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Rezime: Balkanska endemska nefropatija (BEN), oblik hroni¢nog tubulointersticijskog
nefritisa, pogada stanovnistvo pojedinih endemskih sela u aluvijalnim dolinama uz pritoke
rijeke Dunav u Bosni i Hercegovini, Srbiji, Hrvatskoj, Bugarskoj i Rumuniji. Medu svim
karcinomom. Decenije intenzivnog istrazivanja etiologije BEN sugerisu se da je izlaganje
aristolohi¢noj kiselini (AA) pravi ,krivac”. Slozen Celijski metabolizam AA dovodi do
poremeéene redoks homeostaze i prekomjernog stvaranja reaktivnih vrsta kiseonika. Stavise,
prekomerni oksidativni stres kod pacijenata sa BEN moze biti povezan sa specificnim
antioksidativnim genetskim profilom. Vazno je ista¢i da polimorfizmi, kako delecioni tako i
po tipu zamjene jednog nukleotida, u genima koji kodiraju regulatorne i kataliticke
antioksidativne  proteine  rezultiraju  izmijenjenom  ekspresijom i/ili  oslabljenom
antioksidativnom aktivno$¢u ovih proteina. Stoga je cilj ovog istraZivanja bio da se analiziraju
pojedinacni, kombinovani i kumulativni efekti polimorfizama antioksidantnih gena (Nrf2
rs6721961, KEAP1 rs1048290, GSTP1AB rs1695, GSTP1CD rs1138272, GPX3 rs81771412 i
MDR1 rs1045642), kao i GSTP1ABCD haplotipovi sa rizikom za razvoj BEN i pridruzenog
karcinoma urotelnih ¢elija. Sprovedena je studija slu¢ajeva i kontrola u koju je bilo uklju¢eno
209 pacijenata sa dijagnozom BEN i 140 zdravih kontrola iz endemskih podrucja.
Genotipizacija je izvedena koris¢enjem Real Time-lancane reakcije polimeraze (RT-PCR) i
PCR metodom sa dva seta prajmera (PCR-CTTP). Rezultati su pokazali da pacijentkinje koje
nose oba varijanta alela GPX3*C rs8177412 i MDR1*T rs1045642 u kombinaciji pokazuju
znacajan rizik prema BEN (OR 1 = 3,34, 95% IP = 1,16-9,60, p = 0,022; OR2 =3,79, 95% IP
= 1.27-11.24, p = 0.016). Haplotip koji se sastoji od varijantnih alela (*G i *T) za oba
polimorfizma bio je povezan sa 1,6 puta pove¢anim rizikom za BEN, iako je statisticka
znadajnost izostala (OR = 1,64; 95% IP = 0,75-3,58; p = 0,210). Sto se ti¢e polimorfizma
GPX3 rs8177412, varijantni oblik gena, koji daje nizu ekspresiju, je povezan sa znacajnim

poveéanjem rizika od karcinoma gornjeg urotela. Nosioci varijantnih oblika genotipa



GPX3*TC*CC imali su osmostruko povecan rizik od razvoja urotelnih tumora povezanih sa
BEN (OR = 8,48, 95%IP = 3,60-19,30, p = 0,001). Nije bilo pojedina¢nog ili kombinovanog
uticaja na razvoj BEN i tumora povezanih sa BEN medu ostalim ispitivanim polimorfizmima.
1z ovog bi se moglo zakljuciti da polimorfizami gena ukljuceni u antioksidantnu odbranu imaju
ulogu u nastanku BEN 1 udruzenih tumora, $to ukazuje na znacajnu ulogu sistemskog
oksidativnog stresa i neadekvatne eliminacije krajnjih proizvoda metabolizma aristolohijske
kiseline kod Zena. Stoga, pacijente sa BEN koji nose varijantne oblike GPX3 i MDR1 genotipa
treba CeSc¢e pratiti u cilju ranijeg otkrivanja bolesti, i prepoznavanju pacijenata koji imaju veci

rizik za razvoj urotelnog tumora.
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Doctoral thesis: The association of regulatory and catalytic antioxidant gene polymorphisms
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Summary: Balkan endemic nephropathy (BEN), a form of chronic tubulointerstitial nephritis,
affects the population of certain endemic villages in the alluvial valleys of the Danube River
tributaries in Bosnia and Herzegovina, Serbia, Croatia, Bulgaria and Romania. Among other
characteristics of this disease, the most unusual hallmark is its strong association with upper
tract urothelial carcinoma. Decades of intensive research on BEN aetiology suggest that
exposure to aristolochic acid (AA) is the true "culprit". The complex cellular metabolism of
AA is leading to impaired redox homeostasis, and excessive generation of reactive oxygen
species. Moreover, excessive oxidative stress in BEN patients could be related to a specific
antioxidant genetic profile. It is important to point out that both deletions and single nucleotide
substitutions in genes encoding regulatory and catalytic antioxidant proteins result in altered
expression and/or impaired antioxidant activity of these proteins. Therefore, this study aimed
to assess the individual, combined and cumulative effects of antioxidant gene polymorphisms
(Nrf2 rs6721961, KEAP1 rs1048290, GSTP1AB rs1695, GSTP1CD rs1138272, GPX3
rs81771412 and MDR1 rs1045642) with the risk of BEN and BEN-associated urothelial cancer
development. Moreover, the effect of the GSTP1ABCD haplotype in terms of BEN and
urothelial tumors was evaluated. A case-control study was conducted in which 209 patients
diagnosed with BEN and 140 healthy controls from endemic areas were included. Genotyping
was performed using the Real-Time polymerase chain reaction (RT-PCR) and polymerase
chain reaction with confronting two-pair primers (PCR-CTTP). The results showed that female
patients carrying both variant alleles of GPX3*C rs8177412 and MDR1*T rs1045642 in
combination showed a significant risk of BEN (OR 1 = 3.34, 95% CI = 1.16-9.60, p = 0.022;
OR2 =3.79, 95% CI = 1.27-11.24, p = 0.016). In addition, the haplotype consisting of variant
alleles (*G and *T) for both polymorphisms was associated with a 1.6-fold increased risk of
BEN, although statistical significance was lacking (OR = 1.64; 95% CI = 0.75- 3.58; p =
0.210). Regarding the GPX3 rs8177412 polymorphism, we observed a significant association
of GPX3 rs8174412 polymorphism with the risk of urothelial carcinoma. Carriers of variant



forms of the GPX3*TC + CC genotype had an eightfold increased risk of developing urothelial
tumors associated with BEN (OR =8.48, 95%CI = 3.60-19.30, p = 0.001). There was no single
or combined association of other investigated polymorphisms with BEN and BEN-related
tumors. In conclusion, these results indicate a significant role of systemic oxidative stress and
inadequate elimination of end-products of aristolochic acid metabolism in women. It should be
emphasized that patients with BEN carrying variant forms of GPX3 and MDR1 genotypes
should be monitored more frequently for detecting the earlier stages of the disease, and
potentially recognize patients who have a higher risk of developing urothelial tumors.
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1. UvOD
1.1 BALKANSKA ENDEMSKA NEFROPATIJA

Balkanska endemska nefropatija (BEN), hroni¢na tubulointersticijska bolest bubrega koju
karakteriSe podmukao pocetak i postepena progresija do terminalne bubrezne slabosti, prvi put
opisana je prije viSe od pola vijeka [1,2]. Bolest pogada stanovnike u aluvijalnim dolinama
poljoprivrednih sela koja se nalaze uz pritoke rijeke Dunav u Bosni i Hercegovini, Hrvatskoj,
Makedoniji, Srbiji, Bugarskoj i Rumuniji (Slika 1) [3-6].
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Slika 1. Distribucija BEN u BiH, Hrvatskoj, Srbiji, Bugarskoj i Rumuniji

(https://en.wikipedia.org/wiki/Danubian_endemic_familial_nephropathy#/media/File:Balkan

_endemic_nephropathy _map.svg)

Najistaknutije karakteristike BEN su endemska priroda i porodi¢ni obrazac distribucije, dok
je geografska distribucija ostala iznenaduju¢e konstantna jo$ od prvih opisa ove bolesti 50-ih
godina proslog vijeka [7,8]. BEN se najcesce otkriva izmedu 40 i 60 godine, i ima dug period
latencije. Podjednako su pogodena oba pola, uz neznatnu prevlast Zena, a procjenjuje se da je
oko 100.000 pojedinaca u riziku, dok oko 25.000 ima bolest [3,5,9]. Ipak, tacan broj oboljelih
u Bosni i Hercegovini je nepoznat, a poslednjih se decenija ucestalost BEN procjenjuje na
osnovu podataka o broju osoba sa ovim oboljenjem koji su zapoceli lijeCenje hemodijalizama
(10). BEN je bolest, sa iznenadnim pocetkom, koja vodi ka terminalnom stadijumu bubrezne
bolesti. Najveéa oSteCenja zabiljezena su na nivou nefrona i proksimalnih tubula koja
posljedicno dovode do aminoacidurije i tubularne proteinurije. Klini¢ki simptomi, kao i

genetski i biohemijski markeri BEN su oskudni i nespecifi¢ni tako da bolest dugo ostaje
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neprepoznata. Kao jedan od tipi¢nih nalaza kod BEN predloZzeno je prisustvo [2-
mikroglobinurije, iako se ona moze pojaviti i kod zdravih rodaka oboljelih od BEN, kao i djece
iz porodica zahvacenih ovim oboljenjem (12,13). Nakon toga veliki broj proteina je ispitivan
u cilju otkrivanja tipi¢nog biohemijskog markera za BEN. Medutim, nijedan od ispitivanih
markera nije pokazao visoku specifi¢nost i senzitivnost. Predlozeno je da skup epidemioloskih,
klini¢kih i biohemijskih karakteristika zajedno sa specifiénim obrascem patoloskih promjena,
u odsustvo bilo koje druge bubrezne bolesti, budu veoma sugestivni kriterijumi za dijagnozu

BEN u pogodenim zemljama [8,9,13].

1.2 ETIOLOGUA

Decenijska istrazivanja iznjedrila su nekoliko hipoteza o etiologiji BEN, iako je danas
vecina tih teorija odbacéena [3,5-7,9,14-16]. S tim u vezi, istrazena je i uloga brojnih etioloskih
faktora. Medu njima najaktuelnije su bile tri teorije koje su ukljucivale sredinske faktore kao
uzrok ove bolesti: (1) hipoteza aristolohijske kiseline (engl. Aristolochic acid; AA), koja smatra
da bolest nastaje uslijed hroni¢ne intoksikacije aristolohijskom kiselinom (Slika 2), (2) hipoteza
0 ohratoksinu A, mikotoksinu za koga se dugo smatralo da uéestvuje u nastanku BEN, i (3)
hipoteza pliocenskog lignita, koja je predlagala da je uzrok bolesti dugotrajna izlozenost
policikli¢nim aromati¢nim ugljovodonicima i drugim toksi¢nim organskim jedinjenjima u vodi
za pice U blizini endemskih naselja [4,7]. Od svih pomenutih, jedna hipoteza o etiologiji BEN,
kojoj se danas poklanja najviSe paznje, se naroCito istakla. Naime, hroni¢no izlaganje
aristolohijskoj kiselini, odnosno toksinu koji proizvode biljke iz roda Aristolochia je
predloZeno kao uzro¢ni faktor endemske nefropatije na Balkanu. Terenska i1 eksperimentalna
istrazivanja u prethodnoj deceniji pruzila su ubjedljive dokaze koji idu u prilog AA, te je
ekspozicija ovoj kiselini definisana kao primarni uzro¢nik BEN, sa specificnom ulogom u
razvoja tumora povezanih sa BEN. Zaista, ekspozicija pacijenata sa BEN ovoj kiselini je do
sada dokumentovana u velikom broju studija [3,5,5,7,9,15,17,18].

1.2.1 Ekspozicija aristolohijskoj kiselini kao uzrok BEN

Aristolochia clematitis (Slika 2A), u zemljama Evropskog kontinenta poznatija kao Vucja
Sapa, pronadena je na lokalnim Zitnim poljima endemskih regiona, dok noviji dokazi sugerisu
da neki usjevi mogu bioakumulirati AA iz zemlje i vode [5]. Zapravo, prirodni ekstrakt ove

biljke glavni je krivac za toksi¢ne efekte, a sastoji se od strukturno srodnih nitrofenantren
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karboksilnih kiselina, medu kojima su aristolohijska kiselina I (engl. Aristolochic acid I; AA-
1) i aristolohijska kiselina 1l (engl. Aristolochic acid I; AA-1) glavne komponente [19] (Slika
2B).

e B
O O
OH <O OH
OCHs
Aristolochia clemetitis AA-I AA-I1

Slika 2. Aristolochia clematitis (A) i formule dvije najvaznije komponente AA (B),
aristolohijska kiselina I (AA-I) i aristolohijska kiselina Il (AA-11), prilagodeno prema Stiborova
etal., 2013. [8]

Preteca danasnjih saznanja su istrazivanja [vi¢ i saradnika koji su hipotezu o ukljucenosti
AA u etiologiju BEN-a predlozili davne 1967. godine [20], pretpostavljajuci da je unos brasna
kontaminiranog sjemenom biljaka iz roda Aristolochia stvarni uzrok BEN. Brojne in vivo
studije pruzile su dokaze o ukljuCenosti AA u etiologiju endemske nefropatije. Naime,
eksperimentalni misevi kojima je je davano sjeme AA razvili su ostecenje bubrega, koja su
patohistologki izuzetno li¢ila na histologke nalaze bubrega kod BEN pacijenata. Sta vise, u
pomenutoj studiji je potvrden i kancerogeni potencijal ove biljke zapazanjem da su pacovi na
mestu injekcije vodenog ekstrakta Aristolochia clematitis razvili tumore [20]. Premda su ovi
rezultati pruzili dosta uvjerljive dokaze o uklju¢enost AA u razvoj BEN, ova zapaZzanja
decenijama su ostala zanemarena. Spekulacije o ulozi AA u etiologiji endemske nefropatije

pocinju opet 90-ih godina proslog vijeka kada se na jednoj klinici u Briselu razvila nefropatija
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kod Zena koje su pile tablete za mrSavljenje sa kineskim biljem, slucajno, kontaminiranim
nefrotoksi¢énom AA [21,22]. Pored toga, o AA kao uzroku nefropatije svjedoci i slicnost BEN
sa oboljenjem bubrega poznatijm kao nefropatija kineskog ¢aja (engl. Chinese herb
nephropathy, CHN) (Slika 3). Naime, ne mali broj studija pokazao je da AA dovodi do bolesti
u Kini, veoma sli¢noj endemskoj nefropatiji na Balkanu [22-24]. U svojoj studiji De Broe je
na osnovu klinickih 1 patohistoloskih karakteristika obje bolesti dosao do zakljucka da
nefropatija kineskog ¢aja i endemska nefropatija ¢ine dva entiteta jedne Siroko rasprostaranjene
bolesti, kasnije definisane kao aristolohijska nefropatija (engl. Aristolochic acid nephropathy,
AAN) [24].

BALKANSKA ENDEMSKA ARISTOLOHIJSKA
NEFROPAFIJA NEFROPATIJA
PORODIENI NEMA
OBRAZAC PORODICNOG
DISTRIBUCIJE ETIOLOGIJA: OBRASCA
ARISTOLOHIJSKA KISELINA DISTRIBUCIJE
SPORA PROGRESIJA AA- DNK RAPIDNA
BOLESTI PROGRESIJA
(>20 GODINA) KONJUGATI BOLESTI
(>6 MJESECI DO 2
GODINE)

Slika 3. Sumirane slicnosti i razlike izmedu Balkanske endemske nefropatije i aristolohijske
nefropatije u pogledu epidemioloskih, klinickih i etioloskih karakteristika,; Pripremljeno u

www.biorender.com.

1.2.2 Uloga genetskih faktora u predispoziciji za nastanak BEN

Pored sredinskih faktora, u prvom redu AA, porodi¢ni obrazac distribucije BEN sugerise
multifaktorsku prirodu ove bolesti koja potencijalno ukljucuje genetsku predispoziciju
pojedinaca za razvoj BEN [25]. Hipoteza multifaktorijalne etiologije predvida da bi efekti
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genetskih faktora i faktora zivotne sredine u kombinaciji mogli da ucestvuju u etiopatogenezi
BEN. U studiji koja je sprovedena u Bugarskoj potvrden je porodi¢ni obrazac bolesti, koji
upucuje na ulogu genetskih faktora u etiologiji ove bolesti. Naime, u studiji koja je obuhvatala
4077 ispitanika i 417 porodica autori su zakljucili da su svi pacijenti sa BEN pripadali istim
porodicama [25]. Zanimljivo je, ¢ak, da su stanovnici iz neendemskih sela koji su bili ¢lanovi
BEN porodica &esé¢e obolijevali. Sta vise, rizik od razvoja BEN je bio mnogo veéi kod
prvostepenih nego drugostepenih i bio znatno slabiji kod daljih rodaka. U prilog vazne uloge
genetskih faktora govori i ¢injenica da ne obolijevaju svi stanovnici u endemskom podrudju,
koji su podjednako izlozeni AA [15,26]. Naime, u pomenutoj studiji je zapazeno da je oko 10%
stanovnika endemskih regiona razvilo bolest [27]. Sve ovo moglo bi biti posljedica endogenih
faktora kao $to su efikasnost detoksikacije i/ili bioaktivacije AA, nivoa ekspresije i aktivnosti
enzima ukljucenih u biotransformaciju AA 1/ ili njihovih genetskih polimorfizama.

Jedna od prvih genetskih studija pokazala je da je odredeni procenat zdravih ispitanika iz
BEN porodica imao poseban oblik lipidnih abnormalnosti povezanih sa abnormalnom
aktivno$¢u LCAT, a moguca povezanost izmedu ovih abnormalnosti i etiologije BEN i dalje
nije razjasnjena [3,28].

Nakon toga broj istrazivanja koji se bavio izu¢avanjem genetskih faktora u etiologiji BEN
je rastao. Neke studije su predstavile rezultate koji pokazuju da je alel CYP3A5*1, koji se
povezuje sa smanjenom ekspresijom CYP3A5 u bubrezima, povezan sa povecanim rizikom od
BEN, dok genotipovi CYP3A4*1B i CYP2D6 ne modifikuju znaéajno rizik od bolesti [29].
Takode je pronadeno da se alel GSTM1 wild type povezuje sa BEN. Znac¢ajno niza prevalencija
GSTM1 delecionih homozigota medu pacijentima sa BEN sugeriSe da bi osobe koje nose
GSTM1-null genotip mogle biti u manjem riziku [30]. Pored toga, neki rezultati su utvrdili da
aleli NQO1*2 i NQO1*3 nisu uticali na BEN rizik [31]. Razli¢ite studije su ispitivale da li
varijacije u genima koji su odgovorni za proteine ukljuc¢ene u antioksidantnu odbranu i
metabolizam ksenobiotika, mogu da utiu na nastanak i razvoj BEN. S tim u vezi, istraZzena je
uloga CYP2D6, GSTAL, GSTT1, GSTM1, GSTP1, NAT1 i NAT2, MDRL1 i drugih enzima i
proteina iz sistema za detoksikaciju i odbranu od oksidativnog stresa [29,31-36].

Jedna od ranijih pretpostavki je da se pojava i ¢esta povezanost BEN i tumora moze objasniti
hromozomskom hipotezom onkogeneze [88]. Prvo citogenetsko ispitivanje kod zdravih
srodnika pacijenata sa BEN rodenim u neendemskim podruc¢jima uradeno je 1996. godine. Jo$
tada je prepoznato da karakteristicne hromozomskih anomalije koje uti¢u na opseg 3025,

neuobicajeno visoka ucestalost ste€enih hromozomskih aberacija 1 porodi¢na istorija sa 1 ili 2
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BEN roditelja. Prema tome, pretpostavljeno je da su ove osobe pod visokim rizikom za razvoj

bolesti, te da bi genetski mehanizam mogao biti ukljucen u etiologiju BEN [76].
1.2.3 Metabolizam aristolohijske kiseline

Tokom veoma slozenog ¢elijskog metabolizma AA, kroz brojne reakcije biotransformacije,
dolazi do stvaranja meduproizvoda koji se na kraju mogu vezati za DNK, $§to je i klju¢na
reakcija koja dovodi do nefrotoksi¢nosti i kancerogenih efekata ove kiseline [14,37-39].
Reakcije biotranformacije su podijeljenje u tri faze; fazu | metabolizma cine reakcije
oksidacije, redukcije, hidrolize, ciklizacije/deciklizacije, i reakcije u kojima dolazi do
uklanjanja vodonika ili dodavanja kiseonika polarnijim molekulima. Reakcije koje su svrstane
u II fazu nazivaju se reakcije konjugacije koje ukljuéuju metilaciju, acetilaciju, sulfatizaciju,
glukuronidaciju i konjugaciju glicinom ili glutationom. Prenos konjugata preko celijske
membrane ponekad se naziva i Il faza metabolizma, iako se ne mijenja hemijski oblik
metabolita [40]. Studije o metabolizmu AA potvrdile su ukljucenost enzima sve tri faze, stoga
je identifikacija klju¢nih enzima i transportera uklju¢enih u metabolizam i bioaktivaciju AA od
posebne vaznosti za razumijevanje 1 procjenu osjetljivosti pojedinca na ovaj kancerogen.
[37,41]. U | fazi biotransformacije AA, potvrdeno je da kroz reakcije nitroredukcije dolazi do
transformacije AA i nastanka veoma toksi¢nih metabolita, N-hidroksi-aristolaktama | (AL-
NOH-I) i N-hidroksi-aritololaktama Il (AL-NOH-11) ¢emu svjedoci i prisustvo ovih metabolita
u urinu i fecesu kod zivotinja i ljudi nakon ekspozicije AA. Prema rezultatima in vitro studija,
medu citosolnim reduktazama, NAD(P)H-kinon oksidoreduktaza (NQO1) i NADPH-CYP
reduktaza (CPR) igraju najvazniju ulogu u aktivaciji AA u jetri i bubrezima. Ovo potkrijepljuju
i rezultati in vivo studija u kojima su miSevi tretirani dikumarolom, inhibitorom NQOI,
pokazali smanjenu nefrotoksi¢nost i viS§i nivo netoksi¢nog demetiliranog metabolita, u
poredenju sa toksi¢énim reduktivnim metabolitima u urina [42]. U reakcijama oksidativne
demetilacije katalizovane citohrom P450 enzimima (CYP P450), prvenstveno CYP1Al i
CYP1A2, dolazi do formiranja manje toksi¢nog metabolita, 8-hidroksiaristolohne kiseline 1
(AA-la), koja se smatra metabolitom detoksikacije (Slika 4) [43,44]. Znacaj CYP1Al i
CYP1AZ2 da katalizuju O-demetilaciju AA-I1 u AA-Ia potvrden je u in vivo studijama [45], u
kojima je pokazano da su nefrotoksi¢ni efekti nakon tretmana sa AA bili ve¢i kod miseva bez
CYP1A. Sta vise, aktivatori CYP1A kod glodara doveli su do supresije formiranje DNK
adukata i smanjene nefrotoksi¢nosti izazvane AA [46,47].

Pored gore navedenih enzima, noviji eksperimentalni dokazi sugerisu da su i enzimi druge

faze metabolizma ukljueni u metabolizam AA. U tom kontekstu, istrazena je uloga N-
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acetiltransferaza (NAT) i sulfotransferaze (SULT) u nefrotoksi¢nosti izazvanoj AA. lako je na
pocetku uloga NAT bila dvosmislena [48], u in vitro studiji Okuno i sar. su nedavno ispitali
ulogu reakcija konjugacije u genotoksi¢nosti izazvanoj AL-NOH-I sugeriSu¢i da su NAT
direktno ukljuc¢eni u metabolizam AA. Zakljucci studije upucuju na nedvosmislenu ulogu
NAT, ali i SULT u biotransformaciji AA, sugeriSu¢i da su sojevi koji su eksprimirali humani
NAT, SULT1AL i SULT1A2 pokazali povecanu genotoksi¢nost N-hidroksi-aristolaktama [49].
Nedavne studije koje sugeriSsu ulogu SULT u biotransformaciji AA, zakljuuju da bi
povecéavanje nefrotoksi¢nosti uzrokovane djelovanjem AA, moglo biti posljedica formiranja
adukta sa DNK [50-52], u reakcijama koje katalizuju SULT. Pretpostavlja se da bi AL-NOH
mogao posluziti kao supstrat za SULT, pretvarajuci ih u N-sulfatne estre, za koje je pokazano
da jos§ efikasnije reaguju sa DNK, §to bi svakako moglo da pojaca nefrotoksicne efekte AA
[51,52].

Na suprot pomenutim enzimima ukljuéenim u aktivaciju AA, rezultati najnovijih
istrazivanja govore u prilog Cinjenici da su glutation transferaze (GST), enzimi Il faze
metabolizma, vazne u detoksikaciji AA [53,54]. Naime, jedan od metabolita nastao tokom prve
faze biotransformacije AA, aristolaktam-nitrenijum jon, moze da se konjuguje sa glutationom
[53], u reakcijama u kojima bi mogli da u¢estvuju enzimi druge faze metabolizma ksenobiotika,
medu kojima je i GST (Slika 5). Dokumentovani su i dodatni dokazi koju upucuju na ulogu
GST u biotransformaciji AA. Naime, studija o metabolizmu AA pokazala je da se i AA-I, vec¢
pomenuta najtoksi¢nija komponenta AA, moze direktno vezati za glutation u reakcijama koje
vjerovatno katalizuju GST [54].

Neke ekspreimentalne studije sugeriSu da pojedini enzimi Il faze metabolizma, za koju je
ve¢ pomenuto da ukljucuje prenos konjugata preko celijske membrane, takode ucestvuju u
metabolizmu AA. Nakon nitroredukcije AA-1 u AL-NOH-I, ovaj potonji se pretvora u
aristolaktam-N-sulfat (AL-NOSO3H), toksi¢ni metabolit koji se zatim transportuje iz jetre
putem transmembranskih proteina koji pripadaju porodici ABC transportera (engl. ATP-
binding cassette; ABC), a zatim u bubreg preko OAT (engl. Organ anion transporter)
transportera (Slika 4) [55].



Zana Radic¢ Savic

DOKTORSKA DISERTACIJA

O AN COOH COOH
. LS G QU
o P 02 cypiai2 NATs AA-I-NOSO3H

| |
OCH4

AAI AA Ia

CYP1A1/2 Nmorcdukcga
NQO1

< O CYP1A1/2 < O
NQO1
‘ Oksnd acija ‘
- OCH3 .

/

AL-NOH 1 Arlstolaktam
CY:&S:/Z Oksidacija.l Nitroredukcija o

o} o) <
0- /\\ j\ o A < <0 OH a
< N—OR N NO, <
> ) O v
GST? 7
% 2
GSH S
OCHj g

OCH3 OCH; AA-GSH

N-hidroksi aristolaktam Aristolaktam-nitrenium

jon

Slika 4. Predlozeni put metabolicke aktivacije i detoksikacije aristolohijske kiseline I (AAI).
Pripremljeno u www.biorender.com.

8 hidroksiaristolohna kiselina | (AA-13); aristolaktam-N-sulfat (AL-NOSO3H); N-hidroksi-
aristolaktama | (AL-NOH-1); citohrom P (CYP); sulfotransferaze (SULT); N-acetiltransferaze
(NAT); NAD(P)H-kinon oksidoreduktaza (NQO1); organski anjonski transporter (OAT); glutation S
transferaza (GST).

1.3 POVEZANOST BEN SA MALIGNIM TUMORIMA GORNJEG UROTELINUMA

Jedno od najznacajnijih obiljezja BEN je udruZenost sa visokom ucestalo§¢u malignih
tumora gornjeg urotelijuma, koja je zapazena jo§ u prvim opisima bolesti [4,17,56,57]. Veza
izmedu intoksikacije AA i tumora urotelijuma je dokumentovana kako u klini¢kim studijama
[4,56,58-60], tako i u eksperimentalnim studijama [23,55,61-63]. Raniji podaci navode da
pacijenti oboljeli od BEN imaju, ¢ak i do 100 puta, vecu prevalenciju tumora gornjeg
urotelijuma [4,56], iako se razlika poslednjih decenija smanjuje [64]. Ovi tumori se najcesce
javljaju kod bolesnika koji ve¢ boluju od BEN, ali je pojava tumora zabiljezena i kod onih koji
prethodno nisu imali postavljenu dijagnozu ove bolesti [4,56]. Predmet mnogobrojnih

istrazivanja s ciljem pronalaska molekularnih dokaza o ulozi AA u etiologiji endemske
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nefropatije bile su detekcija i kvantifikacija DNK konjugata u tkivima bubrega i urotelnim
tumorima oboljelih pacijenata [40]. Kasnije publikacije su dodatno potvrdile tu ¢injenicu
pokazujuci da je nakupljanje specifi¢nih DNK adukata bilo prisutno u bubreznom korteksu kod
pacijenata iz endemske regije, ali nije pronadeno kod drugih bolesnika sa terminalnom
bubreznom slabosti iz needemskih regiona. Uzimaju¢i u obzir sve dostupne podatke,
Medunarodna agencija za istrazivanje tumora (engl. The International Agency for Research on
Cancer, IARC) 2002. godine svrstala je aristolohijsku kiselinu u prvu grupu kancerogena,
djelujuci genotoksi¢nim mehanizmom [65]. Kao $to je ranije opisano, tokom biotransformacije
AA dolazi do stvaranja reaktivnih metaboli¢kih meduproizvoda koji mogu da reaguje sa
egzociklickim amino grupama purinskih baza DNK i grade specificne DNK-adukte, od kojih
je dA-AAI dominantni i najpostojaniji adukt AA sa DNK (Slika 6). U sluzbi biomarkera
dugotrajne izlozenosti AA ovi adukti se mogu akumulirati u ciljnim organima kao $to su
bubrezi, preciznije, bubrezni korteks. Takode, dokazano je da u nekim tkivima, ukljucujuéi i
gornji dio urogenitalnog sistema, AA uzrokuju mutacije Tp53 (engl. Tumor protein 53; Tp53)
[66], tumor supresorskog gena Kkoji igra klju¢nu ulogu u kancerogenezi [67]. Najéesce
prijavljena mutacija je specifi(na AAG u TAG transverziona mutacija (A:T — T:A
transverzija) u kodonu 139 (Lis — Stop) egzona 5 u Tp53 [63]. U kohorti oboljelih od
endemske nefropatije u Hrvatskoj i Bosni i Hercegovini, mutacije Tp53 na parovima adenin-
timin Cinile su 89 % svih mutacija od Cega su ve¢ina bile A:T—T:A transverzije [45].
Predlagano je da AA-indukovano A:T — T:A transverzione mutacije u Tp53 genu u
kombinaciji sa specificnim AA-DNK aduktima mogu da se koriste kao relevantni biomarkeri
izloZenosti AA [68—70]. Osim stvaranja adukata sa DNK, sugerisano je da AA se takode moze
vezati na RNK, sto dovodi do formiranja adukata sa RNK [71], §to bi takode moglo doprinijeti
AA-indukovanoj toksi¢nost [39]. Vazno je napomenuti da su adukti DNK sa AA i
karakteristitne A—T transverzije otkriveni u uzorcima maligno izmijenjenog tkiva bubrega
koje je dobijeno od pacijenata sa BEN [72]. Ovi podaci bi mogli ukazivati na molekularni
mehanizam koji objasnjava kako AA moze da ucestvuje na nastanku urotelnog maligniteta kod
BEN pacijenata (Slika 5) [73-75].
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Slika 5. Predlozeni metabolicki put AAI koji dovodi do aktivacije aristolohijske kiseline.

Pripremljeno u www.biorender.com, prilagodeno prema Anger et al ,2020 [39].

Aristolohijska kiselina I (AAI) se redukuje pomoéu NAD(P)H: kinon oksidoreduktaze 1 (NQO1) i
citohroma P450 1A1/1A2 (CIP1AL/2) u N-hidroksiaristolaktame, koji se dalje mogu vezati za DNK i
formirati adukte AA-DNK, ukljucujuéi 7- (deoksiadenozin-N6-il) aristolaktam | (dA-AAI) i 7-
(deoksigvanozin-N2-il) aristolaktam | (dG-AAl). Ovi adukti DNK dovode do mutacija gena Tp53.

1.4 ZNACAJ OKSIDATIVNOG STRESA U NASTANKU BEN I TUMORA GORNJEG
UROTELIJUMA

Originalni koncept oksidativnog stresa definisan je jo§s 1985. godine kao poremecaj
prooksidantno-antioksidativnog balansa u korist prvog [76]. Tokom proteklih nekoliko
decenija otkri¢a u razumijevanju redoks regulacije i redoks signalizacije dovela su do novog
koncepta oksidativnog stresa koji se moze definisati kao neravnoteza izmedu oksidanasa 1
antioksidanasa u korist oksidanasa, Sto dovodi do poremecaja redoks signalizacije 1/ili
molekularnih oStecenja [77]. Pojmovi oksidativni eustres i oksidativni distres proizasli iz ove

definicije impliciraju da bi se oksidativni stres mogao Klasifikovati prema intenzitetu [77].
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Intenzitet moze varirati od fizioloSkog oksidativnog stresa (eustres) do toksi¢nog oksidativnog
opterecenja (distres) koji oStecuje biomolekule. Niska izloZenost reaktivnim kiseoni¢nim
vrstama (engl. Reactive oxygen species, ROS) i reaktivnim vrstama azota (engl. Reactive
nitrogen species, RNS) je korisna jer oni igraju vaznu ulogu u prenosu redoks signala i
aktivaciji odgovora na stres, dok visoka izloZenost rezultuje poremecajem prenosa redoks
signala, oksidativnim oS$tecenjima i disfunkcijom tkiva [78]. Prema tome, pojam redoks
homeostaza oznaCava mehanizme koji u organizmu omogucavaju odrzavanje suptilne
ravnoteze izmedu produkcije slobodnih radikala, koji su neophodni medijatori za razliite
fizioloske procese, i1 njihove redukcije, kojom se spreCava nastanak Stetnih efekata slobodnih
radikala na ¢elijske makromolekule [78]. Poremecaj ove ravnoteze, koji nastaje bilo uslijed
pojacane aktivnosti sistema za stvaranje slobodnih radikala ili zbog insuficijentne
antioksidativne odbrane, prisutan je u brojnim hroni¢nim nezaraznim oboljenjima u kojima su
slobodni radikali krajnji medijatori djelovanja razli¢itih patoloskih agenasa i ksenobiotika,
medu kojima je i AA [77,78]. Dosadasnji rezultati eksperimentalnih istrazivanja idu u prilog
vazne uloge oksidativnog stresa u patogenezi BEN i udruZenih tumora gornjeg urotelijuma.
Stoga bi oksidativni stres mogao da predstavlja primarni pokreta¢ citotoksi¢nosti izazvane AA,
a mogao bi biti odgovoran za oSte¢enja DNK i naposlijetku ukljucen u patoetiologiju endemske

nefropatije.

1.4.1 OStecenje mitohondrija dejstvom aristolohijske kiseline

Dok je kancerogenost AA dobro istraZzena i dokumentovana, oskudno su opisani mehanizmi
kojima AA ispoljava oksidativna oStecenja. S tim u vezi, nekoliko in vitro studija je opisalo
da je izlaganje celija visokim dozama aristolohijske kiseline dovelo do stvaranja velikih
koli¢ina ROS [39,62,79,80]. ROS se stvaraju u nekoliko ¢elijskih sistema lokalizovanih na
plazma membrani, membrani mitohondrija i endoplazmatskog retikuluma, u citosolu i
peroksizomima [81]. Medu njima, mitohondrije su identifikovane kao glavni izvor ROS [82].
Disfunkcija mitohondrija koja vodi ka povecanoj produkciji ROS je prijavljena kao jedan od
kljucnih faktora u procesu osSte¢enja bubrega, kao 1 u progresiji raznih bubreznih bolesti koje
dovode do hemodijalize, uklju¢ujuci i BEN (Slika 7) [62,82,83]. Poremec¢aj mitohondrijalnog
sistema disanja i visi nivoi markera oksidativnog stresa uoceni su i u brojnim eksperimentalnim
in vivo i in vitro studijama [62,83,84]. U vezi sa ovim, u studiji Pozdzick i sar. pokazano je da
tubulotoksi¢nost AA ima za posljedicu poremecaj aktivacije antioksidativnih enzima i direktno
oste¢enje mitohondrija u modelu AAN kod pacova [85]. Nedavne studije su potvrdile da AA

moze da izazove ozbiljna oSteenja mitohondrija, uklju¢uju¢i Smanjenu gustinu
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mitohondrijalne membrane kroz povecanje nivoa superoksidnog anjona, jona gvozda i ROS,
te da dovodi do snizavanja potencijala mitohondrijalne membrane, smanjenja broja kopija
mitohondrijalne DNK, smanjene proizvodnje adenozin trifosfata, kao i aktiviranje puta
apoptoze u mitohondrijama bubrega (Slika 6) [62,86]. Mehanizmi koji vode ka nefrotoksi¢nosti
ukljucuju povecanje nivoa oksidativnog stresa, pojavu uznapredovalih proizvoda glikozilacije,
apoptozu, inflamaciju i intersticijalnu fibrozu bubrega [87,88]. 1z rezultata jedne studije u kojoj
je, na modelu nefropatije kod miSeva, pokazano da rapamicin preko (mTOR)-autofagije moze
da ukloni mitohondrije osSteCene dejstvom AA proizilazi da bi proteini povezani sa
mitohondrijama mogli igrati vaznu ulogu u nastanku nefropatije uzrokovane ovom kiselinom
[89]. Ipak, detaljan mehanizam koji bi objasnio kako AA izaziva oSte¢enje bubrega kod BEN

jos uvijek ostaje neistrazen.

o)
2 OH
<o O NO,

Aristolohijska OCHs
kiselina |

GUSTINA MITOHONDRIJALNE
EMBRANE
BROJ KOPIJA DNK

// A

| TPS3
Ostecenje
DNK

Slika 6. Pretpostavljeni mehanizam AA indukovane disfunkcije mitohondrija u etiologiji
Balkanske endemske nefropatije. Pripremljeno u www.biorender.com.

Tumorski protein P53 (Tp53); reaktivne vrste kiseonika (ROS); superoksid radikal (O2-7), hidroksi
radikal (-OH), adenozin trifosfat (ATP).
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1.4.2 Smanjenje antioksidativnog kapaciteta u BEN

Osim promjena u funkciji mitohondrija, potvrdeno je da AA dovodi i do smanjenja
antioksidativnog kapaciteta Celija, na $ta upucuju opsezni opisi AA-indukovanog oksidativnog
stresa u in vivo studijama. U studiji Li i sar. je primijec¢ena akumulaciju metilglioksala i Ne-
(karboksimetil) lizina, vjerovatno kao rezultat oksidativnog oste¢enja bubrega nastalog tokom
aktivacije AA. Sta viSe, uz smanjenje antioksidativnog renalnog kapaciteta, zabiljeZeni su
znafajno smanjeni nivoi glutationa, najmoc¢nijeg intracelularnog antioksidansa [62]. U
narednim eksperimentalnim studijama pokazano je da AA dovodi do oksidativnog stresa i
oste¢enja DNK kroz aktivaciju JNK signalnog puta (engl. c-Jun terminal kinase signaling), sto
dovodi do ostecenja tubularnih ¢elija [90]. Nedavno je objavljena studija u kojoj je potvrdeno
da je kod miseva nakon intoksikacije AA doslo do povecane ekspresije NOX2 mRNA i
koncentracije vodonik peroksida u plazmi i urinu, oba markera oksidativnog stresa. NOX2 je
Siroko eksprimiran u bubrezima i predstavlja jedan od glavnih izvora ROS [91]. Dodatno,
studija je pokazala da je oksidativni stres izazvan dejstvom AA-I kod miSeva povezan sa
poveéanjem ekspresije gena CYP2E1, te smanjenjem aktivnosti antioksidantnih enzima medu
kojima i katalaze, superoksid dismutaze i glutation sintetaze, $to sugeriSe da AA moze stupati
u interakciju sa ovim enzimima, ¢ime dovodi do poremecaja redoks homeostaze [92]. Sta vise,
pokazano je da oralni tretman L-argininom poboljSava funkciju i strukturu bubrega in vivo [91].
Uloga oksidativnog stresa u citotoksi¢nost izazvanu ekpozicijom AA dokazana je u brojnim
studijama, u kojima je tretman celija antioksidansima pokazao citoprotektivne efekte,
smanjenje ROS 1 smanjenje genotoksi¢nosti, §to potvrduje da AA moze izazvati oSteCenje
DNK [79,90,93]. U studiji koja je sprovedena na pacijentima sa BEN, koji su se lijecili
hemodijalizom, pokazano je da uzimanje vitamina C povecava antioksidativni kapacitet [94].

Svi ovi nalazi sugerisu da bi oksidativni stres mogao biti ukljucen u patogenezu BEN.

1.5 REGULATORNI I KATALITICKI ANTIOKSIDANTNI PROTEINI U BEN

Antioksidantni enzimi medu kojima i glutation peroksidaza i glutation transferaza
predstavljaju mocan sistem odbrane od slobodnih radikala. S tim u vezi, jedan od najvaznijih
regulatornih antioksidantnih proteina je Nrf2 (engl. Nuclear factor-erythroid-2-related factor
2; Nrf2), transkripcioni faktor koji reguliSe bazalnu aktivnost i koordinisanu ekspresiju brojnih

gena za antioksidantne proteine [95].
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Prekomjerni oksidativni stres kod pacijenata sa BEN mogao bi biti povezan sa specifiénim
antioksidantnim genetskim profilom. Interesantno je da je kod gena koji kodiraju regulatorne i
katalitiCke antioksidantne proteine prisutan genski polimorfizam, kako delecioni tako i po tipu
zamjene jednog nukleotida, koji za posljedicu ima izmijenjenu ekspresiju i/ili aktivnost ovih
proteina. Shodno tome, moZzemo pretpostaviti da polimorfna ekspresija gena koji kodiraju
regulatorne i kataliticke antioksidantne proteine modifikuje inter-individualnu varijabilnost
antioksidantnog sistema i prema tome, definiSe jedinstveni genetski antioksidantni profil

pojedinca.

1.5.1. Polimorfizmi regulatornih i katalitickih antioksidantnih proteina

Genetski polimorfizmi regulatornih i katalitickih antioksidativnih proteina, kao S§to su
KEAPL, Nrf2, GSTP1, GPX3, kao i MDR1, dovode do promjene profila funkcije/aktivnosti
njihovih proteina sto uti¢e na antioksidativni kapacitet pojedinca. Prema tome, polimorfizmi
ovih gena bi mogli da imaju funkcionalni znacaj u pogledu tezine oksidativnog stresa i
posljedi¢no rizika za pojavu BEN 1 udruzenih tumora urotelijuma.

Varijacija u sekvenci DNK koja javlja se u populaciji sa uéestalos¢u od najmanje 1 %
definiSe se kao polimorfizam [96]. U polimorfizme ubrajamo ponavljane sekvence, insercije,
delecije, rekombinacije i polimorfizme pojedinaénih nukleotida ili SNP (engl. single nucleotide
polymorphism). Upravo su SNP najc¢es¢i od njih, a procjenjuje se da ih u humanom genomu
ima preko 10 miliona. Javljaju na svakih 1.000 baznih parova u ljudskom genomu i postoje
unutar cijelog genoma, kako u kodiraju¢im tako i nekodiraju¢im dijelovima. SNP karakterise
jedna mutacije baze unutar DNK molekula [97,98]. Svaki SNP se nalazi na odredenom mjestu
(specifi¢nom lokusu) unutar jednog gena i u zavisnosti od toga moze da uti¢e na ekspresiju
gena i na sastav proteina [98,99]. SNP koji se nalazi u kodiraju¢em regionu za protein moze da
bude sinonimni ili nesinonimni, u zavisnosti od tog da li utiCe na promjenu u sekvenci
aminokiselina u genskom produktu (Slika 4). Ako promjena u SNP ne dovodi do izmjena u
polipeptidnoj sekvenci, takav SNP se obiljezava kao sinonimni (sSNP), koji ima veéu
ucCestalost. Ako SNP dovodi do promjena u strukturi proteina, tada ima veéi potencijal da

izazove bolest, i naziva se nesinonimni (nsSNP) [100].
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> SINONIMNE

KODIRAJUCI REGION > MUTACIJE

NESINONIMNE

SNP MUTACIJE

l l

MISENS NONSENS
MUTACIJA MUTACIJA

NEKODIRAJUCI REGION

Slika 7. Polimorfizam jednog nukleotida; Pripremljeno u www.biorender.com.

1.5.2 Nrf2/Keapl signalni put

Nrf2/Keapl (engl. Nuclear factor erythroid 2-related factor 2/Kelch-like ECH-associated

protein 1) signalni put jedan je od najvaznijih sistema za odrZavanje redoks homeostaze u ¢eliji.

Nrf2 je citoprotektivni transkripcioni faktor odgovoran za regulaciju bazalne aktivnosti, kao i

koordinisanu ekspresiju gena koji kodiraju brojne antioksidantne proteine, medu kojima i

enzime Il i Il faze metabolizma (Slika 8) [95]. Kroz koordinisanu regulaciju proizvodnje,

koriStenja i regeneracije glutationa i tioredoksina, regeneracije NADPH, metabolizma hema i

gvozda, ROS i detoksikacije ksenobiotika, Nrf2 obezbjeduje glavni citoprotektivni odbrambeni

sistem u c¢eliji. Njegov negativni regulator predstavlja protein Keapl (engl. Kelch-like ECH-

associated protein 1) [101,102].
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Slika 8. Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2) regulise nekoliko puteva

ukljucenih u antioksidativnu zastitu. Pripremljeno u www.biorender.com

Reaktivne vrste kiseonika (ROS); kulin 3 protein (CUL3); elementi antioksidativnog odgovora
(ARE); sMaf protein (engl. small maf); GSH-glutation; GCLC-glutamat-cistein ligaza; GSR1-
glutation reduktaza, glutation transferaza P (GSTP1), glutation transferaza M (GSTML1); glutation
peroksidaza 2 (GPX2); NADPH kinon oksidoreduktaza (NQOZ1); tioredoksin (TXN); tioredoksin
reduktaza (TXNRD1); sulforedoksin 1 (SRXN1); glukoza-6-fosfat dehidrogenaza (G6PD); 6-
fosfoglukonat dehidrogenaza (PDG); izocitrat dehidrogenaza 1 (IDH1); ATP-vezujuéi kasetni
transporteri (ABCC1,ABCC2,ABCB1).

U citoplazmi se Nrf2 nalazi unutar neaktivnog kompleksa vezanog za Keapl protein [103].

Nrf2 pripada CNC (engl.cap ,n" collar) podfamiliji regulatornih proteina sa motivom

leucinskog "rajfeslusa" (engl. Basic Leucine Zipper Domain) (104). Sastoji se od sedam
homolognih domena Nrf2-ECH (Neh1-7), od kojih svaki ima specificnu funkciju (Slika 9)

[95,102]. Kao posrednik u interakciji Nrf2 sa Keapl proteinom najvazniji je Neh2 domen.

[101,102,105].

16


http://www.biorender.com/

Zana Radic¢ Savic

DOKTORSKA DISERTACIJA

Keap1:
Homodimerizacija Keap 1 Redoks senzitivni ZD:E';'; vezivanja
Vezivanje CUL3 ub%v\itin ligaze region

r

‘ CIR ‘

Kelch-DGR Kelch-DGR

Nrf2:

DNK vezivanje

Interakcija sa RXRa sMaf vezivanje

Region bogat
Keap1 vezivanje  serinom

DLG ETGE Transaktivacioni Redoks-
domeni nezavisni domen

Slika 9. Keapl i Nrf2 domeni. Pripremljeno u www.biorender.com.

Kulin 3 protein (CUL3); N-terminalni domen (NTR); BTB domen dimerizacije (engl. Broad complex,
Tramtrack, and Bric-a-Brac); domen bogat cisteinom (engl. intervening region (IVR)); Sest
Kelch/DGR domena i C-terminalni region (CTR). Nrf2 domeni (Neh1-Neh7); Neh 1 je mjesto
vezivanja za male Maf proteine i ARE. Neh 2 sluzi kao vezno mjesto za Keap1 interakcijom sa DLG
niskog afiniteta i motivima visokog afiniteta ETGE. Neh 3-5 su transaktivacioni domeni za Nrf2. Neh
6 je domen bogat serinom koji negativno kontrolise stabilnost Nrf2. Neh 7 stupa u interakciju sa
RXRa (engl. Retinoid X Receptor Alpha) nuklearnim receptorom odgovornim za supresiju Nrf2/ARE

signalnog puta.

Mehanizam kojim Nrf2 dovodi do pojacane ekspresije antioksidantnih gena zavisi od
redoks stanja u ¢eliji. U homeostatskim uslovima, Keap1 funkcioni$e kao adapterski protein za
Cul3 E3 ubikvitin ligazu ¢ime omoguc¢ava kontinuiranu ubikvitilaciju i degradaciju Nrf2 i
sprecava nuklaernu translokaciju Nrf2 [103]. Naime, dvije molekule Keapl vezane su za Neh2
domen Nrf2. Kako Neh2 domen sadrZi ostatke lizina, koji su supstrati za ubikvitinaciju i
ucestvuju u Keap1 zavisnoj Nrf2 proteazomskoj degradaciji, Keapl preko ETGE i DLG mjesta
na molekuli Nrf2 vezuju se za ovaj regulatorni protein [103]. Nakon homodimerizacije, koja

je vazna za funkciju Keapl proteina, Keapl premoscuje Nrf2 do Cul3/RING-box proteinskog
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kompleksa, koji ubikvitinira ostatke lizina unutar Nrf2. Na taj nacin, ubikvitinirani Nrf2 se
ekstrahuje iz kompleksa sa Keapl-Cul3 pomocu proteina p97 [106] i dolazi do njegove
proteazomske degradacije, dok se Keapl regeneriSe (Slika 10) [107]. Sa druge strane, u
prisustvu ROS i elektrofilnih jedinjena dolazi do modifikacije tiolnih ostataka Keapl $to
dovodi do disocijacije Nrf2 od Keapl, nakon ¢ega Nrf2 odlazi u jedro. U jedru dolazi do
heterodimerizacije Nrf2 sa drugim faktorima transkripcije, kao §to je mali Maf protein (engl.
small Maf) i veze se za regulatorne sekvence, nazvane elementi antioksidativnog odgovora ili
ARE (engl. antioxidant response elements ), koja se nalazi u promotorskoj regiji ciljnih gena
za enzime ukljucene u drugu fazu detoksikacije ksenobiotika, kao i na antioksidantne enzime
poput glutation reduktaze, glutation peroksidaze, glutamatcistein ligaze, sto vodi ka ponovnom
uspostavljanju redoks homeostaze (Slika 10) [108,109]. Zanimljivo je da nakon ponovnog
uspostavljanja redoks homeostaze, Keapl moze da prijede u jedro, veze se za Nrf2 preko svog
ETGE domena i preuzima ga nazad u citoplazmu radi razgradnje [110].

REDOKS HOMEOSTAZA OKSIDATIVNI STRES

o @

® -
o ©
ROS/elektrofilna
jedinjenja

Aktin

Protezaom

Jedro

l i Transkripcija
i brojnih enzima

AN . D v
c*{‘ !
o Ih2 : Nrf2
9 ! S
Citoplazma Degradacija Nrf2 >/ " /A

Slika 10. Keap1-Nrf2 signalni put, pripremljeno u www.biorender.com.
Kulin 3 protein (CUL3); Ring boks protein 1 (engl. RING-box protein 1, RBX1); ubikvitin (Ub);

reaktivne vrste kiseonika (ROS); elementi antioksidativnog odgovora (ARE).

18


http://www.biorender.com/

Zana Radic¢ Savic

DOKTORSKA DISERTACIJA

1.5.2.1 Uloga Nrf2 regulatornog proteina u BEN

lako zasnovani na eksperimentalnim studijama, postoje uvjerljivi dokazi koji naglasavaju
da bi Nrf2 mogao da ima znacajnu ulogu u razvoju nefropatije uzrokovane AA, a samim tim i
BEN. Brojne studije pokazuju, na modelu bubrega, da Nrf2 ima renoprotektivni efekat, te da
povecava antioksidativni kapacitet ¢elija [111-114]. Pored toga, nedavno je pokazano da je
bardoksolon metil, aktivator Nrf2, smanjio akutno oste¢enje bubrega in vivo [115]. Sa druge
strane, zabiljezeno je da je nakon ekpozicije AA ekspresija proteina Nrf2 signalnog puta (Nrf2,
HO-1, NQOI1) znacajno smanjena [86,116]. Upravo snizena ekspresija Nrf2, koja vodi ka
smanjenoj ekspresiji antioksidativnih proteina ¢ija je ekpresija regulisana Nrf2 regulatornim
faktorom, kao 1 pove¢ana produkcija ROS pogoduju nastanku oksidativnog stresa 1 dodatno
pogorsavaju osteéenje bubrega [117]. Ovo potvrduju i rezultati eksprementalnih studija sa
Cinjenicom da je povecena ekspresija Nrf2 gena dovela do smanjenje proizvodnje ROS i
ublazila apoptozu i nekrozu ¢elija bubrega, izazvanu djelovanjem aristolohijske kiseline. Svi
ovi rezultati ukazuju na ulogu Nrf2 u AA-indukovanu povreda bubreznih tubularnih epitelnih
¢elija [114]. Dodatno, u nekoliko studija pokazana je veza izmedu polimorfne ekspresije Nrf2
u hroni¢nim bolestima bubrega, kao i kod pacijenata sa terminalnom bubreznom bolesti
[118,119]. Uzevsi u obzir da su to glavne i neminovne komplikacije BEN, svakako je bilo

znacajno ispitati da li postoji veza izmedu polimorfizma gena za Nrf2 i rizika za razvoj BEN.

1.5.2.2 Polimorfizam Nrf2 gena

Do sada je identifikovano nekoliko Nrf2 SNP-ova, medutim jedan od njih, Nrf2 rs6721961
(-617C/A) polimorfizam, koji se nalazi u promotorskom regionu preko koga Nrf2 autoregulise
svoju transkripciju, u najvecoj mjeri je uticao na bazalnu ekspresiju i funkciju Nrf2 (Slika 11)
[120,121]. Od tada, viSestruke studije procjenjivale i otkrili znacajnu povezanost ovog
polimorfizma sa drugim bolestima uklju¢uje maligne bolesti, dijabetes, kardiovaskularne
bolesti, kao i TBS [119,121-123]. Ucestalosti genotipova Nrf2 rs6721961 kod zdravih osoba
u Poljskoj, koje mogu odrazavati njihovu distribuciju u evropskoj populaciji, bile su: 78% C/C,
20% C/A i 2% A/A [124]. Humani Nrf2 se nalazi na citogenetskoj traci 2k31.2 hromozoma 2
[121]. Nrf2 rs6721961 (-617C/A) SNP, koji karakteriSe C>A zamjena, nalazi se u ARE
regulatornoj sekvenci u promotorskom regionu gena za Nrf2 [120]. S obzirom na svoju

poziciju, ovaj SNP direktno uti¢e na bazalnu ekspresiju Nrf2. Ovo potvrduje ranije studije

19



Zana Radic¢ Savic

DOKTORSKA DISERTACIJA

pokazujuci da Nrf2*A/A homozigoti pokazuju znacajno smanjenu ekpresiju Nrf2 gena [125].
Stavise, ovaj Nrf2 SNP uti¢e i na mjesta vezivanja za ARE, dovodeéi do manje efikasnog
vezivanja Nrf2 za ARE. To je i potvrdeno u studiji u kojoj je pokazano da je formiranje Nrf2
protein-DNK kompleksa je znacajno smanjeno kod Nrf2*C/A i Nrf2*A/A varijantnih
genotipova u sekvenci sli¢noj ARE [120]. Ukratko, smanjena bazalna ekspresija Nrf2, zajedno
sa izmijenjenom sposobno$¢u Nrf2 da se efikasno vezuju za ARE, rezultira slabljenjem

transkripcije posredovane ARE za antioksidativne i gene za detoksikaciju [125].

Chromosome 2g31.2
MIR4444-1 MIR3128 MIRES12 AGPS
HNRNPA3 LOC100130691 LOC105373762
DNAICIZPS
N — ik
S T— »
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J s
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NM_006164.5 )
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Slika 11. Lokacija gena za Nrf2 na drugom hromozomu, prilagodeno po Jerotic¢ et al.,
2021 [119].

1.5.2.3 Polimorfizam KEAP1 gena

Humani KEAP1 gen je lociran na hromozomu 19 (citogenetska traka 19p13.2) ( Slika 12).
lako je do sada identifikovano nekoliko polimorfizama za KEAP1 gen, KEAP1 rs1048290 (c.
1413C>G) SNP u studiji Hartikainen i saradnika je po prvi put identifikovan i opisan 2015.
godine [126]. Ovaj SNP se nalazi u genomskoj regiji (egzon 4) koja kodira domen dvostrukog
glicina ponavljanja (DGR domen) KEAP1 gena [127]. Kako je ovaj domen je u direktnoj
interakciji sa Nrf2 [110], ometajuéi tako vezu Nrf2-KEAP1, ovaj SNP utice na citoplazmatske
nivoe Keapl i Nrf2 proteina [128]. Fizi¢ka lokacija ovog SNP na genu za KEAP1 mogla bi
objasniti uoc¢enu Korelaciju sa visim nivoom ekspresije proteina Keap1 i ve¢om citoplazmatska
ekpresijom Nrf2 u tkivima dojke [126,128]. Naime, kako se SNP rs1048290 nalazi u
genomskom regionu koji kodira DGR domen, on direktno utice na KEAP1-Nrf2 osu i moze

uticati na stepen antioksidativne odbrane. Zapravo, Spre¢avanjem translokacije Nrf2 iz
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citoplazme u nukleus, sprije¢ena je aktivacija transkripcije Nrf2 inducibilnih gena, iako je
koli¢ina ovog transkripcionog faktora u citoplazmi povec¢ana. Dodatno, ovaj SNP je pronaden
u LD sa jos$ jednim SNP rs9676881, koji se nalazi u regiji pojacivaca, nekoliko baza nizvodno
od 3’-netranslacionog region (3’-UTR) gena KEAP1, i 410 bp od miR-200a mjesto vezivanja.
Posljedi¢no, autori pretpostavljaju da LD moze postojati i sa dodatnim neistrazenim tihim
varijacijama koje uticu na ovo specifi¢cno mesto vezivanja miRNA [127].

U pomenutoj studiji uocCena je povezanost izmedu KEAP1 SNP rs1048290 i nastanka
karcinoma dojke i prognoze u smislu prezivljavanja bez progresije i ukupnog prezivljavanje
(15). Pored studije koja je zapocela istrazivanja KEAP1 rs 1048290 polimorfizma, ne mali broj
studija je izuCavao funkcionalni znacaj ovog polimorfizma i povezao sa hroni¢nim

respiratornim bolestima, karcinomom endometrijuma i epilepsijom [129-132].
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Slika 12. KEAP1 gen sa polimorfizmom, pripremljeno u Visio Microsoft
(www.microsoft.com).

1.5.3 Glutation transferaze

Od velikog broja proteina Cija ekspresija je regulisana Nrf2, posebno se izdvajaju
pojedine citosolne glutation S-transferaze (engl. glutathione S-transferase; GST) . GST (EC
2.5.1.18) su superfamilija enzima koji pripadaju enzimima II faze metabolizma i igraju vaznu
ulogu u reakcijama detoksikacije [133]. One katalizuju konjugaciju tri-peptida glutationa
(GSH, vy-glutamilcisteinilglicina) sa hidrofobnim kosupstratom koji posjeduje elektrofilni
centar, pri cemu nastaje neaktivni hidrofilni konjugat koji se lako izlucuje iz tijela [134,135].
Ovi enzimi su podijeljene u tri familije: (i) citoplazmatske transferaze, (ii) mitohondrijske i (iii)
mikrosomalne GST [133]. Familija citosolnih GST sastoji se od sedam glavnih klasa ¢ija

imena se oznacavaju grckim slovima i skraceno latinicom: alfa (GST A; pet ¢lanova), mu (GST
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M; pet Clanova), pi (GST P; jedan clan), theta (GST T; dva ¢lana), zeta (GST Z; jedan ¢lan),
omega (GST O; dva ¢lana) i sigma (GST S; jedan ¢lan) [136]. IzraZzeno metabolicki aktivna
tkiva, poput jetre, pluca i bubrega imaju pojacanu ekspresiju citosolnih GST [137]. Pored toga,
GST mogu imati i antioksidantnu aktivnost [138].

1.5.3.1. Glutation transferaza P

Poslednjih godina posebnu paznju istrazivaca privla¢i GSTP1 [139]. GSTPI je deo ¢elijske
antioksidativne mreZe, poSto pripada grupi enzima Cija ekspresija je regulisana redoks
senzitivnim Nrf2 faktorom transkripcije [140]. Pored uloge GST u reakcijama
biotransformacije $tetnih elektrofilnih jedinjenja, postoje i podaci koji ukazuju na uc¢esée GST
u ¢elijskom prezivljavanju, proliferaciji i apoptozi posredstvom protein-proteinskih interakcija
sa signalnim molekulima [141]. Naime, povecana ekspresija GSTP1 proteina pronadena je kod
velikog broja tumora, ukljucujuéi karcinom bubrega i mokraéne besike [142]. GSTP1 je bio i
prvi protein za koji je otkriveno da inhibise JNK (engl. c-Jun N-terminal kinase) kroz direktnu
protein-proteinsku interakciju [143]. JINK je MAP kinaza (engl. Mitogen-activated protein
kinases) uklju¢ena u vazne Celijske procese kao §to su odgovor na celijski stres, apoptozu,
inflamaciju, Celijsku diferencijaciju i proliferaciju [144,145]. Smatra se da je i nefropatija
uzrokovana AA povezana sa MAP kinaznim signalnim putevima, $to bi moglo da se poveze sa
patofizioloskim mehanizmima BEN [143]. Pored toga, AA moze da aktivira i JNK signalni put
dovodeci do prekomjerne ekspresije pojednih faktora rasta , medu kojima i TGF-1, za koji je

potvrdeno da je znacajan u patogenezi nefropatije uzrokovane AA [146].
3.5.3.2. Polimorfizam GSTP1

GST geni koji se nalaze na razli¢itim hromozomima su opisani kao visoko polimorfni [147—
149]. Zbog njihove dobro poznate aktivnosti u metabolizmu ksenobiotika, genetske varijacije
u GST genima privlace veliku paznju. Gen za GSTP1 nalazi se na hromozomu 11q13 (Slika
13). Geni klase Pi su dugi oko 3 kb i sadrze sedam egzona [150]. Dva funkcionalno najvaznija
SNP, sa klinicke tacke gledista, opisana unutar GSTP1 gena su: GSTP1AB rs 1695 (tranzicija
iz lle u Val na kodonu 105) i GSTP1CD rs1138271 (prelaz Ala u Val na kodonu 114). Ovi
SNP-ovi rezultiraju sa Cetiri polimorfna alela GSTP1*A, GSTP1*B, GSTP1*C i GSTP1*D.
Alel divljeg tipa GSTP1*A ima izoleucin (lle) na kodonu 105 i alanin (Ala) na kodonu 114.
GSTP1*B alel ima jedna supstitucija aminokiselina (Vall05/Alall4), GSTP1*C ima dvije
aminokiselinske supstitucije (Val105/Val114), dok GSTP1*D ima lle na poziciji 105 i Val na
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rase, frekvencije genotipova za GSTP1 rs1695 polimorfizam je: *lle/*lle (AA) 51,5%,
*le/*Val (AG) 39,4% i *Val/*Val (AG) je 9,1% [153,154]. Distribucija GSTP1 (rs1138272)
genotipa u evropskoj populaciji je: *Val/*Val (CC) i *Val/*Ala (CT) su 92,1% odnosno 7,9%
[155]. Ovi SNP se nalaze na aktivnom mjestu GSTP1-1 proteina i posljedicno smanjuje
kataliti¢ku aktivnost enzima za oko 5 puta [149,156]. Medutim, ovaj polimorfizam ne mijenja
GSH-vezuju¢e mjesto, ve¢ utice na formiranje tioeterskih konjugata izmedu GSH i nekih
elektrofila malih molekula [149,157]. lako su veéina supstrata za GSTP1 razli¢iti diol epoksidi,
rezultati najnovijih istrazivanja ukazuju da bi i aristolohijska kiselina mogla da posluzi kao
supstrat za GST [30,31,33,34].

Da izucavanje funkcionalnih polimorfizama razli¢itih klasa GST ima znafaj u
aristolohijskoj nefropatiji i BEN pokazuju rezultati velikog broja studija. U nekoliko studija
ispitivan je znacaj genetskih polimorfizama GST u procjeni rizika za nastanak endemske
nefropatije. U jednoj od njih je pronadeno da je kod pacijenata sa BEN c¢es¢i aktivni GSTM1
genotip, u odnosu na kontrolnu grupu [30]. U, do sada, jedinom sprovedenom istrazivanju koje
je obuhvatalo pacijente iz Republike Srpske i Srbije ustanovljeno je da polimorfizam gena za
GSTAL-1 povecava rizik za nastanak BEN, te da osobe sa prisustvom varijantnog GSTA1*B
alela imaju povecan rizik za nastanak BEN u odnosu na osobe koje imaju GSTA1*A/A genotip
[33]. U studiji koja je ukljucivale pacijente sa aristolohi¢nom nefropatijom pokazano je da je
znacajno veca ucestalost GSTT1 genotipa u grupi oboljelih [158].

Kako je protein GSTP1 visoko eksprimiran u bubregu, pokazano je da su pacijenti nosioci
varijantnog *G alela, u slu¢aju GSTP1 rs1695, bili u vec¢em riziku od razvoja tumora mokrac¢ne
besike [34]. Pomenuti polimorfizmi unutar GSTP1 gena (rs1695 i rs1138271) se povezuje i sa
velikim brojem tumora medu kojima su 1 karcinom dojke, hepatocelulari karcinom i karcinoma
kolona [159-161]. Medutim, studija sprovedena na populaciji BEN pokazala je da polimorfna
ekspresija GSTP1AB rs1695 nije povezana sa hastankom tumora gornjeg uroteljiuma kod BEN
pacijenata. Ipak, polimorfizam GSTP1CD rs1138271, kao ni haplotip GSTP1ABCD, do sada
nisu radeni kod BEN pacijenata, stoga ¢e ovo biti prva studija koja ¢e se baviti uzrocnom
vezom izmedu ovih polimorfizama 1 rizika za nastanak endemske nefropatije 1 udruzenih

tumora urotelijuma.
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Slika 13. Lokacija gena za GSTP1 na hromozomu 11. Preuzeto iz Suvakov i sar, 2016 [118].

1.5.4 Glutation peroksidaza 3

Glutation peroksidaza (GPX) je dio prve linije odbrane od slobodnih radikala i jedan je od
kljuénih enzima antioksidativnog sistema zaduzena za dalju redukciju vodonik peroksida, kao
i redukciju drugih organskih peroksida sa glutationom [162]. Ovo je familija koju ¢ini osam
izoenzima, medu kojima pet izoenzima (GPX1-4, GPX6). GPX izoenzimi se nalaze u razli¢itim
¢elijskim organelama, kao i intermembranskom prostoru u skoro svim ¢éelijama [163,164]. Do
sada najbolje je opisano 5 izoenzima GPX; i to: citosolna (GPX1), gastrointestinalna (GPX2),
plazma-ekstracelularna (GPX3), fosfolipidna (GPX4) i GPX5 u jedru spermatozoida.
Ekstracelularna glutation peroksidaza, GPX3, redukuje vodonik peroksid, rastvorljive
niskomolekularne  hidroperokside, lipidne hidroperokside (LOOH), fosfolipidne
hidroperokside (PLOOH) i male sinteticke hidroperokside, koriste¢i glutation kao kofaktor
[165]. To je selenoprotein koji sadrzi rijetku aminokiselinu selenocistein (Sec) u svom
aktivnom mjestu [164]. GPX3 u plazmu predominantno sekretuju celije bazolateralne
membrane proksimalnog tubula, pa je tako bubreg dominantno tkivo koje doprinosi aktivnosti
GPX3 u plazmi gdje obezbeduje zastitu epitelnim ¢éelijama od oksidativnog oStecenja [166—
168]. S obzirom na to da eritrocitna GPX1 i plazmatska GPX3 predstavljaju dvije GPX
izoforme prisutne u krvi, studije koje istrazuju odnos izmedu ovih izoenzima i bolesti bubrega
su se pojavili tokom proteklih godina. Naime, studije koje su ispitivale aktivhost GPX3 u
bubreznim bolestima pokazuju da je aktivnost ovog enzima znacajno niza kod pacijenata sa
terminalnom bubreznom bolesti u poredenju sa zdravim kontrolama [169,170]. lako nema
studija koje su se bavile GPX3 kod BEN pacijenata, zabiljezeno je da se aktivnost ovog
izoenzima smanjuje sa progresijom uremije, kao i da se znacajno smanjuje kod pacijenata koji

se lijeCe hemodijalizama i pacijenata sa sa hroni¢nim bolestima bubrega, neizostavnim
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komplikacijama BEN [171-173]. Kako su bubrezi glavni izvor ove GPX izoforme, smanjenje
aktivnosti GPX3 u plazmi moze predstavljati ranu posljedicu aktivhog smanjenja mase
nefrona. S druge strane, studija na HK-2 tubularnim epitelnim ¢elijama je pokazala da AA
moze direktno da smanji ekspresiju GPX3 [90,174]. Pored reakcija znacajnih za odrzavanje
redoks homeostaze, ovaj enzim ima znacajnu ulogu i u procesima inflamacije, apoptoze i
progresije tumora [165]. Naime, kod pacijenata sa tumorima uoc¢ena niska aktivnost GPX3 u
plazmi je bila povezana sa pojacanom peroksidacijom lipida, $to sugeriSe da gubitak aktivnosti
GPX3 doprinosi sistemskom oksidativnom stresu [93]. U brojnim studijama pokazana je
smanjena ekspresija GPX3 u plazmi kod pacijenata sa tumorima, u poredenju sa zdravim
kontrolama [175-178]. Pored toga, nivoi ekspresije GPX3 su povezani sa recidivom tumora i
kra¢im periodima prezivljavanja poslije resekcije jetre [179]. Kada su u pitanju tumori
kanalnog sistema, u urotelnom karcinomu besike ekspresija GPX3 je bila niza u vi$im
stadijumima bolesti [180]. Pored glutationa i nedostatka selena, koji se navode kao faktori koji
uti¢u na aktivnost ovog izoenzima, i polimorfizmi jednog nukleotida (SNP) mogu dodatno

uticati na aktivnost GPX3 [165].

Gen GPX3 se nalazi na 5032 hromozomu i ima pet egzona (Slika 14) [181]. lako je do sada
identifikovan veliki broj GPX3 SNP, GPX3 rs8177412 (-65T/C) polimorfizam, koji se nalazi
u promotorskom regionu, najvise obi¢no proucavan zbog njegove ucestalosti i rezultirajucih
promjena u ekpresiji GPX3. Naime, ovaj SNP se nalazi u regiji promotora GPX3 gena i dovodi
do smanjenje transkripcije GPX3 gena, §to dovodi do smanjenja nivoi aktivnosti GPX3 u
plazmi [182]. Dodatno, polimorfizam T-65C (rs8177412) ¢ini haplotip jo§ nekoliko
polimorfizama prisutnih u nekodiraju¢em regionu GPX3 gena, $to dodatno uti¢e na ekspresiju
ovog proteina i njegovu aktivnost [183]. Udruzenost GPX3 rs8177412 polimorfizma sa
intracelularnom ekpresijom GPX3 gena takode su procjenjivana u nekoliko studija na ljudskim
kohortama. Naime, u studiji sprovedenoj na mladim osobama u prijavljeno je da GPX3*C/C
varijantni genotip ima najnizu ekpresiju GPX3 (181,183). Ipak, povezanost izmedu
polimorfizama gena za GPX3 sa GPX3 ekspresijom nije jednostavna, zbog nutritivnih,
sredinskih i drugih faktora koji takode moze uticati na ekspresiju i aktivnost ovog
antioksidativnog enzima. Prema tome, nivoi glutationa, deficijencija selena kao i polimorfizmi
mogu dodatno uticati na aktivnost ovog izoenzima [185]. Kako je veca ekspresija ovog
izoenzima utvrdena intracelularno, u citosolu i na plazma membrani ¢elija bubrega, a glutation
prisutan u ¢eliji u znacajno ve¢im koncentracijama nego u cirkulaciji, dovodi se u pitanje

raspolozivost ovog kofaktora neophodnog za aktivnost GPX3 u plazmi [186]. Dodatno, efekat
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genotipa na aktivnost GPX3 moze zavisiti od nivoa selena, a posebno kod pacijenata koji su
na hemodijalizi, obzirom da oni imaju znacajno nize nivoe selena [165]. Veliki broj studija
izuCavaju¢i GPX3 rs8177412 doprinio je rasvjetljavanju uloge ovog polimorfizma u
patofiziologiji razliCitih bolesti, ukljucujuéi karcinom, dijabetes, endotelnu disfunkciju,
aterogenezu i sréanu disfunkciju [182,184]. Studije su pokazale da je prisustvo GPX3*C
varijantnog alela sa smanjenom intracelularnom ekspresijom ovog enizima udruzeno sa
poveéanim rizikom za nastanak kardiovaskularnih komplikacija kod pacijenata sa
metabolickim sindromom, te oSteCenjem bubrega kod pacijenata sa dijabetesom [183,187].
Dodatno, ovaj polimorfizam se povezauje sa rizikom za nastanak tumora mokraéne besike,

karcinoma testisa i tireoidne zlijezde [175,188,189].
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Slika 14. GPX3 gen sa polimorfizmom, preuzeto iz Coric i sar, 2021.

1.5.5 MDR1 (P-glikoprotein)

MDR1 (engl. Multidrug resistance 1) je ¢lan ATP-vezujuce kasete (engl. ATP-binding
cassette)  superfamilije  transportnih  proteina  [190,191]. MDR1, koji se
naziva jo§ i ABCB1 gen (engl. ATP-binding cassette, subfamily B 1 gene) kodira
transmembranski protein nazvan P-glikoprotein (P-gp) [192,193]. To je polispecifican
transporter za viSe od 500, do sada identifikovanih, supstrata [193-195]. Strukturno-
funkcionalne analize su pokazale da se P-gp sastoji od dve homologe polovine, od kojih svaka
sadrzi Sest transmembranskih domena i domen koji se vezuje za ATP (Slika 15) [196]. P-gp
zapravo predstavlja ATP-zavisnu transportnu (efluksnu) pumpu i svoju ulogu ostvaruje kroz
ogranicavanje bioraspolozivosti i Celijske toksicnosti velikog broja lijekova, ksenobiotika 1

jedinjenja razli¢itih struktura. P-gp se konstitutivno eksprimira u nekoliko organa ukljuc¢enih u
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apsorpciju i eliminaciju ksenobiotika, kao §to su crijeva, jetra, bubrezi i mozak [197]. U
bubrezima, P-gp je lociran na luminalnoj membrani proksimalnih tubula, a ekspresija P-gp je
takode otkrivena u mezangijumu, debelom uzlaznom kraku Henleove petlje i sabirnom kanalu
[198]. U istrazivanjima na ¢elijama koje su prekomjerno eksprimirale P-gp, kao $to su Caco-2
¢elije pokazano je da oralna apsorpcija i penetracija P-gp supstrata mogu biti znacajno
poboljsani istovremenom primjenom P-gp modulatora [199,200]. Takode, studije na HK-2
tubularnim epitelnim ¢elijama su pokazale da je klirens P-gp supstrata znacajno smanjen u
prisustvu P-gp inhibitora [201]. In vitro studije na Caco-2 ¢elijama u pokazale da se ekspresija
P-gp povecava sa povecanom produkcijom ROS. Prema tome, P-gp ulestvuje i U
antioksidativnoj zaStiti u brojnim tkivima ogranicavaju¢i apsorpciju i distribuciju Stetnih

ksenobiotika [202,203].

Lipidni_
dvosloj ’ TDM DOMEN
(5 /
COOH
ATP
NBD DOMENI _
@@
Citoplazma r}

-
NH2

Slika 15. Sema strukture ABC transportera.
adenozin difosfat (ADP); adenozin trifosfat (ATP); ATP-vezuju¢i domen (engl. Nucleotide-binding
domain, NBD); fosfat (P); transmembranski domen (TMD), karboksilna grupa (COOH); amino grupa
(NH2).

Geni za ABC transportere, najvecu porodicu transmembranskih proteina, Su izrazito
polimorfni [195,204]. Kod ljudi je identifikovano preko 40 ABC transportera i oni su
kategorisani u sedam razli¢itih podfamilija na osnovu njihove sekvence i1 organizacije domena

koji se vezuju za ATP, takode poznati kao nabori koji se vezuju za nukleotide [205]. MDR1

27



Zana Radic¢ Savic

DOKTORSKA DISERTACIJA

(ABCBL1) gen se prostire na vise od 100 kb na dugom kraku hromozoma 7 (7q21.13) a sastoji
se od promotorskog regiona i 28 egzona [195]. Jedan od najopseZnije proucavanih
polimorfizama MDR1 rs1045642, SNP, smjesten u sredini egzona 27 (Slika 16), cija je
posljedica zamjena nukleotida citozina i timina (C3435T) [206]. Vazno je naglasiti da se
varijantni alel *T ovog polimorfizma javlja sa visokom prevalencijom u populaciji bijelaca
(oko 50%), i rezultuje smanjenom ekspresijom i smanjenom aktivnosti P-gp [207]. Ova
egzonska varijanta (C3435T) je dobila znacajnu paznju kada su u pitanju funkcionalni efekti
ovog polimorfizma [208]. Fellay i saradnici su pokazali da je genotip MDR1*T/T povezan sa
niskom ekspresijom MDRL1 transkripta i ekspresijom P-glikoproteina u mononuklearnim
¢elijama periferne krvi[209]. Hitzl i saradnici su pokazali da je u CD56+ ¢elijama genotip
MDR1*T/T sa smanjenom funkcijom i ekspresijom P-glikoproteina u poredenju sa MDR1*C/C
genotipom [210]. U studiji koje su ukljucivale bolest bubrega, istrazivan je efekat mutacije
C3435T na nivo ekspresije MDR1 mRNA, i otkriveni su zna¢ajno povisene nivoe transkripta
kod pacijenata sa MDR1*C/C u poredenju sa MDR1*T/T genotipom [211].
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Slika 16. Polimorfizam MDR1 gena, pripremljeno u www.biorender.com
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1.5.6 Znacaj ispitivanja polimorfizama gena za regulatorne i kataliticke antioksidantne
proteine u BEN

U svjetlu ¢injenice da je Republika Srpska endemsko podrucje za Balkansku endemsku
nefropatiju, kao i da oksidativni stres moze da ima vaznu ulogu u njenom nastanku i progresiji,
od velikog je znacaja ispitati povezanost polimorfizama gena za regulatorne i katalitiCke
antioksidantne proteine sa rizikom za BEN (S/ika 17). Dostupni literarni podaci o njihovoj
potencijalnoj ulozi u razvoju BEN su relativno oskudni. Sta vise, posljednjih godina sve vise
se javlja teznja ka personalizovanom pristupa etioloski kompleksnim bolestima, medu kojima
je 1 BEN, sto bi moglo da doprinese blagovremenoj dijagnostici, prognozi i pra¢enju oboljelih
od BEN i BEN-udruzenih tumora. Prema tome, ispitivanje polimorfizama gena koji uc¢estvuju
o odbrani od oksidativnog stresa moglo bi da doprinese definisanju potencijalnih biomarkera
koji bi mogli da pomognu u procjeni inter-individualnih razlika, kao i rizika obolijevanja od
BEN i tumora gornjeg urotelijuma.

Na osnovu eksperimentalnih podataka o ulozi oksidativhog stresa u metabolizmu
aristolohijske kiseline, kao uzro¢nika BEN, kao i podataka da su polimorfizama gena za
regulatorne 1 kataliti¢ke antioksidantne proteine povezani sa komplikacijama ove bolesti, moze
se pretpostaviti da su ovi genetski polimorfizmi takode znacajni u patogenezi samog BEN i
BEN-udruzenih tumora. Da bi se procijenila njithova uloga od velikog je znaaja sprovesti
sveobuhvatnu genetsku studiju koja bi uporedo analizirala distribuciju ovih polimorfizama kod
pacijenata sa endemskog podrucja, i zdravih osoba iz endemskih regiona Republike Srpske.
Od posebnog je interesa ispitivanje polimorfizama u genima koji kodiraju regulatorne 1
kataliticke antioksidantne proteine (KEAPI, Nrf2, GSTPI, GPX3 1 MDRI), uzevsi u obzir
kompleksnu bioaktivaciju aristolohijske kiseline, koja dovodi do oksidativnog stresa u BEN.
Obzirom da genetski polimorfizmi, osim GS7PI, nisu do sada analizirani kod pacijenata sa
BEN, postojala je potreba za studijom kojom bi ispitala povezanost polimorfizama odredenih
antioksidantnih gena u BEN. Na osnovu rezultata dosadaSnjih istrazivanja, medu njima se
posebno isti¢u polimorfizmi u genima za GSTPI, te polimorfizmi u genu Nrf2 koji kodira
regulatorni protein Nrf2, dio veoma mo¢nog antioksidativnog Nrf2-Keapl signalnog puta.
Takode, i polimorfizmi u MDRI genu koji kodira transporter P-glikoporotein su povezani sa
razvojem BEN, a nisu ispitivani kod pacijenata sa BEN u Republici Srpskoj. Stoga je potrebno
u jednoj sveobuhvatnoj studiji, po prvi put, odrediti distribucija genskih alela navedenih
polimorfizama. Sve ovo bi moglo da doprinese i upotpuni dosadasnja saznanja o znacaju

oksidativnog stresa u nastanku BEN 1 tumora urotelijuma. Uzevsi u obzir 1 pojavu sli¢ne bolesti
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na drugim kontinentima, kao $to je AAN u Kini, naSe istrazivanje moglo bi da doprinese
utvrdivanju postojanja odredenih genetskih specifi¢nosti naSe populacije u genima koji

kodiraju KEAPI, Nrf2, GSTP1, GPX3 1 MDRI u odnosu na druge populacije u Evropi i svijetu.
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ANTIOKSIDANTNI
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Slika 17. Uloga antioksidatnih proteina u odbrani od oksidativnog stresa i apoptoze nastale
djelovanjem aristolohijske kiseline u BEN.
Aristolohijska kiselina I (AA-1); 7- (deoksiadenozin-N6-il) aristolaktam | (ALI-dA); adenozin

trifosfat (ATP); Nrf2 (engl. Nuclear factor erythroid 2—related factor 2) KEAP1 (engl.Kelch-like
ECH-associated protein 1); reaktivne vrste kiselina (ROS); vodonik peroksid ( H202); ajnon radikal
(O2-), singlet kiseonik (*02), hidroksi radikal (-OH), perhidroksiradikal (HO;-); glutation peroksidaza
3 (GPX3); glutation transferaza P (GSTP1); MDR1 (engl. Multidrug resistance 1); elementi
antioksidativnog odgovora (ARE).
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2. CILJEVI

1.Odrediti distribuciju polimorfizama gena za KEAP1 (rs1048290), Nrf2 (rs6721961),
GSTP1AB (rs1695), GSTPALCD (rs1138272), GPX3 (rs8177412) i MDR1 (rs1045642) gena
kod bolesnika sa BEN i pripadnika kontrolne grupe, kao i bolesnika koji su razvili tumor

gornjeg urotelijuma

2.Ispitati povezanost pojedina¢nih polimorfizama KEAP1, Nrf2, GSTP1AB, GSTP1CD,

GPX3 i MDR1 sa rizikom za nastanak BEN i tumora gornjeg urotelijuma
3. Ispitati povezanost GSTP1ABCD haplotipova sa rizikom za nastanak BEN

4. Ispitati da li postoji kumulativni efekat ispitivanih genotipova na rizik za nastanak BEN
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3. MATERIJAL | METODE

Za procjenu uloge polimorfizama gena za regulatorne i Kkataliticke antioksidantne
proteine u nastanku BEN, izvedena je studija slucajeva i kontrola, dok je za analizu
polimorfizama gena za regulatorne i kataliticke antioksidantne proteine u nastanku tumora

gornjeg urotelijuma na terenu BEN izvedena studija s/ucajeva.
3.1 SELEKCIJA ISPITANIKA

U cilju odredivanje polimorfizama Nrf2 (rs6721961), KEAP1 (rs1048290), GSTP1AB
(rs1695), GSTPALCD (rs1138272), GPX3 (rs8177412) i MDRL1 (rs1045642) gena u studiju je

ukljuceno 349 ispitanika koji su podijeljeni u dvije grupe, grupu oboljelih i kontrolnu grupu.

Grupu oboljelih ¢&inilo je 209 pacijenata, sa podru¢ja Bijeljine i Samca, ¢iji su DNK uzorci
dio biobanke ispitanika sa dijagnozom BEN formirane na Institutu za medicinsku i klini¢cku
biohemiju Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, prikupljeni u periodu od januara
do decembra 2012. godine, u okviru ranijih istrazivanja.

Kriterijumi za ukljucivanje u ispitivanje bili su:

-punoljetni stanovnici endemskih podrué¢ja Republike Srpske (Bijeljina i Samac) kod kojih je
epidemioloski, klini¢ki i ehosonografski potvrdena dijagnoza BEN

-potpisan informisani pristanak

Kontrolnu grupu ¢inilo je 140 ispitanika, stanovnika endemskih podrucja Bijeljine, bez
dijagnoze BEN. Upareni po uzrastu i polu ispitanici kontrolne grupe su ukljuceni u studiju u
toku redovnih sistematskih pregleda odraslih stanovnika endemskih regiona.

Kfriterijumi za ukljucivanje ispitanika u kontrolnu grupu bili su:
-punoljetni stanovnici endemskih podrucja,
-laboratorijski, klinic¢ki 1 ehosonografski potvrdeno odsustvo BEN
-klini¢ki 1 laboratorijski potvrdeno odsustvo drugih bubreznih bolesti (vrijednosti uree i
kreatinina u krvi u referentnim granicama)
-potvrdeno odsustvo dijabetesa i malignih bolesti
-potpisan informisani pristanak
Uslov za neukljucivanje u studiju bio je stav ispitanika da ne Zeli da ucestvuje u istrazivanju,

kao i dokaz o postojanju malignog oboljenja i dijabetesa u istoriji bolesti.
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Za prikupljanje demografskih podataka ispitanika kontrolne grupe koristen je strukturisani
epidemioloski upitnik. Upitnik je sadrzavao pitanja o starosti, polu, mjestu rodenja i
stanovanja, antropometrijskim parametrima, zanimanju, pusenju, te duzini puSackog staza.

Svi ispitanici koji su ispunjavali kriterije za uklju¢ivanje u ispitivanje su informisani o
svrsi ispitivanja, koriStenju podataka iz medicinske dokumentacije, klinickom pregledu 1
uzorkovanju krvi za planirano istraZivanje, nakon ¢ega su dobrovoljno potpisali informisani
pristanak.

Studija je izvedena u skladu sa pravilima Etickog komiteta Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Banjoj Luci (broj eticke dozvole 18/4.8/23 od 16. 01. 2023. godine), Etickog
komiteta JZU ,,Sveti Vracevi“ Bijeljina (broj eticke dozvole 4315-3-2/21 od 24. 12. 2021.
godine), kao i1 sa etickim standardima datim u Helsinskoj deklaraciji (prema poslednjoj
revidiranoj verziji). Svi ispitanici od kojih je uzet bioloski materijal koristen u studiji, kao i
licni podaci, potpisali su pristanak za ucesce u studiji. Ispitanici su obavijesSteni o ciljevima i
o¢ekivanim ishodima studije. Obzirom da su uzorci DNK grupe oboljelih dio biobanke
ispitanika formirane na Institutu za medicinsku 1 klini¢ku biohemiju Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu studija je odobrena i od strane Etickog komiteta Medicinskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu broj 1322/V11-13 (od 07.07.2022. godine).

3.2 METODE ZA ODREDIVANJE REGULATORNIH I KATALITICKIH
ANTIOKSIDANTNIH PROTEINA

Za analizu polimorfizama od svih ispitanika je uzeto po 2 mL pune Krvi u vakutajnere, sa
etilen diamin tetra siréetna kiselina (EDTA) kao antikoagulansom, te su uzorci krvi zamrzavani

i uvani na -20°C do trenutka izolacije DNK.

3.2.1 Izolacija DNK

Izolacija DNK iz 200uL venepunktirane krvi radena je koriStenjem komercijalnog kita
PureLink™ Genomic DNA Mini Kit-a (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA; Kat. br. K182001),
prema uputstvu proizvodaca. I1zolacija DNK se odvijala kroz nekoliko koraka. Prvi korak
predstavlja liziranje membrane limfocita, dok su se u narednom koraku proteini vezani za DNK
uklanjali proteinazom K, a ostaci RNK uz pomo¢ RNA-aze A. Nakon toga, dobijeni lizat se
prenosi u mini spin kolone sa silikonskom membranom koja selektivno vezuje DNK. Ostatak
lizata ispira se serijom pufera koji u svom sastavu imaju soli i etanol §to omogucava da se

proteini i drugi kontaminanti, koji bi mogli da inhibiraju reakciju lan¢anog umnozavanja,
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odstrane. Kao krajnji korak, DNK je ispirana sa mini spin kolone, alikvotirana i ¢uvana na -
20°C do izvodenja PCR.

Izolacija DNK ispitanika kontrolne grupe je vrSena u Centru za biomedicinska istrazivanja
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Banjaluci, prema opisanom protokolu koristenjem
prethodno navedenog komercijalnog kita.

Izolacija DNK grupe oboljelih je vrsena, prema istom protokolu, na Institutu za medicinsku
1 klinicku biohemiju Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

Odredivanje polimorfizama gena za Nrf2 , KEAP 1, GSTP1AB, GSTP1CD, GPX3 i MDR1
za sve ispitanike ukljucene u istrazivanje (i grupu oboljelih i kontrolnu grupu) je uradeno u

Centru za biomedicinska istrazivanja Medicinskog fakulteta Univerziteta u Banjaluci.
3.2.2 Odredivanje Nrf2 polimorfizma (rs6721961)

Inverzioni polimorfizam rs6721961 Nrf2 gena je odreden PCR-CTTP metodom
(engl. Polymerase chain reaction with confronting two-pair primers) prema modifikovanoj
metodi autora Shimoyama Y. i sar. Reakciona mjeSavina se sastojala od nekoliko komponenti,
koje su uklju¢ivale vodu, odgovaraju¢i Master Mix i prajmere. Detaljan sastav reakcione
smjese dat je u Tabela 1. Nakon pripreme smjeSe, PCR tubice su stavljene u PCR aparat
(ProFlex 3 x 32-well PCR System, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Reakcija amplifikacije se
odvijala kroz 6 koraka. Korak broj 1 €inila je inkubacija od 10 minuta na 95°C, nakon ¢ega su
uslijedila 33 ciklusa koja su obuhvatila korak broj 2 od 1 minuta na 95°C, korak broj 3 od 1
minut na 64°C, korak broj 4 od 1 minut na 72°C. Korak broj 5 je ¢inila inkubacija na 72°C od

5 minuta, dok je finalni korak obuhvatao hladenje i odrzavanje reakcione smjese na 4°.

Tabela 1. Sastav reakcione mjesavine za odredivanje Nrf2 polimorfizma (rs6721961)

Komponenta Kolicine po
uzorku

Voda 4.6 uL

PCR MasterMix (Thermo Scientific. Waltham. MA) 10 L

Nrf2 prajmer 1 (10 puM. Invitrogen. Waltham. MA) 0.85 uL
CCCTGATTTGGAGGTGCAGAACC
Nrf2 prajmer 2 (10 puM. Invitrogen. Waltham. MA) 0.85 uL

GGGGAGATGTGGACAGCG

Nrf2 prajmer 3 (10 puM. Invitrogen. Waltham. MA) 0.85 uL
GCGAACACGAGCTGCCGGA

Nrf2 prajmer 4 (10 puM. Invitrogen. Waltham. MA) 0.85 uL
CTCCGTTTGCCTTTGACGAC

Ukupna zapremina 18 uL

34



Zana Radi¢ Savi¢

DOKTORSKA DISERTACIJA

Nakon dodatnog hladenja smjese u trajanju od 20 min, produkti amplifikacije razdvajani su
elektroforezom na 2% agaroznom gelu. Po 20 pl smjese je nanoseno u bunari¢e komercijalnog
gela za elektroforezu (Agarose Gel with SYBR, 2%, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).
Osim uzoraka, u cilju preciznijeg odredivanja polozaja proteinskih traka na svaki gel je
nanoS$en i proteinski marker (E-Gel 50 bp DNA Ladder, Invitrogen). Ovako pripremljeni gelovi
su prikljuéeni na aparat za elektroforezu (E-Gel Power Electrophoresis, Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA), na kojem je izvrSena i vizualizacija PCR proizvoda (Slika 18). Potom je uradena
interpretacija rezultata, pri ¢emu je prisustvo dvije trake veli¢ine 282 i 113 bp oznacavalo je
prisustvo Nrf2*C/C genotipa (referentni homozigot), prisustvo dvije trake veli¢ine 282 i 205bp
oznacavalo prisustvo Nrf2*A/A genotipa (varijantni homozigot), dok je prisustvo sve tri trake
veli¢ine 282, 205 i 113bp predstavljalo je Nrf2*C/A genotipa (heterozigot). Kako bi se
potvrdila ispravnost PCR reakcije i iskljucila moguc¢nost kontaminacije opreme i uredaja , U
svaku analizu je ukljuCena i negativna kontrola koju su ¢inile sve komponente PCR smjese

osim ispitivanog uzorka.

Slika 18. Elektroforeza na 2% agaroznom gelu: PCR produkti Nrf2 gena.
Traka 1 marker; Trake 2,3,4 i 5 predstavljaju *C/A genotip (282 bp, 213 bp, 205 bp); trake 6,7,8,9,10
i 11 su *C/C genotip; Traka 12 predstavlja *A/A genotype (282 bp, 213 bp).
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3.2.3 Odredivanje polimorfizama gena za antioksidantne proteine metodom RT-PCR

Polimorfizam gena KEAP1 (rs1048290), GSTP1AB (rs1695), GSTPALCD (rs1138272),
GPX3 (rs8177412) i MDR1 (rs1045642) su odredivani metodom RT-PCR (engl. Real Time

Polymerase Chain Reaction).

Princip RT-PCR lancane reakcije polimeraze zasniva se na tome da se, u in vitro uslovima,
relativno kratak fragment DNK umnozava u veliki broj identicnih kopija. Ova reakcija se
odvija kroz vise ciklusa koji se ponavljaju, pri ¢emu svaki ciklus ukljucuje tri osnovna koraka.
Prvi od njih predstavlja denaturaciju koja se odvija se na temperaturi od 95°C, pri ¢emu dolazi
do gubitka dvolancane strukture DNK matrice. Drugi korak je hibridizacija DNK matrice sa
probom i specifiénim prajmerima (oligonukleotidima). SNP testovi sadrze VIC sondu
obiljezenu bojom, FAM sondu obijlezenu bojom i dva prajmera specificna za ciljani
polimorfizam. Nakon toga slijedi poslednji korak koji predstavlja ekstenziju prajmera, reakciju
katalizovanu Taq DNK polimerazom.

Reakciona mjeSavina za RT-PCR pripremana je neposredno prije reakcije lanCanog
umnozavanja, prema preporu¢enom protokolu proizvodaca (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA). Postupak je ukljuc¢ivao nanosenje po 1pL uzorka DNK na plocu sa 96 bunarcica
(MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate, The Applied Biosystems), a zatim je na ploc¢u
nanos$eno 12 uL smjese koja je sadrzavala odgovaraju¢u Tagman probu i Genotyping PCR
Master Mix (Thermo Scientific, Waltham, MA). Za svaki od ispitivanih gena, na plocu su
nanosene i negativne kontrole, u programu obiljezene kao NTC. Negativna kontrola sadrze sve
sastojke za PCR smjeSu osim DNK ispitivanog uzorka, a njena uloga je identifikacija
eventualne kontaminacije reagenasa i opreme. U poslednjim koraku, prije same RT-PCR
reakcije, ploc¢a se zatvara specijalnim opti¢kim filmom (MicroAmp Optical Adhesive Film The
Applied Biosystems) i stavlja se u aparat za RT-PCR (Applied Biosystems 7500 Real-Time
PCR). Termalni protokol za RT-PCR, za sve ispitivane polimorfizme, sastojao se od inicijalne
denaturacije u trajanju od 10 minuta, nakon ¢ega je uslijedilo vise ponavljanih ciklusa 95°C
15s i 60°C 90 sekundi (broj ciklusa zavisi od ispitivanog gena) i ekstenzija na 60 °C u trajanju
od 90 sekundi. Rezultati su ocitavani u odgovaraju¢em programu koji prati Applied
Biosystems™ 7500 Real-Time PCR aparat. Program detektuje odgovaraju¢u fluorescentnu
boju ¢iji je emitovani signal direktno proporcionalan koli¢ini PCR proizvoda. Prisustvo jednog
od signala iznad bazalnog nivoa fluorescencije predstavlja homozigot za navedeni alel, dok
prisustvo oba signala predstavlja heterozigot (Slika 19).
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Slika 19. Amplifikaciona kriva RT —PCR.
Crvena boja, ROX kriva; plava boja-fluorescentna boja FAM, zelena boja-fluorescentna boja
VIC. Slika A-heterozigot ; Slika B-homozigot.

3.2.3.1 Odredivanje polimorfizma KEAP1 gena (rs1048290)

Polimorfizam gena KEAP1 (rs1048290) odreden je metodom RT-PCR, uz koristenje
komercijalnog eseja identifikacionog broja: C__ 9323035 1 (Applied Biosystem Tagman
Drug Metabolism Genotyping). Termalni protokol za KEAP1 rs1048290, sastojao se od
inicijalne denaturacije u trajanju od 4 minuta, nakon ¢ega je uslijedilo 40 ponavljanih ciklusa
(95°C 15s i 60°C 90 sekundi) i ekstenzija na 60 °C u trajanju od 90 sekundi. U slu¢aju KEAP1
polimorfizma fluorescentna boja VIC oznacava prisustvo referentnog alela C, dok fluorescetna

boja FAM oznacava prisustvo varijantnog alela G.

3.2.3.2 Odredivanje polimorfizama GSTP1 gena (rs1695, rs1138272)

Polimorfizmi unutar GSTP1 gena, GSTP1AB (rs1695) i GSTPALCD (rs1138272) takode su
odredivani metodom RT-PCR, uz koriStenje komercijalnih eseja Applied Biosystem Tagman
Drug Metabolism Genotypings sljede¢ih identifikacionih brojeva: C__ 3237198 20 za
ispitivanje polimorfizma gena za GSTP1AB (rs1695) i C__ 1049615 20 za ispitivanje
polimorfizma gena za GSTPAL1CD (rs1138272). Termalni protokol za RT-PCR, za oba

polimorfizma, sastojao se od inicijalne denaturacije u trajanju od 10 minuta, 40 ponavljanih

37



Zana Radic¢ Savic

DOKTORSKA DISERTACIJA

ciklusa (95°C 15s i 60°C 90 sekundi) i ekstenzija na 60 °C u trajanju od 60 sekundi. Kada je
rije¢ o polimorfizmima GSTP1 gena, u slu¢aju GSTP1AB polimorfizma fluorescentna boja VIC
predstavlja prisustvo alela A, a FAM pisustvo alela G. Kod GSTP1CD polimorfizma

fluorescentna boja VIC predstavlja prisustvo alela C, dok FAM oznacava prisustvo alela T.

3.2.3.3 Odredivanje polimorfizma GPX3 gena (rs8177412)

Za odredivanje polimorfizma GPX3 (rs8177412) takode je koriSten komercijalni esej
identifikacionog broja: C_ 25964717 20 (Applied Biosystem Tagman Drug Metabolism
Genotyping). RT-PCR protokol za ovaj polimorfizam bio je sljedeci: inicijalna denaturacija u
trajanju od 4 minuta, 38 ponavljanih ciklusa (95°C 15s i 60°C 90 sekundi) i ekstenzija na 60
°C u trajanju od 90 sekundi. U slu¢aju GPX3 polimorfizma fluorescentna boja VIC oznacava

prisustvo alela C, a fluorescentna boja FAM oznacava prisustvo alela T.

3.2.3.4 Odredivanje polimorfizma MDR1 gena (rs1045642)

U ispitivanim uzorcima MDRL1 (rs1045642) odreden je uz upotrebu odgovarajuceg TagMan
eseja identifikacionog broja: C_7586657 20 (Applied Biosystem Tagman Drug Metabolism
Genotyping). RT-PCR protokol za ovaj polimorfizam bio je sljedeéi: inicijalna denaturacija
u trajanju od 10 minuta, 50 ponavljanih ciklusa (95°C 15s i 60°C 90 sekundi) i ekstenzija na
60 °C u trajanju od 90 sekundi. U slu¢aju MDR1 polimorfizma fluorescentna boja VIC

oznacava prisustvo alela C, a fluorescentna boja FAM oznacava prisustvo alela T.

3.3. STATISTICKA ANALIZA

Racunskim metodama (koeficijent varijacije, vrijednosti skewness 1 kurtosis, statisticki test
Sapiro-Wilk) kao i grafi¢kim metodama za provjeru normalnosti (histogram, normalni Q—Q
grafikon, detrendovan normalni Q—Q grafikon, grafikon kutije (engl. boxplot) provjerena je
normalnost raspodjele podataka. Kontinuirane varijable su izrazene kao srednja vrijednost £
standardna devijacija (SD) ili medijana (minimum-maksimum), u zavisnosti od distribucije
podataka. Kategoricke varijable su predstavljene kao ucestalost (n, %). Poredenje kategorickih
varijabli izvrSeno je pomocu y2 testa. x2 test je takode koriS¢en za ispitivanje odstupanja
distribucije genotipa od Hardy—Weinberg ravnoteze za svaki polimorfizam, kod pacijenata i

kontrola pojedina¢no. Znacajnost razlike u ucestalosti prisustva neke varijable, odnosno njenog
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nivoa, u studijskoj i kontrolnoj grupi procjenjivala se univarijantnom logistickom regresionom
analizom, na osnovu veli¢ine i znacajnosti odnosa Sansi (engl. odds ratio; OR) sa intervalom
povjerenja od 95% (95% IP) kroz cetiri statisticka modela. OR je prilagoden prema uzrastu i
polu. Odredivanje neravnoteze veze (engl. Linkage disequilibirium; LD) izmedu SNP, kao i
analize haplotipa izvrSena je se u programima Haploview i SNPStats [212,213]. LD je izrazena
kao D'. p vrijednost <0,05 se smatrala statisticki zna¢ajnom. Za procjenu prognoze boelsti
koriStena je Kaplan—Meir-ova neparametarska metoda koja se koristi za analizu prezivljavanja.
Kalkulator vjerovatnoce prezivljavanja generiSe Kaplan-Meier-ovu krivu sa intervalom
povjerenja i izraGunava Log-Rank test. Statisticka analiza dobijenih rezultata je izvedena
koristenjem SPSS 17.0 (SPSSInc., Chicago, IL, USA) .
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4. REZULTATI

Polimorfizmi gena za regulatorne i kataliti¢ke antioksidantne proteine KEAP1 (rs1048290),
Nrf2 (rs6721961), GSTP1AB (rs1695), GSTPALCD (rs1138272), GPX3 (rs8177412) i MDR1
(rs1045642) odredivani su kod 209 pacijenata sa Balkanskom endemskom nefropatijom i 140

ispitanika kontrolne grupe.

4.1 DEMOGRAFSKE I KLINICKE KARAKTERISTIKE ISPITANIKA

Demografske i klinicke karakteristike ispitanika obje grupe prikazani su u Tabeli 2. Kao §to
se moze vidjeti nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu grupa u pogledu polne i starosne
distribucije (p>0,05). Prosje¢na starost u grupi oboljelih, koju je ¢inilo 177 muskaraca i 92
zene, bila je 71,67 £ 6,54 godine, dok je u kontrolnoj grupi, koja se sastojala od 71 muskarca i
69 zena, prosjecna starost bila 70,29 + 6,94 godine. Takode, nije bilo statisticki znacajne razlike
u pogledu pusenja izmedu grupe oboljelih i kontrolne grupe (p>0,05). Ipak, zastupljenost
pusaca u grupi BEN je bila nesto vec¢a (33%), dok je u kontrolnoj grupi bilo 27% pusaca. Kada

su u pitanju maligni tumori gornjih urinarnih puteva, u grupi BEN 32 pacijenta su razvili tumor.

Tabela 2. Demografske i klinicke karakteristike BEN pacijenata i pripadnika kontrolne grupe

Demografske karakteristike BEN, Kontrole, p
n=209 n=140

Pol

Muski n (%) 117 (56) 71 (51) 0.146

Zenski n (%) 92 (44) 69 (49)

Starost (srednje vrijednost £ SD )*  71.67+6.54 70.29+6.94 0.153

Pusenje, n (%)**

Da 69 (33) 37 (27) 0.236
Ne 137 (67) 98 (73)
Tumori gornjeg urotelijuma,
n (%)**
Da 32 (15) I -
Ne 177 (85) I

n-broj ucesnika, *standardna devijacija + SD; **zasnovano na dostupnim podacima, // ne moze se primijenti
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4.2 POVEZANOST POJEDINACNIH POLIMORFIZAMA GENA ZA REGULATORNE I
KATALITICKE ANTIOKSIDANTNE PROTEINE SA RIZIKOM ZA NASTANAK BEN

Distribucije polimorfizama gena za regulatorne i kataliticke antioksidantne proteine
kod pacijenata sa BEN i ispitanika kontrolne grupe prikazani su u Tabeli 3. Svi genotipovi
ispitanika kontrolne grupe su bili u u skladu sa Hardy-Weinbergovim ekvilibrijumom, odnosno
njihova distribucija se nije znacajno razlikovala od oéekivane distribucije (za KEAP1: X?=
0,695 p=0,512; za Nrf2 X?= 0,009 p=0,921; za GSTPAB X?= 0,432 p=0,118; za GSTPCD X?=
0,234 p=0,628; za GPX3 X?= 0,120 p=0,728; za MDR1 X?= 0,028 p=0,866). Povezanost
pojedina¢nih polimorfizama gena za regulatorne i katalitiCke antioksidantne proteine sa
rizikom za nastanak BEN analizirana je kroz Cetiri modela (Tabela 3). Model 1: neprilagodeni
OR; model 2: OR prilagoden prema drugim genotipovima; model 3: OR prilagoden prema
uzrastu i polu; i model 4 gdje je OR prilagoden sa svim prethodno kombinovanim faktorima.
Pored tabelarnog prikaza, u modelu 4, dat je i graficki prikaz povezanosti polimorfizama gena

za regulatorne i kataliticke antioksidantne proteine sa BEN (Slika 20).

Analizirani genotip OR (95% IP)
MDR1 rs1045642 (CC vs. CT/TT) | i ° | 1.47 (0.86-2.5)
i
GPX3rs8177412 (TT vs. TC/CC) E ) 1.26 (0.74-2.15)
i
GSTP1CD rs1138272 (CC vs. CT/TT) i @ 1.31(0.59-2.9)
GSTP1AB rs1695 (AA vs. AG/GG) |—.i—| 0.97 (0.62-1.53)
i
Nrf2 rs6721961 (CC vs. CA/AA) |—Q§—| 0.83(0.48-1.42)
KEAP1 rs1048290 (CC vs.CG/GG) |—.§—| 0.93(0.51-1.7)
|
0 1 2 3 4 5

Slika 20. Povezanost polimorfizama gena za regulatorne i kataliticke antioksidantne
proteine (KEAP1L, Nrf2, GSTP1AB, GSTP1CD, GPX3 i MDR1) sa rizikom za nastanak

BEN; forest plot za model 4 sa pripadajucim 95% intervalima povjerenja.

Na osnovu prikazanih rezultata u Tabeli 3 moze se vidjeti da u distribuciji KEAP1
rs1048290 referentnog KEAP1*C alela i varijantnog KEAP1*G alela izmedu bolesnika sa
BEN i kontrolne grupe nema statisticki znacajne razlike (p>0,05). Naime, distrubicija KEAP1
genotipova sa najmanje jednim varijantnim KEAP1*G alelom (KEAP1*C/G*G/G genotip) je
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iznosila 84% kod BEN pacijenata. Ista distribucija KEAP1 genotipova bila je i kod ispitanika
kontrolne grupe. Osobe nosici KEAP1*C/G*G/G genotipa nisu u ve¢em riziku za nastanak
BEN od nosioca KEAP1*C/C genotipa (OR1: p=0,798; OR2: p=0,688; OR3: p=0,853; OR4:
p=0,834).

Iz prikazanih rezultata koji se odnose na frekvenciju Nrf2 genotipa moze se uoditi da
izmedu kontrolne grupe i bolesnika sa BEN-om ne postoji razlika u pogledu distribucije Nrf2
genotipova (p>0,05). Naime, u kontrolnoj grupi 74% ispitanika je sa *C/C genotipom, 24% sa
*C/A 1 2% sa *A/A Nrf2 genotipom, dok u studijskoj grupi 76% bolesnika ima *C/C genotip,
21% *C/A i 3% *A/A Nrf2 genotip. Dobijena distribucija odgovara oc¢ekivanoj distribuciji
ucestalosti Nrf2 genotipova u populaciji bijele rase. Dodatno, za nosioce *C/A i *A/A Nrf2
genotipova povezanih sa nizom Nrf2 transkripcionom aktivnosti, nije utvrden rizik za razvoj
BEN u svim ispitivanim modelima (OR1 = 0,88, 95%IP = 0,55-1,46, p = 0,669; OR2 = 0,91,
95% IP = 0,55-1,50, p = 0,723; OR3 = 0,89, 95% IP = 0,54-1,46, p = 0,648; OR4 = 0,83, 95%
IP =0,48-1,42 p = 0,608).

Kada se osvrnemo na distribuciji dva analizirana polimorfizma unutar GSTP1 gena,
GSTP1AB rs1695 i GSTP1CD rs1138272, nije uoCena Statisticki znacajna razlika izmedu
bolesnika sa BEN i kontrolne grupe. 1z prikazanih rezultata moze se vidjeti da je najzastupljeni
genotip u slu¢aju GSTP1AB bio heterozigotni GSTP1*A/G u obje grupe (48% u kontrolnoj vs.
46% u BEN grupi), dok je u slu¢aju GSTP1CD najzastupljeniji bio referentni homozigotni
GSTP1*C/C genotip, kako u kontrolnoj tako i u grupi oboljelih (92% vs. 89%).

Na osnovu rezultata naSe studije, u sluc¢aju GSTP1AB polimorfizma, utvrdeno je da osobe
nosioci barem jednog varijantnog *G alela (GSTPAB*A/G*G/G genotipovi) ne pokazuju
povecan rizik za razvoj BEN. Naime, iako je ucestalost GSTP1AB*G/G genotipa u bolesnika
sa BEN veca nego u ispitanika kontrolne grupe (9% vs. 6%), efekat prisustva GSTP1*G/G
genotipa u odnosu na GSTP1*A/A genotip nema statisticki znacajan uticaj na povecanje rizika
za nastanak endemske nefropatije, u sva Cetiri ispitivana modela (p>0,05).

U slu¢aju GSTP1CD rs1138272 ispitivanog polimorfizma, nasi rezultati su pokazali da osobe
koje imaju GSTP1*C/T ili T/T genotip nemaju veéi rizik za razvoj endemske nefropatije u
odnosu na osobe koje imaju GSTP1*C/C genotip. lako je ucestalost varijantnog GSTP1*T
alela nesto ve¢a u BEN nego u kontrolnoj grupi (11% vs. 8%), statisticka znacajnost je izostala
(p>0,05).

Sagledavsi distribuciju preostala dva ispitivana polimorfizma (GPX3 rs8177412 i MDR1
rs1045642) moze se uoditi da je, u slu¢aju GPX3 gena, varijantni GPX3*C alel brojniji u BEN,

nego u kontrolnoj grupi (24% vs. 20%). lako rezultat koji govori u prilog razlici u distribuciji
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genotipova, nije bio i statisticki znacajan (p>0,05). Ipak, kada je u pitanju polimorfizam GPX3
gena, primijetili smo da su nosioci najmanje jednog varijantnog GPX3*C alela
(GPX3*T/C*C/C genotipovi) umjereno podlozni razvoju BEN. Naime, osobe nosioci
GPX3*T/C ili GPX3*C/C genotipa imaju 1,2 puta veci rizik za razvoj ove bolesti. Medutim,
statisti¢ki znacajna razlika je izostala u sva Cetiri ispitivana modela (OR1 = 1,25, 95%IP = 0,74
—-2,12,p=0.389; OR2 = 1,24, 95%IP = 0,72-2,11, p = 0,415; OR3 = 1,26 95%IP = 0,75-2,14,
p =0,374; OR4 = 1,26, 95%IP = 0,74-2,15, p = 0,392).

U pogledu distribucije MDR1 polimorfizma naSi rezultati ukazuju na veéu ucestalost
varijantnih genotipova (MDR1*C/T*T/T) u odnos na referentni MDR1*C/C genotip, u grupi
oboljelih nego u kontrolnoj grupi (31% vs 25%). Dodatno, na osnovu regresione analize
utvrdeno je da su osobe nosioci varijantnog MDR1*T/T genotipa u skoro 2 puta ve¢em riziku
za nastanak BEN, ali je rezultat bio samo blizu granice za statisticku znacajnost (prilagodeni
OR3 =1,82, 95%IP = 0,87-3,40, p = 0,059).
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Tabela 3. Povezanost polimorfizama gena za regulatorne i kataliticke antioksidantne proteine (KEAPL, Nrf2, GSTP1AB, GSTP1CD, GPX3 i
MDR1) sa rizikom za nastanak BEN

Genotip BEN,

n (%)
KEAP1 rs1048290
*CIC* 35 (16)
*CIG 87 (42)
*GIG 87 (42)

*CIG*GIG 174 (84)

Nrf2 rs6721961

*C/C® 158 (76)
*CIA 45 (21)
*AJA 6 (3)

*CIA*A/A  51(24)
GSTP1AB rs1695

*AJAC 96 (45)
*AIG 95 (46)
*GIG 18 (9)

*AIG*G/G 113 (55)
GSTPLCD rs1138272

*C/C® 187 (89)
*CIT 17 (8)
*TIT 5 (3)
*CIT*TIT  22(11)
GPX3 rs8177412
*T/Te 159(76)
*T/C 49 (23)
*CIC 1(1)

*TIC*CIC 50 (24)

Kontrole,
n (%)

22 (16)
61 (43)
57 (41)
118 (84)

103 (74)
34 (24)
3(2)
37(26)

64 (46)
67 (48)
9(6)

76 (54)

129(92)
11(8)
0(0)

11 (8)

112 (80)
26 (19)
2 (1)

28 (20)

OR1
(95% IP)°

1.0¢

0.89 (0.48-1.67)
0.95 (0.51-1.8)
0.92 (0.51-1.65)

1.0°

0.86 (0.52-1.44)
1.30 (0.32-0.33)
0.88 (0.55-1.46)

1.0¢

0.94 (0.60-1.47)
1.33 (0.56-3.15)
0.99 (0.64-1.52)

1.0°
1.06 (0.48-2.35)

1.38 (0.64-2.94)

1.0°

1.32 (0.77-2.26)
0.35 (0.03-3.93)
1.25 (0.74-2.12)

P

0.732
0.897
0.798

0.571
0.712
0.669

0.804
0.512
0.968

0.874

0.405

0.298
0.397
0.389

OR 2
(95% IP)

1.0°

0.86 (0.45-1.63)
0.90 (0.54-2.08)
0.88 (0.49-1.6)

1.0°

0.88 (0.53-1.48)
0.90 (0.19-4.17)
0.91 (0.55-1.50)

1.0°

0.92 (0.58-1.46)
1.04 (0.42-2.57)
0.94 (0.60-1.47)

1.0¢
1.07 (0.47-2.41)

1.40 (0.64-3.04)

1.0¢

1.30 (0.75-2.25)
0.37 (0.32-4.34)
1.24 (0.73-2.11)
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p

0.861
0.763
0.688

0.648
0.901
0.723

0.737
0.931
0.814

0.864

0.396

0.124
0.429
0.415

OR 3
(95% IP)

1.0¢

0.91 (0.48 1.72)
0.97 (0.51-1.84)
0.94 (0.52-1.70)

1.0°

0.86 (0.51-1.45)
1.15 (0.27-4.75)
0.89 (0.54-1.46)

1.0°

0.91 (0.58-1.44)
1.34 (0.56-3.21)
0.96 (0.62-1.49)

1.0°
1.01 (0.45-2.26)

1.35 (0.63-2.90)

1.0¢

1.33 (0.77-2.78)
0.40 (0.03-4.50)
1.26 (0.75-2.14)

P

0.791
0.940
0.853

0.587
0.847
0.648

0.710
0.501
0.887

0.967

0.438

0.294
0.459
0.374

OR 4
(95% IP)

1.0¢

0.90 (0.46-1.74)
0.96 (0.49-1.87)
0.93 (0.51-1.70)

1.0°

0.89 (0.52-1.51)
0.67 (0.14-3.21)
0.83 (0.48-1.42)

1.0°

0.98 (0.61-1.56)
0.93 (0.36-2.24)
0.97 (0.62-1.53)

1.0°
0.96 (0.61-1.56)

1.31 (0.59-2.90)

1.0¢

1.30 (0.74-2.25)
0.45 (0.03-5.23)
1.26 (0.74-2.15)

0.759
0.920
0.834

0.671
0.625
0.608

0.930
0.894
0.913

0.926

0.505

0.351
0.526
0.392



Tabela 3, nastavak. Povezanost polimorfizama gena za regulatorne i kataliticke antioksidantne proteine (KEAP1, Nrf2, GSTP1AB, GSTP1CD,
GPX3 i MDR1) sa rizikom za nastanak BEN

Genotip BEN, Kontrole, OR1 p OR 2 p OR 3 p OR4 p

n (%) n (%) (95% IP)° (95% IP) (95% IP) (95% IP)
MDR1 rs1045642
*CIC* 39 (20) 36 (26) 1.0¢ - 1.0¢ - 1.0¢ - 1.0¢ -
*CIT 100 (49) 69 (49) 1.33(0.77-2.31)  0.297 1.31(0.75-2.29) 0.341 1.37(0.78-2.38) 0.263 1.35(0.77-2.39) 0.290
*TIT 43 (31) 35(25) 1.66 (0.90-3.06) 0.105 1.55(0.83-2.90) 0.164 1.82(0.97-3.40) 0.059 1.70(0.99-3.22) 0.099
*C/T*T/T 143 (80) 104 (74) 1.44 (0.86-2.42)  0.160 1.45(0.86-2.44) 0.159 1.51(0.90-2.56) 0.117 1.47(0.86-2.50) 0.149

*OR 1-odnos $ansi; OR 2-prilagoden prema drugim genotipovima; OR 3- prilagoden prema uzrastu i polu; OR 4-prilagoden prema prethodno kombinovanim faktorima;

b95%IP- 95% interval povjerenja; p < 0.05 statisti¢ki znacajan rezultat; ¢ Referentna grupa
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4.3 POVEZANOST POJEDINACNIH POLIMORFIZAMA GENA ZA REGULATORNE I
KATALITICKE ANTIOKSIDANTNE PROTEINE SA RIZIKOM ZA NASTANAK BEN U
ODNOSU NA POL

U sljede¢em koraku izvrsili smo podjelu grupe oboljelih na muskarce i Zene, te se unutar
grupa fokusirali na procjenu potencijalnog individualnog efekta polimorfizama gena KEAP1,
Nrf2, GSTPAB, GSTPCD, GPX3 i MDR1 na rizik za nastanak BEN, u odnosu na pol.

Iz prikazanih rezultata u Tabeli 4. se mozZe vidjeti da, kao i kada je posmatrana ukupna
kohorta, ne postoji statisticki znacajna razlika u distribuciji genotipova analiziranih
polimorfizama i riziku za nastanak BEN u Zenskoj populaciji u odnosu na pripadnice kontrolne
grupe (p>0,05). Ipak, posmatraju¢i MDR1 rs1045642 polimorfizam mozZe se uociti da zene
nosioci MDR1*C/T ili MDR1*T/T genotipa imaju vise od 1,5 puta vecu podloznost za razvoj
BEN (OR1 = 1,69, 95%IP = 0,79-3,13, p = 0,172; OR2 =1,51 95%IP = 0,69-3,29, p = 0,296;
OR3=1,91, 95%IP = 0,89-4,32, p = 0,090; OR4 = 1,75, 95%IP = 0,78-3,93, p = 0,169). Ipak,
rezultat nije bio statisti¢ki znacajan (p>0,05). Dodatno, Zene nosioci GPX3*T/C ili T/T
genotipa su bili pod oko 2 puta ve¢im rizikom da obole od endemske nefropatije u odnosu na
zene nosioce GPX3*T/T genotipa. Medutim, rezultati ove analize se nisu pokazali i statisticki
znaCajnim (p>0,05). Logistickom regresijom nije pokazano da su preostali ispitivani
polimorfizmi (KEAP1, Nrf2, GSTP1AB, GSTP1CD, MDR1) individualno povecavaju rizik za
razvoj BEN kod Zena. Slika 21 prikazuje analizu distribucije polimorfizama u populaciji Zena
sa BEN, prilagodenu prema drugim analiziranim genotipovima i godinama (starosti).

Distribucija polimorfizama gena za regulatorne 1 kataliticke antioksidantne proteine
kod muskih pacijenata sa BEN i rizik za nastanak ove bolesti, prikazani su u Tabeli 5. Nije
uocena statisticki znacajna razlika u distribuciji analiziranih genotipova medu pacijentima 1
pripadnicima kontrolne grupe (p>0,05). Za razliku od zenske populacije, kod muskaraca
najveci rizik za razvoj BEN imali su osobe nosioci GSTPCD*C/T*T/T genotipova. Naime,
muskarci nosioci GSTPCD*C/T ili GSTPCD*T/T genotipa su skoro 2 puta podlozniji za razvoj
BEN (OR1 = 1,54, 95%IP = 0,56-1,48, p = 0,393; OR2 =1,66 95%IP = 0,58-4,81, p = 0,342;
OR3 = 1,56, 95%IP = 0,57-4,26, p = 0,377; OR4 = 1,67, 95%IP = 0,58-4,81, p = 0,340), iako
rezultat nije bio statisticki znacajan (p>0,05). Iz prikazanih rezultata, moze se zakljuciti da se
preostali analizirani polimorfizmi KEAP1, Nrf2, GSTP1AB, GSTP1CD, GPX3 u populaciji
muskaraca nisu pokazali znacajnim za nastanak endemske nefropatije. Dodatno, na Slici 22
pokazana je distribucija polimorfizama u populaciji muskaraca sa BEN, prilagodena prema

drugim analiziranim genotipovima i godinama ispitanika.
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Tabela 4. Povezanost polimorfizama gena za regulatorne i kataliticke antioksidantne proteine (KEAPL, Nrf2, GSTP1AB, GSTP1CD, GPX3 i

Genotip

KEAP1 rs1048290

*CIC*
*CIG*GIG

Nrf2 rs6721961
*C/C®
*CIA*AIA

GSTP1AB rs1695

*A/AC

*AIG*G/G
GSTP1CD
rs1138272

*C/C®

*CIT*TIT
GPX3rs8177412

*T/T®
*T/C*CIC

MDR1 rs1045642

*CIC*
*CIT*TIT

*OR 1-odnos 3ansi; OR 2-prilagoden prema drugim genotipovima; OR 3- prilagoden prema starosti; OR 4-prilagoden prema prethodno kombinovanim faktorima; *95%IP-

Pacijenti,
n (%)

11 (12)
81 (88)

67 (73)
25 (27)

41 (45)
51 (55)

85 (92)
7(8)

66 (72)
26 (28)

16 (18)
74 (82)

Kontrole,
n (%)

11 (15)
60 (85)

57 (80)
14 (20)

35 (49)
36 (51)

66 (93)
5 (7)

60 (85)
11 (15)

19 (27)
52 (73)

MDR1) sa rizikom za nastanak BEN kod Zena

OR 12
(95% IP)

1.0
1.35 (0.54-3.32)

1.0
151 (0.72-3.19)

1.0
1.20 (0.65-2.25)

1.0
1.08 (0.33-3.58)

1.0
2.14 (0.97-4.72)

1.0
1.69 (0.79-3.13)

0.513

0.270

0.548

0.891
0.057

0.172

OR 2
(95% IP)

1.0
1.49 (0.58-3.78)

1.0
1.47 (0.68-3.18)

1.0
1.27 (0.66-2.45)

1.0
0.96 (0.27-3.36)

1.0
2.15 (0.96-4.81)

1.0
1.51 (0.69-3.29)

0.399

0.323

0.461

0.961
0.062

0.296

OR3
(95% IP)

1.0
1.32 (0.53-3.28)

1.0
1.46 (0.68-3.10)

1.0
1.09 (0.57-2.06)

1.0
1.02 (0.30-3.45)

1.0
2.09 (0.94-4.64)

1.0

0.549

0.323

0.781

0.970

0.068

OR 4
(95% IP)

1.0
1.43 (0.55-3.71)

1.0
1.39 (0.63-3.05)

1.0
1.15 (0.59-2.25)

1.0
1.27 (0.55-2.93)

1.0
2.09 (0.92-4.72)

1.0

1.97 (0.89-4.32) 0.090 1.75 (0.78-3.93)

95% interval povjerenja; p < 0.05 statisti¢ki znacajan rezultat; ¢ Referentna grupa
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0.453

0.406

0.667

0.931
0.075

0.169



Tabela 5. Povezanost polimorfizama gena za regulatorne i kataliticke antioksidantne proteine (KEAP1L, Nrf2, GSTP1AB, GSTP1CD, GPX3 i
MDR1) sa rizikom za nastanak BEN kod muskaraca

Genotip Pacijenti, Kontrole, OR 1° p OR 2 p OR3 p OR 4 p

n (%) n (%) (95% IP) (95% IP) (95% IP) (95% IP)
KEAP1 rs1048290
*C/CC 24 (20) 11 (16) 1.0 - 1.0 - 1.0 - 1.0 -
*CIG*GIG 93(80) 58(84) 0.73(0.33-1.61) 0.442 0.77 (0.34-1.74) 0.531 0.73(0.33-1.61) 0.444 0.76 (0.34-1.73) 0.528
Nrf2 rs6721961
*C/CC 91 (78) 46 (67) 1.0 - 1.0 - 1.0 - 1.0 -
*CIA*AIA 26 (22) 23(33) 0.57(0.29-1.10) 0.098 0.57(0.29-1.13) 0.110 1.01(0.96-1.05) 0.175 0.58 (0.29-1.14) 0.118
GSTP1AB rs1695
*AJAC 55(47) 29(42) 1.0 - 1.0 - 1.0 - 1.0 -
*AIG*G/G 62(53) 40(58) 0.81(0.44-1.49) 0.510 0.73(0.38-1.39) 0.348 0.82(0.45-1.50) 0.531 0.74(0.39-1.41) 0.370
GSTP1CD
rs1138272
*C/CC 102 (87) 63(92) 1.0 - 1.0 - 1.0 - 1.0 -
*CIT*TIT 15(13) 6(8) 1.54 (0.56-4.18) 0.393 1.66 (0.58-4.81) 0.342 1.56 (0.57-4.26) 0.377 1.67 (0.58-4.81) 0.340
GPX3 rs8177412
*T/TC 93 (80) 52 (75) 1.0 - 1.0 - 1.0 - 1.0 -
*T/C*C/C 24 (20) 17(25) 0.78(0.38-1.60) 0.513 0.80(0.38-1.66) 0.554 0.79(0.39-1.62) 0.536 0.81(0.39-1.70) 0.587
MDR1
rs1045642
*C/CC 23 (20) 17 (25) 1.0 - 1.0 - 1.0 - 1.0 -
*CIT*TIT 89 (80) 52 (75) 1.26 (0.61-2.58) 0.519 1.16 (0.55-2.44) 0.679 1.27 (0.62-2.60) 0.509 1.17 (0.56-2.45) 0.670

*OR 1-odnos 3ansi; OR 2-prilagoden prema drugim genotipovima; OR 3- prilagoden prema starosti; OR 4-prilagoden prema prethodno kombinovanim faktorima; *95%IP-

95% interval povjerenja; p < 0.05 statisti¢ki znacajan rezultat; ¢ Referentna grupa
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Analizirani genotip OR (95% IP)
|
MDR1 rs1045642 : ° | 1.75 (0.78-3.93)
GPX3 rs8177412 H ° | 2.09 (0.92-4.72)
|
1
GSTPICD rs1138272 Le | 1.27 (0.55-2.93)
|
1
GSTP1AB rs1695 Lo | 1.15 (0.59-2.25)
1
NFf2 rs6721961 o | 1.39 (0.63-3.05)
1
1
1
KEAP1 rs1048290 i ® i 1.43(0.55-3.71)
0 1 2 3 4 5

Slika 21. Povezanost polimorfizama gena za regulatorne i kataliticke antioksidantne proteine
(KEAP1, Nrf2, GSTP1AB, GSTP1CD, GPX3 i MDR1) sa rizikom za nastanak BEN u

populaciji Zena, forest plot za model 4 sa pripadajucim 95% intervalima povjerenja

Analizirani genotip OR (95% IP)

MDR1 rs1045642

° | 1.17 (0.56-2.45)

GPX3 rs8177412 [ ®

0.81(0.39-1.7)

GSTP1CD rs1138272

° I 1.67(0.58-4.81)

GSTP1AB rs1695 e 0.74 (0.39-1.41)
1
Nrf2 rs6721961 I—O—g—i 0.58 (0.29-1.14)
1
KEAP1 rs1048290 b ° i 0.76 (0.34-1.73)
0 1 2 3 4 5

Slika 22. Povezanost polimorfizama gena za regulatorne i kataliticke antioksidantne proteine
(KEAP1, Nrf2, GSTP1AB, GSTP1CD, GPX3 i MDR1) sa rizikom za nastanak BEN u

populaciji muskaraca; forest plot za model 4 sa pripadajucim 95% intervalima povjerenja
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4.4 KOMBINOVANI EFEKAT POLIMORFIZAMA GENA ZA REGULATORNE |
KATALITICKE ANTIOKSIDANTNE PROTEINE NA RIZIK ZA NASTANAK BEN

Osim pojedina¢nog uticaja polimorfizama gena za regulatorne i kataliticke antioksidantne
proteine, u nasem istrazivanju su ispitivani i efekti pomenutih polimorfizama u kombinaciji,
na podloznost za nastanak BEN. Povezanost kombinovanih polimorfizama gena za regulatorne
i kataliticke antioksidantne proteine sa rizikom za nastanak BEN analizirana je kroz dva
modela: OR1 (neprilagodeni model) i OR2 (model prilagoden u odnosu na starost i pol).

Iz prikazanih rezultata u Tabeli 6 moze se uociti da najveci rizik za nastanak endemske
nefropatije, imaju osobe sa bar jednim prisutnim varijantnim GPX3*C alelom koji su nosioci i
bar jednog MDR1*T varijantnog alela. U ovih ispitanika, rizik za nastanak BEN je oko 2 puta
veéi u odnosu na osobe sa GPX3*T/T +MDR1*C/C genotipom (OR1 = 1.75, 95% CI = 0.86 —
3.55, p = 0.117; OR2 = 1.86, 95%CI = 0.91 — 3.80, p = 0.087). Ipak, rezultat nije dostigao
statistiCku znacajnost (p>0,05). Na osnovu ove analize utvrdeno je i da uticaj kombinacije
genetskih polimorfizama KEAP1 i Nrf2, doprinosi ve¢em riziku za pojavu BEN. Naime, osobe
koji su nosioci Nrf2*C/C +KEAP1*C/G ili G/G genotipa su skoro 2 puta podloZniji nastanku
endemske nefropatije, u poredenju sa osoba koje imaju Nrf2*C/C+KEAP1*C/C genotip.
Medutim, u ovom slucaju, rizik za nastanak endemske nefropatije nije dostigao i statisticku
znacajnosti (prilagodeni OR2 = 1,91; 95%IP = 0.5-7,41; p = 0,335). Efekat kombinovanih
genetskih polimorfizama Nrf2 i GSTP1 gena nije uticao na rizik za nastanak BEN medu
ispitanicima nasSe studije. Neznatno niZi rizik za nastanak endemske nefropatije imaju bolesnici
nosioci GSTP1AB*A/A genotipa i bar jednog varijantnog *A alela Nrf2 gena u odnosu na
ispitanike sa Nrf2*C/C+GSTPAB*A/A genotipom (prilagodeni OR2 = 0,74; 95%IP = 0,37—
1,48; p = 0,399). Uticaj kombinacije genetskih polimorfizama Nrf2 i GSTP1CD u nastanku
endemske nefropatije je doveo do smanjenja rizika u ispitanika koji osim GSTP1CD*C/C
genotipa imaju prisutan ili Nrf2*C/A ili Nrf2*A/A varijantni genotip umjesto Nrf2*C/C
referentnog genotipa. Medutim, taj rezultat nije dostigao i statisticku znacajnosti (prilagodeni
OR2=0,89; CI =0,53-1,50; p = 0,675). 1z prikazanih rezultata koji se odnose na kombinovani
efekat Nrf2 i MDR1 genotipova, moze se uociti da najveéi rizik za nastanak endemske
nefropatije imaju osobe koje su nosioci Nrf2*C/C+MDR1*C/T ili MDR1*T/T genotipa.
Medutim, rizik za nastanak BEN u ovih ispitanika nije 1 statisticki znacajno veci (prilagodeni

OR2 =1,52; Cl = 0,83-2,75; p = 0,167).
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Tabela 6. Kombinovani polimorfizam KEAP1, Nrf2, GSTP1AB, GSTP1CD, GPX3 i MDRL1 gena i rizik za nastanak BEN

Genotip

GPX3rs8177412+

MDR1 rs1045642
GPX3*TT/MDR1*CC*
GPX3*TT/MDR1*CT*TT
GPX3*CC*TC/MDR1*CC
GPX3*CC*TC/MDRI1*CT*TT
Nrf2 rs6721961+

KEAP1 rs1048290
Nrf2*CC/KEAP1*CC*
Nrf2*CC/KEAP1*CG*GG
Nrf2*CA*AA/KEAP1*CC
Nrf2*CA*AA/KEAP1*CG*GG
Nrf2 rs6721961+

MDR1 rs1045642
Nrf2*CC/MDR1*CC*¢
Nrf2*CC/MDR1*CT*TT
Nrf2*CA*AA/MDR1*CC
Nrf2*CA*AA/MDR1*CT*TT

Nrf2 rs6721961+

GSTP1AB rs1695
Nrf2*CC/GSTP1AB*AA°
Nrf2*CC/GSTP1AB*AG*GG
Nrf2*CA*AA/GSTP1AB*AA

Nrf2*CA*AA/IGSTP1AB*AG*GG

BEN,
n (%)

33 (16)
120( 60)
6(3)

43 (21)

25 (12)
10 (5)
133 (63)
41(20)

31 (15)
121 (60)
8 (4)

42 (21)

70 (34)
88 (42)
26 (12)
25 (12)

Kontrole,
n (%)

31 (22)
81 (58)
5 (4)

23 (16)

18 (13)
4 (3)

85 (61)
33 (23)

28 (20)
75 (53)
8 (6)

29 (21)

43 (31)
60 (43)
21 (15)
16 (11)

OR1
(95% IP)°

1.0°

1.39 (0.79-2.45)
1.12 (0.31-4.07)
1.75 (0.86-3.55)

1.0°

1.80 (0.48-6.62)
1.12 (0.58-2.18)
0.89 (0.41-1.91)

1.0°

1.45 (0.81-2.62)
0.90 (0.29-2.72)
1.30 (0.65-2.62)

1.0°

0.90 (0.54-1.48)
0.76 (0.38-1.51)
0.96 (0.46-1.99)
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P

0.252
0.855
0.117

0.379
0.725
0.774

0.208
0.857
0.450

0.684
0.436
0.913

OR 2 p
(95% 1P)

1.0°

1.46 (0.82-2.60)
1.16 (0.31-4.22)
1.86 (0.91-3.80)

1.0¢

1.91 (0.51-7.14)
1.17 (0.60-2.30)
0.91 (0.42-1.96)

1.0°

1.52 (0.83-2.75)
0.87 (0.28-2.68)
1.35 (0.67-2.74)

1.0°

0.87 (0.52-1.44)
0.74 (0.37-1.48)
0.93 (0.44-1.95)

0.193
0.820
0.087

0.335
0.634
0.818

0.167
0.811
0.396

0.599
0.399
0.856



Tabela 6, nastavak. Kombinovani polimorfizam KEAP1, Nrf2, GSTP1AB, GSTP1CD, GPX3 i MDR1 gena i rizik za nastanak BEN

Genotip

Nrf2 rs6721961+
GSTP1CD rs1138272

Nrf2*CC/GSTP1CD*CC*
Nrf2*CC/GSTP1CD*CT*TT
Nrf2*CA*AA/GSTP1CD*CC

Nrf2*CA*AA/GSTP1CD*CT*TT

BEN,
n (%)

141 (68)
17 (8)
46 (22)
5(2)

Kontrole,
n (%)

95 (68)
8 (6)
34 (24)
3(2)

OR1
(95% IP)°

1.0¢

1.43 (0.59-3.45)
0.91 (0.54-1.52)
1.12 (0.26-4.81)

p

0.424
0.724
0.876

OR 2 p

(95% IP)

1.0° -

1.36 (0.56-3.31) 0.494
0.89 (0.53-1.50) 0.675
1.18 (0.27-5.14) 0.825

OR1-odnos $ansi; OR2- prilagoden prema starosti i polu; 95%IP — 95 interval povjerenja; p < 0.05 statisticki znacajan rezultat; -Referentna grupa
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4.5 POVEZANOST KOMBINOVANIH POLIMORFIZAMA GENA ZA REGULATORNE
I KATALITICKE ANTIOKSIDANTNE PROTEINE RIZIKOM ZA NASTANAK BEN U
ODNOSU NA POL

Obzirom na polnu stratifikaciju u kojoj je pokazano da pojedina¢ni polimorfizami gena za
regulatorne 1 kataliticke antioksidantne proteine nisu ispoljili statisticki znacajne efekte na
podloznost za nastank BEN, analizirali smo i kombinovane efekte ovih polimorfizama na rizik
za pojavu ove bolesti, u grupi muskaraca i u grupi zena. Iako u ukupnoj analizi, kombinovani
polimorfizmi GPX3 i MDRL1 gena nisu pokazali statistic¢ki zna¢ajnu povezanost sa rizikom od
razvoja BEN, ova kombinacija je pokazala veliki uticaj na razvoj BEN u zenskoj populaciji.
Naime, pacijentice koje su nosioci GPX3 i MDRL1 varijantnih genotipova (GPX3*T/C*C/C
genotip i MDR1*C/T*T/T genotip) bile su pod vise od 3 puta ve¢im rizikom od razvoja BEN
(OR1 = 3,34, 95%IP = 1,16-9,60, p = 0,025), $to je potvrdeno u prilagodenom modelu (OR2 =
3,79, 95%IP = 1,27-11,24, p = 0,016 ) (Tabela 7). Dakle, varijacije u genima koji kodiraju
antioksidantne 1 transportne proteine u kombinaciji povecavaju Sansu za BEN. Prisustvo
varijantnih GPX3*T i MDR1*C alela u populaciji zena povecava vise od 3 puta Sansu za BEN
(OR1), a ovaj efekat se dodatno pojacava nakon prilagodavanja (OR2) §to je prezentovano na
Slici 23.

Zanimljivo je da nismo uocili statisti¢ki znac¢ajnu povezanost ove kombinacije sa rizikom
od razvoja BEN kod muskaraca (Tabela 8).

Ostale analizirane kombinacije, kao ni u prethodnoj analizi (Tabela 6), nisu pokazala
znacajnost (p>0,05). Ni u jednoj polno specifi¢noj grupi logisticka regresija nije pokazala rizik
kada se gen za Nrf2 transkripcioni faktor kombinuje sa genom za regulatorni protein KEAP1,
ili sa drugim genima (GSTP1AB, GSTP1CD i MDR1) ¢iju ekspresiju regulise (Tabela, 7,
Tabela 8).
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Tabela 7. Kombinovani polimorfizam KEAP1, Nrf2, GSTP1AB, GSTP1CD, GPX3 i MDR1 gena i rizik za nastanak BEN kod Zena

Genotip

GPX3 rs8177412+

MDR1 rs1045642
GPX3*TT/MDR1*CC
GPX3*TT/MDR1*CT*TT
GPX3*CC*TC/MDR1*CC
GPX3*CC*TC/MDR1*CT*TT
Nrf2 rs6721961+

KEAP1 rs1048290
Nrf2*CC/KEAP1*CC
Nrf2*CC/KEAP1*CG*GG
Nrf2*CA*AA/KEAP1*CC
Nrf2*CA*AA/KEAP1*CG*GG
Nrf2 rs6721961+

MDR1 rs1045642
Nrf2*CC/MDR1*CC
Nrf2*CC/MDR1*CT*TT
Nrf2*CA*AA/MDR1*CC
Nrf2*CA*AA/MDR1*CT*TT
Nrf2 rs6721961+

GSTP1AB rs1695
Nrf2*CC/GSTP1AB*AA
Nrf2*CC/GSTP1AB*AG*GG
Nrf2*CA*AA/GSTP1AB*AA
Nrf2*CA*AA/GSTP1AB*AG*GG

BEN,
n (%)

13 (14)
51 (57)
3(3)

23 (26)

6 (7)
61 (66)
5(5)
20(22)

13 (15)
52 (57)
3(3)

22 (25)

29 (32)
38 (41)
12 (13)
13 (14)

Kontrole, OR1

n (%) (95% IP)P

17 (24) 1.0°

43 (60) 1.55 (0.67-3.55)

2 (3) 1.96 (0.28-13.50)

9 (13) 3.34 (1.16-9.60)
9 (13) 1.0°
48 (68) 1.80 (0.48-6.62)

2 (2) 1.12 (0.58-2.18)

12 (17) 0.89 (0.41-1.91)
18 (25) 1.0¢
39 (55) 1.84 (0.80-4.21)

1(1) 4.15 (0.38-44.50)

13 (19) 2.34 (0.87-6.30)
27 (38) 1.0°

30 (42) 1.17 (0.58-2.39)
8 (11) 1.39 (0.49-3.93)
6 (9) 2.07 (0.67-6.06)
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P

0.299
0.494
0.025*

0.379
0.725
0.774

0.145
0.240
0.092

0.649
0.528
0.211

OR 2 P
(95% IP)

1.0¢ -
1.85 (0.78-4.40)

2.11 (0.30-14.74)
3.79 (1.27-11.24)

1.0¢ -
1.87 (0.61-5.71)
3.65 (0.51-25.73)
2.35 (0.65-8.40)

1.0°

2.19 (0.92-5.18)
4.07 (0.36-44.97)
2.60 (0.94-7.18)

1.0°

1.05 (0.50-2.18)
1.30 (0.45-3.73)
1.76 (0.57-5.38)

0.163
0.451
0.016*

0.269
0.194
0.187

0.074
0.252
0.065

0.886
0.620
0.319



Tabela 7, nastavak. Kombinovani polimorfizam KEAP1, Nrf2, GSTP1AB, GSTP1CD, GPX3 i MDR1 gena i rizik za nastanak BEN kod Zena

Genotip BEN, Kontrole, OR1 p OR 2 p
n (%) n (%) (95% IP)° (95% IP)

Nrf2 rs6721961+
GSTP1CD rs1138272

Nrf2*CC/GSTP1CD*CC 63 (69) 53 (75) 1.0¢ - 1.0¢ -

Nrf2*CC/GSTP1CD*CT*TT 4 (4) 4 (6) 1.05 (0.50-2.18) 0.886 070 (0.16-3.09)  0.648
Nrf2*CA*AA/GSTP1CD*CC 22 (24) 13 (18) 1.30 (0.45-3.73) 0.620 1.33(0.60-2.92)  0.477
Nrf2*CA*AA/GSTPICD*CT*TT 3 (3) 1(1) 1.76 (0.57-5.38) 0319 2.75(0.27-27.82)  0.389

ORZ1-odnos $ansi; OR2- prilagoden prema starosti; 95%IP — 95 interval povjerenja; p < 0.05 statisticki zna¢ajan rezultat; ®-Referentna grupa

Analizirani genotip OR (95% IP)
Nrf2*CA*AA/KEAP1*CG*GG — ° 2.35 (0.65-8.4)
o 0.89 (0.41-1.91)
Nrf2*CA*AA/GSTP1CD*CT*TT L ' ® 1.76 (0.57-5.38)
|
Nrf2*CA*AA/GSTP1AB*AG*GG \ * 1.76 EO.57-5.38§
r = ° 2.07 (0.67-6.06
1
Nrf2*CA*AA/MDR1*CT*TT h ® 2.6 (0.94-7.18
B o 2.34(0.87-6.3
1
GPX3*CC*TC/MDR1*CT*TT P @ 3.79 (1.27-11.24)
X . 3.34 (1.16-9.6)
r T T T T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Slika 23. Kombinovani polimorfizam KEAP1, Nrf2, GSTP1AB, GSTP1CD, GPX3 i MDR1 gena i rizik za nastanak BEN kod zena, forest plot za
ORI i OR2, sa pripadajucim 95% intervalima povjerenja
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Tabela 8. Kombinovani polimorfizam KEAPI, Nrf2, GSTP1AB, GSTP1CD, GPX3 i MDRI gena i rizik za nastanak BEN kod muskaraca

Genotip

GPX3 rs8177412+

MDR1 rs1045642
GPX3*TT/MDR1*CC
GPX3*TT/MDR1*CT*TT
GPX3*CC*TC/MDR1*CC
GPX3*CC*TC/MDR1*CT*TT
Nrf2 rs6721961+

KEAP1 rs1048290
Nrf2*CC/KEAP1*CC
Nrf2*CC/KEAP1*CG*GG
Nrf2*CA*AA/KEAP1*CC
Nrf2*CA*AA/KEAP1*CG*GG
Nrf2 rs6721961+

MDR1 rs1045642
Nrf2*CC/MDR1*CC
Nrf2*CC/MDR1*CT*TT
Nrf2*CA*AA/MDR1*CC
Nrf2*CA*AA/MDR1*CT*TT

Nrf2 rs6721961+

GSTP1AB rs1695
Nrf2*CC/GSTP1AB*AA
Nrf2*CC/GSTP1AB*AG*GG
Nrf2*CA*AA/GSTP1AB*AA
Nrf2*CA*AA/GSTP1AB*AG*GG

BEN,
n (%)

20 (18)
69(61)
3(3)

20 (18)

19 (16)
72 (62)
5 (4)

21(18)

18 (16)
69 (62)
5(4)

20 (18)

41 (35)
50 (43)
14 (12)
12 (10)

Kontrole,
n (%)

14 (20)
38 (55)
3 (4)

14 (21)

9 (13)
37 (54)
2 (3)
21 (30)

10 (15)
36 (52)
7 (10)

16 (23)

16 (23)
30 (43)
13 (19)
10 (15)

OR1
(95% IP)°

1.0¢

1.27 (0.57-2.79)
0.70 (0.12-3.98)
1.00 (0.38-2.67)

1.0°

0.85 (0.38-2.23)
1.18 (0.19-7.32)
0.47 (0.17-1.28)

1.0°

1.06 (0.44-2.54)
0.39 (0.09-1.58)
0.69 (0.25-1.91)

1.0°

0.65 (0.32-1.35)
0.42 (0.16-1.08)
0.46 (0.16-1.29)
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P

0.552
0.688
1.000

0.857
0.856
0.142

0.888
0.190
0.481

0.251
0.074
0.144

OR 2 P
(95% IP)

1.0¢ -
1.27 (0.57-2.81)
0.70 (0.12-4.05)
1.02 (0.38-2.691)

1.0¢ -
0.92 (0.38-2.24)
1.20 (0.19-7.45)
0.47 (0.17-1.30)

1.0°

1.07 (0.44-2.57)
0.40 (0.10-1.61)
0.70 (0.25-1.95)

1.0°

0.65 (0.31-1.37)
0.42 (0.16-1.10)
0.47 (0.17-1.32)

0.547
0.699
0.996

0.861
0.842
0.148

0.872
0.199
0.501

0.264
0.079
0.155



Tabela 8, nastavak. Kombinovani polimorfizam KEAP1, Nrf2, GSTP1AB, GSTP1CD, GPX3 i MDR1 gena i rizik za nastanak BEN kod

Genotip

Nrf2 rs6721961+
GSTP1CD rs1138272

Nrf2*CC/GSTP1CD*CC
Nrf2*CC/GSTP1CD*CT*TT
Nrf2*CA*AA/GSTP1CD*CC
Nrf2*CA*AA/GSTP1CD*CT*TT

BEN,
n (%)

78 (67)
13 (11)
24 (21)
2 (1)

musSkaraca
Kontrole, OR1
n (%) (95% IP)°
42 (61) 1.0¢
4 (6) 1.75 (0.53-5.75)
21 (30) 0.61 (0.30-1.23)
2(3) 0.53 (0.07-3.96)

0.353
0.171
0.543

OR 2 P
(95% IP)

1.0° -
1.78 (0.54-5.82)  0.339
0.62(0.31-1.25)  0.184
0.54(0.07-4.03)  0.553

ORZ1-odnos Sansi; OR2- prilagoden prema starosti; 95%IP — 95 interval povjerenja; p < 0.05 statisticki zna¢ajan rezultat; ®-Referentna grupa
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4.6 ANALIZA POVEZANOSTI HAPLOTIPA GENA ZA GSTP1 SA RIZIKOM ZA
NASTANAK BEN

Uzevsi u obzir da se polimorfizmi GSTP1AB i GSTP1CD nalaze na istom hromozomu,
naredni korak istrazivanja je bio usmjeren na analizu efekata polimorfizama GSTP1 rs1695 i
rs1138272 na rizik za nastanak BEN, koji je uraden analizom haplotipa i predstavljen u Tabeli
9. Procijenili smo neravnotezu veze (engl. Linkage disequilibium; LD) i izrazili je kao
normalizovan koeficijent izmedu GSTP1 polimorfizama. Pored toga, odredili smo D’
vrijednosti koja moze da se kre¢e od 0 do 1,0. S tim u vezi vrijednost 1,0 ukazuje da su dva
polimorfizma maksimalno povezana, dok 0 ozna¢ava da su nasumi¢no povezani [214]. Kao §to
se moze vidjeti iz prikazanih rezultata, pronasli smo da je vrijednost D’= 0,647 izmedu
GSTP1AB rs1695 i GSTP1CD rs1138272, sto potvrdujuci visoku LD izmedu ovih SNP-ova
(Slika 24).

Tabela 9. Efekti GSTP1 rs1695 i rs1138272 polimorfizama

L1 L2 D’ LOD r? 95% IP

GSTP1ABrs1695 GSTP1CDrs1138272 0.647 4.63 0.051 0.41-0.80

D'- vrijednost D izmedu dva lokusa; LOD- odnos vjerovatnoée, mjera povjerenja u D'; r>- koeficijent korelacije

izmedu dva lokusa; 95% IP- 95% interval povjerenja;

Block 1
1 2

G4

Slika 24.LD: D ’/LOD odnos (A); r2— koeficijent korelacije izmedu dva
lokusa (B) za GSTP1AB (rs4925) i GSTP1CD (rs1138272) polimorfizme

D'- vrijednost D izmedu dva lokusa; LOD- odnos vjerovatnoée, mjera povjerenja u D'; r2- koeficijent korelacije

izmedu dva lokusa; 95% IP- 95% interval povjerenja.

Zatim smo procjenjivali frekvenciju haplotipova GSTP1ABCD u grupi oboljelih, i
kontrolnoj grupi. Kao Sto je prikazano u Tabeli 10, najzastupljeniji haplotip medu pacijentima

sa BEN (68%) i kontrolama (70%) je GSTP1A, koji se sastoji od *A i xC referentnih alela.
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Haplotip GSTP1*C koji se sastoji od varijantnih alela (*G i *T) oba polimorfizma imao je
najnizu ucestalost i kod pacijenata, ali i kod kontrolne grupe. Sto se ti¢e uticaja haplotipova
GSTP1ABCD na podlozZnost za nastanak BEN, haplotip koji se sastoji od varijantnih alela *G
I *T bio je povezan sa 1,6 puta visim rizikom, iako se rezultat nije pokazao statisticki znacajnim

(OR = 1,64; 95%IP = 0,75-3,58; p = 0,210).

Tabela 10. Distribucija i procjena uticaja haplotipa GSTP1 rs1695 i rs1138272 na rizik za
nastanak BEN

Genotip Frekvencija haloptipa
rsl695 rs1138272 BEN, % Kontrole, % OR (95% IP)?2 p

GSTP1Ad  *A *C 68 70 1.00°

GSTP1B® *G *C 26 27 1.01 (0.70-1.45) 0.970
GSTPIC! *G *T 5 3 1.64 (0.75-3.58) 0.210
GSTP1DY *A *T 1 0 1P Il

80R: odnos $ansi, prilagoden prema polu i starosti; 95% IP- 95% interval povjerenja;
¢ referentna grupa; °//- ne moze se primijeniti; d-GSTP1A genotip koji se sastoji od 1le105 i Alal14; e-GSTP1B
genotip koji ¢ine Vall05 i Alal14; f-GSTP1C genotip koji ¢ine Vall05 i Vall14; g-GSTP1D genotip sadrzan
od 11e105 i Val114;

4.7 KUMULATIVNI EFEKAT POLIMORFIZAMA GENA ZA REGULATORNE |
KATALITICKE ANTIOKSIDANTNE PROTEINE NA RIZIK ZA NASTANAK BEN

U sljede¢em koraku ovog istrazivanja analiziran je kumulativni efekat ovih rizi¢nih
genotipova na podloznost za nastanak BEN. Naime, ispitali smo da li je kumulativni broj
rizi€nih genotipova povezan sa razvojem BEN (Tabela 11). Prema identifikovanim
genotipovima povezanim sa modifikacionom ulogom u smislu BEN rizika (Tabela 3), sabrali
smo ih 1 uocili da kumulativni efekat kombinacije polimorfizama koji kodiraju gene za
regulatorne 1 kataliticke antioksidativne proteine doprinosi sukcesivnom povecanju rizika od
endemske nefropatije sa rastom kumulativnog odnosa $ansi, iako nije postignuta statisticki
znacajna razlika rasta. Pokazano je da su nosioci samo jednog genotipa, za koji je prethodnom
analizom pokazano da je udruzen sa povecanim rizikom za nastanak BEN, manje podlozni
obolijevanju od nefropatije (OR=1.65, 95%IP: 0.46-5.82, p=0.436) u odnosu na nosioce bilo
koja dva, odnosno tri, Cetiri ili pet rizi¢nih genotipova. Dodatno je dat i graficki prikaz rezultata

u vidu forest plot grafikona (Slika 25).
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Tabela 11. Kumulativni efekat ispitivanih genotipova na rizika za nastanak BEN

Genotip BEN, Kontrole, OR1? p
n(%) n(%) (95%IP)P

1¢ 20 (10) 16 (11) 1.00¢

2 65 (32) 45 (32) 1.32 (0.57-2.68)  0.591

3 71 (35) 48 (34) 1.04 (0.45-2.43)  0.916

4 33 (16) 26 (18) 2.32 (0.62-8.71)  0.210

5 12 (6) 4 (3) 3.04 (0.74-12.3)  0.120

OR- odnos 3ansi; °- 95%CI: 95% interval povjerenja; p < 0.05 statistic¢ki znacajan rezultat; °-referentna grupa.

1,2,3,4,5: Broj rizi¢nih genotipova. Nije bilo slu¢ajeva ili kontrola koje nose svih Sest referentnih genotipova

(KEAP1*CC, Nrf2*CC, GSTPAB*AA, GSTPCD*CC, GPX3*TT, MDR1*CC) ili svih $est rizi¢nih genotipova
(KEAP1*GG, Nrf2 *AA, GSTPAB*GG, GSTPCD*TT, GPX3*CC, MDR1*TT);

Broj rizi¢nih genotipova OR (95% IP)

1 i )

2 |—o—| 1.04 (0.45-2.43)

3 .—ro—| 1.32 (0.57-2.68)

4 o : 2.32 (0.62-8.71)

5 o | 3.04(0.74-12.3)
o 1 3 3 4 3 5 7 5 3 b omn s

Slika 25. Kumulativni efekat ispitivanih genotipova na rizika za nastanak
BEN forest plot sa pripadajucim 95% intervalima povjerenja opisuje sukcesivni
rast Sansi za nastanak BEN-a u slucaju povecanja broja rizicnih genotipova

(1,2,3,4,5);
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4.8 UTICAJ POLIMORFIZAMA GENA ZA REGULATORNE I KATALITICKE ANTI-
OKSIDANTNE PROTEINA NA POJAVU TUMORA GORNJEG UROTELNJUMA U
BALKANSKOJ ENDEMSKOJ NEFROPATJI

U svjetlu ¢injenice da je incidencija tumora gornjeg urinarnog trakta kod pacijenata sa BEN
mnogo veca nego u opstoj populaciji, da bi procijenili uticaj polimorfizama gena za regulatorne
i kataliticke antioksidantne proteine na pojavu tumora urotelijuma na terenu BEN, sprovedena
je studija slucajeva. Naime, ispitanici studijske grupe su razvrstani na osnovu prisustva tumora

mokracnih puteva na bolesnike sa i bez tumora urotelijuma (Tabela 12).

Tabela 12. Demografske i klinicke karakteristike BEN pacijenata sa i bez tumora gornjeg

urotelijuma

Demografske karakteristike BEN sa BEN bez p

tumorom, tumora,

n=32 n=140

Pol
Muski n(%) 17 (52) 100 (51)  0.546
Zenski n(%) 15 (48) 77 (49)
Starost (srednja vrijednost £ SD )* 74.23+4.55 69.39+6.98 0.001*
Trajanje bolesti od dijagnoze do uklju¢ivanja
u studiju (srednja vrijednost + SD )* 22.3£14.54 11.3+£9.04 0.001*
Trajanje bolesti od dijagnoze do pocetka
lijecenja hemodijalizom (srednja vrijednost+ 6.1+8.36 14.5+13.56 0.001*
SD )*
Trajanje lijecenja hemodijalizom (srednja
vrijednost + SD )* 7.4+7.78 5.1+4.01 0.145

n-broj ucesnika, *standarnda devijacija £ SD; BMI-indeks tjelesne tezine; **zasnovano na dostupnim podacima

U naSoj studiji, 32 BEN pacijenta (15%) razvili su tumor gornjeg urotelijuma. 1z
demografskih podataka prikazanih u Tabeli 12, moze se uociti da u studijskoj grupi nije bilo
razlike u pogledu polne distribucije (p>0,05). lako je lije¢enje hemodijalizom trajalo duze kod
bolesnika sa tumorima urotelijuma nego u grupi oboljelih bez tumora (7,4 godina vs. 5,1
godina), razlika nije bila statisti¢ki znacajna (p>0,05). Ipak, pacijenti sa BEN koji su razvili i
tumor, bili su znatno stariji od BEN pacijenata bez tumora ( 74,23 godina vs. 69,39 godina, p

< 0,001), njihova bolest je duze trajala (22,3 godine vs. 11,3 godina; p < 0,001), a vremenski
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period od postavljanja dijagnoze do pocetka lijeCenja hemodijalizama je bio znacajno kraci
(6,1 vs. 14, 5; p<0,001).

Vodeci se vecom ucestalosti ovih tumora u populaciji BEN-a, dodatno smo analizirali efekte
polimorfizama gena KEAP1, Nrf2, GSTP1AB, GSTP1CD, i GPX3 u smislu procjene rizika za
razvoj tumora urotelijuma kod takve populacije. Distribucije polimorfizama gena za
regulatorne i katalitiCke antioksidantne proteine kod BEN pacijenata sa urotelnim tumorima
sumirane su u Tabeli 13. Povezanost pojedina¢nih polimorfizama sa rizikom za nastanak
tumora urotelijuma analizirana je kroz dva modela: neprilagodeni OR1 i OR2, prilagoden
prema starosti i polu. U na$oj studiji utvrdeno je da su u oba modela nosioci GPX3*T/C*C/C
genotipa imali 8 puta veci rizik za nastanak tumora urotelijuma u odnosu na nosioce GPX3*T/T
genotipa (OR = 8,16, 95%IP = 3,60-18,40, p = 0,001), $to je takode potvrdeno nakon
prilagodavanja (OR = 8,48, 95%IP = 3,60-19,30, p = 0,001). U distribuciji ostalih analiziranih
genotipova nije bilo statisticki znacajne razlike (p>0,05). Ipak BEN pacijenti nosioci
GSTP1CD genotipa koji se sastoji od najmanje jednog varijantnog GSTP1CD*T alela
(GSTPCD*C/T*T/T), u slucaju rs1138272 polimorfizma, su bili podlozniji razvoju urotelnog
karcinoma u poredenju sa nosiocima GSTP1CD*C/C genotipa (OR1 =1.71, 95% IP =1,71
(0,59-5,11), p=0,312; OR2 = 1,84, 95%IP = 0,61-5-53, p = 0,275). Iz rezultata koji se odnose
na distribuciju frekvencije KEAP1 rs1048290 genotipova, moze se uoditi da je u grupi
bolesnika bez tumora 82% bolesnika sa KEAP1*C/G ili G/G genotipom. U grupi bolesnika sa
tumorom, ucestalost KEAP1*C/G*G/G genotipova je veca nego u grupi bolesnika bez tumora
(88%), iako prisutna, razlika u distribuciji frekvencija KEAP1 genotipa izmedu ove dvije grupe
bolesnika nije i statisticki znac¢ajna (p>0,05). Dodatno, osobe nosioci KEAP1*C/G*G/G
genotipova nisu u ve¢em riziku za nastanak tumora (OR1 =1,48, 95% IP = 0,48-4,52; p= 0,487,
OR2 = 0,84, 95%IP = 0,34-2,02, p = 0,718). Iz prikazanih rezultata frekvencije Nrf2 genotipa,
moze se primijetiti da u obje ispitivane grupe bolesnika vise od polovine ispitanika ima bar
jedan referentni alel Nrf2*C. U grupi bolesnika sa tumorima urotelijuma, ucestalost
Nrf2*C/A*A/A genotipova je neSto manja nego u grupi bolesnika bez tumora (25% vs. 22%),
ali bez statisticke znacajnosti (p = 0,693). Posmatrajuci distribuciju GSTP1AB genotipa, moze
se uociti da su 47% bolesnika bez tumora urotelijuma nosioci GSTP1AB*A/A referentnog
genotipa. Zastupljenost GSTP1*A/G*G/G genotipa u bolesnika sa tumorom je veca nego u
grupi bolesnika bez tumora urotelijuma (62% vs 53%), ipak ta razlika nije i statisticki znacajna
(p>0,05). Dodatno, BEN nosioci GSTP1*A/G*G/G nisu u ve¢em riziku za razvoj tumora (OR1
=1.30, 95% IP =0.69-3.26, p=0,500; OR2 = 1,41, 95%IP = 0,64-3,10, p = 0,382).
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Tabela 13. Povezanost polimorfizama gena za regulatorne i kataliticke antioksidantne proteine (KEAP1, Nrf2, GSTP1AB, GSTP1CD, GPX3 i
MDR1) sa rizikom za nastanak tumora gornjeg urotelijuma (kod pacijenata sa BEN)

Genotip BEN sa BEN bez OR1 p OR?2 p
tumoromn (%) tm.n (%) (95% IP) (95% IP)

KEAP1 1048290

*C/CC 4 (12) 31 (18) 1.0 - 1.0 -

*CIG*GIG 28 (88) 146 (82) 1.48 (0.48-4.52) 0.487 0.84 (0.34-2.02) 0.718

Nrf2 rs6721961

*C/CC 25 (78) 133 (75) 1.0 - 1.0 -

*C/A*A/A 7(22) 44 (25) 0.84 (0.34-2.09) 0.718 0.83 (0.33-2.07) 0.693

GSTPAB rs1695

*AJAC 12 (38) 84 (47) 1.0 - 1.0 -

*AIG*G/G 20 (62) 93 (53) 1.30 (0.69-3.26) 0.500 1.41 (0.64-3.10) 0.382

GSTP1CD

rs1138272

*C/CC 27 (84) 160 (90) 1.0 - 1.0 -

*CIT*TIT 5 (16) 17 (10) 1.71 (0.59-5.11) 0.312  1.84 (0.61-5.53) 0.275

GPX3 rs8177412

*T/TC 12 (38) 147 (83) 1.0 - 1.0 -

*T/C*C/C 20 (62) 30 (17) 8.16 (3.6-18.40) 0.001* 8.48 (3.60-19.30) 0.001*

ORZ1-odnos $ansi; OR2- prilagoden prema starosti i polu; 95%IP - 95% interval povjerenja; p < 0.05 statisti¢ki zna¢ajan rezultat; °-referentna grupa
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5. DISKUSIJA

Ova doktorska disertacija predstavlja sveobuhvatnu analizu znacaja polimorfizama
regulatornih i antioksidantnih gena (Nrf2, KEAP1, GSTP1AB, GSTP1CD, GPX3 i MDR1) u
nastanku Balkanske endemske nefropatije, i udruzenih tumora gornjeg urotelijuma.

Upravo se poslednjih nekoliko godina mnogo paznje posvecuje istrazivanjima
polimorfizama gena koji kodiraju enzime uklju¢ene u metabolizam aristolohijske kiseline i
antioksidantnu zastitu [30,33,34,36,38]. Uzimajuci u obzir teoriju 0 molekularnoj etiopatologiji
BEN koja ukljucuje genetsku predispoziciju pojedinaca, procjena meduindividualnih varijacija
u enzimima ukljuc¢enim u aktivaciju i detoksikaciju AA i zastitu od ROS, ukljucujuéi njihove
genetske polimorfizme, ostaje jedan od izazova za deSifrovanje individualne osjetljivosti na
BEN i njegove snazne veze s urotelnim karcinomom. Poznato je da antioksidantni enzimi,
enzimi koji uéestvuju u metabolizmu ksenobiotika, kao i regulatorni antioksidantni proteini
igraju jednu od klju¢nih uloga u zastiti od ROS, aktivaciji mutagena i karcinogena iz okruzenja.
| pored toga Sto rezultati eksperimentalnih istrazivanja idu u prilog vazne uloge oksidativnog
stresa u patogenezi BEN i tumora kanalnog sistema na terenu BEN, ovaj znaajan
patofizioloski mehanizam nije dovoljno ispitan kod ovih pacijenata [118,119].

Prema tome, cilj ovog istrazivanja je bio da se ispita da li prisustvo genetskih varijanti
regulatornih, ali i katalitickih antioksidantnih proteina poput polimorfizama Nrf2, KEAP1,
GSTP1, GPX3 i MDRL1 gena koji funkcionalno za posljedicu imaju izmijenjenu enzimsku
aktivnost, doprinosi individualnoj osjetljivosti za nastanak BEN i tumora gornjeg urotrakta.

U ovom istrazivanju analizirano je postojanje povezanosti BEN, kao i tumora gornjeg
urinarnog trakta kod pacijenata sa BEN sa nekim od Sest polimorfizama, 1 to rs6721961 (C-
617A) u promotorskom ARE regionu Nrf2 gena, rs1048290 u genomskom regionu KEAP1
gena koji karakteriSe C<G supstitucija, dva polimorfizma unutar GSTP1 gena, i to GSTP1
rs1695 (tranzicija llel05Val) i GSTP1 rs1138271 (Alall4Val), rs817741 (-T65C) u
promotorskom regionu GPX3 gena i rs1045642 (C3435T) polimorfizma u MDR1 genu koji
kodira transporter P-glikoprotein. Osim toga, izvrSena je i analiza haplotipa GSTP1ABCD, kao
1 kumulativni efekat ovih polimorfizama na rizik za nastanak BEN. Rezultati nase studije su
pokazali da medu analiziranim polimorfizmima, nije bilo pojedinacno statisticki znacajnog
uticaja na podloZnost za razvoj BEN. Kada se posmatra kombinovani efekat, rezultati su
pokazali da pacijentice koje su nosioci varijantnih oblika GPX3 rs8177412 i MDR1 rs1045642
gena u kombinaciji pokazuju znacajan rizik od BEN-a. Dodatno, analiza haplotipa, iako nije

dostigla statistiCku znacajnost, pokazala je da je haplotip koji se sastoji od oba varijantna alela

64



Zana Radic¢ Savic

DOKTORSKA DISERTACIJA

bio povezan sa 1,6 puta veéim rizikom za nastanak ove bolesti. Prilikom procjene
kumulativnog efekta posmatrajuci pet razli¢itih genotipova povezanih sa rizikom, uocen je
uzlazni trend rizika za BEN. Sljede¢i korak u nasoj analizi ukljucivao je ispitivanje povezanosti
ovih polimorfizama sa rizikom od urotelnog karcinoma na terenu BEN. U ovom radu je po prvi
put pokazano da je varijantni GPX3*T/C+C/C genotip povezan sa rizikom od karcinoma
gornjeg urotelijuma. Naime, naSi rezultati su pokazali da osobe nosioCi Vvarijantnog
GPX3*T/C+C/C genotipa, koje karakteriSe smanjena ekspresija GPX3, pokazuju ¢ak 8 puta
veci rizik za nastanak tumora gornjeg urinarnog trakta.

Balkanska endemska nefropatija je porodi¢no oboljenje bubrega, oblik tubulointersticijskog
nefitisa, od koga obolijeva seosko stanovni§tvo ograni¢enih regiona Jugoisto¢ne Evrope. Prvi
put su je, krajem pedesetih godina 20. vijeka, opisali Tanchev i saradnici u Bugarskoj i
Danilovié i saradnici u Srbiji [1,2] . To je podstaklo intenzivna istrazivanja BEN u svim njenim
zariStima, a najveéi broj tih istrazivanja je sproveden sedamdesetih i osamdesetih godina
prosog vijeka [12,21,25,26]. Danas se interesovanje za ovu bolest ponovo budi, pored starih
dilema i nerijeSenih pitanja, pojavila su se i nova pitanja koja ¢ekaju odgovor. Razvoj
savremenih metoda pruzio je mogucnost da se istrazivanjima ove bolesti pristupi na potpuno
novi nacin, nedostupan ranijim istrazivacima.

Uslijed viSedecenijskog traganja za uzrokom, etiologiji BEN posveéena su brojna
istrazivanja [3,4,8,17,72]. Nedugo nakon prvih saznanja o endemskoj nefropatiji prije otprilike
pola vijeka, zapocela je i potraga za razlogom nastanka ove bolesti. Jos su prva istrazivanja o
BEN istakla da je to porodi¢na bolest koja se javlja samo u endemskim ZzariStima, $to je
potvrdeno i mnogim narednim terenskim i klini¢kim istrazivanjima. Shodno tome, danas se
smatra da u nastanku ove bolesti ucestvuju genetski ¢inioci, zajedno sa ¢iniocima spoljasnje
sredine [25]. Nakon dugogodisnjih istraZzivanja i brojnih predlozenih hipoteza o etiologiji ove
bolesti, danasnja saznanja jasno idu u prilog ¢injenice da je aristolohijska kiselina, Siroko
rasprostranjeni prirodni ekstrakt biljaka iz roda Aristolochiaceae glavni “krivac” za nastanak
BEN [5,17,72]. Studije provedene na podru¢ju Balkana zabiljezile su da je Aristolochiaceae
clematis, poznatija kao Vucja $apa, Siroko rasprostranjena u zemljistu endemskih podrucja, te
da je pronadena u kukuruzu i zrnu pSenice iz endemskih sela [5,74]. Pretpostavlja se da je jedan
od glavnih puteva intoksikacije AA ingestija hrane pripremljene od kontaminiranih usjeva
[72,215].

Kao $to je prethodno opisano, u toku metaboli¢ke biotransformacije AA, in vivo i in vitro
studije su pokazale prekomjerne nivoe oksidativnog stresa uz stvaranje velikih koli¢ina ROS

[39,80,87-91]. Pored pojacane produkcije slobodnih radikala, u uslovima in vitro je pokazano
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da AA dovodi i do smanjenja antioksidativnog kapaciteta ¢elija. Naime, in vitro studije na
humanim renalnim tubularnim ¢elijama (HK-2) su zabiljezile pove¢ane nivoe ROS 1 H202,
smanjene nivoe glutationa uz smanjenu aktivnost antioksidantnih enzima, §to sugeriSe da bi
oksidativni stres mogao bi da bude primarni pokreta¢ AA-citotoksi¢nosti [174,216]. Sli¢ni
rezultati dobijeni in vivo, na animalnim modelima AAN, potvrdili su da AA, osim S$to
pogorSava oksidativni stres, smanjuje intrarenalni antioksidativni kapacitet, i dovodi do
mitohondrijalne disfunkcije [83,85,217]. Sta vise, ove nalaze potkrijepljuje i nekoliko studija
koje su naglasile da je tretman celija antioksidansima pokazao citoprotektivne efekte,
ublazavanje AA-indukovane prozivodnje ROS i genotoksi¢nosti [93,114,116]. Na suprot tome,
novije studije sugeriSu da su znacajni nivoi oksidativnog stresa, zajedno sa evidentnim
oSte¢enjima epitelnih ¢éelija proksimalnih tubula bili evidentni kod miSeva nakon ekspozicije
ovoj nefrotoksi¢noj kiselini [218,219]. Mogucée da je upravo tubulotoksi¢nost zabiljezena kod
BEN posljedica izrazito smanjenih kapaciteta antioksidantne odbrane, nastale vjerovatno
izlaganjem stanovnika endemskih podru¢ja ovom toksinu. Dalje, ovakav poremecaj redoks
homeostaze neminovno dovodi do osteéenja vitalnih bioloskih makromolekula, medu kojima
I DNK. Ne treba zanemariti ¢injenicu da DNK moze biti i direktno oStecena pod uticajem N-
hidroksiaristolaktama 1, proizvoda biotransformacije AA, koji potom formira genotoksi¢ne
adukte Sto produbljuje teorije 0 udruzenosti BEN sa visokom incidencijom tumora gornjeg
urinarnog trakta [90,90,174,220]. Zapravo, zajednic¢ka molekularna veza izmedu BEN i AA
bila je otkrivanje ovih specifi¢nih adukta koji, osim Sto su biomarkeri prethodne izloZenosti
AA, dokazano ucestvuju u nastanku urotelnog maligniteta [66,73]. U prilog hipotezi da je AA
uzro¢nik BEN i tumora urotelijuma na terenu BEN idu i, poslednjih godina, prilozeni dokazi o
povezanosti ekspozicije AA 1 pojave BEN. Naime, adukti DNK sa AA i karakteristicne A—T
transverzije otkriveni su u uzorcima maligno izmijenjenog tkiva bubrega pacijenata sa BEN
[70,73,221].

Mehanizmi koji u organizmu omogucavaju odrZavanje tanane ravnoteZe izmedu, sa jedne
strane produkcije slobodnih radikala i njihove neutralizacije sa druge strane, ozna¢avaju pojam
redoks homeostaze. Neravnoteza izmedu proizvodnje ROS 1 antioksidativnog sistema odbrane
predstavlja poremecaj redoks homeostaze [76,78]. S tim u vezi, u slu¢aju pove¢anog nivoa
ROS 1i/ili elektofilnih jedinjenja u ¢eliji, nekoliko odbrambenih mehanizama omogucava
odrzavanje redoks homeostaze, a jedan od najznacajnijih je aktivacija specificno adaptivnog
citoprotektivnog odgovora, ukljuc¢ujuéi signalni put posredovan Keapl/Nrf2 [102].

Nrf2/Keapl signalni put jedan je od najvaznijih sistema redoks homeostaze u ¢eliji, dok

Nrf2 predstavlja jedan od najvaznijih regulatornih antioksidantnih proteina [101]. Poznato je
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da u stanjima oksidativnog distresa, dolazi do specifi¢nih alosternih modifikacija u okviru
konformacije Keap1 proteina pri ¢emu Nrf2 postaje rezistentan na proteozomalnu degradaciju.
Nakon toga, on ulazi u jedro, vezuje se za ARE na molekuli DNK, te pri tome dolazi do
pojacane transkripcije velikog broja enzima, ukljucujuci antioksidantne enzime, kao i one koji
kataliSu reakcije detoksikacije (98,103). lako molekularni mehanizmi kojima AA dovodi do
nastanka oksidativnog stresa nisu dovoljno jasni, pokazano je da bi nefrotoksi¢nost izazvana
djelovanjem AA, izmedu ostalog, mogla biti posljedica promjene nivoa regulatornih proteina
ukljucenih u antioksidativnu zastitu, kao §to su Nrf2 i Keapl protein [112]. Naime, AA
povecava nivo ekspresije Keapl 1 smanjuje bazalnu ekspresiju Nrf2 proteina Sto dovodi do
izmijenjene ekspresije Sirokog spektra zastitnih, antioksidantnih i proteina uklju¢enih u sistem
detoksikacije [93,114,222]. To bi mogao biti i jedan od uzroka smanjenog kapaciteta
detoksikacije i antioksidativne zatite tubularnih celija bubrega kod BEN. Svi ovi nalazi
sugeriSsu da bi oksidativni stres nastao kao rezultat izlozenosti AA, kao i individualna
osetljivost pojedinca na AA, mogli biti dijelovi slagalice koji nedostaju kompleksnoj BEN
etiologiji.

Imajuéi u vidu uvjerljive podatke o funkcionalnoj relevantnosti polimorfizma Nrf2 -617C/A
(rs672196) na druge bolesti uzrokovane oksidativnim stresom, u ovom istrazivanju ispitivan je
znacaj polimorfzama Nrf2 -617C/A (rs672196) na rizik za nastanak BEN, kao i na rizik za
nastanak tumora urotelijuma. PoloZaj ovog polimorfizma u sredini ARE uti¢e na njegovo
vezivanje za ovu regulatornu sekvencu, stoga nosioci genotipa Nrf2*A/A imaju smanjen nivo
ekspresije mMRNA za brojne antioksidantne enzime [120,121]. lako dosadasnja istrazivanja nisu
dala jasnu sliku o ulozi ovog regulatornog proteina u endemskoj nefropatiji, kada su u pitanju
bolesti bubrega, u nekoliko studija pokazana je veza izmedu polimorfne ekspresije Nrf2 u
hroni¢noj bubreznoj slabosti, kao i kod pacijenata sa terminalnom bubreznom slabosti
[119,223,224], glavnim i neminovnim komplikacijama BEN. Uprkos nedavnom napretku u
rasvjetljavanju uloge Nrf2 polimorfizama u nastanku i progresiji gore navedenih bolesti, ovaj
polimorfizam nije ispitivan u populaciji pacijenata sa BEN, tako da je ovo prva studija koja se
bavi uticajem Nrf2 rs6721961 polimorfizma u ovoj populaciji. lako istrazivanja na Zivotinjskim
modelima svjedoce o ulozi Nrf2 signalizacije u zastiti bubrega od oksidativnog oStecenja,
rezultati nase studije nisu pokazali da je Nrf2 rs6721961 polimorfizam udruzen sa pogorsanjem
oksidativnog distresa kod pacijenata sa BEN. U nasoj studiji osobe nosioci najmanje jednog
varijantnog *C alela (Nrf2*A/A+C/A genotip) povezanog sa nizom transkripcionom aktivnosti
Nrf2, nisu imali vec¢u Sansu za razvoj BEN. U svjetlu ¢injenice prethodno izlozenih dokaza o

visokoj prevalencija tumora gornjeg urinarnog trakta kod BEN, u ovom istrazivanju su bili
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ukljuceni i pacijenti oboljeli od BEN koji su razvili tumor. Kada su u pitanju ovi tumori, samo
jedna studija je sprovedena sa ciljem da se istrazi povezanost Nrf2 rs6721961 polimorfizma sa
rizikom i mortalitetom kod pacijenata sa tumorima donjeg urotelijuma, odnosno tumorom
mokraéne besike [124]. U toj studiji, Reszka i saradnici nisu utvrdili povezanost ovog SNP sa
rizikom za nastanak tumora mokraéne besike. Slicno, ni rezultati nase studije nisu pokazali da
ovaj polimorfizam doprinosi pove¢anom riziku za nastanak tumora urotela. Budu¢i da je to
jedini do sada objavljen podatak u vezi sa povezanosti polimorfizma Nrf2 rs6721961 sa
tumorima urotelijuma, ovo polje i dalje ostaje neistrazeno.

Koliko je nama poznato, ovo je i prva studija koja je procijenila uticaj KEAP1 rs1048290
polimorfizama na rizik od razvoja BEN i urotelnog karcinoma. KEAP1 rs1048290
polimorfizam se nalazi u genomskom regionu (egzon 4) i kodira DGR domen Kkoji je u
direktnoj interakciji sa Nrf2. Funkcionalno, ovaj SNP negativno uti¢e na vezivanje Nrf2 i
Keapl proteina ¢ime se remeti koordinisana regulacija ARE-kontrolisanih gena i onemoguéava
odrzavanje bazalnog nivoa citoprotektivnih enzima [127]. U literaturi u samo nekoliko studija
ispitivan je ovaj polimorfizam, te je utvrdeno da se varijantni KEAP1*G alel u vezi sa
karcinomom dojke, hroni¢nim respiratornim bolestima i epilepsijom [128,129,132]. Prema
nasim saznanjima, do sada se ni jedna studija nije bavila funkcionalnim znacajem ovog
polimorfizma u bolestima bubrega. Na osnovu dostupnih podataka o potencijalnoj ulozi
KEAP1 polimorizma u nastanku bolesti, u nasem istrazivanju smo pretpostavili da varijantni
*G alel KEAP1 rs1048290 (c. 1413C>G) nosi rizik za BEN. Nasuprot nasim ocekivanjima,
rezultati ove studije nisu pokazali povezanost polimorfne ekspresije KEAP1 rs1048290 u
razvoju BEN. Sli¢ni rezultati su dobijeni i u odnosu na tumore urinarnog trakta. Naime, nismo
pronasli nezavisan uticaj KEAP1 rs1048290 na rizik od tumora gornjeg urinarnog trakta kod
BEN. Osim indidvidualnog, posmatrali smo i kombinovani efekat ova dva polimorfizma na
podloznost za BEN, pri ¢emu je pokazano da kombinacija ova dva polimorfizma povecava
rizik za BEN. Osobe koji su nosioci Nrf2*C/C i KEAP1*C/G ili G/G genotipova su skoro 2
puta podlozniji nastanku endemske nefropatije, u poredenju sa osobama koje imaju
Nrf2*C/C+KEAP1*C/C referentni genotip, ali rezultat nije dostigao statistiCku zna¢ajnost. Ovi
nalazi sugeriSu da bi polimorfna ekspresija gena za proteine ukljuene u ovaj vazan
citoprotektivni signalni put, mogla barem djelimi¢no biti odgovorna za smanjenje protektivnih
kapaciteta celije, Sto bi svakako moglo da pogoduje nastanku endemske nefropatije 1 udruzenih
tumora.

U daljem toku naseq istrazivanja ispitivan je i polimorfizam GSTP1 gena, zbog najnovijih
pretpostavki koje sugerisu da bi aristolaktam-nitrenium jon, nitro metabolit AA, mogao biti
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detoksikovan sa glutationom u reakciji koju, najvjerovatnije, katalizuju enzimi faze Il
metabolizma medu kojima je i GSTP1 [53]. Glutation S transferaze su velika familija enzima
koji kataliSu reakcije biotransformacije, odnosno konjugacije elektrofilnih metabolita
endogenog ili egzogenog porijekla sa glutationom, ¢ime se u vec€ini slu¢ajeva smanjuje njihova
reaktivnost prema nukleofilnim grupama u vaznim bioloskim makromolekulima [133].
Polimorfna ekspresija citosolnih glutation transferaza bila je predmet velikog broja
istrazivanja koja su pokuSala da rasvijetle njihovu ulogu u nastanku i progresiji mnogih
malignih i nemalignih bolesti [135,149,154]. U, do sada, nekoliko studija ispitivan je uticaj
polimorfizma GSTP1 gena u populaciji sa BEN, ali postojala je potreba za studijom kojom bi
ispitala povezanost polimorfizama unutar GSTP1 gena kod BEN pacijenata u Republici
Srpskoj. Prema tome, u ovom istrazivanju ispitivan je znacaj dva polimorfzma unutar GSTP1
gena, GSTP1AB rs1695 i GSTP1CD rs1138272 na rizik za nastanak BEN, kao i na rizik za
nastanak tumora gornjeg urinarnog trakta. Dosadasnje studije koje su se bavile ulogom GSTP1
gena u populaciji sa BEN, nisu pokazale znacajne razlike u distribuciji ucestalost GSTP1
genotipova, kao ni rizika za BEN. Prema studiji Relji¢ i saradnika, GSTP1*G/G genotip nije
bio udruzen sa povecanim rizikom za BEN, ali doprinosi veem riziku za lijeCenje
hemodijalizama [33]. Osim toga, sli¢ni rezultati su dobijeni i u studiji sprovedenoj u Bugarskoj
u kojoj nije pokazana razlika u ucestalosti GSTP1 genotipova kod pacijenata s BEN-om, u
poredenju sa kontrolnom grupom [30]. Nasi rezultati su u saglasnosti sa pomenutim studijama,
ispitivani GSTP1 (rs1695) polimorfizam se nije pokazao kao znacajan biomarker rizika za
nastanak BEN i udruZenih tumora. Premda rezultati naseg istrazivanja pokazuju vecu
zastupljenost ispitanika sa manje aktivnim oblikom GSTP1 gena (GSTP1*G/G genotip) u
populaciji sa BEN u poredenju sa kontrolnom grupom, ta razlika nije dostigla statisticku
znaCajnost. Zbog preovladavaju¢eg misljenja da Balkanska endemska nefropatija 1 AAN
predstavljaju jedan entitet, rezultate smo uporedili sa studijama koje su se bavile
polimorfizmima gena u populaciji sa AAN [22]. Prema tome mozemo zakljuéiti da su nasi
rezultati u saglasnosti sa studijom Chen i saradnika sprovedenoj u populaciji Zute rase, u kojoj
je pokazano da GSTP1 rs1695 nije faktor rizika za nastanak AAN [158]. S druge strane, u
nekoliko studija pokazano da polimorfizmi koji se javljaju unutar gena za GSTP1 moduliraju
rizik za nastanak terminalne bolesti bubrega i odredenih tumora [147,161,225,226]. Nasi
rezultati su pokazali da efekat prisustva GSTP1*G/G genotipa u odnosu na GSTP1*A/A ne
utiCe na povecanje rizika za tumore urotelijuma, Sto je u skladu sa jedinom do danas
sprovedenom studijom koja je procjenjivala polimorfnu ekspresiju GSTP1AB rs1695 i nije

pronasla povezanost ovog polimorfizma sa BEN i rizikom od urotelnog karcinoma [33].
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Veoma sli¢ni rezultati su dobijeni 1 prilikom procjene potencijalnog uticaja polimorfizma
GSTP1CD rs1138272, koji karakteri$e tranzicija alanina u valin na kodonu 114 i izmijenjena
enzimska aktivnost. Nasi rezultati su pokazali da varijantni genotip GSTP1CD*C/T*T/T nije
imao uticaja na razvoj BEN i urotelnog karcinoma. Ipak, nosioci *T varijantnog alela su
pokazali 1,5 puta veci rizik za nastanak BEN, §to bi ipak moglo da ukaze na potencijalnu
ukljucenost GSTP1 u metabolizam AA.

Pomocu svoje hidroperoksidazne aktivnosti GST S§tite ¢elije od organskih hidroperoksida,
¢ine¢i mocan antioksidantni $tit, a visoko su eksprimirani u epitelnim ¢éelijama distalnih tubula
i epitelu kanalnog sistema bubrega [133]. Obzirom da analize haplotipova objedinjuju
medusobne uticaje svih potencijalnih polimorfizama unutar jednog gena, kao i regionalne
varijacije koje doprinose efektu u pogledu nastanka bolesti, analize haplotipova mogu biti od
velikog znacaja u etioloski kompleksnim oboljenjima kao §to su BEN. Tako smo u nasoj studiji
ispitivali haplotip GSTP1ABCD, koji jos$ uvijek nije prouc¢avan u odnosu na osjetljivost na BEN
i urotelne tumore povezane s BEN. lako je analiza haplotipa GSTP1ABCD otkrila ve¢i rizik od
BEN kod nosilaca oba varijantna alela, uoceni efekat nije dostigao statisticku znacajnost.
Naime, haplotip koji se sastoji od varijantnih *G i *T alela bio je povezan sa 1,6 puta visSim
rizikom za BEN, iako se rezultat nije pokazao statisticki znac¢ajnim (OR = 1,64; 95%IP = 0,75—
3,58; p = 0,210). Vjerujemo da bi genotipizacija veceg broja ispitanika mogla potencijalno
pruZiti znac¢ajnu povezanost haplotipa sa povecanim rizikom za razvoj BEN.

Kako pored, pomenutih, katalitickih, GSTP1 posjeduje 1 nekataliticke uloge, GSTP1 je bio
prvi protein za koji je otkriveno da inhibise JNK kroz direktnu protein-proteinsku interakciju
[143]. U uslovima in vitro pokazano je da izlaganje tubularnih epitelnih ¢elija visokim dozama
AA dovodi do aktivacije JNK. Kako GSTP1 uti¢e na inhibiciju apoptotske molekule JNK,
moze se pretpostaviti da polimorfna ekspresija GSTP1 uti¢e na proces apoptoze [144]. Imajuci
u vidu da *A (Ala) referentni alel predstavlja potentan inhibitor c-JNK, prema tome ima jaci
antiapoptoticki efekat, mozemo pretpostaviti da bi prisustvo varijantnog *G alela (Val), u
sluc¢aju GSTP1AB rs1695, moglo da dovede do apoptoze. Mozda bi to mogao biti jedan od
mehanizama koji dovodi do oS$teéenja tubula i atrofije bubrega, =zabiljeZene na
patohisohistoloSskim nalazima BEN pacijenata [143,227]. U skladu sa tom pretpostavkom su i
rezultati nase studije, ucestalost varijantnog *Val alela (GSTP1*G alela) je bila ve¢a u BEN
nego u kontrolnoj grupi (9% vs. 6%), iako je statisticka znacajnost izostala.

Bubrezna ekskrecija je vazan dio sistema detoksikacije ksenobiotika i ukljucuje niz
razli¢itih transporterskih mehanizama, a medu njima i ATP-zavisni transporter P-glikoprotein

[193]. Poznato je da polimorfizmi gena za transportere mogu doprinijeti inter-individualnim
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varijacijama u odgovoru na razli¢ite ksenobiotike iz okruzenja [208]. ATP-zavisni transporter
P-gp je kodiran MDR1 genom [207]. U ovom istrazivanju ispitivan je individualni uticaj
polimorfizma MDR1 rs105642 (C3435) koji je povezan sa smanjenom ekspresijom i aktivnosti
P-glikoproteina [207,210]. Iako postoje opre¢ni stavovi o ulozi P-gp u metabolizmu AA, jedna
studija na bugarskim pacijentima pokazala je da je MDRL1 haplotip 1/2 (C2677/T3435) imao
manju ucestalost kod pacijenata sa BEN (7%), nego u kontrolnoj grupi (16%) [36]. U
saglasnosti sa rezultatima Atanasove i saradnika, rezultati naSeg istrazivanja su pokazali da
osobe nosioci MDR1*T/T genotipa nemaju statisticki znacajno veéi rizik za BEN. Ipak,
rezultati ove studiju ukazuju da su osobe nosioci barem jednog varijantnog MDR1*T alela u
skoro 2 puta vefem riziku za nastanak BEN, iako je rezultat bio samo blizu granice za
statisticku znacajnost (p = 0,059). Kako MDRL1 rs105642 SNP uti¢e na ekspresiju i aktivnost
ovog proteina, ovo bi moglo da dovede smanjenog efluksa krajnjih nefrotoksi¢nih metabolita
atristolohijske kiseline $to bi pogodovalo pogorsanju oksidativng distresa i tubulotoksi¢nosti.
AKo posmatramo terminalnu bubreznu slabost, kao neminovnu komplikaciju BEN, rezultati
nase studije su u skladu sa rezultatima studije Zhang i saradnika, u kojoj niska ekspresija P-
glikoproteina, vjerovatno kao posljedica MDR1 rs1045642, nije bila etioloski faktor za
terminalnu bolest bubrega, ali doprinosi progresiji bolesti [211].

Pored toga, treba napomenuti da je u sluc¢aju polimorfizma MDR1 C3435T nasa studija
pokazala polno specifi¢ne razlike u odnosu na rizik od BEN. Tako su rezultati ove studije
pokazali da je polimorfizam MDR1 C3435T povezan sa poveé¢anim rizikom od BEN, iskljuc¢ivo
kod Zena. lako rezultat nije dostigao statisticku znacajnost, individualno MDR1 rs1045642 je
pokazao 2 puta veci povecan rizik za razvoj BEN u grupi Zena (OR = 1,97; 95%IP= 0,89-4,32;
p = 0,090). Sa druge strane, kada se posmatra u kombinaciji sa drugim antioksidantnim
proteinom rezultati pokazuju da pacijentice koje su nosioci barem jednog varijantnog alela
GPX3*C i barem jednog varijantnog alela MDR1*T (GPX3*T/C*C/C genotip +
MDR1*C/T*T/T genotip) imaju 3 puta veci rizik za pojavu BEN (OR2 = 3,79, 95%IP = 1,27-
11,24, p = 0,016). BEN podjednako Cesto zahvata oba pola, iako je u nekoliko studija
prijavljeno da Zzene neznatno ¢eSc¢e obolijevaju [7]. Prvo, pol moze odrazavati razliite nivoe
faktora zivotne sredine koji su povezani sa izloZeno$¢u na poslu, ishranom ili nainom Zivota.
Jos jedan od razloga za neslaganja u rezultatima mogao bi biti posljedica ¢injenice da polni
hormoni mogu uticati na ekspresiju gena povezanih sa razvojem bolesti. Treba napomenuti da
su steroidni hormoni, kao §to je progesteron, u stanju da modulisu ekspresiju P-gp u nekim
tkivima, $to je i pokazano u studijama na miSevima [228]. Steroidni polni hormoni mogu

modulirati P-gp u Sirokom spektru tkiva, ukljucujuci i proksimalne tubule bubrega [229-231].
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Dodatno, progesteron, kao i nekoliko njegovih prirodnih metabolita, su mo¢ni inhibitori P-gp
in vitro [229]. U skorije vrijeme, in vitro studije su pokazale da estron, estriol i etinil estradiol
su modulatori P-gp koji, takode, regulisu transkripciju MDR1 [232]. Sve ovo, zajedno sa
pomenutim SNP, moze uticati na ekspresiju MDR1 i funkciju P-gp, ¢ime bi mogle da se
rastumace polne specifi¢nosti u slucaju MDR1 rs1045642 .

Na osnhovu dobijenih rezultata mogli bismo pretpostaviti da manja ekspresija i izmijenjena
funkcija MDR1 i GPX3 proteina imaju za posljedicu slabiju antioksidativnu odbranu, §to bi
moglo da pogoduje vecoj podloznosti za nastanak BEN. lako, prema dosadasnjim saznanjima,
postoje opre¢ni stavovi o ulozi MDR1 gena u metabolizmu aristolohijske kiseline i patogenezi
BEN, rezultati naSe studije ukazuju da bi proizvod ovog gena mogao da ima potencijalnu ulogu
u etiologiji ove bolesti. Potrebne su dalje studije sa ve¢im brojem oboljelih, kao i studije
replikacije da bi se potvrdila uloga MDR1 C3435T (rs1045642) u patogenezi BEN, posebno u
smislu polno specifi¢nih razlika.

U daljem toku ovog istraZivanja ispitivan je kumulativni efekat pomenutih polimorfizama
na rizik za nastanak BEN. Zanimljivo je da su rezultati ove studije pokazali da su 6% svih
pacijenata sa BEN-om u nasoj studiji bili nosioci svih 5 genotipova udruzenih sa povecanim
rizikom (KEAP1*G/G, Nrf2*A/A, GSTPAB*G/G, GSTPCD*T/T, GPX3*C/C, MDR1*T/T) od
nastanka BEN. Sta vise, trend u porastu unakrsnog odnosa $ansi je uo¢en kada je analiziran
kumulativni efekat genotipova na rizik za nastanak BEN.

Vodec¢i se ¢injenicom da je GPX3 primarno eksprimiran u tkivu bubrega, te da igra ulogu u
fazi inicijacije i progresije bubrezne kancerogeneze [165], poslednja faza naseg istrazivanja
obuhvatala je analizu polimorfizma ovog vaznog antioksidantnog enzima u pogledu rizika za
BEN i BEN-udruzenog urotelnog karcinoma. Porodica GPX proteina se sastoji od 8 izoenzima,
a GPX3 je glavna vancelijska izoforma, dok je bubreg je dominantno tkivo koje doprinosi
aktivnosti GPX3 u plazmi [162]. U bubrezima, GPX3 se prvenstveno eksprimira u parijetalnim
¢elijama Boumanovih kapsula i1 u ¢elijama bazolateralne membrane proksimalnih tubula ¢ime
obezbjeduje zastitu epitelnim celijama od oksidativnog oSteéenja [168]. Osvrnuvsi se na
funkcionalnu vaznost ovog polimorfizma, ¢ini se da promjene u promotorskoj regiji GPX3
gena modifikuju ekspresiju istoimenog proteina [184]. Naime, polimorfizam GPX3 rezultuje
nizom transkripcionom aktivnosc¢u i smanjenom intracelularnom ekspresijom GPX3 enzima,
Sto uveliko narusava kataliticku aktivnost ovog proteina [233]. Posmatraju¢i BEN, uocili smo
da su nosioci najmanje jedne kopije varijantnog GPX3*C alela (GPX3*T/C+C/C genotip) bili

pod umjereno povecanim rizikom od razvoja BEN. lako rezultat nije dostigao statisticku
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znacajnost, osobe nosioci GPX3*T/C*C/C genotipa su 2 puta podloZniji za nastanak BEN-a, u
odnosu na osobe nosioce referentnog genotipa. Prema tome, vjerovatno je da bi poremecaj
redoks homeostaze kod BEN pacijenata nastao nakon ekspozicije AA mogao biti pogorSan
efektom GPX3 rs8177412 polimorfizma. Naime, moguce je pretpostaviti da AA utice na pad
intrarenalnog antioksidantnog kapaciteta smanjujuéi, izmedu ostalog, ekspresiju i aktivnost
GPX3, $to u slucaju manje aktivne varijante GPX3 gena vrlo vjerovatno vodi ka vecoj
produkciji ROS i nastanku bolesti. Pretpostavku da je oksidativni stres vazan dio slagalice u
kompleksnoj etipatogenezi BEN potkrijepljuju i nalazi novijih in vivo studija, koji pokazuju
vezivanje GPX3 za bazalnu membranu proksimalnih tubula. Pretpostavlja se da je u stvari
vezivanje GPX3 za bazalnu membranu klju¢ njegove antioksidantne funkcije, dok epitelne
¢elije tubula vjerovatno oslobadaju glutation u ovaj prostor, gdje bi mogao da posluzi kao
redukcioni supstrat za GPX3 [168]. Kako je BEN bolest koji zahvata tubule, njihova
disfunkcija zajedno sa manje aktivnom formom GPX3 enzima mogla bi da bude jedan od
razloga redoks disbalansa kod BEN, ali i da doprinese ulozi oksidativnog stresa u BEN.

Kao 1 u sluc¢aju prethodno analiziranih genskih polimorfizama, i sada smo se osvrnuli na
specifican entitet urotelnih tumora na terenu BEN. Vodeni nalazima nekoliko studija u kojima
je pokazano da gubitak ekspresije GPX3 u tumorskim tkivima povezan sa lo$ijom prognozom
pacijenata i kra¢im prezivljavanjem, ispitivali smo znacaj polimorfizma GPX3 rs8177412 kod
BEN pacijenata koji su razvili tumor [175,176,189] Analogno pomenutim studijama, podaci iz
TCGA (engl. The Cancer Genome Atlas Program) pokazuju da je niska ekspresija GPX3
povezana sa lo§im prezivljavanjem u sluc¢aju adenokarcinoma pluca i glioma niskog stepena
[234]. Kod hepatocelularnog karcinoma nadeno je da Celije neposredno uz tumorsko tkivo,
takode, pokazuju smanjenu ekspresiju GPX3, pri ¢emu autori sugeriSu da bi to mogle biti
predkancerozne lezije [179].

U skladu sa ovim su i1 rezultati dobijeni u naSoj studiji, otkrili smo znacajan uticaj
polimorfizma GPX3 rs8177412 na rizik od urotelnih tumora gornjeg trakta udruzenog sa BEN.
Rezultat je pokazao da je GPX3*T/C*C/C varijanta genotipa, koju karakterise slabija
antioksidantna aktivnost GPX3, znacajan faktor rizika za razvoj karcinoma povezanog s BEN.
Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa rezultatima dobijenim analizom podataka u TCGA i GTExX
(engl. Genotype-Tissue Expression) bazama [235,236], gdje je pokazano da je ekspresija gena
GPX3, ve¢a u normalnom tkivu mokraéne beSike nego u tkivu karcinoma mokraéne beSike
[237]. Integrisana analiza govori u prilog tome da je GPX3 bio nedovoljno eksprimiran u 22
od 34 ispitana uzorka tumorskog tkiva, ukljucuju¢i karcinom urotela [238]. Najnovije

istrazivanje je predlozilo GPX3 kao novi biomarker u urinu, zasnovan na relativnoj ekspresiji
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GPX3. Naime, nivo GPX3 bio je znafajno nizi u urinu pacijenata sa karcinomom mokrac¢ne
besike nego u kontrolnoj grupi [237]. Svi ovi nalazi sugeriSu da bi smanjena ekspresija i
aktivnost GPX3, posredovana GPX3 SNP, mogla da bude vazna karika u razvoju tumora
gornjeg kanalnog sistema. Znacajno je ista¢i da sa polimorfnom ekspresijom, zajedno sa jos
nekoliko faktora moze da poveca podloznost za nastanak BEN i udruzenih tumora. U tom
kontekstu mozemo ista¢i da hroni¢no izlaganje AA dovodi i do smanjenja nivoa dostupnog
glutationa, kofaktora GPX3 enzima, sto bi moglo da pogoduje pogorsanju oksidativnog stresa
kod nosioca varijantnog GPX3*C alela [90]. Sta vise, ekspozicija AA dovodi do smanjene
aktivnosti i smanjene ekspresije u uslovima in vitro [62,174]. Zajedno sa polimorfnom
ekpresijom ovog proteina, to bi dodatno moglo da poveca predispoziciju pojedinca za razvoj
BEN i tumora urotelijuma. Jo$ jedan od faktora znacajan za aktivnost ovog enzima je selen. U
ovom istrazivanju nisu bili dostupni podaci u vezi sa deficijencijom selena kod pacijenata sa
urotelnim tumorima, iako su istazivanja pokazala da je upravo deficijencija selena mnogo ¢esca
kod pacijenata na hemodijalizi [239]. Sve bi ovo, u kombinaciji sa polimorfnom ekspresijom
GPX3, moglo biti udruzeno sa smanjenom plazma aktivno$¢u GPX3 i pojacanim stepenom
lipidne peroksidacije $to pogoduje nastanku tumora, ukljuc¢ujuci i tumora urotela kod BEN
pacijenata.

Na osnovu izloZenih rezultata i donesenih zakljucaka, genotipizacija GPX3 bi se mogla
pokazati kao poZeljan marker bolesti, pomazu¢i u identifikaciji pacijenata sa BEN koji su
skloniji razvoju tumora gornjeg urotela. Stoga bi dalja molekularna istrazivanja mogla otkriti
genetske markere BEN 1 povezanog urotelnog karcinoma, $to bi omogucilo rano otkrivanje
osjetljivih pojedinaca koji mogu biti u opasnosti od izlaganja AA.

U ovoj studiji uoceno je nekoliko ogranicenja. Jedno od ogranicenja je relativno mala
veli€ina uzorka. Zbog ¢injenice da je BEN bolest koja pogada samo ciljanu populaciju, ovi
rezultati mogu biti korisni za dio ove populacije i vjerovatno se ne mogu prenijeti na heterogenu
populaciju. Pored starosti i pola kao dodatnih faktora, vjerovatno postoji vise faktora koji mogu
uticati na rezultate. Takode, ograni¢enje je nedostatak BEN pacijenata ili kontrola koje nose
svih Sest genotipova koji nisu povezani sa rizikom (KEAP1*C/C, Nrf2*C/C, GSTPAB*A/A,
GSTPCD*C/C, GPX3*T/T, MDR1*C/C) i svih Sest rizicnih genotipova (KEAP1*G/G,
Nrf2*A/A, GSTPAB*G/G, GSTPCD*T/T, GPX3*C/C, MDR1*T/T). Stoga, kombinovani efekat
1 ukupan kumulativni efekat svih Sest genotipova nije mogao biti analiziran. Nadamo se da
¢emo nastaviti ovu studiju sa veCom kohortom ucesnika kako bismo, izmedu ostalog,

analizirali kombinovane i1 kumulativne efekte svih Sest genotipova.
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6. ZAKLJUCCI

1. Distribucija polimorfizama gena za KEAP1 (rs1048290), Nrf2 (rs6721961), GSTP1AB
(rs1695), GSTPALCD (rs1138272), GPX3 (rs8177412) i MDR1 (rs1045642) se ne
razlikuje znacajno izmedu bolesnika sa BEN i pripadnika kontrolne grupe.

2. Distribucija polimorfizma gena za GPX3 (rs8177412) se znacajno razlikuje izmedu
grupe bolesnika sa BEN koji imaju tumore gornjeg urotelijuma i bolesnika sa BEN koyji
ih nemaju. Izmedu ove dvije grupe nisu uocene razlike u distribuciji ostalih ispitivanih
genskih polimorfizama.

3. Nije uocena statisti¢ki znacajna povezanost pojedinacnih polimorfizama KEAP1, Nrf2,
GSTP1AB, GSTP1CD, GPX3 i MDR1 sa rizikom za nastanak BEN u cijeloj analiziranoj
grupi bolesnika. Medutim, analiza povezanosti ovih polimorfizama u polno specifi¢nim
grupama pokazala je visoke unakrsne odnose $ansi (OR2 = 3,79, 95%IP = 1,27-11,24,
p = 0,016) kod Zena sa najmanje jednim varijantnim alelom gena za GPX3 i najmanje
jednim varijantnim alelom gena za MDR1, §to ukazuje na znacajnu ulogu sistemskog
oksidativnog stresa i znacaj neadekvatne eliminacije krajnjih proizvoda metabolizma
aristolohijske kiseline kod Zena.

4. Pokazana je znaCajna povezanost varijantnog GPX3*T/C*C/C genotipa, Koji
karakteriSe smanjena ekspresija GPX3, sa rizikom za pojavu karcinoma gornjeg
urotelijuma kod bolesnika sa BEN. Osobe nosioci varijantnog GPX3*T/C*C/C
genotipa, pokazuju 8 puta veci rizik za nastanak tumora gornjeg urinarnog trakta. Ovi
rezultati ukazuju na potencijalnu mogucnost koris¢enja polimorfizma GPX3 kao
biomarkera rizika za nastanak ovih tumora u populaciji bolesnika sa BEN.

5. Analiza haplotipa GSTP1ABCD je pokazala da je haplotip koji se sastoji od oba
varijantna alela bio povezan sa 1,6 puta ve¢im rizikom za nastanak ove bolesti. S
obzirom da *Ala referenti alel predstavlja potentan inhibitor c-JNK i ima jaci
antiapoptoticki efekat, moguce je da prisustvo varijatnog *Val alela, u slucaju
GSTP1AB rs1695, dovodi do pojacane apoptoze $to bi mogao biti jedan od mehanizama
redukcije bubreznog parenhima u ovoj bolesti.

6. Analiza kumulativnog efekta pet razli¢itih genotipova povezanih sa rizikom

(KEAP1*G/G, Nrf2*A/A, GSTPAB*G/G, GSTPCD*T/T, GPX3*C/C, MDR1*T/T)
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pokazala je rastu¢i trend rizika za nastanak BEN sugeriSu¢i znacajnu ulogu
oksidativnog stresa u patogenezi ove bolesti.

Iz svega navedenog se moze zakljuciti da je nastanak BEN povezan sa produkcijom
slobodnih radikala u metabolizmu aristolohijske kiseline, ¢iji kancerogeni efekat je
posebno izrazen kod osoba sa varijantnim GPX3 genotipom (GPX3*T/C*C/C). Stoga,
pacijente sa BEN koji nose varijantne oblike GPX3 gena treba ¢eSce pratiti u cilju
ranijeg otkrivanja bolesti i prepoznavanju pacijenata koji imaju veci rizik za razvoj

urotelnog tumora.
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LISTA SKRACENICA

AA Aristolochic acid, engl.

AA-I| Avristolochic acid I, engl.

AA-la 8-hidroksiaristolohna kiselina

AA-II Avristolochic acid 11, engl.

AAN Avristolochic acid nephropathy, engl.
ABC ATP-binding cassete transporter, engl.
ABC ATP-binding cassete transporters, engl.
AL-NOH N-hidroksi-aristolaktam

AL-NOSO3H Aristolaktam-N-sulfat

ARE Antioxidant response elements, engl.
BEN Balkanska endemska nefropatija

CHN Chinese herb nephropathy, engl.

CPR NADPH-CYP reduktaza

CYP Citohrom P

dA-AA 7- (deoksiadenozin-N6-il) aristolaktam |
dG-AA | 7-(deoksigvanozin-N2-il) aristolaktam |
DNK Dezoksiribonukleinska kiselina

EDTA Etilen diamin tetrasir¢etna Kiselina
G6PD Glukoza-6-fosfat dehidrogenaza
GCLC Glutamat-cistein ligaza

GPX 3 Glutation peroksidaza 3
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GPX2 Glutation peroksidaza 2

GSH Glutation

GSR 1 Glutation reduktaza

GST Glutation transferaza

GSTM1 Glutation transefaza M1

GSTP 1 Glutation transferaza P1

GTEX Genotype-Tissue Expression, engl.

IARC International agency for Research on Cancer, engl.
IDH1 Izocitrat dehidrogenaza

JNK C-Jun NH2-terminal kinase, engl.

KEAP 1 Kelch-like ECH-associated protein 1,engl.
LD Linkage disequilibirium, engl.

MAP kinaza Mitogen-activated protein kinase, engl.
MDR 1 Multidrug Resistance 1, engl.

m-RNA Messenger RNA, engl.

NAT N-acetiltransferaza

NBD ATP-vezuju¢i domen ABC transportera
NOX 2 NADH oksidaza

NQO1 NADPH-kinon oksidoreduktaza 1

Nrf 2 Nuclear factor erythroid 2—related factor 2, engl.
OAT Organic anion transporter, engl.

OR Odds ratio, engl.
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PAH
PCR

PCR-CTTP

PDG
P-gp
RNS
ROS
RT-PCR
SD
sMaf
SNP
SRXN1
SULT
TCGA
TMD
TXN
TXNRD1

LCAT

Policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici
Polymerase chain reaction, engl

Polymerase chain reaction with confronting two-pair primers,

engl

6-fosfoglukonat dehidrogenaza
P-glikoprotein

Reactive nitrogen species, engl.
Reactive oxygen species, engl.

Real- Time Polymerase chain reaction, engl
Standardna devijacija

Small Maf, engl.

Single nucleotide polymorphism, engl.
Sulforedoksin

Sulfotransferaza

The Cancer Genome Atlas, engl.
Transmembranski domen

Tioredoksin

Tioredoksin reduktaza

Lecitin-holesterol aril transferaza
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N3zjaga 1

HN3JABA O AYTOPCTBY

HsjaBmyjem
A2 je JOKTOPCKa AucepTanmja

HacnoB paaa : "HcnurHBame MOBE3aHOCTH MONUMoOp¢H3aMa IeHa 3a peryjJaTopHe U KaTalHTHUYKe
AHTHOKCHZIaTHE NTPOTEHHE ca pU3UKOM 3a HacTaHak bankaHcke eHnemcke HedponaThje"”

Hacnos paga Ha enrneckom jesuky : "The association of regulatory and catalytic antioxidant gene
polymorphisms with the risk of Balkan endemic nephropathy"

X pe3ynTaT COICTBEHOT HCTPAKMBAYKOTL paja,

@,ua IOKTOpCKa JHucepTanuja, y LjeIMHM WM y AWjelloBHMA, HUje Omia mpemiokeHa 3a
nobujame OWIO KOje OMINIOME NpeMa CTYAMjCKHM IPOrpaMmmma JpyriX BHCOKOIIKOJICKHX
yCTaHOBA,

< na cy pesynraTh KOpeKTHO HABEAEHHU 1
Jla HICaM KpIIMo/Jia ayropcka npasa B KOPHUCTHO HHTEIEKTYalTHy CBOJHHY APYTHX JHLA.

[ToTmug noxTopanTa
VY Bamoj JIynu, nana 20.01.2024. rogune b L)
I Mok wtw,




H3zjaga 2

H3jaBa kojom ce oBnamhyje Yuusep3urer y bamoj Jlyun
A2 JOKTOPCKY AUCEPTALMjY YHYHHH jaBHO JOCTYNHOM

Osgnamhyjem Yuusep3urteT y bamoj JIyuu ga Mojy TOKTOPCKY AMCEPTALIH]y 1O HACIIOBOM
HcninTuBame 110BE3aHOCTH IONMMOpdH3aMa TeHa 3a peryiaTopHe ¥ KaTaluTHYKe
aHTHOKCH/IaTHE MPOTEHHE ca pU3UKOM 3a HacTaHak bajkaHcke eHaeMcke HedponaTuje

KOja je MOje ayTOpCKO JjesI0, YYMHH jJaBHO JOCTYITHOM.

JIOKTOpCKY JucepTalyjy ca CBHM IIpHWJIO3MMa Mpegao/lla caM Yy eIeKTPOHCKOM  (opmary
IIOTO/IHOM 3a TPajHO apXMBHPAHE.

Mojy IOKTOpCKY OucepTanujy MOXpameHy Y OUTHTANHHU PEMO3UTOPHUjYM YHHBEP3UTETA Y
bamoj JIynu Mory ma kopucTte CBU KOjH IMOIITYjy ofxpende cajpkaHe y ofabpaHOM THILY JIMIIEHLIE
Kpearusne 3ajeguuue (Creative Commons) 3a K0jy caM ce OAJydHo/Ta.

" AytopcTBo

' AyTOpCTBO — HEKOMEDLIMjaTHO

" AyTOopcTBO — HEKOMEPLHjaiHO — €3 mpepajie
@

AyTOpCTBO — HEKOMEPIIHjATTHO — AUjEIUTH 1101 UCTHM yCJIOBHMA

AyTtopcTBo — 6€3 npepaje

Kt t
R &

AyTOpCTBO - III/Ij CJIMTH 1104 UCTHM YyCJIOBHUMA

(MonuMo fa 3a0Kpy»XHUTE caMO jeAHy OJ WIeCT IOHYHEHHX JHIEHLIH, KpaTaK OIHC JIHIECHLH
Jat je Ha ronehuHH JucTa).

[loTnuc mokropanTa

VY bawoj JIyuu, nana 20.01.2024. rogune ,
] Ly r\l E) C}\b (j;




THIIOBHU JININEHIIA KPEATHUBHE 3AJEJTHHUIIE
AyTtopcrio (CC BY)

Jlo3BoJbaBaTe yMHOXKaBamhe, AUCTPUOYIMjy M jaBHO CaOIIITABahE [jela, U Ipepajie, ako ce HaBese
HMe ayTopa, Ha HayMH ozpeljeH o ayTopa MM JaBaola JIMIEHIE, YaK U Yy KOMEpIHjalHe CBpXeE.
OgBo je Hajc000AHMja 01 CBUX JIMLEHLIH.

AyTtopcTtBo - HekomepuujaiaHo (CC BY-NC)

Jlo3BoJbaBaTe yMHOXaBatbe, TUCTPUOYIMjy U jaBHO CAaoMINTaBabe fjeNa U Ipepaje, ako ce HaBele
UMe ayTopa, Ha HauMH ojpeljeH on ayTopa wiM jgaBaoua jiuieHune. OBa JIMIEHIIA HE J03BOJbaBa
KOMepLHjaIHy ynotpedy mjena.

AyTopcTBO - HeKOMepuMjaaHo - 6e3 npepaaa (CC BY-NC-ND)

Jlo3BoJpaBaTe YMHOXaBamwe, ITUCTPUOYLHjy M jaBHO CaolllITaBame Jjena, 0e3 MNpoMjeHa,
npeoOnrKoBamka WIH yHoTpebe Jjena y cBOM IHjely, ako ce HaBe[e UMe ayTopa, Ha HaYMH ozpeljeH
oJ ayTopa Wi AaBaoua JjuieHie. OBa JNuIeHIa He J03B0JbaBa KOMeEpIjanHy ynorpely gjena. Y
OZIHOCY Ha CBE OCTaJIe JIMIEHIIE, OBOM JIMLEHUOM Ce orpaHu4aBa Hajsehn oOuM mpasa kopuiherma
ajena.

AyTOpCTBO - HEKOMePIUHUjaaHO - AMjeauTu oA uctum ycrosuma (CC BY-NC-SA)

Jlo3BospaBaTe yMHOXaBawe, OUCTPHOYIH)Y W jaBHO CaONINTaBaWke AHjella, M IIpepane, ako ce
HaBeJe MME€ ayTopa, Ha HauyuMH ojpel)eH of ayTopa MIM AaBaolla JULEHIE, U aKo ce [pepaaa
OUCTpUOyHpa 1MOoA MCTOM WM CIMYHOM JuieHiioM. OBa NHlleHIla HE X03BOJbaBa KOMEpLMjaIHY
ynotpeOy Zjena u npepaga

AyTtopcTBo - 6e3 npepaga (CC BY-ND)

Jlo3BospaBaTe yMHOXaBame, AUCTpUOYLHjy M jaBHO caollITaBame 1jena, 0e3 mnpoMjeHa,
npeoOJIMKoBaba WM YIIoTpede Ajesia y CBOM [ijely, ako ce HaBeae MME ayTopa, Ha HauuH onpeljeH
0]l ayTOpa WM AaBaona JimueHne. OBa JIMIEHIa J03B0JbaBa KOMEPIHjaIHy yroTpely ajena.

AyTOpcTBO - AMjesuTH 1og uctum ycsropuma (CC BY-SA)

Jlo3BoJbaBaTe YMHOXKaBarbe, IUCTPHOYIHjy U jaBHO CAONILTaBame Ojela, U mpepaje, ako ce HaBele
UMe ayTopa, Ha HauMH ofipel)eH OX ayTopa WM JJaBaolia JIMIEHIE, ¥ aKo ce Impepaja AucTpubyupa
IIOA MCTOM HUIM CIMYHOM JiMeHHoM. OBa JIMIEHIIa 103BOJbaBa KOMEpLMjaaHy ynoTpeOy Ajena u
npepaza. CiiyHa je COQTBEpCKUM JIMIEHIIaMa, OJJHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KoJa.

Hanomena: OBaj TeKCT HHje cacTaBHU MO H3jaBe ayTopa.

Bunre undopmanuja Ha JIMHKY: http://creativecommons.org.rs/



Hsjaea 3

H3jaBa 0 nAeHTMYHOCTH LUTAMIIAHE U eJIEKTPOHCKe Bep3uje
AOKTOPCKe AMCepTalHje

Wwme u npe3ume ayropa: Xana Paguh CaBuh

Haciios pazna : VicnuTHBame OBE3aHOCTH MOJIMMOp(dH3aMa IreHa 3a peryJjiaTopHe U
KaTaJIUTUYKe aHTHOKCHUIAHTHE MMPOTEHHE ca pU3MKOM 3a HacTaHak banmkaHcke
eHgeMcke HedpormaTtuje

Menrop: nipod. ap Tarjana Cumuh, gonucuu unan CAHY
Komenrop: npod. ap Boca Mupjanuh-A3zapuh

W3jaBbyjeM fa je mTammaHa Bep3Wja MoOje AOKTOPCKE AHCEpTauHje HWACHTHYHA EJICKTPOHCKO]
BEp3MjH KOjy caM Mpeaao/a 3a ZUTUTAHU PErno3uTOpHjyM YHuBep3urtera y bamoj Jlymu.

HOTHI/{Is: IOKTOpaHaa
VY Bawoj JIyuu, nana 20.01.2024. roqune )
[ Cabudh

i
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