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IZVESTAJ

A. PRIKAZ SADRZAJA DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija magistra farmacije Zivke Mali¢, pod nazivom ,,Faktori rizika za
nastanak i razvoj hroni¢ne opstruktivne bolesti plu¢a povezani sa oksidativnim stresom u
populaciji Srbije”napisana je na 136 strana, sadrzi 32 tabele, 24 slike i 194 literaturna navoda.
Sadrzaj doktorske disertacije izlozen je u slede¢im poglavljima: Uvod, Cilj istrazivanja,

Materijal i metode, Rezultati, Diskusija, Zakljucci 1 Literatura. Na pocetku disertacije je prilozen



Rezime na srpskom 1 na engleskom jeziku, dok se na kraju nalazi Biografija kandidata, Izjava o
autorstvu, Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog rada i Izjava o
koris¢enju.

U Uvodu su predstavljeni patofizioloski mehanizmi, povezani sa oksidativnim stresom u
nastanku i razvoju hroni¢ne opstruktivne bolesti plu¢a (HOBP). Takode, u okviru ovog poglavlja
predstavljeni su poznati sredinski i genetski faktori rizika, koji su povezani sa oksidativnim
stresom, kao 1 njihove interakcije, za nastanak i razvoj HOBP.

Cilj ove doktorske disertacije je ispitivanje genetskih i1 ne-genetskih faktora rizika
povezanih sa oksidativnim stresom, kao 1 njihovih interakcija, u nastanku i razvoju hroni¢ne
opstruktivne bolesti plu¢éa (HOBP) u populaciji Srbije. Dodatno, cilj je bio da se ispita i
potencijalni znacaj biomarkera koji su povezani sa oksidativnim stresom u dijagnostici i
predikciji tezine HOBP-a.

U poglavlju Materijal i metode predstavljeni su podaci o ispitanicima i metodama koje
su koriS¢ene za analizu predlozenih biomarkera. U istrazivanju je ucestvovalo 195 pacijenata
obolelih od HOBP (89 Zena i 106 muskaraca) i 326 zdrava ispitanika (134 zene i 192 muskarca).
Istrazivanje je izvedeno kao case-control studija, sprovedeno u skladu sa etickim principima
Helsinske deklaracije 1 u skladu sa pravilima Etickog komiteta za biomedicinska istrazivanja
Farmaceutskog fakulteta u Beogradu, na osnovu prethodne saglasnosti svih medicinskih
ustanova koje su ucestvovale u studiji.

Kontrolna grupa je obuhvatila zdrave ispitanike kod kojih je isklju¢eno prisustvo HOBP 1
drugih akutnih i hroni¢nih bolesti na osnovu anamnestickih podataka, normalnih vrednosti
laboratorijskih rezultata, fizickog pregleda i1 auskultacije pluca. Kod pacijenata, hroni¢na
opstruktivna bolest pluca je dijagnostikovana i klasifikovana prema tezini na osnovu istorije
bolesti, fizickog pregleda 1 spirometrijskih parametara: forsirani ekspiratorni volumen u prvoj
sekundi (% od predvidene vrednosti, FEV1), forsirani vitalni kapacitet (% od predvidenih
vrednosti, FVC) 1 indeks FEV1/FVC. Za procenu stepena oksidativnog stresa mereni su sledeci
parametri: ukupni oksidativni status (TOS), ukupni antioksidativni kapacitet (TAC) i 8-okso-7,8-
dihidro-2'-deoksiguanozin (8-oxodG). Pusacki status je procenjen kvalitativno (pusaci, nepusaci,
bivsi pusaci) 1 kvantitativno. Kvantitativna procena pusackog statusa procenjena je na osnovu
kumulativnog efekta puSenja izrazenog kao paklo/godine i pomocu biomarkera izloZenosti
nikotinu, njegovog metabolita, kotinina.

Osnovne karakteristike ispitanika (starost, antropometrijski parametri i pusacki status) su

prikupljene putem upitnika. Koncentracije osnovnih biohemijskih i hematoloskih parametara su



odredene primenom rutinskih laboratorijskih metoda na hemijskim i hematoloskim analizatorima
(Instrumentation Laboratory® ILab 650, Beckman Synchron CX9 Pro, and Coulter® HmX).
Parametri za procenu oksidativnog stresa, ukupni oksidativni status (TOS) i ukupni
antioksidativni kapacitet (TAC) su odredeni u serumu, kolorimetrijski (metoda je aplikovana na
automatskom analizatoru AU 400, Beckman Coulter, Inc, Brea, USA). Nivo oksidativnog stresa
je procenjen na osnovu oksidativnog indeksa (OSI) koji je izrazenu arbitralnim jedinicama (AU):
OSI (AU)=TOS (umol H202 equiv/L)/TAS (mmol trolox equiv/L). Nivo biomarkera sistemskog
oksidativnog stresa, 8-0xodG je odreden je u urinu, primenom kombinovanih tehnika visoko-
osetljive te¢ne hromatografije pod visokim pritiskom i masene spektrometrije (HPLC-MS/MS), a
nivo ovog biomarkera je normalizovan na nivo urinarnog kreatinina i izrazen kao indeks
8-oxodG/kreatinin. Koncentracije urinarnog kotinina odredene su primenom HPLC metode,
nakon tecno-tecne ekstrakcije dihlormetanom u alkalnoj sredini, dok je kumulativno dejstvo
duvanskog dima izrazeno kao indeks paklo/godine na osnovu podataka prikupljenih od ispitanika
[paklo/godina=godine pusackog staza x (broj popusenih cigareta dnevno/20)]. Genotipizacija je
vrsena u uzorku genomske DNK, koja je izolovana iz pune krvi primenom GeneJET™ DNA
purification Kit (Thermo Scientific) ili CTAB (cetil trimetril amonijum bromid) metode. Prinos i
kvalitet izolovane DNK proveravan je elektroforetski na agaroznom gelu. Za detekciju genskih
varijanti CYP1A *1A/2A*, GSTP1 lle105Val, mEPH Tyr113His, mEPH His139Arg, koris¢ena
je PCR-RFLP metoda, dok je detekcija genskih varijanti GSTT1 *nulti i GSTMI1 *nulti vrSena
pomocu multipleks PCR metode.

U poglavlju Rezultati prikazane su osnovne kvalitativne i kvantitativne karakteristike
svih ispitanika, pacijenata obolelih od HOBP i kontrolne grupe. Ispitane su razlike u
koncentracijama biohemijskih, hematoloskih i parametara za procenu oksidativnog stresa u
serumu 1 urinu zdravih ispitanika i HOBP-pacijenata, kao i uticaj pola, godina starosti, indeksa
telesne mase (BMI) i1 puSackog statusa na ove razlike. Analizirani su udruzeni uticaji pola,
stepena izlozenosti duvanskom dimu i oksidativhog stresa na nastanak i razvoj HOBP.
Primenom odgovarajuce statisticke metode (parametarska Pearson-ova ili neparametarska
Spearman-ova korelaciona analiza) ispitane su korelacije izmedu parametara oksidativnog stresa,
kotinina, indeksa telesne mase (BMI) 1 godina starosti u kontrolnoj grupi i grupi pacijenata
obolelih od HOBP. Dodatno, kod HOBP-pacijenata ispitane su korelacije izmedu parametara
pluéne funkcije 1 parametara oksidativnog stresa. Binarnom logistiCkom regresijom
identifikovani su genetski 1 ne-genetski prediktori za nastanak HOBP kod svih ispitanika, kao i u
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parametara oksidativnog stresa, antioksidativne zaStite i1 izlozenosti duvanskom dimu.
Analizirane su genske varijante enzima povezanih sa oksidativnim stresom (CYP1A1, GSTMI,
GSTTI1, GSTP1 i mEPHX) i utvrdena je distribucije alela, genotipova i kombinacija genotipova
u obe grupe ispitanika. Takode, ispitana je povezanost izmedu genskih varijanti ispitivanih
enzima 1 osetljivosti prema pojavi i razvoju HOBP. U okviru analize udruzenih uticaja genetskih
1 ne-genetskih faktora rizika, ispitan je udruzen uticaj pola, pusackog statusa, oksidativnog stresa
1 genskih varijanti ispitivanih enzima na nastanak i razvoj HOBP-a.

Diskusija je napisana jasno i pregledno. U diskusiji su predstavljena nau¢no zasnovana
objasnjenja dobijenih rezultata ove doktorske disertacije. Prikazani su podaci drugih istrazivanja,
publikovani u relevantnim naucnim casopisima i dat je uporedni pregled sa rezultatima ove
doktorske disertacije.

Na kraju disertacije, prikazani su Zakljuéci koji proizilaze iz rezultata istraZivanja i
njihove analize.

U poglavlju Literatura, navedene su 194 reference, Vankuverskim stilom.

B. OPIS DOBIJENIH REZULTATA

Rezultati dobijeni tokom izrade ove doktorske disertacije su prikazani jasno i veoma detaljno,
odgovaraju¢im redosledom. Najvazniji rezultati ove doktorske teze ¢e biti izlozeni opisno.
Pacijenti oboleli od hroni¢ne opstruktivne bolesti pluca su imali znac¢ajno vise nivoe
serumskih 1 urinarnih biomarkera oksidativnog stresa u odnosu na kontrolnu grupu (u serumu
ukupni oksidativni status-TOS i oksidativni indeks-OSI, u urinu, 8-oxodG/kreatinin). Takode,
kod HOBP-pacijenata primecen je visi nivo cirkuliSucih leukocita, a snizen nivo hemoglobina 1
eritrocita u odnosu na zdrave ispitanike. Nivoi ukupnog anti-oksidativnog statusa (TAC) i
urinarnog kotinina se nisu razlikovali izmedu HOBP-pacijenata i kontrolne grupe. Ocekivano,
kod pusaca su primeceni znacajno visi nivoi urinarnog kotinina u odnosu na nepuSace u obe
grupe ispitanika. Analiza uticaja pola na povezanost puSenja sa nivoom urinarnog kotinina
pokazala je da je nivo urinarnog kotinina znacajno povisen kod Zena-puSaca u odnosu na zene
nepusace, u obe grupe ispitanika (zdrave zene i pacijentkinje sa HOBP). Muskarci su imali
znacajno visi nivo serumskog biomarkera TAC u odnosu na Zene u grupi pacijenata-pusaca i u
grupi pacijenata sa teSkom i veoma teSkom boleS¢u. ZnaCajno viSe vrednosti urinarnog
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pacijenata u odnosu na zdrave ispitanike u grupama puSaca i bivsih puSaca. U grupi HOBP-
pacijenata, uocena je povezanost izmedu indeksa telesne mase (BMI) i nivoa izlucenog
8-oxodG/kreatinina. Neuhranjeni pacijenti (BMI<18 kg/mz) su imali viSe vrednosti biomarkera
8-oxodG/kreatinina u odnosu na pacijente sa normalnom telesnom masom (BMI 18-25 kg/m?).
Kod zdravih ispitanika, starijih od 50 godina, uofen je znafajno VviSi nivo urinarnog
8-oxodG/kreatinina u odnosu na osobe mlade od 50 godina, dok u grupi pacijenata nije uocen
uticaj starenja na nivo izluenog biomarkera 8-oxodG/kreatinin. Analizom udruZenog uticaja
puSenja 1 oksidativnog stresa na tezinu bolesti, utvrden je znaCajno vi§i nivo urinarnog
biomarkera 8-oxodG/kreatinin kod pacijenata sa teSkim oblikom HOBP, koji su pri tome i teski
pusaci (paklo/godina >30), u odnosu na one sa umereno teskom boleS¢u i istom tezinom pusenja.
Takode, znacajno visi nivo urinarnog 8-oxodG/kreatinina primecen je kod pacijenata sa teSkim
oblikom HOBP koji su pri tome 1 teSki puSaci (paklo/godina >30), u odnosu na umerene pusace
(paklo/godina <30), sa istom tezinom bolesti.

Korelacionom analizom, kod HOBP-pacijenata, dobijena je pozitivna korelacija izmedu
parametara anti-oksidativne =zastite (TAC) 1 spirometrijskih markera pluéne funkcije
(FEV1/FVC), kao 1 negativna korelacija izmedu parametara oksidativnog statusa (TOS 1 OSI) i
parametara funkcije pluca.

Analiza dijagnosticke tacnosti parametara oksidativnog stresa, primenom ROC krive,
pokazala je njihov odli¢an potencijal u razdvajanju pacijenta sa HOBP od zdravih ispitanika. Za
parametre TOS 1 OSI dobijena je izvanredna dijagnosticka tacnost (povrSine ispod krivih: za
TOS=0,914 1 za OSI=0,925) 1 za 8-oxodG/kreatinin je dobijena odlicna dijagnosticka ta¢nost
(povrSina ispod krive=0,855). Utvrdene su grani¢ne vrednosti (cut-off) za parametre
oksidativnog stresa: za TOS 0,055 mmol H,0O, Equiv./L (osetljivost 0,710 i specifi¢nost 0,942);
za OSI 0,0175 (osetljivost 0,774; specificnost 0,895) 1 za 8-oxodG/kreatinin 1,69 nmol/mmol
(osetljivost 0,732; specificnost 0,868).

Analiza povezanosti pojedinacnih genskih varijanti ispitivanih enzima, CYPI1Al,
GSTM1, GSTT1, GSTP1, mEPH S i F i rizika za nastanak HOBP nije pokazala njihovu vecu
ucestalost kod pacijenata sa HOBP u odnosu na zdrave ispitanike. Medutim, utvrdeno je da
prisustvo genske varijante GSTM1 *nulte predstavlja rizik za nastanak HOBP za pusSace (OR,
95% Cl: 2,27, 1,00-5,19; p<0,05). Analiza sloZenih genotipova je pokazala da prisustvo slozenog
GSTMI/GSTT!1 genotipa sa najmanje jednom delecijom (GSTM *nulti ili GSTT1 *nulti)
predstavlja znacajan faktor rizika za razvoj HOBP kod Zena (p=0,008; OR, 95% CI: 3,22, 1,32-
7,82). Ovaj rizik je dvostruko vec¢i kod Zena aktivnih pusaca (p=0,001; OR, 95% CI: 7,61, 2,11-



27,44). Ispitivanjem udruzenog uticaja genetskih i1 ne-genetskih faktora rizika, pokazano je da je
najveée smanjenje pluéne funkcije kod HOBP-pacijenata povezano sa udruzenim uticajem vise
faktora kao Sto su: povisen oksidativni stres (8-oxodG/kreatinin>3,5 nmol/mmol), teski oblik
pusenja (paklo/godine>30) i prisustvo mEPH fenotipa sa niskom enzimskom aktivno$cu.
Utvrdena je 1 povezanost oksidativnog stresa, odredenih genskih varijanti ispitivanih enzima i
pojave HOBP. Tako je u grupi nepusaca, nastanak HOBP bio povezan sa visokim vrednostima
za 8-oxodG/kreatinin i to kod osoba sa jednim od genetskih faktora rizika: GSTP1 105Val alel ili
mEPH niske enzimske aktivnosti ili prisustvom slozenog genotipa GSTMI1 *plus/GSTTI
*plus/mEPH niske enzimske aktivnosti.

Binarnom logistickom regresijom utvrdeno je da poviSen oksidativni stres (procenjen kao
OSI ili 8-oxodG/kreatinin), starenje, inflamacija (poviseni leukociti), kumulativno dejstvo
duvanskog dima (paklo/godine), snizena vrednost indeksa telesne mase (BMI) i prisustvo
slozenog GSTM1/GSTT1 genotipa sa najmanje jednom delecijom predstavljaju nezavisne
prediktore za nastanak HOBP. U odnosu na pol, pokazano je da starenje ostaje nezavisan
prediktor kod muskaraca (OR, 95% CI: 1,29, 1,12-1,48; p<0,001), dok je kod zena pojava HOBP
povezana sa poviSenim intenzitetom pusenja (OR, 95% ClI: 1,09, 1,01-1,16; p=0,02) i prisustvom
sloZzenog genotipa GSTM1/GSTT1 sa najmanje jednom delecijom (OR, 95% CI: 23,67, 2,62-
213,46; p<0,001).

C. UPOREDNA ANALIZA REZULTATA SA REZULTATIMA IZ LITERATURE

U ovoj doktorskoj disertaciji, rezultati su na jasan i kompetentan nacin uporedeni 1 diskutovani
sa relevantnim 1 aktuelnim literaturnim podacima. Rezultati dobijeni u ovoj studiji su, po prvi
put, ukazali na interakciju genetskih varijanti enzima koji su ukljuceni u razvoj oksidativnog
stresa 1 sredinskih faktora na nastanak i razvoj hroni¢ne opstruktivne bolesti plu¢a u populaciji
Srbije. Znacaj ove doktorske disertacije se ogleda i utvrdenim dijagnostickim karakteristikama
biomarkera oksidativnog stresa.

Brojne studije su pokazale da oksidativni stres ima klju¢nu ulogu u patogenezi hronicne
opstruktivne bolesti pluéa (1-5). Kod pacijenata sa HOBP utvrden je porast nivoa pro-
oksidanasa, dok istovremeno fizioloska anti-oksidativna zastita opada, Sto stvara uslove za razvoj
oksidativnog stresa (6). U prilog tome govore i1 rezultati ove disertacije, koji su pokazali da je
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TOS 1 OSI 1 urinarnog biomarkera 8-oxodG/kreatinin) u odnosu na zdrave ispitanike. Nivo
ukupnog anti-oksidativnog kapaciteta (TAC) se nije razlikovao izmedu kontrole i pacijenata, §to
je u skladu sa rezultatima prethodnih studija (7,8). Ovakvi rezultati ukazuju na ¢injenicu da kod
HOBP-pacijenata, iako ocuvan, antioksidativni sistem =zaStite nije dovoljan da neutraliSe
prekomernu produkciju toksi¢nih pro-oksidanasa.

Pusenje predstavlja najznacajniji sredinski faktor rizika za nastanak HOBP (9). U ovoj
doktorskoj disertaciji je dobijena korelacija izmedu nivoa urinarnog kotinina i stepena
izloZzenosti duvanskom dimu, §to je u skladu sa literaturnim podacima koji su pokazali znacajno
vi$i nivo urinarnog kotinina kod puSaca u odnosu na nepusace (10,11). Visi nivo urinarnog
kotinina kod puSaca u odnosu na nepusace, dobijen u ovoj studiji, potvrduje znacaj kotinina kao
biomarkera za procenu izloZenosti duvanskom dimu. U obe grupe ispitanika, i zdravih i obolelih
od HOBP, primecen je visi nivo urinarnog kotinina kod zena-pusaca u odnosu na Zene-nepusace,
dok kod muskaraca nije bilo razlike u izlu€ivanju kotinina u odnosu na pusacki status. Navedeni
rezultati ukazuju da verovatno postoje razlike u efikasnosti primene kotinina kao kvantitativnog
biomarkera za procenu izloZenosti duvanskom dimu u odnosu na pol. U ovoj doktorskoj
disertaciji utvrdeno je da su pacijentkinje pusaci imale znacajno visi nivo urinarnog kotinina u
odnosu na pacijente, $to se moze objasniti brzim metabolizmom nikotina kod Zena u odnosu na
muskarce (10). Povecana osetljivost Zena na dejstvo duvanskog dima pripisuje se estrogenu, koji
ubrzava metabolizam pro-oksidativnih supstanci iz duvanskog dima, ¢ime se povecava stvaranje
toksi¢nih metabolita, Sto posledicno utice na razvoj oksidativnog stresa, usled iscrpljene
antioksidativne zastite (12). Rezultati dobijeni u ovoj doktorskoj disertaciji su pokazali da u
grupama pacijenata sa HOBP koji su pusaci ili koji imaju tezi oblik bolesti, muskarci imaju visi
nivo antioksidativne zastite u odnosu na Zene, Sto potvrduje da su zene posebno izlozene riziku
od pojave 1 progresije HOBP, usled neadekvatne antioksidativne zastite. Ovaj rezultat moze biti
klinicki znacajan u prevenciji oboljevanja od HOBP kod Zena.

Brojne studije su pokazale da puSenje uti¢e na znacajno povecanje stope oksidativnog
oste¢enja DNK. Povecan broj DNK oste¢enja i mesta reparacije kod HOBP-pusaca u odnosu na
nepusace ukazuje da kod HOBP-pacijenata postoji neravnoteza izmedu oSteCenja DNK i
reparacije DNK (13). U ovoj doktorskoj disertaciji je dobijen znacajno poviSen nivo urinarnog
biomarkera 8-oxodG/kreatinina kod pacijenata koji su bili pusaci i bivsi pusaci, Sto potvrduje
znaajnu ulogu puSenja na razvoj oksidativnog stresa koji je povezan sa nastankom HOBP.

Doprinos ove doktorske disertacije je u otkrivanju visokih vrednosti urinarnog biomarkera



8-oxodG/kreatinin kod bivsih puSaca, Sto ukazuju na Stetnost kumulativnog efekta puSenja na
nastanak DNK lezija i nakon prestanka pusenja.

Analiza povezanosti oksidativnog stresa i visSegodiSnjeg puSackog staza pokazala je da
pacijenti sa teskim oblikom HOBP, a koji su pri tome i teski pusSaci, imaju znacajno visi nivo
urinarnog 8-oxodG/kreatinina u odnosu na pacijente sa umerenim oblikom HOBP i istom
tezinom puSenja. Dodatno, kod pacijenata sa teSkim oblikom HOBP, viS§i nivo
8-oxodG/kreatinina je uocen u grupi teSkih puSaca u odnosu na umerene pusace. Navedeni
rezultati ukazuju na znacajnu ulogu oksidativnog stresa koji je uzrokovan teSkim pusSenjem u
progresiji hroni¢ne opstruktivne bolesti pluca.

Negativna korelacija izmedu parametara oksidativnog stresa i spirometrijskih parametara
funkcije pluca, kao i pozitivna korelacija izmedu parametara funkcije pluéa i1 nivoa
antioksidativne zastite, koji su dobijeni u ovoj doktorskoj disertaciji su u saglasnosti sa
literaturnim podacima (14-18). Literaturni podaci pokazuju da se kod HOBP-pacijenata sa
veoma teSkim oblikom bolesti dobijaju znacajno poviSeni nivoi za TOS, tako da se ovaj
biomarker predlaze kao potencijalno dobar biomarker za procenu tezine HOBP (19). Rezultati
dobijeni u ovoj doktorskoj disertaciji i literaturni podaci ukazuju da poviseni oksidativni stres,
nastao usled neravnoteze oksidanasa i antioksidanasa, predstavlja rizik ne samo za nastanak,
nego i za pogorsanje bolesti.

Analiza dijagnosticke tacnosti u ovoj doktorskoj disertaciji je pokazala da parametri
oksidativnog stresa (TOS, OSI 1 8-oxodG/kreatinin) imaju odli¢an potencijal razdvajanja
pacijenata sa HOBP od zdravih ispitanika. Za navedene parametre oksidativnog stresa dobijene
su granicne vrednosti, sa osetljivos¢u preko 70% 1 specificnoscéu preko 80%. Vecina literaturnih
podataka se odnose na procenu dijagnostickog znacaja parametara inflamacije u otkrivanju i
pracenju HOBP (20-22), dok rezultati dobijeni u ovoj doktorskoj disertaciji, po prvi put ukazuju
na potencijalnu primenu parametara oksidativnog stresa u dijagnostici HOBP.

Nesto starije i novije studije su pokazale da kod zdravih osoba postoji negativna
korelacija izmedu indeksa telesne mase i stepena izlu€ivanja 8-oxodG/kreatinina, §to ukazuje da
je ubrzan metabolizam kod mrSavih osoba povezan sa poviSenim sistemskim efektima
oksidativnog stresa (23,24). Rezultati ove doktorske disertacije ukazuju na povezanost indeksa
telesne mase 1 nivoa oksidativnog stresa samo kod HOBP-pacijenata. Najvise vrednosti za
urinarni  8-oxodG/kreatinin izmerene su kod pothranjenih pacijenata (BMI<I8 kg/m?), §to
ukazuje da ovi pacijenti imaju smanjen nivo fizioloskih antioksidanasa, verovatno usled

nedostatka prekurzora za njihovu sintezu.



U ovoj doktorskoj disertaciji uocen je znacCajan uticaj starenja na nivo izlucenog
biomarkera 8-oxodG/kreatinin. Zdravi ispitanici, stariji od 50 godina, su imali znacajno visi nivo
8-oxodG/kreatinina u odnosu na ispitanike mlade od 50 godina. Ovi rezultati su u saglasnosti sa
rezultatima studije u kojima je potvrdena pozitivna korelacija izmedu stepena oksidativnog
oSte¢enja DNK 1 godina starosti u japanskoj populaciji (25).

Poznato je da HOBP predstavlja inflamatorno oboljenje i u razli¢itim studijama je uocen
znacajan porast inflamatornih biomarkera kod HOBP-pacijenata u odnosu na zdrave ispitanike
(26,27). Duvanski dim 1 druge Stetne supstance iz spoljaSnje sredine uti¢u na poviSen nivo
oksidativnog stresa kod HOBP-pacijenata, Sto posledi¢no dovodi do regrutovanja inflamatornih
¢elija u pluca i njihove stimulacije na produkciju slobodnih radikala i medijatora inflamacije, pri
¢emu se stvara zacarani krug izmedu oksidativnog stresa i inflamacije kod obolelih od HOBP
(28). Rezultati dobijeni u ovoj doktorskoj disertaciji su pokazali da je kod HOBP-pacijenata
prisutna znacajna leukocitoza u odnosu na kontrolnu grupu, Sto je u skladu sa literaturnim
podacima (29). Anemija predstavlja jedan od najznacajnijih komorbiditeta kod pacijenata sa
HOBP (30-32). Visok stepen inflamacije i1 starenje su glavni uzroci nastanka anemije kod
HOBP-pacijenata (31-34). U skladu sa literaturnim podacima, u ovoj doktorskoj disertaciji je
dobijen snizeni nivo hemoglobina, koji je bio u korelaciji sa smanjenim broja eritrocita, Sto
predstavlja karakteristican znak anemije kod HOBP-pacijenata.

Pored faktora rizika poreklom iz spoljasnje sredine, znac¢ajnu ulogu u nastanku i razvoju
HOBP imaju i genetski faktori (35). Utvrdena je razli¢ita osetljivost prema nastanku i razvoju
hroni¢ne opstruktivne bolesti pluca, uslovljena genskim varijantama enzima koji su ukljuceni u
detoksikaciju produkata duvanskog dima (36-41). U ovoj studiji nije uofena povezanost
pojedina¢nih genskih varijanti enzima CYP1A1, GSTMI1, GSTT1, GSTP1, mEPH i mEPHF sa
nastankom HOBP. lako nije uofena povezanost izmedu varijante GSTM1 enzima i nastanka
HOBP u populaciji Srbije, pokazano je da prisustvo GSTMI1 *nultog genotipa, kod pusaca,
predstavlja rizik za nastanak HOBP. Navedeni rezultati ukazuju na znacajnu ulogu aktivnog
GSTMI enzima u detoksikaciji Stetnih supstanci iz duvanskog dima i sprecavanju nastanka
oksidativnog stresa.

Literaturni podaci pokazuju povezanost slozenog GSTM1/GSTT1 genotipa sa nastankom
HOBP (42,43). Rezultati ove doktorske disertacije su pokazali da postoji polna razlika u
osetljivosti prema HOBP koja je povezana sa prisustvom slozenog genotipa GSTM1/GSTT1. U
populaciji Srbije, prisustvo slozenog GSTM1/GSTT1 genotipa sa najmanje jednom delecijom

gena predstavlja faktor rizika za nastanak HOBP kod Zena, s tim $to se ovaj rizik znacajno



povecava kod Zzena koje su aktivni puSaci. S obzirom da estrogen utiCe na povecanje
oksidativnog stresa izazvanog izlaganjem duvanskom dimu (12), moguce je objasniti povezanost
slozenog GSTM1/GSTT1 genotipa sa najmanje jednom delecijom u nastanku HOBP kod Zena.

U ovoj doktorskoj disertaciji su otkriveni genetski faktori rizika za nastanak HOBP u
grupi nepusaca. Nepusaci oboleli od HOBP su imali poviSen nivo urinarnog 8-oxodG/kreatinina
u prisustvu jednog od naslednih faktora rizika: prisustvo GSTP1 105Val alela, genske varijante
enzima mEPH sa niskom enzimskom aktivnos¢u ili sloZzenog genotipa GSTM1 *plus/GSTT1
*plus/mEPH niske enzimske aktivnosti. Novija studija (44) je takode pokazala povezanost
izmedu GSTP Vall05Val genotipa 1 poviSenog nivoa oksidativnog stresa kod HOBP-pacijenata.
Na osnovu dobijenih rezultata ove doktorske disertacije, moze se zakljuciti da prisustvo alela
GSTP Vall05 i mEPH fenotipa sa niskom enzimskom aktivno$¢u uti¢u na znacajno povecanje
oksidativnog stresa kod HOBP-pacijenata, Sto posledicno moze dovesti do razvoja tezeg oblika
bolesti.

Znacaj ove doktorske disertacije je otkrice podgrupe pacijenata-teskih pusaca kod kojih
je razvijen tezak oblik HOBP. Ovi pacijenti su bili nosioci genske varijante enzima mEPH sa
niskom enzimskom aktivnoS¢u i imali su poviSen nivo oksidativnog stresa. Pacijenti sa istom
genskom varijantom, ali koji su imali samo jedan faktor rizika, ili povisen oksidativni stres ili
teSke pusacke navike imali su bolje spirometrijske rezultate. Pretpostavka je da prisustvo genske
varijante enzima mEPH sa niskom enzimskom aktivno$c¢u i izloZzenost drugim pro-oksidansima,
pored duvanskog dima, uz verovatno neadekvantou antioksidativnu zastitu dovodi do znacajnog
pogorSanja HOBP.

Rezultati ove doktorske disertacije su pokazali da poviSen oksidativni stres, starenje,
inflamacija, kumulativno dejstvo duvanskog dima (paklo/godine), snizen BMI i prisustvo
slozenog GSTMI1/GSTT1 genotipa sa najmanje jednom delecijom predstavljaju nezavisne
prediktore za nastanak HOBP. Kod muskaraca, starenje ostaje nezavisni prediktor za nastanak
HOBP, dok je kod Zena rizik povezan sa poveéanim intenzitetom pusenja i prisustvom slozenog
GSTMI/GSTTI genotipa sa najmanje jednom delecijom. Znacajan uticaj starenja na nastanak
HOBP kod muskaraca moze se objasniti time da su kod muSkaraca znacajno skracene telomere u
odnosu na zene (45), Sto ukazuje da je bioloSko starenje muskaraca naprednije nego kod Zena, za

1stu starosnu dob.
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D. OBJAVLJENI REZULTATI KOJI CINE SASTAVNI DEO DOKTORSKE
DISERTACIJE

Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske disertacije objavljeni su u dva Casopisa sa SCI liste,
kategorije M22 i u jednom casopisu kategorije M23. Jedan od Casopisa je usko specijalizovan za
hroni¢nu opstruktivnu bolest pluca, Sto ukazuje na aktuelnost dobijenih rezultata ove doktorske
disertacije.
1. Malic Z, Topic A, Francuski Dj, Stankovic M, Nagorni-Obradovic Lj, Markovic B,
Radojkovic D. Oxidative Stress and genetic variants of xenobiotic-metabolising enzymes
associated with COPD development and severity in Serbian adults. COPD. 2017;14(1):95-
104. (M22, impakt faktor: 2.160).

2. Topic A, Malic Z, Francuski Dj, Stankovic M, Markovic B, Soskic B, Tomic B, Ilic S,
Dobrivojevic S, Drca S, Radojkovic D. Gender-related differences in susceptibility to
oxidative stress in healthy middle-aged Serbian adults. Biomarkers. 2016; 21(2): 186- 193.
(M22, impakt faktor: 2.016).

3. Topic A, Nagorni-Obradovic L, Francuski D, Ljujic M, Malic Z, Radojkovic D. Oxidative
stress and polymorphism of xenobiotic-metabolizing enzymes in two patients with severe
alpha-1-antitrypsin deficiency. Biochemical Genetics2016;54(5):746-752.

(M23, impakt faktor: 1.927).

E. ZAKLJUCAK 1 OBRAZLOZENJE NAUCNOG DOPRINOSA DOKTORSKE
DISERTACIJE

Doktorska disertacija magistra farmacije Zivke Mali¢ predstavlja znacajan doprinos
rasvetljavanju uticaja naslednih i sredinskih faktora na pojavu i razvoj hroni¢ne opstruktivne
bolesti plu¢a u populaciji Srbije. Aktuelnost istrazivanja je potvrdena ¢injenicom da je hroni¢na
opstruktivna bolest pluéa multifaktorska bolest koja predstavlja jedan od vode¢ih uzroka
mortaliteta u svetu. Pored brojnih istrazivanja, molekularni mehanizmi koji leze u osnovi
nastanka i razvoja HOBP nisu jo$ uvek dovoljno razjaSnjeni. Poznato je da oksidativni stres ima
znacajnu ulogu u patogenezi HOBP, ali se u rutinskoj laboratorijskoj dijagnostici i pra¢enju ove
bolesti jo§ uvek ne koriste biomarkeri koji su povezani sa oksidativnim stresom. Rana
identifikacija faktora rizika za pojavu bolesti, pre ispoljavanja klinickih simptoma predstavlja

savremeni pristup laboratorijske dijagnostike i sastavni je deo preventivne medicine. U okviru

14



ove studije identifikovani su genetski i ne-genetski faktori rizika koji su povezani sa
oksidativnim stresom kao 1 znac¢aj njihovih interakcija za nastanak i razvoj HOBP. Znacajan deo
ove studije se odnosi na evaluaciju biomarkera oksidativnog stresa, koji se mogu primeniti u
klinickoj praksi u proceni rizika od pogorSanja bolesti. Takode je znacajna optimizacija i
analiticka evaluacija visoko osetljive metode za odredivanje sistemskog biomarkera oksidativnog
stresa 8-0x0dG, koja je prvi put primenjena za odredivanje ovog biomarkera u Srbiji.

U ovom istrazivanju je utvrdeno da poviSen oksidativni stres ima vaznu ulogu u
nastankui progresiji HOBP, kao i da pusSenje znacajno utice na poviSen nivo oksidativnog stresa.
Takode, uoceno je da su zene posebno izlozene riziku od pojave i progresije HOBP, usled
neadekvatne antioksidativne zastite, Sto bi imalo potencijalni klini¢ki znacaj u prevenciji HOBP
kod Zena.

Analiza genetskih faktora rizika, u ovoj studiji, je pokazala da kombinacije genskih
varijanti enzima ukljucenih u metabolizam ksenobiotika, GSTM1, GSTT1, GSTP1 i mEPHX,
uti¢u na pojavu i razvoj HOBP. Pored identifikacije ovih rizi¢nih genskih varijanti, utvrdena je i
njihova interakcija sa sredinskim faktorima rizika. Ovaj deo studije je veoma aktuelan, jer
epidemiolosSke studije ukazuju na individualne razlike u osetljivosti na osSte¢enja izazvana
duvanskim dimom i aerozagadenjem, $to ukazuje na znacaj interakcija genetskih i sredinskih
faktora rizika u nastanku HOBP i ispoljavanju bolesti.

Znacajan doprinos ove studije je u identifikaciji nezavisnih prediktora koji dovode do
nastanka 1 razvoja HOBP, kao i polne razlike prediktivnih faktora rizika. Identifikovani su
nezavisni prediktori za nastanak HOBP u populaciji Srbije: poviSen oksidativni stres, starenje,
inflamacija, kumulativno dejstvo duvanskog dima, snizen BMI 1 prisustvo sloZzenog genotipa
GSTM1/GSTT]1 sa najmanje jednom delecijom gena. Kod muskaraca, starenje ostaje nezavisni
prediktor, dok je kod Zena pojava HOBP povezana sa teZinom pusSenja i prisustvom slozenog
GSTMI1/GSTTI1 genotipa sa najmanje jednom delecijom gena.

Rezultati ove studije koji su se odnosili na evaluaciju dijagnostickih karakteristika
biomarkera oksidativnog stresa (TOS, OSI i 8-oxodG/kreatinin) su pokazali potencijalni znacaj
njihove primene u dijagnostici i prognozi HOBP.

U ovoj studiji je po prvi put otkrivena podgrupa teskih puSaca sa niskom mEPH
fenotipskom aktivnosc¢u i povisenim oksidativnim stresom, koji mogu razviti veoma tezak oblik
HOBP. Rezultati ove studije mogu biti od klinickog znacaja u prevenciji teSkog oblika HOBP,
koja bi se sprovodila ranim skriningom genetskih faktora rizika, preveniranjem izlozenosti pro-
oksidansima i preventivnom antioksidativnom terapijom.

Na osnovu prikazanih rezultata, zakljucuje se da bi rano otkrivanje i identifikacija faktora

rizika imalo veliki znacaj u prevenciji nastanka i razvoja HOBP u populaciji Srbije.
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F. PREDLOG KOMISIJE ZA OCENU ZAVRSENE DOKTORSKE DISERTACIJE

Na osnovu svega izlozenog smatramo da ova doktorska disertacija predstavlja znacajan naucni
doprinos za oblast medicinske biohemije. Rezultati ove doktorske disertacije imaju znacaj u
prevenciji nastanka i razvoja hroni¢ne opstruktivne bolesti pluca.

Komisija u navedenom sastavu predlaze Nastavno-nau¢nom vecu Univerziteta u
Beogradu - Farmaceutskog fakulteta da prihvati Izvestaj o zavrSenoj doktorskoj disertaciji i uputi
ga Vecu naucnih oblasti medicinskih nauka, radi dobijanja saglasnosti za javnu odbranu
doktorske disertacije pod nazivom: ,Faktori rizika za nastanak i razvoj hroni¢ne
opstruktivne bolesti plu¢a povezani sa oksidativnim stresom u populaciji Srbije”, kandidata

magistra farmacije Zivke Mali¢.

Clanovi Komisije:

Prof. Dr Aleksandra Topi¢, redovni profesor (mentor)

Univerzitet u Beogradu - Farmaceutski fakultet

Dr Dorde Francuski, viSi naucni saradnik (mentor)

Univerzitet u Beogradu - Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzZenjerstvo

Prof. Dr Zorica Lazi¢, redovni profesor

Univerzitet u Kragujevcu - Fakultet medicinskih nauka

Dr Dragica Radojkovi¢, naucni savetnik

Univerzitet u Beogradu - Institut za molekularnu genetiku i geneti¢ko inzenjerstvo

U Beogradu, 06.07.2018. god.
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