ZNACAJ GENETSKIH | FAKTORA SREDINE U NASTANKU IDIOPATSKIH
BRONHIEKTAZIJA KOD DECE

uvoD

Bronhiektazije su po definiciji sva stanja u kojima dolazi do permanentne
abnormalne dilatacije bronhijalnog stabla. PatofizioloSki mehanizam u
bronhiektazijama obuhvata poremecaj regulacije imunog odgovora i rekurentne
bakterijske infekcije, Sto rezultuje progresivnim oSte¢enjem pluénog tkiva i
ireverzibilnom dilatacijom bronhija. Ranije su bronhiektazije bile veoma ceste, ali
je nekontrolisana primena antibiotika poslednjih godina smanjila njihovu
uCestalost, za koju se trenutno procenjuje da iznosi izmedu 1 i 100 na 10,000 (1).
Uprkos smanjenju ucestalosti ove bolesti i razvoju tehnike skenera visoke
rezolucije, koja je omogucila njeno lakSe i brze dijagnostikovanje, bronhiektazije
kod dece i dalje predstavljaju znaCajan klinicki problem i Cest uzrok respiratornog
morbiditeta, naroCito u zemljama u razvoju. Poznati uzro€nici bronhiektazija su
cistiCna fibroza, deficijencija alfa 1-antitripsina, cilijarna diskinezija, tuberkuloza
kod imunodeficijencija i mehaniCka obstrukcija disajnih puteva (2). Medutim, u
vise od 50% sluCajeva bronhiektazija je iskljuCeno prisustvo nekog od poznatih
uzroCnika i oni se smatraju idiopatskim. Pretpostavlja se da su idiopatske
bronhiektazije zapravo multafaktorijalna bolest i da ulogu u njihovoj patogenezi
moze imati viSe razliCitih genetskih faktora, kao i brojni faktori spoljadnje sredine

(3).

Gen CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator -
transmembranski regulator provodljivosti u cisti€¢noj fibrozi) kodira hloridni kanal u
membrani ¢elija plu¢nog epitela i ima znacajnu ulogu u normalnoj funkciji plu¢a
(4, 5). Poremecaiji u strukturi i funkciji gena CFTR mogu dovesti do promena u
strukturi i funkciji pluénog epitela, usled ¢ega plu¢éa mogu postati podlozna
infekciji i inflamaciji (6, 7). Mutacije u genu CFTR su takode povezane sa drugim
pluénim bolestima, ali njihova uloga u idiopatskim bronhiektazijama kod dece jo$
uvek nije jasna i intenzivno se istrazuje (8-15). Distribucija mutacija u genu CFTR
je uglavnom populaciono-specifi¢na, a u nasoj populaciji kod pacijenata obolelih
od bolesti plu¢a mutacije su najcesc¢e prisutne u egzonima 3, 4, 10i 11 i intronu 8
(13-16).

Gen ELANE (elastase, neutrophil expressed - neutrofilna elastaza) kodira
enzim Cija je osnovna uloga degradacija komponenti ekstracelijskog matriksa na
mestima intenzivne inflamacije (17). Prisustvo polimorfizama u regulatorom
regionu gena za neutrofilnu elastazu mozZe dovesti do poviSene ekspresije ovog
enzima, Sto dalje moze da dovode do patoloskih promena u strukturi plu¢nog
tkiva usled preterane degradacije ekstracelijskog matriksa (18-21). Pretpostavlja
se da mutacije u regulatornom regionu gena ELANE mogu imati ulogu u
patofiziologiji pluénih bolesti, ali njihovo prisustvo do sada nije prou¢avano u
idiopatskim bronhiektazijama kod dece. Kako na neutrofilnu elastazu direktno
deluju makrolidni antibiotici koji se koriste u terapiji infekcija koje se Cesto javljaju
u bronhiektazijama pretpostavlja se da mutacije u genu ELANE mogu da uticu i
na terapijski odgovor (22).



Faktori spoljasnje sredine mogu predstavljati faktore rizika za nastanak i
razvoj bronhiektazija, ali se smatra da nijedan od njih sam po sebi ne dovodi do
razvoja bolesti, ve¢ da se njihova uloga ostvaruje kroz interakciju sa genetskim
faktorima i drugim faktorima sredine (2, 3). Naj¢eS¢im faktorom rizika smatra se
ozbiljnija bakterijska infekcija koja je prethodila razvoju bolesti. Nizak
socioekonomski status takode moZe biti znacajan faktor rizika, posebno u
nerazvijenim zemljama i zemljama u razvoju. Uslovi Zivota, ishrana i izlozenost
potencijalno toksi¢nim supstancama mogu da dovedu do slabljenja imunog
sistema i time posredno utiCu na razvoj bolesti.

RADNA HIPOTEZA

Osnovna hipoteza ovog istrazivanja je da se mutacije u CFTR genu
javljaju sa vecom ucCestaloSc¢u u idiopatskim bronhiektazijama kod dece nego u
opstoj populaciji. Rezultati nedavnih istrazivanja ukazuju da kod nosilaca
polimorfizama u CFTR genu postoji poremecaj u funkciji jonskog kanala koji
doprinosi nastanku i razvoju bolesti plu¢a, na osnovu ¢ega se pretpostavlja da u
odredenom broju sluajeva mutacije u CFTR genu imaju ulogu u etiologiji
idiopatskih bronhiektazija kod dece.

CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi istrazivanja su:

1. Utvrditi prevalenciju mutacia u CFTR genu u populaciji dece sa
idiopatskim bronhiektazijama

2. Utvrditi prevalenciju mutacija u ELANE genu u populaciji dece sa
idiopatskim bronhiektazijama

3. Ispitati uticaj faktora spoljasnje sredine (bakterijske infekcije,
sekundarno pusenje, izlozenost aerozagadenju, dojenje, socioekonomski status)
na razvoj idiopatskih bronhiektazija kod dece.

MATERIJAL | METODE

Ispitanici
Dovoljan broj jedinica posmatranja — dece sa idiopatskim
bronhiektazijama za procenu prevalencije mutacija u CFTR genu u ispitivanoj
populaciji, izraCunat na osnovu pretpostavke o njihovoj zastupljenosti od 0,15 (na
osnovu iskustvenih podataka), uz alfa greSku od 0,05 i preciznost od 0,1 je 49
ispitanika. Uzimajuci u obzir mogucnost od 10% nedostajucéih podataka, ukljuc¢en
broj ispitanika ¢e biti 54.
Istrazivanje ¢e biti sprovedeno na Univerzitetskoj decjoj klinici u
Beogradu i predstavljaée studiju preseka u koju ¢e biti uklju¢ena deca zivotnog



doba od 6 do 16 godina kod kojih je postavljena dijagnoza idiopatskih
bronhiektazija.

Svim ispitanicima ¢e, u cilju postavljanja dijagnoze, biti analizirani sledeci
anamnestiCki podaci: vremenski period od pojave prvih simptoma do postavljanja
dijagnoze i prvi simptomi bolesti (kasSalj, iskaSljavanje sputuma, pojava
hemoptizija, febrilnost, vizing, prisustvo maljiCastih prstiju).Takode ¢e biti
analizirani anamnestiCki podaci o broju bakterijskih infekcija, sekundarnom
pusenju, izloZzenosti aerozagadenju, duZini dojenja i socioekonomskom statusu
ispitanika.

Svim ispitanicima bi¢e ucinjen fizikalni pregled, auskultacija pluca.,
skener pluca visoke rezolucije, bronhoskopija radi dobijanja bronhoalveolarne
lavaze i indukovani sputum. Bronhoalveolarna lavaza i indukovani sputum bice
bakterioloski i citoloski obradeni.

Za sve ispitanike bi¢e uradene sledecée laboratorijske analize: krvna slika,
brzina sedimentacije eritrocita i C reaktivni protein.

Merenje pluénih funkcija kod svih ispitanika bi¢e ucinjeno spirometrom
marke Schiller (Ganshorn).

Stepen inflamacije u disajnim puevima bi¢e meren izdahnutim azot
monoksidom pomocu aparata Niox mini.

Genetska analiza

Za analizu gena CFTR i ELANE ce se koristiti DNK izolovana iz uzoraka
venske krvi, a analiza Ce se vrSiti metodologijom zasnovanom na PCR
(polymerase chain reaction) tehnici. Prisustvo promena u odabranim segmentima
gena CFTR i ELANE ce se vrsiti direktnim sekvenciranjem DNK. Kod svih
ispitanika ¢e biti analizirano prisustvo mutacija u pet segmenata gena CFTR
(egzoni 3, 4 10 i 11 i intron 8) i regulatornom regionu gena ELANE. Genetsko
ispitivanje ¢e se wvrSiti u Laboratoriji za molekularnu biologiju Instituta za
molekularnu genetiku i geneticko inZenjerstvo u Beogradu.

Statisticka metodologija
Statisticka analiza

U radu ¢ée se od metoda deskriptivne statistike koristiti: mere centralne
tendencije (aritmetiCka sredina i medijana), mere varijabiliteta (interval varijacije,
standardna devijacija i interkvartilni rang) i relativni brojevi. Od metoda analiticke
statistike koritice se: a) metode identifikacije empirijskih raspodela, b) metode za
procenu znacajnosti razlike i to: Student-ov t test i test sume rangova za
numeriCke varijable u zavisnosti od normalnosti raspodele i Hi-kvadrat i FiSer-ov
test za kategorijalne varijable. Za utvrdivanje prediktora terapijskog odgovora
bice koriS¢ena univarijantna i multivarijantna logistiCka regresiona analiza.



PROCENA KANDIDATA O POTENCIJALNOM NAUCNOM DOPRINISU

Ocekuje se da ovo istrazivanje znacajno unapredi poznavanje genetskih i

sredinskih faktora koji leze u osnovi idiopatskih bronhiektazija kod dece, o &ijim
molekularnim mehanizmima nastanka i razvoja se relativno malo zna. Studija Ce
doprineti rasvetljavanju uloge koju mutacije u genu CFTR mogu imati u ovoj
bolesti, dok uloga mutacija u genu ELANE u bronhiektazijama uopSte nije
prou¢avana i ovo je prva studija koja se time bavi. Pretpostavlja se da ce, na
osnovu ovog istrazivanja, moci da se uocCi prediktivni znaCaj odredenih genetskih
i sredinskih parametara za procenu rizika za nastanak idiopatskih bronhiektazija
kod dece, njihovo rano otkrivanje i leCenje.
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