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POVEZANOST POLIMORFIZAMA GLUTATION TRANSFERAZA KLASE MI, OMEGA,
PI1 TETA SA RIZIKOM ZA NASTANAK PRIMARNOG GLAUKOMA OTVORENOG
UGLA

SAZETAK

Cilj: Cilj ovog rada je bio da se utvrdi uticaj genskih polimorfizama glutation transferaza GSTM 1,
GSTPI (rs1695 1 rs1138272), GSTOI (rs 4925), GSTO?2 (rs156697) i GSTTI kao i uticaj genskih
polimorfizama glutation peroksidaze, GPXI (rs1050450) i superoksid dizmutaze, SOD?2 (rs4880) na
rizik za nastanak primarnog glaukoma otvorenog ugla (POAG). Dodatno, ispitivan je i udruzeni
efekat navedenih polimorfizama na rizik za razvoj POAG-a.

Pacijenti i metode: U istraZivanje su bila uklju¢ena 102 ispitanika obolela od POAG-a dok se
kontrolna grupa sastojala od 302 ispitanika odgovarajuéeg pola i starosti. Polimorfizmi GSTM1 i
GSTTI su odredivani po modifikovanoj multipleks PCR metodi dok su polimorfizmi GSTP! (rs1695
1rs1138272), GSTOI (rs 4925), GSTO?2 (rs156697), kao 1 GPX1 rs1050450 1 SOD2 rs4880 odredivani
kvantitativnom reakcijom lan¢anog umnozavanja (qPCR). Statisticka znacajnost razlike izmedu
grupe bolesnika sa glaukomom i kontrolne grupe je ispitivana Studentovim t-testom za kontinuirane
varijable sa normalnom raspodelom, dok je ¥2 test upotrebljen za kategorijalne varijable.
Univarijantna logisticka regresiona analiza je koriS¢ena za procenu postojanja statisticki znacajne
razlike ucestalosti pojedinih genotipova u studijskoj i kontrolnoj grupi.

Rezultati: Nosioci GSTT] aktivnog genotipa su imali statisticki znacajan ve¢i rizik za nastanak
primarnog glaukoma otvorenog ugla (OR=1,92, 95%CI=1,02-3,64, p=0,044), a u kombinaciji sa
GSTM1 nultim genotipom rizik za nastanak primarnog glaukoma otvorenog ugla je bio dvostruko
veéi (OR=4,36, 95%CI=1,21-15,65, p=0,024). Nije pokazana statisticki znacajna povezanost izmedu
polimorfizama GSTOI! gena kao ni polimorfizama GSTO2 gena sa obolevanjem od primarnog
glaukoma otvorenog ugla, iako su nosioci GSTO2*GG genotipa imali dvostruko veéi rizik za
nastanak POAG-a (OR=2,15; 95%CI=0,92-5,04; p=0,077). S druge strane, homozigotni nosioci
varijantnih oblika oba gena (GSTOI*AA/GSTO2*GG) imali su statisticki znac¢ajno povecan rizik za
obolevanje od primarnog glaukoma otvorenog ugla (OR=8,21, 95%CI=2,17-31,04, p=0,002). Sto se
pojedinacnog GPXI polimorfizma ti¢e, nije uocena statisticki znaCajna povezanosti ovog
polimorfizma i rizika za nastanak POAG-a iako su nosioci GPX7/*TT genotipa imali 2,2 puta veci
rizik za razvoj glaukomske neuropatije od pojedinaca kojima je potvrden GPXI*CC genotip
(OR=2,20, 95%CI=0,88-5,54,p=0,093). Rezultati studije su pokazali da su heterozigotni nosioci
SOD2*TC polimorfizma imali viSe nego dvostruko ve¢i rizik za nastanak POAG-a u odnosu na
homozigotne nosioce referentnog SOD2*CC (OR=2,11, 95%CI=1,09-4,09, p=0,026). Takode,
istovremeni nosioci varijantnog GPXI*TT 1 referentnog SOD2*CC su bili pod znacajno veéim
rizikom za nastanak primarnog glaukoma otvorenog ugla (OR=6,66, 95%CI=1,75-25,36, p=0,005).

Zakljucci: Rezultati su pokazali da istovremeno prisustvo varijantnih alela GSTOI 1 GSTO2
statisti¢ki znacajno povecava rizik za razvoj POAG-a. Pored toga, pokazan je modulirajuci efekat
GSTTI aktivnog genotipa, pojedinacno i u kombinaciji sa GSTM 1 nultim genotipom na oboljevanje
od glaukoma. Heterozigotni nosioci varijantnog SOD2*TC genotipa su imali dvostruko ve¢i rizik za
nastanak POAG-a u odnosu na homozigotne nosioce referentnog SOD2*CC genotipa. Takode,
udruzeni efekat varijantnog GPXI*TT ireferentnog SOD2*CC genotipa je znacajno modulirao rizik
za nastanak primarnog glaukoma otvorenog ugla.



Kljuéne reci: primarni glaukom otvorenog ugla, glutation transferaze, glutation peroksidaza 1,
superoksid dizmutaza 2, oksidativni stres
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ASSOCIATION OF GLUTATHIONE TRANSFERASE MU, OMEGA, PI AND THETA
POLYMORPHISMS WITH PRIMARY OPEN ANGLE GLAUCOMA

ABSTRACT

Aim: The aim of this study was to determine the association of genetic polymorphisms of glutathione
transferases GSTM1, GSTPI (rs1695 and rs1138272), GSTO1 (rs4925), GSTO?2 (rs156697), GSTT],
as well as genetic polymorphisms of glutathione peroxidase, GPXI (rs1050450) and superoxide
dismutase, SOD2 (rs4880) on POAG risk. Additionally, the combined effect of these polymorphisms
on the risk of POAG development was evaluated.

Patients and methods: Single nucleotide polymorphisms in GSTO! (rs4925), GSTO?2 (rs156697),
GSTPI (rs1695 and rs1138272), GPXI (rs1050450) and SOD2 (rs4880) were determined by
quantitative polymerase chain reaction (qQPCR) in 102 POAG patients and 302 respective controls.
Genotyping of GSTMI and GSTTI polymorphisms was carried out by modified multiplex
polymerase chain reaction method. The statistical significance of the difference between the study
group and the control group was tested using Student's t-test for continuous variables with a normal
distribution, while the y2 test was used for categorical variables. Univariate logistic regression
analysis was used to assess the risk of primary open angle glaucoma development.

Results: Carriers of the GSTT! active genotype had a significantly increased risk of developing
primary open-angle glaucoma (OR=1.92, 95% CI=1.02-3.64, p=0.044), and in combination with the
GSTM1 null genotype, the risk of developing primary open-angle glaucoma was doubled (OR=4.36,
95% CI=1.21-15.65, p=0.024). No association was found between GSTO! gene polymorphism and
POAG. As for GSTO?2 gene polymorphisms, carriers of the GSTO2*GG genotype had twice the risk
of developing POAG (OR=2.15; 95% CI=0.92-5.04; p=0.077) but without statistical significance.
The risk to develop POAG was more pronounced in individuals with with both GSTO! and GSTO?2
variant genotypes (GSTOI*AA/GSTO2*GG) (OR=8.21, 95% CI=2.17-31.04, p=0.002). No
association was found regading GPXI gene polymorphism and the susceptibility to POAG, although
carriers of the GPXI*TT genotype had a 2.2 times higher risk of developing glaucomatous
neuropathy than individuals with confirmed GPX/*CC genotype (OR=2.20, 95% CI=0.88-5.54,
p=0.093). As for SOD2 polymorphism, heterozygous carriers of the variant SOD2*TC had more than
twice the risk of developing POAG compared to homozygous carriers of the reference SOD2*CC
genotype (OR=2.11, 95% CI=1.09-4.09, p=0.026). Additionally, carriers of the variant GPX/*TT
and reference SOD2*CC genotype were at significantly increased risk of developing primary open-
angle glaucoma (OR=6.66, 95% CI=1.75-25.36, p=0.005).

Conclusion: The results obtained indicate that GSTMI, GSTTI, GSTO1, GSTO2, GPXI and SOD2,
individually and in combination, are associated with increased risk of POAG.

Key words: primary open angle glaucoma, glutathione, GSTT1, GSTM1, GSTO1, GSTO2, GPX1,
SOD?2, oxidative stress

Research area: Medicine

Research field: Tumor biology and oxidative diseases
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1 UVOD



1.1 Glaukom

Glaukom obuhvata heterogenu grupu optickih neuropatija koje karakteriSe tipicno strukturno
oSte¢enje ganglijskih celija mreznja¢e i njihovih vlakana pradeno odgovaraju¢im funkcionalnim
ispadima u vidnom polju (Jonas i sar, 2017, Weinreb i sar, 2004).

Klasifikacija glaukoma prema Evropskom udruzenju glaukomatologa, engl. European Glaucoma
Society (EGS) (EGS, 2020):

I.  Glaukom kod dece:

Predstavlja retko oboljenje koje Cesto za posledicu ima ozbiljno oStecenje vida i znacajan uticaj na

kvalitet Zivota, kao i na dalji razvoj deteta. Obuhvata nekoliko klinickih modaliteta:

e Primarni kongenitalni glaukom nastaje kao posledica disgeneze komornog ugla, a manifestuje
se odmah po rodenju ili tokom slede¢ih nekoliko meseci. Neke od glavnih klinic¢kih
karakteristika su: povecanje intraokularnog pritiska (IOP), uvecanje o¢ne jabucice (buftalmus),
zamucéenje roznjae uz prisutne pukotine Descemetove membrane — Haabove strije, a
dominantni rani simptomi su fotofobija i suzenje.

e Kasni decji glaukom otvorenog ugla se javlja u periodu od druge godine Zivota do puberteta,
oznacava se 1 kao rani juvenilni glaukom. Za razliku od primarnog kongenitalnog glaukoma kod
ovog oblika uglavnom ne dolazi do uvecanja o¢ne jabucice.

e Sekundarni decji glaukom

Lecenje svih oblika glaukoma u pedijatrijskoj populaciji je zahtevno i u vecini slucajeva je
neophodan hirurski tretman, a sam ishod lecenja u velikoj meri zavisi od pravovremene dijagnoze.

I.  Glaukom otvorenog ugla, engl. Open Angle Glaucoma (OAG) (Slika 1a),

II.  Glaukom zbog zatvaranja ugla, engl. Angle Closure Glaucoma (ACG) (Slika 1b).

Slika 1. a) Glaukom otvorenog ugla b) Glaukom zbog zatvaranja ugla



Obe forme glaukoma, i glaukom otvorenog ugla i glaukom zbog zatvaranja ugla, se dele na
primarni i na sekundarni. Pod primarnim glaukomom se podrazumeva odsustvo bilo kakvog jasnog
uzroka oboljenja, dok su kod sekundarnih glaukoma prisutne druge abnormalnosti ili oboljenja oka koja
uzrokuju povisenje IOP-a i nastanak oboljenja.

Primarni glaukom zbog zatvaranja ugla

Glavna karakteristika primarnog glaukoma zbog zatvaranja ugla, engl. Primary Angle Closure
Glaucoma (PACQG) je anatomski zatvoren ugao prednje ocne komore, definisan kao iridotrabekularni
kontakt vise od 180° pri gonioskopiji (EGS, 2020). Opstrukcija eliminacije o¢ne vodice dovodi do
porasta IOP-a i nastanka karakteristicnih morfoloskih i funkcionalnih oste¢enja za glaukom. PACG
nastaje kao rezultat kombinacije poremecaja u anatomskoj strukturi odredenih segmenata o¢ne jabucice
1 fizioloskih odgovora izazvanih endogenim ili egzogenim faktorima (Quigley, 2011). Glavni faktori
rizika za PACG su kraca aksijalna duzina o¢ne jabucice, anatomska disproporcija prednjeg segmenta
oka 1 pli¢a prednja o¢na komora. Uz ove znacajni su i etnicka pripadnost isto¢no azijskoj populaciji,
narocito kineskoj, zenski pol i hipermetropija. Prethodno navedene karakteristike ovog tipa glaukoma
omogucavaju identifikaciju osoba sa visokim rizikom za nastanak PACG. Pojedine zemlje sa velikom
prevalencijom PACG sprovode skrining programe i omogucavaju preventivni tretman osobama sa
visokim rizikom za zatvaranje ugla. Detekcija okludabilnog ugla je klju¢ni element skrininga, a utvrduje
se gonioskopijom koja predstavlja zlatni standard. Na osnovu nalaza dobijenih gonisokopijom izvrSena
je 1 glavna klasifikacija PACG:

1. Suspektno primarno zatvaranje ugla — engl. Primary angle closure suspect (PACS) koga
karakteriSe iridotrabekularni kontakt u dva ili viSe kvadranta, normalan IOP, odsustvo perifernih
prednjih sinehija i znakova oSteZenja vidnog zivca

2. Primarno zatvaranje ugla — engl. Primary angle closure (PAC) karakteriSe takode odsustvo
glaukomske opti¢ke neuropatije, ali uz prisutan iridotrabekularni kontakt uz poviSen IOP 1/ili
periferne sinehija izmedu endotela roznjace i duZice

3. Primarni glaukom zbog zatvaranja ugla — engl. Primary angle closure glaucoma (PACG) gde
su jasno prisutni znaci glaukomske opticke neuropatije (GON) kao posledica iridotrabekularnog
kontakta i poviSenog IOP-a

Kod tri Cetvrtine slu¢ajeva PACG osnovni mehanizam nastanka predstavlja pupilarni blok, kod koga
imamo opstrukciju protoka o¢ne vodice iz zadnje u prednju o¢nu komoru na nivou zenice, a zatim i
okluziju iridokornealnog ugla ispupcavanjem korena duzice. Drugi mehanizmi odgovorni za nastanak
PACG ukljucuju prisustvo ,,plateau iris* konfiguracije, lentalne i retrolentalne anomalije. Za razliku od
primarnog, sekundarni glaukom zbog zatvaranja ugla najceS¢e nastaje kao posledica uveitisa,
neovaskularizacije duzice ili jatrogeno. lako je klinicka slika akutnog napada PACG jedna od
PACG dominantno asimptomatski, dok se kod svega 25-40% obolelih ispoljava akutno (Weinreb i sar,
2014).

Glaukom otvorenog ugla

Za razliku od primarnog glaukoma otvorenog ugla, sekundarni glaukom otvorenog ugla
predstavlja heterogenu grupu oboljenja ¢ija je glavna zajednicka karakteristika poviSen IOP. Sekundarni
glaukom otvorenog ugla nastaje kao posledica drugih okularnih i ekstraokularnih oboljenja, povreda
oka, ali moze biti i povezan sa kortikosteroidnom terapijom ili drugim hirurS§kim intervencijama na oku
(EGS, 2020). Neki od naj¢es¢ih formi sekundarnog glaukoma otvorenog ugla su pseudoeksfolijativni,
pigmentni i uveiticni. Pseudoeksfolijativni glaukom, poznat i kao kapsularni glaukom karakteriSe
prekomerno stvaranje i akumulacija pseudoeksfolijativnog fibrilarnog materijala u okularnim i mnogim
ekstraokularnim tkivima (Zenkel i sar, 2014). Pojedini oblici sekundarnog glaukoma, medu koje spada
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1 pseudoeksfolijativi glaukom, su rezistentniji na terapiju i le€enje ovih formi glaukoma predstavlja veci
izazov u odnosu na primarni glaukom otvorenog ugla (Topouzis i sar, 2008).

1.2 Primarni glaukom otvorenog ugla

Najzastupljeniji oblik glaukoma u opstoj populaciji je primarni glaukom otvorenog ugla (engl.
Primary Open Angle Glaucoma — POAG). POAG je hroni¢no, progresivno, ireverzibilno oboljenje koje
dovodi do gubitka neuroretinalnog oboda i istanjenja sloja retinalnih nervnih vlakana (engl. Retinal
Nerve Fiber Layer — RNFL), kao i posledi¢nog oStecenja vidnog polja (EGS, 2020). KarakteriSe ga
otvoren iridokornealni ugao sa uobicajenim izgledom svih struktura, a glavni faktori rizika su IOP i
starija zivotna dob.

U okviru POAG-a, u zavisnosti od visine IOP-a, razlikuju se dve forme oboljenja: primarni
glaukom otvorenog ugla sa povisenim pritiskom (engl. High Tension Glaucoma — HTG) i primarni
glaukom otvorenog ugla sa normalnim pritiskom (engl. Normal Tension Glaucoma - NTG). Ranije,
NTG se smatrao zasebnim oboljenjem, medutim utvrdeno je da predstavlja samo formu POAG-a i ne
izdvaja se kao poseban entitet.

1.2.1 Epidemiologija

Glaukom je vodec¢i uzrocnik ireverzibilnog slepila Sirom sveta (Flaxman i sar, 2017, Jonas i sar,
2017). Iako je katarakta ostala medu vode¢im uzrocima slepila u starosnim grupama preko 40 godina,
glaukom je prijavljen kao drugi vodeci uzrok slepila na globalnom nivou (Foster i sar, 2002).

U prethodnih 20 godina uraden je veliki broj populacionih studija na osnovu kojih je izvrSena
procena o broju obolelih od glaukoma. Podaci iz ovih studija su pokazali da veliki broj slucajeva
glaukoma ostaje neotkriven, a samim tim i nele¢en. Upravo se ova Cinjenica smatra jednim od glavnih
razloga visokog stepena slepila kao posledice glaukoma. U razvijenim delovima sveta procenat
neotkrivenog glaukoma iznosi oko 50% (Heijl i sar, 2013). Medutim, u nerazvijenim zemljama, u kojima
je zdravstvena zastita manje dostupna stanovnistvu, taj broj se priblizava 90% (Budenz i sar, 2013,
Rotchford i sar, 2003). Shodno ovim podacima, rizik od slepila uzrokovanog glaukomom je znacajno
veci u ovim regionima. U Evropi i Severnoj Americi, regionima koji se karakterisu boljim zdravstvenim
sistemom 1 boljom zdravstvenom prosvecenos¢u, uzrocima kasnog i nedovoljnog otkrivanja obolelih
smatra se odsustvo subjektivnih simptoma u ranoj fazi bolesti, kao i nepostojanje adekvatnog skrining
testa.

Na osnovu podataka iz studije Tham-a i sar. procenjeno je da je 2020. godine ukupan broj
obolelih od glaukoma u svetu iznosio 76,02 miliona, a da ¢e za 20 godina od tada taj broj iznositi vise
od 111 miliona (Tham i sar, 2014). U ovoj studiji, kao i u drugim velikim epidemioloskim ispitivanjima,
najvise je zastupljen primarni glaukom otvorenog ugla (Kapetanakis i sar, 2016, Tham i sar, 2014, Zhang
isar, 2021). Zhang i sar. su pokazali da je prevalencija POAG-a u populaciji starijoj od 40 godina 2,4%
(95% CI 2.0% ~ 2.8%), a da ukupan broj obolelih u svetu iznosi 68,56 miliona (Zhang 1 sar, 2021).
Epidemioloski podaci jasno pokazuju da glaukom pogada sve populacije, ali su prisutne znacajne
varijacije izmedu odredenih zemalja i regiona. U istrazivanju Zhanga i sar. najveca prevalencija POAG-
a je zabelezena u Africi, 4,0% (95% CI 2.6 % ~ 6.1%), dok je najveéi ukupan broj obolelih zabelezen u
Aziji, koji iznosi 36,89 miliona (Zhang i sar, 2021). Azija je najnaseljeniji kontinent, koji ¢ini viSe od
60% svetske populacije i zbog toga bez obzira na manju procenjenu prevalenciju POAG-a, apsolutni
broj obolelih je najveci.

S obzirom da u Srbiji ne postoji zvanican registar obolelih od glaukoma, precizni podaci o broju
novoobolelih i ukupnom broju obolelih nisu poznati, medutim uzimajuéi u obzir globalnu stopu
prevalencije i broj stanovnika, procenjuje se da se ukupan broj obolelih kre¢e izmedu 60 000 i 100 000.



1.2.2 Etiologija i faktori rizika za nastanak glaukoma

Etiopatogeneza primarnog glaukoma otvorenog ugla je i dalje nedovoljno razjasSnjena. Smatra se
da je glaukom multifaktorijalno oboljenje, odnosno da nastaje sadejstvom genetskih, lokalnih i
sistemskih faktora. Svi ovi faktori koji su prepoznati da uticu na nastanak oboljenja oznacavaju se kao
faktori rizika, od kojih je poviSen intraokularni pritisak najznacajniji (Gordon i sar, 2002).

Najve¢i znacaj identifikacije faktora rizika je u pravovremenom prepoznavanju osoba sa
povecanim rizikom od nastanka i progresije glaukomatoznog oStec¢enja vidnog zivca i simptomatskog
gubitka vida koji moZe znacajno da utice na kvalitet zivota pojedinca. Adekvatna procena faktora rizika
je neophodna u klini¢koj praksi radi odredivanja individualnog plana lecenja i prac¢enja pacijenata.
Faktori rizika za nastanak primarnog glaukoma otvorenog ugla (EGS, 2020):

Intraokularni pritisak
Genetski faktori
Rasa/Etnicka pripadnost
Zivotna dob

Kratkovidost (miopija)
Centralna debljina roznjace (engl. Central Corneal Thickness — CCT)
Hipotenzija

Hipertenzija (HTA)
Diabetes mellitus (DM)
Opstruktivna ,,sleep* apneja
Migrena

Raynaud-ov sindrom

U literaturi faktori rizika za glaukom su ¢esto navodeni bez jasne odrednice da li predstavljaju
faktore rizika za nastanak ili progresiju oboljenja. Navedene faktore rizika: starost, IOP, CCT i
hemoragije na disku, Evropsko udruzenje glaukomatologa, u poslednjem izdanju vodic¢a za klinicku
praksu izdvaja u posebnu grupu faktora rizika znacajnih za progresiju oboljenja (EGS, 2020). Razli¢it
uticaj ovih faktora je utvrden na osnovu rezultata randomizovanih studija (Anderson, 2003, Leske i sar,
2003, Musch i sar, 2009, Nouri-Mahdavi i sar, 2004).

1.2.2.1 Intraokularni pritisak

Pojedine faktore je moguce identifikovati na osnovu anamnestickih podataka, dok je za druge,
kao $to su IOP i CCT neophodno obaviti klini¢ki pregled. Takode, nemaju svi faktori rizika isti znacaj.
Intraokularni pritisak, pored toga $to se uz starost smatra jednim od faktora rizika sa najve¢im uticajem
na nastanak i progresiju glaukoma, predstavlja i jedini faktor koji je moguce modifikovati i sustina
lecenja glaukoma se svodi na snizavanje IOP-a.

IOP je regulisan balansom izmedu sekrecije i drenaze ocne vodice (Brubaker, 1991). O¢na
vodica se produkuje na nivou dvoslojnog epitela cilijarnih procesusa brzinom od 2,2-2,9 ulL/min, a
sekrecija se smanjuje sa godinama (Brubaker, 1991). U fizioloskim uslovima homeostatski mehanizmi
odrzavaju ravnotezu izmedu sekrecije i oticanja ocne vodice. Protok o¢ne vodice je relativno konstantan
sa manjim fizioloSkim dnevnim varijacijama. Kod zdravih odraslih ljudi protok o¢ne vodice je najveci
u jutarnjim ¢asovima, dok je minimalan protok zabeleZen tokom no¢i. Brojne studije su pokazale da
postoje normalne varijacije i spontane fluktuacije vrednosti IOP-a tokom kraceg ili duzeg vremena.
Fluktuacije IOP-a mozemo podeliti na ultra kratke (koje nastaju tokom nekoliko sekundi ili minuta),
kratkotrajne (prisutne tokom nekoliko sati ili dana) i dugotrajne (koje se deSavaju tokom meseci ili
godina). Trenutno ne postoji metoda za kontinuirano merenje IOP-a pogodna za koriS¢enje u redovnoj
klini¢koj praksi, medutim vazno je imati u vidu postojanje ovih fluktuacija tokom pracenja pacijenata.

5



Najverovatniji uzroci varijacija vrednosti IOP-a su promene u dinamici produkcije ocne vodice, visina
episkleralnog venskog pritiska i1 otpor na nivou trabekuluma.

Postoje dva drenazna puta ocne vodice, konvencionalni ili trabekularni i nekonvencionalni ili
uveoskleralni put.

Konvencionalnim putem, o¢na vodica iz zadnje komore, gde nastaje, prolazi kroz pupilarni otvor
u prednju komoru, a zatim kroz trabekulum ulazi u Slemov kanal odakle kolektorskim sistemom i
akvoznim venama odlazi u episkleralni venski sistem, a zatim u orbitalne vene i intrakranijalni
kavernozni venski sistem.

Uveoskleralnim odvodnim putem, o¢na vodica kroz cilijarno telo izlazi iz prednje o¢ne komore
1 odlazi u supracilijarni i suprahoroidalni prostor, a zatim kroz skleru u ekstraokularna tkiva. Smatra se
da je konvencionalni put odvodenja o¢ne vodice dominantan i da iznosi 90% (Fautsch i sar, 2006)
ukupne drenaze, medutim pojedina istrazivanja su pokazala da je znacaj uveoskleralnog puta veci nego
Sto se mislilo i da moze da iznosi i1 25-57% ukupnog protoka o¢ne vodice (Toris i sar, 1999). Za razliku
od konvencionalnog puta, uveoskleralni put je nezavisan od pritiska. Posebno veliki znacaj u drenazi
oc¢ne vodice uveoskleralni put ima u uslovima inflamacije okularnih struktura, jer ga dodatno stimuliSu
odredeni prostaglandini (Toris i sar, 1993). Upravo na ovoj €injenici se bazira i upotreba analoga
prostaglandina u leCenju glaukoma (Weinreb , 2002).

/
/
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04—;”— trabekularni put
r/,,
(/\_.’-W ‘-_"1‘_”\ N
T ———,
uveoskleralni put ( e ——— ,/)

&"‘

sekrecija ocne vodice u cﬂuarmm procesusima

Slika 2. Fizioloski putevi drenaze o¢ne vodice. Adaptirano iz: Weinreb, 2004.

Osnovni uzrok povisenja IOP-a kod glaukoma otvorenog ugla je povecenje otpora u zidu
komornog ugla (Hughes i sar, 2003). Utvrdeno je da je mesto najveceg otpora jukstakanalikularno
vezivno tkivo, odnosno deo trabekuluma koji je u kontaktu sa unutra$njim zidom Slemovog kanala
(Braunger i sar, 2015). Takode, pokazano je da pusenje cigareta, hiperholesterolemija, dijabetes melitus
1 gojaznost putem svog uticaja na razvoj arterioloskleroze, posredno uticu i na povecanje IOP-a (W¢jcik-
Gryciuk i sar, 2016). Normalne vrednosti intraokularnog pritiska iznose od 10 do 21 mmHg, odnosno
kreéu se u opsegu od 2 do 3 standardne devijacije iznad i ispod prosec¢ne vrednosti. Istorijski gledano,
duzi vremenski period, povisen IOP iznad 21 mmHg, je smatran osnovnim uzrokom nastanka glaukoma.
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Medutim, vremenom je utvrdeno postojanje glaukomne opticke neuropatije kod 30-40% osoba sa
vrednostima IOP koje se kre¢u u normalnom opsegu. U klinickoj praksi, iako se ovaj tip glaukoma ¢esto
oznacava kao normotenzivni glaukom, on ne predstavlja odvojen entitet, nego se smatra podvrstom
POAG-a. U istocno-azijskim zemljama, Japanu i Koreji, NTG je dominantan tip glaukoma, sa
ucestalosc¢u od 92%, odnosno 77% (Iwase 1 sar, 2004; Kim i sar, 2011).

Takode, postojanje okularne hipertenzije (OHT), kao zasebnog klinickog entiteta, dodatno
ukazuje na to da su i drugi faktori znacajni za formiranje glaukomske opti¢ke neuropatije, kao glavnog
patoloSkog supstrata i obelezja primarnog glaukoma otvorenog ugla. Rezultati multicentri¢ne, klinicke
radomizovane studije (engl. Ocular Hypertension Treatment Study — OHTS) su pokazali da kod 90%
ispitanika sa vrednostima intraokularnog pritiska iznad 21mmHg tokom perioda prac¢enja od 5 godina
nije doslo do razvoja strukturnih ni funkcionalnih oStecenja karakteristi¢nih za glaukom, a da je za period
pracenja od 13 godina samo kod 22% ispitanika postavljena dijagnoza glaukoma (Gordon i sar, 2002;
Kass i sar, 2002).

1.2.2.2 Genetski faktori

Genetska predispozicija za glaukom je davno primecena u odredenim porodicama. Poznata je
¢injenica da je stepen rizika za nastanak glaukoma kod rodaka prvog stepena obolelih od glaukoma
desetostruko vec¢i u odnosu na rizik u opstoj populaciji koji se procenjuje na 2,3% (Wolfs i sar, 1998).
Identifikovan je veliki broj gena i hromozomskih lokusa koji se povezuju sa nastankom glaukoma (Liu
i sar, 2011). Sada je jasno da glaukom ima Siroku genetsku heterogenost i da razliciti geni i genetske
varijante izazivaju razlicite tipove glaukoma. Preko 20 hromozomskih lokusa je povezano sa nastankom
POAG-a. Medu ovim lokusima, mutacije tri gena (miocilin - MIOC, optineurin — OPTN i WDR 36)
uzrokuju glaukom. Medutim, pokazano je da su ove mutacije odgovorne za nastanak samo 5-6% POAG.
Miocilin je bio prvi gen identifikovan za POAG, a nalazi se na hromozomu 1k25, §to odgovara lokusu
GLC1A (Hewitt i sar, 2008). Mutacije u miocilin genu uzrokuju autozomno dominantni oblik bolesti,
kao 1 juvenilni ili ranoodrasli oblik POAG koji je povezan sa visokim intraokularnim pritiskom POAG
(Hewitt 1 sar, 2008). Njegov proteinski proizvod, miocilin, ranije je takode bio poznat kao protein
inducibilnog glukokortikoidnog odgovora trabekularne mreze (engl. Trabecular Meshwork Inducible-
Glucocorticoid Response Protein - TIGR). MIOC gen se sastoji od tri egzona, a vecina mutacija
povezanih sa glaukomom nalazi se u tre¢em egzonu (Fingert i sar, 2002). Miocilin se, pored oka, nalazi
i u vecini tkiva u telu.

Optineurin je drugi otkriven gen u kojem su varijacije povezane sa autozomno dominantnim
oblikom primarnog glaukoma otvorenog ugla (Swarup i sar, 2018). Ovaj oblik glaukoma se javlja u
srednjem zivotnom dobu i ¢esto je povezan sa normotenzivnim glaukomom (Swarup i sar, 2018). Nalazi
se na hromozomu 10pl4 koji odgovara lokusu GLCIE. Optineurin se nalazi u trabekulumu,
nepigmentnom epitelu cilijarnog tela, retini i brojnim drugim ekstraokularnim tkivima.

Tre¢i otkriveni gen povezan sa primarnim glaukomom otvorenog ugla je WDR36 (Monemi i sar,
2005). Nalazi se na hromozomu 5922.1 u GLCI1G lokusu. Produkti ovog gena pronadeni su u razli¢itim
tkivima tela ukljucujuéi srce, placentu, jetru i bubrege, kao i u svim strukturama oka (Monemi i sar,
2005). Povezanost genetskih faktora sa primarnim glaukomom otvorenog ugla je izucavana i u mnogim
studijama asocijacije u celokupnom genomu (engl. Genom-wide association studies — GWAS) (Bailey i
sar, 2016; Bonnemaijer i sar, 2018; Liu i sar, 2011; Shiga i sar, 2018; Wiggs i sar, 2017; Youngblood i
sar, 2019).

Gharahkhani i sar. su identifikovali 44 do tada nepoznatih genetskih lokusa povezanih sa POAG
od ukupno detektovanih 127 lokusa u velikoj multietni¢koj meta analizi (Gharahkhani i sar, 2021). Ipak,
genetska mapa primarnog glaukoma otvorenog ugla je jo§ uvek nepotpuna i potrebna je identifikacija
dodatnih rizi¢nih lokusa, kao 1 dodatno razjaSnjenje patofizioloskih mehanizama kako bi se dijagnoza i
lecenje glaukoma unapredilo.



1.2.2.3 Rasa/Etnicka pripadnost

Prethodna istrazivanja su pokazala statisti¢ki znacajnu vecu prevalenciju primarnog glaukoma
otvorenog ugla, kao i pojavu u ranijem zivotnom dobu, u populacijama africko i latino-americkog
porekla u odnosu na pripadnike bele rase (Tham i sar, 2014). I dalje nisu poznati patofizioloski
mehanizmi koji bi bili odgovorni za opisane razlike izmedu pripadnika razli¢itih etnickih grupa. Na
osnovu dosadasnjih istrazivanja smatra se da su za ove varijacije odgovorni genetski faktori u sadejstvu
sa uticajima okoline. Nekoliko GWAS studija, koje su ukljucivale ispitanike africke i latino-americke
populacije, je identifikovalo multiple genetske varijante povezane sa povecanim rizikom za razvoj
glaukoma (Collins i sar, 2018; Nannini i sar, 2018). Takode, Siegried i sar. u svom istrazivanju su
pokazali da je u populaciji africko-americkog porekla prisutna veca koncentracija molekulskog
kiseonika u prednjoj ocnoj komori i potencijalno ve¢a podloznost oste¢enjima usled oksidativnog stresa
1 moze se pretpostaviti da predstavlja jedan od razloga za vecu ucestalost POAG-a u ovoj populaciji u
odnosu na pripadnike bele rase (Siegfried i sar, 2011). Razli¢ita prevalencija nije karakteristicna samo
za POAG. Naime, mnoge studije su utvrdile i razli¢itu ucestalost PACG, sa dominantno najve¢om
prevalencijom u azijskoj populaciji (Tham 1 sar, 2014).

1.2.2.4 Hipertenzija, hipotenzija i diabetes mellitus

Mnoge studije su pokazale da postoji znaCajna povezanost promena i oboljenja
kardiovaskularnog sistema, naro€ito arterijske hipertenzije i hipotenzije, sa nastankom glaukoma.
Medutim, i dalje nisu potpuno razjasnjeni svi mehanizmi na osnovu kojih promene vrednosti krvnog
pritiska uti€u na nastanak glaukoma. Naime, u odredenim istrazivanjima poviSen krvni pritisak je
oznacen kao faktor rizika za nastanak POAG, dok su druge studije pokazale da sistemska hipotenzija
povecava rizik za razvoj glaukoma (Bae i sar, 2014; De Moraes i sar, 2018; Mitchell i s, 1996;
Skrzypecki i sar, 2019; Zhao 1 sar, 2014). Patofizioloska osnova koja povezuje ove parametre sa
nastankom glaukomskih oStecenja je smanjena perfuzija glave vidnog Zivca i1 posledi¢na ishemicka
oste¢enja (Leske, 2009). Perfuzioni pritisak predstavlja razliku u pritiscima izmedu arterijske i venske
cirkulacije. S obzirom na to da je u oku venski pritisak priblizno jednak IOP-u, okularni perfuzioni
pritisak (OPP) predstavlja razliku izmedu arterijskog krvnog pritiska i IOP-a (Costa i sar, 2014).
Medutim, krvotok u oku ne zavisi samo od OPP, ve¢ podleze i sistemu autoregulacije, koji karakterise
sposobnost promene dijametra i tonusa krvnih sudova $to dovodi do promene otpora protoku krvi
(Coleman i sar, 2009). Veza izmedu krvnog pritiska, OPP-a i autoregulacije je veoma kompleksna
(Costa i sar, 2014). Naime, OPP je redukovan u uslovima sistemske hipotenzije ili poviSenog IOP-a §to
¢e da dovede do smanjene perfuzije 1 hipoksi¢nih oStec¢enja retinalnih nervnih vlakana ukoliko su
autoregulatorni mehanizmi disfunkcionalni (Flammer i sar, 2002). Cak i u uslovima oluvane
autoregulacije, snizen OPP smanjuje obim kompenzatornih autoregulacionih mehanizama i povecava
osetljivost na ishemiju (Schmidl i sar, 2011). S obzirom na to da je arterijski krvni pritisak komponenta
OPP-a, moze se pretpostaviti da poviSen krvni pritisak dovodi do povecanja okularne perfuzije, medutim
zbog dodatnih promena u perifernoj vaskularnoj mrezi kod hipertenzije, dominantno vazokonstrikcije i
arterioskleroze, povecan je i otpor protoku krvi (Costa i sar, 2014; Ramdas i sar, 2011).

Zhou 1 sar. u meta-analizi koja je obuhvatila studije slucajeva i kontrola, ali i prospektivne
kohortne studije su pokazali da DM dovodi do poveéanog rizika od nastanka POAG (Zhou i sar, 2014).
PredloZeno je nekoliko hipoteza o mogucim patofizioloskim mehanizmima koje objaSnjavaju uticaj DM
na rizik za razvoj POAG-a. Neke od njih se odnose na uticaj remodelovanja vezivnog tkiva u sastavu
trabekuluma i lamine kribroze, odnosno glave vidnog Zivca, za koja je utvrdeno da su glavna mesta
morfoloskih promena u sklopu razvoja glaukomske neuropatije (Roberts i1 sar, 2009). Takode, kod
dijabeticke retinopatije prisutna je disfunkcija vaskularnih endotelnih ¢elija i gubitak pericita koji su
povezani sa hipoksijom (Song i sar, 2016). Dodatno, znacajnu uogu ima i uticaj dugotrajne glikemije i
lipidne disregulacije na povecana oSte¢enja nervnih vlakana (Kong i sar, 2009).



1.2.2.5 ,,Sleep* apneja, migrena i Raynaud-ov sindrom

Nekoliko ve¢ih studija je ispitivalo vezu ,.,sleep” apneje sa razvojem glaukoma, medutim
rezultati tih studija nisu bili saglasni (Bagabas i sar, 2019; Fraser, 2014; Ingold i sar, 2022; Shi i sar,
2015). U meta analizi Cheong i sar. u koju je ukljuceno 46 studija opstruktivna ,,sleep* apneja je bila
povezana sa skoro Cetverostruko ve¢im rizikom za razvoj glaukoma (OR 3,66; 95% IP 1,70-7,90; I> =
98%, p<0,01) (Cheong i sar, 2023). Takode, u ovoj studiji ,,sleep apneja je bila udruzena sa ozbiljnijim
glaukomskim oS$tec¢enjima. ,,Sleep* apneju karakteriSe snizen krvni protok, kao i snizen okularni
perfuzioni pritisak i ishemija vidnog zivca koji posledicno mogu da dovodu do strukturnih oSteéenja i
razvoja glaukomske opticke neuropatije (Bilgin, 2014; Fraser, 2014). Imaju¢i u vidu prisutnu ishemiju
glave vidnog zivca kod osoba sa ,,sleep” apnejom, moze se oCekivati i brza progresija glaukomskih
oSte¢enja obolelih od glaukoma kod kojih je prisutan ovaj respiratorni poremecaj, $to je i pokazano u
klinickim studijama (Fan i sar, 2019).

Stanja povezana sa vazospazmom, kao $to su migrena i Raynaud-ov sindrom, su takode znacajni
faktori rizika za nastanak POAG, i to dominantno normotenzivnog glaukoma (Konieczka i sar, 2017,
Xu i sar, 2018; Zhang i sar, 2020).

1.2.2.6 Miopija i CCT

Kratkovidost, odnosno miopija predstavlja jasno utvrden faktor rizika za nastanak primarnog
glaukoma otvorenog ugla, koji ima poseban znacaj, imaju¢i u vidu poslednja istrazivanja koja su
pokazala veliki porast prevalencije miopije, kao i predvidanja da ¢e do 2050. godine pet milijardi ljudi
imati miopiju (Ha i sar, 2022; Marcus i sar, 2011). U studiji Ha i sar. objavljenoj 2022. godine pokazan
je povecan rizik za razvoj glaukoma u svim podrupama ispitanika sa miopijom, ukljucujuéi nisku,
umerenu i visoku miopiju (Ha 1 sar, 2022). Dodatno, istrazivanje je pokazalo da se rizik za obolevanje
od glaukoma povecava sa visinom refrakcione anomalije, s tim da povecanje rizika nije bilo linearno,
odnosno primecen je strmiji rast rizika u grupama sa veé¢im stepenom kratkovidosti (Ha, 2022). S
obzirom na to da se visoka kratkovidost karakteriSe ve¢om aksijalnom duzinom oc¢ne jabucice i ve¢im
istanjenjem beonjace, pretpostavlja se da je glava vidnog zivca podloznija kako mehanickim, tako i
vaskularnim oStec¢enjima i posledi¢nom razvoju GON (Ha i sar, 2022; Hsu i sar, 2015; Jonas i sar, 2020).

Odavno je poznata Cinjenica da biomehani¢ke osobine roznjace mogu da utiu na izmerene
vrednosti IOP-a. S obzirom na tu ¢injenicu, odredivanje CCT-a predstavlja jedan od obaveznih koraka
u dijagnostici pacijenata suspektnih na glaukom. Medutim, u nekoliko studija je pokazano da osobe sa
tanjom centralnom roznjacom imaju i povecan rizik za nastanak, ali i progresiju POAG (Gordon i sar,
2002). Konkretno, OHTS studija je pokazala da osobe sa CCT manjom od 555 pm imaju trostruko ve¢i
rizik za razvoj glaukoma u petogodiSnjem periodu u odnosu na osobe kod kojih je CCT ve¢i od 588
um, takode rezultati European Glaucoma Prevention Study (EGPS) su pokazali da svako smanjenje
CCT za 40 um udvostrucava rizik za nastanak glaukoma tokom 5 godina (Gordon i sar, 2002, Gordon i
sar, 2007).

1.2.3 Patofiziologija nastanka glaukoma

Osnovni patomorfoloSki supstrat glaukoma predstavlja postojanje glaukomne opticke
neuropatije nastale progresivnim gubitkom ganglijskih ¢elija retine. Funkcionalni ispadi u vidnom polju
odgovaraju oStecenju sloja nervnih vlakana i glave vidnog Zivca. Smatra se da inicijalno oStecenje
nastaje upravo u predelu glave vidnog Zivca, odnosno na nivou lamine kribroze (lamina cribrosa), gde
se aksoni ganglijskih ¢elija grupiSu, formiraju vidni Zivac i napustaju o¢nu jabucicu.



Slika 3. Struktura glave vidnog zivca. Adaptirano iz: Weinreb i sar. 2014.

Vidni zivac ¢ini aferentni deo vidnog puta koji prenosi vizuelne i druge fotopi¢ne nadrazaje od
neurosenzorne retine preko centra u corpus-u geniculatum laterale (GCL) do primarnog vidnog korteksa
u okcipitalnoj regiji. Vidni Zivac se prvenstveno sastoji od 1,2 do 1,5 miliona nervnih vlakana (aksona
retinalnih ganglijskih ¢elija), glijalnih ¢elija, potpornog tkiva ekstracelularnog matriksa i vaskularnih
elemenata. Snop aksonskih zavrSetaka ganglijskih ¢elija mreZnjace na glavi vidnog zivca kreira
neuroretinalnu ivicu koja ogranicava "udubljenje" (engl. cupping), odnosno ekskavaciju glave vidnog
zivca u centralnom delu. Nervna vlakna ulaze u vidni zivac iz mreznjace po karakteristicnom
anatomskom uzorku. Vlakna koja dolaze iz periferne temporalne retine, pruzaju se lu¢no oko makule i
formiraju superiorni i inferiorni temporalni deo glave vidnog Zivca. Upravo ova vlakna su najosetljivija
i prva stradaju u ranim fazama razvoja glaukomske opticke neuropatije. Vlakna koja poti¢u iz makularne
regije ¢ine oko 30% ukupnih nervnih vlakana i zauzimaju temporalni segment vidnog zivca, dok vlakna
iz nazalne polovine retine zauzimaju nazalni sektor vidnog Zivca. Ova vlakna imaju kraéi i direktniji tok
do glave vidnog Zivca i njihova oSte¢enja nastaju tek u uznapredovalim stadijumima glaukoma.
Strukturna oSteéenja su pracena i odgovaraju¢im funkcionalnim ispadima u vidnom polju, koja
prvobitno takode imaju karakteristican lu¢ni oblik. Na osnovu prisutnih skotoma u vidnom polju moguce
je 1 odrediti anatomsku lokalizaciju defekta nervnih vlakana. Naime, u slucaju prisustva lu¢nog skotoma
u gornjoj polovini vidnog polja, oSte¢ena su vlakna inferiornog dela periferne retine (Slika 4).
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Slika 4. Strukturna i funkcionalna oSte¢enja vidnog Zivca. Izvor: Quigly, 2011.

Glavu vidnog zivca Cine Cetiri anatomska regiona odredena u odnosu na polozaj lamine kribroze:
retinalni, prelaminarni, laminarni i retrolaminarni. Lamina kribroza je slozena, kolagena i relativno
elasti¢na struktura koja se sastoji od fenestriranih lamela vezivnog tkiva koje omogucavaju prolaz
nervnih vlakana kroz skleralni omotac. Naime, retinalni sloj je najpovrSniji koji se pruza u kontinuitetu
sa slojem nervnih vlakana retine, zatim dolazi prelaminarni sloj koji se nalazi u nivou peripapilarnog
dela horoidee. Sledec¢i, laminarni sloj ima veliki znacaj u patofiziologiji glaukoma, jer se smatra da
promene u strukturi lamine kribroze dovode do blokade transporta nervnih impulsa i neurotroficnih
faktora unutar aksonskih zavrsSetaka ganglijskih ¢elija retine uzrokujuéi njihovu degeneraciju. Dakle, u
patofiziologiji glaukoma ne dolazi samo do oStecenja nervnog tkiva, ve¢ i vezivno tkivo postaje
iskrivljeno sa zadnjim savijanjem lamine kribroze. Neizvesno je da li ova promena oblika izaziva ili
proizilazi iz glaukomatoznog oStecenja, ali ocigledno je da promene u vezivnom tkivu i remodelovanje
ekstracelularnog matriksa u ovom regionu verovatno doprinose patofiziologiji GON (Weinreb i sar,
2004).

Vaskularizacija glave vidnog Zivca je specifi¢na i poti¢e od grana oftalmicne arterije (Slika 5).
Centralna retinalna arterija, koja ulazi u o¢nu jabucicu kroz centar vidnog zivca, snabdeva krvlju
unutras$nje slojeve mreznjace i Salje male grane samo do samih povrSnih slojeva glave vidnog Zivca
(Hayreh, 1996). Ostali, vec¢i deo glave vidnog Zivca je vaskularizovan od strane kratkih posteriornih
cilijarnih arterija, koje takode poticu od oftalmic¢ne arterije. Kratke posteriorne cilijarne arterije prodiru
kroz skleru koja okruzuje opticki nerv i formiraju nepotpunu anastomozu poznatu kao Zinn-Halerov
prsten, unutar skleralnog kanala. Arteriole koje poticu iz ovog arterijskog prstena vaskularizuju razlicite
regione glave vidnog Zivca i peripapilarne delove horoidee.
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Slika 5. Vaskularizacija glave vidnog Zivca. Adaptirano iz: Chandler and Grants Glaucoma, 2021

U proslosti dominantne su bile dve teorije o nastanku glaukoma, a to su mehanicka i vaskularna.

Mehanicka teorija pretpostavlja da je glaukomska opticka neuropatija direktna posledica
mehanickog oSte¢enja lamine kribroze i1 aksona ganglijskih ¢elija poviSenim IOP-om, dok vaskularna
teorija u prvi plan stavlja neadekvatnu vaskularizaciju glave vidnog Zivca i smanjen okularni perfuzioni
pritisak (Flammer i sar, 2002; Grzybowski i sar, 2020; Mozaffarieh i sar, 2008; Yanagi i sar, 2011). I
eksperimentalne i klinicke studije su dokazale ulogu IOP-a i prednosti terapije za snizavanje IOP-a kod
glaukoma. Medutim, u pojedinim sluc¢ajevima dolazi do progresije morfoloskih i funkcionalnih
ostecenja uprkos terapijskom smanjenju IOP-a. Takode, postojanje glaukoma sa vrednostima IOP-a u
fizioloSkom opsegu, kao i prisustvo poviSenog IOP-a bez GON u okviru entiteta koji se oznacava kao
okularna hipertenzija, ukazuje na to da su i drugi faktori ukljuceni u patogenezu GON-a. Vaskularne
abnormalnosti, kao $to su: migrena, Raynaud-ov fenomen 1 ,,sleep* apneja, se ¢esce javljaju kod osoba
sa NTG 1 smatraju se faktorom rizika (Shields, 2008).

Osnova vaskularne teorije u nastanku glaukoma se zasniva na stavu da zbog poviSenog IOP-a ili
uticaja drugih faktora rizika dolazi do oslabljene perfuzije krvnih sudova retine, te posledi¢ne ishemije
aksonskih zavrSetaka ganglijskih ¢elija i kompromitovanog protoka krvi kroz vaskularno korito retine
(Flammer, 1994). Ovo dovodi do hipoksije i ishemije retinalnih ganglijskih ¢elija i njihovih aksona. U
toku hipoksije, stvoreni rektivni oblici kiseonika (ROS) u mitohondrijama omoguéavaju aktivaciju
jednog transkripcionog regulatora, poznatog kao hipoksijom indukovanog faktora la (HIF-1a, engl.
’hypoxia inducible factor-1 alpha’’), koji je neophodan za regulaciju transkripcije mnogih gena
(Chandel i sar, 2000; Duranteau i sar, 1998). Ekspresija gena za HIF-la kao i visok nivo HIF-la
otkriveni su u retini i disku optickog nerva kod glaukomatoznih pacijenata (Almasieh i sar, 2012; Tezel
isar, 2004). Tacan uzrok smanjene perfuzije kod obolelih od glaukoma nije poznat, medutim predloZena
su tri potencijalna uzroka:

e povecan otpor protoku krvi,
e snizen perfuzioni pritisak,

e povecana viskoznost krvi.

Prisustvo hemoragije na optickom disku je veoma jak indikator postojanja vaskularnih faktora rizika
za nastanak glaukoma.
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U vise studija pokazano je da oksidativni stres, mitohondrijalna disfunkcija i ¢elijsko starenje
imaju znacajnu ulogu u nastanku glaukomske neurodegeneracije (Eells, 2019; Osborne 1 sar, 2017;
Pinazo-Durén i sar, 2014; Sreekumar i sar, 2020; Zhang i sar, 2015). Patofizioloski mehanizmi GON
ukljucuju i ishemiju (Harris 1 sar, 2005), ekscitotoksi¢nost (Lebrun-Julien i sar, 2009), metabolicki stres
(Vohra i sar, 2019), deprivaciju neurotrofina (Pease i sar, 2000) i neuroinflamaciju (Jiang i sar, 2020;
Russo i sar, 2016; Williams i sar, 2017).

1.2.3.1 Oksidativni stres

U danasnje vreme postoji opsti konsenzus da oksidativni stres ima znacajnu ulogu u mnogim
biohemijskim, fizickim i molekularnim promenama tokom fizioloskog procesa starenja. Tokom starenja
dolazi do proporcionalno sve vece akumulacije oksidativnih oste¢enja biomolekula (lipida, proteina i
nukleinskih kiselina), dok sa druge strane kapacitet antioksidantne zaStite organizma slabi (Golubev i
sar, 2017). Smatra se da je postojanje ovako naruSene homeostaze, odnosno oksidativnog stresa, jedan
od klju¢nih preduslova za nastanak mnogobrojnih patoloskih stanja, ukljucujuéi neurodegenerativna,
maligna 1 kardiovaskularna oboljenja (Andersen, 2004; Potashkin i sar, 2006). Za nastanak disbalansa u
redoks sistemu organizma odgovorna je povecana produkcija reaktivnih vrsta. Termin reaktivna vrsta
obuhvata sve tipove supstanci visoke reaktivnosti koji ¢ine klase reaktivnih molekula koji sadrze
kiseonik, azot, hlor, brom, sumpor, ugljenik ili selen. Naziv klase zavisi od reaktivnog atoma koji sadrze,
pa tako razlikujemo: reaktivne oblike kiseonika (ROS), reaktivne oblike azota (RNS), reaktivne oblike
hlora (RCIS), reaktivne oblike broma (RBrS), reaktivne oblike sumpora (RSS), reaktivne oblike
ugljenika (RCS), reaktivne oblike selena (RSeS). Ovi molekuli se nalaze u dve forme (Tabela 1)(Sies 1
sar, 2017):

- slobodni radikali kao $to su: superoksil radikal (O-), hidroksil radikal (OH-) ili nitroksil radikal

(NO),

- reaktivni neradikali kao $to su: vodonik peroksid (H20>), peroksinitrit (ONOO-), tiol (RSH) ili
tiolat (RS—).
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Tabela 1. Klasifikacija reaktivnih vrsta.

Radikali Neradikali

O2-  superoksil HOCI- hipohloritna kiselina
OH-  hidroksil H>O,  vodonik peroksid
ROQO- peroksil 03 ozon

RO-  alkoksil 'Oz singlet kiseonik
HOO- hidroperoksil

ROS

NOO- azot dioksid radikal ~ ONOO- peroksinitrit
RNS NO- nitroksil radikal NO+  nitrozilni katjon

Cle atomski hlor RNHCI hloramini

RCIS/RBrS Bre  atomski brom OBr—  hipobromit

RSH  tiol

RS-  tiolat

RSSR  disulfid
RSO—- sulfenat
RSO2- sulfinat
RSO3- sulfonat

H2S vodoniksulfid

RSe til radikal

RSS

Acetaldehid
Akrolein

RCS Metil-glioksal
4-Hidroksi-nonenal
Ekscitirani karbonili
Selenit
Selenat

RSeS Selenocistein
Selenometionin

*ROS-reaktivni oblici kiseonika (engl. Reactive Oxygen Species); RNS-reaktivni oblici azota (engl. Reactive Nitrogen
Species); RCIS-reaktivni oblici hlora, (engl. Reactive Chlorine Species); RBrS-reaktivni oblici broma (engl. Reactive
Bromine Species); RSS-reaktivni oblici sumpora (engl. Reactive Sulfur Species); RCC- reaktivni oblici ugljenika (engl.
Reactive Carbonyl Species); RSeS- reaktivni oblici selena (engl. Reactive Selenium Species).

Slobodne radikale, ¢ija je glavna osobina prisustvo nesparenog elektrona u poslednjoj orbitali,
karakteriSe veci stepen reaktivnosti i nestabilnosti u odnosu na neradikale. Pored reaktivnih oblika
kiseonika, koji imaju dominantnu ulogu u redoks sistemu, zna¢ajan uticaj u procesima oksidativnog
stresa imaju i reaktivni oblici azota, kao Sto su nitroksil radikal i peroksinitrit. Takode, vazni oksidansi
u bioloskim sistemima su i reaktivni oblici sumpora, ugljenika i selena (Sies i sar, 2017). Mnogi reaktivni
oblici nastaju u normalnim fizioloskim uslovima. Kiseonicki slobodni radikali nastaju kao
meduproizvodi parcijalne redukcije molekulskog kiseonika u ¢eliji. Elektronska struktura O, sa dva

nesparena elektrona u odvojenim orbitalama, favorizuje parcijalnu redukciju kiseonika sa po jednim
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elektronom u svakom koraku. U prvom koraku redukcije molekulskog kiseonika nastaje superoksil
radikal (Slika 6).

.00- -~ 0,

O, + ¢ — 02_

Slika 6. Parcijalna redukcija O i formiranje superoksid anjona.

Slobodni radikali i reaktivni neradikali se kontrolisano stvaraju u toku normalne metabolicke
aktivnosti ¢elija 1 u malim koli¢inama imaju ulogu signalnih molekula koji nastaju u razli¢itim
endogenim 1 egzogenim procesima (De Giusti i sar, 2013; Sies i1 sar, 2020). Jednu od najvaznijih
bioloskih uloga ostvaruju u aktiviranim fagocitima (neutrofilima, monocitima, makrofagima i
eozinofilima) (Pérez-Figueroa i sar, 2021). U procesu fagocitoze kao posledica aktivacije membranske
NADPH oksidaze nastaje superoksid anjon koji u€estvuje u eliminaciji fagocitovanih ¢estica. U ovom
procesu ucestvuju i drugi reaktivni oblici kiseonika, prvenstveno vodonik peroksid koji nastaje iz
superoksida dejstvom superoksid dizmutaze, ali 1 hipohloritna kiselina i hidroksil radikal (Taylor i sar,
2021). Dejstvom mijeloperoksidaze iz H>O> u fagocitnim vakuolama neutrofila nastaju hipohloritna i
hipobromitna kiselina (Winterbourn, 2018). Vodonik peroksid i superoksil anjon su dva klju¢na signalna
agensa u redoks sistemu generisana pod kontrolom faktora rasta, hemokina i vise od 40 enzimskih
sistema, koji dominantno uklju¢uju NADPH oksidaze i mitohondrijski elektron transportni lanac (Sies i
sar, 2020). Utvrdeno je da se vodonik peroksid, koji se smatra glavnim ROS u oksidoredukcionom
sistemu (Winterbourn, 2018) intracelularno nalazi u niskoj koncentraciji u fizioloSkim uslovima, dok
uticaj razli¢itih stresora, kao S§to su faktori rasta, hemokini ili fizicki stresori mogu da dovedu po
povecane produkcije ovog ROS-a (Parvez et al., 2018). U fizioloSkoj koncentraciji koja se krece u
nanomolarnom opsegu, H>O> kao signalni molekul reverzibilnom oksidacijom proteina, utice na
mnogobrojne celijske funkcije, ukljucujuéi proliferaciju, diferencijaciju, migraciju i angiogenezu
(Zhang i sar, 2019).

Pored nabrojanih uloga, u fizioloskim uslovima slobodni radikali imaju i ulogu regulatornih
molekula. Naime, superoksid radikal u brojnim ¢elijama ima ulogu regulatora rasta, dok azot oksid, koji
nastaje dejstvom enzima azot oksid sintaze, ima veoma znacajnu ulogu u regulaciji tonusa krvnih sudova
(Tejero i sar, 2019). Takode, slobodni radikali su uklju¢eni u metabolizam delovanja odredenih enzima,
kao Sto su prostaglandin sintaza i citohrom P450 (Hrycay i sar, 2015).

Endogeno nastanak slobodnih radikala indukuju procesi aktivacije ¢elija imunskog sistema,
inflamacija, infekcija, ishemija, stres, prekomerna fizi¢ka aktivnost, maligniteti, fizioloSki procesi
starenja (Nakamura i sar, 2021; Pham-Huy i sar, 2008; Taylor i sar, 2021; Zhang i sar, 2022).
Intracelularno generisanje ROS dominantno se odvija dejstvom membranskih NADPH oksidaza i u
mitohondrijama, ali i u endoplazmatskom retikulumu, peroksizomima i citosolu (Brand, 2016; Sies i sar,
2020). Prema poslednjim podacima iz literature membranske NADPH oksidaze i kompleksi elektron
transportnog lanca mitohondrija su odgovorni za produkciju oko 85% ukupne celularne produkcije H2O:
u mioblastima (Wong i sar, 2019). Takode, ¢elije mogu direktno da preuzmu iz ekstracelularne sredine
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ROS poreklom iz egzogenih izvora ili da produkuju reaktivne oblike kao odgovor na Stetne egzogene
uticaje, na primer toksi¢ne efekte kseonibiotika ili radijacije (Chrysostomou i sar, 2013; Pinazo-Duran i
sar, 2014; Tezel, 2006). Hiperprodukciju slobodnih radikala mogu favorizovati i drugi egzogeni faktori
kao Sto su: viSak slobodnih metala sa promenljivom valencom i viSak i povecana koncentracija
kiseonika.

Mnoga oftalmoloska oboljenja ukljucujuéi kataraktu, bolesti prednje povrSine oka (engl. Ocular
Surface Disease — OSD), senilnu degeneraciju makule, uveitise i retinopatije su povezana sa
oksidativnim stresom (Datta i sar, 2017; Ivanov i sar, 2018; Nita i sar, 2016; Seen & , 2018; Stamenkovic
i sar, 2014; Thompson i sar, 2022). Oksidativni stres, zbog neravnoteze izmedu stvaranja slobodnih
radikala 1 antioksidativne odbrane, moZe dovesti do lipidne peroksidacije ¢elijske membrane i oSte¢enja
DNK i proteina koji uticu na razli¢ite strukture oka. S obzirom na ¢injenicu da je centralni nervni sistem
tkivo visoko zavisno od Oz, minimalne promene u koncentraciji kiseonika dovodi do znacajnih
funkcionalnih o$tecenja. Naime, postojanje disbalansa u redoks sistemu je ¢vrsto povezano za procese
neurodegeneracije, ukljucuju¢i hronicna degenerativna oboljenja  kao Sto su Alchajmerova,
Parkinsonova, Huntingtonova bolest i amiotroficna lateralna skleroza (Sbodio i sar, 2019). Takode, sve
visSe dokaza ukazuje da je postojanje disproporcije izmedu produkcije slobodnih radikala i
antioksidantnih mehanizama jedan od vaznih faktora povezan sa nastankom i progresijom glaukomske
neurodegeneracije (Izzotti i sar, 2006; Sacca i sar, 2008; Zanon-Moreno i sar, 2008). Naime, pokazano
je da ostecenje celijskih komponenti trabekuluma, uzrokovano toksi¢nom akumulacijum reaktivnih
vrsta, dovodi do povecéanja otpora u oticanju o¢ne vodice kroz trabekulum. Poremecaj eliminacije o¢ne
vodice iz oka kao posledicu ima poviSenje intraokularnog pritiska vode¢i do nastanka karakteristicnih
glaukomskih promena (Sacca i sar, 2008). Slicno CNS-u, retina predstavlja jedno od tkiva sa najve¢im
stepenom potrosnje kiseonika u humanom organizmu (Yu i sar, 2005). Intenzivna potrosnja kiseonika,
kontinuirana ekspozicija svetlosnim zracima, visoka koncentracija polinezasi¢enih masnih kiselina i
prisustvo fototsenzitiviraju¢ih molekula doprinosi povecanoj produkciji oksidanasa u retini (Hanus i sar,
2015). Drugi znacajan patofizioloski mehanizam u kome oksidansi imaju vaznu ulogu je gubitak
retinalnih ganglijskih ¢elija i njihovih aksona koji uzrokuje glaukomsku opti¢ku neuropatiju (Izzotti i
sar, 2006). Istrazivanja su pokazala da retinalne ganglijske ¢elije umiru procesom apoptoze, kao i da
slobodni radikali predstavljaju znacajan faktor u ovom procesu (Fan Gaskin i sar, 2021; Tezel, 2006).
Apoptoza predstavlja strogo regulisan proces programirane celijske smrti od kjluéne vaznosti za
normalan embrioloski razvoj i tkivnu homeostazu (Bertheloot i sar, 2021). Apoptozu karakteriSe
fragmentacija nukleusa, kondenzacija hromatina 1 citoplazme uz ocuvanu ¢elijsku membranu koja
rezultuje formiranjem apoptotskih tela. Razli¢iti stimulusi mogu da indukuju apoptotski proces
aktivacijom spoljasnjeg ili unutra$njeg puta (He i sar, 2017). Spoljasnji put aktivacije je posredovan
membranskim ¢elijskim receptorima, dok aktivacija unutras$njeg puta uklju¢uje mitohondrije (Hanus i
sar, 2015).

U studiji Cordeira i sar. apoptoza retinalnih ganglijskih ¢elija je potvrdena kod okularne
hipertenzije na animalnim modelima (Cordeiro i sar, 2004). Mitogen aktivirajuce protein kinaze (engl.
mitogen-activated protein kinases - MAPK) su velika familija serin-treonin kinaza koje ucestvuju u
regulaciji mnogobrojnih celijskih procesa, ukljucujuci i programiranu ¢elijsku smrt (Cargnello i sar,
2011). Subfamilija MAPK, terminalna Jun kinaza (engl. Jun-terminal kinase - JNK), poznata i kao
stresom aktivirane protein kinaze, aktivira transkripcione faktore odgovorne za transkripciju
proapoptotskih gena i na taj nacin ucestvuje u aktivaciji signalne kaskade koja rezultuje programiranom
¢elijskom smrti (Almasieh i sar, 2012). Naime, mnoge studije kod obolelih od glaukoma u humanoj
populaciji glaukoma, kao i na eksperimentalnim animalnim modelima glaukom su pokazale aktivaciju
ovog signalnog puta (Levkovitch-Verbin et al., 2005; Tezel i sar, 2003; Yang i sar, 2007) .

U proapoptotskoj signalnoj kaskadi ucestvuje i enzim ASK1 (engl. apoptosis signal-regulating
kinase), koji aktivira JNK 1 p38 kao odgovor na razli¢ite stimuluse, ukljucujuci oksidativni stres i
inflamatorne citokine (Almasieh i sar, 2012). Pokazano je da je ASKI1 primarno eksprimirana u
retinalnim ganglijskim ¢elijama i da je znacajan broj ovih neurona zasti¢en od ishemickih lezija kod
eksperimentalnih Zivotinja sa delecijom ASK1 gena (Harada i sar, 2010). Dodatno, primecéen je i
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smanjen stepen odumiranja retinalnih ganglijskih ¢elija u animalnim modelima sa deficitom ovog
enzima i deficitom glutamat-aspartat transportera (Harada i sar, 2010).

Nekoliko istrazivackih studija je izvestilo o znacajno poviSenim nivoima biomarkera
oksidativnog stresa u ocnoj vodici kod pacijenata sa POAG zajedno sa izmenjenom ekspresijom
mnogobrojnih markera antioksidativne odbrane. Naime, dokazana je povecana aktivnost najvaznijih
enzimskih antioksidantnih sistema (glutation peroksidaze — GPX i superoksid dismutaze - SOD), kao i
poviSena koncentracija markera lipidne peroksidacije (malondialdehida - MDA), u o¢noj vodici obolelih
od POAG (Ferreira i sar, 2009; Goyal i sar, 2014; Hernandez-Martinez i sar, 2016). Takode, Zanon-
Moreno i sar., su testom reaktivnih supstanci malondialdehid-tiobarbiturne kiseline pokazali da je kod
obolelih od POAG-a smanjen ukupan antioksidantni status u oc¢noj vodici praéen povecanim
formiranjem slobodnih radikala (Zanon-Moreno i sar, 2008).

1.2.3.2 Antioksidantna zastita

Bioloski sistemi poseduju potentne antioksidantne odbrambene mehanizme. Antioksidantni
zaStitni sistem uma ulogu u sprecavanju stvaranja slobodnih radikala, u njihovoj eliminaciji, kao i u
popravci oste¢enja nastalih u uslovima oksidativnog stresa. Bioloski antioksidansi se mogu definisati
kao supstance koje Stite organizam od Stetnih efekata oksidacije i tu svoju ulogu ostvaruju na nekoliko
nafina: smanjivanjem lokalne koncentracije kiseonika, sprecavanjem procesa inicijacije stvaranja
slobodnih radikala, vezivanjem metalnih jona koji su katalizatori stvaranja ROS, razlaganjem peroksida
kako se oni ne bi ponovo mogli prevesti u inicijalne radikale, prekidanjem lanca stvaranja novih
slobodnih radikala (Sies, 2017).

Postoji viSe klasifikacija antioksidantnih sistema na: egzogene i endogene, liposolubilne i
hidrosolubilne, intracelularne i ekstracelularne, kao i naj¢esc¢e upotrebljavana klasifikacija na enzimske
1 neenzimske antioksidanse. Mnogobrojni enzimski sistemi kao S§to su glutation peroksidaza, katalaza
(CAT), superoksid dizmutaza i1 glutation transferaze (GST) ublazavaju nekontrolisanu produkciju
reaktivnih vrsta kiseonika i posledi¢na oksidativna oStec¢enja ¢elija i makromolekula. Za ove enzime je
karakteristicno da se u cCeliji nalaze u relativno velikim koli¢inama, uglavnom imaju specificnu
lokalizaciju u ¢elijama i1 organima, aktivnosti im se Cesto komplementarno poklapaju i mnogi za
aktivnost zahtevaju prisustvo metala: bakra, cinka, mangana, gvozda i selena. Antioksidantni enzimi
predstavljaju prvu liniju odbrane u eliminaciji primarnih proizvoda parcijalne redukcije molekulskog
kiseonika tako $to metaboliSu ROS u manje toksi¢na ili netoksi¢na jedinjenja. Katalaza i glutation
peroksidaza katalizuju reakcije razlaganja vodonik peroksida, superoksid dizmutaza prevodi superoksil
radikal u H20 1 Oz, dok glutation transferaze ucestvuju u neutralizaciji razli¢itih endogenih i egzogenih
elektrofilnih supstrata. U blokiranju procesa u kojima ucestvuju slobodni radikali i zastiti organizma od
oksidativnog stresa ucestvuju i neenzimski odbrambeni sistemi koji u velikoj meri ostvaruju interakcije
sa enzimskim antioksidansima. Veliki znacaj imaju liposolubilni neenzimski antioksidansi koji Stite
¢elije od dejstva peroksil radikala i spreavaju reakcije lipidne peroksidacije. Alfa-tokoferol i alfa-
tokotrienol su oblici vitamina E, lipofilnih karakteristika, koji zbog svoje lokalizacije u membranama
vrse krucijalnu ulogu u sprecavanju inicijalnog oStecenja celije dejstvom produkata oksidativnog stresa.
Karotenoidi, takode liposolubilni neenzimski antioksidansi, se u ¢elijama nalaze u manjoj koncentraciji
u odnosu na tokoferole, medutim izdvaja ih to da svoju antioksidantnu funkciju ostvaruju i pri niskom
parcijalnom pritisku kiseonika. Najdominantniji hidrosolubilni antioksidans je askorbinska kiselina,
koja svoju zastitnu ulogu ostvaruje direktnom reakcijom sa slobodnim radikalima, ali i indirektno
ucestvujuéi u regeneraciji drugih antioksidanasa (npr. tokoferola). Pored prethodno navedenih, u
antioksidantnoj zastiti ucestvuju i sistemi neproteinskih tiolskih antioksidanata i enzima povezanih sa
njima, kao Sto su sistemi tioredoksina (TRX) i glutationa (GSH) (Hayes i sar, 2000; Tezel, 2006).

Jedan od znacajnih neproteinskih antioksidanata koji se nalazi u oku je redukovani glutation
(Nita 1 sar, 2016). Ovaj tripeptid, poznat i kao y-L-glutamil-L-cisteinilglicin je najvazniji nisko
molekularni antioksidans koji je ubikvitarno rasprostranjen u ¢elijama eukariota. Glutation je prvi put
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opisan u literaturi jo§ 1888. god. i od tada je bio predmet istrazivanja mnogih nauc¢nika, a njegova
struktura je otkrivena &etiri decenije kasnije (Aoyama, 2021, De Rey Pailhade, 1888). Cine ga tri amino
kiseline: cistein, glicin i glutaminska aminokiselina, a proces biosinteze se odvija u dve sukcesivne faze
katalizovane ATP-zavisnim enzimskim reakcijama. U prvoj fazi koju kataliSe enzim glutamat cistein
ligaza (GCL) nastaje dipeptid y-1-glutamyl-1-cystein od cisteina i glutaminske aminokiseline. Molekul
glutationa nastaje u sledecoj fazi dejstvom enzima glutation sintetaze, kada se glicin vezuje za prethodno
nastali dipeptid (Lu, 2013).

U fizioloskim uslovima sinteza redukovanog glutationa je ogranicena ekspresijom i enzimskom
aktivnoS¢u GCL, kao koli¢inom i dostupnos¢u prekursorskih aminokiselina (Lu, 2013). Medutim, u
mnogim istrazivanjima je pokazano da u stanjima povezanim sa disbalansom u redoks sistemu dolazi
do intenzivnije enzimske aktivnosti i poveéane ekspresije GCL $to rezultuje i pove¢anom produkcijom
glutationa (Fujimori i sar, 2004). Glutation postoji u dva oblika, kao redukovan glutation (GSH) i u
formi oksidovanog disulfida (GSSG) (Kaplowitz i sar, 1985). U fizioloskim uslovima, u ¢elijama je
dominantno prisutan redukovani oblik glutationa, koji je od 10 do 100 puta zastupljeniji u odnosu na
oksidovanu formu ovog jedinjenja. Za odrzavanje ove proporcije redukovanog i oksidovanog glutationa
odgovoran je enzim glutation reduktaza, zahvaljuju¢i kojoj su redoks parovi 2GSH/GSSG i
NADP/NADPH u termodinamskoj ravnotezi (Diaz-Vivancos i sar, 2015). Naime, pored de novo sinteze
glutationa, redukovani oblik glutationa moZe nastati iz oksidovanog disulfida dejstvom glutation
reduktaze koja kao supstrat koristi NADPH (Lu, 2013).

Biosinteza glutationa se odvija u citoplazmi, koja predstavlja rezervoar za vise od 80%
glutationa, dok je ostatak rasporeden u mitohondrijama i endoplazmatskom retikulumu. Glutation je
prisutan u celijama skoro svih tkiva u koncentraciji od 1-2mM, dok je jedino u hepatocitima
koncentracija glutationa i1 desetostruko veca (Forman i sar, 2009). Funkcije glutationa u celularnom
metabolizmu su mnogobrojne. Pored toga Sto ucestvuje u antioksidantnoj zastiti i odrZzavanju redoks
balansa, ima znacajnu ulogu i u transportu i skladistenju cisteina, regulaciji signalnih puteva, ekspresiji
gena i u ¢elijskoj diferencijaciji 1 proliferaciji (Forman i sar, 2009).

Kao glavni ¢elijski antioksidans, glutation moze direktno ili indirektno, kao enzimski kofaktor,
da neutraliSe reaktivne oblike kiseonika i azota. Naime, u uslovima oksidativnog stresa dodavanjem
jednog elektrona molekulskom kiseoniku, odnosno, parcijalnom redukcijom O- nastaje superoksil anjon
(Sies i sar, 2017). Ovaj proces se dominantno odvija u respiratornom mitohondrijskom lancu za transport
elektrona, medutim superoksil radikal moze nastati i u direktnoj reakciji odredenih jedinjenja sa
kiseonikom, kao i u procesu fagocitoze u ¢elijama imunskog sistema (Pérez-Figueroa i sar, 2021).
Superoksil radikal zbog svoje nerastvorljivosti u lipidima nema moguénost difuzije daleko od mesta
nastanka. Medutim, ovaj radikal ima sposobnost da reaguje sa drugim molekulima u ¢eliji i na taj nacin
dolazi do stvaranja novih slobodnih radikala. Novostvoreni radikali reaguju sa drugim neradikalskim
molekulima i na taj nacin dolazi do lanCane reakcije stvaranja slobodnih radikala koji mogu da oStete
¢elijske elemente. Naime, u reakciji superoksila sa azot monoksidom (NO) formira se peroksinitritni jon
(ONOO") koji dalje u reakcijama lipidne peroksidacije oStecuje Celijske strukture i lancano stvara nove
reaktivne molekule (Sies , 2020).

Takode, od superoksida nastaje i vodonik peroksid (H202) pod dejstvom enzima superoksid
dizmutaze (Sies, 2017). Za razliku od O2-, vodonik peroksid je liposolubilan §to mu olaksava difuziju
kroz membrane i omogucava da svoje Stetne efekte ostvaruje i na udaljenim mestima od mesta
formiranja ovog reaktivnog molekula. Redukcijom H>O;z u prisustvu jona prelaznih metala (najcesce Fe
i Cu) nastaje najreaktivniji slobodni kiseoni¢ni radikal, hidroksil radikal (-OH) (Koppenol i sar, 2019).
Ova reakcije je poznata kao Fentonova reakcija. Hidroksi radikal karakteriSe izuzetno velika
elektroreaktivnost i sposobnost oste¢enja ¢celijskih makromolekula (DNK, proteina, ugljenih hidrata i
lipida)(Sies 1 sar, 2020). Glutation ima znacajnu ulogu u antioksidantnom sistemu zastite organizma.
Direktnom neenzimskom reakcijom glutationa sa slobodnim radikalima (NO, 'O,, 027, H,0,, ‘OH i
ONOO") dolazi do njihove neutralizacije (Forman i sar, 2009). Ulogu antioksidansa, glutation ostvaruje
i indirektno u procesima detoksikacije kao enzimski kofaktor glutation peroksidaze i glutation
transferaza (Slika 7) (Aoyama, 2021). U ovim reakcijama redukovani oblik glutationa prelazi u
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oksidovani disulfid (GSH u GSSG). Zbog toga reakcija regeneracije GSH, koju katalizuje glutation
reduktaza, ima znacajno mesto u antiksidantnoj zastiti (Couto i sar, 2016). S obzirom da je za aktivnost
glutation reduktaze neophodan NADPH, za ¢eliju ima izuzetan znacaj postojanje funkcionalnog
enzimskog aparata koji katalizuje reakcije stvaranja NADPH. U odsustvu glutationa oksidativna
oSte¢enja makromolekula se nagomilavaju u ¢Celiji, jer se ROS stvaraju u brzim i ireverzibilnim
reakcijama.

Slika 7. Antioksidantne funkcije glutationa. Glutation ima ulogu direktnog antioksidansa u
neenzimskoj reakciji sa NO, !0z, 027, H20,, -OH i ONOO™. Kao enzimski kofaktor glutation
transferaza i glutation peroksidaze glutation indirektno ostvaruje antioksidantnu ulogu.

1.3 Glutation transferaze

Glutation transferaze predstavljaju grupu enzima sa mnogobrojnim funkcijama, od kojih je
najpoznatija kataliti¢ka uloga u drugoj fazi konjugacije glutationa sa razli¢itim endogenim i egzogenim
elektrofilnim supstratima (Hayes i sar, 2000). Pored ove, zna€ajne i dosta izucavane uloge, najnoviji
podaci iz literature su pokazali da ova superfamilija enzima poseduje i druge, nekataliticke, funkcije.
Kod ljudi, GST su podeljeni u najmanje tri glavne porodice proteina: citosolne, mitohondrijalne i
mikrozomalne. Mikrozomalne GST su poznate i kao membranski proteini ukljuceni u metabolizam
eikosanoida 1 glutationa (engl. Membrane-Associated Proteins in Eicosanoid and Glutathione
metabolism, MAPEG). Ova familija GST ima takode sposobnost katalizacije konjugacije glutationa sa
ksenobioticima iako se strukturno razlikuje od citosolnih GST (Hayes i sar, 2000). U humanoj populaciji
je do sada opisano sedam klasa citosolnih GST enzima (Hayes i sar, 2005).

Enzimi koji pripadaju istoj klasi poseduju vise od 40% sli¢nosti u redosledu aminokiselina, a
svaka od klasa je oznacena slede¢im slovima grckog alfabeta: o (GSTA), u (GSTM), n (GSTP), o
(GSTS), 0 (GSTT), L (GSTZ)1 Q (GSTO) (Hayes isar, 2005; Wu i sar, 2012) (Slika 8). Pored varijacije
izmedu klasa postoji i izvesna genska heterogenost unutar svake klase nastala kao rezultat genskih
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mutacija (Hayes i sar, 2000). Mnoge mutirane genske varijante imaju direktan uticaj na strukturu,
funkciju i ekspresiju citosolnih GST (Board i sar, 2013).
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Slika 8 . Klasifikacija glutation transferaza. Prilagodeno prema (Wu i sar, 2012) .

Po strukturi sve citosolne GST su homo- ili heterodimeri. Pojedina¢ni GST protein je sastavljen
od dve subjedinice: N-terminalnog domena i od C-terminalnog domena. N- terminalni domen, poznat i
kao ,,G* subjedinica, predstavlja vezno mesto glutationa, dok je C-terminalni domen, odnosno ,,H*
subjedinica, sastavljen isklju¢ivo od 5 ili 6 alfa heliksa (04—S8 ili 04-9) i sluzi za vezivanje hidrofobnih
supstrata. Struktura G domena je visoko konzervirana u svim klasama, za razliku od veoma varijabilnog
supstrat vezuju¢eg domena (Wu i sar, 2012).

Slika 8. Struktura ,,G* 1 ,,H* domena molekula glutation transferaze. Izvor (Wu i sar, 2012).
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Dominantna uloga citosolnih glutation transferaza je konjugacija redukovanog glutationa sa
razli¢itim ksenobioticima koja se odvija u drugoj fazi detoksikacije. Naime, nakon ulaska u ¢eliju
toksi¢ni metaboliti pokrecu reakcije detoksikacije. U fazi I pod dejstvom enzima kao §to je citohrom
P450 dolazi do aktivacije lipofilnih jedinjenja. Pre njihove ekskrecije iz ¢elije koja se deSava u fazi 11,
aktivirani ksenobiotici se konjuguju sa redukovanim glutationom u reakcijama katalizovanim GST i
prevode uglavnom u manje toksic¢na i stabilnija jedinjenja (Hayes i sar, 2000) (Slika 9).

Faza | - Aktivacija Faza Il - Konjugacija Faza Ill - Ekskrecija

g 4 9 =8

Slika 9. Detoksikacija ksenobiotika (prilagodeno prema Mazari i sar, 2023).

Osim konjugacije razli¢itih egzogenih supstrata (hemijski kancerogeni, produkti zagadenja i
razni antitumorski agensi), glutation transferaze katalizuju i endogeno nastala toksi¢na i reaktivna
jedinjenja, ukljucujuci i slobodne radikale (Hayes i sar, 2000). Vazno je istaci, da nisu svi GSH konjugati
manje toksi¢ni i bezbedni. Naime, podaci iz literature pokazuju da su odredeni GSH konjugati reaktivniji
od svojih prekursora (Guengerich, 2005; Kurtovic i sar, 2008). Konjugati GSH 1 cisplatina,
dihlormetana, kao i mono- i dihaloalkani i polihalogenizovani alkeni su primer visoko reaktivnih
elektrofilnih jedinjenja sa potencijalom za oSte¢enje makromolekula (Guengerich i sar, 2003; Wheeler i
sar, 2001; Zhang i sar, 2021).

Pored najpoznatije uloge u procesu detoksikacije, GST familija enzima ucestvuje i u regulaciji
signalnih puteva, posttranslacionoj modifikaciji proteina, a ima i znacajnu ulogu u rezistenciji na
hemioterapijske lekove (Tew i sar, 2012).

Jedan od procesa za koji je pokazano da u njemu ucestvuju GST jeste i glutationilacija.
Glutationilacija predstavlja jedan od oblika posttranslacione obrade proteina koja utiCe ne samo na
strukturni, ve¢ 1 na funkcionalni integritet proteina. U ovom revezibilnom procesu dolazi do konjugacije
glutationa sa cisteinskim reziduama akceptorskih proteina (Mazari i sar, 2023). Reakcije glutationilacije
1 deglutationilacije kataliSu enzimi iz grupe redoksina, a zavisne su od sveukupnog redoks statusa, gde
sredina sa veCom proporcijom oksidovanog u odnosu na redukovan glutation favorizuje reakcije
glutationilacije, a sredina sa dominantno redukovanom formom GSH favorizuje  proces
deglutationilacije (Gallogly i sar, 2007). Za nekoliko enzima iz familije GST je dokazano da ucestvuju
u reakcijama glutationilacije. Naime, istrazivanja su pokazala da GSTP1 ucestvuje u katalizi procesa
glutationilacije, dok je u procesu deglutationilacije dokazano uces¢e GSTO1-1 (Ye i sar, 2017).
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lako je glutationilacija smatrana prvom linijjom aktivacije antioksidativnog zaStitnog
mehanizma, pokazano je da predstavlja vazan nacin regulacije apoptotskih signalih puteva
modifikacijom transkripcionih faktora JNK i nuklearnog faktora kappa B (NF-kB), kao i inflamatornog
odgovora modifikacijom interleukina 1B (IL-1B) (Xiong i sar, 2011). Takode, utvrdeno je da reakcije
glutationilacije ucestvuju u kontroli niza drugih ¢elijskih procesa ukljucujué¢i homeostazu kalcijuma,
hemotaksu, energetski metabolizam i glikolizu (Xiong i sar, 2011). Kao potvrda uloge u ovim procesima
mogu se smatrati i rezultati istrazivanja koji su pokazali da poremecaj regulacije glutationilacije
ucestvuje u patogenezi mnogih oboljenja, ukljucujuéi kardiovaskularne, neuroloske i metabolicke
poremecaje, razvoj katarakte i poremeceni razvoj embriona (Manevich i sar, 2005; Mazari i sar, 2023).

1.3.1 Glutation transferaza M1
1.3.1.1 Hromozomska lokalizacija gena i organizacija

Gen koji kodira glutation transeraze M1 je lokalizovan na kratkom kraku hromozoma 1, na
genskom lokusu 1p13.3 (Pearson i sar, 1993) (Slika 10). Cine ga 8 egzona priblizno ukupne veli¢ine
21,8 kilobaza (kb). Ovaj gen ¢ini deo klastera GST gena koji ukljucuju i GSTM2, GSTM3, GSTM4 i
GSTM5 gene. Ovaj klaster karakteriSe visoki stepen homologije sekvenci i evoluirao je kroz procese
genske duplikacije. Struktura i organizacija gena su visoko konzervirane §to ukazuje na funkcionalni
znacaj ovog gena u celularnim procesima.

GSTM1 gen pripada p klasi familije glutation transferaza i javlja se u Cetiri alelska oblika:
GSTM1*0, GSTM1*4, GSTM1*B i GSTM1*Ix2 (Board, 1981; Wu i sar, 2012).

Chromosome 1p13.3

GSTMA sy GSTM] ey GSTMS sy GSTM3 N —
GSTM2

&— pter 110,230,418bp 110,236,367bp

wisoosss = —ii i —
2 3 4 5 6 7 8

1
Exon  oobp  76bp 6sbp  82bp 101bp 96bp 111bp 540bp

Slika 10. Lokacija GSTM1 gena na hromozomu 1; preuzeto iz Pejovic-Milovancevic i sar, 2010
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genskog segmenta veli¢ine 20-kb (Xu 1 sar, 1998). Homozigotna delecija GSTM1 gena dovodi do
odsustva funkcionalnog GSTMI proteina i osobe sa ovim genotipom nemaju funkcionalnu GSTM1
enzimsku aktivnost. Ucestalost GSTM I -nultih genotipa varira medu etnickim grupama, kod bele rase se
kreée od 34% do 58,3%, u azijskoj populaciji su opisane varijacije od 47,6% do 56,2%, u crnoj rasi od
17% do 46,7, dok je ucestalost arapskoj populaciji izmedu 44% i 56,3% (Di Pietro i sar, 2010; Wu i sar,
2012). Ova razlika u ucestalosti medu etni¢kim grupama moze da doprinese razli¢itoj podloznosti
bolestima i osetljivosti na ksenobiotike medu populacijama.

Genske varijante GSTM1*A4 1 GSTMI*B nastaju kao posledica pojedinacnog nukleotidnog
polimorfizma (SNP) u egzonu broj 7 (Seidegard i sar, 1988). Aleli GSTM1*4 i GTM1*B se medusobno
razlikuju po zameni nukleotidne sekvence (citozin se menja guaninom u polozaju 519 molekula DNK),
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$to dovodi do zamene asparagina lizinom u polozaju 173 u formiranom enzimu (Di Pietro i sar, 2010).
Uprkos prisutnoj mutaciji, nisu pokazane funkcionalne razlike izmedu produkata GSTM1*4 i GSTM1*B
alela, te se ovi polimorfizmi kategoriSu u jedan funkcionalni fenotip (Widersten i sar, 1991).

Duplikacija GSTM1 gena, alelska varijanta GSTM1*Ix2, predstavlja najredi polimorfizam u
okviru ove klase opisan kod stanovnistva Saudijske Arabije (Price Evans i sar, 1996).

1.3.1.2 Proteinska struktura i funkcija

GSTMI enzim je citosolni protein koji je saCinjen od 218 aminokiselina molekularne teZine
25kDa (Mannervik, 1985). KarakteriSe ga homodimerna struktura, u kojoj svaki monomer sadrzi dva
razlicita vezna mesta: ,,G* aktivno mesto sacinjeno od N- terminalnog o/p domena i hidrofobno supstrat
vezujuce ,,H* mesto, koga Cine iskljucivo a-heliksi (Mannervik, 1985; Wu i sar, 2012). ,, G* aktivno
mesto vrsi funkciju vezivanja molekula redukovanog glutationa i njegova struktura pokazuje visoki
stepen homologije medu razlicitim GST klasama. Za razliku od ,,G* domena, varijabilnost ,,H* domena
omogucava vezivanje razli€itih elektrofilnih supstrata. GST enzim katalizuje nukleofilni atak glutationa
na elektrofilne centre supstrata i omogucava formiranje hidrosolubilnih, manje reaktivnih konjugata koji
se potom u fazi eliminacije odstranjuju iz organizma. Neki od znacajnijih supstrata ove klase GST
enzima su aflatoksin B1 epoksid i benzo(a)piren-diol epoksid (BPDE)(Wu i sar, 2012).

Slika 11. Trodimenzionalna struktura GSTM1 (Izvor: Protein data bank, http://www.rcsb.org)

Najcesce istrazivani polimorfizmi pripadaju klasama p (GSTM) 1 6 (GSTT). Mnoge studije su
pokazale da GSTM1 nulti genotip doprinosi poveéanoj individualnoj podloznosti uticaju oksidativnog
stresa 1 faktora okoline (Hayes i sar, 2000).

Homozigotna delecija (GSTM I nulti), koja rezultuju potpunim nedostatkom enzimske aktivnosti,
je predmet proucavanja u mnogim eksperimentalnim i klini¢kim studijama koje se bave primarnim
glaukomom otvorenog ugla. Medutim rezultati ovih studija su nekonzistentni, ¢ak i u nekim slucajevima
1 kontradiktorni (Abu-Amero i sar, 2008; Bamdad i sar, 2021; Barbosa i sar, 2012; Jansson i sar, 2003;
Juronen i sar, 2000a, 2000b; Rocha i sar, 2011; Safa i sar, 2014; Unal et a., 2007; Yildirim et al., 2005a)
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U studiji Juronena i saradnika uradenoj u populaciji Estonaca, pokazano je da GSTM1 aktivni
genotip povecava rizik sa nastanak primarnog glaukoma otvorenog ugla, $to je suprotno u odnosu na
veéinu drugih studija (Juronen i sar, 2000). Takode, Unal i saradnici su dobili sli¢ne rezultate, odnosno
ucestalost GSTM 1 aktivnog genotipa je bila veca u grupi obolelih od glaukoma u odnosu na kontrolnu
grupu (Unal i sar, 2007).

Vedi broj studija je pokazao korelaciju delecionog polimorfizma GSTMI sa incidencijom
primarnog glaukoma otvorenog ugla (Abu-Amero i sar, 2008; Izzotti i sar, 2003; Rocha i sar, 2011; Safa
1 sar, 2014; Yildirim i sar, 2005). Pojedine studije ukazuju da GSTMI nulti genotip ne predstavlja
statistiCki znacajan faktor rizika za nastanak ili progresiju glaukoma (Barbosa i sar, 2012; Jansson 1 sar,
2003). Povezujuéi polimorfizam GSTMI sa najznacajnijim faktorima rizika, Barbosa ukazuje da ne
postoji statisticki znacajna korelacija izmedu delecionog polimorfizma gena GSTMI i pozitivne
porodi¢ne anamneze, pusenja ili zloupotrebe alkohola u grupi obolelih od primarnog glaukoma (Barbosa
isar, 2012)

Razli¢iti dizajni studija, eventualna pristrasnost kod izbora ispitanika, mali broj ispitanika i
razli¢ite metodologije su neki od faktora koji se mogu smatrati odgovornim za nekonzistentnost
dobijenih rezultata. Stoga su uradene i tri meta analize koje su uzele u obzir sve prethodno navedene
studije (Huang i sar, 2013; Lu i sar, 2013; Yu i sar, 2013).

U meta analizu Huanga i saradnika je ukljuceno jedanaest studija dizajniranih po tipu studije
preseka, od kojih je pet sprovedeno u populaciji belaca, dve u azijskoj populaciji, a Cetiri studije su
izvedene u meSovitim etnickim grupama (Huang i sar, 2013). Rezultati ove studije su pokazali da nema
statistiCki znacajne korelacije izmedu homozigotne delecije GSTM1 gena i rizika za nastanak POAG
(OR=1,32;95% CI, 0,84-2,05; p=0,227). Takode, i istrazivanja Lu-a i saradnika, kao i Yu-a i saradnika
su pokazala da GSTM1 nulti genotip ne predstavlja genetski faktor rizik (Lu i sar, 2013; Yu i sar, 2013).
Medutim analizom GSTM1I polimorfizama razli€itih etni¢kih grupa utvrden je statisticki znacajno
povecan rizik obolevanja od glaukoma u azijskoj populaciji u odnosu na populaciju belaca i meSovite
grupe (Huang i sar, 2013;Lu i sar, 2013). Dodatno, utvrdena je razlika u zavisnosti od vrste uzorka
koriS¢enog za izolaciju DNK. Naime, pokazana je korelacija GSTMI nultog genotipa sa rizikom za
nastanak POAG u studijama gde je genotipizacija vrSena na uzorku DNK izolovanog iz tkiva
trabekuluma, dok kod uzoraka iz periferne krvi ta veza nije utvrdena (Huang i sar, 2013).

1.3.2 Glutation transferaze O1 i O2

1.3.2.1 Hromozomska lokalizacija gena i organizacija

Dva GSTO gena su identifikovana u humanoj populaciji, GSTOI! i GSTOZ2. Oba gena su
sastavljena od Sest egzona i nalaze se na hromozomu broj 10 (10q24.3), a razdvaja iz segment veli¢ine
7,5 kb (Slika 12). U oba gena je pokazano prisustvo polimorfizama, od kojih su dva naj¢esc¢e izucavana
polimorfizma GSTO1*C419A (1s4925) 1 GSTO2*A424G (rs156697). U polimorfizmu GSTO1 rs4925,
alanin je zamenjen aspartatom (*Alal40Asp) koji uti¢e na GSTO1 deglutationilacionu aktivnost i do
sada je bio povezan sa nekoliko neurodegenerativnih bolesti (Allen i sar, 2012). Naime, referentni alel
GSTO1*C ima vecu deglutationilaznu aktivnost i snizenu aktivnost u reakciji glutationilacije za razliku
od alelske varijante GSTOI*4 (Menon i sar, 2013). U polimorfizmu GSTO?2 rs156697, asparagin je
zamenjen aspartatom (*Asnl142Asp) sto dovodi do nize ekspresije GSTO?2 gena kod nosilaca varijante
GSTO2*G alela (Allen i sar, 2012; Mukherjee i sar, 2006).
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Chromosome 10q25.1
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Slika 12. Lokacija GSTO! i GSTO2 gena na hromozomu 10; preuzeto iz Radic i sar, 2018

1.3.2.2 Proteinska struktura i funkcija

GSTO1 1 GSTO2 enzimi pripadaju poslednjoj identifikovanoj, omega klasi, citosolnih glutation
transferaza (Board i sar, 2000). GSTO1 je safinjen od 241 aminokiseline, strukturno organizovan kao
homodimer, koga ¢ine dve istovetne subjedinice veli¢ine 27,6 kDa. Drugi ¢lan ove klase, GSTO2 enzim,
karakteriSe visok stepen poklapanja sekvence aminokiselina sa GSTO1, koji iznosi viSe od dve tre¢ine
od ukupno 243 aminokiselina (Board i sar, 2000; Whitbread i sar, 2005).

Kao 1 ostali pripadnici familije glutation transferaza, ovi proteini se sastoje od N terminalnog
domena i C terminalnog domena, odnosno G i H subjedinice. Medutim, jedna od glavnih specifi¢nosti
ove klase je prisustvo cisteina na poziciji 32 N-terminalnog domena, za razliku od alfa-, mi-, pi- i sigma
klase GST, koje u aktivnom mestu imaju tirozin, i od teta- i zeta- klase sa prisutnim serinom u aktivnhom
mestu (Board i sar, 2000). Prisustvo razli¢ite funkcionalne grupe u aktivhom mestu uzrokuje i razlicite
kataliticke aktivnosti u odnosu na ostale predstavnike glutation transferaza. Takode, jos jedna strukturna
karakteristika koju ne nalazimo kod drugih enzima iz familije GST je postojanje N terminalne ekstenzije
sastavljene od 19 aminokiselina (Whitbread i sar, 2005). (Slika 13)

Slika 13. Trodimenzionalna struktura GSTOL1. Izvor: Protein data bank, http://www.rcsb.org
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Pored velikog stepena strukturne heterogenosti omega klase GST u odnosu na ¢lanove ostalih
klasa GST, ovu klasu karakteriSu razliCita supstratna specificnost i funkcionalna aktivnost. Naime,
GSTO1 1 GSTO2 pokazuju slab afinitet ka uobicajenim supstratima karakteristicnim za GST familiju,
kao $to je 1-hloro-2,4-dinitrobenzen (CDNB). Stavise, i ova dva enzima se medusobno razlikuju po
selektivnosti za supstrate. Naime, GSTO1 pokazuje jaci afinitet za vece supstrate, kao §to je S-(4-
nitrofenacil) glutation, za razliku od GSTO2 (Board i sar, 2008). Dominantne kataliticke uloge ovih
enzima podrazumevaju glutation-zavisne tioltransferazne i dehidroaskorbat reduktazne aktivnosti
(DHAR), ali imaju i1 zna¢ajnu ulogu u modulaciji kalcijumskih kanala, biotransformaciji arsena i
aktivaciji proinflamatornog medijatora IL-1B (Schmuck i sar, 2005; Whitbread i sar, 2005; Zhou i sar,
2012).

Po svojoj funkciji, ali i strukturi N terminalnog domena, enzimi omega klase GST su jako sli¢ni
glutaredoksinima (Grx). Pokazano je da GSTOI, sli¢no kao i glutaredoksini, ucestvuje u regulaciji
procesa deglutationilacije. Medutim GSTO?2, uprkos strukturnoj sli¢nosti sa GSTO1 i1 Grx, ne ispoljava
ovu aktivnost (Menon i sar, 2013). S obzirom na to da glutationilacija i deglutationilacija predstavljaju
jedan od nacina regulacije apoptotskih i inflamatornih signalnih puteva, GSTO1 ima vaznu ulogu u
procesima apoptoze i u inflamaciji.

Omega klasa GST pokazuje znacajnu dehidroaskorbat-reduktaznu (DHAR) aktivnost i ima
vaznu ulogu u metabolizmu askorbinske kiseline (Zhou i sar, 2012). Askorbinska kiselina (vitamin C)
predstavlja najznacajniji neenzimski hidrosolubilni antioksidans prisutan u oku (Slika 14). Askorbinska
kiselina svoju zaStitnu ulogu u uslovima oksidativhog stresa ostvaruje direktnim reakcijama sa
slobodnim radikalima (superoksidnim, hidroksilnim anjonom, lipidnim hidroperoksidima), a takode,
ucestvuje 1 u regeneraciji tokoferol iz tokoferil radikala (Carr i sar, 2017). Posebno se istice
antioksidantni znacaj izoenzima GSTO2-2, jer je dokazano da ovaj enzim ispoljava najve¢u DHAR
aktivnost u ¢elijama sisara (Whitbread i sar, 2005).

HO
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+2H" + 2¢

Askorbinska kiselina Dehidroaskorbat

Slika 14. Oksidacija askorbinske kiseline

GSTOI1 protein je prisutan u velikom broju tkiva, ukljucujuéi tkiva jetre, creva, srca, ovarijuma,
pankreasa, prostate i slezine, $to ukazuje da ima vazne bioloSke funkcije (Whitbread i sar, 2005).
Northern blot analizom tkiva pokazan je visok stepen ekspresije GSTO2 enzima u testisima, jetri,
bubregu i skeletnim misi¢ima (Whitbread i sar, 2003, 2005).
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1.3.3 Glutation transferaza P1

1.3.3.1 Hromozomska lokalizacija gena i organizacija

Chromosome 11

CIQAPY 4 CABPY o GSTPY  w—— NOVIVY

DOC2GP +==

oo Bl o oo g i i N
Exon ? 3 R} 5 6 7

Slika
15. Lokacija GSTP1 gena na hromozomu 11; preuzeto iz Simic i sar, 2016

GST enzime klase pi kodiraju geni pozicionirani na hromozomu broj 11 (Slika 15). GSTPI gen je
sacinjen od 9 egzona, a u literaturi su opisane dve Ceste funkcionalne varijante ovog gena nastale
supstitucijom aminokiselina na poziciji 105 1 114. Naime, u prvoj varijanti aminokiselina na poziciji
105, izoleucin je zamenjena valinom, dok u drugoj varijanti umesto alanina na poziciji 114 se nalazi
valin (Ali-Osman i sar, 1997). Kombinuju¢i ove mutacije dobijamo Cetiri razlic¢ita haplotipa (Watson i
sar, 1998):

- GSTPI*A4: saizoleucinom na poziciji 105 1 alaninom na poziciji 114

- GSTPI*B: sa supstitucijom izoleucina valinom na poziciji 105, i alaninom na poziciji 114,
- GSTPI*C: valin na poziciji 1051 114 (*Vall05+*Vall14) i

- GSTPI*D: izoleucin na poziciji 105, a valin na poziciji 114.

NajviSe paznje istrazivaca je usmereno ka alelu GSTPI*B koji u osnovi ima zamenu A (adenina) u
G (guanin) na kodonu 105 (rs1695). To za posledicu ima zamenu aminokiseline izoleucina u valin
(*lel05Val)(Ali-Osman 1 sar, 1997) i izmenjenu katalitiCku mo¢ enzima. Znacaj ovog polimorfizma
najvise se ogleda u smanjenoj sveukupnoj katalitickoj enzimskoj aktivnosti, ali i u povecanoj katalitickoj
sposobnosti detoksikacije poliaromaticnih ugljovodonika (PAH), dokazanih karcinogena koji se nalaze
u hrani, produktima sagorevanja i u duvanskom dimu (Hu 1 sar, 1997). Mnoga istrazivanja su pokazala
da je alel GSTPI*B visoko eksprimiran u tumorskim tkivima i da ima znacajnu ulogu i u procesu
kancerogeneze, kao i u osetljivosti na antitumorske lekove, te je povecana ekspresija GSTPI*B
polimorfizma povezivana sa losijim terapijskim odgovorom na hemioterapiju (Henderson i sar, 2005)
Takode, istrazivanja su potvrdila da odsustvo funkcionalnog GSTP1 enzima doprinosi poveéanoj
produkciji slobodnih radikala, kao i oSte¢enjima DNK uzrokovanim oksidativnim stresom kod
pacijenata sa hroni¢nim opstruktivnim pluénim oboljenjima i kataraktom (Chen i sar, 2017; Zuntar i sar,
2014).

Yu 1 saradnici su analizirali ovaj SNP polimorfizam, kao i njegovu vezu sa primarnim
glaukomom otvorenog ugla (Yu i sar, 2013). Nekoliko studija radenih pre istrazivanja Yu i saradnika,
nisu pronasle razlike u ucestalosti genotipa GSTPI*B izmedu pacijenata sa primarnim glaukomom
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otvorenog ugla i zdravih kontrola (Juronen i sar, 2000; Rocha i sar, 2011; Yildirim i sar, 2005). Medutim,
udruzivanjem ovih studija, Yu i saradnici otkrili su da je GSTPI*B polimorfizam u znac¢ajnoj korelaciji
sa povecanim rizikom od nastanka primarnog glaukoma otvorenog ugla kod belaca u recesivnom
modelu, ali je statistiC¢ka znacajnost povezanosti bila na granicnom nivou (Yu i sar, 2013). Takode, u
istrazivanju Liu 1 saradnika, detektovana je smanjena ekspresija GSTP1 proteina u o¢noj vodici kod
obolelih od primarnog glaukoma otvorenog ugla, sto je GSTP1 ¢ini mogu¢im biomarkerom u patogenezi
primarnog glaukoma otvorenog ugla (Liu i sar, 2021).

1.3.3.2 Proteinska struktura i funkcija

GSTP1, sli¢no kao i ostali citosolni enzimi familije glutation transferaza, se nalazi u formi
dimera. Nije poznato da li ova strukturna forma utice na bioloske funkcije enzima, medutim smatra se
da doprinosi stabilnosti proteina (Wu i sar, 2012). U aktivnom mestu glutation vezuju¢eg domena kod
GSTPI enzima se nalazi tirozin i ovaj domen pokazuje malu varijaciju u strukturi u odnosu na ostale
GST. H domen karakteri$u i hidrofobne 1 hidrofilne osobine, za razliku od drugih klasa GST (Slika 16).

Slika 16. Trodimenzionalna struktura GSTP1 (Izvor: Protein data bank, http://www.rcsb.org)
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1.3.4 Glutation transferaza T1

1.3.4.1 Hromozomska lokalizacija gena i organizacija

Chromosome 22q11.23
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Slika 17. Lokacija GSTTI gena na hromozomu 22; preuzeto iz Pejovic- Milovancevic i sar, 2016

Teta klasu GST enzima kodiraju dva gena GSTT! i GSTT2 koji se nalaze na kratkom kraku
hromozoma 22 medusobno odvojena nukleotidnom sekvencom od 50kb (Landi, 2000) (Slika 17).

GSTTI gen je sacinjen od 5 egzona i pozicioniran na 22ql11.23 (Slika 17). Sli¢no kao i kod
GSTM1 gena, najces¢i genski polimorfizam predstavlja delecija GST7/ gena. Homozigotni genotip,
GSTTI1*0 (GSTTI-nulti) karakteriSe potpuno odsustvo enzimske aktivnosti (Wiencke i sar, 1995).
Pojedina istrazivanja su pokazala da je ucestalost GSTTI nultog genotipa trostruko veca u azijskoj
populaciji u odnosu na belu rasu (Nelson i sar, 1995).

Kao rezultat pojedinacnog nukleotidnog polimorfizma u egzonu broj 3 nastaju varijante
GSTTI1*A4 1 GSTTI*B. Kod izoforme kodirane alelom GST71*A4 na poziciji 104 se nalazi treonin, dok
se kod produkta GSTTI*B varijante na istoj poziciji nalazi prolin (Mcllwain i sar, 2006). Supstitucija
ove dve aminokiseline rezultuje promenom konformacije enzima i dovodi do smanjene kataliticke
aktivnosti kod nosioca ovih genskih varijanti (Alexandrie i sar, 2002).

1.3.4.2 Proteinska struktura i funkcija

Smatra se da je teta klasa GST evolutivno najstarija od svih GST klasa i enzimi sli¢ni enzimima
ove klase su pronadeni kod svih do sada ispitivanih organizama (Pemble i sar, 1992). (Slika 18). Uticaj
polimorfizama GSTT1, izolovanih ili u kombinaciji sa drugim GST polimorfizmima, na nastanak
primarnog glaukoma otvorenog ugla je ispitivan u vise klinic¢kih studija (Abu-Amero i sar, 2008; Fan i
sar, 2010; Juronen i sar, 2000; Rocha i sar, 2011; Safa i sar, 2014; Stamenkovic i sar; Unal i sar, 2007;
Yildirim 1 sar, 2005). Abu-Amero i sar. u studiji sprovedenoj u arapskoj populaciji pokazali su da je
GSTT! delecioni polimorfizam ucestaliji u grupi obolelih od glaukoma u odnosu na kontrolnu grupu
(Abu-Amero i sar, 2008). Sli¢ni rezultati su dobijeni i u studijama sprovedenim u Brazilu i Turskoj
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(Rocha i sar, 2011; Unal i sar, 2007). Za razliku od ovih studija, u istraZivanjima Juronena i sar, Fan-a i
sar, Safa-e i sar. kao Yildirim-a i sar. nije pokazana povezanost polimorfizama GS77/ gena primarnim
glaukomom otvorenog ugla (Fan i sar, 2010; Juronen i sar, 2000; Safa i sar, 2014; Yildirim i sar, 2005).

Slika 18. Trodimenzionalna struktura GSTT1 (Izvor: Protein data bank, http://www.rcsb.org)

14 Superoksid dizmutaza 2

Superoksid dizmutaza je jedan od klju¢nih enzima koji ucestvuje u neutralizaciji Stetnih
slobodnih radikala i procesima zastite organizma od oksidativnog stresa. Tri razlicite izoforme SOD su
identifikovane i1 okarakterisane. Superoksid dizmutaza 1 (SODI1) se naziva i citosolna bakar-cink
superoksid dismutaza (Cu/ZnSOD), jer u aktivnom mestu sadrzi bakar i zink (Eleutherio i sar, 2021).
Za razliku od SODI1, superoksid dizmutaza 2 (SOD2) se nalazi u mitohondrijama, a u aktivnom mestu
sadrzi mangan i oznacava se 1 kao MnSOD. Trec¢a izoforma ovog enzima takode sadrzi bakar i cink, a
svoju funkciju ostvaruje u ekstracelularnom prostoru (Miao i sar, 2009). SODI je relativno mali
homodimerni metaloprotein, sastavljen od dve identi¢ne subjedinice ukupne veli¢ine 32 kd (Trist i sar,
2021). Za razliku od druge dve izoforme ovog enzima nalazi se u visokoj koncentraciji u citosolu, gde
ostvaruje svoju antioksidansnu ulogu. U literaturi su opisane mnoge asocijacije SOD1 sa razliitim
oboljenjima ukljucujuéi amiotroficnu lateralnu sklerozu, Parkinsonovu bolest, sr¢anu slabost, kancer i
diabetes mellitus (Muscogiuri i sar, 2013; Papa i sar, 2014; Rosen i sar, 1993; Trist i sar, 2017, 2021).
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1.4.1 Hromozomska lokalizacija gena i organizacija

Gen koji kodira SOD se nalazi na hromozomu broj 6 (6q25) (Slika)(Wispe’ i sar, 1989) (Slika
19).

Chromosome 6q25.3
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Slika 19. Lokacija gena superoksid dizmutaze 2 na hromozomu 6. Izvor: Jerotic i sar, 2019

Sto se ti¢e tri postojeée SOD izoforme, gen SOD2 ima nekoliko pojedinaénih nukleotidnih
polimorfizama (SNP), medu kojima je jedan od najcesce analiziranih 754880 (*T47C). Ovaj SNP u genu
SOD? izaziva supstituciju alanina u valin (SOD2 Alal6Val)(Rosenblum 1 sar, 1996). Utvrdeno je da
pojedinci sa genotipom SOD2*CC (*Alal6Ala) imaju veéu aktivnost SOD2 u poredenju sa onima sa
genotipom SOD2*CT (*Vall6Ala) ili SOD2*TT (*Vall6Val)(Sutton i sar, 2003). Znacaj ovog
polimorfizma ogleda se u tome §to utie na strukturu i funkciju N terminalne sekvence u sklopu
prekursorskog SOD2 proteina. Naime, SOD2 se sintetiSe u vidu prekursorskog molekula koji u svom
sastavu ima N terminalnu aminokiselinsku sekvencu koja omoguéava transport ovog proteina u
mitohondrije. Polimorfizam SOD2 Alal6Val rezultuje smanjenom sposobnoscéu transporta SOD2
prekursora u mitohondrijalni matriks i samim tim, dovodi i do smanjene antioksidantne zastite (Sutton 1
sar, 2003). Jos jedan od razloga za smanjenu aktivnost produkta genske varijante (SOD2 Alal6Val) je i
smanjena stabilnost i brza degradacija iRNK, kao i manji stepen sinteze u odnosu na divlji tip alela
(Sutton i sar, 2005).

1.4.1.1 Proteinska struktura i funkcija

SOD2 je homotetramerni protein, kodiran nuklearnom genskom sekvencom DNK, koji se
posttranslaciono transportuje u mitohondrije. Svaka subjedinica sadrzi jon mangana (Mn?*/Mn*" ) kao
kofaktor u aktivnom mestu (Valentino, 2022) (Slika 20).
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Slika 20. Struktura superoksid dizmutaze 2 (MnSOD). (Izvor: Protein data bank, http://www.rcsb.org)

Naime, celijski kiseonicni slobodni radikali endogeno dominantno nastaju u procesu
mitohondrijalne oksidativne fosforilacije (Bae i sar, 2011; Ray i sar, 2012). Superoksid anjon i vodonik
peroksid se smatraju fizioloski najrelevantnijim kiseoni¢nim slobodnim radikalima. Superoksid anjon
se uglavnom generiSe u kompleksima I i III mitohondrijalnog elektron transportnog lanca. Vodonik
peroksid (H202) nastaje dejstvom enzima superoksid dizmutaze, NADPH oksidaza 4 (NOX4),
monoamino oksidaze i ksantin oksidaze unutar nekoliko razli¢itih ¢elijskih organela (endoplazmatski
retikulum, mitohondrije i peroksizomi). Pored glutation peroksidaze, eliminaciju H,O» pretvaranjem u
H>0 vr$i i niz drugih antioksidativnih enzima kao Sto su katalaza, tioredoksin i peroksiredoksin (PRX)
(Demir, 2020; Holley i sar, 2011; Lennicke i sar, 2021). S druge strane, SOD je najmo¢niji Cista¢ O»-,
koji kataliSe dizmutaciju Oz u vodonik peroksid i molekularni kiseonik (Slika 21). MnSOD ima veliki
znacaj upravo zbog svoje uloge u neutralizaciji mitohondrijskog O:-, koji predstavlja glavni izvor
¢elijskih kiseoni¢nih slobodnih radikala (Bresciani i sar, 2015). Promenjeni nivoi ekspresije MnSOD su
otkriveni kod viSe bolesti i imaju Sirok uticaj na razli¢ite organe, pracene razli¢itim patoloskim
promenama kao $to su zapaljenje, fibroza, skleroza i degeneracija neurona (Liu i sar, 2022).
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Slika 21. Dizmutacija superoksilnog anjona katalizovana MnSOD enzimom.

Oko predstavlja organ koji je izuzetno osetljiv na dejstvo oksidativnog stresa prvenstveno zbog
izlozenosti visokim koli¢inama svetlosnih zraka, narocito ultravioletnog spektra, ali i zbog izloZenosti
uticaju hemijskih zagadivaca zivotne sredine. ViSe studija je pokazalo uticaj disbalansa u redoks sistemu
na razvoj i progresiju glaukoma (Izzotti i sar, 2006; Sacca i sar, 2008; Zanon-Moreno i sar, 2008).
Takode, odredene studije su pokazale izmenjenu ekspresiju MnSOD gena u o¢noj vodici kod osoba
obolelih od primarnog glaukoma otvorenog ugla (Bagnis i sar, 2012; Engin i sar, 2010). Do sada, svega
nekoliko studija je istrazivalo asocijaciju enzima MnSOD, kao i polimorfizama gena za SOD2 sa
glaukomom sa razli¢itim rezultatima (Abu-Amero i sar, 2014; Celojevic i sar, 2014; Zhou i 2015).

1.5  Glutation peroksidaza 1

Jedan od najranije otkrivenih, ali i najviSe proucavanih enzimskih sistema u redoks regulaciji
¢ini sistem glutation peroksidaze. Takode, citosolna glutation peroksidaza je prvi otkriveni selenoprotein
kod kicmenjaka (Brigelius-Flohé i sar, 2020). Glutation peroksidaze ¢ine enzimsku porodicu sastavljenu
od razli¢itih izoenzima koju karakteriSe sposobnost inaktivacije visokoreaktivnih molekula reakcijama
redukcije vodonik—peroksida i lipidnih hidroperoksida u kojima dolazi do oksidacije glutationa
(Brigelius-Flohé i sar, 2020). Ovu heterogenu familiju enzima ¢ine osam razli¢itih molekula koje se
strukturno dominantno razlikuju po aktivnhom mestu, pet ¢lanova (GPX 1-4 i GPX 6) ima selenocistein
(Sec), dok je kod ostala tri ¢lana (GPX 5,7 i 8) prisutan cistein (Cis). Clanovi GPX familije nalaze se u
razli¢itim ¢elijskim odeljcima i ostvaruju svoju ulogu u razli¢itim tkivima. GPX1 je ubikvitarno prisutna
u citosolu i mitohondrijama, GPX2 u gastrointestinalnom epitelu, GPX3 se nalazi ekstracelularno, u
plazmi (Brigelius-Flohé i sar, 2013). GPX4 je prisutna u fosfolipidima i §titi ¢elijske membrane od
oSte¢enja posredovanih ROS. GPXS5, koja za razliku od prethodno navedenih izoenzima u aktivhom
mestu sadrzi cistein, pronadena je u tkivu epididimisa, a GPX6 ostvaruje ulogu u olfaktornom epitelnom
tkivu (Ghyselinck i sa, 1990; Kryukov i sar, 2003). Heterogenost izoenzima koji su u sastavu GPX
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porodice manifestuje se 1 u razli¢itim biohemijskim osobinama i funkcijama, kao i razlicitoj
hromozomskoj poziciji genskih lokusa (Flohé i sar, 2022).

1.5.1.1 Hromozomska lokalizacija gena i organizacija

Chromosome 3p21.31

UsP4 GPX1 ¢ L0C112935346
LOC107336034 10C111591507 e TCTA
i RHOA o
—— - \x‘\-.
. .
<— pter _‘—_',_-" \\_\
g e S— s
{521b)
Exen 2 1
3500p 252bp

533C/T {rs1050450) —

Slika 22. Lokacija GPXI gena na hromozomu 3. Izvor: Jerotic i sar, 2019.

GPXI1 gen, koji kodira najrasprostranjeniju izoformu glutation peroksidaze — GPXI1
selenoprotein, nalazi se na hromozomu 3p21.31 (Slika 22). Cine ga dva egzona od ukupno 1178 baznih
parova. Detektovano je i opisano nekoliko razli¢itih polimorfizama GPX/ gena. Jedan od Siroko
analiziranth GPX polimorfizama je GPXI rs1050450 jednonukleotidni polimorfizam (SNP)
(GPX1*C5937), gde je citozin zamenjen timinom, dok je u enzimskoj izoformi amino kiselina prolin
supstituisana leucinom (Lubos i sar, 2011). Polimorfizam GPXI*C593T spada u funkcionalne
polimorfizme koji menjaju ekspresiju iRNK i aktivnost enzima (Hamanishi i sar, 2004). Ovaj
polimorfizam je bio predmet mnogih istrazivanja povezanih sa onkogenezom zbog pretpostavke da
narusava ravnotezu redoks sistema (Zhao i sar, 2022). Nosioce ovog polimorfizma karakteriSe smanjena
kataliticka funkcija enzima, afinitet ka supstratu, kao i narusena strukturna stabilnost (Zeikova i sar,
2012). Takode, istrazivanjima u zdravoj populaciji je pokazano da muski nosioci homozigotnog
polimorfizma ovog gena imaju nizu enzimsku aktivnost GPX1 (Bastaki i sar, 2006).

Mnoge studije su ispitivale udruzenost GPX polimorfizama i drugih oboljenja ukljucujuéi i
onkoloska, vaskularna, ali i neurodegenerativna oboljenja kao sto je Alchajmerova bolest (Rocha i sar,
2018; Zhao i sar, 2022). S obzirom na ¢injenicu da polimorfizam GPX1*C593T karakteriSe redukovana
enzimska aktivnost GPX1 i shodno tome doprinosi ostecenju tkiva posredovanog oksidativnim stresom,
pretpostavlja se da ovaj polimorfiam moze imati i znacajnu ulogu u nastanku glaukomske opticke
neuropatije. Autorima je poznata samo jedna studija koja je pokazala statisticki znacajnu asocijaciju
izmedu GPXI*C593T polimorfizma i teZine glaukoma. Naime, Atanasovska i sar. su pokazali da je
ucestalost mutirane genske varijante vec¢a u uznapredovalim stadijumima POAG (19.3% ranom, 23.3%
u umerenom i 39.3% u uznapredovalom glaukomu)(Atanasovska Velkovska i sar, n.d.).
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1.5.2 Proteinska struktura i funkcija GPX1

GPXI1 je po strukturi homotetramer sa selenocisteinom u aktivnom mestu (Slika 23). Svaka
subjedinica ima molekularnu tezinu od 22-23kD i ¢ine je 208 aminokiselina (Zhao i sar, 2022). Kao i
druge glutation peroksidaze, GPX1 ima visoku ocuvanu kataliticku tetradu sacinjenu od selenocisteina,
glutamina (Gln), triptofana (Trp) 1 asparagina (Asp). (Zhao i sar, 2022). U ovom izoenzimu reaktivni
selenocistein je okruzen sa Cetiri molekula arginina (R 57, 103, 184, 185) i sa lizinom koji pripada
susednoj subjedinici (K 91")(Brigelius-Floh¢ i sar, 2020). Smatra se da ovi rezidualni aminokiselinski
ostaci vezuju glutation, $to je potvrdeno strukturalnim i eksperimentalnim studijama (Flohé i sar, 2011).
Ovih pet aminokiselina nisu prisutne u drugim ¢lanovima glutation peroksidaza i smatra se da je to i
uzrok smanjenog afiniteta tih enzima za GSH.

Slika 23. Trodimenzionalna struktura glutation peroksidaze 1
(Izvor: Protein data bank, http://www.rcsb.org) BIOrender

Neutralisanje superoksil anjona kao jednog od glavnih oblika ROS se desava u dve faze. U prvoj
fazi, Oz se redukuje do vodonik peroksida u reakciji koju kataliSu enzimi iz grupe SOD koji se nalaze
u citosolu, mitohondrijama i ekstracelularno. GPX selenoproteini zatim redukuju vodonik peroksid, ali
1 druge reaktivne oblike kiseonika i azota nastale u situacijama oksidativnog stresa, kao §to su lipidni
hidroperoksidi i peroksinitriti. Enzimska redukcija peroksida katalizovana pomoc¢u GPX1 dovodi do
intermedijarne modifikacije selenocisteina unutar aktivnog mesta, te se prate¢i reakciju sa peroksidom,
aktivno mesto selenola (Se-H) transformise u selensku kiselinu (Se-OH) (Slika 24) (Giinzler i sar, 1974).
Jedan GSH molekul redukuje Se-OH u intermedijarni glutationilisani selenol (Se-SG). Drugi GSH
redukuje vezu Se-SG koja posledicno obnavlja aktivno mesto i formira oksidovani glutation (GSSG)
(Giinzler 1 sar, 1974).
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Slika 24. Redukcija peroksida pomocu GPX1. Izvor (Zhang i sar, 2020)

S obzirom da je glavni supstrat GPX, H>O2, poznat kao znacajan signalni molekul, kao i na ¢injenicu
da postoje dokazi i da peroksinitriti u¢estvuju u regulaciji signalnih puteva, regulatorna uloga GPX se
ne moze zanemariti (Brigelius-Floh¢ i sar, 2020). Glutation peroksidaze mogu da uti¢u na metabolicke
regulatorne procese na razlicite nacine:

e mogu kompetitivno da reaguju sa redoks regulisanim proteinima za hidroperokside koji se

koriste kao signalni molekuli,

e mogu da onemoguce funkciju enzima koji zahtevaju hidroperokside da bi se aktivirali,

e mogu biti prolazno inaktivisani, ¢ime se ¢uvaju hidroperoksidi za potrebe signalizacije,

e mogli bi da koriste hidroperokside za izgradnju Se-tioiliranih homo- ili heterodimera ili

polimera (Brigelius-Floh¢ i sar, 2020).
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2 CILJEVI



. Utvrditi da li postoji uticaj genskih polimorfizama glutation transferaza GSTM1, GSTPI (rs1695
1 1s1138272), GSTOI (rs 4925), GSTO2 (rs156697) 1 GSTTI na rizik za nastanak primarnog
glaukoma otvorenog ugla.

. Ispitati da li postoji udruzeni uticaj genskih polimorfizama GSTM1 1 GSTT1 na rizik za nastanak
primarnog glaukoma otvorenog ugla.

. Ispitati da li postoji udruzeni uticaj genskih polimorfizama GSTO! i GSTO2 na rizik za nastanak
primarnog glaukoma otvorenog ugla.

. Utvrditi da li postoji uticaj genskih polimorfizama GPXI 1 rs1050450 i SOD2 rs4880 na rizik za
nastanak primarnog glaukoma otvorenog ugla.

. Ispitati da li postoji udruzeni uticaj genskih polimorfizama GPXI rs1050450 1 SOD2 rs4880 na
rizik za nastanak primarnog glaukoma otvorenog ugla.
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3 PACIJENTII METODE



3.1 Vrsta studije
Studija je dizajnirana i izvedena po tipu studije slucajeva i kontrola.
3.2  Ispitanici

U studiju su ukljucena 102 pacijenta obolela od primarnog glaukoma otvorenog ugla od kojih je
45 ispitanika bilo muskog, a 57 Zenskog pola. Kontrolnu grupu su €inila 302 ispitanika odgovarajuceg
pola i starosti. Uzorci kontrolne grupe su deo postojec¢e biobanke na Institutu za medicinsku i klinicku
biohemiju Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Prosecna starost obolelih je iznosila 72,47 +
8,30, dok je prosecna starost ispitanika u kontrolnoj grupi iznosila 71,06 + 7,81 godina. Svi pacijenti su
leceni na Klinici za o€ne bolesti ,,Prof. dr Ivan Stankovi¢” Klinicko bolnickog centra Zvezdara u
Beogradu.

3.2.1 Eticki kriterijumi

Istrazivanje je sprovedeno u skladu sa normama istaknutim u Helsinskoj deklaraciji (verzija iz
2013. godine). Studiju je odobrio Eti¢ki komitet Klinicko bolni¢kog centra Zvezdara i Eticki komitet
Medicinskog fakulteta u Beogradu (reSenje broj: 2650/X-21), gde su istrazivanja i obavljena. Svi
ispitanici su potpisali informisani pristanak nakon §to su upoznati sa protokolom istrazivanja i
dobrovoljno su ucestvovali u studiji.

3.2.2 Anamnesti¢ki podaci

Osnovni demografski i anamnesticki podaci svih uc€esnika u istrazivanju su prikupljeni
strukturisanim upitnikom na osnovu koga su evidentirane i detaljne informacije o hipertenziji, dijebetesu
1 pusackom statusu ispitanika ukljucujuéi duzinu trajanja puSackog staza i broj popusenih cigareta. Za
potrebe ove studije, kao pusaci su oznaceni ispitanici koji su pusili cigarete svakodnevno tokom
minimum Sezdeset dana pre ukljucenja u studiju. Gojaznim su se smatrali oni ispitanici €iji je indeks
telesne mase (ITM) iznosi preko 30kg/m?. Uvidom u medicinsku dokumentaciju ispitanika utvrdeno je
prisustvo drugih o¢nih i/ili sistemskih oboljenja, prvenstveno povisenog krvnog pritiska i1 dijabetesa.
Takode, na osnovu medicinske dokumentacije evidentirane su vrednosti intraokularnog pritiska
ispitanika pre zapocinjanja antiglaukomske terapije i duzina koriSc¢enja terapije.

3.2.3 Kiriterijumi za ukljudenje i iskljucenje

U istrazivanje su ukljuceni svi pacijenti sa klinicki potvrdenom dijagnozom primarnog
glaukoma otvorenog ugla koji su ispunjavali sledece kriterijume:

e otvoren iridokornealni ugao pri gonioskopiji,
e ckskavacija glave vidnog Zivca karakteristicna za primarni glaukom otvorenog ugla i
e tipi¢ni glaukomski ispadi u vidnom polju detektovani kompjuterizovanom perimetrijom.

Kriterijumi za iskljucenje iz studije su bili:

prisustvo bilo kog drugog tipa glaukomske neuropatije ukljucujuéi glaukom zatvorenog ugla,
sekundarni glaukom,

svi tipovi glaukoma kod dece,

prisustvo hroni¢ne inflamacije, kao i

podaci o traumi oka.
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Kontrolnu grupu su €inili zdravi ispitanici bez prisustva prethodnih ili trenutnih oboljenja oka.
3.2.4 Klinicki pregled

Nakon popunjavanja upitnika, svim ispitanicima je uraden detaljan oftalmoloski pregled koji je
obuhvatao sledece segmente:

odredivanje najbolje korigovane vidne ostrine, engl. best corrected visual acuity (BCVA),
merenje intraokularnog pritiska,

pregled prednjeg segmenta oka na biomikroskopu,

pregled irido-kornealnog ugla gonioskopijom,

pregled zadnjeg segmenta o¢ne jabucice u midrijazi (sol. Tropicamid 1%),

funkcionalna oSte¢enja, odnosno ispadi u vidnom polju su odredeni metodom standardne
automatizovane perimetrije (Humphrey Field Analyzer, Carl Zeiss Meditec, Jena, Germany,
Swedish Interactive Testing Algorithm (SITA) standardna strategija).

Odredivanje vidne oStrine je vrSeno koriS¢enjem optotipa po Snellenu. Standardnom metodom
ispitivanja prvo je odredivana nativna vidna oStrina na udaljenosti od 6m za svako oko ponaosob, potom
najbolje korigovana vidna oS$trina koja je izrazena decimalnim brojem. Nakon odredivanja najbolje
korigovane vidne oStrine, za svakog ispitanika odreden je i zabeleZen refrakcioni status. Kao emetropi
su oznaceni ispitanici bez prisutne refrakcione anomalije, dok su ostali u zavisnosti od vrste registrovane
refrakcione anomalije svrstani u kategorije miopije, hipermetropije ili astigmatizma.

Merenje intraokularnog pritiska je izvrSeno aplanacionom metodom po Goldmann-u koja i dalje
predstavlja najpouzdaniju metodu koriS¢enu u redovnoj klinickoj praksi za precizno merenje IOP-a.
Godmann-ova aplanaciona metoda se zasniva na Imbert-Fick-ovom zakonu, a u upotrebi je od 1948.
godine i1 predstavlja zlatni standard u merenju IOP-a (Goldmann i sar, 1957). Merenje se visi uz pomo¢
biomikroskopa koji u svom sastavu ima aplanacioni tonometar. Pacijentima je aplikovan lokalni
anestetik sol. Tetracain 1%, a zatim je izvrSeno bojenje prekornealnog suznog filma natrijum-
fluoresceinom. Pri merenju IOP-a vrh prizme Goldmann-ovog tonometra aplanira centralni deo roznjace
povrSine 7.35mm?, a vrednost intraokularnog pritiska je direktno proporcionalna sili neophodnoj za
aplanaciju. Posmatrano pod kobaltno plavim osvetljenjem, natrijum-fluorescein omogucava vidljivost
polukruznih linija indukovanih aplanacijom roznjace. Kada dobijemo adekvatnu aplanaciju, odnosno
kada se polukruzne linije dodiruju unutrasnim ivicama, vrednost IOP-a izrazena u mmHg se direktno
oCitava sa skale na aplanacionom tonometru.

Pregled prednjeg segmenta oka je izvrSen na biomikroskopu standardnom metodom i obuhvatao je
detaljan pregled i opis kapaka, trepavica, veznjace, beonjace, roznjace, prednje ocne komore, duzice,
pupilarnog otvora i sociva.

Nakon aplikacije lokalnog anestetika (Sol. Tetracain 1%) izvrSen je gonioskopski pregled
iridokornealnog ugla. Stepen otvorenosti ugla gradiran je koriste¢i Schafferovu skalu, dok je stepen
pigmentacije oznacen na osnovu sistema gradacije po Scheieu. U studiju su ukljuceni samo oboleli od
primarnog glaukoma otvorenog ugla, bez prisutnih znakova okludabilnog ili zatvorenog iridokornealnog
ugla.

Pregled zadnjeg segmenta ocne jabucice je izvrSen nakon postignute midrijaze indukovane
topikalnom primenom sol. Tropicamid 1%. Pregled je izvr§en indirektnom biomikrokopijom uz pomo¢
lupe Volk Digital Wide Field. 1zvrSena je detaljna analiza glave vidnog Zivca i svih ostalih parametara
o¢nog dna (krvnih sudova, makule, srednje i kranje periferije retine).
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3.2.5 Uzimanje uzoraka

Svim ucesnicima su uzeti uzorci pune krvi (3ml) sa EDTA kao antikoagulansom na Klinici za
o¢ne bolesti, KBC Zvezdara. Izolacija DNK, kao i dalja analiza polimorfizama glutation transferaza,
superoksid dizmutaze 2 i glutation peroksidaze 1 je obavljena na Institutu za medicinsku i klinicku
biohemiju Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Izolacija DNK je izvrSena pomocu
QIAamp® DNA mini kita (QIAGEN Group) iz leukocita periferne krvi. Celijske membrane leukocita
su lizirane delovanjem deterdZenta, dok su enzimskom digestijom proteinaze K uklonjeni proteini vezani
za DNK. Dobijeni lizat se prenosio u QIAamp® mini spin kolonu sa silika-membranom koja selektivno
vezuje DNK. Pomocu sadrzaja soli i pH lizata se vrSilo optimalno spajanje DNK sa silika-membranom,
ali se takode spreCavalo zadrzavanje kontaminanata, koji mogu da inhibiraju PCR reakciju, na
QIAamp® membrani. Zaostali kontaminanti su se uklanjali ispiranjem vezane DNK sa dva razli¢ita
pufera iz QIAamp® DNA mini kita. DNK je na kraju eluirana sa kolone puferom (sastojci: 10mM tris
HCI, 0,5 mM EDTA ph 9,0), uzorak je alikvotiran i ¢uvan na -20°C do izvodenja daljih analiza na
Institutu za medicinsku i klni¢ku biohemiju. Za dokazivanje uspeSnosti postupka izolacije DNK
izvodena je horizontalna elektroforeza na 1% agaroznom gelu.

3.3  Odredivanje GSTM1 i GSTTI polimorfizama

Delecioni genski polimorfizmi GSTM1 i GSTT1 su odredivani po modifikovanoj multipleks PCR
metodi Abdel-Rahmana i saradnika (Abdel-Rahman i sar., 1996).

Fragmenti izolovane genomske DNK su umnozeni u PCR reakcionoj smesi, ukupne zapremine
od 25 pl, koja je sadrzala 7,5 pmol slede¢ih prajmera:

GSTM1I: Forward 5'-GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3'
Reverse 5'-GTTGGGCTCAAATATACGGTGG-3'

GSTTI: Forward 5'-TTCCTTACTGGTCCTCACATC TC-3'
Reverse 5'-TCACCGGATCATGGCCAG CA-3'

Kao interna pozitivna kontrola umnozen je CYP1A1 gen koriS¢enjem sledecih prajmera:

CYPIAI: Forward 5'-GAACTGCCACTTCAGCTGTCT-3'
Reverse 5'- CAGCTGCATTTGGAAGTGCTC-3'

Genomska DNK uzorka (~50 ng) dodavana je u PCR reakcionu smesu, ukupne zapremine 25pl,
u kojoj se nalazilo po 7,5 pmol svih prajmera i 12,5 ul PCR Master Mix (Fermentas, USA). PCR Master
Mix je imao 0,005U/ul Taq DNK polimeraze, 4 mmol MgCl2 i 0,4 mmol dNTP u reakcionom puferu.

Inicijalna denaturacija DNK uzorka je trajala 4 minuta na temperaturi od 94°C. Nakon toga je
usledilo 30 ciklusa u kojima su se smenjivala tri koraka: denaturacija na 94°C (30 sekundi), pripajanje
prajmera (engl. annealing) na 59°C (30 sekundi) i ekstenzija prajmera na 72°C (45 sekundi). Po
zavrSetku finalnog ciklusa usledila je poslednja ekstenzija u trajanju od 5 minuta na 72°C pre hladenja.

Nakon PCR reakcije, pristupilo se utvrdivanju prisustva i veli¢ine dobijenih PCR proizvoda
pomocu elektroforeze na 2% agaroznom gelu. Sama elektroforeza je trajala 21 minut pri naponu od
125V (0,27A 1 50W). Vizuelizacija PCR proizvoda izvodena je na UV kameri Chemidoc (Biorad,
Hercules, California, USA) pomo¢u pomo¢u SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen Corporation,
Carlsbad, California, USA). U svakoj seriji uzoraka se nalazila pozitivna i negativna kontrola. Internu
pozitivnu kontrolu je ¢inio CYPIAI gen sa trakom veli¢ine 312 baznih parova (bp). DNK uzorci sa
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aktivnim GSTM1 genotipom imali su prisutnu traku veli¢ine 215 bp, dok je traka veli¢ine 480 bp
ukazivala na aktivan GSTT! genotip. Odsustvo traka od 215 bp i 480 bp je ukazivalo na deleciju gena
za GSTM1 (GSTM1 nulti genotip), odnosno GSTT1 (GSTTI nulti genotip) (Slika 24).

G SN s e D O S e v 500bp

\ a 400bp

¥ 1 2. R R R FT 300bp
{ : 200bp

Slika 24. Analiza genskih varijanti GSTM1 i GSTTI multipleks PCR metodom.

(Uocava se da je u svim trakama prisutna traka veli¢ine 312 baznih parova (bp), odnosno CYP gen koji predstavlja
internu pozitivnu kontrolu. Slovom M je oznacen marker molekulskih veli¢ina (broj baznih parova). Trake 3, 5,
7, 9 pokazuju traku velic¢ine 480 bp, odnosno prisustvo GSTT1 aktivnog genotipa i odsustvo trake veli¢ine 215
bp, odnosno GSTM1 nulti genotip. Traka 6 ne poseduje traku velic¢ine 480 bp, kao ni traku od 215 bp, odnosno
pokazuje GSTT1 nulti i GSTM1 nulti genotip. Trake 2, 4, 8 poseduju trake i od 480 i 0d 215 bp, odnosno pokazuju
prisustvo GSTT1 i GSTM1 aktivnog genotipa. Traka 1 pokazuje traku veli¢ine 215 bp, odnosno prisustvo GSTM1
aktivnog genotipa i odsustvo trake veli¢ine 480 bp, odnosno GSTT1 nulti genotip)

3.4  Odredivanje GSTOI polimorfizma

Polimorfizam GSTOI Alal40Asp (rs 4925) je odredivan koriS¢enjem Applied Biosystems
TagMan® Drug Metabolism Genotyping eseja (Life Technologies, Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA, Assay ID: C__ 11309430 30).

Koncentracija DNK je odredena na GeneQuant pro (Biochrom, Cambridge, England) aparatu.
Uzorci DNK, kao i pozitivna i negativna kontrola, su naneseni na plocu sa 96 bunarcica tako da se da
nakon uparavanja DNK na 65°C (Mastercycler gradient thermal cycler, Eppendorf, Hamburg, Germany)
u svakom odgovaraju¢em bunarc¢i¢u nasla ista kolicina DNK.

Reakciona meSavina safinjena od PCR MasterMix-a (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) 1 fluorescentno obelezene probe je nanesena uz pomoo¢ EppMotion robota
(Eppendorf, Hamburg, Germany) dok je PCR amplifikacija i o¢itavanje fluorescence izvedeno metodom
real time PCR-a (Mastercycler ep realplex, Eppendorf, Hamburg, Germany).

3.5  Odredivanje GSTO2 polimorfizma
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Polimorfizam GSTO2 Asnl42Asp (rs156697) je odredivan koriS¢enjem Applied Biosystems
TagMan® Drug Metabolism Genotyping eseja (Life Technologies, Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA, Assay ID: C 3223136 1).

Koncentracija DNK je odredena na GeneQuant pro (Biochrom, Cambridge, England) aparatu.
Uzorci DNK, kao i pozitivna i negativna kontrola, su naneseni na plocu sa 96 bunarcica tako da se nakon
uparavanja DNK na 65°C (Mastercycler gradient thermal cycler, Eppendorf, Hamburg, Germany) u
svakom odgovaraju¢em bunarcic¢u nasla ista koli¢ina DNK. Reakciona meSavina sacinjena od PCR
MasterMix-a (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) i fluorescentno obeleZene
probe su nanesene uz pomoo¢ EppMotion robota (Eppendorf, Hamburg, Germany) dok je PCR
amplifikacija 1 o€itavanje fluorescence izvedeno metodom real time PCR-a (Mastercycler ep realplex,
Eppendorf, Hamburg, Germany).

3.6  Odredivanje GSTPI polimorfizma

Polimorfizam GSTPI Ilel05Val (rs1695) je odredivan koris¢enjem Applied Biosystems
TagMan® Drug Metabolism Genotyping eseja (Life Technologies, Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA, Assay ID: C 3237198 20).

Koncentracija DNK je odredena na GeneQuant pro (Biochrom, Cambridge, England) aparatu.
Uzorci DNK, kao i pozitivna i negativna kontrola, su nanoSeni na plocu sa 96 bunarcica tako da se
nakon uparavanja DNK na 65°C (Mastercycler gradient thermal cycler, Eppendorf, Hamburg, Germany)
u svakom odgovaraju¢em bunarc¢i¢u nasla ista kolicina DNK. Reakciona meSavina saCinjena od
PCR MasterMix-a (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) i fluorescentno obeleZene
probe je nanesena uz pomoo¢ EppMotion robota (Eppendorf, Hamburg, Germany) dok se PCR
amplifikacija 1 o€itavanje fluorescence izvodila metodom real time PCR-a (Mastercycler ep realplex,
Eppendorf, Hamburg, Germany).

Polimorfizam GSTPI Alall4Val (rs1138272) je odredivan kori§¢enjem Applied Biosystems
TagMan® Drug Metabolism Genotyping eseja (Life Technologies, Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA, Assay ID: C_ 1049615 20).

Koncentracija DNK je odredena na GeneQuant pro (Biochrom, Cambridge, England) aparatu.
Uzorci DNK, kao i pozitivna i negativna kontrola, su nanoSeni na ploc¢u sa 96 bunarcica tako da se da
nakon uparavanja DNK na 65°C (Mastercycler gradient thermal cycler, Eppendorf, Hamburg, Germany)
u svakom odgovaraju¢em bunarc¢i¢u nade ista koli¢ina DNK.

Reakciona meSavina saCinjena od PCR MasterMix-a (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) 1 fluorescentno obelezene probe je nanesena uz pomoo¢ EppMotion robota
(Eppendorf, Hamburg, Germany) dok se PCR amplifikacija i o¢itavanje fluorescence izvodilo metodom
real time PCR-a, Mastercycler ep realplex (Eppendorf, Hamburg, Germany).

3.7  Odredivanje GPXI polimorfizma

Polimorfizam GPXI Prol98Leu (rs1050450) je odredivan koriS¢éenjem Applied Biosystems
TagMan® Drug Metabolism Genotyping eseja (Life Technologies, Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA, Assay ID: C_1623856).

Koncentracija DNK je odredena na GeneQuant pro (Biochrom, Cambridge, England) aparatu.
Uzorci DNK, kao i pozitivna i negativna kontrola, su nanoSeni na ploc¢u sa 96 bunarcica tako da se da
nakon uparavanja DNK na 65°C (Mastercycler gradient thermal cycler, Eppendorf, Hamburg, Germany)
u svakom odgovaraju¢em bunarc¢i¢u nade ista kolicina DNK.

Reakciona meSavina safinjena od PCR MasterMix-a (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) 1 fluorescentno obelezene probe je nanesena uz pomoo¢ EppMotion robota
(Eppendorf, Hamburg, Germany) dok se PCR amplifikacija i o¢itavanje fluorescence izvodilo metodom
real time PCR-a (Mastercycler ep realplex, Eppendorf, Hamburg, Germany).
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3.8  Odredivanje SOD2 polimorfizma

Polimorfizam SOD2 Alal6Val (rs4880) je odredivan koriS¢enjem Applied Biosystems
TagMan® Drug Metabolism Genotyping eseja (Life Technologies, Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA, Assay ID: C_870953 10).

Koncentracija DNK je odredena na GeneQuant pro (Biochrom, Cambridge, England) aparatu.
Uzorci DNK, kao i pozitivna i negativna kontrola, su nanoSeni na ploc¢u sa 96 bunarcica tako da se da
nakon uparavanja DNK na 65°C (Mastercycler gradient thermal cycler, Eppendorf, Hamburg, Germany)
u svakom odgovaraju¢em bunarc¢i¢u nade ista kolicina DNK.

Reakciona meSavina safinjena od PCR MasterMix-a (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) 1 fluorescentno obelezene probe je nanesena uz pomoo¢ EppMotion robota
(Eppendorf, Hamburg, Germany) dok se PCR amplifikacija i o¢itavanje fluorescence izvodilo metodom
real time PCR-a (Mastercycler ep realplex, Eppendorf, Hamburg, Germany).

3.9 Statisti¢ka analiza

Statisticka deskripcija prikupljenih podataka i analiza dobijenih rezultata uradeni su pomocu
statistickog programa SPSS (engl. Statistical Package for the Social Sciences, verzija 17.0; SPSS Inc,
Cikago, Ilinois, SAD). Normalnost raspodele podataka je proverena Kolmogorov-Smirnovljevim
testom. Statisticka znacajnost razlike izmedu grupe bolesnika sa glaukomom i kontrolne grupe je
ispitivana Studentovim t-testom za kontinuirane varijable sa normalnom raspodelom, dok je %2 test
upotrebljen za kategorijalne varijable. Statisticka analiza je ukljucivala, pored deskriptivne statistike,
procenu da li se odgovarajuci genotipovi nalaze u Hardi-Vajnbergovom ekvilibrijumu i primenu 2 testa
za determinisanje znacajnosti razlike u frekvenciji dobijenih genotipova izmedu pripadnika studijske i
kontrolne grupe. Postojanje znacajnosti razlike ucestalosti pojedinih genotipova, u studijskoj i
kontrolnoj grupi, procenjivano je univarijantnom logistickom regresionom analizom na osnovu veli¢ine
1 znacajnosti odnosa Sansi (engl. odds ratio, OR) sa intervalom poverenja od 95% (engl. confidence
interval, CI). Zbog distribucije nasih podataka i prethodnog znanja o glaukomu, OR smo korigovali u
odnosu na pol, starost, pusenje, indeks telesne mase (ITM), poviSeni krvni pritisak 1 dijabetes zbog
potencijalnog efekta u multivarijantnom logistickom regresionom modelu.
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U sprovedenoj studiji odredivani su genski polimorfizmi GSTM1, GSTTI, GSTPI, GSTOI,
GSTO?2 1 analiziran je njihov efekat na rizik za nastanak primarnog glaukoma otvorenog ugla. Pored
toga, identifikovani su ispitanici u grupi obolelih 1 kontrolnoj grupi sa poznatim faktorima rizika
(hipertenzija, dijabetes i pusenje), te je ispitivan udruzeni efekat genskih polimorfizama GSTM 1, GSTPI,
GSTOI1, GSTO2, GSTTI i navedenih faktora rizika na rizik za nastanak primarnog glaukoma otvorenog
ugla. Dalje, odredivani su genski polimorfizmi GPX/ i1 SOD? i ispitivan je njihov uticaj na rizik za
nastanak primarnog glaukoma otvorenog ugla. Takode, ispitivan je i udruZeni uticaj navedenih genskih
polimorfizama i potvrdenih faktora rizika, odnosno hipertenzije, dijabetesa i puSenja, na razvoj ovog
tipa glaukoma.

4.1 Demografske i klinicke karakteristike pacijenata sa primarnim glaukomom otvorenog
ugla i kontrola

Odabrane demografske i klinicke karakteristike pacijenata obolelih od primarnog glaukoma
otvorenog ugla i odgovarajuce kontrolne grupe su predstavljene u Tabeli 2. U POAG grupi je bilo 102
pacijenta, od kojih 45 muskog, a 57 Zenskog pola, dok je u kontrolnoj grupi bilo 302 ispitanika, 143
muskarca 1 159 Zena. Prosecna starost u grupi obolelih od primarnog glaukoma otvorenog ugla je
iznosila 72,47+ 8,30, a u kontrolnoj grupi 71,06 £ 7,8. Nije uocena statisticka znacajnost u pogledu
starosti, pola, indeksa telesne mase (ITM) i prevalencije puSenja medu ucesnicima. Procenat ispitanika
koji su imali dijabetes ili arterijsku hipertenziju je bio statisticki znacajno veci u grupi pacijenata obolelih
od primarnog glaukoma otvorenog ugla u odnosu na kontrole (p<0.001) (Tabela 2).

Prema podacima prikazanim u Tabeli 2 svi rezultati su korigovani u odnosu na hipertenziju i
diabetes mellitus. Pored ove dve varijable rezultati su korigovani i u odnosu na pol, starost, indeks
telesne mase i pusenje.

Tabela 2. Demografske i klinicke karakteristike POAG pacijenta i odgovarajucih kontrola

Varijabla Kontrole POAG pacijenti p
Starost (godine) 71,06 + 7,81 72,47+ 8,30 0,120
Pol (nf, %)

Muski 143 (47,4) 45 (44,1)

Zenski 159 (52,6) 57 (55,9) 0,571
Indeks telesne mase (kg/m?) 26,29 £4,25 26,17 £ 3,24 0,760
Pusenje (n, %)

Ne 159 (53,5) 55(53,9)

Da 138 (46,5) 47 (46,1) 0,946
Hipertenzija (n, %)

Ne 190 (67,1) 19 (19,0)

Da 93 (32,9) 81 (81,0) <0,001
Diabetes mellitus (n, %)

Ne 198 (88,0) 73 (72,3)

Da 27 (12,0) 28 (27,7) <0,001

fprose¢na vrednost + standardna devijacija (SD), *n, broj ispitanika,
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Svim pacijentima obolelim od primarnog glaukoma otvorenog ugla su na osnovu medicinske
dokumentacije evidentirane vrednosti intraokularnog pritiska pre zapocinjanja antiglaukomske terapije.
Pacijenti su dalje podeljeni u tri grupe. Oni koji su imali intraokularni pristisak ispod 21 mmHg (n=15),
pacijenti koji su imali intraokularni pritisak ve¢i od 21 mmHg, ali nizi od 30 mmHg (n=60) i oni koji su
imali pritisak ve¢i od 30 mmHg (n=27) (Slika 25).

E<21 mmHg ®21-30 mmHg ®m>30mmHg =

Slika 25. Procentualna zastupljenost bolesnika obolelih od primarnog glaukoma otvorenog ugla prema
vrednostima intraokularnog pritiska.

U grupi obolelih od POAG-a, 53 ispitanika je imalo udruzena oftalmoloska oboljenja. Najcesce
udruzeno o¢no oboljenje je bila katarakta. Kod 18 ispitanika katarakta je bila prisutna na oba oka, kod
8 ispitanika na jednom oku je bila uradena operacija katarakte (pseudophakia), dok je kod 6 ispitanika
bila uradenu operacija katarakte obostrano. Slede¢e udruzeno oboljenje po ucestalosti je dijabeticka
retinopatija (n=11), potom senilna degeneracija makule (AMD, n=3) i epiretinalna membrana (n=2).
Takode, po jedan ispitanik je imao Graves-ovu orbitopatiju, pterygium internum, Fuchs-ovu distrofiju,
keratoconjunctivitis sicca i strabizam (Slika 26).
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Slika 26. Distribucija udruZenih oftalmoloskih oboljenja kod pacijenata obolelih od primarnog
glaukoma otvorenog ugla.

Svim pacijentima iz grupe obolelih od primarnog glaukoma otvorenog ugla odredivan je
refrakcioni status. Dobijeni rezultati su pokazali postojanje jedne od refrakcionih anomalija kod 73
pacijenta, dok su 29 pacijenata bili emetropi. Miopija, odnosno kratkovidost je bila najzastupljenija
refrakciona anomalija, prisutna kod 37 pacijenata. Broj pacijenata sa hipermetropijom je iznosio 25, dok
je astigmatizam detektovan kod 11 obolelih od POAG-a (Slika 27).

B Emetropija ® Miopija m Hipermetropija & Astigmatizam

Slika 27. Procentualna distribucija ucestalosti refrakcionih anomalija (miopije, hipermetropije i
astigmatizma) kod bolesnika obolelih od primarnog glaukoma otvorenog ugla
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4.2 Povezanost GSTM1 i GSTTI gena sa rizikom za nastanak primarnog glaukoma otvorenog
ugla

U tabeli 3 prikazane su ucestalosti polimorfizama GSTT! 1 GSTM1 gena u grupi obolelih od
primarnog glaukoma otvorenog ugla (POAG) i u kontrolnoj grupi. Kao aktivni genotip je oznaceno
prisustvo bar jednog alela GSTT! ili GSTMI gena. Sto se tite GSTTI gena, aktivni genotip je bio
statistiCki znacajno zastupljeniji u grupi POAG pacijenata (84,5%) u odnosu na kontrolnu grupu
ispitanika u kojoj je ucestalost ovog genotipa iznosila (74,3%). Takode, ispitanici koji su bili nosioci
GSTT1 aktivnog genotipa su imali dvostruko veci rizik za obolevanje od glaukomske opticke neuropatije
u odnosu na ispitanike nosioce nultog GSTT1 genotipa (OR=1,92, 95%CI=1,02-3,64, p=0,044) (Tabela
3).

Iako je ucestalost GSTMI nultog genotipa bila vec¢a u grupi obolelih od primarnog glaukoma
otvorenog ugla (52,6%) u odnosu na odgovarajuce kontrole (50,0%), prisutna razlika nije bila statisticki
znacajna (OR=1,15, 95%, CI=0,71-1,89, p=0,569). Takode, ispitanici nosioci GSTM aktivnog i GSTM1
nultog genotipa nisu se razlikovali po riziku za obolevanje od primarnog glaukoma otvorenog ugla.

Tabela 3. Povezanost delecionith GSTM1 i GSTTI polimorfizama sa rizikom za nastanak primarnog
glaukoma otvorenog ugla.

Varijabla Kontrole POAG ORT (95% CI%) p*
(0%, %) pacijenti
(n, %)
GSTTI
Nulti 52 (25,7) 15 (15.5) 1,00 (referentna grupa)
Aktivni 150 (74,3) 82 (84,5) 1,92 (1,02-3,64) 0,044
GSTM1
Aktivni 101 (50,0) 46 (47,4) 1,00 (referentna grupa)
Nulti 101 (50,0) 51 (52,6) 1,15 (0,1-1,89) 0,569

TOR (engl. odds ratio), odnos Sansi prethodne izloZenosti kod slu¢ajeva (prisutan dogadaj od interesa) i kontrola (odsutan
dogadaj od interesa),

iCI (engl. confidence interval), interval poverenja,

$n, broj ispitanika,

p < 0,005 je smatrano statisticki zna¢ajnom razlikom,

*p vrednost i OR su dobijeni na osnovu modela logisticke regresije korigovanim u odnosu na starost i pol

4.3 Povezanost polimorfizama GS7TOI i GSTO gena sa rizikom za nastanak primarnog
glaukoma otvorenog ugla

U tabeli 4 su prikazane distribucije razlicitih genotipova GSTO! i GSTO2 gena u grupi obolelih
od primarnog glaukoma otvorenog ugla i u kontrolnoj grupi. Najces¢e prisutan alel je oznacen kao
referentni, a nosioci ovog polimorfizma su pripadali referentnoj grupi. U grupi obolelih od primarnog
glaukoma otvorenog ugla ucestalost genotipova GSTO! gena je iznosila, GSTOI*CC 41,2%,
GSTOI*CA 43,3% 1 GSTOI*AA 15,5%, dok je u kontrolnoj grupi GSTOI*CC genotip imalo 41,1%
ispitanika, genotip GSTOI*CA je bio prisutan kod 49,3% ucesnika, a GSTOI*AA je imalo 9,6%
ispitanika. Iako je u ovom istrazivanju prime¢ena veca zastupljenost homozigotnih nosilaca varijantnog
alela (GSTOI*AA) u POAG grupi u odnosu na kontrolnu grupu, nije pokazana statisticki znacajna
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povezanost izmedu polimorfizama GSTO! gena sa rizikom za nastanak primarnog glaukoma otvorenog
ugla (OR=1,43, 95%CI=0,60-3,42, p=0,418).

U grupi obolelih od primarnog glaukoma otvorenog ugla ucestalost genotipova GSTO2 gena je
iznosila, GSTO2*AA 44,3%, GSTO2*AG 41,2% 1 GSTO2*GG 14,4%, dok je u kontrolnoj grupi
GSTO2*AA genotip imalo 46,1% ispitanika, genotip GSTO2*AG je bio prisutan kod 45,7% ucesnika,
a GSTO2*GG je imalo 8,2% ispitanika. Rezultati istrazivanja povezanosti polimorfizama GS702
pokazali su da nosioci GSTO2*GG genotipa imaju dvostruko ve¢i rizik za nastanak POAG-a, medutim
ovaj rezultat nije bio statisti¢ki znacajan (OR=2,15; 95%CI=0,92-5,04; p=0,077) (Tabela 4).

Tabela 4. Povezanost GSTO! 154925 1 GSTO2 rs156697 polimorfizama sa rizikom za nastanak POAG-

a
Varijabla Kontrole POAG ORT (95% CI¥) p*
(n%, %) pacijenti
(n, %)
GSTOI 154925
CcC 120 (41,1) 40 (41,2) 1,00 (referentna grupa)
CA 144 (49,3) 42 (43,3) 0,64 (0,35-1,18) 0,150
AA 28 (9,6) 15 (15,5) 1,43 (0,60-3,42) 0,418
CC+CA 264 (90,4) 82 (84,5) 1,00 (referentna grupa)
AA 28 (9,6) 15 (15,5) 1,85 (0,82-4,14) 0,137
GSTO?2 rs156697
AA 129 (46,1) 43 (44,3) 1,00 (referentna grupa)
AG 128 (45,7) 40 (41,2) 0,95 (0,52-1,72) 0,855
GG 23 (8,2) 14 (14,4) 2,09 (0,85-5,15) 0,108
AA+AG 257 (91,8) 83 (85,6) 1,00 (referentna grupa)
GG 23 (8,2) 14 (14,4) 2,15 (0,92-5,04) 0,077

TOR (engl. odds ratio), odnos 3ansi prethodne izloZenosti kod slu¢ajeva (prisutan dogadaj od interesa) i kontrola (odsutan
dogadaj od interesa),

ICI (engl. confidence interval), interval poverenja,

$n, broj ispitanika,

p < 0,005 je smatrano statisticki zna¢ajnom razlikom,

*p vrednost i OR su dobijeni na osnovu modela logisticke regresije korigovanim u odnosu na starost, pol, indeks telesne
mase, pusenje, hipertenziju i dijabetes

4.4  Povezanost polimorfizma GS7TPI gena sa rizikom za nastanak primarnog glaukoma
otvorenog ugla gena

U tabeli 5 je prikazana distribucija GSTPI genotipova kod pacijenata obolelih od primarnog
glaukoma otvorenog ugla, kao i u kontrolnoj grupi. Sto se ti¢e GSTPI rs1695 polimorfizma, u obe grupe
najcesce je bio zastupljen GSTPI*AA genotip, kod obolelih od primarnog glaukoma otvorenog ugla
ucestalost je iznosila 48,0%, a kod ispitanika u kontrolnoj grupi 46,6%. Slede¢i po ucestalosti je bio
genotip GSTPI1*AG, sa ucestalos¢u od 41,2% kod POAG pacijenata i 39,4% kod odgovarajucih
kontrola. Najmanju ucestalost su imali homozigotni nosioci varijantnog GSTPI*GG genotipa (POAG
grupa 10,8%, kontrolna grupa 14,0%). U ovom istrazivanju nije pokazana statisticki znacCajna
povezanost GSTPI 1s1695 gena sa nastankom primarnog glaukoma otvorenog ugla (OR=1,36;
95%CI1=0,75-2,44; p=0,468) (Tabela 5).
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Homozigotni oblik GSTPI*CC varijante GSTP!I rs1138272 je bio najzastupljeniji i u grupi
obolelih i u kontrolnoj grupi, sa ucestaloséu 89,2% 1 85,5%. Ucestalost genotipa GSTPI*CT u POAG
grupi je iznosila 10,8%, dok je u kontrolnoj grupi ucestalost bila 14,1%. Genotip GSTPI*CT je bio
prisutan samo kod jednog ispitanika u kontrolnoj grupi, dok u grupi obolelih od primarnog glaukoma
otvorenog ugla nije dokazan. Nije pokazana statistiCka povezanost polimorfizma GSTP/I rs1138272 na
rizik za nastanak POAG-a (OR=0,81; 95%CI=0,39-1,69; p=0,570) (Tabela 5).

Tabela 5. Povezanost GSTP! rs1695 1 GSTPI rs1138272 polimorfizma sa rizikom za nastanak
POAG-a.

Varijabla Kontrole POAG ORT (95% CI%) p*
(0%, %) pacijenti
(n, %)
GSTPI rs1695
AA 130 (46,6) 49 (48,0) 1,00(referentna grupa)
AG 110 (39.4) 42 (41,2) 1,36 (0,75-2,44) 0,309
GG 39 (14,0) 11(10,8) 1,39 (0,57-3,38) 0,468
AA+AG 240 (86,0) 91 (89,2) 1,00 (referentna grupa)
GG 39 (14,0) 11(10,8) 1,22 (0,52-2,83) 0,651

GSTPI rs1138272

CC 224 (85,5) 91 (89,2) 1,00 (referentna grupa)
CT 37 (14,1) 11 (10,8) 0,81 (0,39-1,69) 0,570
TT 1(0,4) 0(0,0) / /

TOR (engl. odds ratio), odnos Sansi prethodne izloZenosti kod sluéajeva (prisutan dogadaj od interesa) i kontrola (odsutan
dogadaj od interesa),

iCI (engl. confidence interval), interval poverenja,

$n, broj ispitanika,

p < 0,005 je smatrano statisticki zna¢ajnom razlikom

*p vrednost i OR su dobijeni na osnovu modela logisticke regresije korigovanim u odnsu na starost, pol, indeks telesne mase,
pusenje, hipertenziju i diabetes mellitus.

4.5  Povezanost polimorfizama GPX1iSOD?2 gena sarizikom za nastanak primarnog glaukoma
otvorenog ugla

U tabeli 6 je prikazana distribucija genotipova GPX! i SOD2 gena u studijskoj i u kontrolnoj
grupi. Naime, ucestalost GPX7*CC genotipa, koji je oznacen kao referentni, je manja u grupi obolelih
od primarnog glaukoma otvorenog ugla nego kod odgovarajuc¢ih kontrola (38,5% POAG, 48,7%
kontrolna grupa). U POAG grupi je bila veca ucestalost i heterozigotnih, GPX7*CT, i homozigotnih,
GPXI*TT, nosilaca varijantnog alela. Nije bilo statisticki znacajne povezanosti GPX/ gena i rizika za
nastanak POAG-a iako su nosioci GPXI*TT genotipa imali 2,2 puta ve¢i rizik za razvoj glaukomske
neuropatije od pojedinaca kojima je potvrden GPXI*CC genotip (OR=2,20, 95%CI=0,88-5,54,
p=0,093).

Za razliku od GPXI gena, kod SOD2 gena, heterozigotni nosioci varijantnog polimorfizma
SOD2*TC su imali viSe nego dvostruko ve¢i rizik za nastanak POAG-a u odnosu na homozigotne
nosioce referentnog SOD?2 genotipa, SOD2*CC (OR=2,11, 95%CI=1,09-4,09, p=0,026). U studijskoj i
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u kontrolnoj grupi najzastupljeniji je SOD2*TC genotip (57,0% POAG grupa, 47,0% kontrolna grupa),
dok je najmanju ucestalost imao SOD2*TT genotip (18,3% POAG grupa, 21,3% kontrolna grupa)

(Tabela 6).

Tabela 6. Povezanost GPX1 rs1050450 1 SOD2 rs4880 polimorfizama sa rizikom za nastanak POAG-a

Varijabla Kontrole POAG pacijenti  ORT (95% CI¥) p*
(n%, %) (n, %)

GPXI1 rs1050450

CcC 132 (48,7) 37 (38,5) 1,00 (referentna grupa)

CT 117 (43,2) 45 (46,9) 1,24 (0,68-2,27) 0,481

TT 22 (8,1) 14 (14,6) 2,20 (0,88-5,54) 0,093

CC+CT 249 (91,9) 82 (85,4) 1,00 (referentna grupa)

TT 22 (8,1) 14 (14,6) 1,95 (0,82-4,61) 0,129

SOD?2 rs4880

CcC 91 (31,7) 23 (24,7) 1,00 (referentna grupa)

TC 135 (47,0) 53 (57,0) 2,11 (1,09-4,09) 0,026

TT 61 (21,3) 17 (18,3) 1,50 (0,66-3,44) 0,329

CcC 91 (31,7) 23 (24,7) 1,00 (referentna grupa)

TC+TT 196 (68,3) 70 (75,3) 1,92 (1,03-3,58) 0,041

TOR (engl. odds ratio), odnos $ansi prethodne izlozenosti kod slu¢ajeva (obolelih) i kontrola,

iCI (engl. confidence interval), interval poverenja,

$n, broj ispitanika,

p < 0,005 je smatrano statisticki zna¢ajnom razlikom,

*p vrednost i OR su dobijeni na osnovu modela logisticke regresije korigovanim u odnosu na starost, pol, indeks telesne
mase, puSenje, hipertenziju i diabetes mellitus.

4.6  UdruZeni efekat GSTTI i GSTM1 genskih polimorfizama na rizik za nastanak primarnog
glaukoma otvorenog ugla

U tabeli 7 prikazana je distribucija genotipova kombinovanih polimorfizama GST7T! i GSTM1 gena.
I u kontrolnoj grupi i u grupi obolelih od primarnog glaukoma otvorenog ugla najvise je bilo onih koji
su bili istovremeni nosioci oba aktivna genotipa (GSTT1-aktivni/GSTM 1-aktivni). U POAG grupi takvih
ispitanika je bilo 44,3%, a u kontrolnoj grupi 39,1%. Analizom pojedina¢nih polimorfizama pokazano
da nosioci GSTTI aktivnog genotipa imaju veci rizik za nastanak primarnog glaukoma otvorenog ugla
(OR=1,92, 95%CI=1,02-3,64, p=0,044), dok se u kombinaciji sa GSTMI nultim genotipom rizik za
nastanak primarnog glaukoma otvorenog ugla vise nego dvostruko povecao (OR=4,36, 95%CI=1,21-
15,65, p=0,024).
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Tabela 7. Udruzeni efekat GSTM1 1 GSTTI polimorfizama na rizik za nastanak POAG-a

Varijabla Kontrole = POAG OR' (95% CI%) p*
(0%, %) pacijenti
(n, %)

GSTT1/GSTM1
GSTTI-nulti/GSTM I-aktivni 22(10,9) 3 (3.1 1,00 (referentna grupa)
GSTTI-nulti/GSTM I-nulti 30(14,9) 12 (12,4) 3,11 (0,77-12,45) 0,110
GSTTI-aktivni/GSTM1-aktivni 79 (39,1) 43 (44,3) 4,14 (1,16-14,74) 0,028
GSTTI-aktivni/GSTM I-nulti 71 (35,1) 39 (40,2) 4,36 (1,21-15,65) 0,024

TOR (engl. odds ratio), odnos $ansi prethodne izloZenosti kod sluéajeva (prisutan dogadaj od interesa) i kontrola (odsutan
dogadaj od interesa),

iCI (engl. confidence interval), interval poverenja,

$n, broj ispitanika,

p < 0,005 je smatrano statisticki zna¢ajnom razlikom,

*p vrednost i OR su dobijeni na osnovu modela logisticke regresije korigovanim u odnosu na starost i pol

4.7  UdruZeni efekat GSTOI i GSTO?2 genskih polimorfizama na rizik za nastanak primarnog
glaukoma otvorenog ugla

Uzimajuéi u obzir ¢injenicu da se oba gena GSTO! i GSTO2 nalaze na istom hromozomu i da su
medusobno blisko pozicionirani, odnosno da ih razdvaja kratak segment veli¢ine 1,5 kb, ispitivan je
udruzen efekat polimorfizama ova dva gena, GSTO/ rs4925 1 GSTOZ2 rs156697. Ispitanici koji su u svom
genskom materijalu imali bar jedan referentni alel GSTO! (GSTOI*CC, GSTOI*CA) i1 GSTO2 gena
(GSTO2*AA 1 GSTO2*AG) su oznaceni kao referentna grupa. Rezultati ovog istrazivanja su pokazali
da homozigotni nosioci polimorfizama oba gena (GSTOI*AA/GSTO2*GG) imaju statisticki znac¢ajno
povecan rizik za obolevanje od primarnog glaukoma otvorenog ugla (OR=8,21, 95%CI=2,17-31,04,
p=0,002) (Tabela 8).

Tabela 8. Udruzeni efekat GSTO1/GSTO?2 genskih polimorfizama na rizik za nastanak POAG-a.

Varijabla Kontrole POAG pacijenti  ORT (95% CI¥) p*
(n%, %) (n, %)

GSTO1/GSTO2

CC+CA/AA+AG 231 (85,6) 80 (82,5) 1,00 (referentna grupa)

CC+CA/GG 13 (4,8) 2(2,1) 0,42 (0,08-2,12) 0,291

AA/AATAG 18 (6.7) 3G.1) 0.4 (0,11-1.73) 0.240

AA/GG 8 (3.00) 12 (12.4) 821 (2.17-31,04) 0.002

TOR (engl. odds ratio), odnos $ansi prethodne izlozenosti kod slu¢ajeva (obolelih) i kontrola,

iCI (engl. confidence interval), interval poverenja,

$n, broj ispitanika,

p < 0,005 je smatrano statisticki zna¢ajnom razlikom

*p vrednost i OR su dobiveni na osnovu modela logisticke regresije korigovanim u odnsu na starost, pol indeks telesne mase,
pusenje, hipertenziju i diabetes mellitus
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4.8  UdruZeni efekat GPXI i SOD2 genskih polimorfizama na rizik za nastanak primarnog
glaukoma otvorenog ugla

U ovoj studiji procenjivan je i udruzeni efekat GPX1 i SOD2 genskih polimorfizama na rizik za
nastanak primarnog glaukoma otvorenog ugla. Istovremeni nosioci varijantnog GPX7/*TT i referentnog
SOD2*CC su bili pod znacajno veé¢im rizikom za nastanak primarnog glaukoma otvorenog ugla
(OR=6,66, 95%CI=1,75-25,36, p=0,005).

Tabela 9. Udruzeni efekat GPX1/SOD?2 genskih polimorfizama na rizik za nastanak POAG-a.

Varijabla Kontrole POAG pacijenti  OR' (95% CI¥) p*
(n%, %) (n, %)

GPX1/SOD2

CC+CT/CC 77 (29,4) 14 (15.4) 1,00 (referentna grupa)

CC+CT/TT+TC 163 (62.2) 64 (70.3) 2.81 (1,36-5.79) 0,005

TT/CC 6 (2.3) 9.(9.9) 6.66 (1,75-2536) 0.005

TT/TT+TC 16 (6.1) 4 (4.4) 1.94 (0.47-7.98) 0357

TOR (engl. odds ratio), odnos $ansi prethodne izlozenosti kod slu¢ajeva (obolelih) i kontrola,

iCI (engl. confidence interval), interval poverenja,

$n, broj ispitanika,

p < 0,005 je smatrano statisticki zna¢ajnom razlikom

*p vrednost i OR su dobiveni na osnovu modela logisticke regresije korigovanim u odnosu na starost, pol, indeks telesne

mase, pusenje, hipertenziju i diabetes mellitus
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Rezultati ove studije su pokazali da prisustvo GST7! aktivnog genotipa doprinosi znacajno
vecem riziku za nastanak primarnog glaukoma otvorenog ugla, dok se u kombinaciji sa GSTM 1 nultim
genotipom rizik za nastanak primarnog glaukoma otvorenog ugla viSe od dvostruko povecava. Nije
pokazana statisticki znacajna povezanost izmedu polimorfizma GSTO! gena i nastanka POAG-a, kao i
ni izmedu GSTO?2 polimorfizma, iako su nosioci GSTO2*GG genotipa imali dvostruko ve¢i rizik za
nastanak POAG-a, ali bez statisticke znacajnosti. S druge strane, rezultati istrazivanja povezanosti
udruzenih efekata genskih polimorfizama GSTO! i GSTO?2 i rizika za nastanak POAG-a su pokazali da
homozigotni nosioci varijantnih oblika oba gena (GSTOI*AA/GSTO2*GG) imaju osam puta vedi rizik
za oboljevanje od primarnog glaukoma otvorenog ugla. U ovom istrazivanju, nije uocena statisticki
znaajna povezanost GPXI] polimorfizma i rizika za nastanak POAG-a iako su nosioci GPXI*TT
genotipa imali 2,2 puta vecu Sansu za oboljevanje od glaukomske opti¢ke neuropatije od pojedinaca
kojima je potvrden GPXI*CC genotip, ali bez dostizanja praga znalajnosti. Sto se tie SOD2
polimorfizma nosioci heterozigotnog SOD2*TC genotipa imali su viSe nego dvostruko ve¢i rizik za
nastanak POAG-a u odnosu na homozigotne nosioce referentnog SOD2*CC genotipa. Dalje,
istovremeni nosioci varijantnog GPXI*TT ireferentnog SOD2*CC genotipa su bili pod znacajno ve¢im
rizikom za nastanak primarnog glaukoma otvorenog ugla.

UceS¢e oksidativnog stresa i slobodnih kiseoni¢nih radikala u patofiziologiji i progresiji
primarnog glaukoma otvorenog ugla je podrzano sve ve¢im brojem dokaza u literaturi (Aslan i sar, 2008;
Ghanem 1 sar, 2010; Sacca i sar, 2007; Wojcik-Gryciuk i sar, 2016; Zanon-Moreno i sar, 2008).
Povecana produkcija biomarkera oksidativnog stresa, disfunkcija/aktivacija glijalnih ¢elija, aktivacija
NF-kB, i regulacija proinflamatornih citokina su procesi povezani sa razvojem primarnog glaukoma
otvorenog ugla (Vernazza i sar, 2020). Pojacano formiranje slobodnih kiseoni¢nih radikala uprkos
antioksidativnim odbrambenim mehanizmima, moze dovesti do oSte¢enja DNK i proteina u Celiji,
lipidne peroksidacije ¢elijske membrane, $to moze imati uticaj na razlicite strukture oka (Fan Gaskin i
sar, 2021). Pretpostavlja se da oksidativni stres dovodi do oStec¢enja ganglijskih ¢elija retine (RGC) i na
taj nacin direktno ucestvuje u nastanku neuropatije vidnog Zivca karakteristicne za glaukom (Nita 1 sar,
2016). Pored toga, slobodni kiseoni¢ni radikali mogu ugroziti integritet trabekularne mreze uzrokujuéi
posledi¢no povecanje intraokularnog pritiska, jednog od klju¢nih faktora rizika za nastanak primarnog
glaukoma otvorenog ugla (Sacca i sar, 2007). Ovakav Stetan efekat bi se potencijalno mogao smanjiti
delovanjem antioksidanata, ali je potrebno sprovesti dalje studije kako bi se ispitala dugoro¢na
efikasnost i bezbednost razli¢itih antioksidanata i njihove kombinacije u potrazi za onima koji su imaju
adekvatan efekat (Garcia-Medina i sar, 2020).

GST su familija polimorfnih enzima koji sluze kao ¢elijski ¢uvari u borbi protiv oksidativnog
stresa (Hayes i sar, 2005). Osim uloge koju imaju u detoksikaciji, ovi enzimi su ukljuceni i u nekoliko
drugih vaznih procesa kao Sto su prenos signala u ¢eliji, posttranslacione modifikacije i rezistencija na
hemioterapijske lekove (Tew i sar, 2011). Na primer, pi i mi klase GST moduliraju signalni put
mitogenom aktivirane protein kinaze (MAPK), koji reguliSe celijski odgovor na stres, proliferaciju i
apoptozu putem direktnih interakcija sa c-Jun N-terminalnom kinazom 1 (engl. Jun-terminal kinase 1 -
JNKI) 1 regulatornom kinazom 1 apoptotskog signala (engl. Apoptosis signal-regulating kinase 1 -
ASKI) (Tew i sar, 2011). Aktivacijom JNK dolazi do fosforilacije multiplih nuklearnih supstrata kao
Sto su transkripcioni faktor c-Jun, aktivirajuéi transkripcioni faktor 2 (ATF2), p53 i drugi, Sto rezultuje
alteracijama u celijskom ciklusu, reparaciji DNK 1/ili aktivaciji apoptoze (Davis, 2000). Glutation
transferaze se takode smatraju modulatorima ovih procesa zbog svoje interakcije sa JNK. Naime,
GSTP1-1, formiraju¢i kompleks sa JNK, sprecava aktivnost ovog enzima i posledi¢nu aktivaciju
signalnih puteva. Na ovaj nacin se u fizioloSkim uslovima obezbeduje minimalna bazalna aktivnost JNK,
medutim u uslovima oksidativnog stresa dolazi do disocijacije kompleksa GSTP1-1 i JNK i aktivacije
kinazne aktivnosti. GSTP1-1 je uklju€en i u regulaciju aktivnosti nuklearnog faktora kappa B (NF-xB),
transkripcionog faktora koji stimuliSe aktivaciju proinflamatornih signalnih kaskada (Jones i sar, 2016).
Takode, i drugi GST izoenzimi mogu da ucestvuju u regulaciji signalnih puteva posredovanih MAPK.
ASKI je enzim ¢ija aktivacija prethodi aktivaciji JNK i predstavlja inicijalni deo proapoptotske signalne
kaskade. GSTM1-1 formira kompleks sa ASK1 na sli¢an nafin kao GSTP1-1 i JNK $to rezultuje
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inhibicijom ovog enzima (Almasieh i sar, 2012). Nedavni nalazi snazno sugeriSu da je apoptoza
retinalnih ganglijskih ¢elija jedan od glavnih dogadaja u patogenezi i progresiji primarnog glaukoma
otvorenog ugla, sa posebnim naglaskom na aktivaciju apoptotskog puta posredovanog ASK1(Katome i
sar, 2013). S druge strane, delecija ASK1 gena sprecava smrt retinalnih ganglijskih ¢elija, kao i ishemiju
mreznjace 1 oSte¢enja vidnog Zivca kao Sto je prikazano u razliCitim eksperimentalnim modelima
glaukoma (Katome i sar, 2013). Verovatni molekularni mehanizam koji lezi u osnovi uloge GSTM1 u
pogorsanju bolesti moZe biti nekataliticka regulatorna uloga GSTM1 u signalnoj kaskadi propoptotskog
ASKI-MAPK kinaznog puta. Nekoliko studija je pokazalo da, nezavisno od enzimske aktivnosti
transferaze, GSTMI1 protein moze regulisati aktivnost ASK1 protein-protein interakcijom. Dakle, pod
nestimulisanim uslovima, GSTMI1-1 suprimira ASK1 posredovanu aktivaciju signalne kaskade
JNK/protein kinaze aktivirane stresom (JNK/SAPK) i inhibira apoptotsku celijsku smrt zavisnu od
ASKI1. Naprotiv, razli€iti stresori, kao §to su slobodni radikali, mogu indukovati disocijaciju proteinskog
kompleksa GSTM1:ASK1, §to posledi¢no pokre¢e ASK1-posredovan apoptotski signalni put (Cho i sar,
2001). Poznato je da familija glutation transferaza ucestvuju i u reakcijama S-glutationilacije proteina,
a pokazalo se da su brojni proteini supstrati za GST posredovanu S-glutationilaciju proteina ukljucujuci
protein disulfid izomerazu (engl. protein disulfide isomerase - PDI), p53 1 peroksiredoksin-VI (Prdk-
VI) (Kalinina i sar, 2023; Singh i sar, 2021; Townsend i sar, 2009). Prekomerna ekspresija GST, posebno
GSTP1-1, se Cesto smatra mogu¢im mehanizmom rezistencije tumorskih ¢elija na lekove (Singh i sar,
2021; Theodossiou i sar, 2017). Dakle, GST postaju vazna terapijska meta, a GST inhibitori mogu imati
potencijalnu klinicku primenu u rezistenciji tumorskih ¢elija na lekove (Townsend i sar, 2005).

Pored ranije pobrojanih razlika izmedu razlic¢itih klasa glutation transferaza, postoji i znac¢ajna
genetska heterogenost medu klasama usled genskih delecija i duplikacija, kao 1 polimorfizama jednog
nukleotida u kodiraju¢im i1 nekodirajué¢im regionima. U velikoj veéini slucajeva, navedeni polimorfizmi
opisan kod svih citosolnih glutation transferaza imaju znacajne funkcionalne posledice i dovode se u
vezu sa pojavom razli¢itih malignih i nemalignih bolesti (Board i sar, 2013).

U nasoj studiji GSTMI nulti genotip je bio ¢eS¢i u grupi pacijenata sa glaukomom, ali bez
statistiCke znacCajnosti u poredenju sa zdravim kontrolama, $to je u saglasnosti sa nekoliko drugih
istrazivanja (Barbosa i sar, 2012; Jansson i sar, 2003; Juronen i sar, 2000, Fan i sar, 2010). S druge
strane, povezanost GSTM nultog genotipa sa rizikom za nastanak primarnog glaukoma otvorenog ugla
je opisana u brazilskoj (Rocha i sar, 2011; Silva i sar, 2014), italijanskoj (Izzotti i sar, 2010), turskoj
(Yildirim i sar, 2005) i gr¢koj (Lavaris i sar, 2016) populaciji. Kao §to je ve¢ navedeno, razli€iti stresori,
kao §to su slobodni radikali, mogu indukovati disocijaciju proteinskog kompleksa GSTM1:ASK1, $to
posledi¢no pokrec¢e ASK1-posredovan apoptotski signalni put (Cho i sar, 2001). Na taj nacin se moze
pretpostaviti da je kod nosilaca GSTM nultog genotipa obolelih od primarnog glaukoma otvorenog ugla
prisutna intenzivnija apoptoza retinalnih ganglijskih ¢elija, ¢ak i nakon tretmana antioksidansima. Za
razliku od ovih istrazivanja, znacaj GSTMI aktivnog genotipa u nastanku primarnog glaukoma
otvorenog ugla je opisan u estonskoj (Juronen i sar, 2000) i turskoj populaciji (Unal i sar, 2007). Sva
ova istrazivanja podrzavaju pretpostavku o GSTM1 genu kao faktoru rizika za nastanak primarnog
glaukoma otvorenog ugla.

Sto se ti¢e polimorfizama GSTT! gena, u ovom radu je pokazano da su nosioci GSTT! aktivnog
genotipa pod znacajno ve¢im rizikom od razvoja primarnog glaukoma otvorenog ugla. Naime, prisustvo
GSTT1 aktivnog genotipa je bilo povezano sa skoro dvostruko veéim rizikom za razvoj primarnog
glaukoma otvorenog ugla sto je u skladu sa rezultatima istrazivanja sprovedenog u brazilskoj populaciji
(Rocha 1 sar, 2011), dok su istrazivaci u nekoliko drugih studija otkrili povezanost GSTT/ nultog
genotipa i razvoja ovog tipa glaukoma (Abu-Amero i sar, 2008; Unal i sar, 2007). U studijama kineske
(Fan 1 sar, 2010), meksicke (Buentello-Volante i sar, 2013), estonske (Juronen i sar, 2000) i turske
populacije (Yildirim i sar, 2005) nije pronadena povezanost izmedu GS77T! polimorfizma i rizika za
nastanak primarnog glaukoma otvorenog ugla. Osim povezanosti pojedinacnih polimorfizama, u ovom
istrazivanju ispitivan je i udruzeni efekat GSTM1 i GSTT1 polimorfizama na rizik za nastanak primarnog
glaukoma otvorenog ugla. Rezultati ove studije su pokazali vise od ¢etvorostruko ve¢i rizik od nastanka
primarnog glaukoma otvorenog ugla kod ispitanika koji su istovremeni nosioci GSTM nultog i GSTT1
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aktivnog genotipa Sto je u saglasnosti su sa studijom Rocha i saradnika (Rocha i sar, 2011). U svojoj
studiji, Rocha i sar. su jo§ pokazali i povezanost GSTMI nultog genotipa sa viSim nivoima
intraokularnog pritiska, izrazenijim oSte¢enjem glave vidnog Zivca i ispadima u vidnom polju. Na
osnovu toga da produzeni oksidativni stres moZze doprineti povecanju intraokularnog pritiska (Sacca 1
sar, 2007), nasi rezultati o povecanom riziku kod nosilaca kombinacije GSTM nultog i GSTT1 aktivnog
genotipa ukazuju da oksidativna oSte¢enja mogu znacajno uticati na patofiziologiju primarnog glaukoma
otvorenog ugla. Prema tome, odredivanje GSTM1 i GSTTI polimorfizma potencijalno moze biti vredan
indikator za procenu rizika za nastanak primarnog glaukoma otvorenog ugla.

Iako su glutation transferaze omega (GSTO) jedna od klasa superfamilije citosolnih GST, imaju
drugacije supstrate u odnosu na druge GST klase 1 imaju izvesne strukturne karakteristike razlicite u
odnosu na ostale ¢lanove GST superfamilije enzima. Za razliku od ostalih klasa koje u aktivnom mestu
enzima imaju aminokiseline serin ili tirozin, funkcionalna grupa u aktivnom mestu GSTO klase je
aminokiselina cistein (Whitbread 1 sar, 2005). Zbog prisustva funkcionalne grupe cisteina u aktivnom
mestu, GSTO ispoljavaju niz specificnih aktivnosti, ukljucujuéi tioltransferaznu aktivnost koja ima
vaznu ulogu u reakcijama glutationilacije proteina, Sto je karakteristicno prvenstveno za GSTOI-1
izoenzime (Menon, 2013). Osim uloge koju imaju u procesu glutationilacije, glutation transferase omega
ucestvuju i u biotransformaciji arsena, a ispoljavaju i dehidroksiaskorbat-reduktaznu (DHAR) aktivnost
&ime tite ¢eliju od $tetnih efekata delovanja slobodnih radikala. Stavise, smatra se da u éelijama sisara
najvecu dehidroksiaskorbat-reduktaznu aktivnost aktivnost imaju GSTO2-2 enzimi (Zhou i sar, 2012).
Pored toga, GSTO1-1 jo$ u€estvuje i u aktivaciji proinflamatornog citokina, interleukina-1f i modulaciji
rijanodinskih receptora (Whitbread i sar, 2005).

Rezultati dobijeni u ovoj studiji pokazali su da su nosioci varijantog GSTOI*AA genotipa i
varijantnog GSTO2*GG pod povecanim rizikom za razvoj primarnog glaukoma otvorenog ugla.
Pokazalo se da glutation transferaze klase omega uklanjaju slobodne radikale o¢uvanjem redukovanog
oblika askorbinske kiseline (dehidroaskorbat-reduktazna aktivnost) (Schmuck i sar, 2005; Whitbread i
sar, 2005). U ovoj studiji varijantni GSTO2*GG genotip je bio povezan sa pove¢anim rizikom od razvoja
primarnog glaukoma otvorenog ugla §to je bilo na granici statisticke znacajnosti. GSTO2 je enzim sa
najve¢om dehidroaskorbat-reduktaznom aktivnos¢u u <¢elijama sisara (Zhou i sar, 2012). U
polimorfizmu GSTO2 rs156697, varijantni alel GSTO2*G dovodi do nize ekspresije GSTO2 gena (Allen
i sar, 2012). Allen i sar. su pokazali da su nivoi ekspresije GSTO2 smanjeni u mozgu pacijenata sa
Alchajmerovom boles¢u (Allen i sar, 2012). Zanimljivo je da mozak ima jednu od najvecih koncentracija
askorbinske kiseline u telu (Harrison i sar, 2009). Osim u mozgu, visoki nivoi askorbata se nalaze i u
o¢noj vodici, u koncentracijama koje su 20 puta veée od koncentracija u krvi (Varma i sar, 2011). U
o¢noj vodici askorbinska kiselina (AA) ima sustinsku ulogu u uklanjanju hidroksilnih i superoksidnih
anjonskih radikala (Varma i sar, 2011). Askorbinska kiselina se aktivno transportuje u ocnu vodicu u
oksidovanom obliku kao dehidroaskorbinska kiselina, a zatim se pretvara u manje difuzionu askorbinsku
kiselinu pomoc¢u enzima sa dehidroaskorbat redukataznom aktivno$¢u. Na taj nacin, askorbinska
kiselina sprecava oSteCenje katjonskih pumpi so€iva izazvano UV zraCenjem 1 smanjuje
fotoperoksidaciju membrane (Kannan i sar, 2001). U jednom od nasih prethodnih istrazivanja, pokazali
smo da su nosioci najmanje jednog varijantog GSTO2*G alela u kombinaciji sa pusSenjem ili
profesionalnim izlaganjem ultraljubicastom zracenju bili pod znacajno ve¢im rizikom da obole od
senilne katarakte (Stamenkovic i sar, 2014). Sli¢no katarakti, u primarnom glaukomu otvorenog ugla,
dehidroaskorbat reduktazna aktivnost GSTO2 moze biti vazna u antioksidantnoj odbrani ganglijskih
¢elija retine i za oCuvanje integriteta trabekularne mreZe zbog Stetnog dejstva slobodnih kiseoni¢nih
radikala.

Posedovanje cisteina u aktivnom mestu (Whitbread i sar, 2005) obezbedilo je omega klasi
glutation transferaza Citav niz specifi¢nih aktivnosti koje nisu povezane sa drugim GST (Board i sar,
2016). Konkretno, referntni alel, GSTO/*C, ima vecu deglutationilacionu aktivnost i nizu aktivnost
glutationilacije za razliku od varijantnog alela, GSTOI*A (Menon i sar, 2013). Nekoliko istrazivackih
studija sugeriSe da je glutationilacija proteina, kao vazna posttranslaciona modifikacija, fizioloski
relevantan mehanizam za kontrolu stepena aktivacije NF-kB (Lin i sar, 2012). Ako je ova pretpostavka
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ispravna, onda je varijantni alel GSTOI*A sa glutationilacionom aktivno$¢u verovatno odgovoran za
inaktivaciju NF-kB i povecan nivo apoptoze u odgovoru na oksidativni stres u ganglijskim ¢elijama
mreznjace. S obzirom na medusobnu udaljenost GSTO! i GSTO?2 gena od samo 7,5 kb, analizirali smo
1 kombinovani efekta ovih polimorfizama u proceni rizika za nastanak primarnog glaukoma otvorenog
ugla. Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da je rizik od nastanka primarnog glaukoma otvorenog ugla
bio 8 puta vec¢i kod osoba koje su bile istovremeni nosioci i varijantnog GSTO! 1 varijantnog GSTO2
genotipa. Znacajno je naglasiti i da u dostupnoj litearaturi nema podataka o povezanosti polimorfizama
gena koji kodiraju glutation transferazu omega 1 i omega 2 i primarnog glaukom aotvorenog ugla.

Pored polimorfizama glutation transferaza, u naSem istrazivanju, ispitivana je i veza izmedu
primarnog glaukoma otvorenog ugla i polimorfizama superoksid dizmutaze 2 (SOD2) i glutation
peroksidaze 1 (GPX1), enzimi koji ucestvuje u neutralizaciji slobodnih radikala i procesima zaStite
organizma od oksidativnog stresa. SOD2 je homotetramerni protein koji se nalazi u mitohondrijama i
sadrzi jon mangana (Mn?*/Mn*") kao kofaktor u aktivnom mestu (Valentino, 2022). MnSOD ima veliki
znacaj upravo zbog svoje uloge u neutralizaciji mitohondrijskog O:-, koji predstavlja glavni izvor
¢elijskih kiseoni¢nih slobodnih radikala. SOD2 kataliSe dizmutaciju Oz- u vodonik peroksid i
molekularni kiseonik (Bresciani i sar, 2015). GPX je porodica seleno-zavisnih enzima koji kataliSu
redukciju vodonik peroksida i organskih hidroperoksida (Lubos i sar, 2011). S druge strane, GPX1 je
ubikvitarno prisutna u citosolu i mitohondrijama i vrsi eliminaciju H2O: pretvaranjem u H>O (Brigelius-
Flohé¢ i sar, 2013).

Nasi rezultati su pokazali da su nosioci varijantog GPX/*TT genotipa bili pod poveéanim
rizikom za razvoj primarnog glaukoma otvorenog ugla, ali bez statisticke znacajnosti. Malinovska i sar.
su u svom istrazivanju pokazali da su nosioci GPXI*TT genotipa bili pod 4 puta ve¢im rizikom da obole
od primarnog glaukoma otvorenog ugla (Malinowska i sar, 2016). Nedavno su Velkovska i sar.
istrazivali povezanost GPX/ rs1050450 polimorfizma i primarnog glaukoma otvorenog ugla u populaciji
pacijenata u Sloveniji. Ono §to su pokazali jeste da je polimorfizam GPXI rs1050450 povezan sa
stadijumom primarnog glaukoma otvorenog ugla, nizim intraokularnim pritiskom i ve¢im vertikalnim
pre¢nikom ekskavacije glave vidnog zivca (c/d) (Atanasovska Velkovska i sar, 2021). Zbog ¢injenice
da varijantni GPX7*TT genotip karakteriSe niza enzimska aktivnost (Hamanishi i sar, 2004; Ravn-Haren
1 sar, 2006) povecan rizik za razvoj primarnog glaukoma otvorenog ugla moze se pripisati smanjenoj
dostupnosti GPX1, ¢ime se smanjuje intracelularni odgovor na oksidativni stres.

Drugi antioksidativni enzim, superoksid dismutaza, kataliSe konverziju superoksidnog anjona
u vodonik peroksid i molekularni kiseonik (Miriyala i sar, 2012). U naSem istarzivanju, nosioci
heterozigotnog SOD2*TC genotipa imali su viSe nego dvostruko veci rizik za nastanak primarnog
glaukoma otvorenog ugla u odnosu na homozigotne nosioce referentnog SOD2*CC genotipa. Nekoliko
istrazivackih studija pokazalo je da osobe sa SOD2*CC (*Alal6Ala) genotipom imaju vecu aktivnost
SOD2 u poredenju sa onima sa genotipom SOD2*TC (*Vall6Ala) ili SOD2*TT (*Vall6Val) (Shimoda-
Matsubayashi i sar, 1996; Sutton i sar, 2003). Naime, SOD2*T alel (kodira aminokiselinu valin) rezultira
smanjenom ekspresijom iRNK, nestabilnom iRNK, poremecéenim transportom SOD enzima u
mitohondrije i smanjenim potencijalom za neutralizaciju superoksid anjona (Shimoda-Matsubaiashi i
sar, 1996; Sutton i sar, 2003). Nedavnim istrazivanjima SOD?2 rs4880 polimorfizma koje su izvele grupe
Celojevi¢ i sar. i Lavaris i sar. nije uodena povezanost izmedu SOD2 polimorfizma i rizika za razvoj
primarnog glaukoma otvorenog ugla (Celojevic i sar, 2014; Lavaris i sar, 2016). Nasuprot tome, Zhou i
sar. su pokazali postojanje povezanosti polimorfizma SOD2 sa primarnim glaukom otvorenog ugla, §to
sugeriSe potencijalno znacajnu ulogu superoksid dizmutaze 2 u razvoju primarnog glaukoma otvorenog
ugla u kineskoj populaciji (Zhou i sar, 2015). Abu-Amero 1 sar. su isti polimorfizam ispitivali kod
pacijenata sa primarnim glaukomom zatvorenog ugla (PACG) iz Saudijske Arabije i oznacili SOD2 gen
kao potencijalni marker teZine primarnog glaukoma zatvorenog ugla (Abu-Amero i sar, 2014). U nasoj
studiji pokazan je 6 puta veéi rizik za razvoj primarnog glaukoma kod osoba koji su bili istovremeni
nosici SOD2*CC genotipa sa viSom enzimskom aktivno$¢u superoksid dizmutaze i GPXI*TT genotipa
sa nizom aktivnoS¢u glutation peroksidaze. Veca aktivnost enzima SOD2 i niza aktivnost GPX1 mogu
dovesti do povecane proizvodnje H,O> delovanjem SOD2 i smanjene neutralizacije usled nize aktivnosti
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GPX1. Akumulacija H2Oz, kao redoks signalnog molekula, moze dalje da izazove apoptozu u retinalnim
ganglijskim ¢elijama (Di Marzo i sar, 2018), a pretpostavlja se da je apoptoza jedan od glavnih dogadaja
u patogenezi i progresiji primarnog glaukoma otvorenog ugla (Katome i sar, 2013).

Tokom poslednje decenije mnogobrojne studije su istrazivale potencijalne nove terapijske
modalitete kod obeljelih od glaukoma. S obzirom na mnostvo dokaza o ulozi poremec¢aja homeostaze
redoks sistema u patogenezi glaukoma, veliki broj studija je bio baziran na suplementaciji
antioksidansima. Neki od najceSc¢e ispitivanih antioksidanasa su vitamini A, E, B, C, koenzim Q,
resveratrol, alfa lipoi¢na kiselina, kao i ekstrakti Ginko biloba-e i zelenog c¢aja (Cao 1 sar, 2020;
Cybulska-Heinrich i sar, 2012; Das, 1989; Davis i sar, 2017; Hsu i sar, 2015; Inman i sar, 2013; Williams
isar, 2017; Xu i sar, 2014; Yang i sar, 2019). Naime, studije na glaukomatoznim animalnim modelima
su pokazale da antioksidansi mogu da pomognu u regulaciji IOP-a, kao i da smanje stepen apoptoze
retinalnih ganglijskih celija (Garcia-Medina 1 sar, 2020). Medutim, rezultati istrazivanja uloge
antioksidanasa u leenju 1 prevenciji glaukoma u humanoj populaciji su i dalje nedovoljno jasni, zbog
ekstremne heterogenosti u metodologiji i dizajnu studija (Scuteri i sar, 2020). Takode, fokus istrazivanja
savremenih studija je udruzeno dejstvo nekoliko razli¢itih antioksidanasa (Angeloni i sar, 2020).

U zakljucku, rezultati ovog istrazivanja sugeriSu da polimorfizmi GS7, GPXI i SOD2
moduliraju rizik za nastanak primarnog glaukoma otvorenog ugla. Posto je primarni glaukom otvorenog
ugla takvo oboljenje kod kog su rana dijagnoza i leenje od velike vaznosti, razvoj dijagnostickih testova
koji bi posluzili prepoznavanju onih osoba koji su u riziku od razvoja glaukoma je veoma znacajan. S
obzirom na veliki broj gena koji su otkriveni, naSe razumevanje njihove uloge u nastanku i razvoju
primarnog glaukoma otvorenog ugla predstavlja nau¢ni izazov. Buduca istrazivanja treba usmeriti na
odredivanje redoks profila o¢ne vodice, ¢ime bi se potvrdili rezultati povezanost istrazivanih
polimorfizama sa redoks profilom u primarnom glaukomu otvorenog ugla. Konac¢na svrha istrazivanja
bila bi identifikacija kompletnog seta gena koji bi mogli da imaju ulogu u patogenezi i progresiji
glaukomu i da se razviju, ne samo dijagnosticki, ve¢ i prognosticki testovi. Ono $to je takode vazno,
kako navode Zukerman i saradnici, jeste nastaviti sa otkrivanjem molekularnog mehanizma glaukoma
(Zukerman i sar, 2021). PoboljSanjem naseg znanja o genetici glaukoma i povezanosti izmedu podataka
o individualnom fenotipu i genotipu, kao i osnovnih mehanizama, bili bismo u poziciji da proSirimo
sisteme skrininga, dijagnoze i terapije glaukomom i kako bi se postignla individualna medicinska praksa
1 razvila ciljna personalizovana terapiju. Ovakav pristup bi potencijalno obezbedio nacin da se
identifikuju oni koji su podlozniji razvoju primarnog glaukoma otvorenog ugla i uveo rano lecenje pre
nego S$to se razviju trajna oste¢enja vidnog zivca i slepilo.
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6 ZAKLJUCCI



Na osnovu svega navedenog, mogu se izvesti sledec¢i zakljuccei:

e GSTMI 1 GSTPI polimorfizmi nisu imali modifikujuéi efekat na rizik za oboljevanje od
primarnog glaukoma otvorenog ugla.

e Nosioci GSTT! aktivnog genotipa su imali dvostruko veéi rizik za oboljevanje od
glaukomske opticke neuropatije u odnosu na nosioce nultog GSTT! genotipa. Slican
modulirajuéi efekat GSTTI aktivnog genotipa dobijen je i u kombinaciji sa GSTM1
nultim genotipom.

e lako individualni efekat GSTO1 i GSTO2 polimorfizma u riziku za nastanak POAG-nije
pokazan, homozigotni nosioci varijantnih alela oba gena (GSTOI*AA/GSTO2*GG) su
pokazali osam puta ve¢i rizik za oboljevanje.

¢ Nije bilo statisticki znacajne povezanosti GPXI gena i rizika za nastanak POAG-a

e Zarazliku od GPXI gena, heterozigotni nosioci varijantnog SOD2*TC genotipa su imali
dvostruko ve¢i rizik za nastanak POAG-a u odnosu na homozigotne nosioce referentnog
SOD?2 genotipa, SOD2*CC.

e Kombinovani efekat varijantnog GPXI/*TT i referentnog SOD2*CC genotipa je
znac¢ajno modulirao rizik za nastanak primarnog glaukoma otvorenog ugla.

e Na osnovu gore navedenih zakljuCaka moze se uociti da su polimorfizmi GSTMI,
GSTT1, GSTOI1, GSTO2, GPXI 1 SOD2 gena, pojedni¢ano i u kombinaciji, povezani sa
rizikom za nastanak primarnog glaukoma otvorenog ugla.
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SPISAK SKRACENICA
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10P

OAG
ACG
PACG
PAC
PACS
GON
POAG
RNFL
HTG
Glaucoma)
NTG
Glaucoma)
CCT

OHT
OHTS
MIOC
OPTN
TIGR

Evropsko udruzenje glaukomatologa (engl. European Glaucoma Society)
intraokularni pritisak

glaukom otvorenog ugla (engl. Open Angle Glaucoma)

glaukom zbog zatvaranja ugla (engl. Angle Closure Glaucoma)

primarni glaukom zbog zatvaranja ugla (engl. Primary Angle Closure Glaucoma)
primarno zatvaranje ugla (engl. Primary Angle Closure)

suspektno primarno zatvaranje ugla (engl. Primary Angle Closure Suspect)
glaukomna opticka neuropatija

primarni glaukom otvorenog ugla (engl. Primary Open Angle Glaucoma)

sloj retinalnih nervnih vlakana (engl. Retinal Nerve Fiber Layer)

primarni glaukom otvorenog ugla sa povisenim pritiskom (engl. High Tension

primarni glaukom otvorenog ugla sa normalnim pritiskom (engl. Normal Tension

centralna debljina roznjace (engl. Central Corneal Thickness)

okularna hipertenzija

engl. Ocular Hypertension Treatment Study

miocilin

optineurin

protein inducibilnog glukokortikoidnog odgovora trabekularne mreze (engl.

Trabecular Meshwork Inducible-Glucocorticoid Response Protein)

GWAS
OPP
EGPS
CGL
HIF-1a
ROS
RNS
RCIS
RBrS
RSS
RCS
RSeS
OSD
GPX
SOD
MDA
CAT
GST
TRX
GSH
GCL
GSSG
MAPEG

studije asocijacije u ¢itavom genomu (engl. Genome-Wide Association Studies)
okularni perfuzioni pritisak

European Glaucoma Prevention Study

corpus geniculatum laterale

hipoksijom indukovan faktor la (engl. Hypoxia inducible factor-1 alpha)
reaktivni oblici kiseonika (engl. Reactive Oxigen Species)

reaktivni oblici azota (engl. Reactive Nitrogen Species)

reaktivni oblici hlora (engl. Reactive Chlorine Species)

reaktivni oblici broma (engl. Reactive Bromine Species)

reaktivni oblici sumpora (engl. Reactive Sulfurn Species)

reaktivni oblici uglenika (engl. Reactive Carbonyl Species)

reaktivni oblici selena (engl. Reactive Selenium Species)

bolest prednje povrsine oka (engl. ocular surface Disease)

glutation peroksidaza

superoksid dizmutaza

malondialdehid

katalaza

glutation transferaza

tioredoksin

glutation

glutamat cistein ligaza

oksidovani glutation

membranski proteini ukljuceni u metabolizam eikosanoida i glutationa (engl.

membrane-associated proteins in eicosanoid and glutathione metabolism)

GSTA
GSTM
GSTP
GSTS
GSTT

glutation transferaza alfa
glutation transferaza mi
glutation transferaza pi
glutation transferaza sigma
glutation transferaza teta



GSTZ
GSTO
JNK
NF kB
IL-1B
MAPK
ATF2
ASK1
SNP
BPDE
GRX
DHAR
NOX4
TRX
PRX
PAH
1IRNK
Sec
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Trn
Asp
Se-H
Se-OH
Se-SG
BCVA
EDTA
ELISA
IT™M
PCR
DNK
OR

SD

CI

PDI
PrdkVI

glutation transferaza zeta

glutation transferaza omega

c-Jun-N-terminalna kinaza

nuklearni faktor kappa B

interleukin 1 beta

mitogen aktiviraju¢a protein kinaza (engl. mitogen-activated protein kinase)
aktiviraju¢i transkripcioni faktor 2

(engl. apoptosis signal regulating kinase)

pojedinacni nukleotidni polimorfizam (engl. single nucleotide polymorfism)
benzo(a)pyrene diol epoxide

glutaredoksin

dehidroaskorbat reduktazna aktivnost

NADPH oksidaza 4

tioredoksin

peroksiredoksin

policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici (engl. polycyclic aromatic hydrocarbons)
informaciona ribonukleinska kiselina

selenocistein

cistein

glutamin

triptofan

asparagin

selenol

selenska kiselina

glutatiolovani selenol

najbolje korigovana vidna oStrina (engl. best corrected visual acuity)
etilen diamino tetra siréetna kiselina

enzimski imunoesej (engl. enzyme-linked immunosorbent assay)
indeks telesne mase

reakcija lan¢anog umnozavanja DNK

deoksiribonukleinska kiselina

engl. Odds Ratio

standardna devijacija

interval poverenja (engl. confidence interval)

protein disulfid izomerazu (engl. protein disulfide isomerase)
peroksiredoksin-VI
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