusa.

Utvrditi povezanost oksidovano modifikovanog AAT i parametara funkcionalne aktivnosti
AAT sa spirometrijskim parametrima pluéne funkcije (FEV1, FVC, FEV1/FVC) kod
pacijenata sa HOBP i zavisno od pusackog statusa.

Utvrditi razlike u frekvencijama fenotipova i alela AAT izmedu zdravih ispitanika i pacijenata
sa HOBP.

Ispitati odstupanje distribucije fenotipova i alela AAT od Hardy-Weinberg-ove ravnoteze u
kontrolnoj grupi i grupi pacijenata sa HOBP

Utvrditi uticaj fenotipa AAT (deficijentni/nedeficijentni) i puSenja na nivo oksidovanog AAT
i funkcionalnu aktivnost AAT kod pacijenata sa HOBP.

Utvrditi razlike u frekvencijama genotipova i alela MSRA 1rs10903323 izmedu zdravih
ispitanika i pacijenata sa HOBP.

Ispitati odstupanje distribucije genotipova i alela MSRA rs10903323 od Hardy-Weinbergo-
ove ravnoteze u kontrolnoj grupi i grupi pacijenata sa HOBP

Ispitati pojedinacni 1 zajednicki uticaj genskih varijanti MSRA rs10903323, prisustva HOBP
1 puSenja na nivo oksidovanog AAT i funkcionalnu aktivnost AAT

Analizirati zajednicki uticaj genskih varijanti MSRA rs10903323, pola, godina starosti I
pusenja na spirometrijske parametre kod pacijenata sa HOBP.

Ispitati razlike u distribuciji nosilaca kombinacije genskih varijanti MSRA rs10903323 i
fenotipova AAT izmedu pacijenata sa HOBP i zdravih ispitanika.
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3. Materijal i metode
3.1 Ispitanici

Istrazivanje je obuhvatilo analizu uzoraka 155 pacijenata sa potvrdenom dijagnozom hroni¢ne
opstruktivne bolesti pluca, sakupljenih tokom 2014-2015.godine, u Klinicko-bolnickom centru
“Zvezdara” i Klini¢ko-bolnickom centru “Kragujevac” na Klinici za pulmologiju. Kontrolnu grupu
¢inili su uzorci 134 zdravih ispitanika, kod kojih je anamnezom i laboratorijskim rezultatima
potvrdeno odsustvo bolesti, sakupljenih u Domu zdravlja “Stari grad”, tokom 2014-2015. godine.
Saglasnost za izvodenje studije dali su Eti¢ki komitet Klini¢kog centra Kragujevac, Eticki komitet
Klini¢ko-bolni¢kog centra “Zvezdara”, Eticki komitet Doma zdravlja “Stari grad” i Eti¢ki komitet
Farmaceutskog fakulteta (broj reSenja 622/3.).

Sakupljanje uzoraka je sprovedeno uz davanje pismene saglasnosti pacijenata i zdravih ispitanika,
prema pravilima etic¢kih principa Helsinske deklaracije, a u skladu sa vaze¢om lokalnom regulativom.

Dijagnostika HOBP je obuhvatila anamnezu, fizi¢ki pregled i spirometrijske testove za procenu
pluéne funkcije. Spirometrijskim testovima mereni su parametri: forsirani ekspiratorni volumen u
prvoj sekundi (FEV1), forsirani vitalni kapacitet (FVC) i indeks FEV1/FVC. Vrednosti merenja
FEV11FVC suizrazene kao % od predvidene vrednosti. TeZzina HOBP je definisana prema preporuci
Globalne inicijative za hroni¢nu opstruktivnu bolest plu¢a (GOLD-Global Initiative for Chronic
Obstructive Lung Disease) [1] kao blaga HOBP (stadijum I), umerena HOBP (stadijum II), teska
HOBP (stadijum I11) i veoma teska HOBP (stadijum IV).

3.2 Materijal

U ovoj studiji, za analize koris¢eni su uzorci venske krvi. Od svakog ucesnika studije uzimani su
uzorci u dve epruvete. Prva epruveta za uzorkovanje je bila bez antiokoagulansa, zapremine 5mL i
druga sa etilen-diamino-tetrasiréetnom kiselinom (EDTA), kao antikoagulansom, zapremine 3mL.
Uzorci krvi uzeti u epruvete bez antikoagulansa, nakon stajanja 30 min, centrifugirane su 10 minuta
na 3000 rpm, nakon ¢ega se izdvajao serum u sekundarne epruvete. Svi uzorci krvi i alikvotirani
serumi ¢uvani su na -80 °C do pocetka analize.

3.3 Odredivanje koncentracije alfa-1-antitripsina i parametara
funkcionalne aktivnosti alfa-1-antitripsina

Koncentracija alfa-1-antitripsina i parametara funkcionalne aktivnosti alfa-1-antitripsina odradena je
u uzorcima seruma svih ucesnika studije na biohemijskim analizatorima i primenom odgovarajucih
jednacina.

3.3.1 Odredivanje koncentracije alfa-1-antitripsina

Koncentracija alfa-1-antitripsina u uzorcima seruma ispitanika je odredivana na automatskom

analizatoru  ADVIA® Chemistry System, upotrebom komercijalnog reagenasa, A-Alpha-1-
Antitrypsin reagent (Siemens Healthcare Diagnostics), koji sadrzi dve komponente, reagens 1 (R1) i
reagens 2 (R2).

Sastav R1 komponente: polietilen-glikol (maksimum 6%), Tris/HCI pufer (pH 7,4; 20 mmol/L),
NaCl (150 mmol/L), natrijum azid (0,09%)
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Sastav R2 komponente: kozija anti-humana-alfa-1-antitripsin antitela, Tris/HCI pufer (pH 7,4; 20
mmol/L), NaCl (150 mmol/L), natrijum azid (0,09%)

Merenje je sprovedeno primenom imunoturbidimetrijskog testa. Koncentracija AAT u uzorku se
odreduje upotrebom standardne krive konstruisane uz pomo¢ apsorbancije standarda. Izvodenje testa
podrazumeva dodatak uzorka seruma u reagens 1, koji sadrzi polietlen-glikol i pufer. Sledi dodavanje
reagensa 2, koji sadrzi antihumani alfa-1-antitripsin. Formiranje antitelo-antigen kompleksa rezultira
povecanjem turbiditeta. Turbiditet u zavr$noj tacki reakcije odreduje se merenjem apsorbance na 340
nm. Analiticki opseg ove metode je od 0,05 do 5,40 g/L, dok je ocekivana vrednost za odrasle 0,78
do 2,00 g/L.

3.3.2 Odredivanje elastaza inhibitornog kapaciteta (EIC), specifi¢ne inhibitorne
aktivnosti alfa-1-antitripsina prema elastazi i antielastazne aktivnosti

Elastaza inhibitorni kapacitet (eng. Elastase Inhibitor Capacity, EIC) je odreden modifikovanom
metodom po Bieath i saradnicima [146], koja je optimizovana na automatskom analizatoru Beckman
Coulter Olympus AU400. Analiza je zasnovana na merenju aktivnosti elastaze koris¢enjem N-
sukcinil-L-alanil-L-alanil-L-alanil-p-nitroanilida (STAPNA) kao supstrata. Razblazenom serumu i
kontroli (albumin 40 g/L) se doda ta¢no odredena koli¢ina elastaze u visku koja reaguje sa AAT, kako
je navedeno u Tabeli 1. Visak slobodne elastaze koji nije inhibiran aktivno$¢u AAT iz uzorka
hidrolizuje supstrat, a porast apsorbance na 410 nm meri se kineticki na 1 minut tokom 5 minuta.

Hemikalije i reagensi:

- Pufer 0,05M Tris(hidroksimetil)aminometan (TRIS)/0,05M NaCl, pH 8,0: pripremljen je
rastvaranjem TRIS-a (0,607g) i NaCl (0,2925g) u 100 ml destilovane vode. pH vrednost je
podesena na 8,0 pomocu rastvora HCI.

- Rastvor enzima elastaze (c=1,25 mg/ml): pripremljen je rastvaranjem 0,000625 g enzima
elastaze (elastaza iz svinjskog pankreasa min. 200 U/mg, SERVA) u 0,5 ml pufera (0,05M
TRIS/0,05M NacCl, PH=8,0). Rastvor enzima je pre upotrebe razblazen u odnosu 1:5 pomocu
istog pufera. Rastvor je stabilan do 5 dana na -20 °C

- Rastvor supstrata N-sukcinil-L-alanil-L-alanil-L-alanil-p-nitroanilid (STAPNA),
SERVA, ¢=0,025M: rastvor supstrata STAPNA pripremljen je rastvaranjem 0,0113 g
supstance STAPNA u 1 mL 100% rastvora dimetil-sulfoksida (DMSO). Osnovni rastvor
supstrata je razblaZen 1:5 pomocu rastvaraca DMSO, a potom je koriS¢en nakon razblaZenja
1:2 sa DMSO. Rastvor je stablan do 5 dana na -20°C

- Pufer 0,06M TRIS/HCI, pH=8,0: za 100 mL rastvora rastvoreno je 0,607 g TRIS-a u
destilovanoj vodi i dodato 0,1225 mL HCI (p=1,45 g/mL). Pomo¢u HCI se podesava pH
vrednost pufera.

Kontrola:

- Albumin (c=40 g/L): za 100 mL rastvora rastvoreno je 4 g albumina u 100 mL pufera 0,05
M TRIS/HCI pH=8,0

Uzorak:
- Serum razblaZen u odnosu 1:5 pomocu pufera 0,05 M TRIS/HCL pH=8,0

Postupak odredivanja elastaza inhibitornog kapaciteta u serumu na automatskom analizatoru prikazan
je u Tabeli 1.
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Tabela 1. Postupak odredivanja elastaza inhibitornog kapaciteta

Kontrola (uL) Analiza (uL)
Elastaza 3 3
Albumin 12 -
Serum - 12
Pufer 297 297
Komponente se pomesaju i inkubiraju 4 minuta na 37 °C
STAPNA 25 25

Meri se promena apsorbance na 1 minut tokom 5 minuta na 410 nm, na 37 °C

Izvodenje analize:

RazblaZzenom serumu i kontroli doda se pufer i elastaza. SmeSa se inkubira na 37 °C tokom 4 minuta.
Potom se dodaje supstrat STAPNA. U kontroli se dobija ukupna aktivnost dodatog enzima jer ne
postoji inhibitor elastaze. U uzorku seruma meri se preostala aktivnost elastaze nakon reakcije sa
AAT. Obzirom da se enzimska reakcija odigrava brzo, odmah po dodatku supstrata merena je
promena apsorbance na 1 minut tokom 5 minuta na talasnoj duzini od 410 nm. Odredivanje elastaza
inhibitornog kapacitet (EIC) je obavljeno na automatskom analizatoru Olympus AU 400 (Slika 8.).

General LIH ISE Range

Test name: [EiC . < > Type: |Serum v Operation: |YES
Sample:  Volume 120 ul  Diuton 0 Pre-Dilution rate 1
Reagents: R1 Volume 300 uL Dition 0 Min OD Max OD
R2 Volume 25 ulL  Diktion 0 L H
Reagent OD limit:
Wavelength: Pri 410 See 480 g !
Method RATE . First L -2.0000 First H 25000
Reaction slope Last L -2.0000 Last H 25000
Measuring paint 1: First 0 Last 27 Dynamic range:

Measuring point 2: First 0 Last 10 L 9999389 H 9993995

Comelation factor:
Linearity

Nodagtime: A 1.000000 B 0.000000

On board stability period.

Select from list displayed by Space bar or by clicking mouse.

Help Exit Print Set ‘ ‘ Test No

Slika 8. Aplikacija za odredivanje EIC na analizatoru Beckman Coulter Olympus AU400

Izracunavanje elastaza inhibitornog kapaciteta
EIC=AA/minkontrola —AA/minyzorak

AA/min- prosecna promena promena apsorbance u toku 1 minuta
EIC (kU)=AA/min x 10%exd x UZ/ZA x F

g-molarni ekstinkcioni koeficijent proizvoda koji nastaje u reakciji, za p-nitroanilin £4100m=8,8x10°
mMcm'?
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d-duzina optickog puta (1 cm)

UZ-ukupna zapremina reakcione smese (337 puL)

ZA-zapremina uzorka (seruma) (12 pL)

F-korekcioni faktor zbog inicijalnog razblazenja seruma 1:5 (F=5)
EIC (kU)=AA/min x15,956

Izra¢unavanje specificne inhibitorne aktivnosti alfa-1-antitripsina prema elastazi (SIA-
elastaza) i antielastazne aktivnosti alfa-1-antitripsina

SlA-elastaza (kU/g)=EIC (KU)/AAT (g/L)

Antielastazna aktivnost AAT= [1-(AEICyzorak/ AEICkontrola]X100;

3.3.3 Odredivanje tripsin inhibitornog kapaciteta (TIC), specifi¢ne inhibitorne
aktivnosti alfa-1-antitrisina prema tripsinu (SIA-tripsin) i antitripsinske
aktivnosti

Za odredivanje tripsin inhibitornog kapaciteta (eng. Trypsin Inhibitory Capacity, TIC) primenjena je
metoda po Schwertu i Takenaku koja je modifikovana i aplikovana na analizator Olympus AU400
[147]. N-a-benzoil-dL-arginin-p-nitroanilid (BAPNA) koriséen je kao supstrat za merenje aktivnosti
tripsina. Uzorku seruma i kontrole dodaje se ta¢no odredena koli¢ina enzima u visku. Enzim reaguje
sa AAT iz seruma. Visak slobodnog tripsina koji nije inhibiran delovanjem AAT iz uzorka hidrolizuje
supstrat. Porast apsorbance na 410 nm meri se nakon lag faze (60 sekundi) na 1 minut tokom 5 minuta.

Hemikalije i reagensi:

Pufer 0,05M TRIS/HCI, pH=8,0: za 100 mL rastvora rastvoreno je 0,607 g TRIS-a u
destilovanoj vodi i dodato 0,1225 mL HCI (p=1,45 g/mL). pH vrednost pufera 8,0 se podesava
pomocu HCI.

HCI 0,001 mol/L: pripremljen je rastvaranjem 0,00304 ml koncentrovane HCI (p=1,2 g/ml)
u 100 ml destilovane vode.

Rastvor enzima tripsina: pripremljen je rastvaranjem 0,001 g enzima tripsina (tripsin iz
govedeg pankreasa, >10,000 BAEE units/mg protein, Sigma) u 10 ml 0,001 mol/L. HCI.
Rastvor je stabilan sedam dana na +4 °C.

Rastvor supstrata BAPNA, c=40 mmol/L: pripremljen je rastvaranjem 0,17396 g supstrata
BAPNA (N-a-benzoil-dL-arginin-p-nitroanilid x HCI-C19H22NeO4. HCI, Mr=434,9 g/mol,
Serva) u 10 ml DMSO-a. Rastvor je stabilan sedam dana na +4 °C.

Kontrola:

Albumin (c=40 g/L): za 100 mL rastvora rastvoreno je 4 g albumina u 100 mL pufera 0,05
M TRIS/HCI pH=8,0.

Uzorak:

Serum razblazen u odnosu 1:5 pomoc¢u pufera 0,05 M TRIS/HCI pH=8,0.

Postupak odredivanja elastaza inhibitornog kapaciteta u serumu prikazan je u Tabeli 2.
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Tabela 2. Postupak odredivanja tripsin inhibitornog kapaciteta

Kontrola (uL) Analiza (uL)
Tripsin 20 20
Albumin 4 -
Serum - 4
Pufer 280 280

Komponente se pomesaju i inkubiraju 4 minuta na 37 °C

BAPNA

25

25

Nakon “lag” faze (60 sekundi) meri se promena apsorbance na 1
minut (5 minuta) na 410 nm, na 37°C

Izvodenje analize:

Uzorku seruma i kontrole dodat je pufer i enzim. Smesa se inkubira 4 minuta na 37 °C. U uzorku
seruma tripsin je inhibiran prisutnim AAT, dok u kontroli ne postoji inhibitor enzima. Nakon
inkubacije dodaje se supstrat BAPNA sa kojim reaguje preostali tripsin iz seruma i celokupan tripsin
iz kontrole. Po dodavanju supstrata BAPNA, nakon isteka “lag” faze koja traje 60 sekundi, nastaje
proizvod reakcije supstrata i tripsina p-nitroanilin i meri se promena apsorbance na 410 nm na 1 minut
tokom 5 minuta.

Odredivanje tripsin inhibitornog kapaciteta (TIC) vrSeno je na automatskom analizatoru Olympus
AU 400 (Slika 9.).

General |IH ISE Range
Test name: [T|C . < > Type: |Serum Operation: |YES
Sample Volume 40 ul  Diltion 0 Pre-Dilution rate: 1
Reagents: R1 Volume 300 uL Diution 0 Min OD Max OD
R2 Volume 25 ul  Diution 0 L H

Reagent OD limit:

Wavelength Pri 410 See. 480 g !

Method: RATE First L -2.0000 First H 25000

Reaction slope + Last L -20000 Last H 25000

Measuring point 1: First Last 27 Dynamic range:

Measuring point 2: First Last 10 L -9999999 H 9999999

. Cormelation factor:

Linearity

No4agime: 60s A 1.000000 B 0.000000
On board stability period

Select from list displayed by Space bar or by clicking mouse.

Help Exit Print Test No

Slika 9. Aplikacija za odredivanje TIC na analizatoru Beckman Coulter Olympus AU400

Izrac¢unavanje tripsin inhibitornog kapaciteta (T1C)

TIC:AA/minkontrola —AA/mil’luzorak
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AA/min- prose¢na promena promena apsorbance u toku 1 minuta
TIC (kU)=AA/min x 10%/exd x UZ/ZA x F

e-molarni ekstinkcioni koeficijent proizvoda koji nastaje u reakciji, za p-nitroanilin €4100m=8,8x10°
mMcm'?

d-duzina optickog puta (1 cm)

UZ-ukupna zapremina reakcione smese (329 pL)

ZA-zapremina uzorka (seruma) ( 4 pL)

F-korekcioni faktor zbog inicijalnog razblazenja seruma 1:5 (F=5)
TIC (kU)=AA/min x 46,733

Izra¢unavanje specifi¢ne inhibitorne aktivnosti alfa-1-antitripsina prema tripsinu (SIA-tripsin)
i antitripsinske aktivnosti alfa-1-antitripsina

SIA-tripsin (kU/g) = TIC (kU)/AAT (g/L)
Antitripsinska aktivnost AAT= [1-(ATICyzorak/ ATICkontrola] X100
3.3.4 Odredivanje oksidovanog alfa-1-antitripsina

Prema modifikovanoj metodi Beatty i saradnika [148] odreden je oksidativno modifikovani alfa-1-
antitripsin (oksidovani AAT) u serumu.

Princip odredivanja:

Metoda za merenje oksidovanog AAT se zasniva na merenju razlike izmedu inhibitorne aktivnosti
normalnog i oksidovanog AAT prema tripsinu i elastazi. Normalni AAT inhibira tripsin i elastazu,
koji su poreklom od svinje. Oksidovani AAT gubi svoju inhibitornu aktivnost prema elastazi
svinjskog porekla i zadrzava mali deo kapaciteta da inhibira tripsin, iako konstanta asocijacije za
tripsin znacajno opada. Odnos Tripsin inhibitornog kapaciteta (TIC) prema Elastaza inhibitornom
kapacitetu (EIC) kod potpuno redukovanog AAT trebalo bi da bude konstanta:

(1) (TIC)/ (EIC)=KR.

Sa oksidacijom AAT dolazi do promene ovog odnosa do vrednosti Ko:

(2) (TIC)/ (EIC)=Kao.

U uslovima kada AAT podleze oksidaciji, ovaj odnos se menja do neke vise vrednosti, Ko,

proporcionalno delimi¢nom gubitku EIC (oznacenom kao X):

(3) (TIC)/(EIC)-X(EIC)=Ko.

Odnos (TIC)/(EIC) bice visi sa porastom nivoa oksidacije AAT, dok ¢e u slucaju potpune

oksidacije AAT dostic¢i beskona¢nost. Zamenom KRr iz jednaéine (1) u jednacinu (3), dobija
Se:

(4) Kr/1-X=Ko.

Ukoliko je odnos Kr poznat iz redukovanog uzorka seruma i odnos Ko je izmeren, nivo
oksidacije AAT u nepoznatom uzorku moze biti odreden koris¢enjem prethodnih jednacina:

(5) X=1-Kr/Ko.
Odnosno, kako X predstavlja oksidovani AAT, dobija se:
(6) Oksidovani AAT=1-Kr/(TIC/EIC).
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Kako se, primenom navedene metode za potpunu redukciju AAT, za vrednost Kr dobije 1,27,
zamenom u prethodnoj jednacini dobija se:

(7) Oksidovani AAT=1—(1,27/TICuzorak/ EICuzorak).

Procenat oksidovanog AAT dobija se mnozenjem prethodno dobijenog rezultata sa 100:
(8) Oksidovani AAT (%)=[1—(1,27/T1Cuyzorak/EICuzorak) X 100].

Procenjena koncentracija oksidovanog se AAT ra¢una prema jednacini:

(9) Oksidovani AAT (g/L)=[Oksidovani AAT (%) x AAT (g/L)]/100.

Hemikalije i reagensi:

1. Humani alfa-1-antitripsin (Alphai-Proteinase Inhibitor (Human), Prolastin®, Telecris
Biotherapeutics, Inc. USA). Sterilni, liofilizovani preparat prec¢is¢enog humanog alfa-1-
antitripsina, dobijen iz pula humane plazme.

2. N-chlorosuccinimide, Mw 133,53 (Sigma-Aldrich).
3. 2-Mercaptoethanol, Mw 78,13 (Sigma-Aldrich).

Oksidacija pre¢iséenog humanog AAT (Prolastin®) pomoéu N-hlorsukcinimida

Prema metodi Moraga i Janciauskiene [149] izvrSena je potpuna oksidacija pre¢iS¢enog humanog
AAT (Prolastin®) pomoéu oksidansa N-hlorsukcinimida (N-chlorosuccinimide). Molarni odnos
izmedu humanog AAT i N-hlorsukcinimida je bio 1:25. Pripremljen je 1 mL slede¢e smese 0,00015
g N-hlorsukcinimida i 0,002 g pre¢iséenog humanog AAT (Prolastin®) u 0,1 M puferu TRIS-HCI pH
8,0. Ova smesa je inkubirana na sobnoj temperaturi 30 minuta. Oksidovani AAT je precis¢en pomocu
kolone Sephadex G-25, koja je prethodno ekvilibrirana rastvorom 50 mM NH4HCOs. Nakon
pre¢is¢avanja uzorak oksidovanog AAT se centrifugira, pre odredivanja parametara TIC i EIC.

Redukcija preciSéenog humanog AAT (Prolastin®) pomoéu 2-Merkaptoetanola

Prema metodi Jori i saradnika [150] izvrSena je potpuna redukcija pre¢is¢enog humanog AAT
(Prolastin®) pomoc¢u redukcionog sredstva 2-Merkaptoetanola (2-Mercaptoethanol). Pripremljen je
1 mL sledeée smese: 50 uL i 0,002 g prediséenog humanog AAT (Prolastin®) u 0,1 M puferu TRIS-
HCI pH 8,0. Priprema smese i reakcija redukcije se odvijala 24h u struji azota. Redukovani AAT je
precis¢en pomocu kolone Sephadex G-25, koja je prethodno ekvilibrirana rastvorom 0,2 M siréetne
kiseline. Nakon preciS¢avana uzorak redukovanog AAT se centrifugira, pre odredivanja parametara
TIC i EIC.

3.4 Metoda za odredivanje fenotipa alfa-1-antitripsina-
izoelektrofokusiranje

Metoda izbora za fenotipizaciju AAT je izoelektrofokusiranje na ultra tankom poliakrilamidnom
gelu, pri pH od 4,2 do 4,9.

Reagensi koriSéeni za izvodenje izoelektrofokusiranja:
Poliakrilamidni gel (Blank Focus Gel 24S, Serva)

Rastvor ditiotreitola: rastvori se 0,0077 g ditiotreitola (DL-Dithiothreitol, C4H100.S2, Mr=154,25
g/mol, Sigma Aldrich) u 1ml redestilovane vode. Rastvor se priprema ex tempore.

23



Rastvor za rehidrataciju gela: pomeSa se 4 ml komercijalnog rastvora za rehidrataciju
(SERVALYT™ 40% (w/v) solution in water, pH 4,2-4,9), 5 ml glicerola i doda redestilovane vode
do 50 ml. Rastvor se moze upotrebiti dva puta. Cuva se na sobnoj temperaturi najduze 7 dana.

Rastvor za fiksiranje: rastvori se 17,3 g sulfosalicilne kiseline i 57,5 g trihlorsiréetne kiseline u
redestilovanoj vodi i dopuni u normalnom sudu do 500 ml. Rastvor je stabilan 1 mesec na sobnoj
temperaturi.

Rastvor za odbojavanje: pomesa se 300 ml metanola i 100 ml glacijalne siréetne kiseline sa 800 ml
redestilovane vode. Rastvor je stabilan 1 mesec na sobnoj temperaturi.

Rastvor za bojenje CBB-R-250 (0,1%0): rastvori se 0,2 g boje CBB-R-250 (CoomasieR Brilliant
Blue R 250, C4sH44N307S2-Na, Mr=826,00 g/mol, Cat.No0.17525, SERVA) u 200 ml rastvora za
odbojavanje zagrevanjem na 60°C tokom 1-2 sata. Nakon rastvaranja potrebno je da se rastvor ohladi,
a potom profiltrira. Rastvor je stabilan 1 mesec na sobnoj temperaturi.

Rastvor za impregnaciju, 5% (w/v) rastvor glicerola: 50 g glicerola se rastvori u redestilovanoj
vodi i dopuni do 1000 ml.

Aparatura za izvodenje izoelektrofokusiranja

Izoelektrofokusiranje je izvodeno na aparaturi Pharmacia LKB koju ¢ine: kada Multiphor II,
termostat LKB 2219 Multitemp 1l Thermostatic Circulator i ispravlja¢ Electrophoresis Supply EPS
3500 XL, Pharmacia.

Priprema uzoraka za izoelektrofokusiranje

Uzorci seruma se tretiraju redukujuc¢im sredstvom, ditiotreitolom (DTT), koji raskida disulfidne veze
izmedu tiolnih grupa cisteinskih rezidua u molekulu AAT.

Rastvor DTT 1 serum se meSaju u odnosu 1:1 i potrebno je da se ova meSavina pripremi 1-1,5 sat pre
nanoSenja uzoraka na gel.

Izvodenje elektroforeze

Za elektroforezu koristi se komercijalni poliakrilamidni gel (Blank Focus Gel 24S, Kat.broj 43413,
Serva) dimenzije 250 x 115 x 0,65 mm. Gel za elektroforezu se rehidrira 2 sata, uz povremeno blago
pomeranje posude, u rastvoru za rehidrataciju. Rastvor za rehidrataciju sadrzi smesu amfolita koja
obezbeduje formiranje pH gradijenta. Na plocu za hladenje nanese se rastvor za hladenje (Cooling
Fluid, Serva). Gel se potom postavlja na sistem za elektroforezu. Uslovi pod kojima se izvodi
izoelektrofokusiranje prikazani su u Tabeli 3.
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Tabela 3. Uslovi za izvodenje elektroforeze

Napon Struja Jacina Vreme
Faza ] Proces
V) (MA) (W) (min)
1 1000 50 10 30 Predfokusiranje bez uzoraka
2 500 30 10 30 Ulazak uzoraka u gel
3 1500 18 20 90 Fokusiranje
4 2000 15 25 30 Izostravanje frakcija

Najpre se izvodi faza predfokusiranja, koja traje 30 min, pod definisanim uslovima i konstantnom
temperaturom od 8°C, tokom koje dolazi do formiranja pH gradijenta na gelu. Pri izvodenju
elektroforeze, elektrode direktno nalezu na povrsinu gela duz njegovih ivica. Nakon predfokusiranja,
nanose se uzorci u bazene na gelu u koli¢ini od 10 ul. Uzorci se kre¢u od katode prema anodi. Na
jedan gel moguce je naneti 24 uzorka. Elektroforeza se nastavlja tokom 2 sata 1 30 minuta, pod ta¢no
definisanim uslovima (Tabela 3.). Po zavrsetku elektroforeze, gel se fiksira 20 minuta, §to omogucava
da se frakcije na gelu denaturacijom fiksiraju. Zatim se gel ispira sredstvom za odbojavanje 2 puta po
1 minut, a potom se vrsi bojenje gela tokom 45 minuta pomoéu boje Coomasie Brilliant Blue R 250®.
Odbojavanje pozadine gela, pomocu rastvora za odbojavanje, se izvodi potapanjem gela i preko noci.
Nakon odbojavanja, gel se impregnira 5% (w/v) rastvorom glicerola tokom 5 minuta i ostavi da se
susi na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega su frakcije jasno uocljive na gelu (Slika 13.). Identifikaciju
fenotipova su nezavisno obavile dve osobe.

3.5 Metode za odredivanje genskih varijanti enzima metionin
slufoksid reduktaze A

3.5.1 lIzolacija DNK

Genomska DNK je izolovana iz nuklearnih ¢elija periferne krvi upotrebom komercijalnog kita Quick-
DNA™ Universal kit (Zymo research, The Epygenetics Company), prema uputstvu proizvodaca:

- 200 pL uzorka je pipetirano u mikrotubu i dodato 200 pL lizirajuéeg pufera (BioFluid&Cells
Buffer) i 20 uL Proteinaze K. Smesa je vorteksovana 15 sekundi i potom inkubirana 10 minuta
na 55 °C.

- Smesi je dodat pufer koji omogucava vezivanje DNK za kolonu (Genomic Binding Buffer) 1
ponovo je meSana na vorteksu 15 sekundi.

- Smesa je preneta na kolonu (Zymo-Spin™IIC-XL Column) sa novom mikrotubom za
sakupljanje sadrzaja i centrifugirana 1 minut na 12000 obr/min. Mikrotuba sa sakupljenom
te¢noS$¢u je zamenjena novom.

- U kolonu je dodato 400 pL pufera za predispiranje (DNA pre-wash Buffer) i centrifugirano
na 12000 obr/min u trajanju od 1 minut. Sakupljena te¢nost iz mikrotube je odbacena.

- U kolonu je dodato 700 pL pufera za ispiranje (g-DNA Wash Buffer) i centrifugirana je 1min
na 12000 obr/min. Sakupljena te¢nost iz mikrotube je odbacena.

- Potom, za dodatno uklanjanje necistoa sa DNK, u kolonu se dodaje 200 pL pufera za
ispiranje (g-DNA Wash Buffer) i centrifugira 1 minut na 12000 obr/min. Mikrotuba sa
sakupljenim sadrZajem se odbacuje.

- Kolona je prebecena u epruvetu za sakupljanje eluata i dodato je 50 pL sterilne vode direktno
na matriks kolone. Kolona je inkubirana 5 minuta na sobnoj temperaturi, a potom
centrifugirana na 12000 obr/min u trajanju 1 minut.

- Nakon centrifugiranja kolona je odbacena, a u epruveti je ostao rastvor DNK, koji se moze
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3.5.2 Reakcija lan¢anog umnozZavanja DNK polimerazom

Za detekciju genskih varijanti enzima MSRA koriS¢ene su reakcija lan¢anog umnozavanja
polimerazom (eng. Polymerase Chain Reaction, PCR) i metoda polimorfizma duZzine restrikcionih
fragmenata (PCR-RFLP). Sekvence grani¢nika (prajmera), oligonukleotida, koji su kori§¢eni u ovom
istrazivanju u reakciji lancanog umnozavanja DNK (PCR) prikazane su u Tabeli 4.

Tabela 4. Sekvence grani¢nika

Naziv grani¢nika Sekvenca grani¢nika
MSRA ForPSM 5'-GAATAAATAAATGGTGCTGGCCCACACAG-3'
MSRA RevPSM 5'-CCAGTCCCTAGATGGAATCCCACATG-3'

Reakcija lanCanog umozavanja polimerazom omogucava in vitro umnozavanje odredenog fragmenta
DNK, koji se definis§e pomocu grani¢nika. Grani¢nici su oligonukleotidi koji se komplementarno
vezuju za delove DNK.

Reagensi:

- Pufer-10X reakcioni Taq Buffer A sa 1.5mM Mg (FastGene, Nippon Genetics Europe)
- Smesa nukleotidnih baza-10mM dNTP Mix (Kapa Biosystem)

- Grani¢nik MSRA RevPSM (Invitrogen by Fisher Scientific)

- Grani¢nik MSRA ForPSM (Invitrogen by Fisher Scientific)

- Polimeraza 5 U/ul Taq polimeraza 500 U (FastGene, Nippon Genetics Europe)

- Sterilna voda

Tabela 5. Sastav smese za lan¢ano umnozavanje DNK sekvence iz uzorka periferne krvi

. . Potrebna zapremina
Komponenta reakcione smese
po uzorku (pl)
10X reakcioni Taq Buffer A sa 1.5mM Mg 5
10mM dNTP Mix 1
Grani¢nik MSRA RevPSM 10pmol 1
Grani¢nik MSRA ForPSM 10pmol 1
5 U/ul Taq polimeraza 500 U 0.2
Uzorak periferne krvi 1
Sterilna voda 40,8
Ukupna zapremina reakcione smese () 50

Uslovi izvodenja reakcije lan¢anog umnozavanja odabranog fragmenta MSRA gena iz uzorka
periferne krvi prikazani su u Tabeli 6.

Fragmenti dobijeni lan€anim umnozavanjem DNK su detektovani na 2% agaroznom gelu pomocu
etidijum-bromida i UV-svetla. Na agaroznom gelu, umnozeni fragment MSRA gena imao je duzinu
190 bp.
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Tabela 6. Uslovi izvodenja reakcije lanéanog umnozavanja DNK sekvence iz uzorka periferne krvi

Faza reakcije Temperatura (°C) | Vreme (min) | Broj ciklusa
e : 97 3
Razlaganje ¢elija krvi 55 5 3
Pauza za dodavanje polimeraze
Denaturacija 94 0,5
Hibridizacija 56 0,5 30
Elongacija 72 0,5
Terminalana elongacija 72 5 1

Za manji broj uzoraka iz kontrolne grupe, za koje proces umnozavanja DNK iz periferne krvi kao
bioloSkog materijala nije bio uspesan, koris¢eni su uzorci izolovane DNK. Sastav smese 1 uslovi

izvodenja lananog umnoZzavanja sekvenci izolovane DNK prikazani su u Tabelama 7 i 8.

Tabela 7. Sastav smese za lanCano umnozavanje DNK sekvence iz uzorka izolovane DNK

. Potrebna zapremina
Komponenta smeSe
po uzorku (ul)
10X reakcioni Taq Buffer A sa 1.5mM Mg 5
10mM dNTP Mix(Kapa Biosystems) 1
Grani¢nik MSRA RevPSM 10pmol 1
Grani¢nik MSRA ForPSM 10pmol 1
5 U/ul Taq polimeraza 500 U 0,2
Uzorak izolovane DNK 10
Sterilna voda 31,8
Ukupna zapremina reakcione smese () 50

Tabela 8. Uslovi izvodenja reakcije lancanog umnozavanja DNK sekvence iz uzorka izolovane

DNK

Faza reakcije Temperatura (°C) | Vreme (min) Broj ciklusa
Inicijalana denaturacija DNK 95 5 1
Denaturacija 94 0,5

Hibridizacija 56 0,5 30
Elongacija 72 0,5

Terminalana elongacija 72 5 1

3.5.3 Elektroforeza u gelu od agaroze

Za detekciju 1 analizu nukleinskih kiselina naj¢eS¢e se primenjuje elektroforeza na agaroznom gelu.
Elektroforeza u gelu od agaroze je radena za detekciju fragmenata dobijenih u PCR reakciji, kao i za

detekciju produkata digestije.
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Priprema agaroznog gela

- U 100ml TAE pufera (40mM Tris, 20mM natrijum acetat, ImM Na,EDTA) dodata je
odredena koli¢ina agaroze, Sigma (2% gel - 2g agaroze; 3% gel — 3g agaroze), a potom smesa
se zagreva do kljucanja da bi se agaroza rastvorila u puferu

- Rastvor agaroze se ostavi da se ohladi do 50 °C, a potom se doda rastvor etidijum-bromida u
koncentracij od 1pg/mL

- Rastvor se potom izliva u kalupe na koje su prethodno postavljeni cesljevi koji obezbeduju
formiranje bunarica u koje se kasnije unosi uzorak. Gel polimerizuje na sobnoj temperaturi u
periodu od 30 min

- Kada se zavrsi polimerizacija, ¢esljevi se uklone, kalup sa gelom se postavi u kadicu i dolije
se TAE pufer 0,5 cm iznad povrSine gela

- Na pripremljeni gel se mogu naneti uzorci za analizu.

Elektroforeza se odvija u TAE puferu, pri naponu od 7-10 V/cm. Za praéenje duzine DNK fragmenta
upotrebljava se DNK marker (50 bp DNA Ladder). Vizuelna detekcija DNK fragmenata je
obezbedena dodavanjem etidijum-bromida i osvetljavanjem gela UV lampom, pri ¢emu dolazi do
fluoroscencije. Intenzitet fluoroscencije je proporcionalan koli¢ini DNK u odredenoj traci na gelu.
Vizuelna detekcija fragmenata se radi pomocu transluminatora (BioDocAnalyze) i izgled gela se
dokumentuje CCD kamerom.

3.5.4 Digestija produkata PCR reakcije

Digestija DNK fragmenata dobijenih PCR metodom sprovedena je pomocu restrikcionog enzima pri
kontrolisanim temperaturnim uslovima.

Sastav smese za digestiju je prikazan u Tabeli 9. Digestija se odigrava na 37 °C, preko no¢i. Detekcija
produkata digestije se vrsi na 3% agaroznom gelu, a ukoliko je prinos PCR uzorka bio mali koristi se
poliakrilamidni gel.

Reagensi:

- Enzim endonukleaza- Adel (Dralll) 500U, 10 U/ul (Thermo Scientific)
- Pufer-10 x Buffer G (with BSA) (Thermo Scientific)
- Sterilna voda

Tabela 9. Sastav smese za digestiju DNK

. Potrebna zapremina
Komponenta smesSe
po uzorku (ul)
Adel (Dralll) 500U, 10 U/ul 0.33
10 x Buffer G (with BSA) 2
PCR smesa 10
Sterilna voda 8

Ukoliko je prisutan A alel u umnozenom fragmentu nece postojati mesto secenja restrikcionim
enzimom i dobijeni PCR fragment od 190bp, nece biti iseCen. Prisustvo G alela uvodi restrikciono
mesto za odabrani enzim i PCR fragment se sece na dva dela duzine 165 i 25 bp.
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3.5.5 Elektroforeza u gelu od poliakrilamida

Poliakrilamidni gel se, pored agaroznog gela, takode primenjuje za detekciju 1 analizu nukleinskih

kiselina. U ovoj studiji, za uzorke ¢iji je prinos PCR reakcije bio nizak, produkti digestije su
detektovani kori§¢enjem 10 % poliakrilamidnog gela.

Priprema poliakrilamidnog gela:

- Za odredenu koncentraciju i debljinu gela, pomesane su odredene koliine akrilamida
(akrilamid i N,N'-metilenbisakrilamid u odnosu 29:1), Tris boratnog (TBE) pufera (100 mM
Tris, 83 mM borne kiseline, 1 mM Na;EDTA, pH 8), 0,1 % APS-a (amonijum-persulfat) i 1
pL/ml TEMED-a (tetrametil-etilendiamin).

- U kalup za gel, u koji su postavljeni cesljevi, izlivena je smeSa za gel. Gel je ostavljen da
polimerizuje na sobnoj temperaturi.

- Po zavrSetku polimerizacije, CeSljevi se uklone, kalup je prenet u kadicu za vertikalnu
elektroforezu u koju je naliven TBE pufer. Potom se na gel nanose uzorci za analizu.

Elektroforeza na poliakrilamidnom gelu se odvija u TBE puferu pri naponu od 10 VV/cm u trajanju od
1-1,5h. Za odredivanje veli¢ine fragmenata DNK koris¢en je DNK marker (50 bp DNA Ladder). Za
vizuelizaciju, gel se boji rastvorom srebro-nitrata.

Po zavrSenoj elektroforezi, gelovi se fiksiraju 20 minuta u rastvoru 10% etanola i 0,5% siréetne
kiseline. Bojenje gelova se vrsi u 0,1% rastvoru srebro-nitrata u trajanju od 10 minuta. Potom se viSak
rastvora srebro-nitrata uklanja kratkim ispiranjem gela u destilovanoj vodi. Razvijanje boje se vrsi 20
minuta pomocu razvijaca koji ¢ine slede¢e komponente: 1,5% natrijum-hidroksid, 0,01% natrijum-
borhidrid 1 0,048% formaldehid. Pre sipanja rastvaraca, neophodno je gel isprati manjom koli¢inom
rastvaraca, kako bi se uklonio visak rastvora srebra. Fiksiranje obojene DNK u gelu se vrsi 10 minuta
u rastvoru 0,75% natrijum-bikarbonata.

3.6 StatistiCka analiza

Statisticka obrada podataka sprovedena je primenom SPSS 20.0 softvera, a vrednosti za verovatnocu
p<0,05 smatrane su statisticki znac¢ajne. Kolomogorov-Smirnov test je bio kori$¢en za ispitivanje tipa
raspodele kontinuiranih promenljivih. Studentov t-test, jednofaktorska i dvofaktorska analiza
varijanse (one-way, two-way ANOVA) i post hoc analiza (Sidac test i Least Significant Difference
test) bili su primenjeni za poredenje kontinuiranih promenljivih, dok su kategori¢ki podataci
uporedeni primenom y testa. Spearmanova korelaciona analiza kori§¢ena je za utvrdivanje korelacije
izmedu pojedinih promenljivih. Za ispitivanje odstupanja distribucije genotipova i fenotipova od
Hardy-Weinberg-ove ravnoteze primenjen je x° test i Fisher-ov egzaktni test kada je broj podataka
bio manji od 5. U cilju odredivanja pojedina¢nih prediktora za pojavu HOBP, koris¢en je binarni
model logisti¢ke regresije.
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4. Rezultati

U prvom delu istrazivanja ispitane su razlike u koncentraciji AAT, funkcionalnoj aktivnosti AAT i
nivou oksidacije AAT u patologiji HOBP. Drugi deo studije posvecen je analizi fenotipa AAT i
njegovog znacaja kao faktora u nastanku i progresiji HOBP. U tre¢em delu studije ispitivan je uticaj
MSRA rs10903323 polimorfizma na pojavu HOBP.

4.1. Ispitivanje uticaja faktora rizika na kvantitativne parametre AAT

4.1.1 Karakteristike kontrolne grupe i grupe pacijenata sa HOBP: deskriptivna
analiza; analiza razlika kvantitativnih parametra AAT i spirometrijskih
parametara

U Tabeli 10. prikazane su kvalitativne i kvantitativne karakteristike u kontrolnoj grupi i kod

pacijenata sa HOBP. Primenom statisti¢ke analize Studentov t-test ispitivano je da li postoje razlike
u parametrima izmedu dve grupe.

Tabela 10. Kvalitativne i kvantitativne karakteristike kod zdravih ispitanika i pacijenata sa HOBP,
kao i podeljenih u grupe prema polu

Karakteristika/ Svi Muskareci Zene
Parametar Kontrola HOBP Kontrola HOBP Kontrola HOBP
(n=134) (n=155) (n=128) (n=87) (n=6) (n=68)
Starost, godine 43,50+11,02° 64,51+8,29 43,35+11,02 64,85+8,41 46,67+11,47 64,06+8,16
BMI (kg/m?) 26.93+3.93° | 2460£551 | 2698+3,85 | 250%544 25,745,75 24,0%5,69
Pusacki status
> 40,0 45,6* 17,0 50,0

pusaci (%) 38,8 47,4
AAT (g/L) 1,70+0,30° 2,13+0,51 1,70£0,29° | 21640550 | 1:8840,56 2,08+0,47
SIA-elastaza
(kU/g) 0,33+0,06° 0,27+0,09 0,33+0,06¢ 0,27+0,10 0,31+0,08 0,26+0,06
SIA-tripsin
(kU/g) P 1,51+0,26° 1,21+0,39 1,51+0,26° 1,21+0,46 1,42+0,44 1,20+0,30
Oksidovani
AAT (%) 17,58+6,06° 19,61+8,59 17,58+6,10 19,86+8,33 17,36+7,39 19,31+8,94
Oksidovani

a 0,31+0,12¢ 0,31+0,11 0,40+0,20
AAT (g/L) 0,31+0,12 0,41+0,19 0,41+0,18
Antielastazna
aktivnost % 79,28+4,90 | 78,77+7,86 | [9:27*494 | 79574734 | 79.56%2,95 | 77,85:8,40
Antitripsinska
aktivngst % 73,73+4,79° | 70,14+11,66 | /3.72*¥484° | 706341271 | 73.95%1.63 | 69,54+10,13
FEV1,% - 37,22+18,11 - 55,69+20,02 - 58,50+25,78
FVC,% - 56,94+22,71 - 36,42+18,74 - 38,21+17,39
Indeks
FEVL/FVC - 51,00+13,27 - 49,16+13,11° - 53,50+13,18

Kontinuirane promenjive su prikazane kao srednja vrednosttstandardna 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); # razlika izmedu kontrolne grupe i HOBP pacijenata; ® HOBP: razlika prema polu; ©
muskarci: razlika izmedu kontrolne grupe i HOBP pacijenata; statisti¢ka zna¢ajnost p<0,05.
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U ovoj studiji pacijenti su bili stariji od zdravih ispitanika. Vrednosti indeksa telesne mase su bili
znacajno nizi kod pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu (p=0,007). Koncentracija AAT i vrednosti
oksidovanog AAT (%, g) su bile zna¢ajno viSe kod pacijenata sa HOBP u odnosu na kontrolnu grupu
(redom p<0,001; p=0,034; p<0,001). Znacajno nize vrednosti kod pacijenata sa HOBP u odnosu na
kontrolne ispitanike dobijene su za SlA-elastazu (p<0,001), SIA-tripsin (p<0,001) i antitripsinsku
aktivnost (p<0,001).

Analiza nije pokazala statisticki zna¢ajnu razliku u vrednostima parametara funkcionalne aktivnosti
AAT kod pacijenata podeljenih prema polu, dok je vrednost indeksa FEV1/FVC bila niza kod
ispitanika muskog pola u odnosu na Zenski pol sa grani¢nom znacajnos$c¢u (p=0,065). U grupi zdravih
ispitanika, nisu ispitivane razlike u odnosu na pol, obzirom da je broj ispitanika zenskog pola bio mali
(n=6).

Ako uporedimo ispitanike muskog pola, pacijenti su bili stariji od zdravih ispitanika. Pacijenti
muskog pola su imali znacajno vise vrednosti koncentracije AAT (p<0,001), oksidovanog AAT (g/L)
(p<0,001) i oksidovanog AAT (%) sa grani¢nom znacajnosti (p=0,053) u odnosu na zdrave muskarce.
S druge strane, pacijenti muskog pola su imali znacajno nize vrednosti SIA-elastaze (p<0,001),
SIA-tripsina (p<0,001) i antitripsinske aktivnosti (p=0,036) u odnosu na zdrave ispitanike muskog
pola.

4.1.2 Korelacija izmedu parametara funkcionalne aktivnosti AAT i oksidovanog
AAT

Statisticki znacajne korelacije izmedu parametara funkcionalne aktivnosti alfa-l-antitripsina i
oksidovanog alfa-1-antitripsina ispitivane su primenom Pearsonove korelacije u kontrolnoj grupi i
kod pacijenata sa HOBP (Tabela 11.). Kod obe grupe ispitanika uo¢ena je znacajna i veoma visoka
pozitivna korelacija izmedu SIA-elastaze i SIA-tripsina (p<0,001, r>0,9), kao i izmedu oksidovanog
AAT (%) i oksidovanog AAT (g/L). Antielastazna i antitripsinska aktivnost su bile u pozitivnoj
korelaciji u obe ispitivane grupe. Ocekivano, statisticki znacajna negativna korelacija je utvrdena
izmedu STA-elastaze i oksidovanog AAT (g/L) u kontrolnoj grupi i kod pacijenata. U kontrolnoj grupi
je dobijena znaCajna pozitivna korelacija izmedu SIA-elastaze i antielastazne aktivnosti, kao i
znaCajna negativna korelacija izmedu SIA-elastaze i oksidovanog AAT (%), i SIA-tripsina i
oksidovanog AAT (g/L). Kod ispitanika sa HOBP dobijena je znacajna pozitivna korelacija izmedu
SIA-tripsina i antitripsinske aktivnosti.

Tabela 11. Korelacije izmedu kvantitativnih parametara u kontrolnoj grupi i grupi HOBP-pacijenata

Kontrola HOBP-pacijenti
Parametar (n=128) (n=123)
r(p) r(p)
SlA-elastaza (kU/g) i SIA-tripsin (kU/g) 0,918 (<0,001) 0,939 (<0,001)
SlA-elastaza (kU/g) i oksidovani AAT (%) -0,408 (<0,001) -0,094 (0,302)
SlA-elastaza (kU/g) i oksidovani AAT (g/L) -0,687 (<0,001) -0,426 (<0,001)
SlA-elastaza (kU/g) i antielastazna aktivnost 0,490 (<0,001) 0,087 (0,342)
SIA-tripsin (kU/g) i oksidovani AAT (%) -0,018 (0,846) 0,242 (0,007)
SIA-tripsin (kU/g) i oksidovani AAT (g/L) -0,377 (<0,001) -0,150 (0,100)
SIA-tripsin (kU/g) i antitripsinska aktivnost 0,117 (0,194) 0,337 (<0,001)
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Nastavak Tabele 11.

Oksidovani AAT (%) i oksidovani AAT (g/L) 0,903 (<0,001) 0,863 (<0,001)
Antielastazna aktivnost i antitripsinska aktivnost 0,761 (<0,001) 0,675 (<0,001)

Rezultati su prikazani kao: Pearsonov koeficijent r (statisticka znacajnost p). HOBP-hroni¢na
opstruktivna bolest plu¢a; A AT-alfa-1-antitripsin; SIA-elastaza-specifi¢na inhibitorna aktivnost AAT
prema elastazi; SIA-tripsin-specifi¢na inhibitorna aktivnost AAT prema tripsinu; p- statistiCka
znacajnost (p<0,05);

4.1.3 Analiza uticaja pusackog statusa (pusaci i nepusaci) na funkcionalnu
aktivnost AAT i oksidovani oblik AAT u kontrolnoj grupi i grupi pacijenata sa
HOBP

Da bi se ispitala razlika izmedu kontrolne grupe i grupe pacijenata sa HOBP, podeljenih na pusace i
nepusace, za parametre koji pokazuju funkcionalnost AAT (SIA-tripsin, SIA-elastaza, antielastazna
I antitripsinska aktivnost) i oksidovani AAT (% i g/L) primenjen je jednofaktorski ANOVA test i
LSD post hoc test (Tabela 12., Slika 10.).

Tabela 12. Parametri fukcionalne aktivnosti AAT i nivo oksidovanog AAT u kontrolnoj grupi i kod
HOBP-pacijenata podeljenih prema pusackom statusu na nepusace i pusace

Parametri Kontrola (n=122)* HOBP (n=132)*
Nepusaci (n=75) Pusaci (n=47) Nepusaci (n=71) Pusaci (n=61)
AAT (g/L) 1,71+0,30° 1,68+0,30¢ 2,02+0,52° 2,65+0,49
SlA-elastaza (kU/g) 0,33+0,06° 0,34+0,07¢ 0,28+0,11° 0,25+0,06
SIA-tripsin (kU/g) 1,52+0,24°¢ 1,52+0,28¢ 1,29+0,46" 1,1340,34
Oksidovani AAT (%) 18,5145,312 15,736,811 20,34+8,45 21,53+7,81
Okisdovani AAT (g/L) 0,32+0,11° 0,27+0,13¢ 0,41+0,18° 0,47+40,18
Antielastazna aktivnost 79,00+4,17 79,90+5,90 78,87+8,20 80,1818,24
Antitripsinska aktivnost 74,08+3,57¢ 73,19+6,21 70,14+10,36 70,98+14,21

Kontinuirane promenjive su prikazane kao srednja vrednost+standardna devijacija.  razlika izmedu
nepusaca i pusada u kontrolnoj grupi; ® HOBP: razlika izmedu nepusaca i pusaca u grupi HOBP-
pacijenata, ¢ nepusadi: razlika izmedu kontrole grupe i HOBP-pacijenata ; ¢ pusagi: razlika izmedu
kontrole grupe i HOBP-pacijenata.

*analizom su obuhvadeni zdravi i HOBP-pacijenti za koje su potrebni podaci bili dostupni
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Slika 10. Uticaj puSackog statusa na zavisne promenljive u kontrolnoj grupi i kod HOBP-pacijenata:
a. AAT (g/L); b. SIA-elastaza (kU/g); ¢ SIA-tripsin (kU/g); d. Oksidovani AAT (%); e. Oksidovani
AAT (g/L); f. Antielastazna aktivnost (%); g. Antitripsinska aktivnost (%). * u odnosu na nepusace;
# u odnosu na kontrolu.

Statisticka analiza je pokazala da su vrednosti za SIA-elastazu i SIA-tripsin znacajno nize kod
pacijenata pusaca nego pacijenata nepusaca (p=0,045, p=0,009), dok je vrednost ukupnog AAT i
oksidovanog AAT (g/L) znacajno visa kod pacijenata koji su pusaci u odnosu na nepusace (p=0,001,;

p=0,026).

U grupi pusaca, znacajno nize vrednosti SIA-elastaze i SIA-tripsina imali su HOBP-pacijenti u
odnosu na kontrolnu grupu (za SlA-elastazu p<0,001; za SIA-tripsin p<0,001). Takode u grupi
pusaca, dobijen je znacajno visi nivo ukupnog AAT i oksidovanog AAT (%, g/L) kod HOBP-
pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu (za AAT p<0,001; za oksidovani AAT (%) p<0,001.

U kontrolnoj grupi, dobijen je znacajno visi nivo oksidovanog AAT (%) kod nepusaca nego pusaca
(p=0,038), dok u grupi HOBP-pacijenta nije utvrdena znacajna razlika izmedu pusaca i nepusaca za
nivo oksidovanog AAT (%).

4.1.4 Analiza uticaja puSenja (pusaci, bivsi pusaci i nepusaci) na parametre
funkcionalne aktivnosti AAT i oksidovani oblik AAT kod zdravih ispitanika i
pacijenata sa HOBP

Za ispitivanje razlike u parametrima funkcionalne aktivnosti AAT i nivou oksidovanog AAT kod

zdravih 1 kod pacijenata sa HOBP koji su podeljeni prema puSackom statusu na pusace, nepusace i
bivse pusace koris¢eni su ANOVA i LSD post hoc test (Tabela 13.).
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Tabela 13. Razlike u parametrima funkcionalne aktivnosti AAT i nivou oksidovanog AAT u
kontrolnoj grupi i grupi HOBP-pacijenata podeljenih prema pusackom statusu na nepusace, bivse
pusace i pusace

Kontrola (n=122)* HOBP-pacijenti (n=132)*
Biomarkeri Nepusacdi Bivsi pusaci Pusaci Nepusaci plfll;:;i Pusaci
(n=57) (n=18) (n=47) (n=12) (n=50) (n=61)
AAT (g/L) 1,674029° | 1824030 | 1,68+029 | 1964053 | 2024052 | 2,27+0,49
(Sk'ﬁ/'ge)'a“aza 0,34+0,06 | 031+005 | 033+006b | 029+0,06 | 028+011 | 0,25+0,06
SIA-tripsin d
Wl 1544025° | 143+022 | 1524028 | 1,25:042 | 1,30+0479 | 1,13+0,34
Oksidovani
+ + + + + +
AAT () 18,784533 | 17,64+532 | 15744532 | 19,59+10,67 | 20,49+8,09 | 21,53+7,81
Oksidovani
+ + c + + + d +
AAT (g1L) 0324011 | 032+0.11° | 027+013 | 0404027 | 0,40+0,16° | 0,47+0,18
Antielastazna | 2g 10,459 | 78.79+3.02 | 79,00+500 | 81494796 | 7831823 | 80.18+8.24
aktivnost
';2:3::;'”5'("" 73,7643,72¢ | 75004294 | 73204621 | 65.87+17,73 | 71,53+8,09 | 70,08+14,18

2 nepusaci:kontrolna grupa u odnosu na HOBP; ° pusaci: kontrolna grupa u odnosu na HOBP; © bivsi pusadi:
kontrolna grupa u odnosu na HOBP; 9 pacijenti; pusaci u odnosu na bivse pusace; p<0,05;

*analizom su obuhvaceni zdravi i HOBP-pacijenti za koje su potrebni podaci bili dostupni

Vrednost serumskog nivoa AAT bila je znac¢ajno viSa kod pacijenta nepusaca u odnosu na nepusace
u kontrolnoj grupi (p=0,037). Dalja analiza je pokazala, u grupi nepusaca, znacajno nize vrednosti
SIA-tripsina i antitripsinske aktivnosti kod pacijenata u odnosu na zdrave (redom p=0,011; p=0,009).
Kod puSaca, SIA-elastaza je bila zna€ajno niZa kod pacijenata u odnosu na zdrave (p<0,001). U grupi
bivsih pusSaca oksidovani AAT (g/L) bio je znacajno visi kod pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu
(p=0,039).

U grupi pacijenata pusaci imaju znacajno viSu vrednost oksidovanog AAT (g/L) u odnosu na bivse
pusace (p=0,035), dok je vrednost SIA-tripsina zna¢ajno niza (p=0,009). Vrednost za SIA-elastazu
bila je niza kod pacijenata biv§ih pusac¢a u odnosu na trenutne puSace, sa granicnom znacajnosti

(p=0,059).

4.1.5 Analiza udruzenog uticaja pola i pusackog statusa na parametre
funkcionalne aktivnosti AAT, nivo oksidovanog AAT i parametre funkcionalne
aktivnosti plu¢a kod HOBP-pacijenata

Radi ispitivanja udruzenog uticaja pusenja (pusaé/nepusac) i pola na vrednosti SIA-elastaze, SIA-
tripsina, antielastazne aktivnosti, antitripsinske aktivnosti i parametara pluéne funkcije (FVC, FEV1,

FEV1/FVC) koriséena je dvofaktorska univarijantna analiza varijanse (dvofaktorska ANOVA)
(Tabela 14., Slika 11.).
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Tabela 14. Uticaj pola (Zenski/muski) i puSackog statusa (pusa¢/nepusac) na parametre funkcionalne
aktivnosti AAT, nivo oksidovanog AAT i parametre pluéne funkcije kod HOBP-pacijenata

Biomarkeri UdruZeni uticaj faktora i njihove interakcije p
Pol*Pusacki status 0,141
AAT (g/L) Post hoc analiza po Sidak-u
Pusenje:muskarci 0,020

UdruZeni uticaj faktora i njihove interakcije

Pol*Pugacki status 0,198

SlA-elastaza (kU/g) ”
Post hoc analiza po Sidak-u

Pusenje:muskarci 0,039

UdruZeni uticaj faktora i njihove interakcije

Pol*Pugacki status 0,010

SIA-tripsin (kU/g) -
Post hoc analiza po Sidak-u

Pusenje:muskarci 0,001

UdruZeni uticaj faktora i njihove interakcije

Antielastazna aktivnost

Pol*Pusacki status 0,299
Antitripsinska aktivnost | Pol*Pusacki status 0,132
Oksidovani AAT (%) Pol*Pusacki status 0,473
Oksidovani AAT (g/L) Pol*Pusacki status 0,960
FVC (%) Pol*Pusacki status 0.091
FEV1(%) Pusenje (pusaé/nepusac)* Pol (Zenski/muski) 0,914
UdruZeni uticaj faktora i njihove interakcije
Pol*Pusacki status
FEV1/FVC(%) . 0,016
Post hoc analiza po Sidak-u
Pol: nepusaci 0,005
a b.
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Nastavak Slike 11.

c. d.
1.407 | . 23.00— | -
Nepusaci Nepusaci
—Pusaci —Pusaci
22.50—
1.30-
= & 22,00
2 =
E 1.20 E
a . g 21.50
:
(] = -
S 21.00
1.10
20.50 R
1.00- 20.00- *
T 1 \ T
Muskarci Zene Muskarci Zene
e. £.
0.50-] | - 82.00— . S a&i
Nepusaci Nepusaci
—Pusaci —Pusaci
0.48| —_
= 81.00
I @
= 2
= 0.46 =
3 %
g g 80.00—
3 8
T 0.44- =
2 k]
5
< 79.00
0.42-
/,.
0.40— o 78.00-
| L \ 1
Muskarci Zene Muskarci Zene
g. h.
74.00— . .
=~ Nepusaci -~ Nepusaci
—Pusadi 62.5-| —Pusadi
73.00—
3
§ 72.00— 60.0-
=
2 | -
] \ =
= \ =
s 71.00— \\ g
< \ T 57.57
2 \
£ \
[« % \
E 70.00— \‘
= \
g \ 55.0-
\
69.00— N
‘\
\
. 52.5-
68.00—
T 1 T ]
Muskarci Zene Muskarci Zene

37



Nastavak Slike 11.
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Slika 11. Udruzeni uticaj pusackog statusa i pola na parametre funkcionalne aktivnosti AAT, nivo
oksidovanog AAT i parametre funkcionalne aktivnosti plu¢a kod HOBP-pacijenata: a. AAT (g/L) b.
SlA-elastazu (kU/g); c. SIA-tripsin (kU/g); d. Oksidovani AAT (%); e. Oksidovani AAT (g/L); f.
Antielastazna aktivnost; g. Antitripsinska aktivnost; h. FVC (%); i. FEV1 (%); j. FEV1/FVC. * u
odnosu na nepusace; # u odnosu na zene.

Statisticka analiza je pokazala da postoji znacajan uticaj interakcije puSackog statusa 1 pola na
vrednost SIA-tripsina (p=0,010) i na indeks FEV1/FVC (p=0,016) kod pacijenata sa HOBP.
Primenom post hoc testa po Sidaku dokazano je da su HOBP pacijenti-muskarci pusaéi imali
znacajno vise vrednosti koncentracije AAT (p=0,02), kao i nize vrednosti SIA-elastaze i SIA-tripsina
u odnosu na HOBP pacijente-muskarce nepusace (p=0,039; p=0,001, redom). U grupi HOBP-pusaca,
muskarci su imali nizu vrednost SIA-tripsina u odnosu na Zene, sa granicnom znacajnoscu (p=0,053).
U grupi HOBP-nepusaca, muskarci su imali zna¢ajno nizu vrednost indeksa FEV1/FVC u odnosu na
zene (p=0,005).

4.1.6 Funkcionalna aktivnost AAT, oksidovani AAT i parametri plu¢ne funkcije
kod pacijenata sa HOBP podeljenih prema teZini bolesti

Da bi se utvrdila razlika u vrednostima koncentracije AAT, parametara funkcionalne aktivnosti AAT,
nivoa oksidovanog AAT i parametara plu¢ne funkcije u grupi pacijenata koju su ¢inili ispitanici za
koje su postojali podaci o tezini bolesti sprovedena je statisti¢ka analiza. HOBP-pacijenti su podeljeni
u dve grupe, sa umerenim oblikom (GOLD 2) i grupu koja obuhvata pacijente sa teSkim i veoma
teSkim oblikom bolesti (GOLD 3+4) (Tabela 15.). Ispitivanje nije pokazalo statisticki znacajne
razlike za vrednosti koncentracije AAT, kao ni za parametre funkcionalne aktivnosti i nivoa
oksidovanog AAT zavisno od tezine HOBP. Oc¢ekivano, parametri pluéne funkcije FVC i FEV1 bili
su znacajno nizi kod pacijenata sa teskim i veoma teskim oblikom bolesti (GOLD 3+4) nego kod
pacijenata sa umerenim oblikom bolesti (GOLD 2) (p<0,001, p<0,001, redom), kao i indeks
FEV1/FVC (p=0,015) (Tabela 15.).
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Tabela 15. Ispitivanje razlika u vrednostima koncentracije AAT, funkcionalne aktivnosti AAT, nivoa
oksidovanog AAT i parametara plu¢ne funkcije prema tezini HOBP (laksi oblik: GOLD 2; teski
oblik; GOLD 3+4)

Biomarkeri gSZLll))*i G(S:Lg)iid' p*
AAT (g/L) 2,10+0,49 2,15+0,56 0,756
SlA-elastaza (kU/g) 0.30+0,10 0,28+0,10 0,106
SIA-tripsin (kU/g) 1,27+0,49 1,23+0,44 0,399
Oksidovani AAT (%) 20,97+5,63 18,76+8,51 0,541
Oksidovani AAT (g/L) 0.43+0,15 0,39+0,17 0,617
Antielastazna aktivnost 83,82+6,89 80,17+8,80 0,478
Antitripsinska aktivnost 71,47+17,22 | 70,80+11,08 | 0,932
FVC,% 89,28+19,92* | 50,19+18,35 | <0,001
FEV1,% 65.10+15,08* | 29,31+11,31 | <0,001
FEV1/FVC indeks 54,59+10,04* | 46,71+13,73 0,001

* razlika izmedu HOBP pacijenata podeljenih prema tezini bolesti na dve grupe (GOLD2 vs. GOLD3+4)

** analizom su obuhvaceni zdravi i HOBP-pacijenti za koje su potrebni podaci bili dostupni

4.1.7 Analiza uticaja puSenja (pusa¢, nepusac) na nivo oksidovanog AAT i SIA-
elastaze kod kontrolne grupe i pacijenata podeljenih prema tezini HOBP
(GOLD2, GOLD3+4)

Primenom testa dvofaktorske analize varijanse ispitivan je uticaj puSackog statusa u kontrolnoj grupi

i kod HOBP pacijenata na nivoe oksidovanog AAT (g/L) i SIA-elastazu, kao i kod HOBP pacijenata
podeljenih prema tezini bolesti (GOLD2 i GOLD3+4) (Slika 12.).
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Slika 12. Srednje vrednosti SIA-elastaze i oksidovanog AAT (%) kod pacijenata i kontrola, kao i kod
pacijenata podeljenih prema tezini bolesti (GOLD2, GOLD3+4). « srednja vrednost za SIA-elastazu;
A srednja vrednost za oksidovani AAT (g/L); * razlika SIA-elastaze u odnosu na zdrave nepusace;
** razlika SIA-elastaze u odnosu na zdrave nepusace i pusace; # razlika oksidovanog AAT u odnosu
na zdrave pusace i nepusace, puSace sa GOLD2 i1 nepusace sa GOLD3+4
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Rezultati su pokazali da su pacijenti nepusaci koji su bili u grupi GOLD3+4 imali znacajno nizu
vrednost SIA-clastaze u odnosu na zdrave nepusace (p=0,037). Takode, najnize vrednosti SIA-
elastaze dobijene su kod pacijenata sa teskim i veoma teSkim oblikom bolesti, a to je bilo znacajno
nize nego kod zdravih pusaca i nepusaca (p=0,034, p=0,001, redom). Nasuprot tome, HOBP-pusaci
sa GOLD3+4 stadijumom bolesti imali su najvisi nivo oksidovanog AAT (%) u poredenju sa svim
drugim ispitivanim grupama (u odnosu na zdrave nepusace p=0,009, u odnosu na zdrave pusace
p=0,033, u odnosu na GOLD?2 pusace p=0,22 i u odnosu na GOLD3+4 nepusace p=0,038).

4.2 Analiza fenotipova alfa-1-antitripsina

Na Slici 13. prikazan je gel na kome se uo¢avaju frakcije fenotipova AAT, dobijene metodom
izoelektrofokusiranja.

M1l Z jM1 M1jM1 M2gM1 M2M1 M3 M1 S

Slika 13. Identifikacija fenotipa AAT nakon izoelektrofokusiranja pri gradijentu pH 4,2-4,9

4.2.1 Analiza raspodele alela i fenotipova alfa-1-antitripsina u kontrolnoj grupi i
kod HOBP-pacijenata

Analiza distribucije fenotipova alfa-1-antitripsina odredena je u kontrolnoj grupi i kod pacijenata sa
HOBP upotrebom y? testa. Poredenjem uéestalosti analiziranih pojedina¢nih alela i fenotipova nije
utvrdena znacajna razlika izmedu kontrole i pacijenata (p>0,05) (Tabela 16.). Frekvence analiziranih
fenotipova i alela u kontrolnoj grupi nisu bile u Hardy-Weinbergovoj (H-W) ravnotezi (0,0014), kao
ni u grupi pacijenata (p<0,001) (Tabela 16.). Odstupanje od H-W ravnoteze u kontrolnoj grupi
posledica je razlike izmedu oéekivane i dobijene frekvence za M3 fenotip, koja je bila blizu granice
znacajnosti (p=0,057). U grupi pacijenata, odstupanje od H-W ravnoteze je dobijeno usled statisticki
znacajne razlike izmedu ocekivane i dobijene ucestalosti za M2Z fenotip (p=0,042).
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Tabela 16. Distribucija AAT fenotipova i alela (n, %) u kontrolnoj grupi i grupi HOBP-pacijenata

Fenotip Kontrola (n=126) HOBP-pacijenti (n=154) o
AAT | DB (%) | OB (%) p* DB (%) OB (%) p* P
M1 62 (49,2) | 57,3(45,5) | 0,538 | 78(50,6) 70,9 (46,1) | 0,399 | 0,806
M2 8(63) | 56(44) |0304| 9(58) 55(35) | 0,130 | 0,862
M3 3(2,4) 1(0,8) 0,057 2(1,3) 0,8 (0,5) 0,171 | 0,496
M1M2 | 30(23,8) | 35,7(28,4) | 0,336 | 29(18,8) 39,4 (25,6) | 0,098 | 0,310
M1M3 | 10(7,9) | 155(12,3) | 0,164 | 12(7,8) 149(9,7) | 0448 | 1,0
M2M3 | 7(56) | 48(38) | 0325 6(39) 41(26) | 0361 0512
M1Z | 3(23) | 2721 | 0854 | 5(3.2) 75(4,8) | 0367 | 0,665
M2Z 1(0,7) | 08(,7) | 0863 | 5(32) 21(1,3) | 0042 | 0,158
M3Z 0 0,4 (0,03) | 0,375 0 0,8(0,05) | 0,375
M1S 2(1,6) 1,3(1,00 | 0575 | 5(3,2) 41(26) | 0,645 | 0,376
M1F - - - 2 (1,3) 1,4(0,08) | 0,581
Sz - - - 1(0,6) 0,2(0,1) | 0,089
Alel
M1 170 (67,5) 209 (67,9) 0,920
M2 53 (21,0) 58 (18,8) 0,516
M3 23(9,1) 22 (7,1) 0,390
Z 4 (1,6) 11 (3,6) 0,148
S 2(0,8) 6 (1,9) 0,252
0 2(0,6) 0,111
H-W 2 (p) 10,26 (0,0014) H-W 22 (p) 20,42 (p<0,001)

Rezultati ucestalosti fenotipova i alela u tabeli su prikazani kao broj (%); p*: razlika izmedu dobijene i
oéekivane vrednosti (testiranje Hardy-Weinbergove ravnoteze); p**: razlika izmedu HOBP-pacijenata i
kontrolne grupe; DB: dobijen broj; OB: o¢ekivan broj; statisti¢ka znac¢ajnos p<0,05

*analizom su obuhvaceni zdravi i HOBP-pacijenti za koje su ptrebni podaci bili dostupni

4.2.2 Analiza razlike u distribuciji nedeficijentnih i deficijentnih fenotipova AAT
izmedu kontrolne grupe i HOBP-pacijenata

Primenom Fisher exact testa za analizu 2x2 tabele kontingencije uporedena je distribucija
nedeficijentnin (MM, MF) i deficijentnih (MS, MZ, SZ) fenotipova alfa-1-antitripsina izmedu
kontrolne grupe i grupe HOBP-pacijenata. . Primenom Fisher exact testa dobijena je veca ucestalost
deficijentnih fenotipova AAT u grupi HOBP pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu (p=0,041), zbog
malog broja deficijentnih fenotipova u kontrolnoj grupi (n=6, $to je na granici za primenu ovog testa).
Medutim, primenom Pearsonovog 2 testa dobijena je razlika u distribuciji normalnih i deficijentnih
fenotipova kod zdravih i pacijenata sa HOBP, sa grani¢nom znacajnosti (p=0,084) (Tabela 17., Slika
14.).
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Tabela 17. Razlika u distribuciji nedeficijentnih i deficijentnih fenotipova AAT (n, %) izmedu
kontrolne grupe i grupe HOBP-pacijenata

) Kontrola HOBP-pacijenti
Fenotip AAT p* p** OR (95% CI)
(n=125) (n=154)
Nedeficijentni (MM, MF) 119 (95,20) 138 (90,26) 0,041 | 0,084 | 2,3 (0,872-6,065)
Deficijentni (MS, MZ, SZ) 6 (4,80) 16 (10,39)

*Fisher exact test-razlika izmedu kontrola i pacijenata
**Verovatnoéa za Pearson's y? -razlika izmedu kontrola i pacijenata

Kontrola HOBP

AAT fenotipovi

CImm,MF
[Mms,mz,sz

Slika 14. Distribucija nedeficijentnih i deficijentnih fenotipova AAT u kontrolnoj grupi i kod HOBP-
pacijenata

4.2.3 Analiza razlike u distribuciji normalnih (MM) i mutiranih (MF, MS, MZ,
SZ) fenotipova AAT izmedu kontrolne grupe i HOBP-pacijenata

Primenom Fisher exact testa za analizu 2x2 tabele kontigencije uporedena je distribucija normalnih
(MM) i mutiranih (MF, MS, MZ, SZ) fenotipova alfa-1-antitripsina izmedu kontrolne grupe i grupe
HOBP-pacijenata. Dobijena je znacajno veéa ucestalost mutiranih fenotipova AAT u grupi HOBP
pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu (p=0,021). Takode, primenom Pearsonovog y testa dobijena
je znacajna razlika u distribuciji normalnih i deficijentnih fenotipova kod zdravih i pacijenata sa
HOBP (p=0,041) (Tabela 18., Slika 15.). Nosioci mutiranih AAT fenotipova su imali 2,6 veéi rizik
da obole od HOBP u odnosu na normalne MM fenotipove.

Tabela 18. Razlika u distribuciji normalnih i mutiranih fenotipova AAT (n, %) izmedu kontrolne
grupe i HOBP-pacijenta

) Kontrola HOBP-pacijenti
Fenotip AAT p* p** OR (95% CI)
(n=124) (n=154)
Normalni (MM) 119 (95,20) 136 (88,30)
Mutirani (MF, MS, | 6 (4,80) 18 (11,70) 0,021 | 0,041 | 2,625 (1,009-6,829)
MZ, SZ)

*Fisher exact test-razlika izmedu kontrola i pacijenata
**Verovatnoéa za Pearson's y? -razlika izmedu kontrola i pacijenata
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Slika 15. Distribucija normalnih i mutiranih fenotipova AAT u kontrolnoj grupi i kod HOBP-
pacijenata

4.2.4 Ispitivanje povezanosti izmedu fenotipova AAT (nedeficijentni i
deficijentni), koncentracije AAT, funkcionalne aktivnosti AAT i nivoa
oksidovanog AAT u kontrolnoj grupi i kod HOBP-pacijenata

Ispitivan je nivo serumskog AAT (g/L), parametri funkcionalne aktivnosti AAT (SIA-elastaza, SIA-
tripsin, antielastazna i antitripsinska aktivnost), oksidovani AAT (% i g/L) kod ispitanika u kontrolnoj
grupi i grupi pacijenata sa HOBP u odnosu na fenotip alfa-1-antitripsina. Ispitanici su prema
fenotipovima AAT Klasifikovani u dve grupe: ispitanici nosioci nedeficijentnih alela (MM, MF) i
ispitanici nosioci deficijentnih alela (MS, MZ, SZ) (Tabela 19.).

Tabela 19. Uticaj fenotipova AAT (deficijentni: MS, MZ, SZ i nedeficijentni: MM 1 MF) na
koncentraciju AAT, antielastaznu aktivnost, antitripsinsku aktivnost i nivo oksidovanog AAT u
kontrolnoj grupi i grupi HOBP-pacijenata

Kontrola HOBP
Biomarkeri MM,MF MS,MZ, SZ MM, MF MS,MZ, SZ
(n=120) (n=6) (n=138) (n=16)
AAT (g/L) 1,7240,28 a¢ 1,34+0,50 2,16+0,49 ¢ 1,82+0,64
SIA-Elastaza 0,33+0,06 0,37+0,08 0,26+0,06 0,330,21
SIA-Tripsin 1,50%0,25 ¢ 1,73%0,29 1,19+0,32 1,37+0,81°
Antielastazna aktivnost 79,38+4,91 76,21+3,87 79,07+7,84 75,66%7,70
Antitripsinska aktivnost 74,16+4,0° 64,93+8,86 71,14+11,15 ¢ 62,34+12,86
Oksidovani AAT (%) 17,70+6,05 13,88+5,93 19,77+8,60 18,00+8,73
Oksidovani AAT (g/L) 0,310,122 0,23+0,18 0,41+0,18 0,34%0,22

4 Nedeficijentni fenotipovi: razlika izmedu kontrole i pacijenata; ® deficijentni fenotipovi: razlika izmedu
kontrole i pacijenata; ¢ kontrola: razlika izmedu nedeficijentnih i deficijentnih fenotipova; ¢ HOBP-pacijenti:
razlika izmedu nedeficijentnih i deficijentnih fenotipova; vrednosti za kvantitativne promenljive su prikazane
kao srednja vrednost +Sd.

Statisti¢ka analiza je pokazala da kod ispitanika koji su nosioci nedeficijentnin AAT fenotipova

postoji statisticki znacajno povisena koncentracija AAT kod HOBP pacijenata u odnosu na zdrave

osobe (p<0,001).

Kod ispitanika sa nedeficijentnim AAT fenotipovima, vrednosti za SlA-elastazu, SIA-tripsin i
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antitripsinsku aktivnost bile su znacajno nize kod HOBP-pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu
(p<0,001, p<0,001, p=0,004, redom). Nivo oksidovanog AAT izrazen u % i g/L bio je statisticki
znacajno poviSen kod HOBP-pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu kod nosilaca nedeficijentnih
AAT fenotipova (p=0,045, p<0,001, redom).

Primenom neparametarskog Mann-Whitney U-testa, u grupi ispitanika sa deficijentnim fenotipom
AAT, dokazano je da je SIA-tripsin bio znaCajno nizi kod pacijenata nego u kontrolnoj grupi
(p=0,027), kao i SIA-elastaza, ali sa verovatno¢om na granici znacajnosti (p=0,055). U istoj grupi,
ispitanika sa deficijentnim fenotipom AAT vrednost koncentracije AAT bila je niza kod pacijenata u
odnosu na zdrave, sa grani¢nom znacajnosti (p=0,055). Vrednosti oksidovanog AAT kod ispitanika
sa deficijentnim AAT fenotipovima nisu se znacajno razlikovale izmedu kontrolne grupe i grupe
pacijenata.

U kontrolnoj grupi ispitanici sa deficijentnim AAT fenotipovima imali su nizu antitripsinsku
aktivnost u odnosu na nosioce nedeficijentnih fenotipova, sa grani¢cnom znacajnoséu (p=0,051).
Pored toga, zdravi ispitanici nosioci deficijentnih fenotipova imali su znacajno nizu koncentraciju
AAT (p=0,002). Takode, nosioci nedeficijentnih fenotipova imali su znacajno nize vrednosti SIA-
tripsina u odnosu na deficijentne (p=0,040).

U grupi HOBP-pacijenata dobijena je znacajno niza koncentracija AAT (p=0,013) i antitripsinska
aktivnost (p=0,005) kod nosilaca deficijentnih fenotipova u odnosu na nedeficijentne.

4.2.5 Ispitivanje povezanosti izmedu fenotipova AAT (mutirani i normalni),
koncentracije AAT, funkcionalne aktivnosti AAT i nivoa oksidovanog AAT kod
HOBP-pacijenata

Kako je u grupi HOBP pacijenata detektovano prisustvo MF fenotipa, nakon podele fenotipova AAT
na normalne (MM) i mutirane (MF, MS, MZ, SZ), ispitivan je njihov uticaj na nivo serumskog AAT
(g/L), parametre funkcionalne aktivnosti AAT (SIA-elastaza, SIA-tripsin, antielastazna i
antitripsinska aktivnost) i na nivo oksidovanog AAT (% i g/L) kod ispitanika kod pacijenata sa HOBP
(Tabela 20.).

Tabela 20. Uticaj fenotipova AAT (normalni: MM i mutirani: MF, MS, MZ, SZ) na koncentraciju
AAT, antielastaznu aktivnost, antitripsinsku aktivnost i nivo oksidovanog AAT u grupi HOBP-
pacijenata

Biomarkeri Fenotipovi AAT Fenotipovi AAT
MM (n=136) MF,MS,MZ, SZ (n=18)

AAT (g/L) 2,1620,49° 1,86+0,63
SIA-Elastaza 0,26+0,06 0,32+0,20
SIA-Tripsin 1,19+0,32 1,34+0,77
Antielastazna aktivnost 79,22+7,84 74,98+7,25

Antitripsinska aktivnost 71,22+11,212 62,75+12,09
Oksidovani AAT (%) 19,94+8,58 16,88+8,51
Oksidovani AAT (g/L) 0,42+0,19 0,33+0,21

8Razlika izmedu normalnih i mutiranih fenotipova AAT; vrednosti za kvantitativne promenljive su prikazane
kao srednja vrednost +Sd.

Koncentracija AAT bila je znacajno niza kod nosilaca mutiranog fenotipa u odnosu na one sa
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normalnim (p=0,023). Dalje, vrednost antitripsinske aktivnosti bila je znacajno niza kod pacijenata
sa mutiranim u odnosu na one sa normalnim fenotipom AAT (p=0,004).

Takode, vrednost antielastazne aktivnosti bila je niza kod pacijenata sa mutiranim u odnosu na
nosioce normalnog AAT fenotipa, sa granicnom znacajnosti (p=0,066).

4.2.6 Analiza udruZenog uticaja polimorfizma AAT, pusackog statusa i
prisustva/odsustva HOBP na funkcionalnu aktivnosti AAT i nivo oksidovanog
AAT

Sa ciljem da se ispita uticaj medusobnih interakcija prisustva/odsustva HOBP, fenotipova AAT
(deficijentni: MS, MZ, SZ i nedeficijentni: MM i MF) i puSackog statusa na vrednosti SIA-elastaze,
SIA-tripsina, antielastazne i antitripsinske aktivnosti, kao i na nivo oksidovanog AAT (izrazenog u
% i1 g/L) koris¢ena je trofaktorska analiza varijanse (Tabela 21., Slika 16.)

Tabela 21. Udruzeni uticaj fenotipova AAT (deficijentni: MS, MZ, SZ i nedeficijentni: MM, MF),
stanja (prisustvo/odsustvo HOBP) i pusackog statusa (pusaci/nepusaci) na funkcionalnu aktivnost
AAT i nivo oksidovanog AAT

Zavisna promenljiva Uticaj faktora i njihove interakcije p
Stanje*Fenotip AAT*Pusacki status 0,217
Post hoc analiza po Sidak-u
SIA-elastaza FenotipAAT(MM,MF/MS,MZ,SZ): pacijenti- <0,001
nepusaci
Pusenje(Pusac¢/Nepusac): MS,MZ, SZ -pacijenti 0,009
Uticaj faktora i njihove interakcije
Stanje*Fenotip AAT*Pusacki status 0,015
Post hoc analiza po Sidak-u
FenotipAAT(MM,MF/MS,MZ,SZ): pacijenti-
s . 0,002
SIA-tripsin nepusaci
Pusenje(Pusac/Nepusac¢): MS,MZ, SZ -pacijenti 0,001
Stanje(HOBP/Kontrola): MS,MZ, SZ -pusaci <0,001
Stanje(HOBP/Kontrola): MM, MF-pusaci <0,001
Stanje(HOBP/Kontrola): MM, MF-nepusaci <0,001
Uticaj faktora i njihove interakcije
Stanje*Fenotip AAT*Pusacki status 0,913
Antielastazna aktivnost | Post hoc analiza po Sidak-u
Pusenje(Pusac¢/Nepusac): MS,MZ, SZ -kontrola 0,007
Pusenje(Pusaé/Nepusac): MS,MZ, SZ -HOBP <0,001
Uticaj faktora i njihove interakcije
Antitripsinska aktivnost
Stanje*Fenotip AAT*Pusacki status 0,875
Stanje*Fenotip AAT*Pusacki status 0,398
Oksidovani AAT (%) Post hoc analiza po Sidak-u
FenotipAAT(MM,MF/MS,MZ,SZ): nepusac-HOBP 0,033
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Nastavak Tabele 21.

SlA-elastaza (kU/g)

Oksidovani AAT (%)

Uticaj faktora i njihove interakcije

Stanje*Fenotip AAT*Pusacki status 0,198
Post hoc analiza po Sidak-u
Oksidovani AAT (g/L) FenotipAAT(MM,MF/MS,MZ,SZ): nepusac-HOBP 0,010
Pusenje(Pusaé/Nepusac): MS,MZ, SZ -HOBP 0,014
Stanje(HOBP/Kontrola): MM, MF-pusaci <0,001
Stanje(HOBP/Kontrola): MS,MZ, SZ -pusaci 0,039
Stanje(HOBP/Kontrola): MM, MF-nepusaci <0,001
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Slika 16. Uticaj fenotipa AAT (nedeficijentni MM, MF/deficijentni MS, MZ, SZ) u kontrolnoj grupi
i kod HOBP-pacijenata podeljenih prema pusackom statusu na: a. SIA-elastaza (kU/g); b. SIA-tripsin
(kU/g); c. oksidovani AAT (%); d. oksidovani AAT (g/L); e. Antielastazna aktivnost (%); f.
Antitripsinska aktivnost (%). *MM,MF u odnosu ha MS, MZ, SZ; # pusaci u odnosu na nepusace; &
pacijenti u odnosu na kontrole.

nepusaci nepusaéi pusaéi pusaci

Prisustvo HOBP, AAT fenotip (deficijentni: MS, MZ, SZ i nedeficijentni: MM, MF) i pusackog
statusa (pusaci/nepusaci) znacajno je uticala na vrednost za SIA-tripsin (p=0,015). Daljom analizom
pomodu testa po Sidaku, u grupi HOBP-pacijenata koji su bili nepusaci, dobijene su znagajno nize
vrednosti za SlA-elastazu i SIA-tripsin kod ispitanika sa nedeficijentnim u odnosu na one sa
deficijentnim fenotipovima (p<0,001; p=0,002, redom). U grupi HOBP pacijenata sa deficijentnim
fenotipovima, pusaci su imali znac¢ajno nizu vrednost za SlIA-elastazu i SIA-tripsin u odnosu na
nepusace (p=0,009, p=0,001, redom). U grupi pusaca, vrednost za SIA-tripsin bila je znacajno niza
kod HOBP-pacijenata u odnosu na zdrave ispitanike, nezavisno od toga da li su bili nosioci
nedeficijentnih AAT (p<0,001) ili nosioci deficijentnih fenotipova (p<0,001). U grupi nepusaca sa
nedeficijentnim fenotipom, HOBP-pacijenti su imali zna¢ajno nizi SIA-tripsin u odnosu na kontrolnu
grupu (p<0,001).

Statistickom analizom je dobijena znacajna interakcija AAT fenotipa i statusa puSenja na
antitripsinsku aktivnost (p=0,039). Rezultati Sidak testa pokazuju da su pusaci, u obe grupe ispitanika
(HOBP-pacijenti i kontrolna grupa), koji su bili nosioci deficijentnog fenotipa AAT imali znacajno
nize vrednosti antitripsinske aktivnosti u odnosu na nosioce nedeficijentnog fenotipa (redom,
p<0,001; p=0,007).

Trofaktorska ANOVA nije pokazala znacajan uticaj medusobne interakcije prisustva bolesti, AAT
fenotipa i puSenja na nivo oksidovanog AAT (%) (p=0,398) i oksidovanog AAT u g/L (p=0,198).
Medutim, primenom testa po Sidaku je pokazano da je kod HOBP-pacijenata nepusada nivo
oksidovanog AAT, izrazen u % i u g/L bio znacajno visi kod ispitanika sa nedeficijentnim u odnosu
na one sa deficijentnim fenotipom (p=0,033; p=0,010, redom). U grupi HOBP-pacijenata sa
deficijentim AAT fenotipovima nivo oksidovanog AAT (g/L) je bio znacajno visi kod pusaca u
odnosu na nepusace (p=0,014). U grupi pusaca, nezavisno od toga da li su bili nosioci nedeficijentnih
ili deficijentnih AAT fenotipova, oksidovan AAT (g/L) bio je znacajno visi kod HOBP-pacijenata u
odnosu na zdrave osobe (p<0,001; p=0,039, redom). U grupi nepusaca i nosilaca nedeficijentnih AAT
fenotipova vrednost oksidovanog AAT (g/L) bila je znacajno visa kod HOBP-pacijenata u odnosu na
zdrave ispitanike (p<0,001).
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4.2.7 Analiza udruZenog uticaja polimorfizma AAT i godina starosti na
spirometrijske parametre kod pacijenata sa HOBP

Kod pacijenata sa HOBP ispitivan je uticaj medusobne interakcije fenotipova AAT (klasifikovanog
na nedeficijentne: MM, MF; i deficijentne: MS, MZ, SZ) i godina starosti (mladi od 60 i stariji od 60
godina) na spirometrijske parametre (FVC, FEV1 i FV1/FVC) primenom dvofaktorske analize
varijanse (Tabela 22., Slika 17.).

Tabela 22. Udruzeni uticaj fenotipova AAT (nedeficijentni: MM, MF, n=138, deficijentni: MS, MZ,
SZ, n=16) i godina starosti (< 60, n=47; >60, n=107) na spirometrijske parametre kod HOBP-
pacijenata

Biomarker Uticaj interakcije faktora p
FVC Fenotip*Starost 0,940

Uticaj interakcije faktora

Fenotip*Starost 0,267
FEV1 Post hoc analiza po Sidak-u

Starost: nedeficijentni | 0,036

Uticaj interakcije faktora

Fenotip*Starost ‘ 0,017
FEV1/FVC Post hoc analiza po Sidak-u

Starost: nedeficijentni 0,001

Fenotip AAT: starost <60 0,044

Dvofaktorska ANOVA je pokazala znafajan uticaj medusobne interakcije AAT fenotipa i godina
starosti na indeks FEV1/FVC (p=0,017), dok na vrednosti FVC i FV1 nije bilo statisti¢ki znacajnog
uticaja (Tabela 22.). Primenom testa po Sidaku dokazano je da u grupi pacijenata nosilaca
nedeficijentnog AAT fenotipa (MM, MF) znacajno nizu vrednost FEV1 su imali ispitanici mladi od
60 godina u odnosu na starije od 60 godina (p=0,036). U grupi nosilaca nedeficijentnog AAT fenotipa
pacijenti mladi od 60 godina imali su znac¢ajno nizu vrednost indeksa FEV1/FVC u odnosu na starije
od 60 godina (p=0,001). Takode, utvrden je znac¢ajno nizi FEV1/FVC indeks u grupi ispitanika mladih
od 60 godina kod nosilaca nedeficijentnih AAT fenotipova u odnosu na nosioce sa deficijentnim
fenotipovima (p=0,044) (Slika 17.).
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Slika 17. Uticaj fenotipa AAT (deficijentni: MS, MZ, SZ u odnosu na nedeficijentne: MM, MF) kod
HOBP-pacijenata na spirometrijske parametre u dve starosne grupe (mladi i stariji od 60 godina): a.
FVC (%); b. FEV1 (%) i c. FEV1/FVC. *ispitanici stariji od 60 godina (>60) u odnosu na ispitanike
mlade od 60 godina (<60); # MS, MZ, SZ u odnosu na MM, MF.

4.2.8 Analiza udruzenog uticaja M-subtipova AAT (MM homozigoti, MM
heterozigoti), prisustva/odsustva HOBP i pusackog statusa na funkcionalnu
aktivnost AAT i nivo oksidovanog AAT

Da bi se ispitao uticaj medusobnih interakcija stanja (prisustvo/odsustvo HOBP), M subtipova AAT
(MM homozigoti/MM heterozigoti) i pusackog statusa (puSac¢/nepusac) na vrednosti SIA-elastaze,

SIA-tripsina, antielastazne i antitripsinske aktivnosti, kao i na nivo oksidovanog AAT (% i g/L)
kori$¢ena je trofaktorska analiza varijanse (Tabela 23., Slika 18.).

Tabela 23. Udruzeni uticaj fenotipa AAT (MM homozigot/MM heterozigot) i statusa pusenja
(pusac/nepusac) na funkcionalnu aktivnost AAT i nivo oksidovanog AAT

Biomarker Uticaj faktora i njihove interakcije p
Stanje*Fenotip AAT*Pusacki status 0,217
Post hoc analiza po Sidak-u
Stanje: MM homozigoti- Saci

SlA-elastaza J -g - i e 0,001
Stanje: MM homozigoti-pusaci <0,001
Stanje: MM heterozigoti-nepusaci <0,001
Stanje: MM hetrozigoti-pusaci 0,001
Uticaj faktora i njihove interakcije
Stanje*Fenotip AAT*Pusacki status 0,199
Post hoc analiza po Sidak-u

SIA-tripsin Stanje: MM homozigoti-nepusaci 0,001
Stanje: MM homozigoti-pusaci <0,001
Stanje: MM heterozigoti-nepusaci 0,001
Stanje: MM hetrozigoti-pusaci 0,009
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Nastavak Tabele 23.

Uticaj faktora i njihove interakcije

Antielastazna aktivnost ] ) )
Stanje*Fenotip AAT*Pusacki status 0,340

Uticaj faktora i njihove interakcije
Antitripsinska Stanje*Fenotip AAT*Pusacki status ‘ 0,485
aktivnost

Post hoc analiza po Sidak-u
Fenotip AAT: nepusaci-pacijenti ‘ 0,019

Uticaj faktora i njihove interakcije

Oksidovani AAT (%) ] - ]
Stanje*Fenotip AAT*Pusacki status 0,482

Uticaj faktora i njihove interakcije

Oksidovani AAT (g/L)

Stanje*Fenotip AAT*Pusacki status 0,931
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Slika 18. Uticaj HOBP i AAT fenotipa (MM homozigot, MM heterozigot) u kontrolnoj grupi i grupi
pacijenata podeljenih na pusace i nepuSace na vrednosti: a. SIA-elastaza (kU/g); b. SIA-tripsin
(kU/g); c. oksidovani AAT (%); d. oksidovani AAT (g/L); e. Antielastazna aktivnost (%); f.
Antitriosinska aktivnost (%). * pacijenti u odnosu na kontrole; # MM homozigoti u odnosu na MM
heterozigote.

Primenom testa po Sidaku pokazano je da su pacijenti, nezavisno da li su bili MM homozigoti ili MM
heterozigoti i nezavisno od puSackog statusa pokazali znacajno nize vrednosti SIA-elastaze (MM
homozigoti-nepusaci p=0,001; MM homozigoti-pusaci p<0,001; MM heterozigoti-nepusaci p<0,001;
MM heterozigoti-pusac¢i p=0,001) u odnosu na kontrolnu grupu. Isto tako, nivo SIA-tripsina je bio
znacajno nizi kod pacijenata, nezavisno da li su bili MM homozigoti ili MM heterozigoti i nezavisno
od pusackog statusa (MM homozigoti-nepusaci p=0,001; MM homozigoti-pusaci p<0,001; MM
heterozigoti-nepusaci p=0,001; MM heterozigoti-pusaci p=0,009) u odnosu na kontrolnu grupu .

Post hoc test po Sidaku je pokazao da su u kontrolnoj grupi nepusa¢a, MM homozigot imali niZe
vrednosti SIA-elastaze i SIA-tripsina u odnosu na MM heterozigote, sa verovatno¢om vrlo blizu
granice znacajnosti (redom p=0,057, p=0,077).

Statisticka analiza je pokazala da je na nivo anticlastazne aktivnosti znacajno uticala interakcija
fenotipa AAT (MM homozigot/MM heterozigot) i pusackog statusa (p=0,033). Primenom post hoc
testa po Sidaku pokazano je da su u grupi HOBP-pacijenata nepusa¢a, MM homozigoti imali nizu
antielastaznu aktivnost u odnosu na MM heterozigote (p=0,053), sa grani¢nom znac¢ajnosti. Primena
univarijantne analize je pokazala da postoji izvestan uticaj interakcije fenotipa AAT (MM homozigot,
MM heterozigot) i puenja na antitripsinsku aktivnost (p=0,090). Nakon primene Sidak testa utvrdeno
je da su pacijenti nepusaci koji su nosioci MM homozigotnog fenotipa imali znacajno nizu
antitripsinsku aktivnost u odnosu nosioce sa heterozigotnim AAT fenotipom (p=0,019).

51



4.3 Analiza polimorfizma metionin sulfoksid reduktaze A (MSRA
rs10903323) i njegov znacaj u razvoju HOBP

Na Slici 19. je prikazana elektroforetska analiza fragmenata dela MSRA gena u agaroznom gelu,
dobijeni nakon digestije restrikcionim enzimom.

Slika 19. Identifikacija fragmenata nakon digestije

4.3.1 Analiza distribucije alela i genotipova MSRA rs10903323 u kontrolnoj
grupi i kod HOBP pacijenata

Analizom genskih varijanti metionin sulfoksid reduktaze A (MSRA rs10903323) odredena je
distribucija alela i genotipova u kontrolnoj grupi i kod pacijenata sa HOBP-om. Poredenjem
ucestalosti analiziranih genotipova nije uocena statisti¢ki znacajna razlika izmedu kontrolne grupe 1
pacijenata (p=0,289). Takode, nije bilo razlike u raspodeli nosilaca mutacije MSRA (genotipovi AG
i GG) i onih koji nisu bili nosioci mutacije (genotip AA) izmedu kontrolne grupe i pacijenata sa
HOBP (p=0,889).

Frekvence analiziranih genskih varijanti u kontroli i kod HOBP-pacijenata su bile u Hardy-Weinberg-
ovoj ravnotezi (p=0,380 i p=0,880, redom) (Tabela 24.).

Tabela 24. Distribucija MSRA rs10903323 genotipova i alela u grupi HOBP-pacijenata i
kontrolnoj grupi

Polimorfizam Kontrola HOBP-pacijenti
MSRA rs10903323 (n=134) (n=155) P
Genotipovi
A/A 108 (80,5) 124 (80,0) 0,887
AlG 24 (18,0) 31 (20,0) 0,654
G/G 2 (1,5 0(0) 0,214
A/Gi G/IG 26 (19,4) 31 (20,0 0,887
Aleli
A 240 (89,5) 279 (90,0) 0,862
G 28 (10,5) 31 (10,0) 0,862
H-W %% (p) 0,25 (0,880) 1,91 (0,380)

Rezultati u tabeli su prikazani kao broj n (%).

52




4.3.2 Ispitivanje povezanosti izmedu polimorfizma MSRA rs1093323,
funkcionalne aktivnosti AAT, nivoa oksidovanog AAT i tezine bolesti

Daljom statistickom analizom ispitivana je razlika u vrednostima koncentracije AAT, funkcionalne
aktivnosti AAT (SlA-elastaza, SIA-tripsin, antielastazna i antitripsinska aktivnost), oksidovanog
AAT kod svih ispitanika u kontrolnoj grupi i u grupi pacijanata, potom razlika u parametrima pluéne
funkcije 1 tezine bolesti u grupi pacijenata, kao i u odnosu na genske varijante MSRA rs10903323
(bez mutacije AA i sa prisutnom mutacijom AG i GG genotip) (Tabela 25.).

Tabela 25. Serumski nivo AAT, funkcionalna aktivnost AAT, oksidovani AAT (% i g/L) i parametri
tezine bolesti u odnosu na genske varijante MSRA rs10903323 bez mutacije (AA homozigoti) i sa
prisutnom mutacijom (AG i GG heterozigoti)

MSRA
) . Kontrola HOBP
Biomarkeri r310903_323 (n=134) (n=155) p
genotip
AAT (L) AA 1,70+0,30 2,15+0,51 <0,001
g AGiGG 1,7320,32 2,15+0,44 <0,001
AA
SIA Elastaza (KU/Q) ' 0,33+0,06 0,26+0,06 <0,001
AGiGG 0,330,06 0,2620,05 <0,001
AA
SIATripsin (KU/g) _ 1,51+0,26 1,17+0,32 <0,001
AGi GG 1,52+0,27 1,22+0,32 0,001
Antielastazna AA 79,3945,14 78,53+7,98 0,370
aktivnost AGiGG 78,82+3,77 79,95+7,73 0,537
Antitripsinska AA 73,52+5,02 69,75+11,70 0,002
aktivnost AGi GG 74,61+3,58 71,41+11,68 0,172
Oksidovani AAT | AA 17,39+6,33 18,91+8,37 0,154
(%) AGiGG 18,37+4,75 22.08+9,16 0,096
Oksidovani AAT | AA 0,31+0,13 0,40+0,19 <0,001
(g/L) AGiGG 0,32+0,10 0,45+0,17 0,007
AA - 55,18+22,58
FvVC 0,209
AG - 61,84+27,17
AA _
eV 36,19+18,00 0.187
AG - 41,60+18,89
AA ]
FEV1/FVC 20,70+14,00 0,781
AG - 51,56+13,14
AA ; 741
GOLD 2 AC - 559
AA - 744
GOLD 3 AG § 756 0,457
AA - 83,3
GOLD 4 G - 187
AA - 79.6
GOLD 3+4 AG . 204 0533*

Vrednosti za kvantitativne promenljive su prikazane kao srednja vrednost £Sd; GOLD klasifikacija je
prikazana kao %. *razlika u ucestalosti nosilaca MSRA rs10903323 AA ili AG genotipa prema tezini bolesti

Vrednosti SIA-elastaze i SIA-tripsina bile su zna¢ajno nize kod pacijenata u odnosu na zdrave, bez
obzira na genotip MSRA.
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Kod zdravih ispitanika je antielastazna aktivnost bila neznatno visa kod nosilaca AA genotipa, a kod
pacijenata je neznatno visa kod nosilaca mutacije (AG i GG genotipa), bez statisticke znacajnosti. U
grupi homozigota AA, antitripsinska aktivnost bila je znacajno niZza kod pacijenata u poredenju sa
kontrolnom grupom (p=0,002), dok kod nosilaca AG ili GG genotipa nije utvrdena znacajna razlika
izmedu zdravih 1 pacijenata.

Oksidovani AAT (g/L) je znacajno visi kod pacijenata bez obzira na prisustvo/odsustvo mutacije na
MSRA rs1093323 (kod nosilaca AA genotipa p<0,001; kod nosilaca AG+GG p=0,007).

Spirometrijski parametri funkcije plu¢a nisu pokazali zna¢ajnu razliku zavisno od prisustva/odsustva
mutacije rs1093323 MSRA gena kod pacijenata sa HOBP.

Nije dobijena razlika u distribuciji homozigota AA i hetrozigota AG u odnosu na tezinu bolesti koja
je procenjena prema GOLD Kklasifikaciji na tri grupe, srednje teski oblik (GOLD2), teski oblik
(GOLD?3) i vrlo teski oblik (GOLD 4) (p=0,457). Nakon podele pacijenata na dve grupe prema tezini
bolesti, na laksi (GOLD 2) i tezi oblik (GOLD 3+4), takode nije utvrdena znacajna razlika u
distribuciji genotipa AA i AG prema teZini bolesti (p=0,533).

4.3.3 Analiza udruzenog uticaja polimorfizma MSRA rs10903323 i
prisustva/odsustva HOBP na nivo AAT, funkcionalnu aktivnost AAT i nivo
oksidovanog AAT

Da bi se testirao uticaj interakcije stanja (prisustvo/odsustvo HOBP) i polimorfizma MSRA
rs109303323 (AA/AG+GG) na parametre funkcionalne aktivnosti AAT (S1A-elastaza, SIA-tripsin,

antielastazna i antitripsinska aktivnost) i nivo oksidoavanog AAT primenjena je dvofaktorska analiza
varijanse (Tabela 26.).

Tabela 26. Udruzeni uticaj stanja (prisustvo/odsustvo HOBP), polimorfizma MSRA rs10903323 na
parametre funkcionalne aktivnosti AAT i nivo oksidovanog AAT

Biomarkeri Uticaj faktora i njihove interakcije p

SlA-elastaza (kU/g) Stanje*MSRA polimorfizam 0,967
SIA-tripsin (kU/g) Stanje*MSRA polimorfizam 0,656
Antielastazna aktivnost Stanje*MSRA polimorfizam 0371
Antitripsinska aktivnost Stanje*MSRA polimorfizam 0,841
Oksidovani AAT (%) Stanje*MSRA polimorfizam 0,376
Oksidovani AAT (g/L) Stanje*MSRA polimorfizam 0,568

p — statisticka znac¢ajnost p<0,05

Statistickom analizom nije pokazan znacajan uticaj interakcije bolesti i mutacije rs10903323 na
MSRA genu na parametre funkcionalne aktivnosti AAT i nivo oksidovanog AAT. Takode, testiranje
po Sidaku nije pokazalo statisti¢ki znacajne razlike.

4.3.4 Analiza udruzenog uticaja polimorfizma MSRA rs10903323,

prisustva/odsustva HOBP i pusackog statusa na funkcionalanu aktivnost AAT i

nivo oksidovanog AAT
U cilju procene uticaja interakcije prisustva/odsustva bolesti, MSRA genske varijante (AA i AG+GG)
i pusackog statusa (pusac/nepusac) na SIA-elastazu, SIA-tripsin, antielastaznu i antitripsinsku

aktivnost, kao i na nivo oksidovanog AAT korisc¢ena je trofaktorska analiza varijanse (Tabela 27.,
Slika 20.).
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Tabela 27. Udruzeni uticaj stanja (prisustvo/odsustvo HOBP), polimorfizma MSRA rs10903323
(AA/AG+GG) 1 pusackog statusa (puSac¢/mepusac) na funkcionalnu aktivnost AAT i nivo

oksidovanog AAT
Biomarkeri Uticaj faktora i njihove interakcije p
AAT (g/L) Stanje*MSRA polimorfizam*Pusenje 0,437
Uticaj faktora i njihove interakcije
Stanje*MSRA polimorfizam*Pusenje 0703
SlA-elastaza - - '
(kU/g) Post hoc analiza po Sidak-u
Stanje: AA-pusaci <0,001
Stanje: AG+GG-nepusaci 0,027
Uticaj faktora i njihove interakcije
Stanje*MSRA polimorfizam*Pusenje 0.822
SIA-tripsin X - '
(KU/g) Post hoc analiza po Sidak-u
Stanje: AA-pusaci <0,001
Stanje: AG+GG-nepusaci 0,013
Antielastazna | Uticaj faktora i njihove interakcije
aktivnost Stanje*MSRA polimorfizam*Pusenje 0,660
Antitripsinska | Uticaj faktora i njihove interakcije
aktivnost Stanje*MSRA polimorfizam*Pusenje 0,438
Uticaj faktora i njihove interakcije
Stanje*MSRA polimorfizam*Pusenje 0,399
. . Post hoc analiza po Sidak-u
Oksidovani AAT Pusenje: AA-kontrola 0,043
(%) !
Stanje: AA-pusaci 0,001
Stanje: AG+GG-pusaci 0,008
MSRA: pausadi-pacijenti 0,028
Uticaj faktora i njihove interakcije
. . Stanje*MSRA polimorfizam*Pusenje 0,547
Oksidovani AAT Post hoc analiza po Sidak-u
(9/L) P
g Stanje: AA-pusaci <0,001
Stanje: AG+GG-nepusaci 0,002
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Nastavak Slike 20.
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Slika 20. Uticaj zdravstvenog stanja, genskih varijanti MSRA rs 10903323 i puSackog statusa na
vrednosti parametara funkcionalne aktivnosti AAT i oksidovanog AAT u kontrolnoj grupi i u grupi
HOBP-pacijenata podeljenih prema pusackom statusu: a. AAT (g/L); b. SIA-elastaza (kU/g); c. SIA-
tripsin; d. oksidovani AAT (%); e. oksidovani AAT (g/L); f. antielastazna aktivnost (%); g.
Antitripsinsku aktivnost (%). * AA-pusaci: pacijenti u odnosu na zdrave; # AG-pusaci: pacijenti u
odnosu na zdrave; & pacijenti-pusacéi: AG u odnosu na AA; O zdravi: nepusaci u odnosu na pusace.

StatistiCkom analizom je pokazano da se vrednost koncentracije AAT i SIA-elastaze nije razlikovala
izmedu ispitivanih grupa podeljenih prema zdravstvenom stanju (prisustvo/odsustvo bolesti) i
genotipu MSRA rs10903323 (p=0,437; p=0,909), potom nije bilo razlike ni usled podele grupa prema
zdravstvenom stanju i pusackom statusu (p=0,358) (Tabela 27.). Takode, analizom nije pokazana
znacajna razlika za vrednost SIA-elastaze pri podeli grupa prema puSackom statusu i prisustvu
genotipa (p=0,980), kao ni pri podeli prema sva tri primenjena Kriterijuma (prisustvo/odsustvo
bolesti, pusacki status, genotip MSRA rs 10903323) (p=0,703). Primenom Sidak post hoc testa,
pokazano je da je nivo SIA-elastaze znacajno snizen kod pacijenata puSaca u odnosu na zdrave
pusace, kako u grupi nosilaca AA genotipa (p<0,001), tako i kod nosilaca AG+GG genotipa
(p=0,027).

Primenom tro-faktorskog ANOVA testa, utvrdeno je da nije bilo statistiCki znaajne razlike u
vrednosti SIA-tripsina interakcijom promenljivih varijabli prisustvo/odsustvo bolesti, pusackog
statusa i genotipa MSRA rs 10903323 (Tabela 27.). Rezultati post hoc Sidak testa kod pusaca
pokazuju znacajno snizene vrednosti SIA-tripsina kod pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu kod
nosilaca AA genotipa (p<0,001), kao i kod nosilaca AG+GG genotipa (p=0,013).

Upotrebom univarijantne analize za ispitivanje razlike za vrednosti antielastazne i antitripsinske
aktivnosti usled podele grupa prema zdravstvenom stanju, MSRA rs10903323 genotipu i pusackom
statusu nisu dobijeni statisticki znacajni rezultati (Tabela 30.).

Statisticka analiza je pokazala da interakcija prisustva/odsustva HOBP i pusackog statusa pokazuje
znadajan uticaj na oksidovani AAT (%) (p=0,017). Daljom analizom pomo¢u Sidak testa analizirana
je razlika za vrednosti oksidovanog AAT (%) izmedu zdravih i1 pacijenata koji se razlikuju prema
MSRA rs10903323 genotipu i puSackom statusu. Nosioci AA genotipa u kontrolnoj grupi koji su bili
nepusaci imali su znac¢ajno vise vrednosti oksidovanog AAT (%) kod u odnosu na pusace (p=0,043).
Nosioci AG genotipa u grupi pacijenata pokazivali su vise vrednosti oksidovanog AAT (%) kod
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pusaca nego nepusaca, sa grani¢nom znacajnoséu (p=0,056). U populaciji pusaca, pacijenti su u
odnosu na kontrolnu grupu imali vi$i nivo oksidovanog AAT (%) i u grupi nosilaca AA genotipa
(p=0,001) i u grupi nosilaca AG+GG genotipa (p=0,008). U grupi pacijenata pusaa nivo
oksidovanog AAT (%) bio je znacajno visi kod nosilaca AG u odnosu na AA genotip (p=0,028).

Primenom trofaktorskog ANOVA testa utvrdeno je da na nivo oksidovanog AAT (g/L) znacajno utice
interakcija prisustva bolesti i statusa pusenja (p=0,014). Upotrebom Sidak testa ispitivana je razlika
u nivou oksidovanog AAT (g/L) zavisno od prisustva bolesti i puSackog statusa kod pacijenata i
kontrolne grupe podeljenih prema MSRA rs10903323 genotipu. Kod ispitanih pusaca, pacijenti su
imali statisticki znacajno viSi nivo oksidovanog AAT (g/L) u odnosu na kontrolnu grupu kod
ispitanika sa AA genotipom (p<0,001) i kod ispitanika sa AG+GG genotipom (p=0,002). U grupi
pacijenata nosilaca AG+GG genotipa pusaci su imali vi$i nivo oksidovanog AAT (g/L) u odnosu na
nepusace, sa grani¢nom znacajnoséu (p=0,056).

4.3.5 Analiza udruZenog uticaja polimorfizma MSRA rs10903323 i tezine HOBP
na funkcionalnu aktivnost AAT i nivo oksidovanog AAT kod HOBP-pacijenata

Interakcija polimorfizma MSRA rs10903323 i tezine HOBP (GOLD 2, 3+4) na funkcionalnu
aktivnost AAT i oksidovani AAT testirana je primenom dvofaktorske analize varijanse (Tabela 28.,
Slika 21.).

Tabela 28. Udruzeni uticaj polimorfizma MSRA rs10903323 i tezine HOBP (GOLD 2, 3+4) na
funkcionalnu aktivnost AAT i oksidovani AAT

Biomarkeri Uticaj faktora i njihove interakcije p
MSRA polimorfizam*Tezina HOBP 0,205
SlA-elastaza Post hoc analiza po Sidak-u
GOLD (2,3+4): MSRA AA | 002

Uticaj faktora i njihove interakcije
MSRA polimorfizam*Tezina HOBP | 0,189

SIA-tripsin

Uticaj faktora i njihove interakcije
MSRA polimorfizam*Tezina HOBP ‘ 0,956

Antielastazna aktivnost

Uticaj faktora i njihove interakcije
MSRA polimorfizam*Tezina HOBP | 0,393

Antitripsinska aktivnost

Uticaj faktora i njihove interakcije
MSRA polimorfizam*Tezina HOBP ‘ 0,629

Oksidovani AAT (%)

Uticaj faktora i njihove interakcije
MSRA polimorfizam*Tezina HOBP | 0,965

Oksidovani AAT (g/L)
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Slika 21. Povezanost genskih varijanti MSRA rs 10903323 i vrednosti parametara funkcionalne
aktivnosti AAT i oksidovanog AAT kod HOBP-pacijenata prema tezini bolesti (grupe: GOLD 2 i
GOLD 3+4): a. SIA-elastaza (kU/g); b. SIA-tripsin (kU/g); c. oksidovani AAT (%); d. oksidovani
AAT (g/L); e. Antielastazna aktivnost (%); f. Antitripsinska aktivnost (%). # GOLD3+4 u odnosu na
GOLD2.
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Primena testa dvofaktorska ANOV A nije pokazala statisticki znaCajan uticaj genske varijante MSRA
rs10903323 na parametre antiproteazne aktivnosti i vrednosti oksidovanog AAT kod pacijenata sa
HOBP koji su bili podeljeni prema tezini bolesti na laksi (GOLD 2) i tezi oblik (GOLD 3+4).

Primenom post hoc testa po Sidaku utvrdeno je da u grupi pacijenata koji su nosioci AA genotipa,
znacajno nize vrednosti SIA-elastaze imaju ispitanici sa tezim oblikom bolesti u odnosu na laksi

(p=0,026).

4.3.6 Analiza udruZenog uticaja polimorfizma MSRA rs10903323, teZine HOBP
i pusackog statusa na funkcionalanu aktivnost AAT i nivo oksidovanog AAT
kod HOBP-pacijenata

Radi ispitivanja uticaja MSRA rs10903323 polimorfizma, tezine HOBP (GOLD2 i GOLD3+4) i

pusackog statusa (pusac, nepusac) na nivo SIA-elastaze i oksidovanog AAT (%, g/L) primenjena je
trofaktorska analize varijanse (Slika 22.)
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Slika 22. Uticaj MSRA rs10903323 polimorfizma na SIA-elastazu i nivo oksidovanog AAT kod
HOBP pacijenata podeljenih na dve grupe prema tezini bolesti (GOLD1, GOLD3+4) i puSackom
statusu (pusac, nepusac): a. SIA-elstaza; b. Oksidovani AAT (%); c. Oksidovani AAT (g/L); *
pacijenti pusaci sa tezim oblikom bolesti (GOLD3+4): AA u odnosu na AG

Ukoliko se razmatra udruZeni uticaj MSRA rs10903323 polimorfizma, tezine HOBP i puSackog
statusa anliza je utvrdila da ne postoji statisticki znacajna razlika kod HOBP pacijenata za vrednosti
SIA-elastaze (p=0,471), oksidovanog AAT (%) (p=0,399) oksidovanog AAT (g/L) (p=0,547).
Primenom post hoc testa po Sidaku utvrdeno je da u grupi pacijenata sa teskim i vrlo tegkim oblikom
bolesti (GOLD3+4) postoji tendencija da je oksidovani AAT (%) visi kod nosilaca G alela u odnosu
na nosioce AA genotipa (p=0,086) (Slika 22.). Dalja analiza, primenom t-testa pokazala je da su
pacijenti pusaci sa teskim i vrlo teSkim oblikom bolesti (GOLD3+4) imali znacajno visi oksidovani
AAT (%, g/L) kod nosilaca G alela u odnosu na AA homozigotne (redom, p<0,001, p=0,04, redom)
(Slika 22 b, c.).
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4.3.7 Analiza udruZenog uticaja polimorfizma MSRA rs10903323, godina

starosti | puSackog statusa na spirometrijske parametre kod HOBP-pacijenata

Da bi se ispitao medusobni uticaj polimorfizma MSRA rs10903323, statusa pusenja (pusac/nepusac)
i godina starosti (< 60, >60) na spirometrijske parametre FVC, FEV1 i FEV1/FVC u grupi pacijenata
korisc¢ena je trofaktorska univarijantna analiza. Rezultati analize su prikazani u Tabeli 29 (Slika 23.).

Tabela 29. Udruzeni uticaj polimorfizma MSRA rs10903323, statusa pusenja (puSac¢/nepusac) i

godina starosti (< 60, >60) na spirometrijske parametre

Biomarker Uticaj faktora i njihove interakcije p
FVC Polimorfizam MSRA*Statusa pusenja*Starost 0.427
Uticaj faktora i njihove interakcije
Polimorfizam MSRA*Statusa pusenja*Starost | 0212
FEV1 ’
Post hoc analiza po Sidak-u
Starost: AA-nepusaci ‘ 0,031
Uticaj faktora i njihove interakcije
FEV1/FV - - :
fFve Polimorfizam MSRA*Statusa pusenja*Starost ‘ 0.260

Utvrdena je statisticki znacajna interakcija pusenja i starosti pacijenata na vrednost FEV1 (p=0,037).
Takode, utvrden je statisticki znacajan individualni uticaj godina starosti na vrednost indeksa

FEV1/FVC (p=0,042) (Tabela 29.).
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Nastavak Slike 23.
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Slika 23. Uticaj MSRA genskih varijanti (AA 1 AG) 1 statusa puSenja (puSac/nepusac) na
spirometrijske parametre kod pacijenata podeljenih prema starosti (mladi i stariji od 60 godina). a.
FVC; b. FEV1; c. FEV1/FVC.

Primenom post hoc testa po Sidaku ispitivan je uticaj MSRA genotipa kod pacijenata pusaca i
nepusaca koji su podeljeni u dve grupe prema starosnoj dobi, na mlade i starije od 60 godina.
Utvrdeno je da su vrednosti FVC u grupi pusaca mladih od 60 godina bile nize kod nosilaca AA u
odnosu na nosioce AG genotipa, sa grani¢cnom znacajno$c¢u (p=0,059). U grupi nepusaca nosilaca AA
genotipa, pacijenti mladi od 60 godina imali su znac¢ajno nizu FEV1 vrednost u odnosu na pacijente
starije od 60 godina (p=0,031). Takode u grupi nepusaca nosilaca AA genotipa, vrednosti odnosa
FEV1/FVC bile su nize kod pacijenata mladih od 60 godina u odnosu na starije ispitanike, sa
grani¢nom znacajno$céu (p=0,087) (Slika 23.).

4.3.8 Analiza udruzenog uticaja polimorfizma MSRA rs10903323, pola i godina
starosti na spirometrijske parametre kod HOBP-pacijenata
Ispitivanje medusobnih interakcija pola (Zenski/muski), godina starosti (mladi od 60 1 stariji od 60

godina) i polimorfizma MSRA rs10903323 na parametre funkcije plu¢a (FVC, FEV1 i FEVI/FVC)
ispitivano je primenom testa tro-faktorske analize varijanse (Tabela 30., Slika 24.).

Tabela 30. Udruzeni uticaj pola (Zenski/muski), godina starosti (>60/>60 godina) i polimorfizma
MSRA rs10903323 na spirometrijske parametre

Biomarker Uticaj faktora i njihove interakcije p

Pol*starost*polimorfizam MSRA 0,013
Post hoc analiza po Sidak-u

FvC Starost: Zene-AG 0,004
Pol: AG-<60 0,010
MSRA: <60-Zene 0,006
Uticaj faktora i njihove interakcije
Pol*starost*polimorfizam MSRA | 0,736

FEVL Post hoc analiza po Sidak-u
Starost: muskarci-AA ‘ 0,040
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Nastavak Tabele 30.

Uticaj faktora i njihove interakcije
Pol*starost*polimorfizam MSRA | 0,078
FEVLFVC Post hoc analiza po Sidak-u
Starost: Zene-AA 0,044
Starost: muskarci-AA 0,024
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Slika 24. Povezanost izmedu polimorfizma MSRA rs10903323 (AA i AG) i funkcije pluca procenjene
na osnovu spirometrijskih parametera u odnosu na pol (muski/Zenski) i starost (< 60 godina, >60
AA u odnosu na AG.

godina). a. FVC; b. FEV1; c. FEV1/FVC. *>60 u odnosu na <60; # muski pol u odnosu na zenski; &

StatistiCka analiza je pokazala znac¢ajan uticaj interakcija starosti 1 pola na vrednost FVC (p=0,007).

kao 1 na vrednost indeksa FEV1/FVC, sa grani¢nom znacajnoscu (p=0,078).

Medusobna interakcija godina starosti, pola i MSRA genotipa uticala je na vrednost FVC (p=0,013),

Rezultati Sidak testa pokazuju da su pacijenti Zenskog pola nosioci AG genotipa imali zna¢ajno nizu
vrednost FVC ukoliko su stariji od 60 godina u odnosu na mlade od 60 godina (p=0,004). U grupi
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nosilaca AG genotipa koji su mladi od 60 godina muskarci su imali znacajno nizu vrednost FVC u
odnosu na Zene (p=0,010). Zene starosti do 60 godina imale su zna¢ajno nizi FVC u grupi nosilaca
AA genotipa u odnosu na AG genotip (p=0,006). Muskarci mladi od 60 godina nosioci AA genotipa
imali su znacajno nizu vrednost FEV1 u odnosu na starije od 60 godina (p=0,040). Znacajno nizu
vrednost indeksa FEV1/FVC imali su nosioci AA genotipa koji su mladi od 60 godina u odnosu na
starije od 60 godina, kako u grupi zena (p=0,044), tako i kod muskaraca (p=0,024).

4.3.9 Analiza udruzenog uticaja polimorfizma MSRA rs10903323 i pusackog
statusa na spirometrijske parametre kod HOBP-pacijenata
U grupi pacijenata sa HOBP je ispitivan pojedina¢ni i medusobni uticaj MSRA genske varijante (AA

i AG) 1 statusa pusenja (pusac¢/nepusac) na spirometrijske parametre FVC, FEV1, FEV1/FVC
dvofaktorskom analizom varijanse (Tabela 31., Slika 25.).

Tabela 31. Udruzeni uticaj polimorfizma MSRA rs10903323 gena (AA i AG), statusa pusenja
(pusaé/nepusac) na spirometrijske parametre kod pacijenata sa HOBP

Biomarker Uticaj faktora i njihove interakcije p
FvC Polimorfizam MSRA*Pusacki status 0,515
FEVL Uticaj faktora i njihove interakcije
Polimorfizam MSRA*Pusacki status 0,770
Uticaj faktora i njihove interakcije
FEV1/FVC Polimorfizam MSRA*Pusacki status 0,818
a b.
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Nastavak Slike 25.
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Slika 25. Povezanost izmedu polimorfizma MSRA rs10903323 (AA i AG) i funkcije pluéa procenjene

na osnovu spirometrijskih parametera u odnosu na pusacki status (pusaci, nepusaci). a. FVC; b.
FEV1; c. FEV1/FVC

Primenom dvo-faktorskog ANOVA testa nisu dokazani znacajni pojedina¢ni uticaji puSenja i
rs10903323 MSRA genotipa na parametre spirometrije, kao ni znacajan uticaj interakcije pusenja i
genotipa (Tabela 31.). Post hoc analiza po Sidaku, takode nije pokazala statisticki znacajne razlike.

4.4 Povezanost izmedu polimorfizma MSRA rs10903323,
polimorfizma AAT i funkcije plu¢a kod pacijenata sa HOBP

Ova studija je obuhvatila i ispitivanje udruzenog uticaja polimorfizma MSRA rs10903323 i varijanti
AAT na spirometrijske parametre kod HOBP-pacijenata.

4.4.1 Analiza udruzenog uticaja polimorfizma MSRA rs10903323 (AA/AG) i

polimorfizma AAT (nedeficijentni MM, MF/deficijentni MS, MZ, SZ) na
parametre plu¢ne funkcije kod pacijenata sa HOBP

Da bi se ispitao uticaj polimorfizma MSRA rs10903323 (AA/AG) i polimorfizma AAT
klasifikovanih na nedeficijentne (MM, MF) i deficijentne (MZ, MS, SZ) na parametre plu¢ne funkcije
FVC, FEV1iindeks FEV1/FVC koris¢ena je dvofaktorska analiza varijense (Tabela 32., Slika 26.).

Tabela 32. Udruzeni uticaj polimorfizma MSRA rs10903323 (AA/AG) i polimorfizma AAT
(deficijentni: MS,MZ,SZ /nedeficijentni MM,MF) na parametre plu¢ne funkcije kod pacijenata sa
HOBP

Zavisna . Uticaj faktora i njihove interakcije p
promenljiva
FvC Polimorfizam MSRA*polimorfizam AAT 0,990
FEV1 Uticaj faktora i njihove interakcije

Fenotip AAT(MM,MF/MS,MZ,SZ)*MSRA(AA/AG) ’ 0,409
FEV1/EVC Utlcaj_ faktora i njihove interakcije

Fenotip AAT(MM,MF/MS,MZ,SZ)*MSRA(AA/AG) \ 0,058
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Slika 26. Uticaj genotipa MSRA (AA/GG) na parametre pluéne funkcije kod HOBP-pacijenata
podeljenih prema fenotipu AAT na nedeficijentne (MM, MF) i deficijentne (MS, MZ, SZ)

Test dvofaktorska ANOVA je pokazao da medusobna interakcija MSRA rs10903323 genotipa
(AA/AG) i fenotipa AAT (MM, MF/ MS, MZ, SZ) uti¢e na vrednost indeksa FEV1/FVC, sa
grani¢énom znacajno$éu (p=0,058). Ispitivanje je pokazalo da su pacijenti nosioci deficijentnin AAT
fenotipova (MS, MZ, SZ) koji su bili i nosioci MSRA alela G (AA/GG) imali nizu vrednost indeksa
FEV1/FVC u odnosu na MSRA homozogote AA, sa granicnom znacajnos¢u (p=0,073).

4.5 Analiza nezavisnih prediktora za pojavu HOBP

Binarnom logistickom regresijom ispitivan je prediktorski potencijal parametara za nastanak HOBP
kod ispitanika u kontrolnoj grupi i kod HOBP-pacijenata. Parametri koi su obuhvaéeni modelom
binarne logisti¢ke regresione analize su SIA-elastaza, oksidovani AAT (g/L), starost preko 60 godina,
pusenje i deficijentni fenotipovi AAT (Tabela 33).

U ispitivanim populacijama, ovaj model logisticke regresije je objasnio izmedu 49,6% (Cox and Snell
R square) i 66,2% (Nagelkerke R squared) varijanse u razvoju HOBP. Dobijen model, sa svim
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navedenim prediktorima, imao je statisticku znacajnost, y* (df=5, N=216) =148,056, p<0,001).
Statistickom analizom je pokazano da najbolju prediktorsku mo¢ za pojavu HOBP ima poviSen nivo
oksidovanog AAT, izrazen u g/L. Pored toga, snizen nivo SIA-elastaze predstavlja nezavisni
prediktor za pojavu HOBP (p=0,043), kao i povisen nivo oksidovanog AAT (g/L), starost preko 60
godina i puSenje (p<0,05). Deficijentni fenotipovi AAT (MZ, MS, SZ) predstavljaju, takode,
nezavisne prediktore za pojavu HOBP (verovatnoca je bila veoma blizu granice znacajanosti,
p=0,054). Porast koncentracije oksidovanog AAT za jedinicu povecava 996,7 puta moguénost da
osoba oboli od HOBP. Osobe starije od 60 godina imaju 99,2 puta vecu Sansu za pojavu HOBP u
odnosu na mlade od 60 godina, dok pusaci imaju 4,3 puta ve¢u Sansu u odnosu na nepusace. NoOSiOCi
deficijentnih fenotipova AAT (MS, MZ, SZ) imaju 47,8 puta viSe $ansi da obole od HOBP u odnosu
na nosioce nedeficijentnih fenotipova.

Tabela 33. Analiza nezavisnih prediktora pojave HOBP primenom binarnog modela logisticke
regresione analize

Prediktor B (SE) p OR (95 %)
0.412
Sl1A-elastaza -6,507 (3,222) 0,043
(0,000-0,825)
. . 996,719
Oksidovani AAT (g/L) 4,286 (1,690) 0,011
(2,646-1996,084)
. . 99,184
Osobe starije od 60 godina 4,222 (0,598) <0,001
(21,078-219,446)
4,257
Pusaci 1,411 (0,463) 0,002
(1,654-10,169)
AAT deficijentni fenotipovi 47,765
. 2,263 (1,177 0,054
(MZ, MS i SZ) ( ) (0,958-96,489)
Konstanta -1,584 (1,434) 0,269 _
Celokupan model ¥? (df=5, N=216) =148,056, p<0,001

B-koeficijent regresije; SE-standardna greska za B; OR (95% Cl)-eng. odds ratio (95% interval pouzdanosti); x2-test-
chi kvadrat test; p-statisticka znacéajnost (p<0,05); SIA-elastaza- specifi¢na inhibitorna aktivnost alfa-1-antitripsina
prema elastazi.
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5. Diskusija

Kako je HOBP multifaktorijalna bolest, tacan uzrok, kao ni uticaj faktora rizika i njhove interakcije
na nastanak i razvoj ove bolesti i dalje nije potpuno razjasnjen.

Jedini geneticki faktor, za koji je do sada potvrdeno da je faktor rizika za HOBP, je urodena
deficijencija AAT. Pored toga, najznacajniji sredinski faktor za razvoj HOBP je dim cigareta [109].
Homozigoti za Z alel AAT imaju visoku predispoziciju za pojavu emfizema HOBP, posebno ukoliko
su pusaci [151, 152].

Znacajan broj dosadasnjih istrazivanja obuhvatio je uzroke oksidacije AAT, kao i posledice ove
promene, koje se odrazavaju kroz njegovu smanjenu antiproteaznu aktivnost i doprinose pojavi i
razvoju HOBP [153, 35]. Medu vodec¢im uzro¢nicima oksidacije AAT smatra se pusenje, kao i $tetni
agensi poreklom iz zagadenog vazduha. [154]. Izuzev uticaja faktora iz spoljasne sredine na pojavu
HOBP, znacajan doprinos razvoju bolesti pripada genetickim faktorima i njihovoj interakciji sa
spoljasnim i unutra$njim faktorima (pol, godine, komorbiditeti), koji su nedovoljno ispitani [155].

Prema nasim saznanjima, na osnovu do sada dostupnih nau¢nih podataka, u ovoj studiji je po prvi put
ispitan polimorfizam rs10903323 u genu MSRA u populaciji Srbije. Takode, ovo je prvo istrazivanje,
kojim je ispitana povezanost izmedu MSRA rs10903323 polimorfizma i pojave HOBP.

5.1 Uticaj puSenja, pola i starosti na nivo AAT, oksidaciju AAT i
funkcionalnu aktivnost AAT i povezanost sa pojavom i razvojem
HOBP

Kako je poznato da je inflamacija prisutna u HOBP, u ovoj studiji je ocekivano dobijena povisena
koncentracija AAT kao reaktanta akutne faze kod pacijenta obolelih od HOBP u odnosu na zdrave
ispitanike (Tabela 10.). Rezultati nase studije bili su skladu sa rezultatima vise dosadasnjih studija.
Jedna studija pokazuje znacajno povisen serumski nivo AAT kod HOBP pacijenata i u skladu je sa
poveéanjem broja leukocita i vrednosti CRP [156]. Povecana koncentracija AAT moze se javiti kao
odgovor na povecano oslobadanje elastaze iz aktiviranih neutrofila, u cilju zastite tkiva od
proteolitiCkog dejstva ovog enzima [157]. Takei i saradnici [158] su u svojoj studiji potvrdili pojavu
povisenog nivoa AAT kod pacijenata sa HOBP, koji je vezan za pogorsanje sistemske inflamacije i
povecéanje nivoa drugih inflamatornih faktora, kao i ve¢u verovatnoc¢u za smrtni ishod kod HOBP
pacijenata koji nisu ispunjavali kriterijume za AATD. Takode, u jednom istraZivanju potvrden je
znacajno poviSen nivo AAT u kondenzatu izdahnutog vazduha kod pacijenata sa HOBP u fazi
egzacerbacije [159]. Ingebrigsten i saradnici [160] su u istraZivanju pokazali da su poviSeni nivoi
AAT i fibrinogena, dobijeni kod pacijenata sa HOBP u odnosu na zdrave ispitanike, u vezi sa
povecanim rizikom od egzacerbacije. Znacajno je pomenuti da porast serumskog nivoa AAT moZe
biti posledica komorbiditeta koji ima sli¢nu etiologiju kao HOBP, u smislu prisustva inflamacije,
poput osteoporoze, ishemijske bolesti srca, metabolickog sindroma itd. [161]. lako u sprovedenoj
studiji ovi podaci nisu bili dostupni za pacijente, korisno je znati da li su pacijenti u momentu
uzorkovanja u akutnoj fazi inflamacije, bilo usled komorbiditeta ili egzacerbacije HOBP, s obzirom
da poviSen nivo AAT, kao posledica inflamacije, moZe da “maskira” ina¢e sniZzenu vrednost AAT.
Kao posledica toga, prisutna koncentracija AAT moze biti blizu ili u okviru referentnog intervala, sto
otezava dijagnostiku AATD. Simultano odredivanje ranog markera inflamacije, CRP-a omogucilo bi
da se iskljuci trenutna inflamacija kao uzrok povecanja vrednosti AAT u cirkulaciji [162].

Za normalno funkcionisanje plu¢a neophodno je da postoji ravnoteza izmedu proteaza i antiproteaza.

Ukoliko je ovaj odnos narusSen u korist proteaza, dolazi do narusavanje normalne funkcije pluca 1

ostecenja pluénog parenhima, koje za posledicu moze imati pojavu HOBP, emfizema, bronhijalnu
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astmu i bronhiektazije. Prvu liniju odbrane plu¢a od Stetnog dejstava dima cigareta, mikrobioloskih
patogena i §tetnih Gestica iz spoljne sredine predstavljaju neutrofili [163]. Stetni agensi iz spoljasne
sredine aktiviraju epitelne celije 1 makrofage da oslobadaju hemotaksi¢ne faktore, koji dalje uti¢u na
preusmeravanje neutrofila i CD8+ ¢elija iz cirkulacije. Oslobodena elastaza iz aktiviranih neutrofila
deluje destruktivno na parenhim pluéa, usled disbalansa ravnoteZe proteaze/antiproteze i dovodi do
oslobadanja inflamatornih medijatora. Oslobodene komponenete dalje dovode do destrukcije
alveolarnog zida, uti¢u na povecanu sekreciju mukusa i usporavaju reparaciju oSte¢enja nastalih
dejstvom proteaza [164]. U salivi pacijenata sa HOBP utvrdeno je poviseno prisustvo neutrofilne
elastaze, koja je bila dodatno dobar pokazatelj egzacerbacije, pored CRP-a i prokalcitonina [165].
Pacijenti sa HOBP su pokazali povisen nivo neutrofilne elastaze u uzorku plazme, u odnosu na
zdrave, u istraZivanju koje su sproveli Sng i saradnici [166]. Kako je AAT protein koji inhibira
neutrofilnu elastazu, kod HOBP-pacijenata serumski nivo kompleksa AAT-elastaza raste. Pokazan je
povisen nivo ovog kompleksa je dobijen zna¢ajno povisen kod pacijenta sa sepsom Kkoji su imali
smrtni ishod u odnosu na prezivele [167]. Analizirani parametri u nasoj studiji, koji se odnose na
procenu aktivnosti AAT da inhibira neutrofilnu elastazu su SIA-elastaza i antielastazna aktivnost.
Ocekivano, vrednost SIA-elastaze bila je znac¢ajno niza kod HOBP-pacijenata u odnosu na kontrolnu
grupu, dok je antielastazna aktivnost takode bila niza, ali bez satistiCke znacajnosti (Tabela 10.).
Pored toga, vrednosti za SIA-tripsin i antitripsinsku aktivnost, parametre koji takode pokazuju
aktivnost AAT da inhibira tripsin, bile su takode znacajno nize u grupi pacijenata u odnosu na zdrave
(Tabela 10.). Na osnovu ovih rezultata, evidentno je da postoji narusena ravnoteza izmedu proteaza i
AAT, ¢ija je posledica neadekvatna antielastazna zastita, povezana sa pojavom HOBP. Usled nastalog
disbalansa, moglo bi da dode do pokretanja inflamatornog procesa i napredovanja opstrukcije u
disajnim putevima.

U ovoj studiji je potvrdeno da se nivo oksidacije AAT odrazava na njegovu funkcionalnu aktivnost
(Tabela 11.). Poveéanje nivoa oksidacije AAT uslovljava njegovu smanjenu sposobnost da inhibira
elastazu, Sto potvrduje dobijena negativna korelacije izmedu nivoa oksidovanog AAT (g/L) i SIA-
elastaze. Istovremeno, parametri funkcionalne aktivnosti AAT, antielastazna aktivnost, antitripsinska
aktivnost, SIA-elastaza i SIA-tripsin pokazuju medusobno pozitivne korelacije u obe ispitivane
grupe. Ovaj rezultat je o¢ekivan, §to potencijalno ima znacaja u primeni ovih biomarkera za procenu
antiproteazne zastite pluca.

Pusenje se smatra primarnim faktorom rizika pojave HOBP. Prema literaturnim podacima, samo 20-
30% pusaca oboli od ove bolesti, medutim ¢ak 80-90% pacijenata od ukupnog broja obolelih od
HOBP su pusaci [60, 168]. Pusenje uzrokuje mnogobojne promene u plu¢ima, ukljucujuci osteéenja
malih disajnih puteva i alveolarne strukture, koje se reflektuju na funkcije perifernih disajnih puteva,
posebno na zarobljavanje vazduha i smanjen kapacitet razmene gasova [169]. Uticaj pusenja na nivo
oksidacije AAT, kao vodeceg spoljaSnjeg faktora rizika za pojavu HOBP, potvrden je u nasem
istraZivanju na 0snovu znacajno povecanog nivoa oksidacije AAT kod pacijenata puSaca u odnosu na
pacijente nepusace. U naSoj studiji je dobijen znacajno visi nivo oksidovanog AAT kod pacijenata
pusaca u odnosu na zdrave pusace, $to se moze objasniti interakcijom pusenja 1 verovatnim
prisustvom faktora inflamacije, na povecanje oksidativne modifikacije AAT (Tabela 12., Slika 10.).
Ovakvi rezultati pojasnjavaju uticaj oksidativnog stresa, indukovanog pusenjem na patogenezu
HOBP, a sa druge strane ukazuju na znacaj uvodenja oksidovanog AAT kao biomarkera u klinicku
praksu, kako bi se procenio rizik od nastanka HOBP. Pojedine studije ukazuju na imunomodulatornu
ulogu oksidovanog AAT. Tako su Moraga i saradnici [149] u svojoj studiji dokazali sposobnost
oksidovanog AAT da aktivira monocite. Mozemo zakljuciti da iako serumski nivo AAT jeste povecan
kod pacijenata sa HOBP, njegova funkcionalna aktivnost da Stiti respiratorni trakt od proteoliticke
aktivnosti neutrofilne elastaze moze biti oslabljena, Sto ograni¢ava primenu nivoa AAT u serumu u
proceni zaStite plu¢a. U ovome je i dodatni znacaj rezultata o oksidovanom AAT koji bi mozda bio
bolji pokazatelj u klinickoj praksi nego sam nivo AAT.
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Glavna meta delovanja oksidanasa iz aktiviranih antiinflamatornih ¢elija i komponenti duvanskog
dima u strukturi AAT je aktivni centar sa aminokiselinskim ostatkom metionina na poziciji 358
(Met®*®8), Oksidacijom ovog metionina nastaje proizvod metionin sulfoksid, koji ima za posledicu
opadanje konstante asocijacije drugog reda vezivanja neutrofilne elastaze za AAT. Kao posledica ove
promene u strukturi AAT, opada antielastazna aktivnost AAT, $to mozZe uticati na progresiju HOBP
[99, 170]. U jednoj od ranijih studija je dokazana inaktivacija AAT u plu¢ima pacova nakon izlaganja
dimu cigareta, koji sadrzi brojne prooksidanse [171].

Funkcionalni kapacitet AAT u velikoj meri zavisi od oksidativne inaktivacije njegovog aktivnog
centra. U jednoj od ranijih studija, u kojoj je sprovedeno ispitivanje in vitro, proucavan je uticaj
komponenti iz cigareta na aktivnost elastaze. [172]. Rezultati su pokazali da kapacitet AAT iz
humanog seruma da inhibira elastazu (EIC) znacajno opada dodavanjem vodenog rastvora
komponenti dima cigareta. Ocekivano, u nasem istrazivanju dobijene su znacajno nize vrednosti
parametara funkcionalne aktivnosti AAT, SlA-elastaze i SIA-tripsina, kod pacijenata pusaca U
odnosu na nepusace (Tabela 12., Slika 10.). Carp i saradnici [173] su pokazali prisustvo metionin-
sulfoksida u lavazi pluéa pusaca, dok kod nepusaca nije bio identifikovan. Istoimena studija je
pokazala opadanje elastaza inhibitornog kapaciteta AAT u lavazi plu¢a pacijenata koji su pusaci, za
razliku od nepusaca. Kao dva osnovna uzroka oksidacije metionina u strukturi AAT, u ovoj studiji se
navode slobodni radikali poreklom iz udahnutog duvanskog dima, kao i slobodni radikali oslobodeni
usled aktivnosti pluénih makrofaga. Kao posledica tretiranja esperimentalnih Zivotinja hemijskim
oksidansima, dolazi do smanjenja aktivnosti AAT i propadanja zida alveola, §to vodi ranoj pojavi
emfizema [174]. Nase istrazivanje je pokazalo nize vrednosti SIA-elastaze i SIA-tripsina kod
pacijenata pusaca u odnosu na kontrolnu grupu pusaca, dok je nivo ukupnog AAT i oksidovanog
AAT (g/L) bio znacajno visi. Ovo je u skladu sa pretpostavkom iz gore navedene studije, da uticaj na
nivo oksidacije AAT, a samim tim i njegovu funkcionalnost, poti¢e sa jedne strane od oksidanata iz
duvanskog dima, a sa druge od aktiviranih faktora inflamacije. U jednoj od studija koja je ispitivala
makrofage donjeg dela respiratornog trakta kod pusaca, utvrdeno je da ove ¢elije oslobadaju dovoljnu
koli¢inu oksidanata koji mogu da moduliSu inhibitornu aktivnost AAT prema neutofilnoj elastazi
[175]. Aktivirane makrofage na taj nacin doprinose formiranju regija u donjem delu respiratornog
trakta koje su, zbog oksidacije AAT, posebno osetljive na dejstvo elastaze oslobodene iz neutrofila
i/ili makrofaga. U istrazivanju koje je sproveo Mohsenin [176] zakljuceno je da izlaganje oksidansima
iz puSackog dima, poput NO2, dovodi do opadanja EIC u alveolarnoj tecnosti u donjem delu
respiratornog trakta, odnosno sposobnosti AAT da ihibira serin proteze, koja se moze poboljsati usled
primene antioksidanata, vitamina C i E.

Analiza u kojoj su pacijenti bili podeljeni u tri kategorije prema pusackom statusu, pokazala je da su
bivsi pusaci u povoljnijoj situaciji u smislu aktivnosti AAT, obzirom da su SIA-elastaza i SIA-tripsin
bili visi kod biv§ih u odnosu na trenutne pusSace (Tabela 13.). Iako nije bilo poznato koliko je vremena
proslo od prestanaka kori$¢enja cigareta, znac¢ajno niza vrednost oksidovanog AAT (g/L) moze da
ukaze na znacaj prekida pusenja i uklanjanja stetnih efekata komponenti duvanskog dima na zastitu
AAT od oksidacije. U prilog ovome je i rezultat da su kod HOBP pacijenata vrednosti oksidovanog
AAT kod bivsih puSaca bile priblizne vrednostima dobijenim kod nepusaca (Tabela 13.). Studija
Mannino i saradanika pokazala je opadanje plu¢ne funkcije brze kod pusaca nego kod bivsih pusaca,
u periodu pracenja od tri godine [177]. Takode, u istoj studiji pokazano je da je rizik od opadanja
funkcije plu¢a kod bivsih pusaca jednak onom koji je dobijen kod ispitanika koji nikada nisu pusili.
Svakako, za bolje sagledavanje uticaja prekida puSenja i procenjivanje vremenskog perioda koji je
potreban za obnavljanje funkcionalne aktivnosti AAT, neophodno je kontrolisano pra¢enje pacijenata
nakon prekida pusenja kroz definisan vremenski period.

Prema preporuci GOLD vodica, klasifikacija pacijenata prema tezini HOBP, utvrduje se na osnovu
vrednosti FEV1. Obzirom na ograni¢eni broj ispitanika, u ovoj studiji svi HOBP pacijenti podeljeni
su u dve grupe na osnovu tezine bolesti, grupu sa blazim (GOLD2) 1 tezim oblikom bolesti
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(GOLD3+4). Ocekivano, svi odredivani parametri pluéne funkcije, FVC, FEV1 i indeks FEV1/FVC,
bili su znacajno nizi kod pacijenata sa tezim (GOLD3+4) u odnosu na pacijente sa lak§im oblikom
bolesti (GOLD?2) (Tabela 15.).

Nase ispitivanje pokazalo je trend opadanja vrednosti parametara funkcionalne aktivnosti AAT, SIA-
elastaze, SIA-tripsina, antielastazne i antitripsinske aktivnosti kod grupe sa tezim u odnosu na grupu
sa laksim oblikom bolesti, ali bez statisticke znacajnosti (Tabela 15.). Tezi oblik bolesti, svakako je
pra¢en uznapredovalom inflamacijom i smanjenjem kapaciteta antioksidativne zastite, Sto uti¢e na
povecanje oksidacije AAT, ali dalje istrazivanje trebalo bi da obuhvati vec¢i broj pacijenata.

Ranijih godina se smatralo da je HOBP vise zastupljena kod muskaraca [178]. Novija istrazivanja
pokazuju da su Zene u vecoj meri osetljive na pojavu HOBP od muskaraca, posebno kada su u pitanju
pusaci [179, 180, 181]. Prema istrazivanjima sprovedenim u SAD, smrtnost kod Zena od posledica
HOBP u odnosu na muskarce je u porastu [182]. Pojedina istrazivanja su pokazala da je veli¢ina
lumena, kao i debljina zidova malih disajnih puteva manja kod Zenskog u odnosu na muski pol, §to
dovodi do lakSe opstrukcije usled nagomilavanja Stetnih komponenti iz dima cigarete [183]. Meta
analiza rezultata 11 studija, pokazala je da kod Zena brze dolazi do opadanja vrednosti FEV1 na
godi$njem nivou u odnosu na muskarce, ¢ak i u slu¢aju da muskarci konzumiraju vise cigareta [179].
Smatra se da kod Zena drugaciji metabolizam toksi¢nih materija iz duvanskog dima doprinosi razlici
u sklonosti prema razvoju HOBP [184]. Pojedina istrazivanja pokazuju vec¢u aktivnost CYP-zavisnih
enzima kod zenskog u odnosu na muski pol [185, 186]. Kako se aromati¢ni policikli¢ni ugljovodonici
poreklom iz cigareta, brzo apsorbuju i metabolisu u veoma Stetne metabolite kroz reakcije oksidacije,
pomocu CYP450 i konjugacije, pomocu aldehid-oksidaze, ovaj proces je intenzivniji kod zenskog
pola [187]. Takode, uticaj estrogena na poveéanje oksidativnog stresa, dodatno pojasnjava veéu
sklonost Zena prema pojavi bolesti pluca, u odnosu na muskarce [188]. Utvrdeno je da estrogen
dovodi do povecanog stvaranja toksicnih metabolita iz puSackog dima, aktivacijom enzima CYP450.
Kako estrogen nema sposobnost aktivacije sistema za neutralizaciju oksidanasa, dolazi do disbalansa
u korist oksidansa u odnosu na antioksidanse. Na ovaj nacin se povecava sklonost ka oksidativnom
stresu kod Zena, usled izlozenosti duvanskom dimu i drugim Stetnim agensima iz spoljasnje sredine.
Dobijeni rezultati ovog istrazivanja u grupi pacijenata pokazuju nize vrednosti FEV1/FVC indeksa
kod muskaraca u odnosu na Zene, sa grani¢nom znacajnosti. Nasa studija je pokazala da su u grupi
HOBP-pacijenata muskarci pusaci imali nizu vrednost SIA-tripsina u odnosu na zene pusace (Tabela
14., Slika 12.), dok je u grupi HOBP pacijenata nepusaca pokazano da su muskarci imali znacajno
nizi indeks FEV1/FVC u odnosu na Zene. Opadanje FEV1 kod muSkaraca sa HOBP pokazano je u
jednoj studiji, gde se ujedno opadanje pluéne funkcije dovodi u vezu sa povecanjem broja cigareta
koji se konzumira i sa gojazno§cu [189].

5.2 Znacaj polimorfizma AAT i interakcije sa sredinskim faktorima u
nastanku i razvoju HOBP

Znacajan deo ove studije je analiza fenotipa AAT kod pacijenata sa HOBP i zdravih ispitanika. Gen
za AAT je visoko polimorfan, sto za posledicu ima preko 120 poznatih varijanti ovog proteina [102].
Za samo mali broj varijanti proteina, oko 20, dokazano je da su klinicki znacajne [190]. Laurell i
naslednih poremecaja koji se prenosi kodominantno. Urodeni nedostatak AAT predstavlja
predispoziciju za pojavu brojnih bolesti, prvenstveno bolesti jetre kod dece i odraslih, kao i bolesti
pluca [191, 192]. Odsustvo simptoma bolesti ¢esto je uzrok kasnog dijagnostikovanja deficijencije
alfa-1-antitripsina [193]. Teska deficijencija AAT pracena je pojavom simptoma, usled Cega su
prepoznavanje i blagovremeno dijagnostikovanje verovatniji. Nasuprot tome, blazi oblik deficijencije
pracen je blagim simptomima, ili je bez simptoma, usled ¢ega najcesce ostaje nedetektovan [114].
Ovo uzrokuje odlaganje zapocinjanja adekvatne terapije, pri ¢emu dolazi do pogorSanja simptoma.
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Supstituciona terapija kod deficita AAT je intravenska primena AAT poreklom iz humane plazme.
Tri najées¢a oblika pre¢iséenog humanog AAT su: Zemaira® (CSL Behring), Prolastin® (Talecris
BioTherapeutics) i Aralast (Baxter) [194]. Kod veoma teSke deficijencije AAT primenjuje se
transplantacija pluca, a kod terminalnog oblika plu¢ne bolesti definitivni izbor je transplantacija jetre,
¢ime bi se obezbedila sinteza AAT [195]. Najcesce deficijentne varijante alfa-1-antitripsina su PiS i
PiZ. Ostale deficijentne varijante, koje imaju nisku ucestalost u opstoj populaciji, nazivaju se retkim
deficijentnim varijantama, a uzrok su svega 2-4 % slucajeva deficijencije AAT. Istrazivanje koje je
obuhvatilo brojne kohort studije [196] navodi podatke za ucestalost Z i S alela, izmedu ostalog, za
Severnu Makedoniju (redom, 0,8%, 1,3%), potom Rusiju (redom, 0,3%, 0,6%), Poljsku (redom,
1,3%, 1,4%) koje su sli¢ne dobijenim frekvencijama za zdrave uc¢esnike iz nase studije (Z alel 1,6%,
S alel 0,8%). Epidemioloska studija [197] koja je obuhvatila 11648 ispitanika sa simptomima astme,
HOBP i emfizema, starosti od 18 do 70 godina, sa podrucija centralne i isto¢ne Evrope, pokazala je
ucestalost koncentracije AAT ispod cut-off vrednosti (1,04 g/L) od 12,3%. U istoj studiji, medu
osobama sa koncentracijom AAT ispod cut-off vrednosti, ucestalost Z alela je bila 13,6%, dok je
ucestalost S alela bila 5,1%. U naSoj studiji u grupi HOBP pacijenata, nosioci Z i S alela bili su
zastupljeni 3,6%, odnosno 1,9% (Tabela 16.). U studiji Jeli¢-Ivanovié i saradnika [198], sprovedenoj
u opstoj populaciji Srbije pre tri decenije, koja je obuhvatila 1060 ispitanika dobijena je uéestalost Z
alela od 1,3% i S alela 0,7%. Rezultati dobijeni u nasoj studiji u kontrolnoj grupi su u skladu sa
rezultatima ove studije, ucestalost Z alela je bila 1,6% i S alela 0,8%. U nasoj studiji nisu detektovani
pacijenti nosioci Z homozigotnog fenotipa, za razliku od studije Topi¢ i saradnika [199], sprovedene
u populaciji Srbije gde je dobijena ucestalost Z homozigota 2,9% kod HOBP pacijenta. Uzrok ovoj
razlici moze biti broj pacijenata sa HOBP, koji je u nasoj studiji iznosio je 155, dok je u navedenoj
studiji bilo 348 pacijenata sa HOBP. Takode, ucestalost MZ heterozigota kod pacijenata u nasem
istrazivanju je 6,1%, dok je navedenoj studiji kod HOBP-pacijenata dobijeno 8,3%. Kod zdravih, u
navedenom istrazivanju frekvenca MZ heterozigota je bila 2,6%, $to je vrlo sli¢no rezultatu
dobijenom u nasoj studiji, 3,0%. Takode, uc¢estalost MZ heterozigota kod HOBP pacijenata u nasoj
studiji, bila je skladu sa u¢estalos¢u dobijenoj danskoj studiji, gde je iznosila 6,3% [200]. Nasa studija
pokazuje da su u kontrolnoj grupi, kao i u grupi pacijenata frekvence analiziranih fenotipova
odstupale su od Hardy-Weinbergove ravnoteze. Do ovakvog ishoda moze do¢i usled vise razli¢itih
populacionih faktora [201], dobijanje potomstva u populaciji bliske srodnosti, male veli¢ine
populacije, kao i efekta "uskog grla" u populaciji, koji nastaje usled naglog pada populacije, $to
uslovljava smanjenje diverziteta. U nasoj studiji odstupanje od Hardy-Weinbergove ravnoteze U
kontrolnoj grupi je posledica znacajno vece ucestalosti M3 homozigota od oc¢ekivane, a u grupi HOBP
pacijenata dobijena je veca ucestalost M2Z heterozigota u odnosu na ocekivanu. U prethodno
pomenutoj studiji Jeli¢-Ivanovi¢ i saradnika [198] sprovedenoj u opstoj popilaciji Srbije, takode je
dobijeno odstupanje od H-W ravnoteze, usled veée ucestalosti M1, M2 i M3 homozigota i manje
ucestalosti M1IM2 i MIM3 heterozigota od ocekivanih. Rezultati naSe studije su delimicno u
saglasnosti sa ovom studijom, u pogledu uzroka odstupanja od H-W ravnoteZe, a to je veca ucestalost
M3 homozigota, od ocekivane.

U na$oj studiji je u grupi pacijenata kod dva ispitanika detektovano je prisutvo disfunkcionalne
varijante AAT, F varijente, sa ucestalos¢u od 0,6 % (Tabela 16.). Kod oba pacijenta u naSoj studiji
detektovan je MF heterozigotni oblik. U studiji sprovedenoj u Srbiji 2012. godine kod zdravih
ispitanika i pacijenata sa HOBP nije utvrdeno prisustvo F alela [199]. Sli¢no nasim rezultatima, u
prethodno pomenutoj studiji u populaciji Srbije [198], u ispitivanom uzorku odraslih osoba
detektovan je F alel sa frekvencom od 0,3%.

Ucestalost alela 1 fenotipova dobijena u naSoj studiji nije se razlikovala izmedu pacijenata i kontrolne
grupe (Tabela 16). Medutim, kada je ispitana razlika izmedu deficijentnih i nedeficijentnih AAT
fenotipova, primenom Fisher exact testa utvrdeno je da su deficijentni fenotipovi AAT bili ucestaliji
kod HOBP pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu (10,4% i 4,8%, redom; p=0,041) (Tabela 17. i
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Slika 14.). Na$ rezultat je u skladu sa rezultatima dobijenim u napred pomenutoj studiji Topi¢ i
saradnika [199], gde takode dobijena znacajno veca ucestalost deficijentnih fenotipova (ZZ, MZ, SZ)
kod HOBP pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu (8,1% i 3,9 redom; p<0,001). U jednoj od
preglednih studija koja je obuhvatila analizu podataka 356 kohort studija iz 11 razli¢itih geografskih
regiona Sirom sveta, prikazane su frekvence M, S i Z alela, kao i ukupan broj individua, nosilaca
svakog od Sest glavnih genotipova (MM, MS, MZ, SS, SZ i ZZ). Izmedu ostalog, podaci iz navedene
studije pokazuju ucestalost S alela na podruciju centralne Evrope (1,92%), zapadne Evrope (4,5%) 1
juzne Evrope (5,6%) [202]. Vrednosti frekvenci za S alel dobijene u nasoj studiji kod HOBP
pacijenata od 1,9% i kod zdravih 0,8%, najpribliznije su frekvencama dobijenim za centralnu Evropu.
Takode, podaci iz naseg istrazivanja, gde je ucestalost Z alela kod zdravih 1,6%, poklapaju se sa
rezultatima za oblast juzne i zapadne Evrope iz prethodno navedene studije, redom 1,25 i 1,28%.
Druga studija, gde je prikazana ucestalost i broj PiMZ heterozigota, na osnovu istrazivanja
sprovedenih u 74 zemalja sveta, pokazuje da tridesetpet miliona ljudi iz 74 zemalja nosi MZ genotip.
U navedenoj studiji, prikazana ucestalost MZ heterozigota u Evropi je 1:58. U severnoj Evropi MZ
je zastupljen 4,1%, u zapadnoj 1,9%, centralnoj 1,1%, juznoj 2,4% i u istoc¢noj 1,4%, dok je u naSem
istrazivanju ovaj fenotip bio zastupljen 3,0% kod zdravih, najsli¢niji vrednosti za juznu Evropu [203].
Ukoliko podelimo ispitanike na nosioce normalnih fenotipova (MM) i mutiranih (MF, MS, MZ, SZ),
studija je pokazala da je uCestalost mutiranih fenotipova bila znacajno ve¢a kod HOBP-pacijenata u
odnosu na kontrolnu grupu (11,7% i 4,8%, redom) (Tabela 18., Slika 15).

Ispitivanje razlike nivoa AAT u serumu zdravih i pacijenata sprovedeno je posebno u grupi nosilaca
deficijentnih i posebno u grupi nosilaca nedeficijentnih fenotipova AAT i rezultati su predstavljeni u
Tabeli 19. Nasa studija je pokazala da su vrednosti serumskog nivoa AAT znacajno visi kod
pacijenata nego zdravih u grupi nosilaca nedeficijentnog fenotipa. S obzirom da je AAT reaktant
akutne faze, ocekivane su viSe vrednosti u grupi pacijenata, ali je nasa studija pokazala da kod
ispitanika sa deficijentnim fenotipovima ova razlika nije statisti¢ki dokazana, iako je postojao sli¢an
trend, kao i kod ispitanika sa nedeficijentnim fenotipovima. Svakako, povecanje koncentracije AAT,
kao reaktanta akutne faze, otezava prepoznavanje nosioca deficijentnih fenotipova, Sto je potvrdeno
i u naSem istrazivanju, gde je serumski nivo AAT bio u referentnom opsegu (od 1,2 do 2,0 g/L).
Rezultati ovog istrazivanja su pokazali znacajnu razliku u serumskoj koncentraciji AAT izmedu
ispitanika sa deficijentnim i nedificijentnim fenotipom kod zdravih, gde su o¢ekivano vrednosti bile
viSe kod nosilaca nedeficijentnih fenotipova. Takode, nivo AAT bio je znacajno nizi kod pacijenata
sa deficijentnim u odnosu na one sa nedeficijentnim fenotipovima, §to je u skladu sa dosadaSnjim
podacima da nosioci deficijentnih fenotipova imaju smanjenu koncentraciju ovog proteina. Ova
studija potvrduje da pacijenti sa deficijentnim fenotipovima, obzirom na niZzu koncentraciju AAT,
imaju veci rizik za pojavu HOBP (Tabela 19.). Kod pacijenata koji imaju bolest jetre, kod nosilaca
MZ 1 MS alela utvrdena je znacajno niZa koncentracija AAT u odnosu na nosioce MM homozigotnog
fenotipa [204].

U Tabeli 19. prikazani su rezultati koji pokazuju da kod ispitanika koji imaju nedeficijentne
fenotipove postoji znacajno slabija funkcionalana aktivnost 1 znacajno visi nivo oksidacije AAT kod
pacijenata nego kod zdravih. Dok je u grupi ispitanika sa deficijentnim fenotipovima bilo znacajne
razlike u funkcionalnoj aktivnosti, gde su SIA-elastaza (grani¢na znacajnost) i SIA-tripsina bile nize
kod pacijenata u odnosu na zdrave, a oksidovani AAT visi. Ovo potvrduje Cinjenicu, da iako je visi
nivo AAT kao reaktanta akutne faze kod pacijenata, prisustvo oksidanasa poreklom iz aktiviranih
¢elija ukljucenih u inflamatorni proces i proteaza iz aktiviranih neutrofila, dovodi do povecane
oksidacije aktivnog centra ovog proteina i smanjuje njegovu funkcionalnu antiproteaznu aktivnost,
nezavisno da li su nosioci deficijentnih ili nedeficijentnih fenotipova. Na granici znacajnosti je razlika
u antitripsinskoj aktivnosti kod zdravih ispitanika, koja je o€ekivano niza kod deficijentnih nego
nedeficijentnih. Isto tako, znacajno niza antitripsinska aktivnost dobijena je kod pacijenata sa
deficijentnim u odnosu na one sa nedeficijentnim fenotipovima. Pored toga, ostali odredivani
parametri funkcionalne aktivnosti alfa-1-antitripsina, antielastazna i antitripsinska aktivnost, bili su
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nizi kod pacijenata sa deficijentnim fenotipovima, ali bez znacajnosti. Ovakvi rezultati ukazuju da je
odbrana plué¢a od proteaznog dejstva elastaze slabija kod pacijenata sa deficijentnim fenotipom (MS,
MZ, SZ) u odnosu na one sa nedeficijentnim (MM, MF), §to omogucava brze napredovanje bolesti i
losu prognozu. Sli¢no nasim rezultatima, studija koja je istrazivala rizik za HOBP kod nosilaca Z
alela u odnosu na MM nosioce pokazala je da nosioci Z alela imaju smanjenu pluénu funkciju i ¢esce
oboljevaju od emfizema u osnosu na MM nosioce [205]. Suprotno ocekivanjima, nasa studija je
pokazala zna¢ajno nizu vrednost SIA-tripsina kod nedeficijentnih nego deficijentnih zdravih nosilaca.
Kada smo pacijente podelili na nosioce normalnog fenotipa (MM) i one sa mutiranim (MF, MS, MZ,
SZ), rezultati oCekivano pokazuju znacajno niZze vrednosti serumskog nivoa AAT kod prisustva
mutiranih genotipova (Tabela 20.). Oslabljenu funkcionalnu aktivnost AAT pokazali su pacijenti sa
mutiranim genotipovima, jer su imali znaajno niZu antitrispinsku aktivnost u odnosu na nosioce
normalnog fenotipa.

U naSem istrazivanju pokazano je da pacijenti nosioci deficijentnih fenotipova (MS, MZ, SZ) imaju
smanjenu funkcionalnu aktivnost AAT ukoliko su pusaci u odnosu na nepusace, obzirom na vrednosti
SlA-elastaze i SIA-tripsina (Tabela 23, Slika 17. a,b). Ovo navodi na zakljuc¢ak da kod pacijenata sa
deficijentnim AAT fenotipom puSenje predstavlja faktor rizika za pogorSanje odbrambene
sposobnosti alfa-1-antitripsina od razornog dejstava proteaza u plu¢nom parenhimu, §to vodi ka
opadanju funkcije pluca i daljoj progresiji bolesti. Saglasno ovakvom zaklju¢ku, moze se dodati
¢injenica da ovo istrazivanje pokazuje da je, kako u grupi pacijenata, tako i u grupi zdravih ucesnika
studije, vrednost antielastazne aktivnosti znacajno niza kod pusaca nego nepusaca, ukoliko Su u
pitanju nosioci MS, MZ i SZ fenotipova alfa-1-antitripsina. Ovakav nalaz dodatno potvrduje
prethodno naveden udruzeni efekat puSenja i prisustva deficijentnih fenotipova na slabljenje
antiproteazne zastite pluénog parenhima. Mnogobrojne studije pokazale su sli¢ne rezultate, pri ¢emu
je najvise proucavano prisustvo Z alela, kao najéesée zastupljenog deficijentnog alela u $iroj
populaciji. Meta analiza koja je obuhvatila podatke iz 16 studija, potvrdila je da MZ nosioci imaju
povisen rizik za HOBP, kao i da je puSenje bitan kofaktor za pojavu ove bolesti [206]. Nasa studija
je pokazala da nosioci deficijentnih alela koji su pusaci, imaju smanjenu funkcionalnu aktivnost AAT
u odnosu na nepusace, usled znac¢ajno nize antitripsinske aktivnosti (Tabela 21., Slika 16.f). Dobijeni
rezultati pokazuju da je u grupi pacijenata nosilaca deficijentnih fenotipova dobijeno znacajno
povecéan nivoa oksidovanog AAT (g/L) kod pusaca u odnosu na nepusace.

Na osnovu ovih rezultata mozemo zakljuciti da pacijenti pusaci, nosioci deficijentnih fenotipova
(MS, MZ, SZ), imaju smanjenu antielastaznu aktivnost AAT, §to moze dovesti do napredovanja
bolesti.

Iako je ocekivano da su parametri pluéne funkcije bolji kod mladih pacijenata koji su nosioci
nedeficijentnih fenotipova AAT, nasa studija je dala drugacije rezultate od ocekivanih. Rezultati su
pokazali da niZze vrednosi FEV1 1 indeksa FEV1/FVC imaju pacijenti sa MM 1 MF fenotipovima
ukoliko su mladi od 60 godina, u odnosu na starije (Tabela 22., Slika 17.). Dalje, pacijenti mladi od
60 godina, imali su znacajno nizi odnos FEV1/FVC ukoliko su bili nosioci nedeficijentnih u odnosu
na nosioce deficijentnih fenotipova AAT. Donekle mozemo pretpostaviti da prisustvo jednog M alela,
u fenotipu pacijenata moze doprineti sporijem opadanju spirometrijskih parametara. Takode, ovi
rezultati ukazuju da funkcija pluca nije u direktnoj vezi sa deficijentnim fenotipovima AAT. Pored
toga, moguce je da pacijenti koji su stariji od 60 godina primenjuju terapiju sa bronhodilatornim
dejstvom i na taj nacin parametri funkcije plu¢a ne pokazuju opadanje. Svakako, znacajno bi bilo
sprovesti dodatne studije u kojima bi bio poznat podatak o terapiji koju primenju pacijenti, i gde bi
bio ve¢i i ujednacen broj nosilaca fenotipova MS, MZ i SZ.

U vecini studija, ispitivanjem funkcije pluca, zavisno od fenotipa AAT, dobijeno je da kod nosilaca
deficijentnih fenotipova dolazi do opadanja spirometrijskih parametara (FEV1, FEV1, FEV1/FVC).
Pokazano je da je opadanje funkcije pluca brze kod pacijenata sa HOBP koji su nepusaci i nosioci
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PiZZ fenotipa u poredenju sa onima bez deficijencije, koji su takode nepusaci [207]. IstraZivanje
sprovedeno u Australiji kod PiZZ nosilaca, pokazalo je je ubrzano opadanje FEV1 vrednosti, $to je u
vezi sa smanjenom funkcijom alfa-1-antitripsina [208]. Studija koja je obuhvatila pracenje promene
FEV1 vrednosti kod PiZZ homozigota u periodu od minimum 8§ godina, koris¢enjem podataka iz
Spanskog registra za AATD, pokazuje da su puSenje i pneumonija povezani sa brzim opadanjem
FEV1 [209]. U studiji sprovedenoj tokom 6 godina utvrdeno je godisnje opadanje FEV1 za 20-40 mL
vise kod nosilaca MZ u odnosu na nosioce MM fenotipa, bez obzira na pusacki staus [210]. U jednoj
od studija u kojoj su praceni rudari tokom 5 godina, MZ nosioci pokazali su veée opadanje
indeksa FEV1/FVC [211].

Deo ovog istrazivanja se odnosio na utvrdivanje razlike u funkcionalnoj aktivnosti alfa-1-antitripsina
zavisno od toga da li su ispitanici nosioci MM homozigoti (M1M1, M2M2, M3M3) ili hetrozigoti
(M1M2, M1M3, M2M3), kao i zavisno od puSackog statusa (pusac, nepusac) (Tabela 23., Slika 18.).
Rezultati su pokazali da pacijenti nepusaci imaju znacajno niZzu antielastaznu i antitripsinsku
aktivnost ukoliko su nosioci nekog homozigotnog u odnosu na heterozigotni fenotip, sto moze da
ukazuje da su nosioci M homozigotnih fenotipova bili vise osetljivi na oksidativno dejstvo
komponenti iz duvanskog dima. Suprotno naSim rezultatima, jedno od starijih, in vitro ispitivanja,
pokazalo je veéu osetljivost AAT na delovanje oksidanta 1,6-heksan diamina, kod nosilaca MM
heterozigotnih fenotipova (M1M2, M1M3, M2M3 i M1S) u odnosu na homozigotne (M1M1, M2M2)
[212].

5.3 Uticaj polimorfizma MSRA rs10903323 na pojavu HOBP

Deo ove studije obuhvatio je ispitivanje MSRA rs10903323 polimorfizma kod pacijenata sa HOBP i
kod zdravih ispitanika. Prema trenutno dostupnim podacima, ispitivanje polimorfizma rs1093323
MSRA je prvi put sprovedeno u populaciji Srbije. Distribucija genotipova i alela MSRA rs1093323
dobijeni u populaciji zdravih ispitanika u Srbiji (AA 80,5 %, AG 18,0% i GG 1,5%, A alel 89,5% i
G alel 10,5%) (Tabela 24.) sli¢na je rezultatima dobijenim za evropsku populaciju (AA 78,3 %, AG
20,5% 1 GG 1,2 %, A alel 88,12% i G alel 11,88% ) [213]. Podaci, koji su do sad dostupni, pokazuju
da postoji znacajna varijacija u distribuciji MSRA rs1093323 genotipova izmedu razli¢itih
populacija. Na primer, distribucija genotipova AA, AG i GG u Isto¢noj Aziji je 15,1 %, 49,2 %, 35,7
%, dok je u populaciji Amerike 50,7 %, 32,0 % i 17,3 % [213]. Evidentne razlike u raspodeli
genotipova izmedu ispitanika obuhvaéenim u studijama sprovedenim na podruciju Evrope i1 Azije,
najverovatnija su posledica geneti¢ke varijabilnosti kod razli¢itih rasa. U kontrolnoj grupi, kao i u
grupi pacijenata frekvence analiziranih genotipova nisu odstupale su od Hardy-Weinbergove
ravnoteze. Takode, distribucija genskih varijanti (AA/AG+GG) i alela (A/G) kod MSRA rs10903323
polimorfizma nije se razlikovala izmedu kontrolne grupe i grupe pacijenata (Tabela 24.).

Prema nasim Saznanjima, ovo je prva studija u kojoj je ispitivana povezanost izmedu MSRA
rs1093323 polimorfizma i HOBP. Sposobnost enzima MSRA da delimi¢no redukuje oksidovani
metionin u aktivnom centru AAT i na taj na¢in utie na oCuvanje antielastazne aktivnosti [139], je
bila osnovna pretpostavka za istrazivanje polimorfizma MSRA u patologiji HOBP u naoj studiji. Na
osnovu distribucije genotipova, koja se nije znacajno razlikovala izmedu HOBP pacijenata 1 kotrolne
grupe, mozemo pretpostaviti da samo prisustvo genotipa u kome je mutirani alel G (AG, GG), ne
predstavlja direktnu vezu sa pojavom HOBP.

Genotip MSRA nije imao uticaja na ukupan serumski nivo AAT, koji je svakako bio znacajno visi
kod pacijenata (Tabela 25.). Takode, SIA-elastaza i SIA-tripsin bili su znac¢ajno nizi kod pacijenata,
bez obzira na genotip. Genotip MSRA nije pokazao uticaj na antielastaznu i antitripsinsku aktivnost,
jer nisu dobijene razlike izmedu pacijenata i zdravih, kao ni zavisno od toga da li su nosioci AA ili
AG+GG MSRA rs10903323 genotipa. Kako je prikazano u Tabeli 25., u okviru grupe nosilaca AA
genotipa, pacijenti su imali zna¢ajno niZzu vrednost antitripsinske aktivnosti u odnosu na zdrave
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ispitanike. S druge strane, u grupi nosilaca AG+GG genotipa vrednost antitripsinske aktivnosti bila
je niza kod pacijenata, ali bez statistiCke znacajnosti. Svakako iz ovoga moZemo pretpostaviti da
ispitivani  MSRA rs10903323 polimorfizam nema direktan uticaj na ispitivane parametre
funkcionalne aktivnosti AAT. Pored toga, u pomenutoj tabeli uocava se da su vrednosti oksidovanog
AAT (g/L i %), iako bez statisticke znacajnosti, bile vise kod nosilaca AG+GG genotipa u odnosu na
nosioce AA genotipa, i u kontrolnoj grupi i kod HOBP-pacijenata.

U pogledu parametara funkcionalnosti plu¢a, nije dobijen znaCajan uticaj MSRA rs1093323
polimorfizma na FVC, FEV1 i FEV1/FVC u grupi pacijenata. Interesantno, uoceno je da sva tri
spirometrijska parametra imaju nesto visu vrednost kod nosilaca AG genotipa.

S obzirom da MSRA sistem ima sposobnost da redukuje oksidovani metionin u strukturi AAT i da
ucestvuje u reparaciji ovog proteina, Cilj ove studije je bio da se ispita povezanost prisustva MSRA
rs10903323 polimorfizma i nivoa oksidacije AAT. Prema rezultatima prikazanim u Tabeli 27. i na
Slici 20., u grupi pusaca, vrednosti za SIA-elastazu i SIA-tripsin bile su znacajno nize kod pacijenata,
dok su vrednosti oksidovanog AAT bile zna¢ajno vise u odnosu na kontrolnu grupu, bez obzira da li
su nosioci AA ili AA+AG MSRA genotipa, dok ova razlika nije uofena u grupi nepusaca.
Neocekivano, zdravi nepusaci imali su znac¢ajno visi nivo oksidovanog AAT (%) u odnosu na pusace,
u grupi nosilaca AA genotipa (Slika 20. d.), a moguci uzrok moze biti prisustvo bivsih pusaca u grupi
trenutnih nepusaca, ili izloZzenost oksidativnim agensima iz spoljne sredine, o ¢emu nismo imali
dostupne podatke. Nasa studija je pokazala znacajno poviSen nivo oksidovanog AAT (%) kod
pacijenata pusaca nosilaca G alela, u odnosu na pacijente pusace nosioce AA. Takode, u okviru grupe
pacijenata koji su nosioci G alela, oni koji su bili pusaci pokazali su zna¢ajno visi nivo oksidovanog
AAT (%) u odnosu na nepusace. Takode, vrednost oksidovanog AAT u g/L, bila je znacajno veca
kod pacijenata pusaca nosilaca G alela u odnosu na pacijente nepusace nosioce G alela. Ovi rezultati
ukazuju da je prisutvo G alela, udruzenog sa puSenjem, faktor rizika za povecanje nivoa oksidacije
AAT, kod HOBP pacijenata. Kako je oksidovan AAT neefikasan u inhibiciji neutrofilne elastaze i
doprinosi razvoju HOBP, rezultati ove studije ukazuju da prisustvo G alela, kod pacijenata pusaca,
moze doprineti brzem napredovanju bolesti 1 pojavi teZeg oblika.

U ovoj studiji pokazan je povecan nivo oksidativno modifikovanog AAT (%, g/L) kod pacijenata
pusaca koji su imali tezak i veoma tezak oblik bolesti (GOLD 3+4), a nosioci su G alela u odnosu na
nosioce AA homozigotnog genotipa (Slika 22.). Ovo ukazuje da su G alel i pusenje faktori rizika za
progresiju HOBP i nastanak teskog i vrlo teskog oblika, obzirom da usled delovanja komponenti dima
cigarete dolazi do povecane oksidacije AAT, a da G alel verovatno ima smanjenu efikasnost redukcije
AAT. S toga, ova studija pokazuje da je G alel moguc¢i uzrok neadekvatne reparacije AAT kod pusaca,
Sto rezultuje povecanjem oksidativno modifikovanog AAT.

Klini¢ki zna¢aj MSRA rs10903323 polimorfizma, prema dostupnim podacima, proucavan je u
Spanskoj 1 kineskoj populaciji. U Spanskoj studiji, G alel je identifikovan kao faktor rizika za pojavu
ishemijske bolesti srca kod pacijenata sa reumatidnim artritisom [145]. Takode, studija Martin i
saradnici je pokazala da je MSRA rs10903323 polimorfizam povezan sa pove¢anjem oksidativnog
stresa i da je ukljuen u patogenezu reumatidnog artritisa [143]. Studija sprovedena u Kini pokazala
je da MSRA rs10903323 AG genotip utice na pojavu reumatoidnog artritisa, posebno kod starijih,
CRP-pozitivnih pacijenata (vrednost CRP>10mg/L) [144]. Znacajno povecan rizik za koronarnu
bolest srca kod nosilaca GA genotipa u kineskoj populaciji potvrdila je studija koju su sproveli Gu i
saradnici [138]. Kako je MSRA rs10903323 G alel identifikovan kao faktor rizika za bolesti
inflamatorne etiologije, kao S§to su reumatidni artritis i kardiovaskularna oboljenja, moze se
pretpostaviti potencijalna povezanost sa HOBP u kojoj inflamacija, takode, doprinosi nastanku 1
progresiji. Kako aktivacija oksidantnih agenasa u procesu inflamacije, dovodi do povecane oksidacije
proteina, od znacaja je aktivnost sistema koji ucestvuju u njihovoj redukeiji. Nasi rezultati potvrduju
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povezanost G alela sa povisenom oksidacijom AAT kod pusaca, $to ima za posledicu opadanje
antioksidantne zastite od prooksidanata iz pusackog dima i oboljevanje od HOBP.

Ovo istrazivanje je obuhvatilo ispitivanje razlike u spirometrijskim parametrima kod HOBP-
pacijenata podeljenih prema polu, zavisno od genotipa MSRA i starosti. Dobijeni rezultati su pokazali
da je prisustvo AG genotipa kod Zena starijih od 60 godina povezano sa znac¢ajno sniZzenom vrednosti
FVC u odnosu na mlade od 60 godina i istog genotipa (Tabela 29., Slika 23.). Kako je oksidativni
stres prisutan u mnogim bolestima vezanim za proces starenja, zahvaljujuéi reparacionoj sposobnosti
MSR sistem ispoljava znacajnu ulogu u usporavanja progresije bolesti [214]. Znacaj MSR sistema u
zastiti od oksidativnih oSte¢enja kod bolesti vezanih za starenje, potvrden je u viSe studija. Kantorow
I saradnici [215] su dokazali da MSRA u o¢nom so¢ivu §titi ¢elije 1 njene komponente od oksidacije
metionina, dok "utiSavanje" ovog gena povecava osetljivost na oStecenja usled oksidativnog stresa.
Takode, pokazano je da povecana oksidacije metionina do metionin sulfoksida u molekulu alfa-
sinukleina u mozgu sprecava njegovu fibrilaciju, kod Parkinsonove bolesti [216]. S druge strane,
rezultati nase studije pokazuju da su muskarci AA homozigoti mladi od 60 godina imali nizi FEV1
nego stariji od 60 godina, a kod Zena je dobijen nizi FVC kod nosilaca AA homozigota u odnosu na
AG heterozigote. Kod nosilaca AA genotipa, indeks FEV1/FVC bio je znacajno nizi u grupi Zena i u
grupi musSkaraca kod pacijenata mladih od 60 godina u odnosu na starije. Prema dobijenim
rezultatima (Tabela 30., Slika 24.), AA genotip mogao bi da bude faktor rizika za opadanje pluéne
funkcije kod pacijenata mladih od 60 godina. Prisustvo AA genotipa je takode, u vezi sa snizenim
vrednostima parametara pluéne funkcije kod pacijenata mladih od 60 godina, i to FVC kod pusaca,
FEV1 1 FEVI/FVC kod nepusaca, u odnosu na starije od 60 godina. Ve¢ina dosada$njih istraZivanja
kod pacijenata sa HOBP potvrduje da funkcija pluca opada sa godinama. Primer su podaci studije
koju su sproveli Kim i saradnici, koja pokazuje da je kod starijih pacijenata godi$nje opadanje FEV1
brze nego kod mladih pacijenata [217]. Uticaj na parametre funkcije plu¢a kod HOBP pacijenata, kao
posledica interakcije MSRA rs10903323 polimorfizma i puSenja nije pokazan u ovoj studiji (Slika
25.).

5.4 UdruZeni uticaj polimorfizma MSRA rs10903323 i varijanti alfa-1-
antitripsina na nastanak HOBP

U okviru ove studije ispitivan je uticaj interakcije MSRA rs10903323 genotipa i fenotipa alfa-1-
antitripsina kod pacijenata sa HOBP, na spirometrijske parametre (Tabela 32.). Dobijeni rezultati
ukazuju na postojanje razlike, sa granicnom znacajnosti, u vrednosti indeksa FEV1/FVC, koji je kod
pacijenata sa deficijentnim fenotipom (MS, MZ, SZ) bio nizi ukoliko su bili nosioci AG u odnosu na
AA genotip (Slika 26. c.). Dobijeni rezultat moze biti posledica istovremeno smanjene koncentracije
AAT, koja za posledicu ima oslabljenu zaStitu pluca i vecu osetljivost na proteoliticko dejstvo
elastaze. Sa druge strane, bilo bi od znacaja ispitati ulogu MSRA rs10903323 polimorfizma na
koli¢inu MSRA ili stabilnost iRNK u in vitro studijama. Iz ovoga mozemo zakljuciti, da istovremeno
prisustvo deficijentnog fenotipa alfa-1-antitripsina i mutiranog G alela u genotipu MSRA, moze
potencijalno predstavljati rizik za pogorSanje pluéne funkcije kod pacijenata sa HOBP. Kako je ovo
prva studija, koja proucava povezanost MSRA rs10903323 polimorfizma 1 pojave HOBP, potrebna
su dodatna ispitivanja na vecem broju broju ispitanika, kako bi se potvrdili rezultati dobijeni u nasoj
studiji.

5.5 Nezavisni prediktori za pojavu HOBP

Kori$¢enjem binarnog logistickog modela ispitivani su prediktori za pojavu HOBP (Tabela 33.). U
ovoj studiji dobijeno je da su sniZzena vrednost SIA-elastaze, povisen nivo oksidovanog AAT i starost
veca od 60 godina nezavisni prediktori za pojavu HOBP. Pored toga u ovoj studiji je i puSenje je,
oc¢ekivano, potvrdeno kao nezavistan prediktor za pojavu HOBP. Prethodno prikazani rezultati, koji
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su potvrdili snizenu vrednost SIA elastaze i poviSen nivo oksidacije kod pacijenata sa HOBP u odnosu
na kontrolne ispitanike, u skladu su sa ovakvim nalazom. Takode, deficijentni fenotipovi alfa-1-
antitripsina, MS, MZ, SZ, identifikovani su kao nezavisni prediktori za pojavu ove bolesti, sa
grani¢nom znacajnosti. Kao $to je do sada potvrdeno u brojnim istrazivanjima, faktor rizika za pojavu
emfizema je prisustvo deficijentnih varijanti AAT, Cije prisustvo je pra¢eno smanjenom serumskom
koncentracijom ovog proteina. Nasi rezultati pokazuju da, iako je ukupna koncentracija AAT
znacajno visa kod ucesnika sa HOBP nego zdravih, u samoj grupi pacijenata, znacajno visu
koncentraciju imali su nosioci nedeficijentnih nego deficijentnih fenotipova. Pusenje kao faktor rizika
za poremecaj funkcije respiratornog sistema i pojavu HOBP potvrden je 1 u studiji koju je sproveo
Liu [218]. Rezultati nase studije ukazuju da poznavanje fenotipa AAT i odredivanje nivoa
oksidovanog AAT kod pusaca starijin od 60 godina, moze biti od znacaja u identifikovanju
povecanog rizika za pojavu HOBP.

Rezultati ove studije, u kojoj se po prvi put odreduje povezanost MSRA rs10903323 polimorfizma i
HOBP, identifikovan je G alel MSRA rs10903323 polimorfizma, koji udruzen sa puSenjem,
predstavlja faktor rizika za pojavu HOBP. Odredivanje ovog polimorfizma, moglo bi da pomogne
identifikaciji osoba sa povecanim rizikom za pojavu bolesti pluéa, poput emfizema. Na ovaj nacin
identifikovane osetljive osobe, mogle bi blagovremeno da budu usmerene na izbegavanje pusenja i
izlaganju stetnih faktora okoline, u cilju prevencije bolesti plu¢a. Ograni¢enje ove studije je relativno
mali broj ispitanika, zbog ¢ega bi dodatna istrazivanja na ve¢em broju ispitanika bila od znacaja.
Takode, detaljniji opis pacijenata, podaci o relevantnim biohemijskim parametrima (npr. CRP) i
komorbiditetima bi doprineli poboljSanju relevantnosti dobijenih rezultata. Kako postoji nekoliko
polimorfizama u MSRA genu, neki od njih bi mogli biti bitni za enzimsku aktivnost u pogledu
efikasnosti reparacije oksidovanog AAT, pa bi prosirenje studije za analizu celog gena mogle da se
urade u buduénosti. Pored toga, ispitivanje aktivnosti MSRA, pogodnom metodom za merenje
intracelularne aktivnosti, dalo bi dodatne informacije o njegovom znaéaju u odbrani AAT od
oksidacije, ukoliko bi se dodatno potvrdio znataj MSRA i eventualno povezao sa odredenim
varijantama.

Ova studija je pokazala da serumski biomarkeri koji su relativno jeftini i jednostavni za odredivanje,
SlA-elastaza i oksidovani AAT, uz fenotipizaciju AAT mogu da unaprede postavljenje dijagnoze,
pracenje i prevenciju HOBP u klini¢koj praksi. Takode, oksidovani AAT bi mogao biti predlozen kao
prognosticki biomarker za procenu Stetnosti pusenja na pojavu i tezinu HOBP. Istovremeno, mogao
bi da bude koristan za pracenje delovanja antioksidativne terapije, kao dopunske terapije kod obolelih
od hroni¢ne opstruktivne bolesti pluca.
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6. Zakljuéci

1.

2.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Snizene vrednosti SIA-elastaze, SIA-tripsina i antitripsinske aktivnosti mogu da ukazuju na
oslabljenu antiproteaznu zastitu kod pacijenata sa HOBP.

Povisen nivo oksidovanog AAT (izrazen u % i g/L) kod HOBP-pacijenata ukazuje na
prisustvo oksidativnog stresa koji je uzrok oksidacije aktivnog centra AAT.

Snizene vrednosti STA-elastaze i SIA-tripsina, kao 1 povisen oksidovani AAT kod pacijenata
pusaca ukazuju da pusSenje doprinosi znacajnom oksidativnom o$teéenju alfa-1-antitripsina.
Pacijenti sa tezim oblikom bolesti (GOLD 3+4) u odnosu na one sa lak§im oblikom bolesti
(GOLD 2) pokazuju tendenciju pada parametara funkcionalne aktivnosti alfa-1-antitripsina
(SIA-elastaza, SIA-tripsin, antielastazna i antitripsinska aktivnost) i rasta nivoa oksidovanog
alfa-1-antitripsina.

Znacajno snizene vrednosti SIA-elastaze i SIA-tripsina kod pacijenata muskog pola koji su
pusaci u odnosu na nepuSaCe ukazuje na udruzeni efekat pola i puSenja na smanjenu
funkcionalnu aktivnost AAT i vecu sklonost pojavu HOBP.

Pozitivna korelacija izmedu antielastazne aktivnosti i spirometrijskih parametara (FVC,
FEV1) kod pacijenata nepusaca ukazuje da slabljenje antielastazne zastite pluca doprinosi
opadanju funkcije pluca.

Distribucija fenotipova i alela alfa-1-antitripsina izmedu kontrolne grupe i HOBP-pacijenata
se ne razlikuje. U kontrolnoj grupi i u grupi HOBP-pacijenata postoji odstupanje od Hardy-
Weinbergove ravnoteze.

Deficijentni fenotipovi (MS, MZ, SZ) znacajno vise su bili zastupljeni kod HOBP-pacijenata
u odnosu na kontrolnu grupu.

Mutirani fenotipovi AAT (MF, MS, MZ, SZ) znacajno su vise bili zastupljeni kod pacijenata
sa HOBP nego kod zdravih ispitanika.

Parametri  funkcionalne aktivnosti alfa-1-antitripsina (SIA-elastaza, SIA-tripsin i
antitripsinska aktivnost) kod nosilaca deficijentnih fenotipova znacajno su nizi kod pacijenata
u odnosu na zdrave, dok je nivo oksidovanog alfa-1-antitripsina znacajno visi.

Pacijenti nepusaci nosioci MM homozigotnog fenotipa alfa-1-antitripsina imaju sniZzenu
antielastaznu i antitripsinsku aktivnost u odnosu na nosioce MM hetrozigotnog fenotipa.
Distribucija genskih varijanti (AA/AG+GG) i alela (A/G) kod MSRA rs10903323
polimorfizma nije se razlikovala izmedu kontrolne grupe i grupe pacijenata. Frekvence
analiziranih genskih varijanti u kontroli i kod pacijenata bile su u Hardy-Weinberg-ovoj
ravnotezi.

Distribucija genskih varijanti (AA/AG+GG) MSRA 1510903323 polimorfizma je pokazala
razliku izmedu pacijenata podeljenih prema tezini bolesti na laksi (GOLD 2) 1 tezi oblik
(GOLD 3+4), tako da je AA genotip vise zastupljen kod GOLD3+4 stadijuma, u odnosu na
AG+GG genotip.

Polimorfizam MSRA rs10903323 nije uticao na funkcionalnu aktivnosti alfa-1-antitripsina u
kontrolnoj grupi i kod HOBP-pacijenata.

Znacajno povecanje oksidovanog AAT (%) kod pacijenata pusaca sa AG MSRA rs10903323
genotipom u odnosu na pacijente puSace sa AA genotipom i porast oksidovanog AAT (g/L)
kod pacijenta puSaca sa AG genotipom u odnosu na pacijente nepuSace sa AG genotipom
ukazuje na udruzenost G alela MSRA genotipa sa puSenjem koja doprinosi smanjenoj
antioksidantnoj zastiti alfa-1-antitripsina.

Polimorfizam MSRA rs10903323 ne uti¢e na funkcionalnu aktivnost AAT 1 nivo oksidovanog
AAT kod HOBP-pacijenata u odnosu na tezinu bolesti (GOLD2, GOLD 3+4).

Znacajan geneticki faktor rizika koji doprinosi opadanju pluéne funkcije u mladoj starosnoj
dobi, nezavisno od puSackog statusa i pola, bio je MSRA homozigot AA.

Godine starosti, pusenje, oksidovani alfa-1-antitripsian, deficijentni fenotipovi AAT i nivo

SIA-elastaze predstavljaju nezavisne prediktore za pojavu HOBP.
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O6paszay, 5.

U3jaBa o aytopcTBy

Mme 1 npesmme aytopa Bepa MunosaHoBuh

bpoj nHaekca 27/2014

U3jaBbyjem

[a je AOKTOpPCKa AncepTaymja nog HacJioBom

3Hayaj anda-1-aHTUTPUNCUHA U METUOHUH CyNndOKCUg peayKTase A y HACTaHKY U NPOrPecuju XpoHUYHeE
oncTpykTnsHe bosiectn nayha y nonynauuju Cpbuje

®  pesyaTaT COMNCTBEHOr UCTPaXKMBAYKOT pPaaa;

® [a gucepTauuja y LeanHU HU Y AenoBuMa Huje Buna npeanoskeHa 3a CTMlarkbe apyre auniome
npema CTyAMjCKUM NPorpammuma Apyrmx BUCOKOLLKOSICKMX YCTaHOBa;

® [a Cy pe3yntatu KOPEKTHO HaBeaAeEHN U

® a3 HMCaM Kpwwno/na ayTopcka npasa M KOPUCTMO/Na UHTENEKTYasIHY CBOjUHY APYrMX Mua.

Motnuc aytopa

Y beorpagy, 19.04.2024.
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O6paszay, 6.

M3jaBa 0 MICTOBETHOCTU LUTaMNaHe U eNEeKTPOHCKE Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Nme 1 npesnme aytopa Bepa MunosaHosuh

bpoj uHaekca 27/2014

Ctyamjckm nporpam _J1OKTOpPCKE akagemcke cTyamje moayn MeamumHcka buoxemuia

Hacnos paaa 3Havaj anda-1-aHTUTPUNCUHA U METUOHUH CyNPOKCUA peayKTase A Y HaCTaHKy U

Nporpecunjy XxpoHM4YHe oncTpykTnBHe 6onectn nayha y nonynaumjmu Cpbuije

MeHTtop Mpod. ap AnekcaHgpa Tonuh

M3jaB/byjem aa je wWTamnaHa Bep3nja MOr OKTOPCKOr paja UCTOBETHA €/1eKTPOHCKOj BEP3MjU KOjy Cam
npeaao/na pagu noxparbeHa y AurutaaHom penosutopujymy YHusepsurteta y beorpagy.

[o3Bos/baBam aa ce ob6jase Moju INUYHM NOAaUM Be3aHK 3a Aobujarbe aKaJeMCKor Ha3mBa AOKTOpa HayKa,
Kao LUTO cy MMe 1 Npe3nme, roamHa u mecto poherba n gatym ogbpaHe paaa.

OBM IMYHM NOZaum Mory ce 06jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHMLLaMa aurntanHe bubnumoreke, y
€/IeKTPOHCKOM KaTanory u y nybankaumjama YHusepsuTeTa y beorpaay.

Mornuc aytopa

Y beorpagy, 19.04.2024.
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O6pazay, 7.

M3jaBa o kKopuwhery

Osnawhyjem YHMBep3uTeTcKy 6Mbanoteky ,CeeTto3ap Mapkosuh” aa y AnrutanHu penosutopujym
YHuBep3uTeTa y beorpagy yHece Mojy 4OKTOPCKY AMcepTaLmjy nos Hac/JI0BOM:

3Hayaj anda-1-aHTUTPUNCMHA N METUOHWH cyNdOKCUA peayKTase A y HaCTaHKy U NPOrpecnju XpoHUYHe
oncTpykTneHe 6onectn nayha y nonynauuju Cpbuje

KOja je Moje ayTOpCKO aeno.

AncepTauujy ca cBUM NpMNo3Mma npeaao/na camy enekTpoHcKkom GpopmaTy norogHomsa TpajHo
apxvBupatme.

Mojy 0OKTOPCKY AncepTtaumjy noxpamweHy y JurntanHom penosmtopmjymy YHusepsuteta y beorpagy v
OOCTYMHY y OTBOPEHOM MPUCTYNY MOFy Aa KOpPUCTe CBM KOju NoLTyjy oapenbde cagpkaHe y ogabpaHom
TMNy nnMueHue KpeatusHe 3ajeaHunue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oany4mo/na.

1. Aytopcrtso (CC BY)

2. AyTtopcTtBo — HekomepuwmjanHo (CC BY-NC)

3. AyTopcTBO — HeEKoMepLUMjanHo — 6e3 npepaaa (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMja/THO — AeNNTH Noa UcTum ycnosmma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTteo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)

6. AyTopctBOo — AenuTu noa nuctum ycnosuma (CC BY-SA)

(Monnmo aa 3a0KpyKUTe Camo jegHy of WecT NoHyheHux aMueHumM.Kpatak onuc anMueHum
je cacTaBHM Aeo oBe U3jaBe).

Motnuc aytopa

Y beorpagy, 19.04.2024.

102



AyTopcTBo. Jl03BObaBaTe YMHOXKABaWHE, JUCTPUOYIM]Y W JaBHO CAOIIITaBaWkE Jeia, U
npepaje, ako ce HaBeJe MME ayTopa Ha HauuH ofpel)eH o cTpaHe ayTopa WM JaBaola
JUICHIIE, YaK ¥ Y KoMeplujaiaHe cBpxe. OBo je Hajco00 HMja O/ CBUX JIUIICHITH.
AyTOpPCTBO — HeKOMepUHjaHo. /[03BosbaBaTe yMHOXKaBamhe, AUCTPUOYIH]Y U jaBHO
CaoIIITaBamke JIeNa, U Mpepajie, ako ce HaBeAe UMe ayTopa Ha HauuH oapeheH ox cTpaHe
ayTopa Wwiu aaBaona jgurenie. OBa JUIeHIIa HE J03BOJbaBa KOMEPILHjallHy yIIoTpeOy aena.
AyTOpCcTBO — HeKoMepuujajHo — ©0e3 mpepana. Jlo3BosbaBare yMHOMKABaE,
JTUCTPUOYIIM]Y U JaBHO CAOIIITaBamke Jielia, 0e3 MpoMeHa, TPeoO0IMKOBamkha WIH YIIOTpede
JieNia y CBOM JIely, aKO C€ HaBeJe MME ayTopa Ha Ha4uH oJpeheH on cTpaHe ayTopa WU
naBaonia auneHie. OBa JUIEHIIa He 103B0JbaBa KOMEpLHjaIHy yrnoTpedy Aena. Y ogHocy
Ha CBE OCTaJie JIMLIEHIIE, OBOM JIMIICHIIOM C€ OrpaHnyaBa Hajeehu 00uM mpaBa Kopuinhema
Jena.

AYTOpCTBO — HEKOMEpPUMjaaHO — [IeJUTH MOJ HCTHM YycjaoBuma. Jlo3BospaBare
YMHO)KaBae, TUCTPUOYINjYy U JaBHO CAOIIITABAKE Jela, U MPepajie, ako Ce HaBeIe UMe
ayTopa Ha HauuH ojpel)eH of CTpaHe ayTopa WJIM JaBaolla JIMIIECHIIE U aKo Ce Impepaja
TUCTpuOyupa MO MCTOM WM CIWYHOM JuieHioM. OBa JHIleHIIa HE J103BOJhaBa
KOMEpLHjaliHy ynotpeOy aena u npepaja.

AyTopcTBO — 0e3 mpepaaa. Jlo3BosbaBaTe yMHOKaBame, IUCTPUOYLH]Yy U jaBHO
caormiiTaBame Jena, 6e3 mpoMeHa, npeodIMKoBamka Wiu ynoTpeoe /ieja y CBOM Jeiy,ako
ce HaBele MMe ayTopa Ha Ha4MH ofpel)eH o1 cTpaHe ayTopa WM AaBaola juieHie. Opa
JMIICHIA T03BOJbaBa KOMEPIHMjaIHy yIoTpely nena.

AYTOpCTBO — 1eJINTH MO/ UCTHM YCJI0BHMA. J/[03BOJbaBaTe yMHOXKABAbE, TUCTPHOYIIN]Y
Y JaBHO CaOIIITaBamke JIeNa, U Mpepaje, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha HauuH ofpeheH ox
CTpaHe ayTopa WM JaBaolla JUIEHIIE U aKo ce Mpepajga JUCTPUOyHpa Mo UCTOM WU
cnuyHOM nuiieHIioM. OBa JTUIEHIIa 103B0JbaBa KOMEPIIMjallHy YIIOTpeOy Jena U mpepaja.
CrnuyHa je copTBepCKUM ITUIEHIIaMa, OJIHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJIa.
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