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SAZETAK

UVOD: Hroni¢na bubrezna bolest (HBB) je nezavistan faktori rizika za kardiovaskularne bolesti. Cilj ovog rada
je da se ispita efekat polimorfizama gena za homocistein MTHFR 677C>T, MTHFR 1298 A>C, interleukin 6 -
174G>C, interleukin 10 -1082G>A i -819T>C i fetuin 742 C>T i 766 C>G na koncentracije homocisteina, 1L-6
i IL-10, fetuina i na rane i kasne pokazatelje ateroskleroze, pojavu kalcifikacija na koronarnim arterijama
(KKA) i prezivljavanje bolesnika.

METODE: U studiju za Hcy uklju¢eno je 188 bolesnika, 82 le¢eno hemodijalizama (HD) i 106 sa
transplantiranim bubregom (TX). U studiji za IL-6 i IL -10 228 bolesnika (77 HD i 55 na peritoenumskoj
dijalizi), a za fetuin 88 (46 sa HBB i 42 Tx) i kontrolnoj grupi 28 zdravih osoba.

Odredjivani su polimorfizmi u genima PCR metodom, biohemijske analize, CRP, amiloid A, fetuin-A, homo-
cistein, IL-6 i IL-10. Merena je debljine intima medije (IMD) karotidnih arterija i prisustvo plaka, a skor kalci-
fikacija multislajsnom tomografijom.

REZULTATI:

Bolesnici sa MTHFR 677 CT i TT genotipom su imali vise vrednosti Hcy, ali bez statisticke znacajnosti. Ho-
mozigoti sa genotipom IL-6 -174CC su imali znacajno vise koncentracije IL-6 (6,4pg/ml), u odnosu na -
174GC+GG genotipove (3,1pg/ml, p=0,30). Koncentracije IL-10 nisu razlikovale prema genotipovima IL-10 -
1082G>A i -819T>C. Homozigoti sa genotipom u genu za fetuin 742TT i 766GG su imali najnize koncentracije
fetuina-A (p=0,02).

Aterosklerotski plak na karotidnim arterijama je imalo 47% bolesnika. IMD i izrazenost plaka nije se
razlikovala medju MTHFR genotipovima. Ispitanici sa plak skorom 1-3 su bili zna¢ajno stariji, ¢es¢e su imali
hipertenziju, visi C reaktivni protein i kreatinin, a najznacajniji prediktor je bila starost (B=0,133; p<0,001, OR
=1,14).

KKA je imalo 46,5 % bolesnika. Bolesnici sa fetuinom-A <0,437g/l su imali ¢es¢e KKA i veci skor. U univari-
jantnoj analizi prediktori KKA su bili starost, nivo fetuina-A i polimorfizam u genima za fetuin, a u multivari-
jantoj analizi starost (OR=0,17) i fetuin-A (OR=0,17).

Heterozigoti MTHFR 677CT su imali lo$ije preZivljavanje u odnosu na ostale MTHFR genotipove. Znacajno
vec¢i mortalitet su imali bolesnici sa IL-6 -174CC genotipom (95%CI 20,0-32,2) u odnosu na GC i GG genotip
(hi kvadrat 11,398; p=0,003), razli¢iti IL-10 genotipovi nisu znacajno uticali na prezivljavanje. Najznacajniji
prediktor za smrtnost su bili koncentracija IL-6, CRP, albumin, kt/v i polimorfizam u genu za IL-6 -174G>C.
Petogodisnje prezivljavanje bolesnika bez mutacije u genu za fetuin 742C>T je bilo 100%, kod bolesnika sa
mutacijom 81%, a ukoliko su imali i povisene vrednosti C reaktivnog proteina 50%.

ZAKLJUCAK: Ispitivanja u ovom radu nisu pokazala da je polimorfizam u genu za MTHFR znagajno povezan
sa koncentracijom homocisteina, niti sa parametrima ateroskleroze, heterozigoti MTHFR 677CT su imali losije
prezivljavanje. Polimorfizam IL-6 -174G>C je bio povezan sa koncentracijama IL-6, homozigoti 174CC su im-
ali znacajno vise koncentracije IL-6 i losije prezivljavanje. Polimorfizmi u genu za fetuin su bili udruzeni sa
nizim koncentracijama fetuina-A u krvi i sa losijim prezivljavanjem.

Kljucne reci: genski polimorfizmi, kardiovaskularne bolesti, ateroskleroza, hroni¢na bubrezna bolest,
homocistein, inflamacija, fetuin-A, kalcifikacije krvnih sudova

Naucna oblast: Medicina

Uza nauc¢na oblast: Nefrologija
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Abstract

Chronic kidney disease (CKD) is an independent risk factor for cardiovascular disease. The aim of this study
was to examine the effect of gene polymorphisms for homocysteine MTHFR 677C> T, MTHFR 1298 A> C,
interleukin 6 -174G> C, interleukin 10 -1082G> A and -819T> C for fetuin 742 C> T and 766 C > G on con-
centrations of homocysteine, IL-6 and IL-10, fetuin and on early and late indicators of atherosclerosis, the oc-
currence of coronary artery calcifications (COA) and patient survival.

METHODS: The Hcy study included 188 patients, 82 treated with hemodialysis (HD) and 106 with kidney
transplantation (TX). In the study for IL-6 and IL-10 228 were included (77 HD and 55 on peritoneum dialysis),
and for fetuin 88 (46 with HBB and 42 Tx) and the control group of 28 healthy individuals.

Polymorphisms in genes were determined by PCR, biochemical analysis, CRP, amyloid A, fetuin-A, homo-
cysteine, IL-6 and IL-10. The thickness of the intimate media (IMD) of the carotid arteries and the presence of
plague were measured, and the score was calcified by multislice tomography.

RESULTS: Patients with MTHFR 677CT and TT genotype had higher Hcy values, but no statistical signific-
ance. Homozygotes with genotype IL-6 -174CC had significantly higher IL-6 concentrations of 6.4pg/ ml,
compared to -174GC + GG genotypes (3.1pg / ml, p = 0.30). IL-10 concentrations did not differ according to
IL-10 genotypes -1082G> A and -819T> C. Homozygotes for mutations in the fetuin gene 742TT and 766GG
had the lowest concentrations of fetuin-A (p = 0.02).

IMD and plague expression did not differ among MTHFR genotypes. Subjects with a plaque score of 1-3 were
significantly older, more likely to have hypertension, higher C-reactive protein and creatinine, and the most sig-
nificant predictor was age (B = 0.133; p <0.001, OR = 1.14).

Patients with fetuin-A <0.437 g/ | had more frequent CCA and a higher score. In the univariate analysis, the
predictors of CCA were age, fetuin-A level, and polymorphism in fetuin genes, and in the multivariate analysis,
age (OR =0.17) and fetuin-A (OR = 0.17).

Heterozygotes of MTHFR 677CT had poorer survival compared to other MTHFR genotypes. Patients with IL-6
-174CC genotype had significantly higher mortality (95% CI 20.0-32.2) compared to GC and GG genotype (chi
square 11.398; p = 0.003), different IL-10 genotypes were not significantly affected to survival. The most im-
portant predictors for mortality were IL-6 concentration, CRP, albumin, kt / v, and IL-6 -174G> C gene poly-
morphism. The five-year survival of patients without mutation in the fetus 742C> T gene was 100%, in patients
with mutation 81%, and in patients with elevated reactive protein C values 50%.

CONCLUSION: The studies in this paper did not show that polymorphism in the MTHFR gene was significant-
ly associated with homocysteine concentration or atherosclerosis parameters, MTHFR 677CT heterozygotes had
poorer survival. The IL-6 -174G>C polymorphism was associated with IL-6 concentrations, mutation homozy-
gotes had significantly higher IL-6 concentrations and poorer survival. Polymorphisms in the fetuin gene 742
C>T and 766C>G were associated with lower blood concentrations of fetuin-A and poorer survival.

Key words: gene polymorphisms, cardiovascular diseases, atherosclerosis, chronic kidney disease,

homocysteine, inflamation, fetuin A, coronary artery calcifications

Scientific field: Medicine
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ISPITIVANJE POVEZANOSTI GENSKIH POLIMORFIZAMA SA
KARDIOVASKULARNIM BOLESTIMA KOD BOLESNIKA SA
TERMINALNOM BUBREZNOM SLABOSTI

1.UVvOD

U poslednje dve decenije ucinjen je veliki napredak u identifikaciji i razumevanju genetske os-
nove kardiovaskularnih bolesti ¢ija je klinicka ili fenotipska heterogenost uoc¢ena kod osoba unutar
porodice ili izmedju porodica. lako nose istu gensku mutaciju, osobe se mogu veoma klinicki razliko-
vati pocevsi od stanja bez simptoma do teske bolesti ili prevremene smrti. Siroka klini¢ka heterogenost
ukazuje da i drugi faktori pored genskih mutacija igraju znac¢ajnu ulogu u modifikovanju klini¢kog fe-
notipa, a oni mogu da budu protektivni ili da pogorSavaju bolest U modifikujuce faktore spadaju kako
starost, pol, faktori spoljasnje sredine (vezbanje, dijeta), tako i i sekundarni genski faktori. Do danas,
uloga sekundarnih genskih faktora je uglavhom fokusirana na genske varijante ili polimorfizme, koji
ne uzrokuju direktno bolest ali mogu uticati na regulatorne ¢inioce. Tako recimo, promotorski regioni
gena menjaju gensku ekspresiju i uti¢u na funkciju kljuénih enzima znacajnih za normalnu kardiovas-
kularnu biologiju (Jameson i sar., 2001, Thommpson i sar 1991,).

1.1.Genski polimorfizam

Nasledna osnova tj. genom ¢oveka sadrzi priblizno 30.000 gena, koji su smeSteni na 23 para
hromozima (22 para autozomnih i 1 par polnih hromozoma). Haploidni set humanog genoma sadrzi
oko 3 milijarde parova nukleinskih baza. Geni ¢ine svega oko 10-15% genoma, od toga je 90% gena
koji kodiraju proteine, a ostatak su sekvence ¢ija funkcija nije razjasnjena do kraja (Jameson i sar.,
2001).

Genski polimorfizmi su promene u sekvenci dezoksiribonukleinske kiseline (DNK) koje se
normalno nalaze u opstoj populaciji sa ucestaloscu vecom od 1% (Thommpson i sar 1991). Nukleotid-
na raznolikost se definise kao odnos broja razli¢ih baza prema ukupnom broju baznih parova dva ge-
noma koja se porede. Parametar heterozigotnosti = odredjuje verovatnocu da se nukleotid na odredenoj
poziciji nadje u heterozigotnom obliku, poredenjem dva hromozoma odabrana po principu sluc¢ajnosti
u odredjenoj populaciji. Procenjuje se da heterozigotnost u naslednoj osnovi ¢oveka iznosi oko
7.51x10" sto predstavlja pojavu 7.51 razligitosti baza na 10 Kb. Varijabilnost za autozomne hromo-
zome se krece od 5.19-8.79 razlicitosti baza na 10 Kb. Za polne hromozome varijabilnost je znatno
nizeg stepena, za X hromozom oko 4.69 razlicitosti baza po 10 Kb i oko 1.51 po 10 Kb za Y hromo-
zom, u nerekombinujucim regionima (Li i sar 1997, International Human Genome Sequencing Con-
sortium 2001).

Tipovi polimorfizama i mehanizam njihovog nastanka

Polimorfizmi mogu nastati kao posledica zamene jednog nukleotida, takozvani polimorfizam
pojedinac¢nih nukleotida (SNP, single nucleotide polymorphism) ili varijacijama u broju repetitivnih
DNK sekvenci i deleciono/insercioni polimorfizam. Polimorfizam pojedina¢nih nuleotida (SNP) je
najéesci izvor genskih varijacija i javlja se na svakih nekoliko stotina parova baza u humanom geno-
mu. Dosadasnjnim ispitivanjima identifikovano je oko 15 miliona DNK varijacija, uglavhom SNP.
SNP se definise pojavom 2 ili vise alternativnih nukleotidnih baza na odredjenom genskom lokusu sa
ucestalos¢u vec¢om od 1%. Ukoliko je promena nastala zamenom baze istog tipa purinskom (adenin
umesto gvanina ili obrnuto) ili pirimidinskom (citozin umesto timina ili obrnuto) ta promena se naziva
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tranzicijom, dok su transverzije zamene bazom drugog tipa (purin u pirimidin ili obrnuto) (Thommp-
son i sar 1991).

Najcesci oblik tranzicije nastaje usled modifikacije DNK metilacijom citozina, naro¢ito kada
je smesten na 5 kraju neposredno uz guanin (dinukleotid 5°-CpG-3"). Deaminacijom 5-metilcitozina u
timidin dolazi do supstitucije CG u TG, povecava se broj vrucih mesta (“hotspots”) za mutacije u
humanom genomu i time, nukleotidna raznovrsnost (International Human Genome Sequencing Con-
sortium 2001).

Nukleotidne supstitucije u kodirajucim regionima mogu se takodje klasifikovati i kao sinonim-
ne i nesinonimne prema njihovom uticaju na krajnji proteinski produkat. Supstitucija je sinonimna
kada mutacijom nukleotidne baze ne dolazi do zamene aminokiseline (“silent” mutacija), a nesinonim-
na kada usled promene u kodirajucem delu jedna aminokiselina biva zamenjena drugom (“missen-
se”’mutacija) ili nastane stop-kodon i prevremen prekid translacije (“nonsense” mutacija) (Internatio-
nal Human Genome Sequencing Consortium 2001.)

Ostali tipovi genetickih polimorfizama rezultat su mutacija tipa insercija i delecija dela DNK,
ukljucujuci i mikrosatelitne ponavljaju¢e sekvence (VNTR, variable number of tandem repeated DNA
sequences). Ove mutacije mogu biti tipa delecija i insercija baza (kada broj zahvacenih baza nije
umnozak od tri) sa promenom okvira ¢itanja (frameshift mutacije), delecija i insercija kodona (kada je
broj zahvacenih baza umnozak od tri), delecija i duplikacija ¢itavih gena usled nepravilnog crossing
over-a izmedju homologih hromozoma kao i insercije ponovaka (Thommpson i sar 1991).

Polimorfizmi DNK su varijacije u naslednoj osnovi koje se sre¢u u populaciji zdravih osoba i
njihov uticaj na izmenu proteinskih produkata i uloga u nastanku bolesti tek treba da bude rasvetljen.
Genski polimorfizmi obi¢no ne uzrokuju bolest direktno, ve¢ predstavljaju predisponirajuce faktore za
nastanak bolesti te se ispituje njihova uloga kao mogucih markera predispozicije za razvoj bolesti. Ovo
je posebno vazno u ispitivanjima poligenskih bolesti, kod kojih sadejstvo vise gena i faktora spoljasnje
sredine odredjuju nastanak bolesti. Studije asocijacije ispituju udruzenost odredjenih genskih varijanti,
odnosno genskih polimorfizama, sa nastankom bolesti u poredjenju sa populacijom zdravih osoba
(Gray i sar., 2000).

1.2.Kardiovaskularne bolesti kao vodeéi uzrok mortaliteta bolesnika sa hroni¢nom
bubreznom bole$¢u

Hroni¢na bubrezna bolest (HBB) predstavlja ostec¢enje strukture i/ili funkcije bubrega koje tra-
je duze od 3 meseca (NIDDK, 2017). HBB ima progresivan tok i vodi trajnom gubitku bubrezne funk-
cije kada je neophodno zapocinjanje lecenja metodama zamene bubrezne funkcije, a koje podrazume-
vaju: hemodijalizu (HD), peritoneumsku dijalizu (PD) ili transplantaciju bubrega(Tx) (Stevens i Levin,
2013). Podaci Svetske zdravstvene organizacije iz 2020.godine ukazuju da HBB je deseti vodeci uzrok
smrtnosti, a predvidanja su da ¢e do 2040.godine HBB postati peti vode¢i uzrok smrtnosti u svetu. U
2017. godini, prevalenca HBB je iznosila 9,1% svetske populacije.

Bolesnici sa terminalnom bubreznom slabo$¢u imaju znacajno veci mortalitet nego osobe iste sta-
rosti u opstoj populaciji (Laysaght i sar 2022). Prema podacima United States Renal Data System
(USRDS) mortalitet kod bolesnika na hemodijalizi je 6,5-7,9 puta ve¢i u odnosu na podatke u opstoj
populaciji, a nakon transplantacije bubrega 1-1,3 puta veci u poredenju sa opstom populacijom. U
2006.9. petogodisnje prezivljavanje bolesnika na hemodijalizi u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama je
iznosilo 30-36%, a nakon transplantacije bubrega 81-85% (Laysaght i sar 2022).

U naSoj zemlji 2016. god. prevalenca bolesnika koji su le¢ili metodama za zamenu funkcije
bubrega je iznosila 598/1 mil. stanovnika za HD, 65/1 mil. stanovnika za PD i1 96/ 1 mil.stanovnika za
T bolesnike a u Evropi prema ERA EDTA registru 476/1 mil. stanovnika za HD, 41/1 mil. stanovnika
za PD i 306/1 mil.stanovnika za T bolesnike (Godisnji izvestaj 0 le¢enju dijalizama i transplantacijom
bubrega u Srbiji 2016. god. UNS, Beograd 2019.god). Analiza ERA —EDTA registra je pokazala da je
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mortalitet bolesnika od perioda 2008-2012. god. iznosio 18.9%. kod bolesnika lec¢enih dijalizom i
3.2% za bolesnike sa transplantiranim bubregom (Haef J. i sar.,). U Srbiji prema Godi$njem izvestaju
za 2016. god. ukupan mortalitet racunat kao procenat umrlih od ukupnog broja bolesnika le¢enih me-
todama za zamenu bubrezne funkcije je u Srbiji iznosio 12,3% i to za HD 14,6%, za PD 13,9% i 1,2%
za T bolesnike. Iste godine uzroci smrti kod skoro 45% bolesnika su bile KVB i cerebrovaskulrane
bolesti, 14 % infekcija, 11% malignitet, ostalo 16% i nepoznato 14% (Godisnji izvestaj 0 leCenju dija-
lizama i transplantacijom bubrega u Srbiji 2016. god. UNS, Beograd 2019.god).

Cinjenica da osobe sa smanjenom bubreznom funkcijom ¢esée oboljevaju i umiru od KVB ne-
go osobe koji imaju o¢uvanu funkciju bubrega kao i ¢injenica da bolesnici sa HBB ¢esto umru od
KVB i pre nego sto bubrezna slabost progredira do terminalnog stadijuma je navela Americko
udruzenje kardiologa da izdvoji HBB kao nezavistan faktor rizika za KVB i mortalitet. (Sarnak i sar.,
2003, Go i sar., 2004)

Faktori rizika za razvoj kardiovaskularne bolesti bolesnika sa hroni¢énom bubreZnom bolesé¢u

Kod bolesnika sa HBB tradicionalni faktori rizika, koji se srec¢u u opstoj populaciji, kao sto
su hipertenzija, pusenje, dislipidemija i dijabetes ne mogu u potpunosti objasniti ubrzanu progresiju
aterosklerotskih procesa, KV dogadjaje kao i visestruko povecan mortalitet koja se sre¢e kod ovih bo-
lesnika. U poslednjih 20-tak godina veliki broj studija je nedvosmisleno ukazalo na znacaj netradicio-
nalnih faktora rizika vezanih za uremijski milje karakteristican za HBB, kao $to su hiperhomocistei-
nemija, hroni¢na inflamacija, oksidativni stres, vaskularne kalcifikacije -prikazani na Shemi 1. (Sarnak
I sar., 2003, Goldsmith i sar., 2001, Collins i sar., 2001).

Godine ‘ Endotelna disfunkcija ’

Inflamacija

Tradiclonalnl Neradu:'m.n.alm
rakt = faktori rizika

Neurohormoni
Tromboza

Hipertenzija

Hiperlipidemija Fibrinoliza
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‘ Diabetes mellitus ’ ‘ Vaskularna kalcifikacija

Kardiovaskularni
dogadjaji

Shema 1 Tradicionalni i netradicionalni faktori rizika i HBB za nastanak KV dogadjaja (Argawal R.
The challenge of discovering patient-level cardiovascular risk factors in chronic kidney disease Kidney
International (2008) 73, 1340-1342)

1.2.1. Tradicionalni faktori rizika




U nastanku KVB i kod bolesnika sa HBB klasi¢ni faktori rizika su izvedeni iz ranije Framin-
gam studije (Framingham) sprovedene u opstoj populaciji i ukljucuju: starost bolesnika, dijabetes,
muski pol, postojanje koronarne bolesti u porodici, hipertenzija, puSenje, smanjena fizicka aktivnost,
visoka koncentracija LDL i niska HDL, menopauza i stres. Analizaju¢i bolesnike lec¢ene dijalizom, na
povecan mortalitet uti¢u bela rasa, starost, muski pol, prisustvo dijabetesa i pusenje i ovi faktori deluju
kao nezavisni faktori rizika. Interesantno je da prisustvo hipertenzije i visoke koncentracije holesterola
ne predstavljaju rizik za smrt ovih bolesnika. Ovaj paradoks je nazvan «reverzna epidemiologija kar-
diovaskularnih bolesti» koji oznac¢ava da malnutricija i kardiomiopatija mogu izazvati smrt kod boles-
nika sa najnizim holesterolom i normalnim krvnim pritiskom (Owen i sar 1993).

1.2.2. Netradicionalni faktori rizika

Kako je predstavljeno na Shemi 1 za razvoj ubrzane ateroskleroze u bolesnika sa HBB su
pored navedenih tradicionalnih, odgovorni i faktori povezani sa samom bubreznom bolesti kako pri-
sustvo albuminurije i proteinurije, ekstracelijsko opterecenje volumenom, poremecen odnos kalcijuma
i fosfora, poremecaj ravnoteze elektrolita, tako i razni uremisjki toksini, hroni¢na inflamacija poviseni
lipoprotein-i, trombogeni faktori, ali i malnutricija, anemija, povisen oksidativni stress (Owen i sar
1993).

Medju najées¢e pro¢uvanim uremijskim toksinima vezanim za nastanak ateroskleroze spada
svakako homocistein, a u poslednje vreme je aktuelno ispitivanje znacaja proniflamatornih citokina u
okviru hroni¢ne inflamacije vezano za uremiju kao i znacaj snizene koncentracije fetuina u nastanku
vaskularnih kalcifikacija.

1.2.2.1. Homocisteini ateroskleroza

Homocistein (Hcy) je neesencijana aminokiselina koja sadrzi sumpor i nastaje u organizmu kao
toksi¢ni intermedijerni produkt u katabolizmu proteina. Ne nalazi se u hrani koju unosimo, ve¢ nastaje
iz metionina unetog sa proteinima hrane. U poslednje tri decenije brojne prospektivne sudije su uka-
zale da je hiperhomocisteinemija znacajan nezavistan faktor rizika za kardiovaskularnu bolest u opstoj
populaciji.

1.2.2.1.1. Metabolizam homocisteina i dejstvo na endotel

Homocistein (Hcy) u serumu postoji u stanju konstantne razmene jedne od njene cetiri forme:
1% se nalazi u slobodnom obliku, 70-80% vezano za albumine disulfidnim vezama i preostalih 20-
30% se nalazi ili kao Hcy dimer ili cistein-Hcy-mesani disulfid. Homocistein nastaje iz metionina. Po
ulasku u ¢elijski prostor metionin se konvertuje u homocistein, koji se potom metabolise jednim od
dva glavna puta: transsulfurilacije ili remetilacije. Homocistein je intermedijerni proizvod u transferu
aktivisane metil grupe iz tetrahidrofolata u S-adenosilmetionin u tzv. aktivisanom metil ciklusu. Ho-
mocistein je takodje intermedijer u putu sinteze cisteina iz metionina, poznat kao put transsulfurilacije.
Referentne vrednosti Hcy u serumu se kre¢u od 5-15 pumol/l. Prekid metabolickih puteva uzrokuje na-
kupljanje Hcy u celijama, koji prelazi u plazmu pre nego sto se dostignu citotoksi¢ne koncentracije
(Selhub i sar., 1999). Genske mutacije, nutricionalni deficiti, razne bolesti i lekovi mogu promeniti
metaboli¢ke puteve dovodeci do hiperhomocisteinemije. Dodatno izvesne demografske karakteristike
su udruzene sa povisenim koncentracijama Hcy (Jacques i sar., 2001).

Postoji nekoliko biohemijskih mehanizama kojima homocistein toksi¢no deluje na endotel:
Hcy podleze spontanoj autooksidaciji, pri cemu nastaju potentni reaktivni citotoksic¢ni radikali (supe-
roksid, vodonik-peroksid, superoksid-anjon i hidroksi radikal). Slobodni radikali dovode do lipidne
peroksidacije, kao inicijalnog koraka u nastanku ateroskleroti¢ne lezije. Hiperhomocisteinemija inhibi-
ra enzim glutation-peroksidazu, te se smanjenem njene aktivnosti povecava ekspozicija endotela reak-
tivnim kiseoni¢nim radikalima. Hcy povecava i stvaranje NO u glatkim miSi¢nim ¢elijama krvnih su-
dova tako sto aktivira transkripciju faktora NF-k beta. Pored navedenog postoje podaci da Hcy menja
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normalni antitromboticki fenotip endotela tako $to povecava aktivaciju faktora XII i faktora V i sman-
juje aktivaciju proteina C; inhibira ekspresiju trombomodulina i heparin-sulfata na povrsini endotela, a
indukuje i ekspresiju tkivnih faktora. Shema 2

Poremecena vazodilatatorna Adhezija Leukocita

funkcija
»
Aktivacija trombocita i Protrombotsko stanje
agregacija
M Hemokini
y M Adhezioni molekuli
- i r'y
02 VN oksid

o MTkivni faktori
- Prostaciklini 1 Faktor Va
, J-Trombomodulin

A
J Aktivacija proteina C
J-Vezivanje antitrombina IlI
JVezivanje plazminogen
aktivatora

M Asimetricni dimetilarginin

. - <> [+ *®

— —

Vaskularne endotelne éelije

Shema 2 . Pretpostavljeni mehanizmi i efekti endotelne disfunkcije uzrokovane Hcy (Weissa N, Kelle-
ra Ch, Hoffmanna U, Loscalzob J. Endothelial dysfunction and atherothrombosis in mild hyperhomo-
cysteinemia. Vasc Med2002; 7: 227-239)

1.2.2.1.2.Povezanost koncentracije homocisteina u krvi i ja¢ine glomerulske filtracije

Koncentracija Hcy u krvi raste sa padom glomerulske filtracije i progresijom hronic¢ne
bubrezne insuficijencije, tako da vecina (preko 85%) pacijenata na dijalizi pokazuje blagu do umerenu
hiperhomocisteinemiju. Koncentracije Hcy inverzno korelisu sa ja¢inom glomerulske fitracije (JGF) i
oko tri puta su vise kod bolesnika na hemodijalizi nego kod zdravih osoba. Posle transplantacije bu-
brega Arnadottir i sar. (Arandottir i sar., 1998) nalaze da je koncentracija Hcy znacajno niza u odnosu
na pre transplantacije (27,6-21,2umol/l), ali je ipak visa nego u kontrolnoj grupi ( 16,0 umol/l). Isti au-
tor porast nivoa Hcy posle transplantacije je zabelezio kod 29% bolesnika (Arandottir i sar., 1998).
Massy i sar. (Massy i sar., 1994) su pokazali da je znacajna hiperhomocisteinemija (preko 14 umol/l)
prisutna kod bolesnika sa transplantiranim bubregom i predstavlja mogu¢i faktor rizika za




kardiovaskularnu bolest, za porast nivoa Hcy za 8,3 umol/l udvostrucava se rizik za kardiovaskularne
dogadaje.

1.2.2.1.3. Genski polimorfizam homocisteina

Genski uzroci hiperhomocisteinemije se mogu podeliti u dve grupe:

A. Prvu grupu cine teski urodjeni deficiti enzima ukljuc¢enih u metabolizam homocisteina:
cistation beta sintetaze ( homocistinuria), metionin sintetaze i MTHFR, koji uzrokuju retka
autozomno recesivna obolenja koja su udruzena sa hiperhomocisteinemijom i vaskularnim
trombozama (Nygard i sar., 1998, Vincent i sar., 1996, Yeun i sar.,1998).

B. Drugu grupu genetickih uzroka hiperhomocisteinemije ¢ine genski polimorfizmi Koji
dovode do suptilnih ali zna¢ajnih promena u strukturi i aktivnosti ovih enzima.

Polimorfizmi u genu za 5,10- MTHFR

Metilen tetrahidrofolat reduktaza (MTHFR) je enzim koji ima ulogu u formiranju
metiltetrahidrofolata, glavnog donora metil grupe za reemetilaciju Hcy u metionin u okviru folatnog
ciklusa (Gaughan i sar., 2000). U humanom genomu gen za 5,10 MTHFR reduktazu nalazi se u
regionu 1p36.3 kratkog kraka hromozoma 1. Ukupna duzina kodirajuceg regiona iznosi 1980 bp. Gen
se sastoji se od 11 egzona, ¢ija je duzina od 102 bp do 432 bp. Duzina introna se krece od 250 bp do
1.5 kb, sa izuzetkom jednog ¢ija je duzina ¢ak 4.2 kb. U genu za MTHFR otkriveno je nekoliko
polimorfnih mesta, a najceSce su zastupljene supstitucije baza na nukleotidnim pozicijama 677. i
1298.
Polimorfizam MTHFR 677 C>T

Suptitucija citozina (C) timinom (T) na nuklotidnoj poziciji 677, lokalizovanog u egzonu 4, tj.

677C>T, dovodi do prevodjenja kodona GCT u kodon GTT, te se prilikom sinteze polipeptidnog lanca
umesto alanina ugraduje valin na 222. poziciji u proteinu u regulatornom domenu enzima (Kang i sar.,
1988) .
Takva promena prouzrokuje nastanak termolabilne forme enzima, koja je smanjene efikasnosti.
Osobe sa koje su homozigoti sa genotipom MTHFR 677 TT imaju smanjunu enzimsku aktivnost na
30% normalne, dok je kod osoba sa heterozigotnim CT genotipom enzimska aktivnost smanjena na
60 % normalne MTHFR  aktivnosti (Kang i sar., 1988).U kontekstu metabolizma Hcy to dovodi do
usporavanja jednog od katabolickih puteva, ¢ime se stvaraju uslovi za njegovo nagomilavanje i
hiperhomocisteinemiju.

Genotip MTHFR 677 TT je ¢eS¢e udruzen sa visokim uHcy u plazmi u poredjenju sa
heterozigotima za istu mutaciju ili normalnim homozigotima, $to je uoceno Sirom svih zemalja i
regiona Evrope.

Kod pacijenata u terminalnom stadijumu bubrezne insuficijencije znacajan je uticaj
MTHFR677C>T polimorfizma u razvoju aterosklerotskih komplikacija. Tako je u studiji u kojoj je
ispitivana udruzenost ovog polimorfizma i nivoa homocisteina sa prisustvom aterosklerotskih plakova
na karotidnim arterijama, utvrdjeno da je ucestalost bolesnika sa TT genotipom na hemodijalizi sa
znac¢ajnom karotidnom stenozom iznosila 17% , dok je u kontrolnoj iznosila 5% .

Direktnim merenjem koli¢ine metilovanog citozina u DNK, utvrdjeno je da osobe sa genotipom
MTHFR 677 TT imaju skoro duplo manje metilovanu DNK. Naravno, to moze imati niz razli¢itih
posledica kako na razvoj kancera tako i na druge procese za koje je metilacija bitna, te ¢e u narednom
periodu istrazivanja na tom polju biti veoma intenzivna (Gregg i sar., 1998).

Polimorfizam MTHFR 1298 A>C
Supstitucija adenina (A) citozinom (C) na poziciji 1298 nukleotida, lokalizovanog u egzonu 7,
tj.1298A>C, dovodi do supstitucije glutamina alaninom na 429. poziciji polipeptidnog lanca, koja
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predstavlja kataliticki domen proteina (66). To dovodi do smanjenja enzimske aktivnosti, ali ne
rezultuje pojavom termolabilne forme enzima.1298A>C mutacija sama nema uticaja na folatni status i
tHcy, ali udruzena sa heterozigotima za 677C>T genotip, potencijalno dovodi do pada folata i
povisenja tHcy u plazmi ( Naomi i sar., 2001).

Ucestalost 1298C alela pokazuje heterogenu distribuciju u razli¢itim populacijama. Najmanja
je kod Afro-Amerikanaca, 0.15, kod Belaca ona iznosi 0.30, dok je ucestalost medju ostalim etnickim
grupama jos uvek predmet istrazivanja.

O uticaju pomenutog polimorfizma u razvoju koronarne bolesti su prisutne brojne
kontradiktornosti, a ukazuje se na moguc¢i znacaj 1298 A>C polimorfizma u nastanku koronarne
vaskularne bolesti u ranom zivotnom dobu, ¢ak i kada nivo homocisteina u krvi nije povisen.

Kod pacijenata sa bubreznom insuficijencijom na hemodijalizi uoceno je da je frekvencija
1298 C alela 0.27, kao i da je kod obolelih sa 677 CC i 1298 CC udruzenim genotipovima znacajno
povisen nivo homocisteina (37.7+/-12 umol/l ) i povecan rizik za pojavu kardiovaskularnih bolesti.

1.2.2.2.Hroni¢na inflamacija i markeri inflamacije kod bolesnika sa hroni¢énom bubreZnom
slabos¢éu

HBB je stanje hroni¢ne inflamacije prac¢eno povisenim vrednostima C reaktivnog proteina i
proinflamatornih citokina koji zajedno povecavaju rizik od smrti bolesnika. Zajedno sa malnutricijom,
oksidativnim stresom i nasledem, hroni¢na inflamacija dovodi do ubrzane ateroskleroze kod bolesnika
sa uremijom.

Inflamacija je deo kompleksa bioloskog odogovora na ozledu tkiva, infekciju, ishemiju i
autoimune bolesti. U fizoloskim granicama, inflamatorni odgovor omogucava odstranjenje Stetnog
agensa i zapoc€inje izleCenje. Medjutim, kada organizam nije u stanju da odstrani pocetni dogadjaj
nastaje stanje hroni¢ne inflamacije koje ima nezeljene sistemske posledice.

Inflamacija je ¢esta u HBB i njena prevalenca inverzno korelise sa stepenom bubrezne
funkcije, a pozitivno sa proteinurijom. Starija dob i prisustvo dijabetesa su nezavisni prediktori
inflamacije u HBB. Neadekvatan imuni odgovori posledi¢na inflamacija su medijatori i /ili
katalizatori progresije HBB, KVB i razvoja insulinske rezitencije, malnutricije, anemije i kostano
mineralnog metabolizma kod bolesnika sa HBB (Carrero i sar., 2010, Stenvinkel i sar., 2002, Akchurin
i sar., 2015).

1.2.2.2.1. Etiologija inflamacije u bolesnika sa hroni¢nom bubreznom boleséu

Etiologija inflamacije u HBB je multifaktorijalna i kako se moze videti na Shemi 3, mnogi
faktori doprinose nastanku hroni¢ne inflamacije u HBB ukljucujuci povecéano stvaranje inflamatornih
citokina, oksidativni stres i acidozu, hroni¢ne i rekurentne infekcije, poremecen metabolizam masnog
tkiva, disbioza mikroorganizama gastrointestinalnog trakta (Simona i sar.,2018).

Hemodijaliza sa infekcijama vaskularnog pristupa, inkompatibilnos¢u dijaliznih membrana i
necistocama U dijalizatnoj te¢nosti, epizode peritonitisa kod bolesnika na peritoneumskoj dijalizi su
moguci faktori koji su povezani sa inflamacijom u HBB. Ali neke osobe razvijaju aterosklerozu i bez
tih stimulusa i tu se zapaza uloga genetskih faktora (Akchurin i sar., 2015.).
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Shema 3. Uzroci hroni¢ne inflamacije u bolesnika sa hroni¢cnom bubreznom boleséu (Filiopoulos, V.,
Vlassopoulos D. Inflammatory syndrome in chronic kidney disease: pathogenesis and influence on
outcomes. Inflamm Allergy Drug Targets 2009;8(5):369-382).

1.2.2.2.2. Biomarkeri inflamacije

1.2.2.2.2.2.1. C reaktivni protein

Od 1990 tih zapazena je povezanost parametara inflamacije - povisenog C reaktivnog proteina
(CRP) kod bolesnika sa bubreznom slabos¢u sa aterosklerozom i losim ishodom.

CRP je reaktant akutne faze upale koji stvara u jetri pod stimulacijom inflamatornim citokini-
ma, prvenstveno IL-6. CRP je prototipni marker inflamacije. Prema studijama u Evropi predlozena
grani¢na vrednosti CRP-a za definisanje inflamacije u uremiji je 10 mg/L. Neke studije su pokazale
povisen rizik za mortalitet ve¢ od nivoa CRP-a >3 mg/L (Stenvinkel i sar., 2002, 2005).

1.2.2.2.2.2. Interleukin 6

Interleukin 6 stvaraju mnogi tipovi celija uklju¢uju¢i monocite, mezotelijalne celije, fibrob-
laste, adipocite i limfocite, obi¢no u odgovoru na fizioloske stimuluse kao sto je infekcija, trauma i
druge ozlede tkiva. IL-6 indukuje reakciju akutne faze, jedan je od pocetnika inflamatornog odgovora.
Moze se detektovati u rangu od 1pg/mL kod zdravih osoba, a povisen je kod veéine, ne svih, bolesnika
sa terminalnom bubreznom slabos¢u. Smanjena elimnacija je glavni uzrok povisenih nivoa IL-6 kod
bolesnika sa terminalnom bubreznom slabosti, ali i povecano stvaranje moze imati ulogu. Na primer,
posle hemodijalize nivo IL-6 u cirkulaciji raste s$to je i dokaz hemodijalizom indukovanog
inflamatornog odgovora. Nivoi IL-6 u plazmi korelisu sa povecanim mortalitetom i losim ishodima
bolesnika sa HBB. CRIC studija je pokazala da su biomarkeri inflamacije kao sto su IL-I beta, IL-6,
CRP i fibrinogen inverzno udruzeni sa parametrima bubrezne funkcije i pozitivno udruzeni sa
stepenom proteinurije (Gupta i sar., 2012, Simon i sar .,2015). Prediktivna vrednost IL-6 za KV i
ukupni mortalitet je bolja u odnosu na prediktivnu vrednosti C reaktivnog proteina (CRP) i drugih
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citokina kao s§to je TNF-alfa, IL 1- beta, IL-1RA i IL 18 (Tripepi i sar., 2005, Stenvinkel i sar., 2002).
Dostupnost novih multipleks tehnologija omogucila je istraziva¢ima da predju sa analize pojedinacnih
citokina na odredjivanje panela citokina. Cohen i saradnici su u kohorti hemodijaliznih bolesnika
odredivali pro-inflamatorni Sablon povisenih IL-1, IL-6 i TNF-a u kombinaciji sa niskim
antiinflamatornim parametrima, ukljuéujuéi IL-2, 1L-4, IL-5, IL-12, CH50 i broj T-¢elija, i pokazali
da bolesnici sa visokim pro-inflamatornim citokinima imaju smanjeno prezivljavanje U poredenju sa
bolesnicima bez karakteristi¢nog citokinskog sablona (Cohen i sar., 2010, Yilmaz i sar., 2014).

1.2.2.2.2 2.3Interleukin 10

Interleukin 10 ( IL-10) je proizvod imunoaktivnih ¢elija, uglavnom monocita i limfocita i ima
Kljuénu ulogu u suprimiranju inflamatornog odgovora. Sekretuje se odlozeno, uglavnom prati
proinflamatorne faktore dolozeno nekoliko ¢asova. IL -10 se eliminise uglavnom putem bubrega, pa je
poluzivot znac¢ajno produzen u terminalnoj bubreznoj slabosti. Neki autori spekulisu da osobe sa
visim nivoima IL-10 imaju bolji imuni balans, ali skorasnje studije pokazuju da I1L-10 moze biti odraz
proinflamatornog miljea i povezan sa losijim ishodima. Za sada nema konkluzivnih podataka o ulozi
11-10 kao protektivnog ili faktoru rizika.

Na osnovu svega navedenog inflamacija dobro prepoznat i vazan netradicionalni faktor rizika
za morbiditet i mortalitet u HBB (Yilmaz i sar., 2014, Morita i sar., 1997).

1.2.2.2.2.3. Povezanost malnutricije, inflamacije i ateroskleroze (MIA sindrom)

Ateroskleroza je kompleksan proces koji zapocinju razli¢ite ozlede vaskularnog endotela.
Endotelna disfunkcija nastala kao posledica inicijalne ozlede karakterise se pove¢anom adhezivnoscu
endotela za leukocite i trombocite i sintezom vazoaktivnih molekula, citokina i prokoagulantnih
faktora. Ovaj odbrambeni odgovor se karakterise klasi¢nim inflamatornim promenama i moze dovesti
do stvaranja plaka, obstrukcije lumena i rupture plaka.

Vec je napomenuto da su faktori ukljuceni u ostecenje arterija u HBB u rasponu od klasi¢nih
faktora do specificnih za bolest (anemija, sekundarni hiperparatiroidizam i izlaganje
bioinkompatiblnim dijaliznim membranama i ili kontaminiranoj dijaliznoj tecnosti) i do novih faktora
rizika kao sto je hiperhomocisteinemija, infekcije i akumulacija endogenih inhibitora NO sinteze,
asimetri¢nog dimetilarginina (ADMA).

Prema inflamatornoj hipotezi ateroskleroze (Ross 1990.) lokalni inflamatorni stimulusi, kao $to
su produkti oksidacije, uznepredovale glikacije i zavr$ni produkti raznih infektivnih procesa, mogu
promeniti zid arterija. Ovo moze izazvati stvaranje pro aterogenih adhezivnih molekula, faktora rasta i
hemokina koji imaju znacajnu ulogu u aterogenom procesu. Koncept inflamacije ima centralnu ulogu
u patofiziologiji ateroskleroze (Ghanavatian i sar., 2014, Akdag i sar., 2008).

Gubitak proteina i energije ili njegova ekstremna forma kaheksija je maladaptivno stanje koje
je Cesto u inflamatornim stanjima, u kome se gubi suva telesna masa, a masni depoi su relativno
neiskoristeni. Citokini reguliSu neuroendokrine signale i podsticu smanjenje misi¢ne mase u cilju da
odrze sintezu reaktanata akutne faze kod bolesnika na hemodijalizi. (Cric study) (Kalender i sar., 2006,
Stenvinkel i sar., 1999, 2000). Sve ovo dovodi do stanja cirkulusa vitiosus-a, nazvanog MIA (akronim
za malnutricija, inflamacija i arteroskleroza) sindrom.

1.2.2.2.2.4.Polimorfizam gena za inflamaciju

Pojedini se tradicionalni faktori rizika, kao sto su recimo holesterol ili uhranjenost, kod bolesnika sa
HBB ponasaju prema postulatima reverzne epidemiologije, recimo hipo a ne hiperholesterolomija i
smanjena uhranjenost povecavaju rizik za KVB morbiditete i mortalitet. Ova ¢injenica moze dodatno
ukazivati na znacaj ispoljavnja genskih varijacija i u recimo genima koji kodiraju marekere inflamacije
u nastanku i ubrzavanju ateroskleroze kod bubreznih bolesnika. Cak $ta vie, neke osobe razvijaju
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aterosklerozu i u odsustvu poznatih faktora rizika te se moze pretpostaviti da je kod njih klju¢na uloga
u naslednoj osnovi. Tako su pojedine studije pokazale da je polimorfizam u promotornom regionu
gena za interleukin 6 preciznije alel -174 G udruzen sa vecom incidencom kardiovaskularnih
dogadjaja i mortalitetom kod bolesnika na hemodijalizi (Aker i sar., 2009.).

1.2.2.3. Fetuin i vaskularne kalcifakcije kod bolesnika sa hroni¢nom
bubrezZnom bole$¢u

Fetuin-a, ili a2-Heremans-Smid glikoprotein, je negativno naelektrisan cirkulisuéi protein koji
deluje kao jak sistemski i lokalni inhibitor vaskularnih kalcifikacija (VK). Izlu¢uju ga celije jetre u
cirkulaciju gde spre¢ava razvoj sistemske kalcifikacije tako $to se direktno vezuje za kalcijum i fosfat i
formira neaktivne komplekse. Karakteristicna je funkcionalna raznolikost fetuina-A i da pored uloge
glavnog sistemskog inhibitora VK ima i ulogu u metabolickim poremecajima kao $to su insulinska
rezistencija i dijabetes melitus (DM) (Icer i sar., 2021, Meta analiza Guo-a i sar.)

Vaskularne kalcifikacije su ¢esto sre¢u kod bolesnika sa terminalnom bubreznom slabosti i
glavna su karakteristika brzo progrdirajuce aterosklerotske KVB. Sa druge strane, poslednjih 20-tak
godina su nedvosmisleno izmerene znac¢ajno nize koncentracije fetuina-A u krvi bolesnika na dijalizi u
poredenju sa zdravim kontrolama te su mnogi autori ispitivali tu povezanost (Ketteler i sar., 2003).

1.2.2.3.1.Mehanizmi nastanka vaskularnih kalcifikacija kod bolesnika sa hroni¢nom bubreZznom
boles¢u-uloga fetuina

Razli¢iti mehanizmi su ukljuceni u razvoj VK kod bolesnika sa HBB (Martola i sar., 2005,
Krasniak i sar., 2007, Floege i sar., 2004,Moe i sar., 2004, Cozzolino i sar., 2005, Drueke i sar. 2005)
i u njima ucestvuju kako tradicinonalni tako i netradacionalni faktori rizika vezani za bubrznu bolest
koji su prikazani na Shemi 4.

U Kklasi¢ne faktore rizika spadaju dobro poznati starost, pol, pozitivha porodi¢na anamneza,
pusenje, gojaznost, hipertenzija, dijabetes i dislipidemija, a u faktore rizika povezane sa uremijom
spadaju kako vreme provedeno na dijalizi, uremicni toksini, zapaljenje (krajnji proizvodi napredne
glikacije, oksidativni stres i azotni oksid, asimetri¢ni dimetilarginin i homocistein) tako i povecani
nivoi fosfata, kalcijuma u serumu -fosfatni proizvod i paratiroidni hormon (PTH) (Hamirani i sar.,
2008, Kyriakidis i sar., 2021).

Postoje dokazi da je nastanak VK aktivan proces kome se suprotstavljeni cirkulisuci ili
lokalni inhibitori kao sto su fetuin-A, matriksni Gla protein i neorganski pirofosfat.

Tokom proteklih decenija, sve je vise dokaza o ulozi fetuina-a u uremiji. Fetuin-a sprecava
pojavu ektopi¢nih VK, na nekoliko nacina: inhibicijom ekstracelularnog formiranja i ekspanzije
kristala hidroksiapatita, inhibicijom diferencijacije vaskularnih glatkomisi¢nih celija i suzbijanjem
upale i oksidativnog stresa (OS) (Reynolds i sar., 2005, Shroff i sar., 2007, Rudloff i sar., 2022).
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- Lipidi - Osteogena

- Uremijski toksini transdiferencijacija

- Inflamacija - Promena fenotipa

Oksidativni stres - Apoptoza

o - Matriks protein
R degenereacija - Apoptoticna tela

- Kalcijum - Matriks vezikule
- Fosfat - Kalciproteinske

partikule

- Matriks Gla protein - Tip arterija

- Fetuin-A Parakrini efekti - Velicina arterija

- Pirofosfat - Shear stres

- Magnesium - Amplituda krvnog pritiska

Shema 4. Pretpostavljeni faktori rizka za nastanak vaskularnih kalcifikacija u
bolesnika sa hroni¢nom bubreznom slaboscu (Schlieper G. Vascular calcification in chronic
kidney disease: not all arteries are created equal. Kidney International 2014; 85: 501-503.)

Price i sar. (Price i sar., 2001) su u eksperimentalnim uslovima otkrili neaktivhe komplekse vi-
soke molekularne tezine koji sadrze fosfat, kalcijum i fetuin- a i stoga pretpostavili da ovaj glikoprote-
in inhibira podetak VK vezivanjem za cirkuliguéi kalcijum i fosfat. Cestice kalciproteina prenose pre-
cipitate kalcijuma iz ekstraskeletnih podruc¢ja u kost, delujuéi kao ,,usisivaci” za kalcifikovana mesta.
Stavige, fetuin-a moze inhibirati lokalne VK unutar arterijskog zida vezivanjem direktno za VGMC i
spreciti transformaciju njihovog fenotipa. Na mestima povrede endotela, fetuin-a je ugraden u apop-
totska tela VGMC i stoga ograni¢ava njihovu sposobnost da promovisu oksidativni stres (OS), zapal-
jenje i dalje vaskularno ostecenje (Smith i sar., 2013).

Podaci iz in vitro i in vivo studija su pokazali da fetuin-a moze ispoljiti antiinflamatorna
svojstva, ponistavajuci oslobadanje inflamatornog citokinskog faktora tumorske nekroze-a (TNF-a) iz
stimulisanih makrofaga.

Vazna uloga fetuina-a kao inhibitora VK potvrdena je u eksperimentalnim uslovima kod ge-
netski modifikovanih fetuin-a nokaut miseva, kod kojih su nastale ekstenzivne fatalne ekstrakosStane
kalcifikacije u srcu, plu¢ima, bubrezima i kozi nakon ishrane bogate vitaminom D i fosforom (Jahnen i
sar., 2001). Moe i saradnici (Moe i sar., 2005) su pokazali da su nivoi fetuina-a u serumu u obrnutoj
korelaciji sa skorom kalcifikacije (procenjenim kompjuterskom tomografijom) koronarnih arterija pa-
cijenata sa terminalnom bubreznom insuficijencijom. Caglar i saradnici (Caglar i sar. 2008) su dokaza-
li da se fetuin-A u cirkulaciji znac¢ajno smanjuje sa progresijom HBB i da je endotelna disfunkcija ne-
zavisno povezana sa snizenim nivoima fetuina-A.

Koen i saradnici (Coen i sar., 2006) nalaze znacajnu inverznu korelaciju izmedu nivoa fetuina-
a u serumu i depozita kalcijuma u srcu i koronarnim arterijama kod 132 bolesnika na hroni¢noj hemo-
dijalizi. Nekoliko tudija je dokumentovalo inverznu korelaciju izmedu nivoa fetuina-A u serumu i
prezivljavanja pacijenata na dijalizi (Zhou i sar., 2019)
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U kohorti od 258 pacijenata sa terminalnom bubreznom slabos¢u koji su zapoceli HD ili PD,
smanjeni nivoi fetuina-a u serumu su bili znacajno povezani sa MIA sindromom i poveéanom
smrtno§¢u od svih uzroka i KV. Cini se da je povezanost izmedu fetuina-a i VK/KV bolesti delimi¢no
posredovana hroni¢nom inflamacijom. Posto je dobro utvrdeno da proinflamatorni citokini pojacavaju
funkciju BMP-2, jos jednog poznatog promotera VK, ¢ini se da je patofiziologija VK kod pacijenata
sa HBB veoma komplikovana i ukljucuje nekoliko molekularnih puteva.

Malo je podataka o fetuinu-A kod primalaca transplantiranog bubrega. Nedavno je pokazano
da se nivoi fetuina-A povecavaju nakon transplantacije bubrega zajedno sa poboljsanjem endotelnih
funkcija (Mazzaferro i sar., 2007).

Inflamacija i genski polimorfizam su najcesci razlozi niske koncentracije fetuina u krvi i na na
Shemi 5 je prikazana hipoteza kako smanjenje koncentracije fetuina u krvi doprinosi pove¢canom KV
morbiditetu i mortalitetu kod bolesnika da dijalizi (Mehrotra R. i sar., 2007).

Interakcija gena i
spoljjasnje sredine

Smanjena sinteza
??Povecan clearence??

Smanjen konc. fetuina-A u
cirkulaciji

Ubrzane vaskularne i valvularne Nepoznati mehanizmi

kalcifikacije

Shema 5. Povezanost smanjenjenog fetuina sa pove¢anim kardiovaskularnim morbiditetom i mortali-
tetom kod bolesnika da dijalizi (Mehrotra R. Emerging role for fetuin-A as contributor to morbidity
and mortality in chronic kidney disease. Kidney International 2007; 72, 137-140. )
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1.2.2.3.2. Polimorfizmi u genu za fetuin

Udruzenost polimorfizma u genu za fetuin742C>T sa nivoima serumskog fetuina-A, pojavom
VK i mortalitetom ispitivana je u nekoliko studija u opstoj populaciji i kod bolesnika sa HBB.

U European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition-Potsdam study analiza poli-
morfizama u genu za fetuin je izdvojila 742C-alel kao znacajno udruzen sa nivoima fetuina-A i po-
vecanje relativnog rizika za akutni infarkt miokarda za 1,59 za 1 SD porasta fetuina-A (Fisher i sar.,
2009).

Studija ispitanika sa asimptomatskom vaskularnom bolesti utvrdila je da je ASHG genotip ne-
zavisni prediktor snizenih nivoa fetuina-A u cirkulaciji, ali ne i vaskularnih kalcifikacija (Bellia i sar
2016). Mohammadi i sar. nalaze da je 742 T alel risk alel za VK i da nivoi fetina-A negativno korelisu
sa pojavom kardiovaskularne bolesti (Mohammadi-Noori i sar., 2020).

Kod bolesnika sa HBB prisustvo 742 T alela je bilo udruzeno sa sniZzenim nivoima fetuina A i
ve¢im mortalitetom i kardiovaskularnim morbiditetom u prisustvu povisenih markeria inflamacije.
Nekoliko studija takode pokazuje da je polimorfizam u genu za fetuin odnosno 742 T mutacija od vi-
sokog uticaja na nivo cirkulisu¢eg fetuina A i na ishod bolesnika sa bubreznom slabos¢u, posebno kod
osoba sa znacima inflamacije i ukazuje na potrebu daljih prospektivnih studija (Stenvinkel i sar., 2005,
Ketteler i sar., 2003). Studije pacijenata sa transplantiranim bubregom takode pokazuju da su niski ni-
voi fetuina-A odredeni varijantama u genu za fetuin i nezavisno povezani sa VK i ve¢im rizikom od
KV dogadaja i mortaliteta (Marechal i sar., 2011).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Utvrdivanje uCestalosti genotipova i alela za polimorfizme: 677C>T (rs 1801133) i 1298A>C
(rs 1801131) u genu za MTHFR, -174 G>C (rs 1800795) u genu za interleukin 6 (IL-6) i -
1082 G>A (rs 1800896) kao i -819 T>C (rs 1800871) u genu za IL 10 i u genu za fetuin 256
C>G (rs 4918) i 766C>G (rs 4917) kod bolesnika u terminalnoj bubreznoj slabosti koji lece
hemo ili peritoneumskom dijalizom ili im je uradena transplantacija bubrega.

2. Utvrdivanje povezanosti koncentracije homocisteina, I1L-6 i IL-10 i fetuina u serumu sa
odgovaraju¢im genotipovima kod bolesnika u terminalnom bubreznoj slabosti kod navedenih
pacijenata.

3. Ispitivanje udruzenosti razli¢itih pojedina¢nih ili kombinovanih genotipova sa ranim i kasnim
pokazateljima arterioskleroze kao i oboljevanjem od kardiovaskularnih bolesti.

4. lspitivanje znacaja pojedinacanih ili kombinovanih genotipova u predikciji kardiovaskularnog
mortaliteta u terminalnom bubreznoj slabosti kod navedenih pacijenata.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. BOLESNICI

3.1.1.Ispitivanje koncentracije homocisteina u serumu bolesnika lecenih
hemodijalizama i u serumu bolesnika sa transplantiranim bubregom

U studiji koja je analizirala koncentraciju homocisteina u krvi bolesnika sa terminalnom
bubreznom slabos¢u i polimorfizme gene uklju¢ene u njegov metablizam, ispitano je ukupno 188
bolesnika, 102 muskarca i 86 Zena, prosecne starosti 45,77 (od 23 do 78) godina. U ispitanoj kohorti,
82 bolesnika je le¢eno ponavljanim hemodijalizama (HD) a 106 bolesnika je imalo stabilnu funkciju
transplantiranog bubrega (Tx). Ispitani bolesnici su leceni i kontrolisani na Klinici za nefrologiju,
KCS u Beogradu. Duzina pracenja bolesnika je bilo 60 meseci.

Dvadesetosam zdravih osoba su c¢inile kontrolnu grupu ispitanika, prose¢ne starosti 45.5
godina.

Na Tabeli 1 su prikazani demografski podaci HD grupe i Tx grupe bolesnika.

Tabela 1. Demografski podaci ispitanih bolesnika le¢enih hemodijlaizama i grupe sa transplantiranim bubregom

Ispitani Starost Pol Duzina trajanja HD (mes)
blesnici (N) (godine) (m/z) ili vreme od Tx (mes)
HD bolesnici (82) 54,8 + 13,19 36/46 83,6 £57,62

Tx bolesnici (106) 38.85 +10,36 66/40 63.43 £50,1

Osnovne bubrezne bolesti u HD grupi su bile: policisti¢na bolesti bubrega (DRP) kod 15
(18.3%) bolesnika, hroni¢ni glomerulonefritis (GN) kod 15 (18.3%), hroni¢ni pijelonefritis (PN) kod
10 (12.2%), nefroangioskleroza (NAS) kod 10 (12.2%) a 2 (2.4%) bolesnika je imalo balkansku nefro-
patiju (BEN) i tuberkulozu dok je 3 (3.7%) bolesnika je imalo dijabetesnu nefropatiju (DN), 5 (6.1%)
rapidnoprogresivni glomerulonefritis (RPG), 7 (8.5%) sistemske bolesti i 15 (18.3%) bolesnika je im-
alo bubreznu bolest nepoznatog uzroka.

Osnovne bubrezea bolesti u Tx grupi su bile hroni¢ni GN kod 41 (39%) bolesnika, hroni¢ni PN
kod 3 (3%) bolesnika, NS kod 5 (5%), DRP kod 4 (4%) dok su kod 13 (12%) bolesnika bile kongeni-
talne anomalije urinarnog trakta, kod 30 (28%) druge bolesti i kod 10 (9%) bolesnika bubrezna bolest
je bila nepoznatog porekla.

Tx bolesnici su proveli prose¢no vreme na dijalizi pre transplantacje 32.69 +SD (2-120) mese-
ci. Kod 86 bolesnika davaoc bubrega je bila zivasrodna osoba, kod 20 bolesnika ucinjena je transplan-
tacija bubrega sa umrle osobe a prosec¢na starost davaoca bubrega je bila 54,9 (18-82) godina.

Imnosupresivni protokol Tx bolesnika se sastojao od ciklosporina, prednizolona i azatioprina a
leCenje epizoda akutnih odbacivanja je vrseno pulsnim dozama kortisteroida.

3.1.2. Ispitivanje koncentracije interleukina -6 i interleukina -10 u serumu bo-
lesnika le¢enih ponavljanim hemodijalizama i peritoneumskom dijalizom
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U studiji koja je analizirala koncentracije interleukina -6 (IL-6) i IL-10 u krvi bolesnika sa
terminalnom bubreznom slabos¢u i polimorfizme gena za navedene ineterleukine ispitano je ukupno
128 bolesnika, 65 muskog i 63 Zenskog pola, prose¢ne starosti53.81 (24-78) godina. Od svih ispitanih
bolesnika, 77 je bilo na redovnom programu hemodijalize (HD) a 51 na program peritoneumske dijali-
ize (PD) Klinike za nefrologiju, UKCS, u Beogradu, prose¢nog trajanja dijalize 64.78 (1-314) meseci.

Bolesnici su bili praceni 30 meseci.

Osnovne bubrezne bolesti kod ispitanih bolesnika su bili hroni¢ni GN kod 18 (14,1%) bolesni-
ka, hroni¢ni PN kod 16 (12,5%) bolesnika, NAS kod 23 (18%) kao i DN kod istog broja bolesnika,
DRP kod 13 (10%) bolesnika, kod 16 (12,5%) bolesnika je bila sistemske bolesti a ostale bubrezne
bolesti kod 19 (14,8%) bolesnika.

3.1.3. Ispitivanje koncentracije fetuina serumu bolesnika sa hroni¢nom
bubreznom boles¢u stadijum 2-5 i bolesnika sa transplantiranim bubregom.

U studiji koja je analizirala koncentracije fetiuna-A u krvi bolesnika sa hroni¢nom bubreznom
slabos¢u (HBB) i bolesnika sa transplaniranim (Tx) bubregom, kao i polimorfizme gena za fetuin A
ispitano je ukupno 88 bolesnika, 48 muskog i 40 zenskog pola, prosecne starosti 43.69 (21-70) godina.
Od svih ispitanih bolesnika, 46 bolesnika je imalo hroni¢nu bubreznu slabost stadijum 2-5 koji nisu na
dijalizi a 42 bolesnika je bilo sa stabilnom funkcijom transplanitranog bubrega. Ispitanici su selekto-
vani iz populacije bolesnika koji su se redovno kontrolisali u Klinici za nefrologiju, KCS u Beogradu.

Bolesnici su praceni 72 meseca.

Na Tabeli 2 su prikazani demografski podaci ispitanih bolesnika sa HBB i i grupe bolesnika sa
transplantiranim bubregom,

Tabela 2. Demografski podaci ispitanih bolesnika sa hroni¢nom bubreznom slabos$¢u i grupe
bolesnika sa transplantiranim bubregom

Ispitani Starost Pol Vreme od Tx (godine)
blesnici (N) (godine) (m/z)

HBB bolesnici (46) 38.21+15.56 23/23

Tx bolesnici (42) 49.18+10.58 25/17 9.56 £5.27

Osnovne bubrezne bolesti kod HBB bolesnka su bili: hroni¢ni GN kod 14 (30,4%) bolesnika,
hroni¢ni PN i kongenitalne anomalije urinarnog trakta kod 4 (8,7%) bolesnika, NAS kod 14 ( 30,4%) i
DRP kod 6 (13,0%) bolesnika, a ostale bubrezne bolesti kod 8 (17,4%) bolesnika.

Osnovne bubrezne bolesti kod Tx bolesnika su bili hroni¢ni GN 26 (61,9%), hroni¢ni PN i
kongenitalne anomalije urinarnog trakta 5 (11,9%), NAS 3 (7,14%), DRP kod 2 (4,7%), ostalo 3
(7,14%) kaoi nepoznato 3 (7,14%)

U Tx grupi, 31 bolesnik je primio bubreg od zivog srodnog davaoca, a 11 od umrle osobe.
Prose¢no vreme od transplantacije iznosilo je 9.56 + 5.27 godina.

Imunosupresivni protokol kod Tx bolesnika se sastojao od indukcione terapije antitimocitnom
globulinom ili baziliksimabom i terapije odrzavanja sa kalcineurinskim inhibitorima (takrolimus ili
ciklosporin), mikofenolat mofetilom ili azatioprinom i prednizolon. Bolesnici sa HBB ¢ija je osnovna
bolest neka od formi glomerulonefritisa primali su kortikosteroide i druge imunosupresive prema pro-
tokolu.
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3.2. METODE

3.2.1. Molekularno ispitivanje

U ovom radu molekularno ispitivanje podrazumeva: izolovanje ukupne genomske DNK,
analizu polimorfizma gena za MTHFR u okviru 677C>T i -1298A>C polmorfnih mesta, gena za IL-6
u okviru -174G>C, gena za IL10 u okviru -1082G>A i -819T>C polimorfnih mesta, i gena za fetuin u
okviru polimorfnih mesta 742C>T i 766C>G, primenom metoda PCR/RFLPs (restriction fragment
length polymorphisms), alel specificni PCR i PCR u realnom vremenu. Sve analize su radene u
laboratoriji Instituta za humanu genetiku Medicinskog fakulteta u Beogradu.

3.2.1.a. Izolacija DNK iz leukocita periferne krvi

Za gensku analizu DNK je izolovana iz leukocita periferne krvi ispitanika metodom isoljavanja
("salting out") (Miller i sar., 1988).

Uzorak od 5 ml venske krvi sa antikoagulansima (Na-citrat, EDTA) se inkubira sa istom
koli¢inom pufera za lizu 15 do 20 min na +4°C. Potom se centrifugira 15 min na 2000 obrtaja,
supernatant je odbacen, a talog resuspendovan sa 5-10 ml fizioloskog rastvora. Uzorak je potom
centrifugiran 15 min na 2000 obrtaja i postupak ponovljen 2-3 puta dok talog ne pobeli. Nakon
poslednjeg “ispiranja" supernatant je odbacen, a talogu dodato 3 ml pufera A, 50 mikrolitara 10%
proteinaze K i 200 ul 10% SDS (Na-dodecisulfat). Uzorak je resuspendovan i inkubiran preko noci na
37° C. Slede¢eg dana je dodato 1 ml 6 M NaCl i centrifugirano 15 minuta na 3000 obrtaja.
Supernatant je prenet u ¢istu epruvetu i centrifugiran 15 minuta na 4000 obrtaja. Supernatant je
pazljivo preliven u ¢istu graduisanu epruvetu, a zatim je dodat isti volumen izopropanola. Pazljivim
muckanjem izdvojen je belic¢asti kon¢ic DNK.

Konci¢ se pazljivo pokupi staklenim Stapicem i potopi 30 sekundi u 70% etanolu. DNK se
osusi na vazduhu 30 sekundi, a zatim se rastvori u 300 mikrolitara TE pufera ili redestilovane vode.

Koncentracija DNK u uzorku merena je spektrofotometrom na 260 nm, a cCistoca DNK
odredjivana je na osnovu absorbance uzoraka na 260 i 280 nm.

Pufer za lizu :
. 0.32 M SAHAROZA
° 10 mM TRIS HCI, pH 7.5
. 1% TRITON x 100

. 5 mM MgCI2
Autoklavirati i ¢uvati na +4° C.

Fizioloski pufer :
0.075 M NaCl
0.025 M EDTA ph 8
Pufer A :
10 mM TRIS HCl ph 8
400 ml NaCl
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° 2 mM EDTA

TE pufer :
. 10 mM TRIS HCI
. 1 mM EDTA

3.2.1.b. PCR metoda i njene modifikacije

Princip PCR reakcije je selektivno umnozavanje Zeljenog regiona DNK pomocu termostabilne
DNK polimeraze — Taq polimeraze. Za reakciju su neophodni specifi¢ni oligonukleotidni grani¢nici —
prajmeri, koji su komplementarni terminalnim delovima analiziranog regiona, zatim dezoksiribonuk-
leotid trifosfati (ANTP) kao prekursori za sintezu DNK, kao i joni Mg++ i pufer, koji katalizuju reakci-
ju. Reakciona smesa prolazi kroz cikluse koji se sastoje od tri koraka: 1. DNK se denaturiSe; 2. zatim
se prajmeri komplementarno vezuju za grani¢ne sekvence regiona koji se umnozava i odreduju
pocetno mesto sinteze DNK ; i 3. Taq polimeraza ugraduje dezoksinukleotid trifosfate i sintetiSe nove
lance DNK, koriste¢i stare lance kao matrice. Svaki korak se karakterise odredenom temperaturom i
vremenom trajanja, a najspecifi¢nija faza je povezivanje prajmera. Broj kopija segmenta DNK izmedu
prajmera se uvecava po geometrijskoj progresiji i nakon 25-40 ciklusa segment je umnozen do
100.000 puta, pa se moze videti nakon gel elektroforeze.

PCR reakcija u analizi polimorfizma MTHFR gena na 677 poziciji

U PCR reakciji u ovom ispitivanju kori$¢eni su prajmeri koji ograni¢avaju region od 198 bp
(baznih parova) MTHFR gena u kome se nalazi polimorfno mesto 677C>T. Reakcionu smesu od 25 pl
su ¢inili: DNK (¢ = 100 pg/ul) — 2 ul ; katalizator MgCl, (25 mM) — 1,5 ul ; prajmer 1: 5 —
TGA.AGG.AGA. AGG. TGT. CTG. CGG. GA-3’ (c = 300 ng/ul) — 0,5 ul ; prajmer 2: 5°’AGG. ACG.
GTG. CGG. TGA. GAG. TG-3” (¢ = 300 ng/ul) — 0,5 ul ; NTP (10mM) — 0,5 ul ; 10xPCR pufer —
2,5 ul i voda—do 21 pl ; rastvor Taq polimeraze: 1 U enzima po reakciji i voda - do 4 pl.

Uslovi PCR reakcije su bili :

e  pocetna denaturacija DNK na 94° C, 5 min

e 40 ciklusa od tri koraka : 1. denaturacija DNK na 94° C, 1 min. ; 2. vezivanje prajmera na 60° C,
1 min. ; 3. ekstenzija prajmera i polimerizacija DNK na 72° C, 1 min.

e  zavr$na ekstenzijana 72° C, 5 min.

Provera PCR produkta, ¢ija je veli¢ina 198 bp, je vrSena elektroforezom u 8% poliakrilamidnom

(PAA) gelu.

Restrikcioni postupak u analizi polimorfizma MTHFR gena na poziciji 677

Restrikcija PCR produkata je vrsena upotrebom restrikcionog enzima Hinf | koji je dobijen
izolacijom iz H. Influenzae, koji prepoznaje niz nukleotida C T n A G, i vrsi zasecanje lanca DNK na
mestu T. U slucaju postojanja MTHFR C677T mutacije enzim prepoznaje navedeni niz nukleotida i
iseca PCR produkt ¢ime ga deli na dva fragmenta: od 175 bp i 23 bp.Restrikcija enzimom Hinf | se
odvijala u restrikcionoj smesi koja sadrzi : 10ul PCR produkta , 10 jedinica (1,25 ul ) enzima, 1,25 pl
8X pufera H i vode do 15 pl. Inkubacija je trajala 4 ¢asa na 37°C. Analiza produkata digestije je
usledila nakon elektroforeze u 12% PAA gelu, imajuéi u vidu da :

o Homozigoti genotipa MTHFR 677 CC (bez mutacije) poseduju jedan fragment 198 bp.
o Heterozigoti za mutaciju (MTHFR 677C>T), genotipa CT, poseduju tri fragmenta —198 bp, 175
bp i 23 bp. Najkra¢i fragment (23 bp) tokom elektroforeze izadje sa gela pa se ne uocava.
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o Homozigoti za mutaciju (MTHFR 677 C> T), genotipa TT, poseduju dva fragmenta 175 bp i 23
bp, ali se kao i kod heterozigota fragment od 23 bp ne uocava na gelu.

PCR reakcija u analizi polimorfizma gena MTHFR na poziciji 1298

U PCR reakciji u ovom ispitivanju kori$¢eni su prajmeri koji ograni¢avaju region od 163 bp
(baznih parova) MTHFR gena u kome se nalazi polimorfno mesto 1298A>C. Reakcionu smesu od 25
ul su ¢inili : DNK (¢ = 100 pg/ul) — 2 pl ; katalizator MgCl, (25 mM) — 1,5 ul ; prajmer 1: 5 —
CTT.TGG.GGA. GCT. GAA. GGA. CTA. CTA C-3’ (c = 400 pmol/ul) — 0,5 pl ; prajmer 2: 5’CAC.
TTT. GTG. ACC. ATT. CCG. GTT. TG-3" (c = 400 pmol/ul) — 0,5 ul ; dNTP (10mM) — 0,5 pl ;
10xPCR pufer — 2,5 ul i voda — do 21 ul ; rastvor Taq polimeraze : 1 U enzima po reakciji i voda - do
4 ul.

Uslovi PCR reakcije su bili :
e  pocetna denaturacija DNK na 92° C, 2 min
e  35ciklusa od tri koraka : 1. denaturacija DNK na 92°C, 1 min. ; 2. vezivanje prajmerana 51°C, 1
min. ; 3. ekstenzija prajmera i polimerizacija DNK na 72° C, 1 min.
e  zavr$na ekstenzijana 72° C, 7 min.
Provera PCR produkta, ¢ija je wvelicina 163 bp, je wvrSena elektroforezom u 8%
poliakrilamidnom (PAA) gelu.

Restrikcioni postupak u analizi polimorfizma MTHFR gena na 1298 poziciji

Restrikcija PCR produkata je vrsena restrikcionim enzimom Mboll koji je dobijen izolacijom
iz M. bovinum. Enzim prepoznaje niz nukleotida GAAGA(N)sg, i vrsi zasecanje lanca DNK na kraju
ovog niza. U slucaju postojanja MTHFR A1298C mutacije enzim prepoznaje navedeni niz nukleotida
i iseca PCR produkt ¢ime ga deli na pet fragmenta : od 84 bp, 56 bp, 31bp, 30bp, 28bp i 18bp.
Restrikcija enzimom Mbo Il se odvijala u restrikcionoj smesi koja sadrzi: 10ul PCR produkta, 10
jedinica (2 ul ) enzima, 1,5 pl 8X pufera H i vode do 15 pl. Inkubacija je trajala 4 Gasa na 37°C.
Analiza produkata digestije je usledila nakon elektroforeze u 12% PAA gelu, imajuci u vidu da :

o Homozigoti genotipa MTHFR 1298 AA (bez mutacije) poseduju pet fragmenta. Fragment od
84 bp se sece na fragmente od 56 i 28 bp, tako da se uocavaju fragmenti od 56 bp, 31 bp, 30
bp, 28b i fragment od 18 bp koji kao najkraci tokom elektroforeze izadje sa gela pa se ne
uocava.

o Heterozigoti za mutaciju (MTHFR 1298A>C), genotipa AC, poseduju cetiri fragmenta — 84
bp, 56 bp, 31 bp i 30 bp.

o Homozigoti za mutaciju (MTHFR1298A >C), genotipa CC, poseduju cetiri fragmenta- 84bp,

31bp, 30bp i 18 bp, ali se kao i kod homozigota fragment od 18 bp ne uoc¢ava na gelu.

PCR reakcija u analizi polimorfizma gena za IL6 -174G>C

Analiza genotipa polimorfizma IL6 -174G>C vrsena je metodom alel-specificnog PCR. Reakciona
smesa za PCR imala je sastav: 10x PCR Buffer 2,5mcl, 10mM dNPP 1mcl, prajmeri po 0,5mcl tj.
20pmol, TagPlymerase 0,5U, DNK 1mcl, reH20 do 25mcl, dok su uslovi za amplifikaciju bili: 94 0
C/3min, 40 ciklusa (94 0 C/45sec, 59,5 0 C/45sec, 72 0 C/60sec), 72 0 C/5min. Sekvenca prajmera je
bila: Fw1(C): 5’-CCCTAGTTGTGTCTTGCC-3’, Fw1(G): 5’-CCCTAGTTGTGTCTTGCG-3’ i Rv:
5’-GAGCTTCTCTTTCGTTCC-3". Za svaki uzorak radjene su dve odvojene PCR reakcije sa
prajmerom Fw1(C) i Fw2(G). PCR produkti duzine 190bp vizuelizovani su nakon elektoforeze na
10% PAA gelu, bojenja etidijum bromidom i prosvetljavanja na UV transiluminatoru. Uo¢avanje PCR
produkta ukazivalo je na postojanje alela koji je koriscen Fw prajmer.
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PCR reakcija i restrikciona digestija u analizi polimorfizma gena za 1L10 -1082G>A

Analiza genotipa polimorfizma IL10 -1082G>A vrsena je metodom PCR/RFLPs. Reakciona smesa za
PCR imala je sastav: 10x PCR Buffer 2,5mcl, 10mM dNPP 1mcl, prajmeri po 0,5mcl tj. 20pmol, Taq
Plymerase 0,5U, DNK 1mcl, reH20 do 25mcl, dok su uslovi za amplifikaciju bili: 94°C/3min, 33
ciklusa (94°C/30sec, 54°C/35sec, 72°C/30sec), 72°C/Smin. Sekvenca prajmera je bila: Fw: 5’-
CCAAGACAACACTACTAAGGGCTCCTTT-3* i Rv: 5’-GCTTCTTATATGCTAGTCAGGTA-3".
PCR produkt duzine 377bp izlagan je digestiji restrikcionim enzimom Xagl (MBI Fermentas,
Lithuania). Restrikcioni fragmenti duzine 280+97bp ukazuju na postojanj A alela, dok fragmenti
duzine 253+27bp ukazuju na postojanje G alela. Vizuelizacija restrikcionih fragmenata vrsena je
nakon elektroforeze na 10% PAA gelu, bojenja gela etidijum bromidom i prosvetljavanja na UV
transiluminatoru.

PCR reakcija u analizi polimorfizma gena za 1L10 -819T>C

Analiza genotipa polimorfizma IL10 -819T>C vrsena je metodom alel-specificnog PCR. Reakciona
smesa za PCR imala je sastav: 10x PCR Buffer 2,5mcl, 10mM dNPP 1mcl, prajmeri po 0,5mcl tj.
ZOE)moI, Tag Plymerase 0,5U, DNK 1mcl, reH20 do 25mcl, dok su uslovi za amplifikaciju bili:
94°C/3min, 33 ciklusa (94°C/45sec, 62°C/60sec, 72°C/60sec), 72°C/5min. Sekvenca prajmera je bila:
Fw: 5-TCATTCTATGTGCTGGAGATGG-3’, Rv1(T): 5-TGGGGGAAGTGGGTAAGAGT-3’ i
Rv2(C): 5’-TGGGGGAAGTGGGTAAGAGC-3’. Za svaki uzorak radene su dve odvojene PCR
reakcije sa prajmerom Rv1(T) i Rv2(C). PCR produkti duzine 209bp vizuelizovani su nakon
elektoforeze na 10% PAA gelu, bojenja etidijum bromidom i prosvetljavanja na UV transiluminatoru.
Uocavanje PCR produkta ukazivalo je na postojanje alela koji je koris¢en Rv prajmer.

Analiza polimorfizma u genu za fetuin 742C>T i 766C>G

Analiza genotipova polimorfizama C742T i C766G u genu za fetuin A vrSena je metodom PCR u
raelonom vremenu (real time PCR) uz upotrebu komercijalnih TagMan SNP Genotyping eseja
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Sastav reakcione smese je bio TagMan SNP Genotyping
esej 0,375mcl, TagMan Universal Master Mix 7,5mcl, dH20 do 15mcl. Analize su vrSene na aparatu
7500 RT-PCR System a obrada podataka je vrsena pomocu inkorporiranog 7500 Software (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). TagMan SNP Genotyping eseji sadrze specifi¢ne prajmere za dati
region kao i dve oligonukletidne probe koje su specificne za odredjenu alelnu formu, a koje su
obeleZene razli¢itim fluoroforama tj. fruorescentnim bojama (Vic i Fam). Kada se u toku reakcije
odaje samo jedna boja, to ukazuje na homozigotnu konstituciju za odgovarajuci alel, dok odavanje obe
boje ukazuje na heterozigotan genotip.
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3.2.2. Metode biohemijskih ispitivanja

Kod ispitivanih bolesnika uziman je po jedan uzorak krvi za odredjivanje odredivanje slede¢ih
parametara: kompletna krvna slika, serumske koncentracije kreatinina (s-kreatinin), mokra¢ne Kiseline,
albumina, pre-albumna, transferina, kalcijuma, fosfata, intaktnog paratireoidnog hormona (iPTH), ho-
lesterola, triglicerida, visoko-senzitivnog CRP (vs-CRP), serum amiloida A (SAA), fetuina-A, ukup-
nog homocisteina (UHc), interleukina-6 (IL-6) i interlukina-10.

Koncentracija uHcy u serumu je odredjivana HPLC metodom. Redukcija Hcy je vrsena u cilju oslo-
badjanja Hcy iz odgovarajucih disulfida i proteina, trialkilfosfinom. Derivatizacija tiolnih grupa Hcy i
srodnih biogenih tiola, koja sledi, je vrsena 4-(aminosulfonil)-7fluoro-2-oksa-1.3-diazolom (ABD-F).
Dobijeni fluorescentni derivati su razdvajani HPLC tehnikom na "BIO-RAD" reverzno faznoj koloni,
uz koriscenje izokratske mobilne faze istog proizvodjaca. Detekcija fluorescentnih derivata Hcy, gluta-
tiona, cisteina, cisteinil-glicina i odgovarajuceg internog standarda je vrsena pri ekscitaciji na 385 nm i
emisiji na 515 nm. Kvantifikacija odgovarajucih pikova je vr$ena kori§¢enjem odgovarajuceg progra-
ma "BIO-RAD, CHROMLINE 4,20". Referentne vrednosti tHcy u serumu se kre¢u od 5-15 pmol/I.

Koncentracija interleukina u serumu
Nivoi IL-6 i IL10 u serumu su odredivani visoko senzitivnim kolorimetrijskim sandwichELISA kitom
(Human IL-6 Quantikine HS ELISA kit; R&D Systems, GmbH, Germany).

Koncentracija fetuina A u serumu odredivana je metodom ELISA (Epitope Diagnostics, Inc., San Di-
ego, California, USA).

Hematoloski profil je odredivan upotrebom LH 750 hematoloskog analizatora (Beckman Coulter Inc.,
California, USA).

Koncentracija kreatinina u serumu je odredjena po modifikovanovoj Jaffe-ovoj metodi, a
brzina glomerulske filtracije je procenjena upotrebom Maodification of Diet in Renal Disease (MDRD)
formule (Levey et al., 2006.).

Koncentracije holesterola u serumu je odredivana enzimskom END POINT metodom iz uzorka se-
ruma nakon enzimatske hidrolize i oksidacije. Referentna vrednost koncentracije ukupnog holesterola
je 3,1-6,5mmol/L.

Koncentracija triglicerida u serumu je odredivana GPO-PAP (glicerol-fosfat-oksidaza-paraamino-
fenazon ) metodom koris¢enjem RANDOX testa. Referentne koncentracije triglicerida u serumu su <
1,95 mmol/L.

Koncentracija ukupnih proteina i albumina u serumu je odredivana automatizovanom enzimskom me-
todom.

Koncentracija folne kiseline u serumu je odredivana metodom imunoenzimske jonske kaptaze.
Molekuli folne Kkiseline se vezuju za antifolat antitela na polianjonskom nosacu. Pomenuti kompleks
stupa u jonsku interakciju sa pozitivno naelektrisanom potkom od staklenih vlakana. Antianaliti¢ki
specifi¢ni konjugat obelezen alkalnom fosfatazom se vezuje za prethodno nagradeni jonski par, a dalji
proces je identican kao kod odredivanja vitamina B 12. Referentne vrednosti za koncentraciju folne
kiseline su 7,02-28,01umol/L. Koristeni su kitovi firme "ABBOT".
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Koncentracije visoko senzitivnog C reaktivnog proteina, amiloida A, pre-aloumina i transferin u
serumu su merenepomoc¢u imunonefelometrijskog eseja (Dade-Behring, BN 11, Marburg, Germany).
Uzorak krvi je uziman kod bolesnika sa HBB, bolesnika na peritonemskoj dijalizi i bolesnika sa
transplantiranim bubregom u danima kada su dolazili na redovnu kontrolu, a bolesnicima na
hemodijalizi u danima u sredini nedelje pred hemodijalizu.

U isto vreme uzimani su i uzorci krvi za geneticku analizu i ¢uvani na minus 20 stepeni Celzius-a do
momenta analize.

3.2.3. Metode procene klini¢kih parametara

Procena stanja uhranjenosti

Za procenu stanja uhranjenosti kori$¢eni su indeks telesne mase i procenat telesne masti (PM).
Indeks telesne mase (BMI- body mass index) je izracunat na osnovu visine, telesne tezine prema poz-
natoj formuli ( BMI= telesna masa u kg/ telesna visina u m2. Procenat telesne masti (PM) je izra¢unat
pomocu zbira Cetiri kozna nabora prema metodi Durnin i Wormslay.

Procena hipertenzije

Anrterijska hipertenzija je dijagnostikovana kada je sistolni krvni pritisak > 140 mmHg ili dijastolni pri-
tisak > 90 mmHg, ili ako je prepisivana antihipertenzivna terapija. Srednji arterijski pritisak (SAP) je
racunat kao dijastolni krvni pritisak plus 1/3 pulsnog pritiska.

3.2.4. Metode procene ranih i kasnih pokazatelja ateroskleroze

3.2.4.a.Duplex-scan karitodnih arterija

Izrazenost ateroskleroze se procenjivala na obe karotidne arterije merenjem debljine intima
medije i prisustva ateroskleroticnog plaka.

Prilikom merenja bolesnici su bili u lezecem polozaju sa ekstenzijom vrata i rotacijom glave na
suprotnu stranu od pregledane arterije. Za ovaj pregled je koris¢ena linearna sonda rezolucije od 7.5
MHz (PLE-705S). Karotidne arterije su pregledane iz dva longitudinalna i jednog popre¢nog preseka.
Na 2 cm od grananja zajednicke karotidne arterije mereni su (Stefan Rosfors 1998) :

- Precnik arterije u sistoli i dijastoli,
- Debljina intima medije na istom mestu.
- Debljina plaka i procenat suzenja lumena.

Za merenje pre¢nika arterije polazno mesto je bio prvi eho koji odgovara prednjem zidu
arterije, a mesto pozicioniranja drugog kalipera je bio drugi eho koji odgovara pocetku zadnjeg zida
arterije. Koristen je b-mod sa uvecanjem regiona (RES funkcija aparata) tri puta uzastopno, a iz tri
ponovljena merenja je izracunat prosek koji je koriscen za analize.

Debljina intima medije je merena na istom mestu gde i precnik arterije, od prvog
intraluminalnog ehoa do zadnjeg zida arterije i izrazena je u milimetrima. Na osnovu procene
prisustva plakova i postojanja stenoze merenog krvnog suda odredjivan je plak-skor koji je gradiran od
0-3 (0-nema plakova, 1-minimalna stenoza <30%, 2- umerena stenoza 30-50%, i 3- teska stenoza
>50%).
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3.2.4.b.Skor kalcifikacija koronarnih arterija

Skor Kkalcifikacija koronarnih arterijaje odredivan upotrebom multi-detector row spiral
computed tomography (MSCT) (General Electric Medical System, USA) pri slede¢im parametrims: 64
preseka sa 912 detektora, 0.625 mm rastojanja izmedu preseka, 0.35s vreme rotacije i tube current of
800 mA at 120 kV. Podaci su dobijeni tokom dijastolne faze srcanog ciklusa. Skor kalcifikacija
kornarnih arterija je ra¢unat iz formule bazirane na merenju totalne zapremine i polja kalcifikovanih
lezija, kao i srednjeg i maksimalnog denziteta. Individulani skor kalcifikacija je ra¢unat za glavnu levu
koronarnu arteriju, nishodnu granu leve koronarne arterije, cirkumfleksnu granu leve koronarne
arterije i desnu koronarnu arteriju. Ovi skorovi su dodavani da bi se dobio totalni skorkalcifikacija.
Finalni skor je izrazen u modifikovanim Agatston jedinicama (AGATSTON et al.,1990). Skor kalci-
fikacija je izabran prema poslednjim vodi¢ima American College of Cardiology and the American So-
ciety of Nuclear Cardiology, endorsed by the American Heart Association (ACC/ASNC) (GREEN-
LAND et al.,2007).

3.2.5.Statisticke metode:

U statisickoj obradi podataka Koristene su deskriptivne statisticke metode, metode za testiranje
statisti¢kih hipoteza i metode za ispitivanje zavisnosti. U analizi primarnih podtaka kao deskriptivne
statisticke metode koriStene su mere centralne tendencije (aritmeticka sredina, medijana, mod), mere
varijabiliteta (standardna devijacija) i relativni brojevi (pokazatelji strukture). Za testiranje statistickih
hipoteza koriSten je t-test, hi-kvadrat test i analiza varijanse, a od metoda za analizu zavisnosti
koeficijent linearne Kkorelacije i regresiona analiza. Sve statisticke hipoteze su testirane na nivou
statisticke znacajnosti (alfa nivo) od 0,05.
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4. REZULTATI

4.1. Ucestalost polimorfizama u genu za MTHFR, interleukin 6, interleukin
10 i fetuin-A bolesnika u hroni¢noj ili terminalnoj bubreznoj slabosti koji se
le¢e hemo ili peritoneumskom dijalizom i kod bolesnika sa transplantiranim
bubregom

4.1.1. Ugestalost 677 C>T i 1298A>C alela u genu za MTHFR kod bolesnika sa terminalnom
bubreznom slabo$éu le¢enih hemodijalizama, sa transplantiranim bubregom i zdravih osoba

Kod 82 bolesnika lec¢enih ponavljanim hemodijalizama, 106 bolesnika sa transplantiranim
bubregom i 28 zdravih osoba ispitana je ucestalost 677 C>T i 1298A>C alela u genu za MTHFR i
distrubucija bolesnika sa odredenim genotipovima je prikazana na grafikonima 1 ai 1b,2ai2bi 3a
i 3b.

Odredjivanje MTHFR 677 C>T kod bolesnika na hemodijalizi je pokazalo da je ucestalost TT
genotipa je bila 12%, a CT genotipa 42%. Kod bolesnika sa transplantiranim bubregom ucestalost
MTHFR 677 TT genotipa je bila 9%, a CT genotipa 44%, dok je kod zdravih osoba ucestalost TT
genotipa bila 7%, a CT genotipa 54%. Ukupna ucestalost MTHFR 677 TT genotipa kod bolesnika
le¢enih ponavljanim hemodijalizama i1 kod bolesnika sa transplantiranim bubregom iznosila je
11,3%, a CT genotipa 47,5%.

Izmedju grupa nije postojala statisticki znacajna razlika po distribuciji bolesnika za MTHFR
677 C>T alele.

. m677 CC B 1298 AA
12% 677 CT 1298 AC
677 TT 1298 CC

| 46%

Grafikon 1a. Udestalost 677 C>T alela Grafikon 1b. Ucestalost 1298 A>Calela
kod bolesnika lecenih hemodijalizama

B 1298 AA

9% m677CC 9 1298 AC

\ 677 CT 1298 CC
677 TT

- 45% . 50%

Grafikon 2a. Ucestalost 677 C>T alela Grafikon 2b. Ucestalost 1298 A>C kod
bolesnika sa transplantiranim bubregom
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Odredivanje MTHFR 1298 A>C alela kod bolesnika na hemodijalizi je pokazala da ucestalost
CC genotipa je bila 9%, a AC genotipa 39%, kod bolesnika sa transplantiranim bubregom
ucestalost CC genotipa je bila 6 % a AC genotipa 50 % dok je kod zdravih osoba ucestalost CC
genotipa bila 11 % a AC genotipa 46 %. Ukupna ucestalost kod bolesnika na hemodijalizi i sa
transplantiranim bubregom MTHFR 1298 CC genotipa je bila 7,6%, a AC genotipa 44,8%, dok je
kod zdravih osoba ucestalost CC genotipa bila 11%, a AC genotipa 46%. 1zmedju grupa nije post-
ojala statisti¢ki znacajna razlika po distribuciji bolesnika za MTHF 1298 A>C alele.

m677 CC H 1298 AA
677 CT 1298 AC
1298 CC

677 TT \Q
. 46%

Grafikon 3a. Ucestalost 677 C>T alela  Grafikon 3b. Udestalost 1298 A>C alela
zdravih osoba

4.1.2. Ulestalost -174 G>C alela u genu za interleukin 6 i -1082 G>A i -819 T>C alela u genu za
interleukin 10 kod bolesnika le¢enih hemo i peritoneumskom dijallizom

Kod 77 bolesnika lecenih ponavljanim hemodijalizama i kod 51 bolesnika na peritoneumskoj
dijalizi ispitana je ucestalost -174 G>C alela u genu za IL-6 kao i -1082 G>A i -819 T>C alela u
genu za IL-10. Distrubucija bolesnika sa odredenim genotipovima je prikazana na grafikonima 4 a
ib,5aibkaoi6aib. Odredjivanje IL-6 -174 G>C alela kod bolesnika na hemodijalizi je pokaza-
lo ucestalost GG genotipa 36%, GC 46%, a CC 18%, kod bolesnika na peritoneumskoj dijalizi GG
37%, GC 44% i CC 15%, dok je od svih ispitanih bolesnika 36% imalo GG genotip, 48% GC ge-
notip, a GG genotip 16 % .

Izmedu grupa nije postojala statisti¢ki znacajna razlika po distribuciji bolesnika za IL-6 -174
G>C alele (p=0,95).

IL-6-174 CC IL-6-174 CC
IL-6-174 GC 15% IL-6-174 GC
18% mIL-6-174GG || 37% g ®IL-6-174 GG
48%
46%
a. b.

Grafikon 4. Ucestalost -174 G>C alela u genu za IL-6 kod bolesnika le¢enih a. ponavljanim
he modijalizama i b. peritoneumskom dijalizom
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Odredivanje IL-10 -1082 G>A alela kod bolesnika na hemodijalizi je pokazala ucestalost GG
genotipa 44%, a GA genotipa 41% i AA genotipa 15%, a kod bolesnika na peritoneumskoj dijalizi
ucestalost GG genotipa je bila 38%, GA genotipa 35% i AA 27%. Kod svih ispitanih bolesnika
ucestalost IL-10 -1082 GG genotipa iznosila je 40,4%, GA 40,4% i AA 19,2%.

Izmedu grupa nije postojala statisti¢ki znacajna razlika po distribuciji bolesnika za IL-10 -1082
G>A allele (p 0,42).

15% HIL-10-1082 GG ®1L-10-1082 GG
\ IL-10-1082 GA IL-10-1082 GA
IL-10-1082 AA IL-10-1082 AA

a. b.

Grafikon 5. Ucestalost -1082 G>A alela u genu za IL-10 kod bolesnika lec¢enih a. ponavljanim hemo-
dijalizama i b. peritoneumskom dijallizom

Odredivanje IL-10 -819 T>C alela kod bolesnika na hemodijalzi je pokazala u¢estalost TT ge-
notipa 51%, TC genotipa 46 %, a CC genotipa 3%. Kod bolesnika na peritoneumskoj dijalizi
ucestalost IL-10 -819 TT genotipa je bila 54 %, TC genotipa 37% i CC genotipa 9%. Kod svih is-
pitanih bolesnika ucestalost 1L-10 -819 genotipa TT je iznosila 50%, TC 45,7% i CC 4,3%. Izmed-
ju grupa nije postojala statisti¢ki znacajna razlika po distribuciji bolesnika za -819T>C alele
(p=0,61).

3% 9%
W IL-10-819TT M IL-10-819TT
IL-10-819 CT IL-10-819 CT
IL-10-819 CC </ IL-10-819 CC
a b.

Grafikon 6. Ucestalost -819 T>C alela u genu za IL-10 kod bolesnika lecenih a. ponavljanim hemodi-
jalizama i b. peritoneumskom dijallizom

Distribucija genotipova kod svih ispitanika se razlikovala izmedju -819T>C i -1082 G>A
(p=0,001).

4.1.3. Ucestalost 742 C>T i 766 C>Galela u genu za fetuin kod bolesnika sa hroni¢nom bubreznom
slaboséu i sa transplantiranim bubregom

Kod 46 bolesnika sa HBS stadijum 2-5 koji nisu zahtevali dijalizu kao i kod 42 bolesnika sa
transplantiranim bubregom ispitana je ucestalost 742 C>Talela kao i 766 C>G alela u genu za fe-
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tuin A. Ispitanici sa alelom 742T su u isto vreme imali i alel 766G. Na grafikonu 7 je prikazana
distribucija bolesnika prema ucestalosti 677 C>T odnosno 766 C>G alela u genu za fetuin A.

Odredivanje ucestalosti je pokazalo da je kod bolesnika sa HBS bilo 8% TT/GG kombinovanih
genotipova, 42% CT/CG i 50% CC/CC, kod Tx 18% TT/GG, 42% CT/CG i 40% CC/CC , a kod
svih bolesnika CC/CC 44.3%, CT/CG 42.3% i TT/GG 13.4% .

8% 18%
m 742 CC/CC W 742 Cc/cC
742 CT/CG
\ 742 CT/CG \ 40% 72 TT// c
42% 742 TT/GG
\ . 42%
& b.

Grafikon 7. Ucestalost 742 C>T odnosno 766 C>G alela u genu za fetuin A kod a. bolesnika
HBS stadijum 2-5 i kod b. transplantiranih bolesnika.

4.2.Utvrdivanje povezanosti koncentracije homocisteina, interleukina 6, in-
terleukina 10 i fetuina-A sa odredenim genotipovima kod bolesnika u
hroni¢noj ili terminalnoj bubreznoj slabosti koji se le¢e hemo ili perito-
neumskom dijalizom i kod bolesnika sa transplantiranim bubregom

4.2.1. Povezanost koncentracije homocisteina sa MTHFR genotipovima 677 C>T i 1298 A>C kod
bolesnika sa terminalnom bubreznom slaboséu lecenih hemodijalizama, sa transplantiranim bubre-
gom i zdravih osoba

Nivo ukupnog Hcy u krvi odredivan je u grupi bolesnika sa terminalnom bubreznom slabos¢u
lecenih ponavljanim hemodijalizma (HD), kod bolesnika sa transplantiranim bubergom (Tx) i kod
kontrolne grupe zdravih osoba i rezultati su prikazani na Grafikonu 8.

Na grafikonu 8 se moze videti da su znacajno najvise vrednosti bile u HD grupi (p=0,001) a
obe ispitivane grupe bolesnika imale znac¢ano vise vrednosti uHcy u krvi u odnosu na kontrolnu
grupu (p=0,001).
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Grafikon 8. Koncentracija ukupnog Hcy u krvi grupi bolesnika le¢enih ponavljanim hemodija-
lizma (HD), kod bolesnika sa transplantiranim bubergom (Tx) i kod kontrolne grupe zdravih osoba

Na Grafikonu 9 je su prikazane koncentracije uHcy u krvi prema razli¢itim MTHFR 677 C>T
genotipovima u grupi bolesnika lecenih ponavljanim hemodijalizma (HD), kod bolesnika sa trans-
plantiranim bubregom (Tx) i kod svih ispitanih bolesnika.

U HD grupi najvise vrednosti uHcy su bile kod bolesnika sa MTHFR 677 CT genotipom ali
bez statisticki znacajne razlike, a u Tx grupi kod bolesnika sa 677 TT genotipom takode bez
statisticki znacajne razlike. Kod svih ispitanih bolesnika nije bilo znac¢ajne razlike u koncentraciji
Hcy prema razlic¢itim MTHFR 677 genotipovima (p=0,55).
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Grafikon 9. Koncentracija ukupnog Hcy u krvi prema razlicitom MTHFR 677 C>T genotipovima
u grupi bolesnika le¢enih ponavljanim hemodijalizma (HD), kod bolesnika sa transplantiranim bu-
bregom (Tx) i kod svih ispitanih bolesnika

Na Grafikonu 10 su prikazane koncentracije uHcy u krvi prema razli¢itim MTHFR 1298 A>C
genotipovima u grupi bolesnika lecenih ponavljanim hemodijalizma (HD), kod bolesnika sa trans-
plantiranim bubregom (Tx) i kod svih ispitanih bolesnika.

Kod obe grupe ispitivanih bolesnika kao i kod svih ispitanih bolesnika koncentracija uHcy je
bila najvisa bolesnika sa MTHFR 1298 CC genotipom ali bez statisticki znacajne razlike (p=0,46).
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Grafikon 10. Koncentracija ukupnog Hcy u krvi prema razlicitom MTHFR 1298 A>C genotipo-
vima u grupi bolesnika lecenih ponavljanim hemodijalizma (HD), kod bolesnika sa transplantira-
nim bubergom (TX) i kod svih bolesnika

4.2.2. Povezanost koncentracije interleukina 6 sa genotipovima -174 G>C i interleukina 10 sa genoti-
povima -1082 G>A i -819 T>C kod bolesnika le¢enih hemo i peritoneumskom dijalizom

Koncentracija IL-6 i IL-10 je odredena kod bolesnika sa terminalnom bubreznom slaboscu koji

se le¢e hemo (HD) ili peritoneumskom dijalizom (PD) i rezultati su prikazani na na grafikonu 11.
Kako se na grafikonu moze videti koncentracije IL-6 su bile statisticki zna¢jano vise u PD

(p=0,07) nego HD grupi bolesnika dok nije postojala znac¢ajna razlika u vrednostima IL-10.

8,
6,
4. m HD
PD
2,
0,
IL-6 IL-10

Grafikon 11. Koncentracija IL-6 i IL-10 u krvi bolesnika lecenih hemo ili peritoneumskom dijali-
zom
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Na grafikonu 12. su prikazane koncentracije IL-6 u krvi prema razli¢itim IL-6 -174 G>C geno-
tipovima kod bolesnika na hemo ili peritoneumskoj dijalizi i kod svih ispitanih bolesnika.
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Grafikon 12. Koncentracije IL-6 u krvi prema razli¢itim IL-6 -174 G>C genotipovima kod boles-
nika na hemo ili peritoneumskoj dijalizi i kod svih ispitanih bolesnika.

Na grafikonu se moze videti da se koncentracija IL-6 kod HD bolesnika nije znacajno razlikovala
prema IL-6 -174 G>C genotipovima dok je kod PD bolesnika ona bila najvisa kod bolesnika sa IL-6 -
174 CC genotipom kao kod svih ispitanih bolesnika (p=0,43).

Na grafikonu 13. su prikazane koncentracije IL-10 u krvi prema razli¢itim IL-10 -1082 G>A ge-
notipovima a na grafikonu 14. prema razli¢itim IL-10 -819T>C genotipovima kod bolesnika na hemo
ili peritoneumskoj dijalizi i kod svih ispitanih bolesnika.

Na oba grafikona se moze videti da su vrednosti IL-10 kod svih ispitanih bolesnika bile najnize
kod bolesnika IL-10 -1082 AA genotipom odnosno -819 CC genotipom ali bez statisti¢ki znacajne raz-
like.
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Grafikon 13. Koncetracije IL-10 u krvi prema razli¢itim 1L-10 -1082 G>A genotipovima kod
bolesnika na hemo ili peritoneumskoj dijalizi i kod svih ispitanih bolesnika.
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Grafikon 14. Koncentracije IL-10 u krvi prema razli¢itim IL-10 -819 T>C genotipovima kod
bolesnika na hemo ili peritoneumskoj dijalizi i kod svih ispitanih bolesnika.

Medijana i opseg IL-6 kod ispitanika sa GG+GC genotipom iznosila je 3,1 pg/ml (0,6-38,5),
dok je kod CC genotipa iznosila 6,4 pg/ml (1,4-38,5), sto je statisti¢ki znacajna razlika (U=387,0;

p=0,030). Ispitanici sa CC genotipom imali su znacajno vise vrednosti IL-6 §to je prikazano na
Grafikonu 15.
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Grafikon 15. Koncentracije IL-6 u krvi prema genotipovima IL-6 -174 GG+GC u poredjenju sa
genotipovima CC

Medijana i opseg IL10 kod ispitanika sa IL-10 -1082 GG+GA genotipom iznosila je 1,74 pg/ml
(0,32-35,2), dok je kod AA genaotipa iznosila 1,41 pg/ml (1,09-4,05), sto nije statisti¢ki zna¢ajna
razlika (U=718,0; p=0,544) prikazano na Grafikonu 16.
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Grafikon 16. Koncentracije IL-10 u krvi prema genotipovima IL-10 -1082 GG+GA u poredjenju
sa genotipovima AA

Medijana i opseg IL10 kod ispitanika sa 1L-10-819 TT+TC genotipom iznosila je 1,78 pg/ml
(0,32-35,2), dok je kod CC genotipa iznosila 1,41 pg/ml(1,09-4,05), s§to nije statisti¢ki znacajna
razlika (U=150,5; p=0,649) prikazano na Grafikonu 17.

Ispitanici sa 1L-10 -819 TT+TC genotipom su imali sli¢ne vrednosti IL10 u krvi kao i genotip
CC sto je prikazano na Grafikonu 17.
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Grafikon 17. Koncentracije IL-10 u krvi prema genotipovima IL-10 -819 TT+CC u poredjenju sa
genotipovima CC

4.2.3. Povezanost koncentracije fetuina A sa genotipovima 742 C>T i 766 C>G kod bolesnika sa
hroni¢nom bubreznom slabo$éu i sa transplantiranim bubregom

Kod bolesnika sa hroni¢nom bubreznom slabos¢u (HBS) stadijum 2-5 koji nisu zahtevali dija-
lizu kao i bolesnika sa transplantiranim bubregom (Tx) odredena je koncentracija fetuina A u krvi i
rezultati su prikazani na Grafikonu 18.
Kako se na grafikonu moze uociti Tx bolesnici su imali zna¢ajno nizu koncentraciju fetuina A u
krvi u poredenju sa HBS bolesnicima (p=0,04).
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Grafikon 18. Koncentracija fetuina A u krvi bolesnikasa hroni¢cnom bubreznom slabos¢u (HBS)
stadijum 2-5 koji nisu zahtevali dijalizu kao 1 bolesnika sa transplantiranim bubregom (Tx)

g/l

Na grafikonu 19. su prikazane koncentracije fetuina A u krvi prema razli¢itim fetuin-A 766
C>T genotipovima. Kod bolesnika sa hroni¢nom bubreznom slabos¢u stadijum 2-5 koji nisu zah-
tevali dijalizu, bolesnika sa transplantiranim bubregom kao i kod svih ispitanih bolesnika. Vec je
napomenuto da su ispitanici sa alelom 742T su u isto vreme imali i alel 766G.

Na grafikonu 20. se moze videti da su svi ispitani bolesnici sa fetuin 742 TT, odnosno 766 GG

genotipom imali znacajno nizu koncentraciju fetuina A u krvi u odnosu na bolesnike sa ostalim
genotipovima (p= 0,02).
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Grafikon 19. Koncentracija fetuina A u krvi bolesnika sa razlic¢itim fetuin 742 C>T 1766 C>G geno-
tipovima kod bolesnika sa hroni¢énom bubreznom slabosé¢u stadijum 2-5 koji nisu zahtevali dijalizu,
bolesnika sa transplantiranim bubregom i kod svih ispitanih bolesnika.
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Grafikon 20. Koncentracija fetuina A u krvi sa razli¢itim fetuin A 742 C>T genotipovima kod svih
ispitanh bolesnika

Na Tabeli 3. je prikazana distribucija genotipova u odnosu na cut off vrednosti fetuina A za
nastanak kalcifikacija na koronarnim arterijama koja je iznosila 0.437 g/L.

Tabela 3. Fetuin A 742C>T distribucija genotipova izmedu bolesnika prema koncentraciji fetuina A u
serumu.

Fetuin 742 C>T fetuin <0.437g/L  fetuin > 0.437 g/L
CC genotip N (%) 13 (30.2) 27 (60)

CT genotip N (%) 22 (51.2) 14 (31.1)

TT genotip N (%) 8(18.6) 4 (8.9)

4.3.1spitivanje udruZenosti razli¢itih pojedini¢anih ili kombinovanih genoti-
pova sa ranim i kasnim pokazateljima arteroskleroze kao i oboljevanja od
kardiovaskularnih bolesti

4.3.1. Povezanost homocisteina, MTHFR 677 C>T i MTHFR 1298 A>C genotipova sa debljinom in-
time i intimalnim plakovima

U grupi bolesnika lecenih ponavljanim hemodijalizama i bolesnika sa transplantiranim bubre-
gom odredivana je debljina intime medije u mm na karotidnim arterijama i izrazenost intimalnih pla-
kova (skor 0-3) i ispitivana je njihova povezanost sa Hcy i MTHFR 677 C>T i MTHFR 1298 A>C ge-
notipova ali i sa drugim parametrima kao sto su starost, pol, BMI, duzina trajanja HD, odnosno vreme
od transplantacije, kao i koncentracijom C-reaktivnog proteina (CRP), holesterola, kreatinina u seru-
mu.
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Mediana i opseg debljine intima medije karotidnih arterija u genotipu MTHFR 677CC iznosila
je 0,9 (0,5-2,3), genotipu CT 0,9 (0,35-2,75) i genotipu TT 0,8 (0,6-1,15) mm. Na grafikonu 21 moze
videti da medju MTHFR 677 C>T genotipovima nije bilo statisticki znacajne razlike u debljini intima
medije karotidnih arterija (p= 0,637).
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Grafikon 21. Debljina intime karotidnih arterija (IMD) u razli¢itim MTHFR 677C>T
genotipovima

Mediana i opseg debljine intime medije karotidnih arterija u genotipu MTHFR 1298 AA
iznosila je 0,9 (0,5-2,75), genotipu AC 0,85 (0,35-2,30) i genotipu CC 0,85 (0,55-1,20) mm. Na
grafikonu 22. moze videti da medju MTHFR 1298A>C genotipovima nije bilo statisticki znacajne
razlike u debljini intima medije karotidnih arterija (p= 0,762).
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Grafikon 22. Debljina intime karotidnih arterija (IMD) u razli¢itim MTHFR 1298A>C genoti-
povima

Mediana i opseg vrednosti skora plaka na karotidnim arterijama u genotipu MTHFR
677CC iznosila je 0,0 (0-3), genotipu CT 1,0 ( 0-3) i genotipu TT 1,0 ( 0-2). Na grafikonu 23

35



moze videti da medju MTHFR 677 C>T genotipovima nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u
pogledu izrazenosti plaka na karotidnim arterijama (p=0,269).
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Grafikon23. Izrazenost plaka karotidnih arterija u razli¢itim MTHFR 677C>T genotipovima

Mediana i opseg vrednosti skora plaka na karotidnim arterijama u genotipu MTHFR 1298AA iz-
nosila je 1,0 ( 0-3), genotipu AC 0,5 ( 0-3) i genotipu CC 0,0 ( 0-1,5). Na grafikonu 24 moze se videti
da medju MTHFR 1298A>C genotipovima nije bilo statisti¢ki znazajne razlike u pogledu izraZenosti
plaka na karotidnim arterijama (p= 0,224).
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Grafikon 24. Izrazenost plaka karotidnih arterija u razli¢itim MTHFR 1298A>C genotipovima

Analiza povezanosti ispitivanih parametara sa debljinom intime medije karotidnih arterija je
pokazala da sa njom znacajano Koreliraju starost (r=0,397, p=0,000), duZina trajanje dijalize
(r=0,209, p= 0,04) kao i koncentracija holesterola (r=0,273, p=0,006) i kretainina u serumu (r=-
0,197, p=0,05). Nivo Hcy u krvi kao ni genotipovi MTHFR 677C>T i MTHFR 1298A>C nisu bili
znacajno povezaji sa ispitivanim parametrima.

Analiza povezanosti ispitivanih parametara sa izrazenos¢u plaka na karotidnim arterijama je
pokazala da sa njim znacajano pozitivno koreliraju starost (r=0,696, p=0,00), duzina trajanje dijal-
ize (r=0,396, p= 0,000) kao i koncentracija CRP-a (r=0,279, p=0,014) i kretainina u serumu (r=-
0,277, p=0,005). Nivo Hcy u krvi kao ni genotipovi MTHFR 677C>T i MTHFR 1298A>C nisu bi-
li znacajno povezani sa ispitivanim parametrima.
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4.3.2. Povezanost fetuina —A, fetuin —A 742 C>T i 766 C>G genotipova sa kalcifikacijama koro-
narnih arterija

U grupi bolesnika sa hroni¢nom bubreznom slaboscu stadijum 2-5 koji nisu zahtevali dijalizu
(HBS) i bolesnika sa transplantiranim bubregom (Tx) odredivan je skor kalcifikacija na koronarnim
arterijama (KKA) i ispitivana je njegova povezanost sa koncentracijom fetuina-A u krvi, sa fetuin —A
742 C>T i 766 C>G genotipovima, ali i sa drugim parametrima kao $to su starost, pol, BMI, vreme
od transplantacije, kompletna krva slika, kao i koncentracijom kreatinina, kalcijuma, fosfata, iPTH,
holesterola, triglicerida, hsCRP u krvi.

Kako je ve¢ receno svi bolesnici su podeljeni na grupe prema cut off vrednosti fetuina A za po-
javu KKA koja je iznosila 0.437 g/L.
Grupa ispitanika sa nivoom fetuina-A u serumu <0.437 g/L imala statisticki znacajno ces¢e KKA i
veci skor KKA u odnosu na grupu sa nivoom fetuina-A u serumu > 0.437 g/L Sto je prikazano na Ta-
beli 4.

Tabela 4. Logisticka regresiona analiza nivoa Fetuina-A u serumu i KKA

fetuin <0.437 g/L fetuin > 0.437 g/L P
KKA skor grupa, mediana (opseg) 2.00 (0-4) 0 (0-4) 0.029
KKA prisustvo, n (%) 22 (51.2%) 11 (24.4%) 0.010

Logisticka univarijantna analiza je pokazala da su znacajni prediktori za nastanak KKA: starost
(OR= 1.156, 95%CI 1.093-1.223, p<0,001), nivo fetuina-A u serumu (OR=3,238, 95%CI 1,309-
8,008, p=0,011) i fetuin 742C>T i 766C>G genotip (OR=2,801, 95%CI 1,172-6,696, p=0.021), dok
je u multivarijantni logisticki model izdvojio samo starost bolesnika i nivo fetuina-A u serumu
<0,437. Bolesnici su imali za 17% vecu Sansu za prisustvo kalcifikacija za svaku godinu starosti
(OR=1,17). Ispitanici sa nivoom fetuina-A u serumu <0,437 g/L su imali skoto 5 puta veéu Sansu za
nastanak kalcifikacija (OR=4,77) (Tabela 5).

Tabela 5. Logisticki multivarijantni model sa prisustvom KKA kao zavisnom varijablom

B p OR OR 95% CI
Starost 0.15 0.001 1.17 1.09-1.24
Fetuin-A nivo 1.56 0.03 4.77 1.15-19.74
Polimorfizam 0.15 0.82 1.16 0.30-4.47
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5.Ispitivanje znacaja razli¢itih pojedini¢anih ili kombinovanih genotipova u
predikciji kardiovaskularnog mortaliteta bolesnika sa hroni¢énom
bubreznom slaboséu stadijum 2-5, bolesnika u terminalnom bubreZnoj
slabosti koji le¢e hemo ili peritoneumskom dijalizom ili je uradena
transplantacija bubrega

5.1. Povezanost koncentracije homocisteina u serumu, MTHFR 677 C>T i MTHFR 1298 A>C genoti-
pova sa prezivljavanjem bolesnika

U studiji koja je povezanost koncentracije homocisteina u serumu, MTHFR 677 C>T i
MTHFR 1298 A>C genotipova sa prezivljavanjem, 188 bolesnika (82 na hroni¢nom programu le¢enja
hemodijalizom i 106 bolesnika sa stabilnom funkcijom transplantiranog bubrega) je praceno 60 mese-
ci. Za to vreme 53 bolesnika je umrlo.

Koncentracija Hcy nije znac¢ajno uticala na prezivljavanje ispitanih bolesnika dok je procenjena
artimeticka sredina prezivljavanja kod ispitanika sa MTHFR 677CC genotipom iznosila je 57,2 mese-
ca (95% CI1 54,9-59,4), kod CT genotipa 51,31 meseci (95% CI 47,4-55,1) i TT genotpa 57,7 meseci
(95% CI 53,4-62,0).Postoji statisticki znacajna razlika u vremenu prezivljavanja u odnosu na genotip
(hi-kvadrat=7,50; p=0,024). Ispitanici sa MTHFR CT genotipom su imali znacajno nize vreme
preZivljavanja §to je prikazano na grafikonu 25.
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Grafikon 25. Kaplan Meier analiza uticaja MTHFR 677 C>T genotipova na prezivljavanje

Procenjena artimeticka sredina prezivljavanja kod ispitanika sa MTHFR 1298AA genotipom
iznosila je 54,8 meseci (95% CI 51,9-57,7), kod AC 52,7 meseci (95% CI 48,7-56,6) i kod CC
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genotipa 54,4 meseci (95% CIl 47,3-56,1). Ne postoji statisti¢ki znacajna razlika u vremenu
prezivljavanja u odnosu na MTHFR 1298A>C genotip (hi-kvadrat=0,34; p=0,983) sto je prikazano na
grafikonu 26.
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Grafikon 26. Kaplan Meier analiza uticaja MTHFR 1298A>C genotipova na prezivljavanje

5..2. Povezanost nivoa inreleukina 6, interleukina 10, interleukin-6 -174 G>C i
interleukin-10 -1082 G>A i -819 T>C genotipova sa prezivljavanjem

U studiji koja je ispitivala povezanost koncentracije interleukin -6 i interleukin -10 u serumu,
kao i interleukin -6 -174 G>C i interleukin-10 -1082 G>A i -819 T>C genotipova sa prezivljavanjem,
128 bolesnika (77 na hronicnom programu lecenja hemodijalizom i 51 bolesnik peritoneumskom dija-
lizom) je praceno 36 meseci. Za to vreme 37 bolesnika je umrlo.

Pored navedenih paremetara praceni su starost, pol, BMI, duzina trajanja HD, odnosno PD,
kao i koncentracija C-reaktivnog proteina (CRP), albumina u serumu, BMI. Univarijantna analiza je
pokazala da su znacajni prediktori mortaliteta starost (OR= 1.16, 95%CI 1.061-1.269, p=0,001), kon-
centraciju aloumina (OR= 0.81, 95%CI 0.656-0.999, p=0,049), CRP (OR= 1.06, 95%CI 1003—
1.124, p=0,039) i IL-6 (OR=1.12, 95%CI 1.038-1.216, p=0,004), kao i IL-6 176G>C genski poli-
morfizam (OR= 0.82, 95%CI 0.097-0.805, p=0,018), dok je u multivarijantni logisti¢ki model izdvo-
jio samo koncentraciju IL-6 i polimorfizam u genu za IL-6 -174 G>C.

Procenjena artimetic¢ka sredina prezivljavanja kod ispitanika sa IL-6 -174GG genotipom iznosi-
la je 33,1 mesec (95% CI 30,8-35,3), GC 34,6 meseci (95% CI 33,6-35,7) i CC 26,1(95% CI 20,0-
32,2). Postoji statistiCki znacajna razlika u vremenu prezivljavanja u odnosu na genotip (hi-
kvadrat=11,398; p=0,003) sto se moze uociti na grafikonu 27.
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Grafikon 27.Kaplan Meier analiza uticaja 1L-6 G>C genotipova na prezivljavanje

Procenjena artimeti¢ka sredina prezivljavanja kod ispitanika sa IL-10 -1082 GG genotipom
iznosila je 32,6 meseci (95% CI 30,5-35,2), kod GA 31,5 (95% CI 29,2-33,8) i kod AA 36,0 (95% ClI
35,9-36,1). Postoji statisticki znacajna razlika u vremenu prezivljavanja u odnosu na genotip (hi-
kvadrat=9,669; p=0,008) sto se moze uociti na grafikonu 28.
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Grafikon 28. Kaplan Meier analiza uticaja 1L-10 1082 G>A genotipova na prezivljavanje bolesnika
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5.3. Povezanost koncentracije fetuina-A u serumi i polimorfizama u genu za fetuin 742 C>T i 766
C>G sa prezivljvanjem bolesnika

U studiji koja je ispitivala povezanost koncentracije fetuina-A u serumu, kao i fetuin 742
C>T i 766 C>G genotipova sa prezivljavanjem, 88 bolesnika (46 sa hroni¢nom bubreznom slabos¢u
stadijum 2-5 i 42 bolesnika sa stabilnom funkcijom transplantiranog bubrega), je pra¢eno 72 meseca.
Tokom perioda pracenja 11 bolesnika je umrlo.

Pored navedenih ispitivani su parametri kompletna krvna slika, koncentracije u krvi kreatinina,
albumina, holesterola, triglicerida, CRP, serum amiloida A, homocisteina i interleukina 6, BMI i
arterijska hipertenzija. Kaplan —Meier analiza prezivljavanja je pokazala du su bolesnici sa snizenim
nivoima fetuina-A (<0.437g/L) i povisenim CRP > 5mg/L imali preZivljavanje samo 42%. Bolesnici
sa snizenim fetuinom-A (<0.437¢g/L) i sa CRP <5mg/L su imali prezivljavanje od 75%, a kod
bolesnika sa nivoom fetuina-A u serumu >0.437g/L prezivljavanje je iznosilo 100% (p<0.001) bez
obzira na nivo CRP (Grafikon 29).
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Grafikon 29. .Kaplan-Meier analiza uticaja koncentracije fetiuna-A i CRP i na prezivljavanje boles-
nika

Bolesnici sa 742 T alelom u genu za fetuin i koncentracijom CRP >5mg/L su imali procenat
prezivljavanja 50%, bolesnici sa 742 T alelom i nivoom CRP < 5mg/L 81%. Bolesnici koji nisu bili
nosioci T alela i sa koncentracijom CRP > 5mg/L su prezivljavali 96,9%, a ukoliko je CRP iznosio <
5mg/L prezivljavanje je bilo 100% sto je prikazano na grafikonu 30.
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Grafikon 30. Kaplan-Meier analiza uticaja fetuin -A 742C>T genotipa i CRP na prezivljavanje boles-
nika
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6. DISKUSIJA

Genski polimorfizmi predstavljaju izraz normalnih varijacija u naslednoj osnovi. Prose¢no
svaki 1000. nukleotid u humanom genomu je polimorfan, tj. razlikuje se od osobe do osobe. Ove vari-
jacije imaju uticaj na fenotip, a narocito je aktuelno istrazivanje povezanosti sa sklono$¢u ka
odredenim bolestima. Kod bolesnika sa HBB, le¢enih ponavljanim hemodijalizama i bolesnika sa
transplantiranim bubregom hiperHcy kao jedan do nezavisnih faktora rizika za razvoj kardiovaskular-
nih bolesti nije samo posledica smanjene bubrezne funkcije i snizenog nivoa folata u serumu, ve¢ je i
geneticki determinisana (Gaughan i sar., 2000, Bosotm i sar., 1999, Fodinger i sar., 1999, Fodinger i
sar., 2000).

U ovom radu ispitivali smo ucestalost polimorfizama u genu za MTHFR, interleukin 6, inter-
leukin 10 i fetuin-A bolesnika u hroni¢noj ili terminalnoj bubreznoj slabosti koji se lece hemo ili peri-
toneumskom dijalizom i kod bolesnika sa transplantiranim bubregom.

Ucinjeno je ispitivanje ucestalosti polimorfizma u genu za MTHFR na lokusima 677C>T i
1298A>C kod 188 bolesnika, od kojih su 82 lecena ponavljanim hemodijalizama, 106 bolesnika sa
transplantiranim bubregom, i 28 zdravih osoba. Ucestalost 677C>T mutacije (T alela) u genu za
MTHFR iznosila je 35,11% u grupi bolesnika, odnosno 34% u grupi zdravih osoba. Zastupljenost
1298A>C mutacija (C alel) u istom genu kod obolelih je bila 30,35%, dok je u kontrolnoj grupi zdra-
vih osoba iznosila 10,71%. Statisticka analiza je pokazala da nema znacajne razlike u ucestalosti alela
izmedu grupa, kako za jednu, tako i za drugu mutaciju, Sto je u saglasnosti sa rezultatima sli¢nih
istrazivanja drugih autora (Fodinger i sar., 1999, 2000 ). Ucestalost homozigota za MTHFR 677C>T
mutaciju (TT) kod zdravih osoba je bila 7,14% sli¢no populacijama u Evropi, Australiji, Kanadi,
Japanu, dok su u Africi i Americi nize zastupljenosti. Zbirni podaci iz literature pokazuju zastupljenost
homozigota TT u opstoj populaciji je 5-15%, uz postojanje etni¢kih varijacija u ucestalosti MTHFR
genotipa (Stevenson i sar., 1997). U nasem istrazivanju u grupi bolesnika na hemodijalizi u¢estalost
homozigota za MTHFR677C>T mutaciju (TT) je bila 12%, a heterozigota (CT) 42%. Kod bolesnika
sa transplantiranim bubregom ucestalost homozigota za MTHFR 677C>T mutaciju (TT) bila 9%, a
ucestalost heterozigota (CT) 45% sto je u skladu sa istrazivanjima Fodinger i saradnika (Fodinger i
sar., 1999). Homozigota za MTHFR1298A>C mutaciju (CC) kod zdravih osoba je bilo 11%, sto je
priblizno ucestalosti posmatranog genotipa u Holandiji i Kanadi (Klerk i sar., 2002, Osganian i sar.,
1999). U grupi bolesnika na hemodijalizi ucestalost CC genotipa iznosila je 9%, a kod bolesnika sa
transplantiranim bubrego 6%. Statistickim analizama nismo pronasli znac¢ajnu razliku u ucestalostima
677C>T i 1298 A>C genotipova izmedju obolelih osoba i zdravih kontrola.

Na postojanje populacionih specifi¢nosti u ucestalosti MTHFR genotipova su ukazali Cortese i
saradnici (Cortese i sar., 2001). Prevalenca termolabilne forme MTHFR je razli¢ita u razli¢itim popu-
lacijama, te ucestalost MTHFR 677 TT homozigota iznosi 5-16 % u zdravoj populaciji, u Americi i
Australiji oko 11,5%, a u Evropi varira od 5,4% u Holandiji do 11,4 % u ltaliji. Ucestalost T alela u
mediteranskom delu Evrope je veoma visoka (40-50%) i zabeleZeno je da se ucestalost poveéava od
severnih ka juznim delovima kontinenta. Razlozi za tu pojavu nisu dovoljno razjasnjeni, moguce da se
prednost u prezivljavanju dovodi u vezu sa drugim genetskim bolestima koje su prevalentne u oblasti
Mediterana, kao sto su poremecaj u metabolizmu eritrocita. Sli¢no je i u Azijskoj populaciji gde je vi-
soka ucestalost MTHFR 677 T alela od 32% nadjena u Japanu i Kini, a veoma niska <5% u Indoneziji,
dok su veoma niske u subsaharskoj i etiopijskoj populaciji (51 3%), kao i kod afroamerikanaca. U
populacijama Juzne Amerike (Kolumbilja i Brazil) ucestalost MTHFR 677 T alela je slicna evropskoj
(40%). Takodje ucestalost MTHFR 1298 C alela pokazuje heterogenu distribuciju u rali¢itim populaci-
jama. Najmanja je kod Afro-Amerikanaca, 15%, kod Belaca iznosi 30% (Cortese i sar.,2001).
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Inflamacija je Cesta karakteristika kod bolesnika sa HBB, koje se obi¢no povecava sa progresi-
jom HBB. C reaktivni protein (CRP) i interlukin (IL-6) su inflamatorni medijatori koji su poviseni kod
bolesnika sa HBB, posebno kod bolesnika na dijalizi. Nakupljanje uremijskih tokisna, visak te¢nosti,
razvoj oksidativnog stresa, pored ostalih poremecaja u HBB, doprinose porastu IL-6, a smanjenje
bubrezne funkcije snizavanjem klirensa IL-6 dodatno doprinosi povecanju koncentracije u krvi. Dija-
lizne procedure doprinose stimulaciji inflamatornog odgovora, dalje povecavajuéi stvaranje 1L-6. Kon-
tinuirano poviseni nivoi inflamatornih citokina su udruzeni sa kardivaskularnom bolesti, koja je glavni
uzrok smrti ovih bolesnika.

Uocene su interindividualne varijabilnosti u sekreciji citokina u odgovoru na stimuluse, koje su
bar delimi¢no odredjene polimorfizmima u promotornim regionima gena za citokine i mogu imati
znacajan uticaj na individualnu predispoziciju za citokinima indukovanu hroni¢nu inflamaciju i njen
uticaj na mortalitet. Nekoliko studija je ispitivalo odnos polimorfizama u genima koji kodiraju bio-
hemijske markere inflamacije kod bolesnika sa HBB i njihov mogu¢i uticaj na ishod bolesnika (Corre-
dor i sar 2020, Kottgen i sar., 2009, Okada i sar., 2012), ali taj odnos jos uvek nije u potpunosti
razjasnjen.

Inflamatorni biomarker IL-6 je posebno povisen kod bolesnika sa treminalnom HBB koji se lece
ponavljanim dijalizama i udruzZen je sa poviSenim rizikom za KV dogadjaje, koji su glavni uzrok smrti
ovih bolesnika (Barreto i sar., 2010). Jo$ uvek nije dovoljno razjasnjeno kako polimorfizmi gena uti¢u
na inflamatorni odgovor i ishod bolesnika. Polimorfizam pojedina¢nih nukleotida u promotornom re-
gionu genu za IL-6 -174G>C je funkcionalna varijanta koja regulise brzinu transkripcije gena za IL-6
| zato predstavlja moguce sredstvo za ispitivanje uzro¢no posledi¢nog odnosa izmedju IL-6 i kardi-
ovaskularnih ishoda u HBB (Jones i sar., 2001, Jenny i sar., 2022).

U ovoj studiji u¢injeno je ispitivanje ucestalosti polimorfizma u promotornom regionu gena za
IL-6 -174G>C kod 128 bolesnika (77 lecenih hemodijalizom i 51 peritoneumskom dijalizom).
Ucestalost 174G>C mutacije u genu za IL-6 iznosila je 40% za alel C, sto je u skladu sa nalazima u
Evropskoj populaciji prema bazi podataka engl. Reference SNP (rs) Report database for rs1800795,
February, 25th 2021 (www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs1800795), u kojoj su zabelezene ucestalosti
44%/56% za alele C/G. Za razliku od toga Hoffmann i saradnici (Hoffmann i sar., 2002) nalaze da je u
Americi kod pripadnika bele rase distribucija nosioca IL-6 -174 G/C alela u 62/38% i da je razlili¢ita u
odnosu ostale tri populacije (azijsku, crnu i hispano). Spoto i saradnici u Italiji (Spoto i sar., 2015) na-
laze sli¢nu ucestalost C alela 31% kod bolesnika sa HBB i nalaze da je vec¢a nego kod zdravih ispita-
nika. Homozigota za 1L-6-174G>C mutaciju (CC) je bilo 18% kod bolesnika na hemodijalizi i 15%
kod bolesnika na peritoneumskoj dijalizi. Analiza distribucije -174G>C genotipova kod bolesnika na
hemodijalizi je pokazala da je genotip GG imalo 36% bolesnika, GC 46%, CC 18%, a kod bolesnika
na peritoneumskoj dijalizi genotip GG 37%, GC 44% i CC 15%, dok je od svih ispitanih bolesnika
36% imalo GG genotip, 48% GC, a CC genotip 16 %. Statistickim analizama nismo pronasli
znacajnu razliku u ucestalostima i distribuciji IL-6 174G>C genotipova izmedju grupa.

Nasi nalazi u pogledu distribucije genotipova su u skladu sa podacima Hoffmann-a i saradnika
(Hoffmann i sar., 2002). Za razliku od naseg ispitivanja nesto manju ucestalost GG genotipova
objavili su istrazivanja autora iz Poljske (Kurzawski i sar., 2005) gde je ucestalost IL6 —174 G>C
genotipova je iznosila: GG 28.8%, GC 49.3% i CC21.9%, sli¢cno populaciji Nemacke i Britanije. Za
razliku od toga studija bolesnika na hemodijalizi u Portugalu je pokazala u¢estalost genotipova (I1L-6 -
174GG 47,4%, GC 42,9%, CC 9,7%) slicnu populaciji Italije i Amerike u kojima je GG najcesci
genotip, a CC genotip je manje ucestao (Rochai sar., 2021, Balakrishnan i sar., 2004, Spoto i
sar.,2015).

Interleukin-10 ima jak regulatorni uticaj na stvaranje proinflamatornih interleukina, sto ukazuje
da sinergisticki ili antagonisticki efekti genotipskih kombinacija mogu imati kljuénu ulogu u
predispoziciji za hroni¢nu inflamaciju i njene posledice (Balakrishnan i sar., 2004.).

U naSem istrazivanju polimorfizma u genu za IL-10-1082G>A ucestalost alela A je iznosila
39,42% s§to je nesto nize u odnosu na ucestalost u nalazima Hofmana i saradnika koji nalazi ucestalost
A alela od 54% kod pripadnika bele rase u Americi (Hoffmann i sar., 2002). U grupi bolesnika na
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hemodijalizi homozigota za IL-10 -1082 G>A mutaciju (AA) je bilo 15%, a heterozigota (GA) 41%.
Kod bolesnika na peritoneumskoj dijalizi u¢estalost homozigota za IL-6 -1082 G>A mutaciju (AA) je
bila 38%, a heterozigota (GA) 35%. Kod svih ispitanih bolesnika ucestalost GG genotipa iznosila je
40,4%, GA 40,4% i AA 19,2%.

Ispitivanjem polimorfizma u genu za IL-10-819 T>C ucestalost alela C je bila 27,2% sto je
sli¢no kao kod pripadnika bele rase u Americi (23%) (Hoffmann i sar., 2002). Ucestalost homozigota
za IL-10 -819 T>C mutaciju (CC) kod bolesnika na hemodijalizi je bila 3%, a heterozigota (TC) 46%.
Kod bolesnika na peritoneumskoj dijalizi u¢estalost homozigota za 1L-10 -819 T>C mutaciju (CC) je
bila 9%, a heterozigota (TC) 37%. Analiza distribucije IL-10 -819 T>C genotipova kod bolesnika na
hemodijalizi je pokazala ucestalost 1L-10 -819 TT genotipa 51%, TC 46 %, a CC 3%. Kod bolesnika
na peritoneumskoj dijalizi ucestalost IL-10-819 TT genotipa je bila 54 %, TC 37% i CC genotipa 9%.
Kod svih ispitanih bolesnika ucestalost IL-10 -819 genotipova je bila za TT 50%, TC 45,7% i CC
4,3%. Statisticka analiza je pokazala da nema znacajne razlike u ucestalosti alela izmedju grupa, kako
za jednu, tako i za drugu mutaciju. Distribucija genotipova kod svih ispitanika se razlikovala izmedju -
819T>C i -1082G>A (p 0,001) sto je u skladu sa nalazima studija u opstoj populaciji (Hoffmann i
sar., 2002).

Balakirshnan (Balakrishnan i sar., 2004.) je odredjivao polimorfizme u genima a za IL-6,
TNF-alfa i IL-10 u kohorti 183 bolesnika na hemodijalizi koji su bili uklju¢eni u HEMO studiju i
pokazao znacajno poviSenje nivoa IL6 i komorbidnog skora kod nosioca IL-6-174G alela (visoko
produkujuéi) i nize koncentracije albumina u serumu. Takodje je pokazana i udruzenost IL-6-174 GG
genotipa sa koronarnom bole$¢u. (Burzotta i sar.,2001) lako IL-10 genotip nije bio udruZen sa
komorbiditetom i koncentracijom albumina u serumu, ispitanici koji su bili sa visoko ili intermedijerno
produkuju¢im genotipom su ¢esce imali veci bolji funkcionalni status procenjen pomoé¢u Karnofsky
skora (Rettig i sar., 1997). Studije na blizancima su pokazale da je oko 75% varijacija u stvaranju IL-
10 genetski deteminisano i kontrolisano na transkripcionom nivou (Burzotta i sar., 2001). Ispitanici sa
kombinacijom IL-10 visoko ili intermedijerno produkujuc¢eg genotipa sa IL-6 nisko-produkujuc¢im
genotipom su imali manje komorbiditeta ili ve¢i Karnofsky skor nego ispitanici sa suprotnim
kombinacijama genotipova (Balakrishnan i sar., 2004.).

Vaskularne kalcifikacije (VK) su ¢este kod bolesnika sa HBB i udruzene su sa visokim
kardiovaskularnim morbiditetom i mortalitetom (Russoi sar., 2004; Kumarisar., 2014; Kramer i sar.,
2005; Kestenbaumi sar., 2009; Covici sar.,2010; Schiffrini sar., 2007; Oritz i sar., 2014). VK progre-
diraju kod bolesnika na hemodijalizi, transplantacija bubrega ih donekle usporava, ali ne zaustavlja u
potpunosti (Jansz i sar., 2018., Meier-Kriesche i sar.,2004; Moei sar., 2005; Mazzaferroi sar., 2009).

Pored opstih i za uremiju specifi¢nih faktora koji su ukljuceni u arterosklerotski process u nas-
tanku VK kod bolesnika na hemodijalizi uti¢u i povisene vrednosti kalcijuma i fosfora u serumu kao i
povisen paratireoidni hormon. Pokazano je da su VK aktivan proces kome su suprotsavljeni lokalni i
sistemski inhibitori kalcifikacija, od kojih je najznacajniji fetuin-A. Postoje podaci da su nivoi fetuina-
A genetski determinisani polimorfizmima 742C>T i 766T>G u genu za fetuin (Stenvinkel i sar.,
2005, Marechal i sar., 2011, Hamirani i sar., 2008, Podesta i sar., 2021).

U ovoj studiji ucinjeno je ispitivanje ucestalosti polimorfizma u genu za fetuin 742C>T i
766C>G kod 88 bolesnika (42 bolesnika sa transplantiranim bubregom najmanje Sest meseci od trans-
plantacije i sa stabilnom fukcijom alografta i 46 bolesnika sa HBB u stadijumu 2-5 koja nije zahtevala
le¢enje dijalizom). Ucestalost mutacija u genu za fetuin 742C>T za alel T iznosila je 34,5 %, a ista
ucestalost je bila za mutaciju u genu za fetuin 766 C>G (alel G). Polimorfizmi u genu za fetuin
742C>T i 766T>G su bili 100% vezani. Ovakav nalaz je u skladu sa ispitivanjima Jansena i saradnika
( Jansen i sar., 2017). Ucestalost homozigota za 742C>T mutaciju (CC) i 766C>G mutaciju (GG)
iznosila je 13,4% kod svih bolesnika. U grupi ispitanika sa HBB bilo je 8% homozigota ( TT /GG),
heteorozigota (CT/CG) 42%. Kod bolesnika sa transplantiranim bubregom bilo je 18% homozigota
(TT/GG), a heteozigota (CT/CG) 42%.
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Dalje ispitivanje odnosilo se na utvrdjivanje povezanosti koncentracije homocisteina,
interleukina 6, interleukina 10 i fetuina-A sa odredjenim genotipovima kod bolesnika u hroni¢noj ili
terminalnoj bubreznoj slabosti koji se le¢e hemo ili peritoneumskom dijalizom i kod bolesnika sa
transplantiranim bubregom.

Ucestalost hiperhHcy kod bolesnika na hemodijalizi analiziranih u ovoj studiji iznosila je
92,68% (97% kod muskaraca i 88% kod Zena), srednja vrednost koncentracije Hcy 26,52+ 8,93
umol/L, a kod bolesnika sa transplantiranim bubregom 82% (90% kod muskaraca i 65% kod Zena), a
srednja vrednost koncentracije Hcy 22,02+ 8,02 umol/L, $to je u obe grupe znacajno vise u odnosu na
kontrolnu grupu zdravih osoba. Nasi podaci su u saglasnosti sa nalazima drugih studija koje ukazuju
da oko 90% bolesnika na hemodijalizi imaju povisene koncentracije Hcy (Tremblay i sar., 2000), a da
posle transplantacije bubrega 50 do 60% bolesnika ima umereno povisene koncentracije Hcy u
serumu (Fodinger i sar., 2000, Bostom i sar., 1999).

Mehanizmi koji dovode do hiperHcy u hroni¢noj bubreznoj insuficijenicji, a naroé¢ito posle
transplantacije bubrega nisu razjasnjeni. Pored uticaja pola, starosti, deficita folata i vitamina B,
bubrezne funkcije i genetski faktori mogu imati znac¢ajnu ulogu u nastanku hiperHcy (Bostom i sar.,
1999, Frosst i sar., 1995). Simi¢ i saradnici nalaze da su nivoi Hcy posle transplantacije su mnogo visi
u odnosu na bolesnike sa istom bubreznom funkcijom koji nisu transplantirani. Kako pri transplantaciji
bubreg pretrpi ishemijsku ozledu tubulskih ¢elija, koje se dodatno mogu ostetiti imunoloskim
reakcijama i imunosupresivnim lekovima, smanjen metabolizam Hcy u tubulima moze doprinositi
povisenim nivoima Hcy kod bolesnika sa transplantiranim bubregom (Simic Ogrizovic i sar., 2006). U
studijama na opstoj populaciji kao sto je Framingamska pokazano je da su folat i vitamin B 12 glavne
determinante koncentarcije Hcy u plazmi, a dalje studije su pokazale da subklini¢ki nasledni defekti u
klju¢nim enzimima remetilacije i transsulfurilacije sami ili inetrakcijom sa vitaminskim statusom
mogu uticati na nivoe Hcy u opstoj populaciji. Frost je objavio da termolabilna forma MTHFR moze
biti udruzena sa visim koncentracijama Hcy (Frosst i sar., 1995).

Polimorfizam u genu za MTHFR na poziciji 677 dovodi do zamene alanina u valin u egzonu 4
u kodiraju¢em regionu za mesto vezivanja folata. Kod homozigota za mutaciju MTHFR C677T
(genotip TT) enzimska aktivnost je smanjena na 50% normalnih vrednosti $to dovodi do smanjenog
stvaranja 5 metilentetrahidrofolata. Pokazanao je da u opstoj populaciji homozigoti MTHFR 677 TT
imaju vise vrednosti Hcy u serumu u odnosu na heterozigote i osobe sa divljim tipom alela
(Brattstrom i sar., 1998). U.S. Physicians Health Study (Stampfer i sar., 1992) je pokazala da je
MTHFR 677 TT genotip udruzen sa visim koncentracijama Hcy ali ne i udruzenost sa
kardiovaskularnim bolestima.

Drugi polimorfizam u genu za MTHFR 1298C>T je smeSten na egzonu unutar regulatornog
domena (Yeun i sar., 1998, Finkelstein i sar., 1990, Scelhub i sar., 1992). Ova tranzicija dovodi do
zamene glutamina alaninom i takodje do smanjene enzimske aktivnosti na oko 60 % od normalnih
vrednosti, kod osoba koji su homozigoti za mutirani alel, ali ne uti¢e na koncentracije Hcy i folata
(Finkelstein i sar., 1990).

Kod bolesnika sa normalnom bubreznom funkcijom MTHFR 677TT genotip povecava nivo
Hcy u serumu za 25%, a kod bolesnika sa terminalnom bubreznom slabosti za 40-100% (Blankenberg
i sar., 2002, Cortese i sar., 2001). Postoje podaci i da kombinovani heterozigoti CT/AC genotip imaju
snizenu enzimsku aktivnost na 50 do 60 % (Scelhub i sar., 1992), ali i vise koncentracije Hcy u
serumu i nize koncentarcije folata, slicno homozigotima za MTHFR 677 genotip TT (Finkelstein i
sar., 1990).

Ispitivanja u nasem radu su pokazala da su u grupi homozigota za mutaciju MTHFR 677
genotip TT koncentracije Hcy vece u odnosu na ostale heterozigote i bolesnike bez mutacije na
navedenom lokusu, ali bez statisticke znacajnosti. | u grupi homozigota za mutaciju MTHFR 1298
CC genotip zapaZene su vise koncentracije Hcy u donosu na heterozigote i osobe bez mutacije, ali bez
statistiCke znacajnosti. Nasi podaci su u skladu sa nalazima Bostoma i saradnika (Bosotm i sar., 1999)
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koji nalazi povecanu ucestalost hiperHcy kod bolesnika sa transplantiranim bubregom i dovodi u vezu
sa poremecenom bubreznom funkcijom, unosom folata i vitamina B6, ali ne nalazi povezanost sa
mutacijama u genima za enzime transulfurilacije ili remetilacije. Nasuprot tome podaci drugih autora
pokazuju znacajan uticaj polimorfizma MTHFR 677C>T i nalaze da homozigoti za TT mutaciju imaju
znacajno vece koncentracije Hcy u serumu u odnosu na heterozigote i osobe bez mutacije (Tremblay i
sar., 2000, Fodinger i sar., 1999, Fodinger i sar., 2000).

Hroni¢na inflamacija je vazan netradicionalni faktor rizika za morbiditet i mortalitet u HBB.
Kod bolesnika sa HBB zapazena je udruzena pojava malnutricije, inflamacije i ateroskleroze koja je
oznacena kao MIA sindrom i predstavlja zacarani krug u kome proinflamatorni citokini imaju klju¢nu
ulogu ( Stenvinkel i sar., 2000). Poznato je da postoje individualne razlike u stvaranju citokina, a
pretpostavlja se da polimorfizmi u promotornim regionima gena za citokine, kao i sinergisticki ili
antagonisticki efekti genotipskih kombinacija mogu imati klju¢nu ulogu u predispoziciji za hroni¢nu
inflamaciju i njene posledice.

Inflamatorni biomarker interleukin 6 je posebno povisen kod bolesnika sa terminalnom HBB
koji se le¢e ponavljanim dijalizama i udruzen je sa povisenim rizikom za KV dogadjaje, koji su glavni
uzrok smrti ovih bolesnika (Barreto i sar., 2010). Ispitivanja u naSem radu su pokazala da su bolesnici
na peritoneumskoj dijalizi (PD) imali znac¢jano vise koncentracije IL-6 nego bolesnici na hemodijalizi
(HD). Koncentracija IL-6 kod HD bolesnika nije se znacajno razlikovala prema IL-6 -174 G>C
genotipovima dok je kod PD bolesnika ona bila najvisa kod bolesnika sa IL-6-174 CC genotipom kao
kod svih ispitanih bolesnika, ali ta razlika nije dostizala statisticku zna¢ajnost. U grupi homozigota za
mutaciju IL-6 -174 CC genotip koncentracije IL-6 su bile ve¢e u odnosu na ostale heterozigote i
bolesnike bez mutacije na navedenom lokusu i ta razlika je bila statisticki znacajna. Nasi podaci su u
saglasnosti sa studijom Spoto i saradnika ( Spoto i sar., 2015) koja kod 755 bolesnika sa HBB i nalazi
da su ispitanici sa CC genotipom imali vise koncentracije IL-6 ( medijana 2,9 pg/ml) nego bolesnici
sa GCi GG (2,41 2,5pg/ml). Ovakav nalaz je ukazao da je odnos izmedju IL-6-174 G>C polimorfizma
i inflamatornih markera objasnjen recesivnim modelom nasledjivanja (CC genotip za razliku od
GC/GG genotipa). Incidenca kardiovaskularnih dogadjaja je bila ve¢a kod bolesnika sa povisenim IL-
6, a bolesnici sa CC genotipom su imali dva puta ve¢i rizik od KV dogadjaja u odnosu na GC i GG
genotip. Na taj nacin pokazana je paralelna veza izmedju koncentracija IL-6 i genskog markera za
citokine za isti dogadjaj. Nasuprot tome, Balakirshnan (Balakrishnan i sar., 2004) je odredjivao
relativnu ucestalost alela/genotipova za IL-6, TNF-alfa i IL-10 u kohorti 183 bolesnika na hemodijalizi
koji su bili uklju¢eni u HEMO studiju i pokazao znacajno povisenje nivoa IL-6 i komorbidnog skora
kod nosioca IL6 -174G alela i nize koncentracije aloumina u serumu.

Proinflamatorni citokini su pod kontrolom regulatornih - antiinflamtornih citokina, kao sto je
interleukin 10 koji ograni¢ava nivo inflamacionog odgovora na odredjeni stimulus. (Grindt i sar.,
2001). Polimorfizmi u promotornom regionu gena za IL-10 odredjuju individualne razlike u stvaranju
IL-10. Ispitivanja u naSem radu su pokazala da su koncentracije IL-10 bile nize kod bolesnika na PD u
odnosu na bolesnike na HD, ali bez statisticke znac¢ajnosti. Moguce objasnjenje za ovu razliku je veca
stimulacija inflamatornog odgovora kod bolesnika na hemodijalizi. Yilmaz i saradnici (Yilmaz i sar.,
2014) su nasli da nivoi IL-10 rastu sa progresijom HBB, kao i da se nivoi IL-10 se menjaju tokom
inflamatornog odogovora i moguce je da su odraz regulatornog mehanizma u odgovoru na povisene
nivoe inflamatronih citokina. Homozigoti IL-10 -1082 AA genotipa odnosno -819CC genotipa su
imali nize vrednosti IL-10, ali bez statisticki znacajne razlike. Ispitanici sa 1L-10 -1082 GG+GA
genotipom su imali sli¢ne vrednosti IL-10 u krvi kao i genotip AA, kao i ispitanici sa -819 TT i TC
genotipom u odnosu na CC. Nasi rezultati su delom u saglasnosti sa studijom Balakrishnana i sar.
(Balakrishnan i sar., 2004) u kojoj bolesnici na hemodijalizi sa IL-10 -1082 GG genotipom imaju vece
koncentracije IL-10.

Fetuin-A ima vaznu ulogu u inhibiciji nastanka i progresije vaskularnih kalcifikacija. Poznato
je da su koncentracije fetiuina-A snizene kod bolesnika sa HBB, a pretpostavlja se da je polimorfizam
u promotornom regionu gena za fetuin uz prisustvo hroni¢ne inflamacije najcesci uzrok snizene
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koncentracije fetuina-A kod ovih bolesnika. Posle transplantacije bubrega sa oporavkom bubrezne
funkcije i popravljanjem uremijskih faktora povecavaju se koncentracije fetuina-A, ali su jos uvek nize
nego kod zdravih osoba. Pojedini bolesnici i pored prisustva Klasi¢nih i za uremiju specifi¢nih faktora
nikada ne razviju vaskularne kalcifikacije, te se pretpostavlja moguc¢a uloga genskih faktora u
determinisanju predispozicije za nastanak VK (Stenvinkel i sar., 2005).

U nasem ispitivanju koncentracije fetuina A u krvi kod bolesnika sa HBB su bile znacajno
nize u odnosu na bolesnike sa transplantiranim bubregom. Pokazali smo da su sniZzene koncentracije
fetuina-A kod bolesnika sa hroni¢nom bubreznom slabos¢u stadijum 2-5 koji nisu zahtevali dijalizu
(HBB) i bolesnika sa transplantiranim bubregom (Tx) pod uticajem polimorfizma u genu za fetuin.
Kod svih ispitanih bolesnika (HBB i Tx) homozigotisa fetuin 742 TT, odnosno 766 GG genotipom su
imali znacajno nizu koncentraciju fetuina A u krvi u odnosu na bolesnike sa ostalim genotipovima.
Koncentracije fetuina-A su inverzno korelisale sa svakim dodatnim mutiranim alelom (T odnosno G).
Ispitivanja u ovoj studiji su u saglasnosti sa nalazima drugih autora. Stenvnikel i saradnici ( Stenvinkel
I sar., 2005) nalaze da polimorfizam u genu za fetuin uti¢e na nivoe fetuina-a kod bolesnika na dijalizi
u Svedskoj. Sli¢no je pokazala meta analiza u opstoj populaciji (Laugsand i sar., 2015, Verduijn i sar.,
2015) kod bolesnika na hemodijalizi u Holandiji su takodje pokazali razlike u novoima fetuina-A
prema fetuin 742 C>T prema genotipovima i da su nosioci T alela imali nizu koncentraciju fetuina-A u
dozno zavisnom obliku. Studije pacijenata sa transplantiranim bubregom takode pokazuju da su niske
koncentracije fetuina-A odredene varijantama u genu za fetuin i nezavisno povezani sa VK i ve¢im
rizikom od KV dogadaja i mortaliteta (Marechal i sar., 2011). Za razliku od navedenog, Cozzolino i
saradnici ( Cozzolino i sar.,, 2007) ne nalaze povezanost izmedju koncentracija fetuina-A i
polimorfizma u genu za fetuin. Najnovija istrazivanja Jansen-a i saradnika (Jansen i sar., 2017) koji su
ispitivali genske varijacije i nivoe fetuina-A u meta analizi engl. Cohorts for Heart and Aging Re-
search in Genome Epidemiology iz Sest populacionih studija (engl. Atherosclerosis Risk in Communi-
ties Study (ARIC), Cardiovascular Health Study (CHS), Multi-Ethnic Study of Atherosclerosis (ME-
SA), Framingham Heart Study, Health, Aging, and Body Composition (Health ABC) i Nurses’ Health
Study) su pokazala snaznu udruzenost polimorfizama u genu za fetuin sa nivoima fetuina-A u krvi i da
polimorfizam u genu 742C>T odredjuje 14% varijacija u nivou fetuina-A.

Slede¢i cilj naseg ispitivanja je bio da se ispita udruzenost razli¢itih pojedini¢anih ili kombino-
vanih genotipova sa ranim i kasnim pokazateljima arteroskleroze kao i oboljevanja od kardiovaskular-
nih bolesti.

U poslednje dve decenije veliki broj prospektivnih studuja ukazao je da je Hcy nezavistan fak-
tor rizika za kardiovaskularne bolesti u opstoj populaciji, kod bolesnika sa hroni¢nom bubreznom insu-
ficijencijom i na hemodijalizi, a potom je objavljeno nekoliko studija koje pokazuju da i posle trans-
plantacije bubrega hiperHcy predstavlja nezavistan faktor rizika za kardiovaskularnu bolest (Clarke i
sar., 1991., Stampfer isar., 1992, Malinow i sar., 1990, Ducloux i sar., 1998). Koncentracije Hcy su
povisene U bubreznoj insuficijenciji, posle uspesne transplantacije se smanjuju, ali su ipak znacajno
visi u odnosu na opstu populaciju (Arandottir i sar., 1998). Mutacija u MTHFR genu dovodi do hi-
perHcy i razmatrana je kao moguci faktor rizika za vaskularne bolesti. Inicijalna observacija Kanga i
saradnika sugeriSe da je termolabilna MTHFR faktor rizika za kardiovaskularnu bolest.

U nasSoj studiji 47% bolesnika je imalo izrazenu aterosklerozu. Ispitivanjem ucestalosti i distri-
bucije MTHFR genotipova 677C>T i 1298 A>C nije bilo povezanosti sa izrazeno$¢u ateroskleroze.
Bolesnici sa izrazenom aterosklerozom su bili stariji, imali su ¢esc¢e arterijsku hipertenziju, vise vred-
nosti C reaktivnog proteina i serumskog kreatinina. Nivoi Hcy su bili visi kod bolesnika sa izrazenom
aterosklerozom, ali bez dostignute statisticke znacajnosti. Multivarijantna analiza je izdvojila starost
kao najznacajniji stratisticki prediktor i pokazala da sa svakom godinom starosti raste sansa za nasta-
nak plak skora za 14%.

Mnoge studije su ispitivale mutacije MTHFR kao faktor rizika u vaskularnim bolestima u
opstoj populaciji, ali sa nekoliko izuzetaka, rezultati vecine studija ne podrzavaju bilo kakvu asocijaci-
ju. U meta analizi Bratstroma MTHFR 677TT mutacija je glavni uzrok blage hiperhomocisteinemije,
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ali ne povecava kardiovaskularni rizik. U nalazima engl. U.S. Physicians health study MTHFR 677
TT genotip je udruzen sa blagom hiperHcy, ali ne i sa rizikom od akutnog infarkta miokarda. U engl.
Health Profesionals Follow up Study ispitivanja ukazuju na odsustvo asocijacije MTHFR 677 TT ge-
notipa i rizika od kardiovaskularne bolesti. Podaci velike engl. European population based study
(Stampfer i sar., 1992) ukazuju da je Hcy nezavistan faktor rizika za kardiovaskularnu bolest u
MTHFR 677TT genotipu, a da kod MTHFR 677CC i CT genotipova dodatne determinante hiperHcy
kao hipertenzija i pusenje mogu povecati vaskularni rizik. Ovaj interakcijski efekat moze objasniti
zaSto su osobe sa MTHFR 677 CC i CT genotipom imale ve¢i rizik od MTHFR 677 TT pri slicnim
koncentracijama Hcy. Ovo se objasnjava do sada nedovoljno ispitanom ¢injenicom da je hiperHcy
Cesto povezana sa tradicionalnim faktorima rizika za kardiovaskularne bolesti. Raymond nalazi da je
MTHFR 677 TT genotip, uglavhom preko njegovih efekata na nivoe uHcy, uduzen sa umerenim ali
znacajnim rizikom, posebno za ishemijsku bolest srca (Raymond i sar., 2003). Refsum i Ueland nalaze
da nivoi Hcy u plazmi ¢esto nisu presudni, ali mogu uzrokovati vaskularne poremecaje pod uslovima
koji predisponiraju vaskularnu bolest (Ueland i sar.).

U naSoj studiji multivarijantnom regresionom analizom je izdvojena starost bolesnika kao
najznacajnija nezavisna varijabla za izrazenost ateroskleroze na karotidnim arterijama. Bolesnici sa
izrazenom aterosklerozom su imali ¢es¢e imali hipertenziju, vise vrednosti CRP i serumskog Kkreatini-
na. Koncentracije Hcy bile su vise u grupi bolesnika koji su imali izrazenu aterosklerozu, ali bez
statisticke znacajnosti.

Vaskularne kalcifikacije su multifaktorijalna bolest i njihovu patofiziologiju ne moze objasniti
jedan specifi¢ni faktor, vec je rezultat udruzenosti nekoliko genskih varijanti, interakcije molekularnih
puteva i spoljasnjih faktora u nastanku ove bolesti. (Herndndez i sar., 2017). Razli¢iti mehanizmi su
ukljuceni u nastanku vaskularnih kalcifikacija u HBB ( Martola i sar, 2005, Krasniak i sar., 2007).
Pored tradicionalnih i uremijskih faktora rizika koji uklju¢uju inflamaciju, oksidativni stres, hiperho-
mocisteinemiju, poremecen metabolizam kalcijum i fosfora, povisen paratireoidni hormon, znacajnu
ulogu imaju inhibitori kalcifikacija.

Nastanak VK je aktivan proces u kome vaznu ulogu imaju inhibitori kalcifikacija (Meier-
Kriesche i sar,2004; Moe i sar., 2005; Mazzaferro i sar., 2009). Fetuin je glavni cirkulisuci i lokalni
inhibitor VK. Stenvinkel i saradnici ( Stenvinkel i sar., 2005) su pokazali da na snizenje nivoa fetuina
A uti¢e polimorfizam u promotornom genu za fetuina-A u prisustvu inflamacije.

U nasem ispitivanju 46,5% od svih bolesnika bolesnika je imalo VK, s tim da je kod bolesnika
sa HBB 20,8 % je imalo VK, a kod Tx 55,1%. Poznato je da oko 66% bolesnika sa HBB, 65% PD i
80-85% bolesnika na HD imaju izvestan stepen vaskularnih kalcifikacija (VK) i da svaka godina na
HD povecava rizik za VK za 15%. ( D.Yuen i sar., 2006) Transplantacija bubrega moze usporiti pro-
gresiju VK, ali je ne zaustavlja u potpunosti (Podesta i sar., 2021). Medijana vrednosti fetuina za poja-
vu VK je bila 0,437g/L, ispitanici sa vrednostima fetuina-A iznad medijane su ¢es¢e imali VK u odno-
su na ispitanike sa vrednostima fetuina-A ispod medijane (51,2% vs. 21 %). U univarijantnoj analizi
prediktori VK su bili starost, nivo fetuina-A u serumu, polimorfizmi u genu za fetuin 742C>T i
766C>G. U multivarijantnoj analizi starost ispitanika i nivo fetiuina-A su bili najznacajniji prediktor
VK. Ispitanici su za svaku godinu starosti imali za 17% vecu Sansu za prisustvo kalcifikacija, a ispita-
nici sa nivoom fetuina A < 0,437 su imali oko 5x vec¢u Sansu za nastanak VK. Nasi nalazi su u skladu
sa studijom Hann-a i saradnika ( Hann i sar., 2022) koji su kod ispitanika PREVEND ( engl. Preven-
tion of renal and vascular end stage disease) studije pronasli da polimorfizmi u genu za fetuin 742
C>T utic¢u na kardiovaskularne ishode posebno kod bolesnika sa HBB i da je Alel 742 T u genu za fe-
tuin je udruzen i sa niskim nivoom fetuina i sa arterijskim kacifikacijama. Takodje, Nori i saradnici
(Nor i sar., 2020) nalaze da su 742 CT i TT genotip i alel T udruzeni sa kalcifikacijama koronarnih
arterija, a da ispitanici sa navedenim genotipovima imaju 1,27 do 1,31 X vec¢u Sansu za nastanak kalci-
fikacija. Marechal i saradnici (Marechal i sar., 2011) nalaze da polimorfizam u genu za fetuin 742C>T
nevezano od inflamacije dovodi do snizenja nivoa fetuina koji je potom udruzen sa nastankom VK. Za
razliku od toga analiza Laugslanda (Laugslanda i sar., 2015) je pokazala jaku povezanost polimorfi-
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zama u genu za fetuin sa nivoima fetuina-A, ali ne i sa koronarnom bolesti u populaciji starijih osoba i
navode da je potrebno sprovesti ispitivanja na mladjoj populaciji.

U ovoj studiji nije nadeno losije prezivljavanje MTHFR 677 TT homozigota, ali su znacajno
nize prezivljavanje imali heterozigoti sa MTHFR 677 CT genotipom. Prema podacima u literaturi
Boger i saradnici (Boger i sar. 2007) ne nalaze povezanost MTHFR 677C>T genotipova sa mortalite-
tom bolesnika na dijalizi. Takodje kod bolesnika na hemodijalizi u Italiji nije nadjena povezanost sa
MTHFR 677C>T genotipovima ( Aucella i sar., 2005). Za razliku od toga Jamison i saradnici (Jami-
son i sar., 2009) su nasli uticaj MTHFR T alela i pove¢anog mortaliteta, tj. da homozigoti TT genoti-
pa MTHFR 677 imaju znacajno veci mortalitet drugih MTHFR 677 genotipova. Stoga se nalazi manja
ucestalost T alela kod bolesnika koji su duze od jedne godine na lecenju dijalizama, sli¢an trend, ali ne
statisti¢ki znacajan, je nadjen i kod bolesnika sa uznapredovalom HBB, ukazujuci da stetan efekat TT
genotipa moze da se ispolji i pre nastanka terminalne bubrezne slabosti. U pogledu uticaja MTHFR
1298A>C polimorfizma u nasoj studiji nije nadena povezanost sa mortalitetom. Drugi autori (Jamison
i sar., 2009) nalaze da je povezanost MTHFR 1298A>C polimorfizma sa mortalitetom jos kompleks-
nija. Ispitivali su bolesnike na HD i sa HBB sveukupno i nisu nasli povezanost sa MTHFR 1298A>C
plomirfizmom, ali nalaze da kod bolesnika na dijalizi MTHFR 1298 C alel pokazuje zna¢ajno manyji
mortalitet sto se objasnjava zapazanjem da ovi bolesnici ¢esto nisu nosioci MTHFR 677 T alela ( tj
nemaju ni TT, niti CT genotip).

Analiza prezivljavanja U nasoj studiji je pokazala da ispitanici sa 1L-6-174CC genotipom imaju
znacajno losije prezivljavanje u odnosu na heterozigote i ispitanike bez mutacija. Ovakav nalaz je u
skladu sa najnovijim rezultatima studije Rocha i saradnika ( Rocha i sar., 2021, Spoto i sar., 2015) koje
je pokazala da je IL-6 -174CC genotip udruzen sa losijim prezivljavanjem bolesnika na dijalizi. U
na$oj studiji ispitanici sa IL-10 -1082AA genotipom su imali najbolje prezivljavanje, a najlosije
prezivljavanje je bilo kod GA genotipa. Drugi autori nalaze da nema povezanosti 1L-10 -1082 G>A
polimorfizma sa mortalitetom bolesnika na dijalizi ( Kholeif i sar., 2007, Balakrishnan 2004)

U ovoj studiji bolesnici sa 742T alelom u genu za fetuin su imali losiju Sansu za prezivljavanje i
taj efekat se pogorSavao u prisustvu povisenih parametara inflamacije te je kod tih bolesnika
prezivljavanje iznosilo 50%, dok su bolesnici bez mutacije imali znacajno bolje prezivljavanje, poseb-
no u odsustvu inflamacije (100%). Ovakav nalaz je u skladu sa drugim studijama (Stenvinkel i sar.,
2005, Marechal i sar., 2011) koje su ispitivale uticaj polimofrizma u genima za fetuin kod bolesnika na
hemodijalizi i kod transplantiranih bolesnika, kao i Verdujina (Verdujin i sar, 2011) je ispitivao u veli-
koj kohorti bolesnika na hemodijalizi iz engl. Netherlands Cooperative Study on the Adequacy of Di-
alysis (NECOSAD) i nasao veci rizik za mortalitet kod osoba koje su genetski predisponirane za nize
koncentracije fetuina.
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7. ZAKLJUCCI

Kod 188 bolesnika kod kojih je ispitivan MTHFR 677C>T polimorfizam, ucestalost MTHFR
677 TT genotipa je u grupi od 82 bolesnika le¢enih ponavljanim hemodijalizama iznosila
12% a u grupi od 106 bolesnika sa stabilnom funkcijom transplantiranog bubrega 9%. Ispiti-
vanje MTHFR 1298 A>C polimorfizma je pokazalo ucestalost MTHFR 1298 CC genotipa u
prvoj grupi bolesnika 9%, a u drugoj 6%.

Kod 128 bolesnika kod kojih je ispitivan interleukin-6-174 G>C polimorfizam, ucestalost il-6
-174 CC genotipa je u grupi od 77 bolesnika lecenih ponavljanim hemodijalizama iznosila 18%
a u grupi od 51 bolesnika lecenih peritoneumskom dijalizom 15 %. Ispitivanje ucestalosti in-
terleukin -10 1082 G>A i 819 T>C polimorfizma je pokazalo ucestalost il-10 -1082 AA geno-
tip u prvoj grupi bolesnika 15% a u drugoj 27 % dok je ucestalost il -10 -819 CC u prvoj grupi
iznosila 3% a u drugoj 9%.

Kod 88 bolesnika kod kojih je ispitivana ucestalost polimorfizama u genu za fetuin 742C>T |
766 C>G pokazalo se da su oni 100 % vezani i da ona iznosi kod 46 bolesnika sa hroni¢nom
bubreznom slabosti (stadijum 2-5) 8%, a kod 42 bolesnika sa stabilnom funkcijom transplanti-
ranog bubrega 18%.

Ispitivanje povezanosti koncentracije homocisteina sa razli¢itim genotipivima, kod 188 ispita-
nih bolesnika kao i ispitivanje po grupama nije pokazalo znacajne razlike u koncentraciji ho-
mocisteina prema razli¢itim MTHFR 677 C>T genotipovima. Kod svih ispitanih bolesnika,
kao i u obe grupe bolesnika koncentracija homocisteina je bila najvisa kod bolesnika sa
MTHFR 1298 CC genotipom ali bez statisticke znacajnosti.

Ispitivanje povezanosti koncentracije interleukina -6 u krvi kod 128 bolesnika sa razli¢itim
genotipovima je pokazalo da je koncentracija IL- 6 u krvi je bila znacajno visa kod svih boles-
nika sa IL-6-174 CC genotipom, i po grupama kod bolesnika lecenih peritoneumskom dijali-
zom, dok je ona kod bolesnika na hroni¢nom program le¢enja hemodijalizama bila visa ali bez
staticke znacCajnosti. Ispitivanje koncentracije interleukina -10 prema IL-10 -1082 G>A i iL-
819 T>C genotipovima je pokazalo da genotipovi IL-10 -1028 AA i IL -10 -819 CC imaju
nize vrednosti IL - 10, ali bez statisticke znacajnosti.

Ispitivanje povezanosti koncentracije fetuina-A u krvi kod 88 bolesnika sa razli¢itim genoti-
povma je pokazalo da su kod svih bolesnika i po grupama kod bolesnika sa stabilnom funkci-
jom transplantiranog bubrega te koncentracije bile znac¢ajno nize kod bolesnika sa fetuin 742
TT genotipom.
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Ispitivanje povezanosti polimorfizma MTHFR 677 C>T i 1298 A>C kod 128 bolesnika sa ra-
nim i kasnim pokazateljima ateroskleroze (debljina intima medije i izrazenost plaka na karotid-
nim arterijama) je pokazalo da nije bilo statisti¢ki znacajne povezanosti izmedju razli¢itih ge-
notipova sa ovim parametrima i da je najznacajnji prediktor za ove pokazatelje ateroskleroze
bila starost bolesnika.

Ispitivanje povezanosti polimorfizma u genu za fetuin 742 C>T kod 88 bolesnika sa
ucestaloScu i izrazeno$¢u Kalcifikacija na koronarnim arterijama je pokazalo znacajnu poveza-
nost fetuin 742 TT genotipa sa njima. Sa kalcifikacijama na koronarnim krvnim sudovima
znacajno su Kkorelirale i koncentracije fetuina-A < 0,437 g/l kao i povisena koncentracija C
reaktivnog proteina u krvi.

Pracenje prezivljavanja 188 bolesnika tokom 60 meseci je pokazalo da su bolesnici sa MTHF
677 CT genotiom imali najlosije prezivljavanje, a izmedu bolesnika sa razli¢itih MTHFR 1298
genotipovima nije bilo znacajnih razlika u prezivljavanju. U ovoj grupi bolesnika najznacajniji
prediktor smrtnosti je bila starost bolesnika.

Pracenje prezivljavanja kod 128 bolesnika tokom 36 meseci je pokazalo da su znacajno veci
mortalitet imali bolesnici sa IL -6 -174 CC genotipom dok razli¢iti polimorfizmi u genu za IL
-10 -1082 G>A i -819T>C nisu znacajno uticali na prezivljavanje. U ovoj grupi bolesnika osim
IL- 6 -174 CC genotipa znacajni prediktori smrtnosti su bili i koncentracija IL-6, C reaktivnog
proteina i albumina u krvi kao i Kt/V.

Pracenje prezivljavanje kod 88 bolesnika tokom 72 meseca je pokazalo da su bolesnici sa fe-
tuin 742TT genotipom i povisenom koncentracijom C reaktivnog proteina u krvi imali
znacajno vec¢i mortalitet u odnosu na ispitane ostale fetuin 742 C>T genotipove i nizi C-
reaktivni protein.
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