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Geneticki markeri oksidativnog stresa kod bolesnika sa maifiestnim

dijabetesom tipa 2 i aterosklerozom

Rezime

Ateroskleroza je kompleksno i multifaktorsko obao|ge koje obuhvata veliki
broj tipovacelija kao i brojne fizioloSke procese. Veruje sedaksidativni stres igra
vaznu ulogu u inicijaciji i progresiji aterosklemzKardiovaskularne bolesti (CVD)
predstavljaju vod@& uzrok smrtnosti u Srbiji i pronalazenje markeksidativhog stresa,
ukljucujuci i genske varijante, doprinelo bi smanjenju brallelih.

Studija asocijacije, koja je obuhvatala 140 obbleld diabetes mellitus tip 2 sa
kardiovaskularnim komplikacijama (DM+A), 60 oboleliod neke od Kkligkih
manifestacija ateroskleroze (A) i 100 zdravih kolar(K) je sprovedena da bi se
utvrdila zn&ajnost polimorfizama gena koji su povezani sa aKsidim stresom,
metabolizmom lipida i detoksifikacijom kao markeiksidativhog stresa i faktora rizika
za nastanak oboljenja. Za studiju su odabrani pofimmi genacdiji produkti imaju
antioksidativnu ulogu u plazmpgnl Q192R, L55M i C(-107)T), antioksidativnhu ulogu
i ulogu u metabolizmu lipida u plazmi ¢eliji (apoE 112/158 polimorfizam) i
antioksidativnu i detoksifikujgu ulogu u ¢eliji (GSTM1*0, GSTT1*0 i GSTP1
lle105Val). Genomska DNK je izolovana ili éelija periferne krvi ili iz epitelnireelija
bukalne sluzokoze. Genotipizacija jeieaa restrikcionom digestijom PCR produkata i
analizom duzine restrikcionih fragmenata (PCR-RFLRR agaroznom ili
poliakrilamidnom gelu i real-time PCR metodom. Hekirat i FiSerov egzaktni test su
upotrebljeni za utvivanje razlika u distribuciji €estalosti ispitivanih genotipova i

alela, a logistikom regresionom analizom utlivan je rizik za oboljevanje.



Hipertenzija, hiperlipidemija i pozitivha poradtia istorija za KVB su faktori
rizika za kardiovaskularne komplikacijecyjoj osnovi je ateroskleroza kod obe grupe
pacijenata, a pozitivha por@tia istorija za KVB je faktor rizika za aterosklemokod
obolelih od T2DM. Westalosti alela i genotipova Q192 polimorfizrpanl gena
pokazale su ziajnu razliku izmdu pacijenata sa T2DM i kontrola (p<0.0001) i
izmedu pacijenata sa T2DM i grupe bez T2DM (sa ateroeklam) (p<0.0001).
Rezultati logisitke regresione analize su pokazali ¢ajao poveéanje rizika za razvoj
klini¢kih manifestacija ateroskleroze kod dijabata koji nose R alel i genotipove QR i
RR u pordenju sa kontrolama (za R alel:OR=2,22, p<0,0001QRagenotip: OR=3,36,
p<0,0001; za RR genotip: OR=4,29, p=0,0012) i ueemju sa grupom A (za R alel:
OR=2,28, p<0,001; za QR genotip: OR=3,7, p<0,00t4;RR genotip: OR=4,27,
p=0,006). Udena je i zn&jna razlika u testalostimaSTM1 nultog genotipa GSTT1
nultog genotipa izm#u obolelih bez T2DM i kontrolne grupe, a logi&a regresiona
analiza je pokazala 2 puta éverizik za oboljenje kod osoba s&@STM1 nultim
genotipom (OR= 2.0, p<0.03) i viSe od 2 puta @awverizik kod pacijenata 9aSTT1
nultim genotipom (OR=2.26, p<0.03).céktalost kombinovane deleci@STM1 |
GSITT1 se znaajno razlikovala méu grupama. Dijabetari, nosioci dvostrukog nultog
genotipa su imali priblizno 4,5 puta @Wan rizik za razvoj ateroskleroze (OR=4,4,
p=0,05) a rizik od ateroskleroze biogak 15 puta vé& kod nosilaca nultih genotipova
bez T2DM (OR=15,05, p<0,0001) u pdemju sa kontrolnom grupom. Tak® udili
sSmo i zndajno povéanje rizika za aterosklerozu kod nosilaca dvostrédecije kod
pacijenata bez T2DM u patenju sa dijabetarima (za DM+A grupu: OR=0,29,
p=0,001). Nije ndena statistki znaajna razlika u &testalosti alela i genotipova

porelenjem grupa za L55M i C(-107)T polimorfizmeonl gena i 112/158



polimorfizamapoE gena. Nije uéena povezanost sa rizikom od bolesti ni za jedan od

alela i genotipova ova tri polimorfizma.

Mozemo zakljditi da su polimorfizam Q192Ronl gena kao i kombinovana
delecijaGSTML1 i GSTT1 gena genetki markeri oksidativhog stresa kod obolelih od
diabetes mellitus tip 2 sa klitkim manifestacijama ateroskleroze, a daGSIM1 nulti
genotip iGSTT1 nulti genotip, pojedinmo ili udruzeno, faktori podloznosti za razvoj

ateroskleroze kod pacijenata bez T2DM.
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Genetic markers of oxidative stress in patients wit manifested

diabetes type 2 and atherosclerosis

Abstract

Atherosclerosis is a complex and multifactorialodeer that involves many cell
types and organs as well as many physiological gzses. It is believed that the
oxidative stress plays a critical role in the eiton and progression of atherosclerosis.
Cardiovascular diseases (CVD) are the leading caludeath in Serbia and discovering
oxidative stress markers, including gene variamtsuld contribute to reducing the
number of patients.

A association study, comprised 140 patients witibéies mellitus type 2 and
cardiovascular complications (DM+A), 60 patientsthwiclinical manifestations of
atherosclerosis (A) and 100 healthy individuals, (Kas been undertaken in order to
estimate the relevance of polymorphisms in genéstect to oxidative stress, lipid
metabolism, and detoxification as oxidative stresakers and disease risk factors.
Polymorphisms in genes whose products exert anxadétive role in the plasmadnl
Q192R, L55M i C(-107)T), in both plasma and celpoE 112/158polymorphisms)
and antioxidative and detoxication role in cellBS{M1*0, GSTT1*0 i GSTP1
llelO5Val) have been selected for the study. GenoNA was isolated from
peripheral blood cells or from buccal epitheliallzeThe genotyping was performed
using restriction digestion of PCR products andamalysis of restriction fragment
length (PCR-RFLP) on agarose or polyacrilamideayettrophoresis and the real-time

PCR method. Chi-square and Fisher exact test weesl dor determination of



differences in the analyzed genotype and alleléribligion frequencies, and logistic
regression analysis was used for disease risksanses.

Hypertension, hyperlipidemia and positive familystory of CVD are risk
factors for atherosclerosis-based cardiovasculamptioations in both patient groups
and positive family history of CVD is a risk factfmr atherosclerosis in T2DM patients.
Allele and genotype frequencies for Q192R polymanwh of ponl gene showed
significant difference between patients with T2DMdacontrols (p<0.0001) and
between patients with T2DM and the group withoutDIWR (with atherosclerosis)
(p<0.0001). The results of logistic regression gsialshowed a significant increase of
risk for atherosclerosis development in diabetictt tarry R allele and genotypes QR
and RR compared with controls (for R allele :OR22,8<0,0001; for QR genotype:
OR=3,36, p<0,0001; for RR genotype: OR=4,29, p=020G&nd compared with group
A (for R allele : OR=2,28, p<0,001; for QR genotyfe@R=3,7, p<0,0001; for RR
genotype: OR=4,27, p=0,006). A significant differenn GSTM1 null genotype and
GSTT1 null genotype frequencies between patients witlkeraisclerosis without T2DM
and control group were observed and logistic resjpesanalysis showed a 2 fold
increase in the risk for disease in patients with GSTM1 null genotype (OR= 2.0,
p<0.03) and more than 2 fold increase of the msgatients withGSTT1 null genotype
(OR=2.26, p<0.03).GSTM1 and GSIT1 combined deletion frequencies were
significantly different between groups. In the graaf diabetics, carriers of double null
genotypes had an approximately 4.5 fold increas¢hefrisk for atherosclerosis in
patients with T2DM (OR=4.4, p=0.05) and 15 foldremse in risk in patients without
T2DM (OR=15.05, p<0.0001) compared with control ugro Also, we observed a

significant increase of the risk for atherosclesosi double null carriers in patients



without T2DM compared with diabetics (for DM+A gnmuOR=0.29, p=0.001). No
statistically significant difference was found afteomparing allele and genotype
frequencies between groups for the L55M and C(-L@Qlymorphisms irponl gene
and 112/158 polymorphism iapoE gene. No association with disease risk could be

observed for any of the alleles or genotypes df¢hthree polymorphisms.

In conclusion, Q192R polymorphism pénl gene and combined deletion GETM1
and GSTT1 genes are genetic markers of oxidative stressairemts with diabetes
mellitus type 2 with clinical manifestations of atbsclerosis and th&STM1 null and
GSTIT1 null genotypes, alone or in combination are susioiéify factors for the

development of atherosclerosis in patients witi@DM.

Key words. atherosclerosis, diabetes mellitus type 2, owdatstress, gene

polymorphismsapoE, ponl, GSTM1, GSTT1, GSTP1.
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1. UVOD

1.2. Ateroskleroza

Bolesti srca i krvnih sudova su &alecenijama unazad vagleuzrok radne
nesposobnosti i smrtnosti u rd&m i srednjem dobu Sirom sveta. PriblizncCitra
ukupnog svetskog mortaliteta se pripisuje ovim &ihea, odcéega 80% pote iz
zemalja u razvoju i nisko razvijenih zemalja. Prepmalacima Svetske Zdravstvene
Organizacije (SZO) za 2010, u Srbiji je 95% smrtnpssledica hrordinih nezaraznih
bolesti, a od toga 58%ne kardiovaskularne bolesti. Pd&estalosti mozdanog udara
smo prvi u Evropi a po umiranju od bolesti srca atinza zemalja bivSeg Sovjetskog
Saveza(Moldavija, Rusija, Belorusija, Ukrajina) (MickovisKatalina i sar., 2005;
Institut za javno zdravlje Srbije, 2010).

Ateroskleroza je difuzno, progresivno, komplekstoonicno i zapaljensko
oboljenje arterijskih krvnih sudova koje zahvata saskularna korita i koje se razvija
dugi niz godina bez simptoma. Naziv ateroskleropdice od gtke re&i athero
supstanca poput grizasclerosotvrdnute. Proces aterogeneze moze zafiojoS u
najranijem detinjstvu. KarakteriSe se deponovanjenutacelijskih i vartelijskih
lipida-holesterola, migracijom i proliferacijom maocita/makrofaga uunica intima
formiranjem penuSaviltelija koje su osnov za deponovanje lipida, proditgom
glatkih misenih ¢elija, akumulacijom vezivno-tkivnih proteina u imii krvnog suda,
kao i povéanom ekspresijom adhezivnih molekula na osetljimrastima u endotelu
arterijskih sudova. Aterogeneza je proces stvaratgeoma koji se sastoji iz lipidnog
jezgra okruzenog vezivnim tkivom koje je peao suzavanjem krvnog suda i otezanim
protokom krvi kroz tkiva. Arterijski krvni sudovigstaju zadebljali i tvrdi. U kasnijim

stadijumima bolesti dolazi i do pucanja ateromatggplaka i aterotromboze.



Ateroskleroza se nalazi u osnovi 80% kardiovaskittaoboljenja i klinéki se

moze manifestovati kao:

-koronarna bolest srca (angina pektoris, infarkt miokarda, iznenadn&sa

smrt),
-cerebrovaskularna bolest(prolazni ishemini napadi, Slog),

-periferna vaskularna bolest (bolovi, napetost i slabost tokom kretanja,

ulceracije, gangrena).

Ateroskleroza je kompleksno i multifaktorsko oba]e koje se karakterisSe
brojnim predisponirajtim faktorima. Klasini faktori rizika za nastanak ateroskleroze
su: starost, pol, hipertenzija, hiperlipidemija ipdrlipoproteinemija (dislipidemija),
hiperhomocisteinemija, diabetes mellitus, puSengmjaznost, genetki faktori,
infekcije, kao i pozitivha porodna istorija kardiovaskularnih bolesti. Kombinacijom

faktora rizika povéava se mogtnost za pojavu ateroskleroze.

Dva kljutna poreméaja koja vode aterogenezi su disfunkcija endotelaik

sudova i poremi@j metabolizma lipida.

1.1.1. Disfunkcija endotela

Do 1981. godine se smatralo da je endotel krvndoga prosti zid koji razdvaja
krvne sudove i unutrasnjost tela. &gm, danas je sasvim jasno da je on
multifunkcionalan i da ima krucijalnu ulogu u atgemezi zbog svoje lokacije izidhe
krvotoka i zida krvnog suda. Endoteléelije luce razltite vazoaktivhe supstance kao
Sto su vazodilatatori (azot-oksid, prostaciklini) viazokonstriktori (endotelin-1,
angiotenzin Il, tromboksan i na taj ndin uticu na protok krvi u telu. Zdrav endotel
odrzava vaskularni tonus i strukturu regudiSwavnotezu izméu vazodilatacije i
vazokonstrikcije. Takde, reguliSe deobu i migraciju glatkih n@iSih ¢elija i interakciju

limfocita sa zidom krvnog sudéme ostvaruje anti-inflamatornu ulogu. Svoju anti-
2



oksidativnu ulogu obavlja kroz sp@/anje modifikacije makromolekula u arterijskom
zidu. Smatra se da je endotel ngjvendokrini organ u tel&¢oveka (Higashi i sar.,
2009).

Inicijalni korak u nastanku ateroskleroze je digftifa endotela krvnog suda.
Endotelna disfunkcija pokée ¢itav niz sukcesivnih reakcija koje dovode do nastan
ateroma: endotel postaje permeabilancelge brojni adhezivni molekuli, vazoaktivni
molekuli, citokini (interleukini, interferoni, fakt nekroze tumora-TNFky), faktori rasta;
aktiviragju se trombociti, smanjuje se aktivnostrifiiolitickog sistema i dolazi do
hronikne inflamatorne reakcije. Imunski odgovor je poskath makrofagima i
podtipovima Téelija. Ako inflamatorni odgovor ne neutraliSe ilipetpunosti ne ukloni
Jritirgju ¢éi“ agens, inflamacija se nastavlja. Na ovaj s€éimgacetna lezija u vidu
masne pruge razvija u intermedijernu leziju ilirblbni plak. Lezija u vidumasne pruge
moze da se javi i kod novatercadi i dece u midem uzrastu i sastoji se iz penuSavih
¢elija (makrofaga koji su akumulirali estre holestari lipidne perokside) i od T-

limfocita (Slika 1). Ovo su neproliferativne lezlfeje ne dovode do izdizanja endotelne

povrsine.
adhezija
leukocita
popustanje )
endotela agregacija

trombocita

migracija
gl?tk'h aktivacija T- formiranje
misiénih limfocita penusavihéelija

celija

Slika 1.Formiranjemasne pruge (Ross, 1999)



Fibrozni plak nastaje progresijom masnih pruga uz nakupljanpdd i
krvnog suda i formira se karakterista fiboromuskularna kapa. Sloj glatkondrdih
¢elija i kolagena je tanak i kazemo da su to lokaleme proliferacije na intimi krvnog
suda. Pri produzZenoj inflamaciji, dolazi do zadeddjnja zida arterije, a arterija se sve
viSe Siri da bi lumen krvnog suda ostao nepromef(tign remodeliranje krvnog suda)
(Glagov i sar., 1987). Dalja inflamacija dovodi @diklusa akumulacije monocita i
limfocita, migracije i proliferacije glatkih mi&nih celija, oslobdanja hidrolitekih
enzima, citokina, hemokina i faktora rasta i foanja fibroznog tkiva koje vodi
pove&avanju i restruktuiranju postdjeg fibroznog plaka aterom (Slika 2). Arterije
viSe ne mogu da odrZzavaju lumen dilatacijom, pddazdaze u lumen krvnog suda i

menjaju tok Kkrvi.

akumulacija
makrofaga

: fibrozna kapa
nekroti ¢ko

jezgro

Slika 2.Aterom(Ross, 1999)



1.1.2. Poremetaj u metabolizmu lipida

1.1.2.1. Lipoproteini

Lipoproteini plazme (LP) su transportni oblici iai u sistemskoj cirkulaciji.
Predstavljaju komplekse lipida (holesterola-estarifanog i neesterifikovanog,
triglicerida, masnih kiselina i fosfolipida) i jedg ili viSe specinih proteina-
apolipoproteina. Sfernog su oblika i sintetiSu getd i epitelnim¢éelijama intestinuma.
Gradeni su od hidrofobnog jezgra i hidrofilnog omi&daJezgro LP sadrzi trigliceride,
estre holesterola, masne kiseline i vitamine kejrastvaraju u mastima. OmotaP je

graden od apolipoproteina, fosfolipida i holesterolék& 3)

apolipoprotein — =
/

{2
polarni omotg — l\"

I:I % -H.li"—

L
376

—

__«— neesterifikovani
holesterol

nepolarno jezgro

Slika 3 Grda lipoproteinske&estice (Wasan i sar., 2008)

Trigliceridi su osnovni izvor energije i deponuje 8 masnom tkivu, fosfolipidi
grade celijske membrane, a holesterol tdkoulazi u sastavelijskih membrana i

prekursor je za sintezu steroidnih hormona tn#u kiselina. Organizam dobija
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holesterol na dva &ma: biosintezom u jetri (oko 70% holesterola) iosam preko
hrane (30%). Ako se u organizam unosi viSe holeEtesmanjie se sinteza u jetri.
Samo hepatocite sintetiSu holesterol, sve driedge ga preuzimaju iz plazme u vidu

lipoproteina male gustine (LDL) partikula.

LP se mogu klasifikovati na osnovu r&gih fizi ctko-hemijskih osobina kao Sto
su molekulska masa, flotaciona gustina, dnei i elektroforetska pokretljivost i na
osnovu toga se dele na: hilomikrone, lipoproteireorma male gustine (VLDL),
lipoproteine srednje (intermedijarne) gustine (IDlipoproteine male gustine (LDL) i
lipoproteine velike gustine (HDL). Gustiriastice je direktno proporcionalna sadrzaju
proteina, a obrnuto sadrzaju lipida. \dela LP cestica varira od 10 do 1000nm, a
gustina od 0.9 do 1.21 g/mL.

Hilomikroni su najvée (1200nm) i najmanje guste partikule (Slika 4dr@a 1-
2% proteina, 80-95% triglicerida, 3-9% fosfolipida3% estara holesterola i 2-7%
holesterola. Hilomikroni sadrZze nekoliko tipova lpoproteina: apoA-L Il i 1V, apoB-
48, apo C-LIl i lll, apoE (Saland i Ginsberg, 200®BintetiSu se u intestinumu i
transportuju egzogene trigliceride do adipoznogatki miSia, a holesterol do jetre.
Lipoprotein lipaza hidrolizuje trigliceride iz hioikrona do monoacilglicerola i
slobodnih masnih kiselina. Ostatke hilomikrona,iksgdrze holesterol, zahvaljdju

apoE preuzima jetra receptor-posredovanom endaciioz

Lipoproteini veoma male gustine (VLDL) su wafie 20-80nm i gustine ~1.00
(Slika 4). Sadrze 5-12% proteina, 55-80% triglidari 10-20% fosfolipida, 12-15%
estara holesterola, i 5-15% holesterola. Od appfipteina sadrze apoB-100, apo C-I,lI
i lIl'i apoE (Saland i Ginsberg, 2007). Nastajietriji ucestvuju u transportu endogenih
triglicerida i holesterola do ekstrahegath tkiva. Lipoprotein lipaza hidrolizuje
trigliceride iz VLDL i na taj néin nastaju manj€estice vée gustine {-VLDL, IDL,
LDL).

Lipoproteini srednje (intermedijarne) gustine (IDdy) manje (25-35nm) i gés
(1.0006-1.019) partikule u odnosu na VLDL. Sadra@12% proteina, 20-50%
triglicerida, 15-25% fosfolipida, 32-35% estaradsterola i 20-40% holesterola i iste
apolipoproteine kao i VLDL (Slika 4).



Lipoproteini male gustine (LDL) su vélne 18-25nm i gustine 1.019-1.063.
Sadrze 20-2% proteina, 5-15% triglicerida, 20-258%fdlipida, 40-50% holesterola.
Imaju samo apoB-100 (Saland i Ginsberg, 2007) §4ik Predstavljaju krajnji produkt
katabolizma VLDL¢estica i prenose endogeni holesterol iz jetre dmitirtkiva. Ove
partikule su podlozne oksidaciji i zbog malog proaéako dospevaju u subendotel
krvnog suda gde dolazi do niza procesa koji vodstamku aterogenog plaka. Taleo
usled defektnog LDL receptora kod pacijenata olfolelod familijarne
hiperholesterolemije, LDL se akumulira u plazminajveem broju sldajeva dolazi do

nastanka koronarne bolesti srca.

Lipoproteini velike gustine (HDL) su najmanjeg dijatra (5-12nm) ali imaju
najveu gustinu (1.063-1.12). Sadrze oko 55% proteind0% triglicerida, 20-30%
fosfolipida, 15-25% holesterola. Imaju apoA-1, IM, apoC-I, 1l i lll i apoE (Slika 4).
Prenose holesterol iz perifernih tkiva do jetre kdelase on izlduje u vidu Zdnih
kiselina (reverzni transport holesterola). Té&oHDL c¢estice nose i antioksidativhe
enzime: paraoksonazu 1 (PONL1), aktivitajdaktor trombocita (PAF-AH), ali i
proteine koji vrSe transfer lipida: lecitin:holestkacil transferazu (LCAT) i holesteril
estar transfer protein (CETP). Enzimi na ovim paitima @estvuju u razgradnji ox-
LDL i neutraliSu njihov proinflamatorni efekat alispr&avaju ekspresiju adhezivnog
vaskularnog molekula 1 (VCAM-1) ( De Backer i sa2003). Iz tih razloga ove
partikule se smatraju antiaterogenim, antiinflamata, antioksidativnim i
vazodilatatornim. Smanjena koncentracija HDL-a ptadja faktor rizika za nastanak

ateroskleroze.



Mol. masa velicina Lipoprotein/Apo Lipidi/%
(Da)

(nm) tgl hol fl

400 x 108 75-1200 - - =Apo B-48, A, A-ll, AV, G-, C-Il, C-lIlLE ==~ | 8095 27 39
10-80 x 10 30-80 VLDL --- Apo B-100,C-, CHI,CAILE =========== 55-80 515 1020
5.10 x 106 2535 a IDL --- Apo B-100, C-, C-lI, C-lILE ====== 20-50 20-40 15-25
2.3x 108 1825 | ---mecmccmcme e 4 LDL ---ApoB-100 === ===~ 5-15 40-50 20-25
1.7-3.6 x 105 542 | ==-mcmanna Apa A, A-ll, AV, C-, C-Il, C-IlLE = = = = = ‘ --HDL-] s10 15-25 20-30

0.95 0.95-1.006 1.006-1.019 1.019 - 1.063 1.063-1.21
Gustina

Slika 4. Klasifikacija lipoproteina na osnovu flotane gustine (Saland i Ginsberg,
2007)

1.1.2.2. Modifikacija lipoproteina i aterogeneza

Brojne klinicke i epidemioloSke studije su pokazale da su paviigo LDL
partikula kao i njihova hemijska modifikacija fakiea pdetak rane ateroskleroze.
LDL partikule u svom neizmenjenom obliku nisu ag@goe Ali, izmenjene LDL
partikule, koje mogu biti modifikovane oksidacijonyglikacijom, agregacijom,
asocijacijom sa proteoglikanima ili inkorporacijom imunske komplekse, su bitna
stavka u inicijaciji ove bolesti. BioloSki najreaktije su oksidovane LDI¢estice (ox-
LDL).

U odgovoru na pov@n nivo holesterola u plazmi, smanjuje se njegoesun
¢elije nishodnom regulacijom ekspresije LDL receatoa njihovoj povrSini. Posto je
poveana koncentracija LDL partikula u krvotoku one sedlpzne modifikaciji od
strane reaktivnihcestica kiseonika i azota, koje su produkti normglrielijskog
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metabolizma. Endotelnéelije, glatke misine ¢elije i makrofagi su glavni izvor
oksidujieih ¢estica za oksidativnu modifikaciju makromolekulaubendotelu. U ranoj
fazi, blaga oksidacija dovodi do nastanka minimatmadifikovanih LDL (mm-LDL) u
subendotelnom prostoru kao posledice peroksidaweastenin masnih kiselina u
fosfolipidima i oksidacije lecitina. ModifikovaneDL su proinflamatorne jer stimuliSu
produkciju signalnih molekula i faktora rasta (valskni adhezioni molekul-1, VCAM-
1, monocitni hemotak&ni protein-1, MCP-1 i stimulidti faktor monocitnih kolonija,
M-CSF) koji utéu na kretanje cirkuligiih monocita i T-limfocita i njihovu infiltraciju u
subendotel krvnog suda i inflamacije. Tdkpdolazi i do proliferacije i diferencijacije
monocita u makrofage (Madamanchi i sar., 2005).

Daljom oksidacijom dolazi do modifikacije lizinskibstataka na apoB-100, koji
su kljueni za prepoznavanje LDL od strane speéaifn receptora. To dovodi do
smanjenog afiniteta LDL partikula za LDL receptoveemenom LDL partikule toliko
bivaju modifikovane (glikozilovane, ox-LDL ili u foni takozvanih zavrSnih produkata
glikozilacije — engAdvanced Glycosilation Endproduct&GE cestice) da se viSe ne
mogu unositi u makrofage putem LDL-receptora; pemau receptoraistata (engl.
scavenger. Karakteristika ovog receptornog puta jeste dmanenizvodne regulacije
receptora, niti blokade sinteze intracelularnogebtdrola inhibicijom enzima HMG-
CoA reduktaze. Nekontrolisanim unosom ox-LDL makmf akumuliraju estre
holesterola i lipidne perokside i prelaze u tagnusaveéelije (Vlassara, 1994; Jessup i
sar., 2004).

Pored toga Sto su proinflamatorne, oksidativno filariane LDL partikule
inhibiraju endotelnu azot-oksid sintetazu (eNOS8Jitu na pojavu vazokonstrikcije jer
smanjuju koléinu raspolozivog azot-oksida (NO). O&igu endotelnéelije i dovode do
apoptoze i nekroze vaskularntelija, a to sve dovodi do ,curenj&elijskih lipida i
lizozomalnih enzima koji pospeSuju nastanak pl&kaazi do proliferacije makrofaga i
glatkih mistnih ¢elija, sinteze i lgenja brojnih faktora rasta i proinflamatornih citwk
iz okolnih ¢elija, agregacije trombocita i debljanja intime kog suda i nastanak
hipertenzije i ateroskleroze (Ross, 1999; Chisolr8teinberg, 2000). Take, ove
izmenjenecestice utu na zadrzavanje makrofaga u arterijskom zidu indgili

njihovu mobilnost. Pouwana je i produkcija slobodnih radikala koji intengju

9



oksidaciju LDL. Citotoksini efekat dovodi do povanja koncentracije kalcijuma u
endotelnim ¢elijama Sto inicira endotelnu disfukciju. PenuSaéedije vremenom
propadaju i odcelijskog detritusa formira se lipidno jezgro atemdoznog plaka
(Haffner, 1999).

Specifena arterijska mesta, kao Sto sdve i krivine, dovode do akumuliranja
viskova cirkulisSéih LDL, do oStéenja endotela na ovim mestima i do promena u
protoku krvi. Na ovakvim mestima u endotelu se eksipaju speciftni molekuli koji
su odgovorni za adheziju, migraciju i akumulacijomacita i T-limfocita. Promene u
krvotoku menjaju ekspresiju gena koji u svom pramngkom regionu imaju elemente
koji reaguju na trenje, a to su uglavnom geni Kaju informaciju za sintezu adhezionih
molekula. Promene u krvotoku odrgu koja ¢e mesta u zidu arterije ,dobiti“ leziju
(McMillan, 1985).

1.1.3. Oksidativni stres

Oksidativni stres igra klgnu ulogu u oSigenju endotela i u modifikaciji
kljucnih makromolekula. Takte, svecelije i svi signalni molekuli ukljgeni u proces
aterogeneze i na produkciju velike katine slobodnih radikala koji dalje podsti

napredovanje ateroskleroze.

Reaktivne vrste kiseonika i azota (RVO i RVN) soqukti normalnogelijskog
metabolizma i u zavisnosti od nivoa produkcije magati povoljne ili Stetne efekte.
Pri niskim koncentracijama imaju ulogu u odbrargaizma od infektivnih agenasa i u
razlicitim signalnim putevima. Pri poviSenim koncentraoia ovih reaktivnih vrsta
govorimo o oksidativnom i nitrosativnom stresu ke@ deSavaju i/ili pri jako visokoj

produkciji reaktivnih vrsta kiseonika i azota ililsled oslabljene antioksidativne zastite.

Reaktivne vrste kiseonika. Oksidativni stres g@tid metabotkih reakcija koje
koriste kiseonik i predstavlja poref@au ravnotezu iznael produkcije reaktivnih vrsta

kiseonika i antioksidativne zaStite. RVO mogu a8tenhakromolekule i inhibirati
10



njihove funkcije, a proizvode ih raziii enzimi koji uwCestvuju ucelijskim oksidativnim
procesima kao Sto su nikotinamid-adenin dinukletagfat (NADPH) oksidaza, ksantin
oksidaze (XO), nespregnute endotelne azotoksidetard¢ (eNOS) i mnogi drugi
pomaiu kojih kiseonik podleze univalentnoj redukciji daperoksid anjona (0. Tu
su i ciklooksigenaza, lipooksigenaza ali i mitohaps@ti transport elektrona koji
neenzimskim putem, zahvaljdjuinterakciji kiseonika sa redoks aktivnim jedinjem

ubikvinonom, stvara ©.

Slobodni radikali su molekuli koji imaju nesparejeelan ili dva elektrona i
veoma su reaktivni, a oni poreklom od kiseonikébmloSki najzndajniji. Superoksid
anjon (Q7) je primarna reaktivna kiseama vrsta koja ufie na vazokonstrikcije i
odgovoran je za eliminaciju NO iz zida krvnog suBaperoksid anjon moze reagovati
sa drugim molekulima i na taj &ia nastaju sekundarne reaktivne kis€omi vrste.
Tokom procesa stvaranja adenozin tri fosfata (ATiP)mitohondrija moze do do
"curenja” elektrona koji mogu uticati na stvarargeiperoksid anjona. Tade,
superoksid anjon se stvara u samim mitohondrijanmdari iz njih difuzijom kroz
membrane. PoviSena produkcijaQu uslovima stresa oslode gvoite (F€") iz
molekula kao Sto je hemoglobin Sto dovodi do ndstamdroksi radikala (OBl u tzv.
Fentonovoj reakciji. Hidroksi radikal ima veoma tka vreme poluZivota ( 10%s) i
oksiduje ono Sto mu se d® u okruzenju. Vodonik peroksid £{6,) je mala,
nenaelektrisana reaktivitastica koja nema slobodan elektron i nije sloboddikal, ali
se smatra visoko reaktivnom kise@mom vrstom i lako difunduje krozelijske
membrane. U fizioloSkim uslovima, ;B, nastaje od kiseonika u peroksizomima iz

kojih se i oslobda.

Reaktivne vrste azota. Azot oksid (NO), mali molekaji sadrzi nespareni
elektron, je slobodni radikal koji ima ulogu sigmady molekula u brojnim fizioloSkim
procesima kao Sto su regulacija krvnog pritiskajrogansmisija, regulacija imunskog
odgovora. U inflamaciji imuni sistem proizvodi suplsid anjon i azot-oksid koji
interaguju méusobno i nastaje peroksinitrit anjon (ONOO-) kdjta na fragmentaciju
DNK molekula i na lipidnu peroksidaciju (Pachegar.s 2007).

Antioksidativna zastita. Antioksidativni sistemi kampleksni i multifaktorski.
Njihova uloga je da neutraliSu RVO i RVN. Antiokatd/ni sistemcine enzimski i
11



neenzimski antioksidanti. U bioloSkim sistemima Ose prevodi u kD, u prisustvu
enzima superoksid-dizmutaze (SOD), a zatim sesugivu enzima katalaze i glutation-
peroksidaze (GH-Px) razlaze do vode. Nedovoljnediomalnost i/ili koncentracija
enzima i drugih proteina i molekula kogestvuju u antioksidativnoj zastiti su u osnovi

poremeéaja koji vode inicijaciji aterogeneze.

Postoje brojni dokazi da oksidativni stresc¢etina pojavu kardiovaskularninh
bolesti, i u sldaju hiperprodukcije RVO i/ili u skaju poreméenih sistema
antioksidativne zastite (Schachinger i sar., 2086itzer i sar., 2001; Gokce i sar.,
2002).

Faktori rizika za nastanak ateroskleroze su udiuzzepovéanom produkcijom
oksidativnihcestica. Starost je nezavisan faktor rizika za atdenozu i povezana je sa
pojatanim oksidativnim stresom. Zapazeno je da u uslavmperholesterolemije dolazi
do disfunkcije endotela i do poviSenog nivoa.QLDL cestice u svom nepromenjenom
obliku mogu da powu&ju produkciju @ (Rueckschloss i sar., 2001), a i poviSen nivo
LDL u krvi dovodi do povéane infiltracije ovih lipoproteina u subendotel kog suda i
do poj&ane aktivacije NADPH oksidaze. Kod poviSenog krvmogiska aktiviran je
renin-angiotenzin sistem Sto dovodi do poviSenogaiangiotenzina Il (Ang 1) koji
utice na povéano stvaranje superoksid anjona jer stimuliSe NAD&ksidazu, a
aktivnost ovog enzima dovodi do stvaranja ONOO-sjeanjuje raspolozivost NO i na
taj na&in doprinosi pro-aterogenom efektu Ang Il (Ferrargar., 2004). Takie, Ang I
stimuliSe makrofage da preuzimaju ox-LDL i péaea ekspresiju inflamatornih faktora
(citokina, adhezionih molekula). Meh&ki stres koji nastaje pri §&m pritisku krvi na
krvni sud u uslovima hipertenzije dovodi do disfaip endotela i inicira kaskadu
dogaiaja koji tak@e vode ka pogganom oksidativhom stresu. Hiperhomocisteinemija
je nezavisni faktor rizika za nastanak koronarnkediosrca. Pov@na koncentracija
homocisteina u plazmi smanjuje koncentraciju NOticas na smanjenu dilataciju
perifernih krvnih sudova i malih koronarnih artar{jungvari i sar., 2003). Weno je da
je kod hiperhomocisteinemije paiana sinteza TNIle-koji utice na povéanu aktivnost
NADPH oksidaze i powsane koncentracije © prvenstveno u koronarnim arteriolama
(Ungvatri i sar., 2003).
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1.1.4. Diabetes mellitus i mehanizmi nastanka ateroskleraz

Diabetes mellitus je faktor rizika za nastanak@dkleroze. Kao i ateroskleroza,
ovo oboljenje je progresivno i povezano sa pojawaksidativhog stresa. | insulin-
zavisni (tip 1) i insulin-nezavisni diabetes (tip 8e karakteriSu hiperglikemijom.
Hiperglikemija moze indukovati oksidativni stres t@m nekoliko razfitih
mehanizama. Autooksidacija glukoze i neenzimsk&ogllacija proteina i lipida
generiSu superoksid anjon, a stimulisani su i NAD&K3idaza i elektron-transportni

lanac u mitohondrijama (Baynes i Thorpe, 1999; Kamear., 2010).

U brzoj i reverzibilnoj reakciji izméu redukovanih Sera i proteina prvo se
formiraju nestabilne Sifove baze, a zatim se sjuastabilni i ireverzibilni zavrsni
produkti glikozilacije (AGE produkti). Ovi produksie vezuju za spedifie receptore na
povrsSini ¢elija i interferiraju sa unutéelijskim signalnim putevima koji dovode do
proinflamatornih odgovoréelije, a javljaju se i protrombdatki efekti. Takate, HO, i
organski peroksidi wu na formiranje jonopora i dovode do poréaje u radu
kalcijumovih pumpi, usledega dolazi do influksa kalcijuma ¢elije (Elliot i sar.,
1992).

Poveana koncentracija intéalijskog kalcijuma je prgena aktivacijom protein
kinaze C (PKC), tj PK@ izoforme koja se nalazi na povrsini endotelégtija. Aktivira
se pomou diacilglicerola u uslovima povisene koncentragiigkoze i masnih kiselina.
Dolazi do inaktivacije eNOS i smanjene koncentedl© ali i do pojaane inflamacije
i disfunkcije endotela. NO, pod dejstvom superoksidjon radikala prelazi u
peroksinitrit, pa se kalina raspolozivog NO i na ovaj &ia umanjuje. Takde,
pojatano je stvaranje ox-LDL jer LDL ulaze i zadrzavae u zidu arterija, a usled
pojatanog oksidativnhog stresa kod dijabata ove partikule progresivno bivaju

oksidovane.

Usled hiperglikemije pov@na je koncentracija slobodnih masnih kiselina,
razlicitih citokina inflamacije (npr TNE) i javlja se insulinska rezistencija. Dolazi do

trovanjap-celija pankreasa glukozom i do njihove apoptoze.eBava produkcija RVO
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aktivira signalni put c-Jun N-terminalne kinaze KJNsto vodi promeni u regulaciji
transkripcije i smanjuje se sinteza kémje insulina (Kaneto i sar., 2010; Wellen i
Hotamisligil, 2005).

Pored visokog nivoa reaktivnih vrsta kiseonika, kololelih od dijabetesa

uocéena je i oslabljena antioksidativna zastita.

Diabetes mellitus tip 2 je n@g&e metaboliko oboljenje sa mikrovaskularnim i
makrovaskularnim komplikacijama. Ovo stanje je pEar® sa insulinskom
rezistencijom i stinim metabokkim abnormalnostima, uklfwjuci hiperglikemiju,
hipertenziju, dislipidemiju sa niskom koncentranij¢iDL i poviSenom koncentracijom
triglicerida i slobodnih masnih kiselina. Predsjavheterogenu grupu metakiddih
bolesti koju karakteriSe hiperglikemija Prema sewgoj, etioloskoj Kklasifikaciji
klini¢ki manifestnog dijabetesa (Expert committee ondiagnosis and classification of
diabetes mellitus, 2002) postajetiri osnovne kategorije ove bolesti: tip 1 dijadsettip

2 dijabetes, drugi speaifii oblici S&erne bolesti i gestacijski dijabetes.

| pored svetskog trenda da se broj kardio-vaskiilatmlesti (KVB) smaniji
uticanjem na faktore rizika, Evropska Asocijacija Studije Dijabetesa (EASD)
objavila je da u 2011 godini 366 miliona ljudi bwd dijabetesa, a da svake godine
od ove bolesti umre oko 4,6 miliona ljudi Sirom &v€EASD, 2012). U Republici
Srbiji, bez Kosova i Metohije, od DM boluje pribtia 8,2% populacije. Broj osoba sa
T2DM je mnogostruko @ (95%) u odnosu na osobe sa tipom 1. Najmanjevowdo
osoba sa T2DM ne zna za svoju bolest, a stvargnubndih od dijabetesa je daleko
veci od prikazanog jer se prave greske prilikom &frja uzroka smrti i dijabetes se
cesto evidentira kao osnovni uzrok smrti, @& kod umrlih od infarkta, Sloga i

hronikine bubrezne insuficijencije (Institut za javno adj@Srbije, 2011)

1.1.5. Genetitka osnova ateroskleroze

Aterogeneza obuhvata slozene mehanizme i velikji fqpova celija, organa i

fizioloSkih procesa, pa je i gengkta osnova ateroskleroze veoma kompleksna. Studije
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na misevima su pokazale postojanje viSe od 100 gejianogu uticati na nastanak
aterogenih lezija. Studije na jedn@japim blizancima su pokazale da getleiiosnova
utice na pojavu sanih oboljenja gotovo u istoj meri kao i drugi faktrizika (Lusis i
sar., 2004). Vé@na oblika ateroskleroze je posledica interakcgékog broja gena koji
mogu imati razkiit efekat na ispoljavanje bolesti ali je dejstvangeuglavnom uvek
modifikovano uticajem sredine. Metim, postojanje nekolicine oboljenja, koja za
osnovu imaju promenu u jednom ili najviSe dva gegayori u prilog tome da
ateroskleroza moze biti i posledica uticaja jednitig dva gena sa velikom

penetrabilno&u, a ne samo multifaktorsko oboljenje.

Familijarna hiperholesterolemija(FH) je najbolje proten poreméaj u
metabolizmu lipida. To je poreréa koji se nasléuje autozomno dominantno i 1 u 500
osoba iz opSte populacije je heterozigot za mutacigenu za LDL receptor, odnosno
obolela dok je u homozigotnom stanju veoma retka {1000 000) (Goldstein i Brown,
2009). Bolest karakteriSu veoma visoke vrednosiisterola i LDL-a, a najzgajnije
manifestacije su rana pojava ateroskleroze. Honotizzgg mutaciju veoma rano umiru,
nagese od infarkta miokarda. Gen za LDL receptor moze fppogaien razl€itim
tipovima mutacija, a one su uzrok poreéae u broju, funkciji ili obradi receptora za
LDL (LDLR). Do danas je opisano oko 200 mutacijana@vei broj su takozvane
‘privatne’ mutacije, odnosno mutacije koje su kemagticne za jednu porodicu. Tadte,
ono Sto je uoldajeno za obolele jeste da nose dve &delimutacije, tj da su slozeni

heterozigoti.

Familijarni defektni apoB-10Qe druga relativhocesta hiperholesterolamija
(1/800) i posledica je mutacije u genu za apoliptgin B, i to u delu koji daje
informaciju za sintezu LDL-vezufeg domena. Opisano je 5 mutacija u ovom delu
APOB gena i sve su povezne sa smanjenim afinitetexivanja apoB za LDL, Sto vodi
njihovoj poveanoj koncentraciji u krvi. Naslelje se autozomno dominantno i

fenotipski se ispoljava kao FH (Fouchier i sarQ20

Tangijerova bolesje redak monogenski poretiag koji se nasléuje autozomno
recesivno i karakteriSe se delimim (u heterozigothom stanju) ili potpunim (u
homozigotnom stanju) odsustvom HDL partikula u seru ali i akumulacijom
holesterol estara u makrofagima railh tkiva. Mutacija u ABCAL transporteru
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onemogudava da se putem aktivnog transporta holesterolcizizacelija perifernih
tkiva, pa je jedna od karakteristika bolesti i rgomgava ateroskleze. Bolest se javlja u
detinjstvu, a smatra se da jéestalost bolesti 1:1 000 000 (ORPHA, 2012; OMIM,
2012

Sitosterolemijgfitosterolemija) je retko oboljenje koje se ndsig autozomno
recesivno a karakteriSe se visokim vrednostimanihiljsterola u plazmi. Dolazi do
poreméaja usled powsane apsorpcije fitosterola i smanjene ekskrecifempuwz i, sto
izmediu ostalog, dovodi i do rane pojave aterosklerozerok) nastanka ove bolesti
nalazi se u brojnim mutacijama u genima za tranisp@rABCG5 i ABCGS8. Do danas
je opisano 45 sltajeva sitosterolemije (ORPHA, 2012; Lee i sar.,200

Homocistinurija je retko oboljenje koje se nadige autozomno recesivno sa
ucestalogu 1-9 obolelih u 1 000 000. U osnovi ovog oboljepgadeficit enzima
cistation beta sintetaze (CBS) koji se manifestigouta viSim nivoom homocisteina u
plazmi ORPHA, 2012).
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1.2. Geneticki polimorfizmi

Projekat genom&oveka (1990-2005) pokazao je da imamo oko 25 Gfitag
koji ¢ine samo 2% ukupne genomske DNK. Ostatak gentouweka sastavljen je od
repetitivnih sekvenci koje su mahom transkripcioeaktivne. Njihova uloga joS nije u
potpunosti rasvetljena, ali se pretpostavlja da titeeekvenci, koje su ostal€uwvane
tokom evolucije, ima ulogu u modulaciji genske eksge (Turnpenny i Ellard, 2009).
Na ovaj ndin se ostvaruje speaifia regulacija aktivnosti gena u r&#im tipovima

¢elija i u razltitim fazamacelijskog ciklusa.

Varijacije u naslednoj osnovi koje se normalnaisre populaciji zdravih ljudi
nazivamo polimorfizmom. Pojava dve ili viSe forrekog gena (alela) sa pojedinam
ucestalogu visom od 1% predstavlja genski polimorfizam. Alsh westalostima

manjim od 1% smatraju se retkim varijantama.

1.2.1. Tipovi polimorfizama i mehanizmi njihovog nastanka

Polimorfizmi su posledica mutacija koje mogu bitividu zamene jedne baze do
variranja u segmentu otak nekoliko stotina baza. Postoje tri osnovna fidK

polimorfuzma:

polimorfizam pojedinénih nukleotida (englSingle Nucleotide Polymorphism
SNP)

polimorfizam broja uzastopnih ponovaka (engariable Number of Tandem
RepeatsVNTR)

inserciono/delecioni polimorfizam.
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Polimorfizam pojedinénih nukleotidaje nagei izvor genetékih varijacija u
ljudskom genomu i obuhvata oko 90% svih DNK poliffrmma. Nastaje usled
mutacija tipa zamene jednog nukleotida drugintk@ata mutacija). Tranzicije su
zamene bazom istog tipa (purinske baze>@. ili G—A, pirimidinske baze: &T ili

T—C), dok su transverzije zamene bazom drugog tair( u pirimidin ili obrnuto).

Ukoliko se SNP nalazi u intronu, 5' regulatornaygionu, 3' regionu koji se ne
prevodi ili na onim nukleotidnim pozicijama unutewvdona (uglavnom téa pozicija)
¢ija zamena ne dovodi do zamene aminokiseline, eée uticati na strukturu proteina i
to su tzvtihe ili sinonimnemutacije. Ako mutacija dovodi do promene u polijehyp
ona je oznéena kamesinonimnaZapazeno je da se nesinonimne mutacije javigie r
nego sinonimne. Ukoliko usled supstitucije ddodo zamene kodona za jednu
aminokiselinu kodonom za drugu i @ do promene aminokiseline u odgovaéaju
proteinu tada se govori 0 mutaciji sa pogreSnimirdagutim znaenjem (nissense
Besmislene rjonsensemutacije nastaju kada se kodon za jednu aminlkisgameni
jednim od tri stop-kodona, i dovode do prekidaeszetpolipeptidnog lanca. Bilo koji tip
tatkastih mutacija u promotorskom regionu moze protnemnterakciju sa
transkripcionim faktorom, i dovesti do smanjene db prekomerne ekspresije

polipeptida Sto moZe imati ragiie posledice.

Polimorfizmi broja uzastopnih ponovaksau visokopolimorfni zbog prisustva
razlicitog broja tandemskih ponovaka kratkih DNK sekvereikoje je dokazano da se
nasleiuju kodominantno po Mendelovim pravilima. Dva tiF&NTR su minisateliti
(ponovci do 10-15 baznih parovanikrosateliti(ponovci do 5 baznih parova)

Inserciono/delecioni polimorfizmimogu obuhvatiti jedan bazni par ili
mikrosatelitne i/ili minisatelitne ponavljaja sekvence. Delecije i insercije baza mogu
biti sa promenom okvir&itanja (engl.frameshift mutacije) a sr& se i delecije i

duplikacijecitavih gena.

U analizi poligenskih porendaja primenjuju se populacione studije
asocijacije. U studijama asocijacije ispituje sestapljenost odmdenih genskih
polimorfizama kod pacijenata i porede se sa njimovoastupljena® kod zdravih
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osoba. Na taj r@n se utviduje eventualna povezanost polimorfizma sa pojavoladhi

(Thompson i sar., 1991). SNP-ovi su veoma informmati u¢estali u opstoj populaciji i
iz tog razloga se primenjuju u ovakvom tipu studidel ili genotip je povezan sa
poveanim rizikom kada je njegovatestalost statistki znatajno vea kod pacijenata

nego u kontrolnoj grupi.

Osetljivost na oksidativni stres udruzena sa akéeoszom verovatno ima
genetéku pozadinu. Takde, hipertenzija, hiperlipidemija i diabetes su nfaktorski
poreméaji sa jasnim genekim udelom. Nepovoljna kombinacija &y broja
polimorfizama koji imaju ulogu u oksidativnom stuiege povezana sa stepenom
oboljenja kod dijabetara i sa progresijom ateroskleroze kod njih. Vdiikoj obolelih
od dijabetesa i kardiovaskularnih bolestiijj osnovi je ateroskleroza nemaju ni jedan
od klasénih faktora rizika. Takée, veliki je broj gena kandidatacije
mutacije/polimorfizmi se dovode u vezu sa osethieona oksidativni stres. To su ili
geni odgovorni za sintezu enzima kofiestvuju u produkcijcelijskih reaktivnih vrsta

kiseonika ili enzima/proteina sa antioksidativnolmgom.

SNP-ovi se danas préavaju kao potencijalni genéki markeri predispozicije
antioksidativna svojstva i imaju ulogu u metabolizipida, a samim tip mogu biti
povezani sa povanom osetljivo&u na oksidativni stres, u mnogome bi doprinela
ukupnoj slici o ovom patoloSkom stanju i bolestik@e se razvijaju kao njegova
posledica. Za ovu studiju asocijacije odabrani sanigg¢iji produkti imaju
antioksidativnu ulogu u plazmi ¢eliji (ponl), antioksidativhu ulogu i ulogu u
metabolizmu lipida u plazmi deliji (apoE) i antiksidativnu i detoksifikujw ulogu u
éeliji (GSTM1, GSTT1, GSTP1)
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1.3. Oksidativni stres i metabolizam lipida-apolipoproten E

1.3.1. Apolipoproteini

Apolipoproteini su speciéni proteini koji se nalaze na povrSini lipoproteis
partikula. Imaju ulogu u regulaciji lipidnog metdizoma: odreéuju specifénu ulogu
svakog tipa LP u lipidnom metabolizmu, vrSe tramspo redistribuciju lipida
zahvaljujui interakciji sa speciéinim lipoproteinskim receptorima na povrsaalije pa
i reguliSu nivo LP u plazmi. Kao kofaktori enzimamoguwavaju aktivaciju i
funkcionisanje enzimskih reakcija u ovom metabl@m putu (npr. reakcija
lecitin:holesterol aciltransferaze (eng. LCAT) &#i\ara u prisustvu apoA-I), a zajedno
sa fosfolipidima stvaraju hidrofilnu povSinu LP planle i tako stabilizuju i odrzavaju

njihovu strukturu.

Apolipoproteini plazme su grupisani u pet tipova:B\ C, D i E, a neki od njih
su podeljeni na podtipove, npr. A-l, A-ll, A-1IV, CC-II, C-IIl.

1.3.2. Apolipoprotein E

Apolipoprotein E (apoE), siho drugim apolipoproteinima, c¢astvuje u
metabolizmu lipoproteina, stabilizuje i odrzavaukturni integritet lipoproteina, sluZzi
kao kofaktor u enzimskim reakcijama i kao ligand |lgsoproteinske receptore, a
ukljucen je i u reverzni transport holesterola. TékoapoE ima i anti-aterogena
svojstva, inhibira proliferaciju Eelija, utice na proliferaciju glatkin mi&nih celija u
zidovima krvnih sudova i ima antioksidativha svegtPokazano je datestvuje i u
zapaljenskim procesima i u osetljivosti na infekBvbolesti. ApoE je jedan od glavnih
proteinskih konstituenata nekoliko lipoproteinsklhsa (Slika 4). Naju& sinteza apoE

je u jetri (>75%), zatim u mozgu, intersticijalrtefnosti, a u manjem obimu se sintetiSe
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I u tankom crevu, bubrezima, slezini, nadbubrezheydi, jajnicima, placenti, testisima.
Makrofagi i drugi tipovicelija takaie sintetiSu apoE. ApoE poreklom iz makrofaga se u
velikoj koli¢ini moZe n&i na mestu nastanka aterogenog plaka gd& uta mnoge
procese kao Sto su agregaciju trombocita (Riddshri, 1997), efluks holesterola iz
makrofaga (Bellosta i sar., 1995), ekspresija aidimgz molekula od strane endotelnih
¢elija (Stannard i sar., 2001) i inhibicija proliéeije i migracije glatkih mignih celija
(Zeleny i sar., 2002).

1.3.2.1. ApoE-struktura

ApoE je monomerni glikoprotein molekulske mase B4 Koji se sastoji iz 299
amino kiselina. U svom sastavu ima 10% arginina ga@ini ,argininom bogatim
proteinom*“ (Shore i Shore, 1973). SintetiSe se p@lgpeptid od 317 aminokiselina, ali
transportom kroz membranu endoplaziradg retikuluma dolazi do posttranslacionog
cepanja signalnog peptida od 18 aminokiselina tamks zrelog proteina. ApoE se iz

¢elija luci kao O-glikozilirani protein.

ApoE ima dva strukturna domena, N-terminalni dom@aterminalni domen a
izmedu njih se nalazi centralni deo u vidu Sarke (SB§aN-terminalni domen (1.-191.
aminokiseline) sadrzi receptor-vezéijuregion (134.-150. i 172. aminokiseline) i
formira 4 antiparalelno postavljena-heliksa. C-terminalni domen (225.-299.
aminokiseline) sadrzi glavni lipid-vez§uregion (244.-272. aminokiseline) (Mahley i

Rall, 2000). U odsustvu lipida apoE podleze samegapiji gradéi tetramer.
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Slika 5. Struktura apoE (Mahley i sar., 2009)

1.3.2.2. ApoE-gen i polimorfizmi

Kod ljudi, gen za apoE se nalazi na hromozomu 9§312), u genskom klasteru
koji ¢ine geni za apo C-I, C-Il, C-1V i pseudogen C-l11gW i sar., 1995). Sastoji se od
3597 nukleotida, a kodira iRNK od 1163 nukleoti@&n imacetiri egzona i tri introna i
sadrzi multiple ponovke od 66 baznih parova (Pai#ri, 1985).

Zamena TGE&>CGC u egzonu 4 apoE gena, atie tri kodominantna alela
(€2, €3, 1 €4) koji u populacijama ljudi daju informaciju zangzu tri proteinske
izoforme: apoE2, E3 i E4 (Mahley i Rall, 2009). Qwkizoforme razlikuju se u dve
amino-kiseline na pozicijama 112 i 158. Izoforma &RlIrzi cistein na poziciji 112 i
Arginin na poziciji 158 (Cys112; Argl58), apoE4 faona sadrzi arginin na obe
pozicije (Argl12; Arg158), a izoforma apoE2 cistee obe pozicije (Cys112; Cys158)
(Tabela 1)
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Tabela 1. Aleli apoE gena i proteinske izoformeEpo

TGC—Cys TGC—Cys ApoE2:
Cys112/Cys158
€3 TGC—Cys CGC—Arg ApoE3:
Cys112/Arg158
g4 CGC—Arg CGC—Arg ApoE4:
Argl12/Argl58

Posmatrajti celokupnu ljudsku populaciju, aleB je najzastupljeniji (60-90%),
alel &4 je zastupljen sa 10-20%, a ad2lsa 0-20% (Singh i sar., 2006). Tdkopalele4
je westaliji u populacijama na severu Evrope (~14-18%jynosu na populacije Juzne
Evrope (~7-12%). Analizirane populacije u Africgphnu, kod amerikanaca meksig
porekla i ametikih indijanaca pokazuju ili niskucestalost alela2 ili on uopSte nije
detektovan (Eichner i sar., 2002).

Smatra se da je apoE gen divergirao od gena z&dpd-VI (hromozom 11)
(Li i sar., 1988). Analiza sekvence gena za apott $impanzi pokazala je da jecsin
sekvenci alela4 kod ljudi, a da su ale#i2 i €3 divergirali od pred&og 4 (Fullerton i
ar., 2000). Alekt3 je favorizovan u odnosu rzd verovatno usled selektivnog pritiska
infektivnih bolesti na populacije ljudi: prvobitré4, koji je 'Stitio’ od specitnih
endemskih infektivnih bolesti (npr., parazitskihldsti), zamenjen je aleloa8B koji je
bio delotvorniji protiv novih infektivnih bolestiikusnog porekla (kuga, male boginje)
koje su nastale usled promendina Zivota tj formiranjem naselja (Mahley i sai002;
Fullerton i sar., 2000; Hanlon i Rubinsztein, 19%eixas i sar., 1999). Odsustvo
asocijacijee4 alela sa bolestima koje paiggu afrcke populacije u sub-Saharskom
predelu i prisustvo te asocijacije kod Afro-Amenk&a daje potvrdu da je aled u
kombinaciji sa zapadnjgim n&inom Zivota faktor rizika za nastanak

kardiovaskularnih i neurodegenerativnih oboljei@arpo i Sacchi, 1999).
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Pored ova tri alela, detektovano je oko 30 vanjariktodirajutem regionu i oko
18 u nekodirajéiem regionu ovog gena (Nickerson i sar., 2000).

Postojanje tri alela apoE gena atirg postojanje 6 genotipova 2/2, 2/3, 2/4,
3/3, 3/4, 414 ) i 6 raditih fenotipova: E 2/2, E2/3, E2/4, E3/3, E3/4, £4Hatters i
sar., 2006).

1.3.2.3. Uloga apoE u metabolizmu lipida

Postojanje razlika u aminokiselinskom sastavu \&idekturnim razlikama ni
izoproteinima koje udiu i na njihovu funkciju. 1zoforme proteina apoE reeiusobno
razlikuju i po afinitetu vezivanja za LDL receptor po afinitetu vezivanja za

lipoproteinske partikule (Eichner i sar., 2002).

ApoE se vezuje za ratiie receptore na povrSirdelija: LDL (B/E) receptor,
LDL receptor vezujti protein (LRP), apolipoprotein E receptor 2 (ap@ERVLDL
receptor (‘remnant' ili apoE), i na taj ¢ima ostvaruje svoju metaboku ulogu.
Vezivanjem za receptore welijama jetre omogtava metabolizam ostataka
hilomikrona, a interakcijom sa receptorima u penim tkivima omogdava
metabolizam VLDL i VLDL ostataka3¢VLDL).

Procenjeno je da je 60% varijacije u nivou plazmginwlesterola geneki
determinisano, a od toga je priblizno 14% povezaao apoE polimorfizmima

(Davignon i sar., 1988).

Kod apoE2, zamena Arg sa Cys na poziciji 158 dowdoga da ova izoforma
ima 50-100 puta slabiji afinitet za LDL-R (Weisgeabi sar., 1982). To dovodi do
odlozene razgradnje hilomikrona i VLDL ostatakakuapljanja ovih partikula u plazmi.
Takaie, slabija je i apoE posredovana konverzija VLDILIDL Sto vodi nakupljanju
VLDL i nizom produkcijom LDL (Ehnholm i sar., 1984Nizi unos holesterolom
bogatih partikula u jetru i smanjena proizvodnjallpartikula vodi povéanoj sintezi
LDL (B/E) receptora Sto pak vodi potenom unosu LDL u jetru i smanjenom

koncentracijom u plazmi. Iz tih razlogaduea £2/c2 osoba ima nizi i ukupni i LDL
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holesterol u plazmi, ali i poviSen nivo trigliceeidTo moze dovesti do nastanka tip Il
hiperlipoproteinemije, retkog oboljenja koje sedideriSe ranom pojavom ishemijske
bolesti srca ili periferne arterijske bolesti i vt#ena je kod homozigote2/e2 (0,5-1,0
na 100 obolelih u kavkaskim populacijama) (Davigricsar., 1988; Stengard i sar.,
1995).

Kod apoE3 i apoE4 postoji Arg na poziciji 158 kgbvetava pozitivan
potencijal, i vezivanje za LDL-R je mnogo bolje. L#®ji sadrze apoE4 se brze
razgraluju. U ovom sldaju poveéan je unos triglicerida i holesterola u jetru. Té&po
povean je stepen konverzije VLDL ostataka u LDL, Stalivpoveanoj koncentraciji
LDL u plazmi. Povéan unos holesterola u jetru i poviSen nivo LDL vedianjenoj
sintezi LDL (B/E) receptora Sto se manifestuje duvpoviSenog nivoa LDL i skoro
nepromenjenog nivoa triglicerida u plazmi (Davignaar., 1988).

Razlkite izoforme apoE imaju afinitete za ra&tie LP partikule. ApoE2 se viSe
vezuju za male, fosfolipidima bogate HD¥estice, a apoE4 se uglavhom vezuju za
vece, trigliceridima bogate VLDL i IDL. Ova razlika @finitetima je odréena
medusobnom interakcijom N- i C- terminalnih domenatpitva. ApoE4 je kompaktniji
u odnosu na druga dva izoproteina i zbog Arg-112 v&i afinitet za VLDL (Dong i
Weisgraber, 1996). Brojne studije su pokazale dib@skoje nose2 alel imaju nizi
ukupni holesterol i nizi LDL holesterol u plazmi 28% u odnosu na3/e3 osobe, a
osobe koje imaju4 alel imaju poviSen nivo holesterola i LDL u plazma oko 5% u
odnosu na homozigote 23 alel £2/e2<£3/e2< £3/e3<¢dl/e-) .

Genotipovi sa2 alelom imaju naju@ prose&ni nivo apoE, dok genotipovi sa

alelome4 imaju najnizi proséni nivo ovog proteina (Mahley i sar., 2009).

1.3.2.4. Uloga apoE u oksidativnhom stresu i aterogenezi

Antioksidativnost apoE je jedan od mehanizama kajwaj protein utie na
bioloSke procese i uslovljen je genotipom: réi izoforme imaju raztite
antioksidativne osobine, pa se i na ovafimanogu objasniti asocijacije proteina sa

brojnim oboljenjima. Smatra se da je antioksidaistnovih proteinskih formi u vezi sa
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brojem —SH grupa: apoE2 ima dve slobodne —SH giupajbolji je antioksidans,
apoE3 jednu, a apoE4 ni jednu, pa je i naj loapaE2>E3>E4) (Pedersen i sar., 2000).

Veza izméu apoE polimorfizama i pojave ateroskleroze je pwi primé&ena
kod pacijenata sa tip Il hiperlipoproteinemijomjiksu bili €2/¢2 genotipa i kod kojih
se jako rano razvila koronarna bolest srca (KB&r(&ard i sar., 1995). Apoi alel je
u velikom broju studija povezan sa péarim rizikom od nastanka kardiovaskularnih
oboljenja kao Sto su infarkt miokarda, hipertenzk®BS, bolest koronarne arterije
(Eichner i sar., 2002; Anoop i sar., 2010). Popjdac kojima se javlja poviSen nivo
holesterola u plazmi i koje imaju viSu incidencursmd KBS imaju véu westalost
alelag4 (Schiele i sar., 2000). Pokazano jesd&- osobe imaju za 42% posemn rizik
od KBS u odnosu n&3/e3 osobe (Wilson i sar., 1996). U odnosu nadmlpopulaciju,

u populaciji starijin ljudi smanjena j&estalost apoE4 (Lewis i Brunner, 2004).
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1.4. Oksidativni stres i metabolizam lipida-Paraoksonazédl

Familija paraoksonaza (PON1, PON2, PON3) kod ljgdamilija hidrolaza sa
najsSirom supstrathnom spec¢tiogu. Ova tri enzima imaju razitu distribuciju po
¢elijama i tkivima i njihova pojedinma fizioloSka uloga i precizni mehanizmi
delovanja jo$ nisu utdeni. Naziv ,paraoksonaza“ za ovu proteinsku famnilijnije
najprikladniji s obzirom da PON2 i PON3 ne ispo§av paraoksonaznu aktivnost
(Draganov i sar., 2002; Ng i sar., 2001). Filogeket strukturne i biohemijske studije
su pokazale da su sva tri PON primarno laktonazeragdicitim supstratnim
specifcnostima. Takde, sva tri enzima imaju i arilesteraznu aktivnosjakje, sa
izuzetkom hidrolize fenilacetata kod PON1, veonabal Fosfodiesterazna aktivnost je
rezervisana samo za PON1 (Rosenblat i sar., 2@f¥énSon i sar., 1999).

Sva tri PON proteina imaju kapacitet da zastiéje od oksidativhog stresa.
Interesantno je da paraoksonaze metaboliSu velikj lacil-homoserin laktona,
signalnih molekula koje sintetiSu neke vrste graegativnih bakterija (Ozer i sar.,
2005; Yang i sar., 2005).

Genska familija paraoksonaza kod sisara obuhvageta: ponl, pon2 i pon3.
locirana jedan do drugog na dugom kraku hromozorf¥aZ1.3-22.1) (Slika 6) (Primo-
Parmo i sar., 1996). Nazivani su po redu po komotiveni. Ova tri gena su
konzervirana i dele 70% idetiosti na nukleotidnom nivou i 65% na
aminokiselinskom nivou. Filogenetske analize sugzake da je pon2 najstarijian ove
familije, a genska familija je najverovatnije ndatatandemskom duplikacijom
zajednékog evolutivhog pretka. U prilog ovoj tvrdnji ideto Sto je kod ptica i riba
prisutan jedan pon gen nagsliji pon2. Gen slian pon-u je identifikovan i kod cn@.
elegans kod biljaka, bakterija i gljiva. Kod ljudi, pong najmlati ¢lan genske familije
I u poretenju sa pon2 i pon3, ima dodatna tri nukleotidagaoeu 4 koji kodira

aminokiselinu 105 (Draganov i La Du, 2004; Mackniesar., 1993).

Kod ljudi, ekspresija PON1 iRNK je ogr&ena na jetru, dok je PON3 iRNK

detektovana i u jetri i u bubrezima. PON2 kod ljjelviSe eksprimiran u tkivima poput
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srca, bubrega, jetre, @a, placente, tankog creva, testisa, slezine, aliendotelnim
¢elijama, glatkim miginim celijama i makrofagima u zidu arterija. PON1 i POBE
izlucuju u krvotok gde se asociraju sa HDL partikulamiek se PON2 nalazi unutar

¢elije, asociran sa membranom (Ng i sar., 2001; &4farmo i sar., 1996).

[ | | | | | T —
..... PONI PON: PONZ

L= ook 1L gy L —1 150kb —

-— -— -+ e

Slika 6 Mapa genskog klastera pon genske familije kod [juid sar., 2003).

1.4.1. Paraoksonaza 1

Paraoksonaza 1 je najviSe ispitivani enzim iz pm@dON proteina. To je
serumska kalcijum-zavisna esteraza, glikoprotena lse sastoji iz 354 amino kiselina
sa molekulskom masom od 45 kDa. Enzim je pedesgifina dvadesetog veka
okarakterisan kao organofosfatna hidrolaza, a imedgbio po jednom od svojih
supstrata—paraoksonu, koji je taksi metabolit organofosfatnog insekticida parationa.
Ubrzo, otkrivena je joS jedna funkcija enzima-atié¥azna aktivnost, pa je termin 'A-
esteraza' nakratko zamenio prvobitno 'paraokson&abzirom da enzim ima obe
aktivnosti, termin 'paraoksonaza’ je é&a u upotrebu (Sorenson i sar., 1995).

Paraoksonaza 1 (PONd9veka je primer hidrolitkog enzima koji je ukljéen u
metabolizam i endogenih i egzogenih jedinjenja. &havi, to je laktonaza koja
hidrolizuje aromatine i alifaté¢ne laktone dugog lanca, ali isto tako metabolidékive
broj supstrata, uklguju¢i pesticide, bojne otrove i fenilacetat (Costa r.,s2005).
PON1 moze sptéi ili umanjiti oksidaciju LDL partikula i moze imti antiaterogenu
ulogu (Mackness i sar., 1993), a njena antiinflanmet uloga se ogleda u hidrolizi

derivata oksidovanih lipida koji su okigla inflamacije u procesu aterogeneze
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(Khersonsky i Tawfik, 2005). Vezivanjem PON1 za HBimuliSe se njena enzimska

aktivnost.

1.4.1.1. PONZ1-struktura

Enzim je visoko konzerviran kod sisara, a nemaaghria, ptica i invertebrata
(La Du, 1996). Struktura ovog enzima je u vidu Slestkogp-propelera gde se svaki
krak sastoji izetiri B-ploce i ove sekvence su visokokonzerviraneimsvim sisarskim
PON (Slika 7). Dva jona kalcijuma se nalaze u @ntm tunelu propelera, jedan na
vrhu (C1), drugi u srediSnjem delu (C2). C2 jeukturni' kalcijumcija disocijacija vodi
ka ireverzibilnoj denaturaciji, a C1 se oza®a i kao 'katalitiki kalcijum' (Harel i sar.,
2004)

Slika 7. Struktura PONL1 (Harel i sar., 2004)

Tri a-heliksa (H1-H3) se nalaze na vrhu propeleréestvuju u prvrs¢avanju
PON1 za HDL. Najvéa varijabilnost u aminokiselinskoj sekvenci PONdmaisarima

nalazi se bas u okviru H1-H3. N-terminalna sekve(tdd) je zasluzna zaelijsku
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distribuciju, translokaciju i izleivanje PON a ostala dva (H2 i H3) su zasluzna za
protein-lipid i protein-protein interakciju. Aktinmesto proteina PONL1 je okrenuto ka
povrSini HDL partikula. (Harel i sar., 2004). Promeeu veléini i obliku HDL partikula
mogu da naruSe afinitet vezivanja PONL1 i njegowabigtost, a rezultat je smanjen

antioksidativni kapacitet (Durrington i sar., 2001)

1.4.1.2. PONZ1-gen i polimorfizmi

Ranih devedesetih godina proSlog veka P@heka je izolovana, a njen gen
kloniran i sekvenciran (Furlong i sar., 1991; Hagetar., 1991). Ubrzo potom su i
polimorfizmi ovog enzima okarakterisani (Humbert i sar., 199%ins i sar., 1993).

Dva polimorfizma su prisutna u kodirggm regionu ponl: zamena glutamina
argininom-GIn(Q)/Arg(R)-na poziciji 192 (Q192R), zamena leucina metioninom-
Leu(L)/Met(M)-na poziciji 55 (L55M) (Humbert i sar1993; Adkins i sar., 1993).
Identifikovani su i mnogi drugi polimorfizmi u ponlglavhom u njegovom
regulatornom regionu (Brophy i sar., 2001; Suehisar., 2000; Jarvik i sar., 2003): -
107C/T ili -108 C/T,-126 G/C, -162G/A, -832G/A i -909G/C i smatra se slam -107
C/T, nemaju zn&jnog udela na koncentracijdunkciju PON1. Oko 200 drugih SNP je
nadeno u kodirajgem regionu, intronima i regulatorskim delovima geaaeina njih

nije okarakterisana (Jarvik i sar., 2003).

G-909C  G-832A G-162A  T-108C L55M Q192R —
f f H—+—1 HH1+— —

|
|

Slika 8.Pozicija naje&e ispitivanih polimorfizama u ponl (Mohamed Alihi@, 2008).

Polimorfizam na poziciji 192 (Q192R) je znatno visewavan. Kod ovog
polimorfizma zamena CAA u CGA u egzonu 6 ponl gedaiuje izoforme proteina
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koje se razlikuju po afinitetima i katalikim aktivnostima (Harel i sar., 2004; Hassett i
sar., 1991; Draganov i La Du, 2004; Davies i SH96). Studije su pokazale da R192
alozim hidrolizuje paraokson 6 puta brze nego Q@92@mbert i sar., 1993; Adkins i
sar., 1993), dok Q192 brze razduge diazokson, sarin i soman in vitro u odnosu na
R192 (Davies i sar., 1996). Za neke supstance léf=tat) nema razlike u brzini
hidrolize (Davies i sar., 1996; Billecke i sar.,0P). Razlike u aktivnosti enzima
izazvane zamenom jedne aminokiseline objaSnjavajstrsikiurom enzima i njegovim
afinitetom za vezivanje za HDL partikule. U zidutiskog mesta PON1 kod ljudi
uobitajeno se nalazi Arginin (R), a zamena Glutaminom ¢Qvodi do promena u
aktivnosti i supstratnoj speaifiosti. Takde, pozicija 192 se nalazi u okviru H2 koji se
vezuje za HDL.Sto se #e antioksidativne aktivnosti enzima, rezultati §audsu
opreeni: neke studije govore o tome da je Q192 boljicksidans u odnosu na R192
alozim (Mackness i sar., 1998), dok druge govoq@ilog R192 alozimu kao boljem

antioksidansu (Gaidukov i sar., 2006).

Polimorfizam L/M na poziciji 55 (zamena TTG u ATGegzonu 3) je povezan
sa nivoom enzima u Kkrvi i njegovom stabildosL55 je stabilnija izoforma otpornija na
proteolizucime se moZe objasniti njegova asocijacija sa {@vien nivoom enzima u
serumu (Leviev i sar., 2001)55M ima ulogu u pakovanju centralnog tunela prepel
enzima (Harel i sar., 2004) i nalazi se na N-teusinproteina, koji je zasluzan za
vezivanje PON1 za HDLLgviev i sar., 2001l

Polimorfizam C/T na poziciji 107 u regulatornom wledena (C(-107)T) ima
najzn&aniji efekat na nivo PON1 u krvi. Ovaj polimorfizasa 24,7% utie na nivo
ekspresije PON1 (100). Alel -107C je asociran sa puta véim nivoom enzima u
odnosu na alel -107T (Brophy i sar., 2001). Ovarpoifno mesto se nalazi u okviru
konsenzus sekvence GGCGGG vezag mesta za transkripcioni faktor Spl i
vezivanje Spl je slabije u prisustvu T alela (Deaksar., 2003), Sto objasSnjava slabu

ekspresiju enzima kod TT genotipa.

Postoje velike razlike u distribuciji polimorfizan@onl gena mi# razlcitim
populacijama ljudi. U evropskim populacijama, i opplacijama sa bliskog istoka
ucestaliji su aleli Q192 i L55 u odnosu na R192 i M#éle. Isti obrazac zastupljenosti
pokazuju i analizirane populacije u Indiji i naragtiednje i juzne Amerike, dok §iea
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azijskih populacija pokazuju visoku zastuplijenosl9R alela i veoma nisku
zastupljenost M55 alela (Mohamed Ali i Chia, 2008)slwaju polimorfizma u Spl
vezujuem regionu ponl gena ima manje podataka nego magricme u kodirajaem
regionu. U populacijama evropskog porekla distrijau€ i T alela je podjednaka, sem
u slusaju Spanaca i Evro-Amerikanaca gde §estalost alela T duplo ¥a (0.380 za C
alel 1 0.620 za T alel). Na teritoriji Sjedinjeritmerickih Drzava, destalost C i T alela
je 0.5, ali u Afro-Amerikoj populaciji westalost je 0.850 za C alel. Na
srednjeametkom kontinentu i Aziji distribucija ovih alela saalikuje u zavisnosti od
porekla populacije (Leviev i James, 2000; @Gata sar., 2006; Grdii sar., 2008;
Christiansen i sar., 2004).

1.4.1.3. Uloga PON1 u metabolizmu lipida

Pokazano je da PON1 ima ulogu u aterogenezi:L$3iti, HDL i makrofage od
oksidativhog stresa, na Sta ukazuje umanjen unesDhdxu makrofage, inhibicija
sinteze holesterola u makrofagima, i stimulacija L-n posredovanim efluksom
holesterola iz makrofaga. Ove funkcije su u veziladtonaznom aktivhd@$i ovog
enzima (Mackness i sar., 1993; Aviram i sar., 1998ram i Rosenblat, 2005). PON1
hidrolizuje lipidne perokside i spfava njihovu akumulaciju u LDL i HDL partikulama
I in vitro i in vivo (Aviram i sar., 2000). Takie, PONI¢uva celovitost HDL i zasluZzan
je za njihov antioksidativni i antiinflamatorni éf. Osobe sa visokim nivoom HDL-a
ali niskim PON1 su podloznije pojavi aterosklerok@ronarne bolesti srca nego osobe
sa niskim HDL-om i visokim PON1 (Navab i sar., 199%tudije su pokazale da je
Q192 alozim efikasniji u redukovanju ukupnih lipidrperoksida u odnosu na R192
alozim (Aviram i sar., 2000). Sa progresijom at&leroze, povéava se koncentracija
PON1 u plakama (Mackness i sar., 1997), a verov@nda PON1 ima ulogu u
spr&avanju interakcije izm# monocita i endotela tokom rane faze aterogeneze.
Arilesterazna i laktonazna aktivnost ne zavisealddra rizika kao Sto su hipertenzija,
starost i pol, Sto je bitno za antioksidativhu wld@ON1 (Rosenblat i sar., 2008). Statini
(inhibitori HMG-coA reduktaze) poboljSavaju aktisto ovog enzima, pa ponl
polimorfizmi mogu odrediti efikasnost terapije (Aam i sar., 2000).
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1.4.1.4. Uloga PONL1 u oksidativnhom stresu i aterogenezi

PON1 degraduje vodonik peroksid (Aviram i sar.,@9% u krvi hidrolizuje i
homocistein tiolaktone, metabolite homocisteina i kopaju dokazanu ulogu u
aterogenezi jer vode ostmnju i disfunkciji endotela (Jakubowski, 2000).

Tokom LDL oksidacije, PON1 je deligno inaktiviran jonima bakra, koji
zamenjuju jone kalcijuma, Sto onemdgua arilesteraznu/paraoksonanu aktivnost
enzima, ali enzim vrSi svoju antioksidativhu uloggutem laktonazne aktivnosti. Posle
reakcije PON1 se reverzibilno inaktivira. Kada saden u serumu siromasnim
lipoproteinima, dolazi do konformacione promenetivaom mestu i PON1 gubi svoju
laktonaznu funkciju, ali hidrolizuje organo-fosfatfedinjenja (OF) (Aviram, 1999).

33



1.5. Oksidativni stres i detoksifikacija-Glutation S-transferaze

Biotransformacija predstavlja seriju hemijskih pema jedinjenja u telu koje je
posredovano enzimima. U pitanju su elektrofili, rksieiotici ili jedinjenja endogenog

porekla koje je potrebno neutralisati i eliminisatorganizma.

Reakcije biotransformacije su podeljene u tri faleza | obuhvata enzimske
sisteme koji katalizuju reakcije oksidacije, redijgke hidrolize. Hidrofobna, nepolarna
jedinjenja se prevode u hidrofilnije oblike uiemjem -OH, -NH2, -SH, ili -COOH
funkcionalnih grupa. Reakcije ove faze se odignavagndoplazmathom retikulumu,
pri ¢emu 90% enzimaine citohromi P450, a preostali enzimi su flavinmooksigenaze
(FMO) i epoksid hidrolaze (EH). U ovoj fazi moZe¢dalo bioaktivacije do tada
neaktivnih jedinjenja u hemijski reaktivne primaitesekundarne molekule koji mogu
modifikovati ¢elijske makromolekule, narusitelijsku homeostazu i rezultirati u smrti
¢elije ili dovesti do maligne transformacije. Rea&cfaze Il prevode intermedijerna
reaktivna jedinjenja u joS hidrofilnije oblike kargacijom sa endogenim ligandima. U
ovoj fazi dolazi do eliminacije jedinjenja putemina ili fecesa. Reakcije ove faze
odvijaju se u citoplazmi a ukluju procese glukuronizacije, sulfacije, acetilacije
metilacije, konjugacije sa glutationom. | u ovojzifacesto dolazi do stvaranja
genotoksinih  metabolita. U ove procese su ukgni enzimi UDP-
glukuronoziltransferaze (UGTP), sulfotransferazerl,(SSULT), N-acetiltransferaze
(NAT), katehol O-metiltransferaze (COMT), glutatiois-transferaze (GST) i
NAD(P)H:kvinon okidoreduktaze (NQO). Procesi fazk predstavljaju transport
hidrofilnih produkata formiranih u fazama I i lld& bioloSke membrane, u urin,&ili

krv, putem razliitih nosa&a, npr P-glikoproteina (Costa i Eaton, 2006).
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1.5.1. Glutation S-transferaze

JoS u 19. veku znalo se da je formiranje merkatguedan od mehanizama
metabolisanja i ekskrecije ksenobiotika, ali do 1L9godine nije se znalo da je prvi
korak u konjugaciji jedinjenja sa glutationom preckoji je enzimski posredovan.
Godine 1969. je identifikovan protein u jetri paaowkoji vezuje elektrofilne
kancerogene materije i nazvan je ,ligandin“, a 19é3izolovana frakcija proteina od
50kDa koja posreduje u konjugaciji glutationa seom elektrofilnih jedinjenja i koja je
nazvana glutation transferaze. Ligandin i glutatteansferaze su imali preklapag.
aktivnosti, Sto je sugerisalo da se mozda raditimiproteinima. Dogovorom nde
istrazivakim grupama, ligandin je postao ,inducibilni intedijski vezuji protein koji
reguliSe efluks organskih anjona izdoeplazme icelije“. Kada je frakcija jetrinih
proteina razdvojena 1975. godine, 'pojavila’ seedamilija glutaion S-transferaza.
Geni za GST-aze su klonirani sredinom '80 i uvideédoda su GST-aze kod sisara
produkti genske superfamilije. Struktura pojedi@ST-aza je opisana ranih '90
(Listowsky i Arias, 2007).

Glutation S-transferaze predstavljaju superfamilgietoksikujdin enzima.
Njihovi supstrati su endogeni produkti oksidativnsigesa i elektrofilni ksenobiotici.
Reakcija koja najbolje karakteriSe ove enzime jer@dovanje u reakciji konjugacije
elektrofilnih jedinjenja sa glutationom (GSH) u iféizbiotransformacije. Na ovaj &
se dobija tioetar, inaktivirano jedinjenje koji je najv&em broju sldajeva krajniji
produkt reakcije. U nekim stajevima, supstrati se prevode u reaktivnija jedijge
GST-aze katalizuju i reakciju konjugacije GSH sdagenim produktima oksidativhog
oSteenja lipida, DNK, kateholamina. Ta#e, ovi enzimi destvuju u biosintezi
leukotriena, prostaglandina, testosterona i pregest, ali i u degradaciji tirozina
(Hayes i sar., 2005). GST-aze ispoljavaju perolsidai izomeraznu ulogu, mogu
inhibirati c-Jun N-terminalnu kinazu (JNK) i kagdindi se nekatalitki mogu vezati za
veliki broj molekula. Zbog svega navedenog, oviiemzmogu modulisatic¢elijski
odgovor na endogene ili egzogene elekrofile, infaipu, oksidativni stres, odgovor na
veliki broj lekova, ali i kontrolisatéeliski ciklus. Osnovna bioloSka uloga ovih enzima

jo$ nije najjasnija (Holley i sar., 2007)
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1.5.1.1. Citosolne glutation S-transferaze

Postoje dve evolutivno razite superfamilije gena GST-aza: citosolne/solubilne
GST-aze i mikrozomalne ili MAPEGr(embranski proteini u metabolizmu eikosonoida

i glutationa) (Strange i sar., 2001)

Citosolne sisarske GST-aze su svrstane u klase smovo sknosti u
aminokiselinskoj sekvenci: enzimi koji se nalazeutan iste klase imaju viSe od 40%
identiénosti, dok oni u raztitim klasama dele manje od 25%. Tako unutar klase
struktura gena je konzervirana. Kod sisara positgde€e klase solubilnih GST-aza:
Alfa (GSTA), Mu (GSTM), Pi (GSTP), Sigma (GSTS),tagGSTT), Zeta (GSTZ),
Omega (GSTO) i Kappa (GSTK) klasa koju predstavljagitohondrijalne GST-aze.
GST-aze su grupisane u podfamilije (podklase) mews homologije u sekvenci koje
su verovatno nastale duplikacijom ili konverzijoasfiovnog' gena (Lai i sar., 1988;
Hayes i Strange, 2000).

1.5.1.2. Citosolne glutation S-transferaze-struktura

Pre nego Sto je otkrivena struktura GST-aza, pstydo se da je evolutivni predak
ovih enzima nastao fuzijom GSH-vezégg modula i drugih strukturnin komponenti
koje ¢e kasnije dati specifne enzimatske karakteristike proteinima iz ove
superfamilije. Kod solubilnin GST-aza, GSH-veziijunodul je N-terminalni domen
koji se sastoji izcetiri B-lanca koji se nalaze u sendlviizmeiu dva a-heliksa sa
unutrasnje stane i jednagheliksa sa spoljasnje strane molekula. Pravo mestivanja
GSH molekula, vezuji dZzep, naziva se G-mesto. Drugi modul, koji nasirdfobno,
tzv. H-mesto, vezuje supstrat, elektrofii i omégwa njegovo postavljanje u
odgovarajdu poziciju kako bi reakcija sa neutrofilnim GSHaebdmogidena (lvarsson i
Mannervik, 2007)

Sve do sada opisane GST-aze su dim&2kba-27kDaza svaku subjedinicu) koji
nastaju kombinovanjem ideaiih (homodimeri) ili razkitih (heterodimeri) subjedinica

iz iste klase.U fizioloSkim uslovima, slobodni monomeri nisu dgmi a katalittka
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aktivnost je prisutna samo u vidu dimefubjedinice GST-aza ispoljavaju nezavisnu
kataliticku aktivnost (Willson et al., 2000).

Glutation S-transferaze se vezuju i za dragiske proteine i molekule. Neki od
ovih “alternativnih partnera” su stresom aktivirapetein kinase koje interaguju sa
nuklearnim aktivatorima transkripcionih faktoragfgson i Mannervik, 20073z0o-boje,
bilirubin, policikli¢cni aromaténi ugljovodonici, steroidi i tireoidni hormoni (Hey i
sar., 2005; Eaton i Bammler, 1999). Pokazano jesdaGST-aze (klase A-M-P)
intracelijski nos&i za kratkozivéi azot-oksid: kompleks NO, GSH, gutz i GST-aza

produzava poluzivot NO na nekolikasova (De Maria et al., 2003).

1.5.1.3. Geni i genski polimorfizmi glutation S-transferaza

Najmanje 18 gena je identifikovano u superfamggna solubilnih GST-aza kod
ljudi: GSTA1-GSTA5, GSTK1, GSTM1-GSTM5, GSTO1-GSTOZSTP1, GSTT1-
GSTT2, GSTS1, GSTZ1. Pregled polimorfizama, lokesapresije i funkcije dat je u
Tabeli 2.

Genetéki polimorfizmi u regulatorskom i kodirafem regionu opisani su u
svim GST-azama kod ljudi (Hayes i sar., 2005). ®@&35T-aze imaju brojne uloge u
detoksifikaciji, metabolizmu lekova, regulaciji ntoksidativnhoj zastiti, promene u
nivou ekspresije ili katalitkim osobinama utu na zdravlje ljudi.Ve¢ina ovih
polimorfizama ispitivana je u vezi osetljivosti namorigenezu i odgovor na
hemioterapiju. NajviSe analizirani geni za GST-&pe ljudi jesu GSTM1, GSTT1 i
GSTP1.

GSTM1

Gen za GSTM1 se nalazi na 1p13 i kao i drugi genG&ET-aze iz ove klase,
ima 8 egzona NajviSe iZzavani polimorfizam je nulti ili delecioni polimodam
(GSTM1*0 ili -/-) koji predstavlja kompletnu del¢gi GSTM1 gena. Ova varijanta
GSTM1 gena moze dati ili funkcionalni protein (harigwti za nedeletirani alel ili
heterozigoti) ili dovesti do potpunog odsustva er&i(homozigoti za deletirani alel ili
tzv nulti genotip) (Eaton i bammler, 1999). Nulérwtip je veomaest.Cak oko 50%
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populacija evropskog porekla ima deleciju GSTM1 agan homozigotnom obliku
(Strange i sar., 2001; Eaton i Bammler, 1999).

Duplikacija gena se take javlja u ovoj klasi proteina (GSTM1*Ax2 alel) i
osobe koje nose ovakvu duplikaciju imaju prekomezkspresiju GSTM1 (McLellan i
sar., 1997). Do sada nije ufeno da li i drugi polimorfizmi M1-M5 gena (Tabela 2

ispoljavaju zn&ajan efekat na strukturu i funkciju enzima.

GSTT1

Ova klasa enzima razlikuje se od M i P po sekvekaialitickoj aktivnosti i
strukturi. Gen za GSTT1 se nalazi na 22qll i pgseBuegzona. Postoje dwana
familije teta: T1 i T2. Dele 55% idegtiosti i na nukleoidnom i na aminokislinskom
nivou. Kao i kod GSTM1 gena, ra@ke izwavani polimorfizam je delecioni
polimorfizam GSTT1*0 (-/-). Westalost GST1 nulti polimorfizma varira sa ékam
pripadnosu i kod kavkaskih populacija iznosi 15-25% a kodiheazijskih populacija
ucestalost je véa od 60% (Strange i sar., 2001; Eaton i BammleQ91L9Ostali
polimorfizmi ovog gena su slabo kavani (Tabela 2).
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Slika 9. Polimorfizmi u GSTT1 i GSTM1 kod ljudi: gl pravougaonici-egzoni;
neobojeni pravougaonici-netranslatir@juregioni. Strelice ukazuju na poziciju
polimorfizma, a boja na njihovuwastalost: plave <1%, zelene 1-10%, crvene >10%,

zvezdica-indel polimorfizmi (Moyer i sar, 2008).

GSTP1

Gen za GSTP1 se nalazi na 11913 i ima 7 egzonadnzisaeliki broj
polimorfizama: 24 u intronima, 14 u kodirégm regionu, 4 u 5' i 3' netranslatornim
regionima. NajeXe izwavani polimorfizmi kod ljudi predstavljaju bazne nzene
A313G u egzonu 5 koja rezultuje u zameni aminokiselzoleucina valinom u kodonu
105 (llel05Val) i C341T u egzonu 6 koja dovodi damene aminokiselina alanina
valinom u kodonu 114 (Alal14Val). lle105Val polinflmo mesto se nalazi blizu mesta

vezivanja elektrofilnih substrata i && na katalitku aktivnost i substratnu specifiost.
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Ucestalost GSTP1 Vall105, koji je zasluzan za manjivasst i manju sposobnost
detoksifikacije, je 11-34% nde zdravim kontrolama (Costa i Eaton, 2006).

W we T T
|

| TR

111 1 l J | H

| | | !

Slika 10. Polimorfizmi u GSTP1 kod ljudi: plavi m@ugaonici-egzoni; neobojeni
pravougaonici-netranslatirajuregioni. Strelice ukazuju na poziciju polimorfiana
boja na njihovu testalost: plave <1%, zelene 1-10%, crvene >10%zdiva-indel

polimorfizmi (Moyer i sar, 2007).

1.5.2. Uloga GST-aza u oksidativhom stresu i aterogenezi

GST-aze ispolavaju dejstvo prema nekim sporedniadyitima oksidativhog
stresa kao Sto su lipidni i DNK hidroperoksidi ih#tlroksinonenal. Detoksifikacija
ovakvih jedinjenja je bitna jer se tako sfaea povéavanje nivoa slobodnih radikala i
lancanih reakcija koje vode njihovom eksponencijalnowecavanju. U fizioloSkim
koncentracijama eliji, GST-aze reguliSu nivo reaktivnih vrsta kisda (Hayes i
McLellan, 1999), spr&avaju njihovu akumulaciju i sptavaju smrtéelija u uslovima
povisenog oksidativnog stresa (Yin i sar., 200@)¢dno je da u uslovima oksidativhog
stresa GSTT1 i GSTP1 prelaze u jedro, verovatnotiawsporteri prostaglandina ili u

funkciji modulatora protein kinaza. GSTP1 je poveza detoksifikacijom produkata
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oksidacije nukleinskih kiselina, a GSTM1 sa detfkacijom lipidnih peroksida
(Sherrat i sar., 1998; Adler i sar., 1999, 128).

Studije sprovedene rde razlcitim populacijama ljudi i na raalitim velicinama
uzoraka dale su protiwee rezultate po pitanju uloge polimorfizama u G®higha na
osetljivost na oksidativni stres i pojavu aterosbde i njenih klintkih manifestacija
(Tamer i sar., 2004; Wilson i sar., 2000; Palmsear., 2003; Bid i sar., 2010; Amer i
sar., 2012; Gonul i sar., 2012; Kariz i sar., 2(R2@mprasath i sar., 2011; Santl letonja i
sar., 2012; Suvakov i sar., 2012).

Slika 11. Struktura glutation S-transferaze: GS{IRarsson i Mannervik, 2007)

41



Tabela 2. Polimorfizmi, lokacija, ekspresija i fuijk glutation S-transferaza (Holley i sar., 2007)

Klasa Geni Aleli Nukleotidna promena Aminokiselinska promena Ekspresija u tkivima Funkcija
(Hromozom)
Alfa,a, (6p12) Al1-A5 AL*A -69C Promotorski region Jetra, testisi, bubrezi, Smanjena ekspresija
pankreas, plta, nadbubrezne
Al*B -69T Promotorski region Zlezde
A2*A 332C, 335C, 589G, 629A Prol110, Ser112, Ly&16Iu210 Jetra, testisi, bubrezi,
A2*B 332C, 335C, 589G, 629C Pro110, Serl12, Lgs¥a210 NadbubrezZne Zlezde, Bez promena
pankreas, piéa, mozak
A2*C 332C, 335G, 589G, 629A Pro110, Thr112, Ly&18Iu210 Bez promena
A2*E 332T, 335C, 589G, 629A Ser110, Ser112, L¥s1Blu210 Smanjena aktivnos
A3 Placenta, testisi, jajnici,
nadbubreZne Zlezde
A4 Tanko crevo, slezina, jetra,
bubrezi, mozak, debelo crevop,
A5 jetra
Mu, u, (1p13.3) M1-M5 M1*A 519G Lys173 Jetra, testisijoezi,
M1*B 519C Asnl73 NadbubrezZna Zlezda, g, Bez promena
mozak
M*0 Delecija gena Bez proteina nema aktivnosti
M1*Ax2 Duplikacija prekomerna ekspresija Péara aktivnost
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Klasa Geni Aleli Nukleotidna promena Aminokiselinska pronmena Ekspresija u tkivima Funkcija
(Hromozom)
M2 Mozak, skeletni misi, testisi,
srce, bubrezi

M3*A AAG Intron 6 Mozak, testisi, skeletni m&i | Izmenje YY1 motiv
M3*B AAG delecija Intron 6
M4*A 2517T Intron 6 Mozak, skeletni mi&j srce Bez promena
M3*B 2517C Intron 6

M5 Mozak, skeletni misi, srce,

pluca
Pi, x, (11913) P1 P1*A 313A,341C,555C lle105, Ala1%er185
P1*B 313G, 341 C,555 T Vall05, Alal14, Ser185 Pluéa, mozak, jetra, bubrezi Substrat-zavisno
testisiPankreas, skeletni
P1*C 313G,341T,555T Vall05, valll4, Ser185 miSici, srce Substrat-zavisno
P1*D 313A,341T lle105, Vall14 Substrat-zavisno
Teta,0, (22q11) T1-T2 T1*A 310A Thr104 Jetra, bubrezi, mozak,
prostata

T1*B 310C Prol104 Smanjena aktivnost
T1*0 Delecija gena Nema proteina Nema aktivnost
T2*A 481G Met139 jetra
T2*B 481A Ole139 ?
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Klasa Geni Aleli Nukleotidna promena Aminokiselinska pronmena Ekspresija u tkivima Funkcija
(Hromozom)
Sigma,o, S1 Jetra fetusa, kosta srz
(4q21-22)
Zeta, Z1 Z1*A 94 A, 124 A, 245 C Lys32, Arg42, Thr82

(14923-25)
Z1*B 94 A, 124 G, 245C Lys32, Gly42, Thr82 Jetra fetusa, skeletni misi Smanjena aktivnos
Z1*C 94 G, 124 G, 245C Glu32, Gly42, Thr82 Smanjena aktivnos
Z1*D 94 G, 124 G,245T Glu32, Gly42, Met82 Smanjena aktivnos

Omega, 01-02 O1*A 419 C, 464+1 AAG Alal40, Glul55

(10923-25)
0O1*B 419 C, 464+1 del Alal40, del Povetana aktivnost
o1*C 419 A, 464+1 AAG Aspl40, Glul55 Smanjena aktivnost

Jetra, makrofagi, mozak
O1*D 419 A, 464+1 del Asp140, del ?
O1*E 650C Thr217
O1*F 60A Asn217 Sanjena aktivnost
0O2*A 424A Asnl42 Testisi, jetra, srce, prostata
skeletni mi&ti, bubrezi

02*B 424G Aspl42 ?

Kappa,x, ? K1 Jetra (mitohondrije)
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2. CILJEVI RADA

Cilj ove doktorske disertacije je pronalazenje pot@lnih genetikin markera
za povéanu osetljivost na oksidativni stres analizom polifizama genaiji produkti
ispoljavaju antioksidativna svojstva i imaju ulogumetabolizmu lipida. Za analizu u
ovoj studiji asocijacije odabrani su gef#iji produkti imaju antioksidativhu ulogu i
ulogu u metabolizmu lipida u plazmiceliji (ponl), antioksidativnhu ulogu i ulogu u
metabolizmu lipida u plazmi (apoE) i antioksidativhdetoksifikujutu ulogu ucéeliji
(GSTM1, GSTT1, GSTP1). Ovaj osnovni cilj ostvarerkjoz viSe zadataka:

* Odreiivanje estalosti polimorfizama Q192R, L55M i C(-107)T unge
za paraoksonazu 1 (ponl) kod dve grupe bolesniam(anifestnim
dijabetesom tipa 2 i aterosklerozom i sa manifestaberosklerozom) i

zdravih osoba;

» Odrelivanje estalosti polimorfizama delecionog tipa u genu za
glutation S-transferazu M1 (GSTM1) kod dve grupdeboika (sa
manifestnim dijabetesom tipa 2 i aterosklerozomai ranifestnom

aterosklerozom) i zdravih osoba;

» Odreiivanje Westalosti polimorfizama delecionog tipa u genu za
glutation S-transferazu T1 (GSTT1l) kod dve grupdesiika (sa
manifestnim dijabetesom tipa 2 i aterosklerozomai manifestnom

aterosklerozom) i zdravih osoba;

» Odreiivanje westalosti polimorfizma llel05Val u genu za glutatis-
transferazu P1 (GST1) kod dve grupe bolesnika (saifestnim
dijabetesom tipa 2 i aterosklerozom i sa manifastaberosklerozom) i

zdravih osoba;
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Odreiivanje westalosti polimorfizma 112/158 u genu za apoliptgiro
E (apoE) kod dve grupe bolesnika (sa manifestnjabdiesom tipa 2 i

aterosklerozom i sa manifestnom aterosklerozordjavah osoba;

Poreienje distribucije testalosti alela i genotipova kod bolesnika sa
manifestnim dijabetesom tipa 2 i aterosklerozomd Kmlesnika sa
nekom od Kklinkih manifestacija ateroskleroze i kod kontrola,
utvrdivanje statisttke zn&ajnosti razlike u dobijenim destalostima i
utvrdivanje rizika za pojavu bolesti kod nosilaca areih kombinacija

genotipova.
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3. ISPITANICI, MATERIJAL | METODE

3.1. Ispitanici

Istrazivanjem je obuhvana sredov@a i starija populacija iz svih regiona
Srbije (40-70 godina starosti) koja je podeljerta grupe ispitanika:

bolesnici sa diabetes mellitus tip 2 i nekom od kli¢kih manifestacija
ateroskleroze(140 ispitanika) l&eni na Institutu za kardiovaskularne bolesti 'Dgdin
u Klini¢ko-bolnickom centra 'Zvezdara' koji nisu u srodstvu, 86 madéa i 54 Zene, od

40 do 70 godina starosti.

bolesnici sa nekom od klintkih manifestacija ateroskleroze (60 ispitanika)
leceni na Institutu za kardiovaskularne bolesti 'Dgglinu Klinicko-bolnickom centra

'Zvezdara' koji nisu u srodstvu, 37 muskaracai@$e, od 40 do 70 godina starosti.

kontrolna grupa ¢ine je 100 klingki zdravih dobrovoljnih davaoca krvi Sluzbe
za transfuziologiju Klintko-bolnickog centra 'Zvezdara' i zdravih starijih ispitanika

65 godina) koji po polu i godinama odgovaraju pividjugoj grupi.

Kriterijumi za odabir ispitanika bili su da su udikojoj fazi bolesti diabetes
mellitus tip 2 i da imaju bar jednu od kiskih manifestacija ateroskleroze.
Kombinovanim pristupom za dijagnozu dijabetesaaiosnovu pojediaih vrednosti
glikemije (2 glikemije u 2 razlita dana) gde je za dijabetes glikemija naste0
mmol/L (126 mg/dL) ili glikemija u bilo kom sti@jnom uzorku krvi (bez obzira na
obroke) > 11,1 mmol/L (200 mg/dL) uz prisustvo tpih dijabetesnih simptoma
(poliurija, polidipsija, gubitak u tezini) ili nasmovu vrednosti glikemije dobijene
oralnim testom optetenja glukozom (engDral Glucose Tolerance TesDGTT) gde
je za dijabetes glikemija u toku OGTT-a u 120. nmun® 11,1mmol/L (200 mg/dL)
(Institut za javno zdravlje Srbije, 2011) naSimitapicima je dijagnostikovano ili

iskljuceno oboljenje. Prisustvo ateroskleroze je déwmo kod obe grupe ispitanika
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primenom razhitih dijagnostékih testova, n&ese kombinacijom analize krvi i nekom
od neinvazivnih ili invazivnih testova: ultrazvukdopler) arterija, pedobrahijalnog
indeksa, elektrokardiograma, testa opienga srca (ergometrija), angiografije srca i
krvnih sudova, skeneraKompjuterizovane tomografije) ili na osnovu anantid&#
podataka o postojanju koronarne bolesti srca (@ngektoris-AP, infarkt miokarda-
IM), cerebrovaskularne bolesti-CVB (prolazni ishémi napadi, Slog), perifernoj
vaskularnaoj boles#VB (operaciji arterija donjih ekstremiteta, opéjiakarotidnih

arterija).

Takade, uzeli smo u obzir i podatke o postojanju hiperije, hiperlipidemije i
pozitivne porodine istorije kardiovaskularnih oboljenja (KVB). Odalkontrola je
vrSen tako da niko od ispitanika iz ove grupe nddMT2, ni jednu od klintkih
manifestacija ateroskleroze, nemaju hiperlipidemijoipertenziju niti pozitivhu

poroditnu istoriju KVB.

Studija je odobrena od strane dkbg komiteta Klinéko-bolnickog centra

LZvezdara”.

3.2. Metode

Molekularnogenetko ispitivanje podrazumevalo je izolaciju genom§gKkeK iz
limfocita periferne krvi i iz bukalne sluzokozenaizu polimorfizama gena primenom
PCR-RFLP tehnike (engpolymerase chain reaction-restriction fragment Hent
polymorphism) i real-time PCR metodom. Dobijeniukati su obrdeni primenom Hi
kvadrat {(2) testa radi utuvdivanja u distribuciji razliitih alela i genotipova nd
grupama ispitanika, testova senzitivnosti i sp&edsti kao i logisttkom regresionom

analizom za ututivanje rizika od oboljevanja.
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3.2.1. Izolacija genomske DNK

3.2.1.1. Izolacija genomske DNK iz limfcita perifierkrvi

Izolacija genomske DNK iz limfocita periferne krveadena je metodom
'isoljavanja’ (engsalting ouj koju je opisao Miller (Miller i sar., 1988). P&atna krv je
uzeta u vakutajnerima oblozenim sa EDTAuvana na -20°C do izolacijdetoda se
zasniva na osobini proteina da se taloze u rasteosa visokom koncentracijom soli.
Liziranje eritrocita se vrSi u hipotaimom rastvoru (engerythrocyte leasing buffer
ELB), a razdvajanje eritrocita i leukocita se vegintrifugiranjem pricemu leukociti
ostaju u vidu taloga na dnu tubica. Potom se fzitaukociti i degradiraju proteini
asocirani sa DNK (SDS i Proteinaza K), a dodavanjesukokoncentrovanog rastvora
soli dolazi do talozenja svih @istoca. Genomska DNK precipitira dodavanjem hladnog
apsolutnog etanola. Etanol se upari a DNK se resuipe u vodenom rastvoru.

Potrebni rastvori:

« 5M NaCl (292,29 NaCl u 1000mL @B)

« 1M NaCl (58,44g NaCl u 1000mL dB)

+ 0.5M NaEDTA pH=8 (186,12 g NsEDTA u 1000mL dHO)

e 1M Tris-HCI, pH=7,5 (12,119 Tris-a u 100mL @B, konc HCI-om se podeSava
pH)

e« 1M MgCl; (20, 33g MgCix6 H,O u 100mL dHO)

e 1M Tris-HCI, pH=8,0 (12,119 Tris-a u 100mL ¢®|, konc HCI-om se podeSava
pH)

» Pufer za liziranje eritrocita (erythrocyte leasimgffer) ELB (10, 95g saharoze,
ImL 1M Tris-HCI pH=7,5, 1mL TritonX-100, 0.5mL 1M &ClL u 100mL
dH,0)

* Pufer za liziranje leukocita (leukocyte leasingfbgf LLB (1mL 1M Tris-HCI,
pH=8,0, 40mL 1M NaCl, 0.4mL 0.5M N&DTA pH=8 u 100mL vodenog
rastvora)

» Rastvor proteinaze K konc=10mg/mL

* 10% rastvor SDS-a
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Postupak:

. U tubicu od 1,5mL staviti 300uL Krvi
. Dodati 700 pL ELB-a i resuspendovati laganim isgean u nastavak pipete
. Centrifugirati na 14000rpm/30s

. Odlijti supernatant i osusiti tubicu sa uzorkom

1

2

3

4

5. Isprati sediment sa 1mL ELB-a i kompletno resuspeati

6. Centrifugirati na 14000rpm/30s

7. Odlijti supernatant i osusiti tubicu sa uzorkom

8. U slutaju da pelet sadrzi oko 50% eritrocita ponovitidéa 5-7

9. Resuspendovati pelet u 300uL LLB-a i dodati 20uLSSD

10.Dodati 20uL proteinaze K (10mg/ml) i homogenizovadi vorteks aparatu
20s

11.Inkubirti se na 56°C oko 30min

12.Dodati 120 pL 5M NaCl i homogenizovati na vorteksuatu 30s

13. Centrifugirati na 14000rpm/3min

14.Pazljivo preliti supernatant koji sadrzi solubil@NK u nove tubice od
1,5mL

15.Supernatant naliti sa 1mL hladnog apsolutnog etanol30-ak puta
promuekti

16. Centrifugirati na 14000rpm/2min

17.Odliti supernatant pazena DNK u talogu i osusiti tubicu sa uzorkom

18.Dodati 1 mL 70% etanola i 30-ak puta praikati

19. Centrifugirati na 14000rpm/2min

20. Odliti supernatant pazena DNK talog

21.Beli pelet se ostavlja oko 10 min na 37°C kakotanel ispario

22.Resuspendovati DNK u talogu u 100 pL@H
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3.2.1.2. Izolacija genomske DNK iz bukalne sluzakoz

Izolacija genomske DNK iz bukalne sluzokozdema je komercijalnim kitom
za izolaciju DNK (PureLink™ Genomic DNA Mini Kit, Invitrogen) a po uputstvu
proizvadaca. Uzorci su uzimani sterilnim Stépna za uzimanje uzorka brisa&uvani

na -20°C do izolacije.

Postupak:
1. podesiti vodeno kupatilo ili Sejker na 55°C.
2. Vrh brisa iséi makazama i staviti ga u sterilnu mikrotubu od 2rblodati

400 pL fosfatnog pufera (PBS-phosphate bufferesheph u uzorak i par
puta izvorteksovati
U drugu mikrotubu od 2mL dodati 20 pl Proteinaze K

Prebaciti 200-600 pL lizata brisa u mikrotubu saot@nazom K.

Resuspendovati.

5. Dodati istu koléinu PureLink™Genomic Lysis/Binding Buffer u lizat
(500:500) i kratko izvorteksovati

6. Inkubirati uzorak na 55°C 10 minuta

Kratko iscentrifugirati uzorak

8. Dodati 200 pL 96-100% etanola u tubicu sa uzork@®uabro izmeSati
sadrzaj kratkim vorteksovanjem da bi se dobio hagnogastvor

9. Uzeti PureLink™ Spin Column u kolekcionoj tubicild@noj uz kit

10. Prebaciti lizatelija (~640 pL) u kolonu

11. Centrifugirati kolonu na 8000rpm 1 minut na sobteopperaturi

12. Odbaciti kolekcionu tubicu i spin kolonu prebaaiti novu PureLink™
kolekcionu tubicu dobijenu uz kit

13. Dodati 500 pL Wash Buffer 1 pripremljenog sa etanolu kolonicu sa
uzorkom

14. Centrifugirati kolonicu na sobnoj temperaturi n®8fpm 1 minut

15. Odbaciti kolekcionu tubicu i kolonu prebaciti u mokolekcionu tubicu
dobijenu uz kit

16. Dodati 500 pL Wash Buffer 2 pripremljenog sa etanol kolonu
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17. Centrifugirati na maksimalnoj brzini 3 minuta nabsoj temperaturi.
Odbaciti kolekcionu tubicu

18. Prebaciti kolonicu u sterilnu 1.5 mL mirotubu

19. Dodati 25-200pL PureLink™ Genomic Elution Buffer kolonicu sa
uzorkom.

20. Inkubirati uzorak na sobnoj temperaturi 1 minut.

21. Centrifugirati kolonicu na maksimalnoj brzini 1 min na sobnoj
temperaturi.

Mikrotuba od 1.5mL sadrzi DNK. Uzorak izolovane DNHvati na -20°C do upotrebe.

Koncentracija icistoca genomske DNK, na osnovu kojih se diije kolicina
uzorka DNK koji se stavlja u PCR reakciju, odai su direktnim &itavanjem sa
spektrofotometra (BioPhotometer, Eppendorf), a iketaizolovane DNK je proveren
puStanjem uzoraka (b izolovane DNK + LL boje) na 1,5% agaroznom gelu. Uzorci
koji nisu pokazali jasno definisanu traku na gekt razmaz, nisu uzeti u rad jer je taj

uzorak fragmentisan i dao je trake réird duzine.

3.2.1. Larfana reakcija polimeraze (PCR)

Lan¢ana reakcija polimeraze je in vitro amplifikacijaljgne DNK sekvence i

predstavlja imitaciju DNK replikacije (DNK udvajaa);

Ponavljanje cikkknih promena temperature, koji se sastoje iz deacijerDNK,
hibridizacije prajmera (aniling) i ekstenzije hithi@dovanih prajmera DNK polimerazom,
stvara amplifikate Zeljene sekvenc¢gi se broj eksponencijalno uvava. Krajevi
amlifikovanog fragmenta su definisani 5' krajevipeajmera, a njihova veilina je
odreiena rastojanjem iznde sekvenci sa kojima su prajmeri komplementarnakRga
je lantana i eksponencijalna, jer novosintetisani lancikKDpbstaju matrice za sintezu
DNK u narednim ciklusima. Tako se zeljeni fragm@&i\K za nekoliko sati moze
umnoZiti u 16-10° kopija.

PCR reakciona smesa sadrzi komponente neophodne/itad DNK sintezu:
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* DNK uzorak-matrica, koja se umnozava, mora biti n@drtana,
denaturisani dupleks DNK. Jedan od uslova uspe@te ieakcije jeste i
¢istoca i optimalna koncentracija matrice, jer u supratnmoze doci do
smanjene efikasnosti reakcije;

 Grantnike, prajmere (eng. primers)-sinté®e  jednolagane
oligonukleotide komplementarne krajevima sekveng@ ke umnozZava,
a koji su neophodni za zafinjanje sinteze DNK od strane polimeraze.
Oni moraju zadovoljavati neke uslove:

-duzina 14-40 nukleotidac¢ime se moze aekivati da se sekvenca

komplementarna prajmeru nalazi na jednom mestul@®3ukleotida,

-G/C sadrzaj 40-60%.

-balansirana distribucija G/C i A/T regiona

-temperatura topljenja 42°-65°C

-biraju se prajmeri stnih tatki topljenja (razlika najvise 5°C)

-da ne sadrze 3' kraj komplementaran 3' kraju dyjug@jmera u PCR-u,
kako bi se izbeglo stvaranje primer-dimer-a.

-da ne sadrze palindromske sekvence, kako bi sgjlalstvaranje struktura
ukosnica i izbeglo smanjenje efikasnosti hibridiga@rajmera sa DNK

matricom

-ako se koriste degenerisani prajmeri, najmanjer&&rvirana nukleotida se

moraju nalaziti na 3'-kraju

-dobro procenjena temperatura topljenja i tempesatanilinga (Ta)
prajmera: ako je prajmer ka&iaod 25 nukleotida, priblizna temperatura

topljenja (Tm) se r&unaju po sledaj formuli
TmM=4(G+C)+2(A+T)

G, C, A, T-broj navedenog nukleotida u prajmeru
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Ta bi trebalo da je priblizn6°C niza od od Tm. Ako je prajmer duzi od 25
nuklotida Tm bi trebalo preéanati pom@éu specijalizovanog kompjuterskog

programa.

» Dezoksi-nukleotide (dNTP)-gradivhe elemente DNKgekvimolarnim
koncentracijama. Koncentracija svakog dNTP-a u ciealoj smesi je
obicno 200uM. Veoma je vazno imati jednake koncentasiyakog
dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) jer razlika u koncaciji samo
jednog dNTP-a dram&mo poveéava nivo pogresne ugradnje.

« Tag DNK polimerazu-termostabilnu DNK polimerazu &dkatalizuje
ugradnju dNTP-ova po principu komplementarnostD$K matricom,
5'-3' DNK zavisna DNK polimeraza, bez 3'-5' egzdeakne aktivnosti.
Optimalna temperatura za rad ovog enzima je 72%Ckajoj ugrduje
150 nukleotida u sekundi. Qdoio se koristi 1-1.5 U Taq DNA
polimeraze za reakcionu smeSu zapremine 50uL.daaaekoncentracija
ovog enzima moze dovesti do sinteze nespdlfi produkata. Ali, ako
su u reakcionoj smeSi prisutni inhibitori reakci{aetista DNK...)
potrebno je dodati V& koncentraciju Taqg DNA Polimeraze (2-3U) kako
bi se obezbedio bolji prinos amplifikata.

« Mg *jone-Taq polimeraza za svoj rad zahteva ove jowaiadodatno
stabilizuju dNTP-ove, prajmere i matricu. Malo Mgjona smanjuje
prinos PCR produkata, a previSe pésa prinos nespedtih
produkata i poweava Sansu za ugradnju pogresnog nukleotida.
Preporédeni opseg koncentracije Mgé 1-4mM, u zavisnosti od uslova
reakcije. Ako DNK uzorak sadrzi EDTA ili neke drudeelatore
koncentraciju MgCltreba proporcionalno po¥ati u reakcionoj smesi

» Pufer-obezbduje optimalnu aktivnhost DNK polimeraze.

* Vodu

PCR reakcija se odvija u mikrotubi zapremine 0Z4Q, i zasniva se na

cikli¢nim temperaturnim promenama. Jedan ciklus se s@stdjkoraka:
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-denaturacije DNK-raskidanje vod@nih veza izméu komplementarnih lanaca
na temperaturi 94°C-95°C kako bi nastali jednolancaolekuli DNK koji sluze kao

matrice;

-hibridizacije prajmera sa matricom (aniling prajajevezivanje gradhika za
komplementarnu sekvencu lanca matrice na optimakroperaturi u rasponu 42°C-
65°C;

-elongacije prajmera-ugradnja nukleotida na 3'duiapa prajmera katalizovana

DNK zavisnom DNK polimerazom u prisustvu Mgna optimalnoj temperaturi (72°C).

Ponavljanje ovih ciklusa 25-40 puta rezultira upgkgencijalnom umnozavanju
zeljenog segmenta DNK. Veondasto se pre temperaturnih ciklusa u reakciju uvodi
inicijalna denaturacija, 5-10min na 94°-95°C radirpletne denaturacije DNK matrice,
a po zavrSetku temperaturnih ciklusa i finalna ghmija na 72°C u trajanju 5-15

minutapricemu dolazi do kompletiranja parcijalno sintetisaA{bR produkata.

3.2.3. Agarozna gel elektroforeza

Agarozna gel elektroforeza je kam@ha za proveru uspesnosti amplifikacije
fragmenata dobijenih PCR metodom i za ddranja genotipa na osnovu rasporeda

traka posle restrikcije amplifikata restrikcionimzémima.

Agaroza je inertni prirodni polisaharid. Kada sale@ni rastvor agaroze zagreje
do kljucanja agaroza se u potpunosti rastvori i tokonddriga dolazi do umrezavanja
polimera na takav @& da da se formira matriks-gel, sa ravhomernimapw, ¢ija
veli¢ina zavisi od koncentracije rastvora agaroze. Kegléako formirani agarozni gel
potopi u odgovarajti pufer i primeni elektdino polje, dolazi do kretanja molekula kroz
matriks, a u pravcu elektnog polja. DNK kao negativno naelektrisani molekal
neutralnom pH kr& se u smeru anode. Brzina kretanja naelektrisamolekula u
elektrkcnom polju je funkcija njihove valine (mase ili duzine), naelektrisanja ili
konformacije, kao i veline pora gela i j@ne primenjenog elekifhog polja.

Poreienjem brzine kretanja molekula DNK koji ispitujensag brzinom kretanja DNK
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poznate veline (DNK markerom, eng Ladder), elektroforezom sezen proceniti
veli¢ina ispitivanog DNK fragmenta. Mognost razdvajanja molekula DNK rastih
duzina zavisi od gustine gela. Kvalitet genomskeKDd¢ stoga proverava na 1%, dok
se provera PCR amplifikata vrSi, konkretno u ovadur na 3% agaroznom gelu. Za
vizuelizaciju molekula DNK u gelu koristi se etwm-bromid, interkalirajéi agens koji
fluorescira pod dejstvom UV svetla. Intenzitet fiescencije proporcionalan je kohi

DNK molekula u datoj traci na gelu
Potrebno:

 10XTBE pufer (60,50g Tris-a, (AppliChem) 30,85g Ber kiseline
(AppliChem), 3,72g EDTA (etilen diamin tetra acetiacid )
(AppliChem) u 1000mL ddpD);

* Agaroza (TopVision™ LM GQ Agarose, Fermentas)

» Etidijum bromid (1% vodeni rastvor, 10mg/mL,Appli€in);

* Boja za elektroforezu (6X DNA Loading Dye: 10mM §CI (pH 7.6),
0.03% bromophenol blue, 0.03% xylene cyanol FF, gligerol, 60 mM
EDTA, Fermentas)

* DNK marker (O'RangeRuler™ 100bp DNA Ladder, reasi$e (100-
1500 bp),Fermentas; BenchTop Markers 50-1000bpnega)

Postupak:

-U stakleni erlenmajer sipa se agaroza i 1XTBE ipufeavisnosti od potrebne

koncentracije gela i valine kadice za elektroforezu, a po uputstvu praizva;

-Erlenmajer se poklopi aluminijumskom folijom i zaga na magnetnoj

mesSalici do klj¢anja,

-Nakon kljutanja, rastvor je bistar i hladi se do priblizno G@0°C, kada se u

njega stavlja 5-10puL etidijum-bromida,

- Formirati kadicu (kalup za gel) i u nju stavigsljeve i postaviti je u aparat
(BlueMarine 200, Serva Electrophoresis GmbH) ilraanu povrSinu,
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-Naliti agarozni rastvor u kalup i ostaviti da po&riSe oko 30 minuta,

-Potom se odstran&sljevi,¢ime su formirani bunaéi u koje se naliva uzorak i
grangnici na kalupu. Ovakav gel u kadici se stavlja arapi preliva 1XTBE puferom

do predvitenog nivoa.
-Uzorci se nalivaju u bunae: 10 pL uzorka + 2 pL boje,

-Voltaza i struja se podeSavaju na osnovu upufsteezvaiaca, a elektroforeza

tece dok donja boja ne iscuri sa gela,

-Analiza gela se wvrSi u UVsolo, Whatman Biometrastsnu (UV

Transilluminator + mréna komora + kamera + thermal video printer)

3.2.4. Poliakrilamidna gel elektroforeza (PAGE)

PAGE je korigena za odilivanja genotipa na osnovu rasporeda traka posle
restrikcije amplifikata restrikcionim enzimima aamo u sléaju da trake nisu bile

jasno vidljive na agaroznom gelu.

Elektroforeza na poliakrilamidnom gelu je vertikaln elektroforeza.
Poliakrilamidni gel je baziran na ko-polimerizacigkrilamida i bis-akrilamida.
Polimerizacijom monomera akrilamida nastaju dgdanci polimera a bis-akrilamid
umrezava lance polimera (tzv ,kros-linker”) i topuisustvu inicijatora i katalizatora
reakcije amonijumpersulfata (APS) i N, N, N', Niréenetilendiamina (TEMED). Za
razdvajanje fragmenata DNK koristi se nedenataripoliakrilamidni gel, a PAGE je
jedna od najboljih metoda za razdvajanje nukleimdkiselina jer ima mnogo va
rezoluciju u odnosu na agarozni gel. U ovoj studjiistili smo 8% ili 10% separacioni

poliakrilamidni gel.

Potrebno:

* ddHO
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 10XTBE pufer (60,50g Tris-a, (AppliChem) 30,85g Ber kiseline
(AppliChem), 3,72g EDTA (etilen diamin tetra acetiacid )
(AppliChem) u 1000mL ddpD);

o Akrilamid (AppliChem)

» Bisakrilamid (AppliChem)

* Amonium persulfat-APS (10% rastvor, AppliChem);

* N, N', N'-tetrametilendiamina -TEMED (AppliChem)

* Etidijum bromid (1% vodeni rastvor, 10mg/mL,Appli€i);

* Boja za elektroforezu (6X DNA Loading Dye: 10mM §#iCl (pH 7.6),
0.03% bromophenol blue, 0.03% xylene cyanol FF, gligerol, 60 mM
EDTA, Fermentas)

* DNK marker (O'RangeRuler™ 100bp DNA Ladder, reani$e (100-
1500 bp),Fermentas; BenchTop Markers 50-1000bpnéga)

Postupak:

-U staklenu graduisanu epruvetu dodavati kompongelz, s tim Sto se APS i

TEMED dodaju na kraju, lagano promesati.

-gel naliti u vé formirane staklene 'sende’;
-postaviticesljice i ostaviti gel da polimerizuje (45min-1h);
-naliti 1IXTBE u unutrasnju i spoljasnju kadicu dieoreze;

-kada gel polimerizuje, postaviti 'sent®i u aparat za elektroforezu

(BlueVertical 102, Serva Electrophoresis GmbH);

-odstraniti¢esljeve, i naliti uzorke u formirane bungei(10 UL uzorka + 2 pL

boje );

-voltaZza i struja se podeSavaju na osnovu upufstvevaiaca, a elektroforeza

tece dok donja boja ne iscuri sa gela;

-gel potopiti u rastvor EtBr 10min
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-analiza gela se wvrSi u UVsolo, Whatman Biometrastesnu (UV

Transilluminator + mréna komora + kamera + thermal video printer)

Tabela 3. Poliakrilamidni gelovi

Gel ddH,O 5XTBE Akrilamid/Bis akrilamid APS TEMED
(10%)
% mL mL 30% nL
L
(29:1) .
8 6,4 2,4 3,2 200 10
10 5,6 2,4 4.0 200 10
12 4.8 2,4 4.8 200 10

3.2.5. Restrikciona digestija PCR produkata i analia duzine restrikcionih

fragmenata

Restrikcioni enzimi su ptgscéeni iz bakterija i spadaju u grupu nukleaza-
endonukleaze koje imaju sposobnost da prepoznauifgime sekvence na dsDNK
duzine 4-6 baznih parova, tzv mesta prepoznavdinjastrikciona mesta i da iseku

DNK molekul u okviru ili veoma blizu tih speatfih sekvenci.

Restrikciona mesta se nadlgu po Mendelovim pravilima i spadaju u normalne
polimorfizme poznate kao polimorfizmi duzine restionih fragmenat#eng.Restriction
Fragment Length PolymorphismRFLP. Ovi polimorfizmi se javljaju zbog razlika rie
individuama u broju restrikcionih mesta u okvirpitszanog DNK fragmenta i ovakva
analiza se primenjuje u slajevima kada se mutacijom stvara ili ukida ciemeo
restrikciono mesto. DNK se posle restrikcije nanusipoliakrilamidni ili agarozni gel

kroz koji protce jednosmerna struja, a restrikcioni fragmenti sgiusobno mogu
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razdvojiti na osnovu duzine: fragmenti rg&ik duzinece zauzimati razdite polozaje

na gelu u odnosu na elektrodu ka kojoj se&kre

3.2.5.1. Ispitivanje genskih polimorfizama PCR-RRhBdotom

Za sve ispitivane polimorfizme koristili smo 2X PQW®aster Mix (Taqg DNA
polimeraza, reakcioni pufer, Mg | i ANTP, Fermentas) uz dodatak 0.5uM za svaki
prajmer i 0.2ug DNK uzorka u PCR reakcionoj smatlhe zapremine 20uL. PCR je

raden u TGradient Termocycler aparatu (Whatman, Bicapet

Digestija restrikcionim enzimima dana je po uputstvu proizieta (Fermentas

Life Science).

Za proveru amplifikacije i genotipizaciju posle églije restrikcionim enzimima,
koristili smo 3% agarozni gel ili 8%-10% poliakmhadni gel.

Polimorfizmi u genu za paraoksonazu 1-L55M, Q19ZR-1L07)T

Za amplifikaciju polimorfizama PONL1 u kodirgem regionu L55M (egzon 6) i
Q192R (egzon 3) upotrebljeni su prajmeri koje jesap Humbert (Humbert i sar.,
1993), a za amplifikaciju polimorfizma u promotoosk regionu C(-107)T prajmeri po
Flekau (Flek& i sar., 2008), (Tabela 4)

PCR reakciona smesSa za sva tri polimorfizma:
1. Voda-4 uL

2. Master Mix-10uL

3. Prajmer 1-1pL

4. Prajmer 2-1pL

5. DNK uzorak-4 pL

U reakcionu smesSu za promotorski polimorfizam dogeat 1 pL 10% DMSO.
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PCR je rden za svaki polimorfizam posebno po sleaeprogramima:

za L55M i Q192R:
1. inicijalna denaturacija 95°C/5'
2. denaturacije 95°C/30",
3. anilinga 60°C/40",
4. ekstenzije 72°C/1',
5. finalna ekstenzija na 72°C, 5'.
30 ciklusa, od koraka 2 do 4.

PCR reakcija je atenuirana snizavanjem temperatd® C u trajanju od 10 minuta.

za C(-107)T:
1. inicijalna denaturacija 94°C/5',
2. denaturacije 95°C/30",
3. anilinga 61°C/45",
4, ekstenzije 72°C/45",

5. finalna ekstenzija na 72°C/5'
35 ciklusa, od koraka 2 do 4.

PCR reakcija je atenuirana snizavanjem temperatard°C u trajanju od 10

minuta.

Digestija restrikcionim enzimima:
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Restrikciona smeSa za Q192R
PCR produkt-1aL
Enzim BspPI -0,5uL
10x Buffer B-1puL
Voda-16puL

Inkubacija restrikcione smesSe trajala je 4 satafie.

Restrikciona smeSa za L55M:
PCR produkt-1aL
Enzim Hinlll (FastDigest)-0,5uL
10x Buffer G-1uL
Voda-16pL

Inkubacija restrikcione smesSe trajala je 4 sata .

Restrikciona smeSa za C(-107)T:
PCR produkt-1QL
Enzim BsrBI (FastDigest)-0,5uL
10x Buffer -1pL
Voda-16pL
Inkubacija restrikcione smesSe trajala je 20 mimaa7°C.

Produkti restrikcije su pusteni na agarozni ged iosnovu rasporeda fragmenata

ocitani su genotipoviTabela 4.
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Polimorfizam u genu za Glutation S-transferazu@®@3TP1)

Za amplifikaciju polimorfizma Ilel05Val u egzonu §ena za GSTP1

upotrebljeni su prajmeri koje je opisao Harriesrfis i sar., 1997) (Tabela 4).
PCR reakciona smesa:
1. Voda-4 uL
2. Master Mix-10uL
3. Prajmer 1-1uL
4, Prajmer 2-1uL

5. DNK uzorak-4 pL

PCR program:
1. inicijalna denaturacija 94°C/5'
2. denaturacije 94°C/30",
3. anilinga 69°C/30",
4. ekstenzije 72°C/30",
5. finalna ekstenzija na 72°C/5'.
30 ciklusa, od koraka 2 do 4.

PCR reakcija je atenuirana snizavanjem temperatard°C u trajanju od 10

minuta.
Digestija restrikcionom endonukleazom:
PCR produkt-10uL

Enzim Alw261 (FastDigest)-0,5uL
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10x Buffer -1uL
Voda-16pL

Inkubacija restrikcione smesSe trajala je 20 mimaa7°C.

Polimorfiizam 112/158 u genu za apolipoprotein po@)

Za amplifikaciju polimorfizma 112/158 u egzonu 4ngeza ApoE upotrebljeni

su prajmeri koje je opisao Tsukamoto (Tsukamotr.i, 4993) (Tabela 4)
PCR reakciona smesSa:
1. Voda-4 uL
2. Master Mix-10uL
3. Prajmer 1-1uL
4. Prajmer 2-1pL
5. DNK uzorak-4 pL

6.  10% DMSO-1pL

PCR program:
1. inicijalna denaturacija 94°C/5',
2. denaturacije 95°C/30",
3. anilinga 61°C/45",
4, ekstenzije 72°C/45",
5. finalna ekstenzija na 72°C/5'.

35 ciklusa, od koraka 2 do 4.
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PCR reakcija je atenuirana snizavanjem tempera@d® C u trajanju od 10minuta.

Digestija restrikcionom endonukleazom:
PCR produkt-10uL
Enzim Hhal (FastDigest)-0,5uL
10x Buffer -1pL
Voda-16uL

Inkubacija restrikcione smeSe trajala je 20 mimaa7°C.

3.2.6. Lartana reakcija polimeraze u realnom vremenu (Real-tira PCR)

Real time PCR metoda kombinuje konvencionalnu PCRplifikaciju i
fluorimetriju. Kod ove metode, detekcija PCR amkétije deSava se tokom rane faze
reakcije, za razliku od konvencionalnog PCR-a, sgleetekcija produkata vrsi na gelu,

u poslednjoj fazi. Kod ove metode mogu se razlikic¥daze:

* Eksponencijalna faza-tokom ove faze &wmla DNK se uvéava. Amplifikacija
je najbrza, a reakcija je visoko spetifa i precizna, detekcija amplifikacije se
deSava u ovoj fazi.

* Linearna faza-tokom ove faze amplifikacija se uapar

« Plato-tokom ove faze reakcija se zaustavlja, nempliikacije, a degradacija
produkata je sve va.

Detekcija amplifikata se vrSi detekcijom fluorescerkoju emituje fluorescentna

proba. "Treshold' je vrednost koja se zadaje ap#wad nivo fluorecencije koju treba da

detektuje. Ct vrednost predstavlja broj ciklus&oga koji je potreban da bi se dostigla
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zadata vrednost tj treshold. Sto je viSe DNK u kapto ¢e trebati kréae vreme da se
treshold dostigne, tj Ct vrednost je manja.

Za real time kvantifikaciju koriste se dva pristupa
1. boje koje se speditiio vezuju za dvolammnu DNK i
2. speciféne, fluorescentnim bojama obelezene probe

Boje koje se specifno vezuju za dvolamnu DNK (najexe SYBR Green) se
dodaju u reakcionu mikrotubu, zajedno sa ostalimponentama reakcije. Vezivanjem
za dvolaanu DNK emituje se fluorescenca, dok u fazi kadengekul denaturisan,
signala nema. Na petku reakcije se dtava bazalna fluorescenca-fluorescenca
poreklom od boje koja se nalazi u rastvoru ali §e mezala za ds DNK. Nivo
fluorescence secdava posle svakog ciklusa, a peaje tih vrednosti vrSi se na
monitoru r&unara, odnosno u realnom vremenu. Usled {mxanja dvoladanih
produkata tokom reakcije, nagomilana fluorescengadnom trenutku dostize kit
nivo i fluorescenca pinje eksponencijalno da raste. Ove boje se vezujeai
nespeciitne produkte kao Sto su dimeri prajmera. Da bi $fuisli nespecifeni
produkti analiziraju se krive topljenja produkagakcije. Svaki gen ima karakteristu
temperaturu topljenja koja se definiSe kao tempeaaha kojoj je denaturisalo 50%
molekula. Oblik i pozicija krive toplienja su odeni velcinom DNK fragmenta i

brojem GC odnosno AT baznih parova.

Kod relativne kvantifikacije, tzv komparativhog @etoda, nas uzorak se poredi
sa nekim drugim uzorkom, pa se na ovafimane meri t&na koncentracija DNK.
Ovakav vid kvantifikacije podrazumeva postojanjed@yene kontrole i kalibratora.
Endogena kontrola je normalizator Katie DNK u uzorku i to je uvek neki gen koji se
eksprimira u svintelijam (nprp-globinski gen, aktinski gen...). Kalibrator je wak sa
kojim se vrSi poréenje i to je kontrola. Kod relativne kvantifikacipgvo se porede Ct

vrednosti target gena sa endogenom kontrolom (naacga ciljnog gena).
ACt = Ct target gena — Ct endogene kontrole.

Posle toga poredi 9eCt uzorka sa\Ct kalibratora:
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AACt = ACt uzorka -ACt kalibratora.

Sva ova poréenja radi softver dobijen uz aparat.

3.2.6.1. Ispitivanje genskih polimorfizama PCR/Reahe PCR metodom

Za odrdivanje polimorfizama delecionog tipa kod GSTM1 i T33 Koristili
smo dva pristupa: PCR i real time PCR metode. Ree PCR metodu smo Koristili
kada nije bilo mogée amplifikovati zeljene regione kod ovih gena kamsienalnim
PCR-om. Za amplifikaciju radili smo multipleks regk a koristili smo prajmere za
GSTM1 i GSTT1 koje je opisala Voso (Voso i sar.p2)) a kao kontrolu uspesnosti
PCR reakcije koristili smo prajmere gaglobin gen (Saiki i sar., 1988). (Tabela 4).
Prisustvo/odsustvo gena utena je preko razlitih temperatura topljenja produkata

amplifikacije na real-time PCR aparatu

PCR reakciona smeSa za multipleks reakciju:
1. Voda-5uL
2. Multiplex PCR Master Mix (2x)*-12,5uL
3. Prajmer Mix (2uM svakog prajmera, Tabela 3)-2,5u

5. DNK uzorak-5uL

PCR program za multipleks (M1/Ttglobin) reakciju
1. inicijalna denaturacija 94°C/5'
2. denaturacije 94°C/30",

3. anilinga 69°C/30",
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4. ekstenzije 72°C/30",
5. finalna ekstenzija na 72°C/5'.
30 ciklusa, od koraka 2 do 4.
PCR reakcija je atenuirana snizavanjem tempera@d C u trajanju od 10 minuta.

*2x Qiagen Multiplex PCR MasterMix sadrzi HotStarTB&JA polimerazu, 6 mM
MgCl, i ANTP mix]

Real time PCR reakciona smeSa za multipleks raakcij
1. Voda-5uL
2. Real time PCR Master Mix (2x)**-1,5uL
3. Prajmer Mix (2uM svakog prajmera, Tabela 3)-2,5u

5. DNK uzorak-5uL

Real time PCR program za multipleks (M1/p-blobin) reakciju
1. inicijalna denaturacija 94°C/5'

2. denaturacije 94°C/2'

w

anilinga 59°C/1',

4. ekstenzije 72°C/1',

5. finalna ekstenzija na 72°C/3'.
35 ciklusa, od koraka 2 do 4.

** 2x Maxim SYBR Green/ROX qPCR Master Mix
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3.2.7. Statistéka analiza

Statisttka obrada podataka dena je uz pomb nekoliko testova: Hiy ?)
kvadrat test za utdivanje razlika u distribuciji raztitin alela i genotipova u grupama
obolelih od diabetes mellitus tip 2 i aterosklerozeobolelih od ateroskleroze i
kontrolnoj grupi, testova senzitivnosti i spesiiosti kao i logisitkom regresionom
analizom za utdivanije rizika od oboljevanja. U slajevima kada je bilo potrebno
analizirati grupe sa 0 ili manje od 5 ispitanikaigbli smo FiSerov (Fischer) testétae

verovatna@e. U radu je kori&n statistiki program SPSS verzija 17.
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Tabela 4. Sekvence prajmera i restrikcioni enzipattebljeni u ovom radu

Polimorfizam Prajmeri PCR fragment (bp) Restrikciona RFLP fragmenti (bp) Referenca
Endonukleaza
Q192R (PON1) | 5-TATTGTTGCTGTGGGACCTGAG 3 99 BspPI Q alel 99, Humbert i
5'.CACGCTAAACCCAAATACATCTC-3' R alela: 63,36 sar., 1993
L55M (PON1) | 5-GAAGAGTGATGTTATAGCCCCAG- 3 169 Hin1ll L alel: 160 Humbert i
5. ACTCACAGAGCTAATGAAAGCCA-3' M alel:127,42 sar., 1993
cEionT 5 -GGGGCTCGTGGAGCTGGCAG 3 300 BsrBI T alel: 300 Fleka i sar.,
(PON1) 5.CAATGTGAGGCCAAAGAAGC-3' C alel: 235,65 2008
lle105Val 5'-ACCCCAGGGCTCTATGGG AA-3' 176 Alw26l lle (a) alel: 176 Harries i sar.,
(GSTP1) 5. TGAGGGCACAAGAAGCCCCT-3 Val (b) alel: 91+85 1997
112/158 5-GCACGGCTGTCCAAGGAGCTGCAGGC3' 270 Hhal eAalel:72,48,38,353alel: 91,48,38,35, | Tsukamoto |
c2alel: 91,83,38
(apoE) 5.GGCGCTCGCGGATGGCGCTGAG-3' sar., 1993
5 TTCCTTACTGGTCCTCACATCT-3 480 - - Voso i sar.,
GSTTL 5. TCACCGGATCATGGCCAGCA-3' 2002
5 GTTGGGCTCAAATATACGGTGG 3 215 - - Voso i sar.,
GSTM1 5'.GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3' 2002
B-globin 5-ACACAACTGTGTTCAACTAGC3' 110 - - Saiki i sar.,
5'.CAACTTCATCCACGTTCACC-3' 1988

70




4. REZULTATI

4.1. Analiza rezultata iz anamneze

Genetéko ispitivanje je obuhvatilo ukupno 300 ispitangkadeljenih u tri grupe:

DM+A-grupa bolesnika sa diabetes mellitus tip 2 i nekom adiih manifestacija
ateroskleroze-140 ispitanik&-grupa bolesnika sa nekom od klikih manifestacija
ateroskleroze-60 ispitanik&-kontrolna grupa -100 ispitanika.

Kod svih ispitanika uspesno je obavljeno PCR uramagje regiona od interesa
u ispitivanim genima. Genotipovi su uspesigani ili sa agaroznog gela i PAGE posle
digestije odgovarajiim restrikcionim enzimima ili putem analize kriveptjena

metodom real-time PCR-a.

Prema anamneskim podacima iz grupe DM+A koronarnu bolest srcaaim
71,43% obolelih, cerebrovaskularnu bolest (CVB) it8267% ispitanika, dok perifernu
vaskularnu bolest (PVB) ima 15% ispitanika iz ovepg (Slika 12).

U grupi u kojoj su pacijenti sa nekom od kékih manifestacija ateroskleroze
(A), koronarnu bolest srca ima 65%, CVB ima 11,6a%VB ima 10% ispitanika.
Jedan ispitanik (1,67%) ima CVB u kombinaciji saBRMri ispitanika (5%) imaju
kombinaciju CVB, anginu pektoris koja se javila jgomfarkta miokarda (AP post IM),
a 3,33% ispitanika ima kombinaciju CVB/AP i AP/P\(8lika 13).
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Slika 12. Westalost klingkih manifestacija ateroskleroze u grupi ispitarska
diabetes mellitus tip 2 (DM+A)

AP/PVB

CVB/AP
/ 3,33%

CVB/AP post 3,33%

IM-5%

CVB/PVB 1,67%

Slika 13. Westalost klintkih manifestacija ateroskleroze u grupi ispitarska

nekom od klinkkih manifestacija ateroskleroze (A)
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Podaci iz anamneze ukazuju da 124—oro (88,57%)ebbolz grupe DM+A
imaju hipertenziju, hiperlipidemija se javlja ko@1 (86,4%), a pozitivhu porathu
istoriju KVB ima 90 (64,29%) obolelih. Talde, postoji statistki znatana razlika u
zastupljenosti anamnestih podataka izmé&u DM+A i K grupa (Tabela 5).

Tabela 5. Westalost oboljenja iz anamneze kod ispitanika ipgrDM+A i kontrolne

grupe i logistéka regresiona analiza podataka

Anamnestiéki podaci DM+A K OR 95%CI P
N (%) N (%)
Hipertenzija | nema 16 (11,43) 100 NaN-
: o infinity
ima 124 (88,57) 0 infinity <.0001
Hiperlipidemija | nema 19 (13,57) 100 NaN-
: oo infinity
ima 121 (86,43) 0 infinity <.0001
Porodi¢na nema 50 (35,71) 100 NaN-
istorija KVB : oo infinity
ima 90 (64,29) 0 infinity <.0001

DM+A-diabetes mellitus tip 2 i ateroskleroza; K-kana grupa, N-broj ispitanika;
OR-koli¢nik verovatnée (odds ratio); 95%Cl-interval poverenja (confidematerval);

P-verovatnéa
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Tabela 6. Westalost oboljenja iz anamneze kod ispitanika upgrA i kontrolne grupe i
logisticka regresiona analiza podataka

Anamnesticki podaci A K OR 95%CI P
N (%) N (%)

Hipertenzija | nema 6 (10) 100 NaN-
: o infinity

ima 54 (90) 0 infinity <.0001
Hiperlipidemija | nema 12 (20) 100 NaN-
o infinity

ima 48 (80) 0 infinity <.0001
Porodi¢na nema 31 (51,67 100 NaN-
istorija KVB i o infinity

ima 29 (48,33) 0 infinity <.0001

A-ateroskleroza; K-kontrolna grupa, N-broj ispiteani OR-koltnik verovatnée (odds
ratio); 95%Cl-interval poverenja (confidence int)y P-verovatnéa

Podaci iz anamneze za A grupu ispitanika ukazujb4leoro (90%) obolelih
ima hipertenziju, hiperlipidemija se javlja kod &%), a pozitivhu porodnu istoriju
KVB ima 29 obolelih (48,33%). S obzirom na izbomkwmIne grupe, postoji statigki
zn&ajna razlika u zastupljenosti anamnégti podataka izmdu A i K grupa (Tabela
6).

U Tabeli 7 prikazani su rezultati dobijeni logé regresionom analizom za
anamnestke podatke kod dve grupe obolelih (DM+A i A). Hipmzija iskazuje
neznatno vé&@ rizik za pojavu ateroskleroze u odnosu dijabeteaterosklerozu
(OR=0,86, 95%CI=0,32-3,13). Hiperlipidemija nosi &0 puta vé rizik za nastanak
kardiovaskularnin komplikacija kod DM tip 2 u odmosa obolele od ateroskleroze
(OR=1,59, 95%CI=0,72-3,53). Ove vrednosti nisu istidki znatajne. Pozitivha
poroditna istorija KVB kod obolelih od DM i A nosi 1,92 fauvei rizik za razvoj

74



oboljenja u odnosu na obolele od neke od &keai manifestacije ateroskleroze
(OR=1,92, 95%CI=1,04-3,55). Vrednost je statlstzna‘ajna.

Tabela 7. Westalost oboljenja iz anamneze kod ispitanika iapgrDM+A i A i

logisticka regresiona analiza podataka

Anamnesticki podaci DM+A A OR 95%CI P
N (%) N (%)
Hipertenzija | nema 16 (11,43) 6 (10) 0,86 0,32-3,13 0,76
ima 124 (88,57)| 54 (90)
Hiperlipidemija | nema 19 (13,57) 12 (20) 1,59 0,72-3,53 0,25
ima 121 (86,43) 48 (80)
Porodi¢na | nema 50 (35,71)| 31(51,67) 1,92 1,04-3,550,035
'storija KVB ima 90 (64,29) | 29 (48,33)

DM+A-diabetes mellitus tip 2 i ateroskleroza; A+aigkleroza; N-broj ispitanika; OR-

koli¢nik verovatnée (odds ratio); 95%Cl-interval poverenja (confidenaterval); P-

verovatngéa
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4.2. Analiza geneitkih rezultata

4.2.1. ApoE 112/158 polimorfizam

Nukleotidna supstitucija TGSCTG u egzonu 4 apoE gena (112/158) ddye
tri alela€2, €3, i ¢4 a oni pak odiduju postojanje 6 genotipova2/e2, €2/e3, 2[4,
€3/e3, €3/e4, e4dle4.

Raspodela genotipova po ispitivanim grupama jeesbedus kontrolnoj grupi (K),
od ukupno 100 ispitanika 61 ima genatile3 (61%), 25 ima&3/e4 (25%), 6 ima2/e3
genotip (6%), 4 imad/ed (4%), 3-0jec2/ed (3%) i jedan ispitanik ima genotg2/e2
(1%); u grupi DM+A od ukupno 140 ispitanika 87 immaa €3/e3 genotip (62,14%), 37
ima €3/e4 (26,43%), 8 ima2/e3 (5,71%), 4 ima4d/ed (2,86%), 3-0je2/ed (2,14%) i
jedan ispitanik ima genotig2/c2 (0.72%); u grupi A, od ukupno 60 ispitanika 33aim
genotipe3/e3 (55%), 18 ima3/e4 (30%), po 1 ispitanik iz ove grupe im2/e3 (1,67%)

i €2/e2 (1,67%), 4 ima4/ed (6,67%) i 3-0je2/ed (5%) (Tabele 8 i 9, Slika 15).

Na osnhovu testalosti genotipova, iztanate su i testalosti tri alela apoE gena
u sve tri ispitivane grupe. ddstalost alel&3 u kontrolnoj grupi je 76,5%, u DM+A
grupi je 78%, a u A grupi je 71%.cBEstalost alela4 je 18% u grupi K, 17% u grupi
DM+A, i 24% u grupi A. Westalost alela2 je 5,5% u kontrolnoj grupi i 5% u DM+A i
uA. (Tabele 819, Slika 14).
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DM+A

me3
med
oe2

Slika 14. Westalost 112/158 apoE alela u ispitivanim grupama

DM+A

0%

me3/e3
me3/ed
Ooe2/e3
Oedled
me2/ed
me2/e2

20% 40% 60% 80% 100%

Slika 15. Westalost 112/158 apoE genotipova u ispitivanim gnog.

77



Na osnovu rezultata iz Tabele 8, moze se videtildie4 ne nosi rizik za razvoj
ateroskleroze kod obolelih od DM tip 2 (OR=0,94%851=0,58-1,5) dok alet2 nosi
1,2 puta manji rizik za nastanak oboljenja (OR=082%CI|=0,36-1,89). Genotipovi
edled, €24 | €2/e2 nose 1,4 puta manji rizik (OR=0,71) dok ostalnggovi ne

ispoljavaju rizike u pordenju sa kontrolnom grupom i referentnim genotipcia3.

Na osnovu rezultata predstavljenih u Tabeli 9, negZeideti da alet4 nosi za
skoro 50% véi rizik za nastanak ateroskleroze u grupi ispitarsla nekom od klitkih
manifestacija ateroskleroze (OR=1,45, 95%CI=0,83),dok alek2 ne iskazuje rizik
(OR=0,98, 95%CI=0,35-2,75). Genotipad/e4, €2/c4 | €2/c2 nose powEan rizik za
84%, dok je za genotip3/ed taj rizik nizi u odnosu na prethodna tri i izn@&3%.
Genotipe2/e3 nosi za 3,2 puta manji rizik za nastanak obajenpdnosu na kontrolnu
grupu (OR=0,31, 95%CI1=0,03-2,71). Ni jedna vrednmog statisttki znatajna (Tabela
9).
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Tabela 8. Westalost 112/158 apoE alela i genotipova kod ispktaiz grupe DM+A |
kontrolne grupe i logistka regresiona analiza podataka

apoE DM+A K OR 95%CI P
N (%) N (%)

€3 219 (78) 153 (76,5) 1,00 Standard
Ucestalost | ¢4 48 (17) 36 (18) 0,94 0,58-1,5 0,78
alela

€2 13 (5) 11 (5,5) 0,82 0,36-1,89 0,65

€3/e3 87 (62,14) 61 (61) 1,00 Standard

€3/ed 37 (26,43) 25 (25) 1,04 0,57-1,9 0,92
Ucestalost | £2/e3 8 (5,71) 6 (6) 0,95 0,31-2,87 0,92
genotipova

edled 4 (2,86) 4 (4) 0,71 0,17-2,96 | 0,45*

g2/ed 3(2,14) 3(3) 0,71 0,14-3,65 0,5*

g2/e2 1(0,72) 1(1) 0,71 0,04-11,42 | 0,66*

DM+A-diabetes mellitus tip 2 i ateroskleroza; K-kaina grupa; N-broj ispitanika;
OR-koli¢nik verovatnée (odds ratio); 95%Cl-interval poverenja (confidematerval);

P-verovatnéa, *-FiSerov (Fischer) testdae verovatnée

Poreienjem rezultata dobijenih za DM+A i A (Tabela 1@pZe se videti da alel
¢4 u DM+A nosi za 1,56 puta manji rizik za nastanhkljenja u odnosu grupu A, a alel
€2 nosi za 1,20 puta manji rizik u odnosu na A. GigneB/e4 u grupi A nosi neznatan
rizik u odnosu na grupu DM+A, dai/e3 u DM+A nosi 3 puta «@ rizik za nastanak
ateroskleroze. Genotipoe#/cd €2/e4 i €2/e2 nose za 2,63 puta digizik za nastanak

ateroskleroze u grupi A u odnosu na grupu DM+A.
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Tabela 9. Westalost 112/158 apoE alela i genotipova kod ispkgaiz grupe A i
kontrolne grupe i logistka regresiona analiza podataka

apoE A K OR 95%ClI P
N (%) N (%)
€3 85 (71) 153 (76,5) | 1,00 Standard
Ucestalost alela | €4 29 (24) 36 (18) 1,45 0,83-2,53 | 0,19
€2 6 (5) 11 (5,5) 0,98 0,35-2,75| 1,00

€3/e3 33 (55) 61 (61) 1,00 Standard

€3/e4 18 (30) 25 (25) 1,33 0,63-2,78 | 0,45

Ucestalost €2/e3 | 1(1,67) 6 (6) 0,31 0,03-2,71 | 0,25*
genotipova
gdled | 4 (6,67) 4 (4) 1,84 | 0,44-8,00 | 0,31*
g2/e4 3(5) 33 1,84 | 0,36-9,83 | 0,36*
g2/e2 | 1(1,67) 1(1) 1,84 | 0,11-30,52| 0,59*

A- ateroskleroza; K-kontrolna grupa; N-broj ispitea) OR-kolinik verovatnée (odds
ratio); 95%CI-interval poverenja (confidence intd)y P-verovatnéa, *-FiSerov

(Fischer) test tme verovatnée
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Tabelal0. Westalost 112/158 apoE alela i genotipova kod ispitaiz grupe DM+A |
A i logisticka regresiona analiza podataka

apoE DM+A A OR 95%ClI P
N (%) N (%)
€3 219 (78) 85 (71) 1,00 Standard
Ucestalost alela | €4 48 (17) 29 (24) 0,64 0,38-1,09 | 0,09
€2 13 (5) 6 (5) 0,84 | 0,31-2,28 | 0,73

£3/e3 | 87 (62,14) 33 (55) 1,00 Standard
€3/ed | 37 (26,43) 18 (30) 0,78 | 0,39-1,56 | 0,48
Ucestalost €2/e3 | 8(5,71) 1(1,67) 3,00 | 0,36-25,2 | 0,28*
genotipova
edled | 4 (2,86) 4 (6,67) 0,38 0,09-1,6 | 0,17*
e2/ed | 3(2,14) 3(5) 0,38 | 0,07-1,97 | 0,23*

g2/le2 | 1(0,72) 1(1,67) 0,38 0,02-6,24 | 0,48*

DM+A-diabetes mellitus tip 2 i ateroskleroza; A+atskleroza; N-broj ispitanika; OR-
koli¢nik verovatnée (odds ratio); 95%Cl-interval poverenja (confidenoterval); P-

verovatn@éa, *-FiSerov (Fischer) testdae verovatnée
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<« 91bp
<+—383bp
7200
<+—48bp

Slika 16. apoE genotipizacija ha 3% agaroznom gelDNK marker (100bp); 2,3,6-
€3/e4 genotip (91, 72, 48, 38, 35bp);e2k3 genotip (91, 83, 48, 35bp); 5,3/e3
genotip (91, 48, 38, 35bp).

4.2.2. ponl Q192R, L55M i C(-107)T polimorfizmi

Analizirana su dva polimorfizma u kodiréggm regionu ponl gena: Q192R i
L55M, i polimorfizam C(-107)T u promotorskom delu.

U Tabelama 11, 12, 14, 15, 17 i 18 i slikama 1B iprikazane sudestalosti
genotipova i alela tri ispitivana polimorfizma pomfkna u tri grupe ispitanika (K,

DM+A, A) kao i logistika regresiona analiza podataka.
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Ucestalost genotipa QQ je najmanja u DM+A grupi (24),3u grupama K i A je
ta westalost skoro jednaka (53% za K i 55% za A)edtialost genotipa QR je nafzeu
grupi DM+A (60%), a u grupama K i A ta j€estalost skoro ekvivalentna (39% za K i
oko 37% za A). U odnosu na sve tri grup&stalost RR genotipa je nafaeu grupi
DM+A (15,7%), dok u grupama K i A iznosi 8% i 8,33%abele 11, 12, 13; Slika 18).

Ucestalost alela Q je ista u grupama K i A (72,5% gt u grupi DM+A manja
(54%). Westalost alela R je najg@ u grupi DM+A-46% za razliku od K i A gde su
vrednosti 27,5% i 27% (Tabele 11, 12, 13; Slika 17)

Ucestalost genotipa LL je najg@ u kontrolnoj grupi (45%) u odnosu na DM+A
(39,28%) i A (33,33%); testalost genotipa LL je najé@ u grupi A (60%), dok je u
DM+A i K grupama ta testalost gotovo jednaka (47,14 za DM+A i 46% za MM
genotip je najzastupljeniji kod DM+A (13,58%), wgr A je zastupljen sa 6,67%, a u
kontrolnoj grupi sa 9% (Tabele 14, 15, 16; Slika. 18

Ucestalost alela L i M su podjednake za sve tri igpite grupe: za alel L: K-
68%, a za DM+A i A po 63%; za alel M 32% za kontrorupu i 37% za DM+A i A
grupe ispitanika (Tabele 14, 15, 16; Slika 17).

Genotip CC je u grupi K zastupljen sa 21%, u DMsgA24,29% i u grupi
A sa 33,33%, gde je i najzastupljeniji. Genotip @Tzastupljen sa 52% u K grupi, sa
53,57% u DM+A grupi i sa 47,67% u grupi A. TT gapofe najzastupljeniji u
kontrolnoj grupi (27%), zatim u DM+A (22,14%) i 20% u A. (Tabele 17, 18, 19;
Slika 18).

Zastupljenosti alela C i T promotorskog polimorfar@(-107)T su: C -47% za
grupu K, 51% za grupu DM+A i 57% za grupu A, dokujestalost alela T 53% za
grupu K, 49% za grupu DM+A i 43% za grupu A (Tabkfe 17, 19; Slika 17).
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Slika 17. Westalost alela tri polimofizma ponl gena u ispitiva
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Slika 18. Westalost genotipova ponl u ispitivanim grupama
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Tabela 11. Westalost Q192R alela i genotipova kod ispitanikgrigoe DM+A |

kontrolne grupe i logistka regresiona analiza podataka

ponl Q192R DM+A K OR 95%ClI P
N (%) N (%)
Ucestalost Q 152 (54) | 145 (72,5) 1,00 Standard
alela
R 128 (46) | 55 (27,5) 2,22 1,5-3,28 <.0001
QQ 34 (24,3) 53 (53) 1,00 Standard
QR 84 (60) 39 (39) 3,36 1,89-5,96 | <.0001
Ucestalost RR 22 (15,7) 8 (8) 4,29 1,71-10,72| 0,0012
genotipova
QQ+QR/RR 118/22 92/8 2,14 0,91-5,03 0,075
QQ/QR+RR 34/106 53/47 3,51 2,03-6,1 <.0001

DM+A-diabetes mellitus tip 2 i ateroskleroza; K-kaina grupa; N-broj ispitanika;
OR-koli¢nik verovatnée (odds ratio); 95%ClI-interval poverenja (confidematerval);

P-verovatnéa

Na osnovu rezultata iz Tabele 11 mozZe se zé&kljda osobe koje imaju DM |
nose alel R imaju za 2,22 puta statigtizna’ajno povéan rizik za nastanak
ateroskleroze u odnosu na osobe koje nose Q alB=ZQ2, 95%CI=1,5-3,28,
P<.0001). Takde, osobe koje nose QR genotip imaju 3,36 puta daveizik (koji je
statistéki znaajan, P<.0001) da obole od ateroskleroze u odn@swunasioce QQ
genotipa (OR=3,36, 95%CI=1,89-5,96), a RR homozigmju 4,29 puta povan rizik
u odnosu na QQ homozigote (OR=4,29, 95%CI=1,7121(F%.0012). Uzeti zajedno,

QR i RR (QQ/QR+RR) ispoljavaju 3,51 puta péae rizik koji je statistiki znaajan u
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odnosu na QQ genotip (OR=3,57, 95%CI=2,03-6,1, GB4)) dok udruzivanje
QQ+QR/RR iskazuje 2 puta paan rizik koji nije statistiki znatajan kao prethodni,
ali se priblizava statistkoj zna&ajnosti (95%CI1=0,2-1,1, P=0,075).

Tabela 12. Westalost Q192R alela i genotipova kod ispitanikgrige A i kontrolne

grupe i logistéka regresiona analiza podataka

ponl Q192R A K OR 95%ClI P
N (%) N (%)
Ucestalost Q 88 (73) | 145 (72,5) 1,00 | Standard
alela
R 32 (27) 55 (27,5 | 0,96 | 0,57-1,6 | 0,86
QQ 33 (55) 53 (53) 1,00 | Standard
QR 22 (36,67) 39 (39) 0,9 | 0,46-1,79| 0,78
Ucestalost RR 5(8,33) 8 (8) 1,00 | 0,3-3,3 1,00
genotipova
QQ+0QR/RR 55/5 92/8 1,04 | 0,3-34 | 0,58
QQ/QR+RR|  33/27 53/47 0,92 | 0,48-1,75| 0,8

K-kontrolna grupa; A-ateroskleroza; N-broj ispiteani OR-koltnik verovatnée (odds

ratio); 95%Cl-interval poverenja (confidence int)y P-verovatnéa

Rezultati iz Tabele 12 pokazuju da alel R kaonajgovi QR i RR ne iskazuju
rizike u grupi obolelih od neke od klitkih manifestacija ateroskleroze (Tabela 12).
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Tabela 13. Westalost Q192R alela i genotipova kod ispitanikgrigoe DM+A 1 A i

logisticka regresiona analiza podataka

ponl Q192R DM+A A OR | 95%CI P
N (%) N (%)
Ucestalost Q 152 (54) 88 (73) | 1,00 | Standard
alela
R 128 (46) 32 (27) | 2,28 | 1,38-3,75| 0,001
QQ 34 (24,3) 33(55) | 1,00 | Standard
QR 84 (60) | 22(36,67)| 3,7 | 1,9-7,25| <.0001
Ucestalost RR 22 (15,7) | 5(8,33) | 4,27 | 1,45-12,6/ 0,006
genotipova
QQ+QR/RR| 118/22 55/5 2,05 | 0,74-5,7 0,16
QQ/QR+RR | 34/106 33/27 3,8 | 2,01-7,22| <.0001

DM+A-diabetes mellitus tip 2 i ateroskleroza, A+atekleroza; N-broj ispitanika; OR-
koli¢nik verovatnée (odds ratio); 95%Cl-interval poverenja (confidenoterval); P-

verovatngéa

Rezultati iz Tabele 13 pokazuju da nosioci alelar Rrupi ispitanika DM+A
imaju 2,28 puta povan rizik, koji je statistiki znatajan, da obole od ateroskleroze u
odnosu na obolele od ateroskleroze bez dijabetpsa (OR=2,28, 95%CI=1,38-3,75,
P<0.001). Nosioci genotipa QR u grupi DM+A imajw futa povéan rizik, koji je
statistEki znatajan, da obole od ateroskleroze u odnosu na obialgieipe A (OR=3,7,
95%CI=1,9-7,25, P<0.0001), dok RR homozigoti im4ja@7 puta vé rizik, koji je
statisttki znaajan (OR=4,27, 95%CI=1,45-12,6, P=0.006). Genoiipgrupisani
QQ+QR vs RR, iako iskazuju pasan rizik u grupi DM+A u odnosu na A (OR=2,05,
95%CI=0,74-5,7) ne daju stati&ki znatajne vrednosti (P>0,05), dok grupisani QQ vs
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QR+RR imaju 3,8 puta verizik za nastanak ateroskleroze (OR=3,8 95%CE12,
7,22). Rizik je statistki znatajan (0,05) (Tabela 13).

Tabela 14. Westalost L55M alela i genotipova kod ispitanik@impe DM+A |

kontrolne grupe i logistka regresiona analiza podataka

ponl L55M DM+A K OR 95%ClI P
N (%) N (%)
Ucestalost L 176 (63) 136 (68) | 1,00 | Standard
alela
M 104 (37) 64 (32) 1,26 | 0,86-1,84| 0,24
LL 55 (39,28) | 45 (45) 1,00 | Standard
LM 66 (47,14) | 46 (46) 1,17 | 0,68-2,02| 0,56
Ucestalost MM 19 (13,58) 9(9) 1,73 | 0,71-4,19| 0,22
genotipova
LL+LM/MM 121/19 91/9 1,58 | 0,69-3,67| 0,28
LL/LM+MM 55/85 45/55 1,26 | 0,75-2,23| 0,38

DM+A-diabetes mellitus tip 2 i ateroskleroza; K-kaina grupa; N-broj ispitanika;
OR-koli¢nik verovatnge (odds ratio); 95%Cl-interval poverenja (confidematerval);

P-verovatnéa

Na osnovu Tabele 14 moZe se zaktjuda je alel M povezan sa malo
poveanim rizikom za nastanak ateroskleroze kod oboletindijabetes melitus tip 2
koji nije statisttki znaajan (OR=1,26, 95%CI|=0,86-1,84). Nosioci genotipgd u
DM+A grupi imaju malo povéan rizik (OR=1,17, 95%CI=0,68-2,02) dok je taj kizi
znatno véi kod nosilaca MM genotipa (OR=1,73, 95%CI=0,719},1U kombinaciji
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LL+LM vs MM rizik je ve¢i u odnosu na LL vs LM+MM, ali nije statigki znatajan.

Nijedna dobijena vrednost nije stati&iiznatajna (Tabela 14)

Tabela 15. Westalost L55M alela i genotipova kod ispitanik@iape A i kontrolne

grupe i logistéka regresiona analiza podataka

ponl L55M A K OR 95%Cl P
N (%) N (%)
Ucestalost L 76 (63) | 136 (68)| 1,00 | Standard
alela
M 44 (37) 64 (32) | 1,23 | 0,76-1,98| 0,39
LL 20(33,33)| 45(45) | 1,00 | Standard
LM 36 (60) 46 (46) | 1,76 | 0,89-3,49] 0,1
Ucestalost MM 4 (6,67) 9(9) 1,00 | 0,27-3,63| 1,00
genotipova
LL+LM/MM 56/4 91/9 0,72 | 0,21-2,45| 0,42
LL/LM+MM 20/40 54/55 | 1,64 | 0,84-3,18| 0,145

A-ateroskleroza; K-kontrolna grupa; N-broj ispiteeni OR-koltnik verovatnée (odds

ratio); 95%Cl-interval poverenja (confidence int)y P-verovatnéa

Na osnovu rezultata iz Tabele 15, moZe se vidatijedalel M povezan sa
poveanim rizikom za nastanak neke od kikah manifestacija ateroskleroze
(OR=1,23, 95%CI=0,76-1,98) u odnosu na referenlgli la Heterozigoti LM imaju
povean rizik za nastanak ateroskleroze (OR=1,76, 95%@88=3,49), dok kod MM
homozigota za ovu grupu rizik ne postoji (OR=1,EYZ1=0,27-3,63). Kombinacije

genotipova i njihova analiza pokazuju da LL+LM vdvivhosi 1,39 puta maniji rizik
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(OR=0,72, 95%CI=0,21-2,45), ali da u kombinacijiLd4 (LL vs LM+MM) taj rizik je
64% vei (OR=1,64, 95%CI=0,84-3,18). Nijedna vrednost sijatisttki znatajna.

Tabela 16. Westalost L55M alela i genotipova kod ispitanik@impe DM+A i A i

logisticka regresiona analiza podataka

ponl L55M DM+A A OR 95%Cl P
N (%) N (%)
Ucestalost L 176 (63) 76 (63) | 1,00 | Standard
alela
M 104 (37) 44 (37) | 1,02 | 0,65-1,59| 0,92
LL 55 (39,28) | 20 (33,33)| 1,00 | Standard
LM 66 (47,14)| 36 (60) | 0,67 | 0,34-1,28| 0,22
Ucestalost MM 19 (13,58)| 4 (6,67) | 1,72 | 0,51-5,7| 0,36
genotipova
LL+LM/MM 121/19 56/4 2,19 | 0,71-6,76| 0,16
LL/LM+MM 55/85 20/40 0,77 | 0,41-1,45| 0,43

DM+A-diabetes mellitus tip 2 i ateroskleroza, A+atekleroza; N-broj ispitanika; OR-
koli¢nik verovatnée (odds ratio); 95%Cl-interval poverenja (confidenaterval); P-

verovatngéa

Poretenjem DM+A i A grupa moze se videti da alel M nedstavlja rizik u
odnosu na referentni L alel (OR=1,02, 95%CI=0,88)., Heterozigoti LM u grupi
DM+A imaju za 1,49 puta manji rizik za nastanakr@s&leroze u odnosu na grupu A
(OR=0,67, 95%CI=0,34-1,28), dok MM homozigoti imgovean rizik za nastanak
ateroskleroze (OR=1,72 95%CI=0,51-5,7). Nijednadmoest nije statistki znaajna
(Tabela 16).
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Tabela 17. Westalost C(-107)T alela i genotipova kod ispitankgrupe DM+A i
kontrolne grupe i logistka regresiona analiza podataka

ponl C(-107)T DM+A K OR 95%Cl P
N (%) N (%)
Ucestalost C 143 (51) 94 (47) 1,00 | Standard
alela
T 137 (49) 106 (53) | 0,85 | 0,59-1,22| 0,38
CC 34 (24,29) | 21 (21) 1,00 | Standard
CT 75 (53,57) | 52 (52) 0,89 | 0,46-1,7 0,73
Ucestalost TT 31 (22,14) | 27 (27) 0,71 | 0,33-1,5 0,37
genotipova
CC+CT/TT 109/31 73127 0,77 | 0,42-1,39| 0,39
CC/ICT+TT 34/106 21/79 0,83 | ,45-1,54 0,55

DM+A-diabetes mellitus tip 2 i ateroskleroza; K-kaina grupa; N-broj ispitanika;
OR-koli¢nik verovatnée (odds ratio); 95%Cl-interval poverenja (confidematerval);

P-verovatnéa

Podaci iz Tabele 17 ukazuju da alel T nosi ne&njmmizik za nastanak diabetes
melitus tip 2 i neke od kligkih manifestacija ateroskleroze (OR=0,85, 95%CI90,5
1,22). Heterozigoti CT imaju malo smanjen rizik1@d,puta) za ovo kombinovano
oboljenje (OR=0,89, 95%CI=0,59-1,22) dok TT homozigmaju 1,3 puta manji rizik
za oboljevanje u odnosu na kontrolnu grupu (OR=098R6CI=0,33-1,5), ali nijedna

vrednost nije statistki znatajna (Tabela 17).
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Tabela 18. Westalost C(-107)T alela i genotipova kod ispitanikgrupe A i kontrolne

grupe i logistéka regresiona analiza podataka

ponl C(-107)T A K OR | 95%CI P
N (%) N (%)
Ucestalost C 68 (57) 94 (47) | 1,00 | Standard
alela
T 52 (43) 106 (53) | 0,67 | 0,43-1,07| 0,09
CcC 20(33,33) | 21(21) | 1,00 | Standard
CT 28 (47,67) | 52(52) | 0,56 | 0,26-1,21| 0,14
Ucestalost 1T 12 (20) 27 (27) | 0,46 | 0,18-1,10|{ 0,1
genotipova
CC+CT/TT 48/12 73127 0,68 | 0,31-1,46| 0,31
CCICT+TT 20/40 21/79 0,53 | 0,26-1,09| 0,08

A-ateroskleroza; K-kontrolna grupa; N-broj ispiteeni OR-koltnik verovatnée (odds

ratio); 95%ClI-interval poverenja (confidence int)y P-verovatnéa

Na osnovu ove analize moze se videti da osob&ekaraT imaju 1,5 puta manji
rizik da obole od ateroskleroze u odnosu na osalfe alelom (OR=0,67, 95%CI=0,43-
1,07). Heterozigoti CT imaju 1,78 puta maniji riZilkRR=0,56, 95%CI=0,26-1,21) dok
TT homozigoti imaju 2,13 puta maanji rizik za nastia ateroskleroze (OR=0,46,
95%CI=0,18-1,10). Grupisanjem genotipova: TT vs CC#+ TT iskazuje 1,47 puta
manji rizik u odnosu na kontrolnu grupu, dok grapige CC vs CT+TT nosi 1,89 puta

manji rizik. Ni jedna vrednost nije stati&i znatajna (Tabela 18).
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Tabela 19. Westalost C(-107)T alela i genotipova kod ispitanikgrupe DM+A i Ai

logisticka regresiona analiza podataka

ponl C(-107)T DM+A A OR | 95%ClI P
N (%) N (%)
Ucestalost C 143 (51) 68 (57) 1,00 | Standard
alela
T 137 (49) 52 (43) 1,25 | 0,8-1,92 0,3
CcC 34 (24,29)| 20(33,33) | 1,00 | Standard
CT 75 (53,57)| 28 (47,67)| 1,58 | 0,78-3,18| 0,2
Ucestalost 1T 31(22,14)| 12 (20) 152 | 0,64-36| 0,34
genotipova
CC+CT/TT 109/31 48/12 1,14 | 0,54-2,4| 0,74
CCICT+TT 34/106 20/40 1,56 | 0,8-3,02| 0,19

DM+A-diabetes mellitus tip 2 i ateroskleroza, A+atekleroza; N-broj ispitanika; OR-
koli¢nik verovatnée (odds ratio); 95%Cl-interval poverenja (confidenoterval); P-

verovatngéa

Poretenjem grupa DM+A i A (Tabela 19), vidimo da aleluTDM+A nosi za
1,25 puta vé rizik kod DM+A u odnosu na A grupu (OR=1,25, 95%Q,8-1,92), dok
genotipovi CT i TT nose rizike 1,58 i 1,52 putaéeeu odnosu na grupu sa
(OR=1,58, 95%CI=0,78-3,18 i OR=1,585%CI=0,64-3,6).
Grupisanjem genotipova CC+CT vs TT ispoljava se nk (OR=1,14, 95%CI=0,54-
2,4), dok grupisanjem CC vs CT+TT rizik je 1,56 owmeti (OR=1,56, 95%CI=0,8-
3,02).

aterosklerozom
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99bp

63bp
36bp

Slika 19. ponl genotipizacija na 3% agaroznom gelu: A-C(-107)T, 1-DNK marker (25-
150bp), 2,3,4,6,7,9-CT (300bp), 5-CC (235, 65 bp); B-L55M, 1-DNK marker (25-
150bp), 2,5,6,7,8-LM (169, 127, 42bp), 3,4-LL (169bp); C-Q192R, 1-DNK marker (25-
150bp), 2,3,5,7,8-QQ (99bp), 9-QR (99, 63, 36bp).
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4.2.3 GST P1, M1, T1 polimorfizmi

4.2.3.1. GSTPL1 llel05Val polimorfizam

U radu smo analizirali polimorfizam llel05Val u GST genu koji predstavlja
nukleotidnu zamenu aminokiseline izoleucina valinemolipeptidu na poziciji 105, a

posledica je bazne zamene A u G na poziciji 31§aoeu 5.

U Tabelama 20, 21 i 22 dat je prikazeatalosti genotipova i alela ovog
polimorfizma i logistéka regresiona analiza dobijenih podataka za aratigigrupe.

Ucestalost genotipa lle/lle je nagae u grupi A i iznosi 50%, u grupi DM+A
iznosi 45,5% dok je destalost ovog genotipa najmanja u kontrolnoj grupnosi 34%.
Ucestalost genotipa lle/Val je nage u kontrolnoj grupi (55%), dok je u grupama
DM+A i A gotovo jednaka i iznosi 45% za DM+A i 43/8za A. Genotip Val/Val je
najmanje zastupljen u grupi A (6,7%), dok njegosatapljenost u grupi DM+A iznosi
9,3%, a u grupi K 11% (Tabele 20, 21, 22; Slika 21)

Ucestalost alela lle je 61,5%, 68% i 72% u grupamaDKJ+A i A, dok je
ucestalost alela Val 38,5%, 32% i 28% (Tabele 20221 Slika 20).
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DM+A mlle (a)
mVal (b)
K
Slika 20. Westalost alela lle105Val u ispitivanim grupama
A
o lle/lle
DM+A m lle/Val
O Val/val

Slika 21. Westalost genotipova lle105Val u ispitivanim grupama
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Tabela 20. Westalost lle105Val alela i genotipova kod ispitanik grupe DM+A i
kontrolne grupe i logistka regresiona analiza podataka

GSTP1 llel05Val DM+A K OR 95%Cl P
N (%) N (%)
Ucestalost lle (a) 191 (68) | 123 (61,5)| 1,00 | Standard
alela
Val (b) 89 (32) 77 (38,5) | 0,7 0,5-1,8 | 0,128
lle/lle 64 (45,7) 34 (34) 1,00 | Standard
lle/Val 63 (45) 55 (55) 0,61 | 0,35-1,05| 0,08
Ucestalost Val/Val 13 (9,3) 11 (11) 0,45 | 0,18-1,11| 0,08
genotipova
aa+ab/bb 127/13 89/11 0,83 | 0,35-1,93| 0,66
aa/ab+bb 64/76 64/76 0,73 | 0,43-1,26| 0,26

DM+A-diabetes mellitus tip 2 i ateroskleroza; K-kaina grupa; N-broj ispitanika;
OR-koli¢nik verovatnée (odds ratio); 95%ClI-interval poverenja (confidematerval);

P-verovatnéa

Alel Val nosi za 1,43 puta maniji rizik za za nastia ateroskleroze kod obolelih
od DM tip 2 u odnosu na alel lle (OR=0,7, 95%CI=0,8, P>0,05). Heterozigoti
lle/Val nose za 1,64 puta manji rizik od nastan&blignja u ovoj grupi ispitanika
(OR=0,61, 95%CI=0,35-1,05) a homozigoti Val/Val eam 2,22 puta maniji rizik za
nastanak oboljenja (OR=0,45, 95%CI=0,18-1,11). Gargem genotipova moze se
videti da kombinacija aa vs ab+bb nosi maniji riz&knastanak oboljenja (za 1,43 puta),
dok kombinacija aa+ab vs bb nosi zal,2 puta mamik Ni jedna vrednost nije

statisttki znaajna (Tabela 20).
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Tabela 21. Westalost lle105Val alela i genotipova kod ispitanik grupe A i kontrolne

grupe i logistéka regresiona analiza podataka

GSTP1 llel05Val A K OR 95%Cl P
N (%) N (%)
Ucestalost lle (a) 86 (72) | 123(61,5)| 1,00 | Standard
alela
Val (b) 34 (28) 77 (38,5) | 0,63 | 0,39-1,03| 0,06
lle/lle 30 (50) 34 (34) 1,00 | Standard
lle/Val 26 (43,3) 55 (55) 0,53 | 0,27-1,05| 0,07
Ucestalost Val/Val 4 (6,7) 11 (11) 0,41 | 0,12-1,43| 0,16
genotipova
aa+ab/bb 56/4 89/11 0,58 | 0,27-19 | 0,36
aa/ab+bb 30/30 64/76 0,84 | 0,46-1,54| 0,58

A-ateroskleroza; K-kontrolna grupa; N-broj ispiteeni OR-koltnik verovatnée (odds

ratio); 95%ClI-interval poverenja (confidence int)y P-verovatnéa

U grupi ispitanika sa nekom od klikih manifestacija ateroskleroze bez DM tip
2 alel Val nosi za 1,6 puta manji rizik za nastamddoljenja u odnosu na alel lle
(OR=0,63, 95%CI=0,39-1,03). Heterozigoti lle/Valseoza 1,9 puta maniji rizik za
razvoj ateroskleroze (OR=0,53, 95%CI=0,27-1,09)pmozigot Val/Val nosi 2,44 uta
man;ji rizik (OR=0,41, 95%CI=0,12-1,43). Ni jednae@nost nije statistki znatajna.
Kombinacija aa vs ab+bb ne nosi rizik za nastara&dti, dok sam bb nosi 1,72 puta

manji rizik koji nije statistiki znatajan (Tabela 21).
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Tabela 22. Westalost lle105Val alela i genotipova kod ispitanik grupa DM+A i A
logisticka regresiona analiza podataka

GSTP1 lle105Val DM+A A OR 95%ClI P

N (%) N (%)

Ucestalost lle (a) 191 (68) 86 (72) 1,00 | Standard

alela
Val (b) 89 (32) 34 (28) 1,18 | 0,74-1,88| 0,49

lle/lle 64 (45,7) 30 (50) 1,00 | Standard
lle/Val 63 (45) 26 (43,3) | 1,13 | 0,6-2,13 | 0,69
Ucestalost | Val/Val 13(9,3) 4 (6,7) 1,52 | 0,45-5,06| 0,49
genotipova
aa+ab/bb 127/13 56/4 1,43 | 0,45-459| 0,54

aa/ab+bb 64/76 30/30 1,13 | 0,62-2,07| 0,68

DM+A-diabetes mellitus tip 2 i ateroskleroza, A+atekleroza; N-broj ispitanika; OR-
koli¢nik verovatnée (odds ratio); 95%Cl-interval poverenja (confidenoterval); P-

verovatngéa

Porelenjem grupa obolelih, iz Tabele 23 moze se vidatjedalel Val povezan
sa povisenim rizikom za aterosklerozu i dijabetesdnosu na obolele bez DM tip 2
(OR=1,18, 95%CI=0,74-1,88). Heterozigoti lle/Vakade imaju malo povisen rizik
(OR=1,13, 95%CI=0,6-2,13), dok genotip Val/Val kB#1+A nosi rizik 1,52 Sto je
slicaj i kod kombinovanja genotipova aatab vs bb gdeizik 1,43 (Tabela 23).

Nijedna vrednost nije statistiki z&gna.
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176bp

91bp
85bp

Slika 22. GSTP1 Vall05lle genotipizacija na 3% agaom gelu: 1-DNK marker
(100bp); 2,4,8,9,12,13-lle/lle genotip (176bp);,8,3,10,14,16-lle/Val genotip (176bp,
91bp, 85bp); 11, 15-Val/Val genotip (91bp, 85bp).

4.2.3.2. GSTM1

Polimorfizam u GSTM1 genu analiziran je primenoraskinog i real-ime PCR-
a u multipleks reakciji zajedno sa grémicima za GSTT1 B-globinski gen koji je
posluzio kao kontrola PCR reakcije (Slike 26 i 2Nulti (delecioni) genotip
(M1*0/M1*0 ili -/-) u GSTM1 se utvduje odsustvom PCR produkta duzine 215bp.
Ukoliko postoji produkt govorimo ili o +/+ (homoay) ili o +/- (heterozigot)

genotipovima, bez moguosti pravljenja razlike.

Ucestalost -/- genotipa je nagaeu grupi A sa 58,33%, a u K i DM+A grupama
prisutan je sa 41% i 49,29% (Tabele 23, 24, 2%aS!3).
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DM+A 50,710 @ GSTML +/+,+/-
i m GSTM1 -/-

Slika 23. Westalost genotipova GSTM1u ispitivanim grupama

Tabela 23. Westalost GSTM1 genotipova kod ispitanika iz grupé+a i kontrolne

grupe i logistéka regresiona analiza podataka

GSTM1 DM+A K OR 95%ClI P

N (%) N (%)

Ucestalost | +/+,+/- | 71 (50,71)| 59 (59) 1,0 Standard

genotipova
-/- 69 (49,29)| 41 (41) 14 0,83-2,34 | 0,2

DM+A-diabetes mellitus tip 2 i ateroskleroza; K-kaina grupa; N-broj ispitanika;
OR-koli¢nik verovatnée (odds ratio); 95%Cl-interval poverenja (confidematerval);

P-verovatnéa
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Genotip delecionog tipa GSTM1 gena nosi za 40% vizik za nastanak
diabetes melitus tip 2 i ateroskleroze, ali ta west nije statistki znatajna (OR=1,4,
95%CI=0,83-2,34, P>0.05).

Tabela 24. Westalost GSTM1 genotipova kod ispitanika iz grupeekantrolne grupe i

logisticka regresiona analiza podataka

GSTM1 A K OR 95%ClI P

N (%) N (%)

Ucestalost | +/+,+/- | 25(41,67)| 59 (59) 1,0 Standard

genotipova
-/- 35(58,33)| 41 (41) 2,0 1,05-3,86 | 0,03

A-ateroskleroza; K-kontrolna grupa; N-broj ispiteani OR-koltnik verovatnée (odds

ratio); 95%ClI-interval poverenja (confidence int)y P-verovatnéa

U grupi ispitanika sa nekom od klskih manifestacija ateroskleroze,
genotip delecionog tipa GSTM1 gena nosi 2 puté vieik za nastanak oboljenja i
vrednost je statistki znatajna (OR=2, 95%CI=1,05-3,86, P<0,05) (Tabela 24)
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Tabela 25. Westalost GSTM1 genotipova kod ispitanika iz grupaHa i A i
logisticka regresiona analiza podataka

GSTM1 DM+A A OR 95%Cl P

N (%) N (%)

Ucestalost | +/+,+/- | 71 (50,71) | 25 (41,67)| 1,0 Standard

genotipova
-/- 69 (49,29) | 35(58,33)| 0,69 0,38-1,28 | 04

DM+A-diabetes mellitus tip 2 i ateroskleroza; A+atgkleroza; N-broj ispitanika; OR-
koli¢nik verovatnée (odds ratio); 95%Cl-interval poverenja (confidenaterval); P-

verovatngéa

Poreienjem dve grupe sa bolesnicima, moze se videtiuttagenotip (-/-) kod
obolelih od dijabetesa i ateroskleroze nosi 1,%puoan;ji rizik za nastanak oboljenja u

odnosu na grupu A. Vrednost nije statistiznatajna (Tabela 25).

4.2.3.3. GSTT1

Polimorfizam u GSTT1 genu analiziran je primenomskhog i real-ime PCR-a
u multipleks reakciji (Slike 26 i 27). Nulti (deleai) genotip (T1*0/T1*0 ili -/-) u
GSTT1 se utwuje odsustvom PCR produkta duzine 480bp. Ukoliketqjo produkt
govorimo ili o +/+ (homozigot) ili o +/- (heterozt) genotipovima, bez mognosti

pravljenja razlike.

Najmanja destalost -/- genotipa u GSTT1 genu je u kontrograpi (17%), dok
je najveéa zabelezena u grupi A (31.67%)cddtalost nultog genotipa u DM+A je
19,29% (Tabele 26, 27, 28; Slika 24).
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O GSTT1 +/+,+/-
m GSTT1 -/-

DM+A

Slika 24. estalost genotipova GSTT1u ispitivanim grupama

Tabela 26Ucestalost GSTT1 genotipova kod ispitanika iz grupéHa i kontrolne
grupe i logistéka regresiona analiza podataka

GSTT1 DM+A K OR 95%Cl P

N (%) N (%)

Ucestalost | +/+,+/- | 113 (80,71) | 83 (83) 1.0 Standard

genotipova
-/- 27 (19,29) 17 (17) 1,17 | 0,59-2,28 | 0,65

DM+A-diabetes mellitus tip 2 i ateroskleroza; K-kanna grupa; N-broj ispitanika;
OR-koli¢nik verovatnée (odds ratio); 95%Cl-interval poverenja (confidematerval);

P-verovatnéa
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Genotip delecionog tipa GSTT1 gena nosi malo pawerizik za nastanak
diabetes melitus tip 2 i ateroskleroze, ali ta west nije statistki znatajna (OR=1,17,
95%CI=0,59-2,28, P>0,05) (Tabela 26).

Tabela 27. Westalost GSTT1 genotipova kod ispitanika iz grupekéntrolne grupe i

logisticka regresiona analiza podataka

GSTT1 A K OR 95%ClI P

N (%) N (%)

Ucestalost | +/+,+/- | 41 (68,33) 83 (83) 1,00 Standard

genotipova
-/- 19 (31,67) 17 (17) 2,26 | 1,06-4,81 | 0,03

A-ateroskleroza; K-kontrolna grupa; N-broj ispiteani OR-koltnik verovatnée (odds

ratio); 95%ClI-interval poverenja (confidence int)y P-verovatnéa

U grupi ispitanika sa nekom od kl&kih manifestacija ateroskleroze, genotip
delecionog tipa GSTT1 gena nosi viSe od 2 puid vieik za nastanak oboljenja i
vrednost je statistki znatajna (OR=2,26 95%CI=1,06-4,81<®,05) (Tabela 27).
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Tabela 28. Westalost GSTT1 genotipova kod ispitanika iz grup&Hd i A i logisticka
regresiona analiza podataka

GSTT1 DM+A A OR 95%Cl P

N (%) N (%)

Ucestalost | +/+,+/- | 113 (80,71) | 41 (68,33)| 1,00 Standard

genotipova
-/- 27 (19,29) | 19 (31,67)| 0,51 | 0,26-1,025| 0,056

DM+A-diabetes mellitus tip 2 i ateroskleroza; A+atgkleroza; N-broj ispitanika; OR-
koli¢nik verovatnée (odds ratio); 95%Cl-interval poverenja (confidenaterval); P-

verovatngéa

Poretenjem dve grupe obolelih, regresiona loglstianaliza nam je pokazala da
genotip delecionog tipa GSTT1 gena u grupi sa (aojan“ oksidativnim stresom
(DM+A) nosi za 1,96 puta maniji rizik za nastanalol@nja u odnosu na grupu sa

aterosklerozom. Statigka zn&ajnost je grargine vrednosti (P=0,056) (Tabela 28).

4.2.3.4. Analiza kombinovanih genotipova deleciotipg GSTM1 i GSTT1 gena

Nulti genotipovi GSTM1 i GSTT1 gena analizirani pumenom klasinog i
real-ime PCR-a u multipleks reakciji (Slike 26 i)2Delecioni genotipovi (-/-) se
utvrduju odsustvom PCR produkata duzine 215bp za GSTM80bp za GSTT1.
Ukoliko postoji produkt govorimo ili o +/+ (homozaigjma) ili o+/- (heterozigotima)

genotipovima, bez mogunosti pravljenja razlike.
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A 32% . 36,67% 21,67%
O GSTM1+/GSTT1+-
m GSTM1+/GSTT1-
DM+A 39,28% 41,42% 7,869
O GSTM1-/GSTT1+
O GSTM1-/GSTT1-

Slika 25. Westalost kombinovanih genotipova delecionog tipd8$i GSTT1 u

ispitivanim grupama

Tabela 29. Westalost kombinovanih genotipova delecionog tipd&$%i GSTT1 kod
ispitanika iz grupe DM+A i kontrolne grupe i logita regresiona analiza podataka

GSTML/GSTT | DM+A K OR | 95%CI P
1
N (%) N (%)
++ 55 (39,28)| 44 (44) 1,00| standard
+/- 16 (11,43)] 15(15)| 0,85 0,38-1,9 0,69
+ 58 (41,42)] 39 (39) 1,19| 0,67-2,09 0,54
- 11 (7,86) 2 (2) 44 | 0,9320,0 0,045

DM+A-diabetes mellitus tip 2 i ateroskleroza; K-kaina grupa; N-broj ispitanika;
OR-koli¢nik verovatnée (odds ratio); 95%Cl-interval poverenja (confidematerval);

P-verovatnéa
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Logistickom regresionom analizom podataka za DM+A i K megevideti da
prisustvo M1 a odsustvo T1 nosi blago smanjen riak 1,17 puta (OR=0,85,
95%CI=0,38-1,9) dok odsustvo M1 a prisustvo T1 gensai blago pow&an rizik za
razvoj ateroskleroze u ovoj grupi ispitanika (ORE€L,95%CIl= 0,67-2,09). Odsustvo
oba gena nosi za 4,4 puta péae rizik od razvoja oboljenja i vrednost je statist
znaajna (OR=4,4, 95%CI=0,93-20,9<®,05) (Tabela 29).

Tabela 30. Westalost kombinovanih genotipova GSTM1 i GSTT1 ispatanika iz
grupe A i kontrolne grupe i logisiia regresiona analiza podataka

GSTM1/GSTT A K OR 95%CI P
1
N (%) N (%)
+/+ 19 (31,66) 44 (44) 1,00 standard
+/- 6 (10) 15 (15) 0,92 0,31-2,75 0,88
-+ 22 (36,67)] 39 (39) 1,3 0,6-2,75 0,48
-/- 13 (21,67) 2 (2) 15,05 3,09-73,3] <.0001

A-ateroskleroza; K-kontrolna grupa; N-broj ispiteani OR-koltnik verovatnée (odds

ratio); 95%ClI-interval poverenja (confidence int)y P-verovatnéa

Analizom podataka K i A grupa moze se videti dasustvo T1 gena ne nosi
rizik od razvoja ateroskleroze, dok odsustvo M1 aemwsi za 30% povan rizik
(OR=1,3, 95%CI=0,6-2,75) ali nema statiké zn&ajnosti. Odsustvo oba gena nosi
15,05 puta povan rizik (OR=15,05, 95%CI=3,09-73,3) i vrednost g&atisteki
zn&ajna (K0,05) (Tabela 30)
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Tabela 31. Westalost kombinovanih genotipova delecionog tipdk$6i GSTT1 kod

ispitanika iz grupe A i kontrolne grupe i logidta regresiona analiza podataka

GSTM1/GSTT DM+A A OR 95%ClI P
1
N (%) N (%)
+/+ 55 (39,28)| 19 (31,66 1,00 standard
+/- 16 (11,43) 6 (10) 0,92 0,31-2,69 0,89
-+ 58 (41,42)| 22 (36,67 0,91 0,44-1,86 0,79
-/- 11 (7,86) | 13 (21,67 0,29 0,11-0,74 0,001

DM+A-diabetes mellitus tip 2 i ateroskleroza; A+atgkleroza; N-broj ispitanika; OR-
koli¢nik verovatnée (odds ratio); 95%Cl-interval poverenja (confidenaterval); P-

verovatnga

Logistickom regresionom analizom podataka dve grupe obgleloze se videti
da nedostatak ili M1 ili T1 gena nisu &iri za razvoj ateroskleroze kod obolelih od DM
(OR~1,00), ali da nedostatak oba gena nosi za @4& man;ji rizik koji je statistki
zna&ajan u odnosu na grupu sa aterosklerozom (OR=02Z®%CI=0,11-0,76, P<0,05)
(Tabela 31).
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GSTT1 (480bp)

GSTM1 (215bp)

B-globin (110bp)

Slika 26. Genotipizacija GSTM1 i GSTT1 polimorfizanA-1-DNK marker (100bp),
2- GSTT1 (480bp), GSTM1 (215bppiglobin (110bp)B-1-DNK marker (25-150bp),
2,3-GSTM1 (215bp) B-globin (110bp); 4-B-globin (110bp); 5-GSTT1 (480bp) -
globin (110bp).

B-globin GSTM1 GSTT1
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L B— I | — -
Em” ; _\\ f-{\q
N A
§ af AN N L TN
(=} GMJ - ¥ Q\ | |
I?IEII.I!?BIIIEEIIJ_I_-HIIIB‘IIII%:IIEI-I_BID‘I_52| IB:-II

Tamperature(T)

Slika 27. Genotipizacija GSTM1 i GSTT1 polimorfizarprimenom real-time PCR i

analizom krive topljenja
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5. DISKUSIJA

5.1. Uticaj faktora rizika iz anamneze na oksidatini stres

Ateroskleroza je multifaktorsko oboljenje i moldduna etiologija njenog
nastanka obuhvata interakciju velikog broja gentaktora sredine. Veruje se da
hiperprodukcija reaktivnih vrsta kiseonika i/ili fgomne&en sistem antioksidativne zastite
igraju vaznu ulogu u patogenezi ateroskleroze. @itsini stres je i jedan od
mehanizam nastanka vaskularnih oboljenja koja\d@ja usled komplikacija diabetes
mellitus-a. PosSto je osetljivost na oksidativnestr genetiki odreiena, veoma je vazno

prowiti genettke polimorfizme koji uttu na rad i regulaciju antioksidativnog sistema.

Ideja ove studije bila je da se prdngpotencijalni geneatki markeri osetljivosti
na oksidativni stres patenjem kontrolne grupe, grupe ispitanika koji imagku od
klini¢kih manifestacija ateroskleroze i grupe ispitarkig imaju diabetes mellitus tip 2
i neku od Klinékih manifestacija ateroskleroze usled komplikadijabetesa. Ispitanici
obuhva&eni ovom studijom su iz svih regiona Srbije, pa emb réi da nasS uzorak

pokazuje geneatku strukturu populacije koja zivi na teritoriji r@agemlje.

Prema podacima iz anatite studije zdravstvenog stanja stanovniStva Seaje
period 1997-2007 godine, ukupno opterge boledu u Srbiji bilo je najvéim delom
uzrokovano ishemijskom bolesti srca tj. koronarndmolesti srca, koje je bilo
zastupljenije kod muskaraca i kod starije popudaéipstitut za javno zdravlje Srbije,
2008). Nasi rezultati pokazuju da je koronarna $toéeca najzastupljenija bolest doe
ispitanicima iz obe grupe obolelih (Slike 12 i 1i3jpvore u prilog ovoj studiji.

Prema istoj studiji, opteéenje cerebrovaskularnim bolestima u nasoj zemilji je
na drugom mestu na listi oboljenja. U naSoj studyiB su zastupljene sa 13,57% kod
DM+A, Sto ih svrstava na tfe mesto u ovoj grupi i sa 11,67% kod A ispitania, ih
svrstava na drugo mesto u ovoj grupi. Perifern&wasna bolest je zastupljena sa 15%
u grupi DM+A i sa 10% u grupi A (Slike 12 i 13). Meispitanicima u grupi sa nekom
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od Klinickih manifestacija ateroskleroze ukupno 13,33% buokes imalo je

polivaskularnu arterijsku bolest (kombinaciju okiumg oboljenja véeg broja arterija
u cijoj osnovi je aterosklerotski proces), Sto nijeo Blwaj u grupi ispitanika sa
aterosklerozom i dijabetesom.

Oksidativni stres je pofan u prisustvu faktora rizika za nastanak
kardiovaskularnih oboljenja kao Sto su hipertenzijaerlipidemija i DM. Poréenjem
grupa obolelih i kontrolne grupe dobijeni rezultabkazuju da postoji statiski
zn&ajna razlika u &estalostima pojave hipertenzije, hiperlipidemijepozitivne
poroditne istorije KVB. Ovi rezultati ne iznedaju jer je odabir kontrola bio takav da
Ispitanici iz ove grupe nemaju ni jedan od ovihta& rizika. Poréenjem i analizom
dve grupe obolelih vidimo da je hipertenzija ne&&a kod A grupe, a hiperlipidemija
nosi 1,6 puta w@ rizik za nastanak kardiovaskularnin komplikackad T2DM u
odnosu na grupu A. Ove vrednosti nisu stafstznatajne. Pozitivha porodna istorija
KVB nosi 1,92 puta v@ rizik za razvoj DM+A u odnosu na A, a vrednossjatisteki

zn&ajna.

Arterijska hipertenzija predstavlja vade faktor rizika za nastanak
kardiovaskularnih bolesti i u ispitivanim grupamsugljena je sa 88,57% (DM+A)
odnosno sa 90% (A). Kod pacijenata sa hipertenzijang Il, glavni produkt renin-
angiotenzin sistema, je poviSen. Ang Il se vezigereceptore na povrsini glatkih
miSi¢nih celija i aktivira fosfolipazu C Sto dovodi do paame koncentracije
unutacelijskog kalcijuma i kontrakcije mi& u krvnim sudovima (Chobanian i Dzau,
1996), povéane sinteze proteina i hipertrofije glatkin nigh celija (Gibons i sar.,
1992), pojéane inflamacije i oksidacije LDL partikula usled j@@ane produkcije
reaktivnih vrsta kiseonika u plazmi (Lacy i sar998; Swei i sar., 1997). Ovi procesi
dovode do smanjenja azot-oksida (NO) u endotetio, jece vazokonstrikcije. Takie,
usled poviSene koncentracije glukoze i masnih kiaekod diabetesa, poseva se
koncentracija unutéelijskog kalcijuma aktivacijom protein kinaze C $taodi inhibiciji
eNOS i smanjenoj koncentraciji NO. Hipertenzijaipdrlipidemija imaju isti uticaj na
pojavu koronarne bolesti kod bolesnika sa DM, k&od bolesnika bez DM. Pa ipak,
svaki pojedinani faktor rizika ili njihova kombinacija izazivajte&e i ve&ée promene
na kardiovaskularnom sistemu kod dijabata nego kod bolesnika koji ne boluju od

dijabetesa.
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Hiperlipidemija je zastupljenija u grupi obolelita diabetes mellitus tip 2
(86,43%) u odnosu na ispitanike bez diabetesa (&8o)e @ekivano s obzirom da je
hiperlipidemija sa poviSenim nivoom trigliceridasmanjenim vrednostima HDL-a
karakteristika dijabetesne dislipidemije. Oksidatigtres indukovan hiperglikemijom
moze nastati putem raglih mehanizama: glikozilacijom proteina i lipidaktivacijom
protein kinaze C, indukcijom &enja citokina i propagacijom inflamatornih procesa.
Ovi procesi utiu na disfunkciju i vaskularnibelija i endotela krvnih sudova dovdile
do nastanka dugotrajnih mikrovaskulanih i makrouésinih komplikacija kod
dijabetcara, insulinske rezistencije i disfunkcijecelija, a sve to je pt@no visokim
koncentracijama reaktivnih vrsta kiseonika i smaoja antioksidativnhom zasStitom
(Baynes i Thorpe, 1999; kaneto i sar., 2010; Elilisar., 1992; Wellen i Hotamisligil,
2005).

Kod naSih ispitanika pozitivna pord@tdia anamneza na KVB je daleko
zastupljenija kod obolelih od diabetesa i kardidudarnih oboljenja wijoj osnovi je
ateroskleroza (64,29%) nego kod bolesnika bez tkabe(48,33%). U anamnezi nisu
uzimani podaci o istoriji T2DM u porodicama obadteliS obzirom da se u ovoj grupi
ispitanika javlja veéi broj osoba sa pozitivnom por@gdiom istorijom za
kardiovaskularne bolesti u odnosu na grupu A, atqg8 diabetes udruzen sa
poveanim oksidativnim stresom, mozemodireda nasSi ispitanici imaju powanu

osetljivost na oksidativni stres koja je mozda edsé.

lako se faktori rizika za nastanak KVB mogu jawtisvim uzrastima, ova
oboljenja su znatnge&a nakon Sezdesetih godina Zivota. Polovina 0sobB28aM,
naraito starijin, nema postavljenu dijagnozu i ne zaaszoju bolest. Bolest se otkriva
relativno kasno, kada su &@risutne brojne kardiovaskularne komplikacije (iog za
javno zdravlje Srbije, 2011). Pacijenti sa ranomeypemenom) aterosklerozom (rila
od 50 godina) n&p&e imaju 4 ili 5 faktora rizika za razvoj aterosklee i ovo
oboljenje je najeXe povezano sa pusenjem, hiperlipidemijom, pa@imain istorijom
ateroskleroznih oboljenja i muskim polom (Radakn. s2012). Kod obolelih od bolesti
koronarne arterije, DM je manje zfagan faktor rizika kod prevremene ateroskleroze,
dok je zn&ajniji faktor rizika kod starijih sa KBS (Radak ars, 2012). Kod Zena, rizik
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za razvoj KVB je progresivan posle menopauze Steej@vatno posledica smanjenog

lu¢enja estrogenih hormona.

5.2. Uticaj genetékih faktora na oksidativni stres

5.2.1. ApoE 112/158 polimorfizam kao faktor rizikaosetljivosti na oksidativni stres

Pokazano je da apoE moze uticati na mnoge biolgskeese zahvaljugi
svojim antioksidativnim i antiinflamatornim osobma. lako je apoE gen jedan od
najvise prodavanih, kontradiktorni rezultati nisu rasvetlitiegpvu stvarnu ulogu u
patogenzi mnogih bolesti.

Nasi rezultati pokazuju da odnogegtalosti alel&3> 4> g2, Sto je u skladu sa
prosé&nim svetskim i evropskim daestalostima (Singh i sar., 2006), kao i rezultatima
studija sprovedenih u nasoj populaciji (Stankawsar., 2004; Topic i sar., 2007; Djan i
sar., 2011). Westalost alela4 u kontrolnoj grupi u nasoj studiji (18%) je mnogata u
odnosu na dosadasnje rezultate sa ovih prostosak&tc i sar., 2004; Topic i sar.,
2007; Djan i sar., 2011). Populacije u kojima sdjgapovisen nivo ukupnog i LDL
holesterola u plazmi i koje imaju viSu incidencursrod KBS, Sto je sléaj sa naSom
populacijom, imaju véu westalost alelad (Schiele i sar., 2000).

Alel ¢4 je povezan sa pot@nim rizikom od nastanka infarkt miokarda,
hipertenzije, bolest koronarne arterije, ishemijbkéesti srca i mozga, dok je alelf
pripisana protektivna uloga (Eichner i sar., 2088pop i sar., 2010; Stankdvi sar.,
2004). Nasi rezultati pokazuju da je aléInajzastupljeniji u grupi A, dok suestalosti
u kontrolnoj i DM+A grupi podjednake. ddstaloste4 u grupi A se podudara sa
ucestalogu ovog alela u grupi mladih bolesnika sa koronarrmie®u srca u srpskoj

populaciji (Djan i sar., 2011). lako ne postojitstiacki znaajna razlika u &estalostima
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alela i genotipova apoE 112/158 polimorfizmadmdspitivanim grupama u nasoj
studiji, ipak se moze videti da aled ne nosi rizik za razvoj klinkih manifestacija
ateroskleroze kod obolelih od T2DM, ali nosi za o&0% ve&i rizik za razvoj
ateroskleroze kod osoba bez T2DM. KFergem grupa obolelih, vidi se da ovaj alel
poveava rizik za pojavu A. Nosioci alek? imaju neznatno maniji rizik od DM+A u
poreienju sa kontrolnom grupom i grupom A.

Stankowvé i saradnici (2004) su analizirali ulogu apoE pdanfizama u nastanku
ishemijske bolesti mozga kod 65 obolelih i 330 koimih subjekata i dosli do zakijlka
da su polimorfizmi apoE povezani sa nastankom amgljenja i da alet4 nosi rizik
od bolesti, a da alel2 ima protektivan efekat Djan i saradnici (2011)analizirali
obolele od koronarne bolesti srca ddaod 45 godina i dobili da postoji statéii
zna&ajna razlika u testalosti alela4 i genotipa3/e4 izmeiu obolelih i kontrola.

U naSoj studiji, sve tri ispitivane grupe imaju vetu zastupljenost genotipa
€3/e3, a najmanju zastupljenost genotigZle2, Sto odgovara pro&gim svetskim i
evropskim gestalostima (Singh i sar., 2006).

U studiji sa pacijentima obolelim od DM tip 2 pokan je dae4 nosi povéan
rizik za aterosklerozu karotida u ranim fazamah#ija (Johansson i sar., 1988) dok je
josS jedna studija pokazala da 112/158 polimorfizamoE ne utie na razvoj
ateroskleroze kod dijabééra, ali da utie na lipidni profil pacijenata (Camsari i sar.,
2005). Guz i saradnici (2000) su pokazali da iagoEa polimorfizmi utéu na nivo
ukupnog holesterola i LDL-holesterola u krvi ispitea, nisu asocirani sa nastankom
ateroskleroze. Vaisi-Raygani i saradnici su, aoalizpacijenata sa bol@s koronarne
arterije sa i bez dijabetesa, utvrdili d2 i €4 poveavaju rizik za nastanak ovog
oboljenja, naréito kod oboelih od DM tip 2, ali da jeda asocijacijae4 alela (Vaisi-
Raygani i sar., 2007), a studija Al-Majed i sar&dn{2011) pokazuje da lb# mogao
biti povezan sa ishemijskom bolesti srca kod os@biabez dijabetesa tip 2.

Molekularni mehanizam antioksidativnhog kapacitgiatanije razjasnjen. Peptid
odgovoran za inhibiciju oksidacije LDL partikula f@gat pozitivno naelektrisanim
amino kiselinama i verovatno svojim naelektrisanjeeutraliSe slobodne radikale
(Pham i sar., 2005). Apolipoprotein E ima 10% arginu svom molekulu i moze biti
efikasan u neutralizaciji oksidativnog stresa.dMtém, apoE4 izoforme se bolje vezuju

za lipoproteine bogate trigliceridima i bolje sezupi za LDL-R, pa je njihov unos u
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¢elije veii. U jednom trenutku dolazi do nishodne regulacgeeptora i koncentracija
LDL partikula se povéava u cirkulaciji i postaju podlozni hemijskoj mokaciji
(Davignon i sar., 1988; Mahley i sar., 2009). TozZmditi razlog Stoe4 iskazuje
povean rizik za razvoj klinikih manifestacija ateroskleroze. ApoE se moze vezat
4-hidroksinonenal (4-HNE), koji je produkt oksidatog oStéenja lipida, i na taj nan
vrSiti detoksikaciju. Ista grupa je utvrdila i da pntioksidativna/detoks efikasnost
opadajéa idwi od E2 ka E4 apoE2>apoE3>apoE4 (Pedersen i $#0Q)2Studija je
ukazala je da je potreban dodatan izvor oksidag\stoesa da bi se iskazao uticaj apoE

genotipova na oksidativni status (Talmud i sarQ3)0

5.2.2. Ponl polimorfizmi kao faktori rizika osetljivosti na oksidativni stres

Pokazano je da PON1 poseduje antioksidativne osobida moze spidi
nastanak i razvoj ateroskleroze tako Sto Stiti LIADL partikule (Aviram i sar., 1998)

i makrofage (Aviram i Rosenblat, 2004) od oksidativmodifikacije i umanjuje
aterogenezu u aterosklekwtim lezijama (Aviram i sar., 2000). Kao laktonaPHN1
hidrolizuje lipidne perokside i spfava njihovu akumulaciju u LDL i HDL partikulama
in vivo i in vitro (Aviram i sar., 2000). Taki®, PON1 odrzava integritet HDL partikula

i odgovoran je za njihove antioxidativne i antiamflatorne efekte. Osobe sa poviSenom
koncentracijom HDL-a i nizom koncentracijom PON1 serumu su podloznije
aterosklerozi i bolesti &ane arterije u odnosu na osobe koje imaju nizi tL ali

viSi nivo PON1 u serumu (Navab i sar., 1997). Malakna osnova aktivnosti enzima
lezi u tri polimorfizma ispitivana u ovoj studiji.

U naSoj populaciji najzastupljenji su aleli Q19255.1 C(-107), Sto je u
saglasnosti sa cestalostima u najéem delu evropskih populacija 1 populacija
evropskog porekla (Aynacioglu i sar., 1999; Leusai., 2001; Clarimon i sar., 2004;
O'Leary i sar., 2005; Sardo i sar., 2005; Parea.; 2007; Grdi i sar., 2008).

Rezultati pokazuju da postoji statéli znatajna razlika u distribuciji alela i

genotipova Q192R polimorfizma izae DM+A i K i DM+A i A grupa, dok statistika
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zn&ajnost ne postoji kada su u pitanju druga dva pmfiioma. Rezultati nekih studija

potkrepljuju (Wang i sar., 2012; Ergun i sar., 20Elekac i sar., 2008; Hofer i sar.,
2006; Murata i sar., 2004; Deakin i sar., 2002k dezultati drugih studija (Gupta i sar.,
2012; Bayrak i sar., 2001; Antikainen i sar., 198i6; sar., 2005; Zhang i sar., 2003) ne
idu u prilog vezi izméu ova tri polimorfizma i aterogeneze i kod oboleditht T2DM i

kod onih bez.

Mozemo réi da su alel R, kao i genotipovi QR i RR faktozika za razvoj
kardiovaskularnih komplikacija kod dijab&tra sa T2DM Sto je u saglasnosti sa
rezultatima skinih studija (Altuner i sar., 2011; Murata i sarQ02). Takde, rezultati
ove studije pokazuju da Q192R polimorfizam nijetdakrizika za razvoj klinikih
manifestacija ateroskleroze, Sto je u saglasnasstsdijama Bayraka (Bayrak i sar.,
2001) i Antikainen (Antikainen i sar., 1996).

Pozicija 192 u enzimu, pored toga Sto se nalazklops aktivhog mesta,
ukljucena je i u vezivanje za HDL partikule (nalazi ssklopu H2 heliksa). lako je
ranije R izoforma enzima dodena u vezu sa pot@nim rizikom od oksidativnog
stresa i razvoja kligkih manifestacija ateroskleroze (posebno korondwlesti srca),
(Mackness i sar., 1993; Aviram i sar., 1998; Avirasar., 2000), neki smatraju da Q
alozim ima manji afinitet za vezivanje u odnosurRhalozim i nestabilnija je forma sa
manjom lipolaktonaznom aktivn@$ (Gaidukov i sar., 2006; Bhattacharyya i sar.,
2008), pa samim tim i smanjenim antiaterogenim kapwm. Melutim, postoji
mogunost da je R alozim manje efikasan u prevencijinakdacije lipidnih peroksida u
LDL partikulama. Jedni autori su ukazali na mégast da PON1 R i Q alozimi mogu
imat afinitete prema razitim substratima, tj produktima oksidacije tokom Q%viram
I sar., 1998). Kotur-Stevuljett i saradnici (2008) su pokazali da je QQ fenotgrupi
obolelih sa koronarnom bolesti srca bez DM u naipulaciji povezan sa niskim
nivoom oksidativhog stresa i da ima bolju antioksivhu zastitu za razliku od RR
fenotipa.

L55M polimorfizam, koji je lociran na N-terminusuOR1 ima ulogu u
vezivanju enzima za HDL, pa raste izoforme imaju raztite afinitete vezivanja za
HDL (Gaidukov i sar., 2006; Leviev i sar., 2001)elAL i genotip LL su asocirani sa

poviSenim nivoom enzima, pa na taj¢imase mogu dovesti u vezu sa boljom
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antioksidativnom zastitom (Gaidukov i sar., 200@ekc i sar., 2008), dok je M
izofoma enzima (MM genotip) nestabilnija forma idbaznija proteolizi (Leviev i sar.,
2001). U naSoj studiji, destalost alela L je najzastupljenija u kontrolnaojm, dok je

alel M westaliji u grupama obolelih, iako bez statisé zn&ajnosti.

buri¢ i saradnici su analiziraligestalosti polimorfizma L55M kod obolelih od
Parkinsonove bolesti, joS jedne u nizu bolesti lsgadovodi u vezu sa OS, u srpskoj
populaciji i dobijeni rezultati idu u prilog tomeage MM genotip faktor rizik za razvoj
ovog oboljenja Buri¢ i sar., 2007). U nekim studijama pokazana je §sc@ ovog
genotipa sa DM i aterosklerozom (Wang i sar., 2@rgun i sar., 2011; Fleka sar.,
2008), a sto sed naSe populacije, evidentno je da je alel ddstaliji kod obolelih u

odnosu na kontrole u obe studije, ali u nasoj gtreftultati nisu statistki znatajni.

Polimorfizam C(-107)T u regulatorskom delucetina ekspresiju gena pa samim
tim i na nivo proteina. Alel C jedestaliji u odnosu na alel T u obe grupe obolelih,
naraito u grupa A, u odnosu na kontrolnu grupucestalost alela T je ¢a u
kontrolnoj grupi u odnosu na DM+A i A. Sa&estalogu od 53% u kontrolnoj grupi,
ucestalost alela T se podudara gastalodu ovog alela u Spanskoj populaciji (Parra i
sar., 2007), koja ima najée westalost alela T (54%) u dosadasnjim ispitivanjimaa

evropskom kontinentu.

lako nema statistki znafajne razlike u testalostima alela i genotipova ovog
polimorfizma méu grupama, logistkom regresionom analizom je ufeno da alel T i
genotipovi CT i TT nose smanjene rizike od nastasféivanih oboljenja (Tabele 17,
18 i 19). Protektivni efekat T alela u grupi A sespbno vidi pordenjem dve grupe
obolelih gde ispitanici iz grupe DM+A ispoljavajloyecan rizik za razvoj oboljenja
(Tabela 19). Ovi rezultati su kontradiktorni u odoona funkciju alela T: -107T
varijanta je povezana sa smanjenom ekspresijommenger je naruSseno mesto
vezivanja Spl u promotorskom regionu (Deakin i,s2003; Roset i sar., 2007), a
samim tim je smanjencinak enzima. U naSoj populaciji, genotip TT, kamanjuje
ekspresiju gena, nije faktor rizika za nastanak @va oboljenja dijoj osnovi je OS, za
razliku od rezultata James-a (James i sar., 200§) ski analizirali C(-107)T kod
obolelih od dijabetesa tip 2 sa i bez ishemijskastesti srca i dobili da je TT faktor
rizika za nastanak vaskularnih komplikacija kod {3&mes i sar., 2000) i Leviev-a
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(Leviev i sar., 2001) koji su analizirali ovaj polorfizam kod obolelih od bolesti
koronarne arterije i dobili iste rezultate (Leviesar., 2001).

U in vitro studijama pokazano je da se PON1 lakakiivira endogenim i
egzogenim oksidantima (Costa i sar., 2010). Aktsin®ON1 je smanjena kod
dijabetiara i smanjuje se sa trajanjem DM, nezavisno ootgen (Boemi i sar., 2001;
Letellier i sar., 2002; Juretic i sar., 2006). Qgoserovatno povezano gajenicom da
u stanju OS zn@mjna koltina PON1 je disocirana sa HDL i slobodni PON1 nemaj
mogunost da zastite od lipidne peroksidacije. Do dismge sa HDL verovatno dolazi
usled hemijske modifikacije —oksidacije i/ili gligge ovih partikula u uslovima
hiperglikemije. Glukoza inaktivira i PONL1 i glikomaprotein ima smanjenu aktivnost
(Mastorikou i sar., 2008). Takav HDL kod obolelihd odijabetesa tip 2 je
disfunkcionalan u metabolisanju produkata LDL-oksife Sto vodi powvEanoj

koncentraciji ox-LDL u cirkulaciji i disfunkciji etiotela (Mastorikou i sar., 2008).

Aktivnost PON1, za koju se smatra da je bolji p@kel rizika za razvoj KVB
nego sam genotip, je primer interakcije genotiparedine. Mdu ljudima postoji
varijacija u aktivnosti enzima koja je i 40-ostrukaideo polimorfizama u ovoj varijaciji

je veii od 60% za vénu ispitanih populacija (Costa i sar., 2010).

5.2.3. GSTP1 llel05Val, GSTM1*0 i GSTT1*0 polimornzmi kao faktori rizika

osetljivosti na oksidativni stres

Poznato je da geneki faktori mogu imati vaznu ulogu u patogenezi bgéesa i
da ¢e osobe koje su gen&ti podloznije verovatno razviti bolest kada su ¥doe
endogenim i egzogenim faktorim rizika, izéweostalog i oksidativnom stresu. GST-
aze, kao antioksidativni enzimi, predstavljaju dryginiju odbrane” koja neutralizuje
produkte lipidne peroksidacije (Sharma i sar., 30Q7uslovima T2DM, OS je povisen
a antioksidativna odbrana je naruSena i podaci gou@rilog tome da je ovakvo stanje
izraZenije kada su prisutne komplikacije bolestdBa i sar., 2003Y0dsustvo gena ili

polimorfizmi koji dovode do smanjene aktivnosti ubstratne specifnosti GST-aza
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verovatno mogu uticati na rizik od razvoja kardiskaarnih oboljenja. Podaci iz
literature su kontradiktorni po pitanju uloge patirfizama ispitivanih u ovom radu na
osetljivost na oksidativni stres i pojavu aterosbde i njenih klintkih manifestacija
(Tamer i sar., 2004; Wilson i sar., 2000; Palmsai., 2003; Bid i sar., 2010; Amer i
sar., 2012; Gondul i sar., 2012; Kariz i sar., 20B@amprasath i sar., 2011; Santl Letonja
I sar., 2012; Suvakov i sar., 2012).

Zbog svojih enzimatskih i neenzimatskih viSestinukiloga varijacije, u
ekspresiji i aktivnosti GSTP1 su povezivane sakirlibrojem bolesti koje se javljaju
kod ljudi. Prema rezultatima dobijenim u nasoj studiji, netagisticki znatajne razlike
u distribuciji alela i genotipova izda DM+A i K i izmedu A i K. Logisticka
regresiona analiza podataka je pokazala da alel Yahotipovi lle/Val i Val/Val nose
smanjene rizike za oboljevanje od kéikih manifestacija ateroskleroze u obe grupe
obolelih u odnosu na kontrolnu grupu. lako nemaistigke zn&ajnosti, dobijene
vrednosti su joj se priblizile. She rezultate zapazamo u studijama na obolelima od

reumatoidnog artritisa (Mattey i sar., 1999) i astffaryer i sar., 2000).

Ucestalost alela i genotipova llel05Val u GSTP1 mahatgovara
ucestalostima ovih alela u kavkaskim populacijamat@iai sar., 1998; Costa i Eaton,
2000) mada je alel Val malatestaliji u nasoj studiji (38,5% u odnosu na 11-34%)
Takaie, nasi rezultati mahom potiuju rezultate ranijih studija u srpskoj populacig
lle105Val polimorfizam nije faktor rizika za razvdPDM kod pankreasnih bolesti niti
kod pacijenata na hemodijalizi e kojima se nalaze i oni sa diabetesnom
nefropatijom (Nikol¢ i sar., 2011; Suvakov i sar., 2012)

Pored svoje enzimske uloge u fazi Il detoksifikaciGSTP1 &testvuje u
regulaciji signalnog puta stresa i Stiielije od apoptoze zahvalju svojoj
nekatalittkoj, ligand-vezujdoj aktivnosti (Holley i sar., 2007). Pri niskim mivna
reaktivnih vrsta kiseonika, GSTP1 je aktivan i imagu inhibitora JNK (Adler i sar.,
1999). U uslovima oksidativhog stresa, GSTP1 diso@ GSTP1-JNK kompleksa i
inaktivira se, ali se zato aktivira JNK i signalpiit stresa, povava proliferacija i
redukuje apoptoza (Ruscoe i sar.,, 2001). TakoOS dovodi do aktivacije
transkripcionih faktora koji indukuju ekspresijungemeiu kojima je iGSTP1(Xia i

sar., 1996), pa se nivo proteina péea u uslovima OSIn vitro studija ekspresije
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cDNK je ukazala da je 105Val varijanta varijantasgganjenom enzimskom aktivrios
(Ali-Osman i sar., 1997), ali geni da je aktivnost enzima supstratno i tkivno u§kna
(Holley i sar., 2007). Takie, identifikovano je vise od 35 SNP-ova u GSTPlvegki
a veina njih nije joS okarakterisana (Moyer i sar., 800Moguwe da neke druge
promene u genu Wil na njegovu aktivnost i ekspresiju, pa je u kimdsti potrebno
Ispitati i njihovu povezanost sa oboljenjima

Ucestalost nultihgenotipova GSTM1 i GSTT1 gena u naSem radu je u
saglasnosti sa rezultatima za kavkaske populaggeeg 30-50% za GSTM1 i 15-30%
za GSTT1) (Bell i sar., 1993; Pemble i sar., 199dada je testalost GSTM1 58%, a
GSTT1 32% u grupi A. U naSoj populacijtaestalost M1*0 je oko 48%, aestalost
T1*0 je oko 28% za zdravu populacij€dri¢ i sar., 2010:Pordevi¢ i sar., 2010;
Suvakov i sar., 2012), dok je u naSoj studijestalost M1*0 41%, a T1*0 17% za
kontrolnu grupu. Westalost M1*0 i T1*0 kod obolelih od karcinoma bebnog
parenhima u na3oj populaciji je 60,5% i 27,6061(¢ i sar., 2010) i M1*0 jeste faktor
rizika za razvoj ovog oboljenja. Kod muskaraca kofih je utviden sterilitet destalost
od 56% je za M1*0 i 38% za T1*0, a kombinovana dgdeova dva gena predstavlja
povean rizik za oboljenje, mada bez statisti zn&ajnosti Pordevic i sar., 2010). Kod
pacijenata na hemodijalizi ide kojima se nalaze i oni sa diabetesnom nefropatijo
(Suvakov i sar., 2012)cestalost M1*0 je 59,8%, a T1*0 33,7%, i pokazanalgeje
M1*0 faktor rizika za povéani OS kod obolelih analiziranih u ovoj studijicéstalost
M1*0 u DM+A grupi je 58%, a T1*0 je 32%, Sto odgoaacrestalostima kod obolelih u
prethodno navedenim studijama. d&dém, westalost M1*0 u grupi A je 49%, a T1*0
je 19% Sto je mnogo manje u odnosu na rezultatgilrastudija. U nasSoj studiji
nedostatak M1 i T1 gena predstavlju faktor rizikarmstanak ateroskleroze koja nije
komplikacija DM-a. Kombinovana delecija oba genstgefaktor rizika za obe grupe

obolelih.

U analizi rezultata za GSTM1*0 i GSTT1*0 pokazale da su intervali
poverenja (95%CI) oko procenjenog Kolika verovatnéa (OR) Siroki za
kombinovanu deleciju oba gena u obe grupe ispitapik je potrebno sprovesti studiju

sa veéim brojem obolelih.
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Nekoliko studija je pokazalo da je kombinovana digdeoba gena faktor rizika
za dijabetes (Hori i sar., 2007; Amer i sar., 20Ramprasath i sar., 2011). Neke studije
su pokazale da M1*0 moZe ukazati na podloZznosbeigsu (Yalin i sar., 2007; Bid i
sar., 2010), a neke da T1*0 predstavlja faktoikaziWang i sar., 2006). Pokazana je
jasna povezanost izre M1*0 genotipa i komplikacija dijabetesa poputraskleroze
(Santl Letonja i sar., 2012) i nefropatije (Dattaar., 2010), a Doney i kolege su
pokazale da je T1 nulti genotip asociran sa praramorbiditetom i mortalitetom kod
osoba sa T2DM (Doney i sar., 2005). Analizom atenog plaka u tunica media aorte
kod obolelih od aterosklerozeden je veliki broj razBitih promena na nivou molekula
DNK koje su skne leziiama koje nastaju kao posledica delovanjgdagana, a
pokazano je i da polimorfizmi gena kogastvuju u metabolizmu ksenobiotikadutina

nivo ovih lezija (De Flora i sar., 1996).

Nivo ekspresije GST-aza je bitan faktor u @ivanju osetljivosticelija na Siroki
spektar toksinih hemikalija. GST-aze su visoko eksprimirani emzisa slozenom
razliciti. Ovi enzimi imaju viSe vezujih mesta za ksenobiotike ali mogu vezati i druge
molekule-ligande. Ligandi se mogu vezati i u udaijijma izmeéu dve subjedinice
enzima ili za H-mesto ili za G-mesto, mada, nijgkoeda se produkti reakcije
konjugacije vezu istovremeno za oba mesta i inakfiv enzim. Ohino enzim nije
aktivan kada veze ligand. Ovo vezivanje je irev@hao i poznato je pod nazivom
,samoubila&ki“ protektivni mehanizamCesto su konjugati poreklom od nus proizvoda
oksidativne modifikacije lipida, DNK i proteina kbju velikim koli¢inama ima u

stanjima visokog oksidativnog stresa.

Verovatno je mehanizam delovanja ispitivanih polifizama razltit medu
nasim ispitivanim grupama. Taé®e, pri obradi rezultata, uzeli smo u obzir sve ikke
manifestacije ateroskleroze, nismo radili analizeétumpojedin&nim grupama (npr za
IM, za CVD), Sto mozda ute na dobijene rezultate. N osnovu podataka izalitee,
vidi se postojanje etéke ili populaciono-speciéne osetljivosti na razvoj ateroskleroze
kada su u pitanju ispitivani polimorfizmi P1, TMil gena, ali evidentna je i razlika u
dobijenim rezultatima usled raalih veli¢ina grupa ispitivanih pacijenata. Primena

kontrola baziranih na porodicama (npr. test nerteZ® transmisije, engransmission
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Disequilibrium TesfTDT) i/ili koriS¢enje metode koja je usmerena na pronalazenje
zajednékih alela kod aficiranih osoba, tj regiona genorog &u ,identeni po poreklu®
(eng.ldentical By DescenrfBD) kod aficiranih parova bt i sestara bi mogli pokazati

da li odreieni alel na neki nan uc¢estvuje u nastanku bolesti.
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6. ZAKLJU CCI

Na osnovu dobijenih rezultata, izvedeni su stedakljucci:

» Koronarna bolest srca je najzastupljenija Klai manifestacija ateroskleroze i
kod obolelih od T2DM i kod obolelih bez T2DM

» Hipertenzija, hiperlipidemija i pozitivha poraia istorija za kardiovaskularne
bolesti su faktori rizika za razvoj kardiovaskul&rkomplikacija ucijoj osnovi

je ateroskleroza.

* Izmeiu grupe pacijenata sa T2DM i grupom pacijenata Ti22M uccena je
statisttki znaajna razlika u &estalosti osoba sa pozitivnom poratm
istorijom kardiovaskularnih bolesti, pa postojal{¥B u porodici predstavlja

faktor rizika za razvoj ateroskleroze kod obolelhtipa 2 DM-a.

* Nije ucxtena statistki znaajna razlika u distribuciji alela i genotipova apoE
112/158 polimorfizma izm#u obolelih i kontrolne grupe, kao ni izdwe dve
grupe obolelih, pa se on ne moze smatrati géaetimarkerom rizika za razvoj
kardiovaskularnih oboljenjadijoj osnovi je ateroskleroza.

* Analiza polimorfizma Q192R gena za paraoksonazwMHapala je statistki
zn&ajnu razliku u destalosti alela i genotipova izde grupe pacijenata sa
T2DM i kontrolne grupe i izmi#u grupe pacijenata sa T2DM i grupe bez T2DM
(sa aterosklerozom). Logi&kia regresiona analiza je pokazala postojanje
zn&ajno poveéanog rizika za razvoj klidkin manifestacija ateroskleroze kod
dijabetiara koji nose R alel, pa se ovaj polimorfizam mstmtrati genetkim

markerom osetljivosti na oksidativni stres.
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Analiza polimorfizama L55M i C(-107)T gena za pdsanazu 1 nije pokazala
statistEki znatajnu razliku u destalostima alela i genotipova izéoeeispitivanih
grupa, pa se ovi polimorfizmi ne mogu smatrati da&in rizika za razvoj

kardiovaskularnih oboljenjadijoj osnovi je ateroskleroza.

Analiza polimorfizma llel05Val gena za glutationtr8asferazu P1 nije
pokazala statistki znafajnu razliku u destalostima alela i genotipova izde
ispitivanih grupa, i stoga ispitivani polimorfizamje faktor rizika za razvoj

kardiovaskularnih oboljenjadijoj osnovi je ateroskleroza.

Analiza delecionog polimorfizma gena za glutatiotréhsferazu M1 pokazala
je statistéki znatajnu razliku u destalosti nultitog genotipa izrde obolelih od
ateroskleroze i kontrolne grupe. Logika regresiona analiza je pokazala

povean rizik za razvoj ateroskleroze kod osoba satmalggenotipom GSTML1.

Analiza delecionog polimorfizma gena za glutatiotréhisferazu T1 pokazala je
statisttki znatajnu razliku wdestalosti nultitog genotipa izrde obolelih od
ateroskleroze bez DMT2 i kontrolne grupe. Logdlsdi regresiona analiza je
pokazala postojanje zé&no povéanije rizika za razvoj ateroskleroze kod osoba

sa nultitim genotipom.

Kombinovana analiza nultitih genotipova GSTM1 i G3Tgena pokazala je
statisttki znaajnu razliku u destalosti kombinovanih delecionih genotipova
izmedu obolelih i kontrolne grupe. Logigka regresiona analiza je pokazala da
osobe sa dvostrukim nultitim genotipom im&ak petnaest puta ¥erizik da
obole od ateroskleroze u odnosu na osobe sa pistagena. Kombinovana
deleciia GSTM1 i GSTT1 gena predstavlja gan genetki marker za

osetljivost na oksidativni stres.
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9. PRILOZI



IIpuior 1.

N3jasa o ayTopcTBYy

[Tornucanu-a UBana I'py6uma

6poj yrmuca GC060072

WzjaBmyjem
Jla je TOKTOpCKa JUCepTaLHja 1Mol HaCJIOBOM

I'eneTHukH MapKepH OKCHIATHBHOT cTpeca Ko 6oecHHKa ca MaHH(eCTHHM
aujaberecoM THNA 2 H ATEPOCKJIEPO3OM

®  pe3yJiTaT CONCTBEHOT HCTPAXKUBAYKOI paaa,

® Ja MNpeUloXKeHa IMCepTaLyja y LEeJHHH HU Y JeJIOBUMa HHUje Ouna mpeisiokeHa 3a
nobujame OWJIO KoOje JAMIZIOME TMpeMa CTYy[HjCKMM TIIporpaMHMa  JIpyrHxX
BHCOKOIIKOJICKHX YCTaHOBa,

® Jia Cy pe3yJITaTUu KOPEKTHO HABEAEHH U

® la HHUCAM KpIIHO/JIa ayTopcKa TNpaBa M KOPUCTHO HMHTEJEKTYalHy CBOjJUHY IPYIHX
JuLa.

IMoTnuc KokTOpanaa

V Beorpany, 21.02.2013 P \
[ 1PY &/\Lu@v
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ITpunor 2.

H3jaBa 0 HCTOBETHOCTH LITAMIIAHE U eJIEKTPOHCKE Bep3Hje
AOKTOPCKOTI paja

Hwme u npe3ume aytopa: MBana I'pyouma
bpoj ynuca: GC060072
Crynujcku nporpam: buonoruja, moayn Ieneruka

Hacnos pana: I'eneTHUKH MapKepH OKCHIATHBHOL cTpeca Ko 00JeCHHKA ca
ManHdecTHHM qHjabeTecoM THIA 2 H aTEPOCKIEPO30M

Menrop: npod ap Jenena Munamun, npo¢ ap Mapuna Cramenkosuh-Pagak

ITornucanu: UBana I'py6uma

U3jaBJbyjeM Jia je LITaMIaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia HCTOBETHA EJIEKTPOHCKO] BEP3UjH
KOojy cam mpejao/na 3a ofjaBibMBame Ha noprally J{MIHTAJHOr peno3MTOpHjymMa
Yuusepsutera y Beorpany.

Ho3eosbaBam na ce o6jaBe MOjH JIMUHH NOZIALIM Be3aHH 3a I00Hjarbe aKaJleMCKOT 3Bamba JIOKTOpa
HayKa, Kao LITO Cy MM€ M Npe3uMe, TOIMHa U MecTo poljersa U naTym oabpane paja.

OBy JMYHHM MOJALM MOTY ce 00jaBUTH Ha MPEXHHMM CTpaHHLaMa JWrHTalIHE OGMONHOTEKE, Yy
€JIEKTPOHCKOM KaTaJlory u y mybuiikanujama YHausepsurera y beorpany.

IMornuc noxkTopanaa

V Beorpany, 21.02.2013. \ |
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ITpunor 3.

N3jaBa o kopumhemy

Opnawmhyjem VYHuBepsurercky Oubnuorexy ,Cserozap Mapkosuh® npa y JlururanHu
peno3uTopujyM YHuBep3ureTa y beorpany yHece Mojy JOKTOPCKY AMCEPTALUjy O/ HACIOBOM:

I'eneTHYKH MapKepH OKCHAATHBHOI cTpeca KoJ 00JiecHHKA ca MaHH(eCTHHM
AujaberecoM THIA 2 H aTePOCKJIEPO30M

KOja je MOje ayTOpCKO JIeJIO.

Jucepranyjy ca CBUM TNpWIO3HUMa Mpejao/ia caM y eJIeKTPOHCKOM (opMmary TMOroJHOM 3a
TpPajHO apXUBHpaHE.

Mojy noKTOpcKy naucepTauujy HoXpambeHy y JIMrHTaaHW pPEeno3UTOpHjyM YHHBEp3HTETA Y
Beorpany Mory J1a KOpucTe CBH KOjH MOLITY]jy oapende caapikaHe y ogabpaHOM THILY JIMIEHLIE
KpeatusHe 3ajennuue (Creative Commons) 3a Kojy caM ce OTy4ro/a.

1. AyropcTBo
2. AyTOpcTBO - HEKOMEPLIHjaJIHO
@Ayropcmo — HeKoMeplHjaHo — 6e3 npepaje
4. AyTOpCcTBO — HEKOMEPLIHjaJIHO — ACJIUTH I10]] HICTHM YCJIIOBUMA
5. AytopcTtBo — 6e3 npepane
6. AyTOpCTBO — JEIMTH MO UCTHUM YCJIOBUMA

(MonuMo na 3a0KpysKUTE caMo jeJIHy OJ1 IeCT NOHYl)eHUX JIMIEeHIH, KpaTaK OIMKC JIMIEHIIH JaT
je Ha nonehuHU J1ucTa).

Hornuc fokropanaa

V¥ Beorpany, 21.02.2013. A
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1. AyropctBo - Jlo3BOJbaBaTe yMHOXKaBam-€, NUCTPUOYLIHjY M jaBHO CAaOMIITaBame Jeia, U
npepaje, ako Ce HaBele MMe ayTopa Ha HauMH ojpeljeH o cTpaHe ayTopa WM JaBaolia
JIMLIEHLIe, YaK 1 y komepLujanHe cepxe. OBo je Hajcio00iHUja 0] CBUX JIMLIEHIIH.

2. AytopcTBO — HekoMmepiMjasHO. Jlo3BoJbaBaTe YMHOKaBamwe, IUCTPHOYLMjY W jaBHO
CaolIITaBamwe 1ena, U Ipepajie, ako ce HaBe/ie UMe ayTopa Ha HauMH ofipeljeH of1 cTpaHe ayTopa
WM faBaona siieHue. OBa JIMIeHLa He 103B0JbaBa KOMEpLHjaiHy yroTpedy aena.

3. AyTtopcTBO - HeKoMepLHjaHo — 6e3 npepazne. J[o3BosbaBare yMHOKaBahe, JUCTPUOYIH]Y U
JaBHO caorIlTaBame Aena, 6e3 mpoMeHa, NpeobarKoBamka WK yrnotpede esia y CBOM Jey, ako
ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HauuH ojpeljeH o1 cTpaHe ayTopa WM AaBaona JjuieHie. Opa
JIMLEHLIa He J03B0JbaBa KOMepIHjaiHy ynoTpedy nena. Y 0JHOCY Ha CBe OcTalie JIMLIEHIIE, OBOM
JIMLIEHLIOM ce OorpaHuYaBa Hajeelin 06uM npaBa kopuihemwa aena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEPLIMjaJTHO — JAEIUTH 0] HICTHM yclioBuMa. J[03BoJbaBaTe YMHOKABAbE,

JMCTpuOYyLIMjy M jaBHO CaolllTaBame Jeja, U Npepaje, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha HauMH
oapeljeH oz cTpaHe ayTopa WM [aBaolia JMLEHLE U aKko ce rpepaja AMCTPUOyHpa roj HCTOM
WIM CIU4YHOM JHueHHoM. OBa JiMIEHLAa He [103BOJbaBa KOMEpLHMjaliHy YMoTpedy nena u
npepaja.

5. AyropctBo — 6e3 npepaze. Jlo3BojpaBaTe yMHOXKaBawbe, TUCTPHOYLIH]Y U jaBHO CAOIIIIITABAE
nena, 6e3 mpomeHa, npeoOnuKoBama WM yrnorpebe aena y CBOM Jiesly, ako Ce HaBejie MMe
ayTopa Ha HauMH ozpeljeH oJ cTpaHe ayTopa WM AaBaoua juneHue. OBa JIHLEHIa 103B0JhaBa
KOMeplLMjaiHy ynotpeby nena.

6. AyTOpCTBO - IENUTH TOJ UCTUM ycjoBuMa. J[03BoJbaBaTe YMHOXKaBame, TUCTPHOYLIH|Y M
JaBHO caomnuiTaBame Jiesia, U npepajie, ako ce HaBeje UMe ayTopa Ha HauuH ojpeljeH o1 cTpaHe
ayTopa WIM JaBaolla JIMLEHLE W aKo ce mnpepaaa AUCTpUOyHpa IMOJ HCTOM WM CIMYHOM
auueHuoM. OBa JMIEHLa 103BOJbaBa KOMepLHjaiHy ynotpeby nema u mpepana. Ciuuna je
co(TBEPCKUM JIHLIEHIIaMa, OJTHOCHO JIMIIEHI[aMa OTBOPEHOT KOoJa.
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