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Predgovor

Prošlo je 70 godina od otkrića sekundarne strukture molekula DNK. Od tog momenta  molekularna bio-
logija se razvija neverovatnom brzinom. „Trendovi u molekularnoj biologiji 3“ u svakom poglavlju pokazuju
fascinantne domete koje dostiže molekularna biologija našeg vremena. I Nobelove nagrade se skoro svake
godine dodeljuju za postignuća iz ove naučne discipline. A naši molekularni biolozi drže korak sa modernim
trendovima. Jedan od autora ovog Zbornika govori : „Bez sumnje, ono što je otkriće elektrona bilo za 20. vek
to su otkrića genomike za 21. vek.” Autori „Trendova u molekularnoj biologiji 3“ ni najmanje ne sumnjaju u to.

Ove godine TMB3 prati i suplement, Knjiga apstrakata Drugog kongresa molekularnih biologa Srbije
(CoMBoS2). Pod pokroviteljstvom Srpskog društva za molekularnu biologiju, Beograd je bio 2023. godine
mesto susretanja molekularnih biologa Srbije, regiona i Evrope. Doprinos Kongresu, koji su obeležila inspi-
rativna predavanja i inovativne naučne ideje, dali su svi molekularni biolozi Srbije. Formula uspešnosti i ovde
je bila aktuelna:

„Svi za jednog, jedan za svi!“   

Sonja Pavlović
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Iz recenzija Tematskog zbornika
Trendovi u molekularnoj biologiji

Treći broj Trendova u molekularnoj biologiji predstavlja nastavak dobre prakse prikazivanja najboljih
naučnih radova mladih istraživača Republike Srbije u oblasti molekularne biologije, kao i najznačajnijih ot-
krića i metodoloških pomaka u ovoj oblasti. Osim ovog glavnog cilja, Trendovi ne zaboravljaju značajne go-
dišnjice i podsećanja na najznačajnija dostignuća i prekretnice u razvoju molekularne biologije. Tako je u
ovom trećem broju prikazan jedan od temeljnih radova u ovoj oblasti – 70 godina od otkrića sekundarne
strukture DNК. Radovi koji su obeležili prošlu godinu i koji su ovde prikazani odnose se na proučavanje ge-
noma starih humanih populacija i evolucije (Nobelova nagrada za fiziologiju i medicinu 2022), a metodo-
loški pomak je sekvenciranje dugih fragmenata DNК. 

Trendovi u molekularnoj biologiji 3 svojim sadržajem u potpunosti su opravdali naziv koji nose – pri-
kazani radovi su tematski aktuelni, inspirativni i veoma značajni u naučnom i širem društvenom smislu. Ova
publikacija predstavlja svojevrsni presek stanja u molekularnoj biologiji u Srbiji i deo je napora da se prate
trendovi i drži korak sa molekularnom biologijom u svetu. Zbog značaja koji ima, nadam se da će se trend
objavljivanja Trendova nastaviti i narednih godina.

Dr Svetlana Radović, redovni profesor, 

Biološki fakultet Univerziteta u Beogradu �
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Tematski zbornik „Trendovi u molekularnoj biologiji 3“ je treći broj u nizu izdanja koje ima za cilj da pri-
kaže naučne rezultate iz oblasti molekularne biologije koje su ostvarili naučnici iz Srbije u prethodnoj go-
dini. Sačinjen je od 18 poglavlja, od kojih 12 predstavljaju revijske radove proizašle iz doktorskih disertacija
mladih doktora nauka u kojima je prikazan njihov doprinos određenoj naučnoj oblasti molekularne biolo-
gije koja je povezana sa temom njihove disertacije. Preostalih 6 poglavlja su prikazi aktuelnih tema iz mo-
lekularne biologije u kojima su naši naučnici dali svoj značajni doprinos. Uvodno poglavlje je posvećeno
jubileju, sedamdesetogodišnjici od otkrića strukture molekula DNК, momentu kad je molekularna biologija
krupim koracima krenula ka budućnosti, u kojoj je uz ITК tehnologije postala vodeća nauka.

Veliki broj poglavlja iz Zbornika (12) je posvećen istraživanjima iz oblasti biomedicine. To je, očigledno,
najznačajnija tema za naše istraživače koji se bave molekularnom biologijom. Tu su  i 3 poglavlja iz oblasti
farmakogenomike, koja predstavlja najnoviji trend u medicini – personalizovana (precizna) medicina. Ova
3 rada svedoče o tome da naši naučnici prate najnovija stremljenja u medicini. Posebno treba istaći dopri-
nos mladih istraživača iz grupe medicinskih fakulteta ovom izdanju. Čak četvoro istraživača sa Medicinskog
fakulteta i jedan sa Stomatološkog fakulteta su priložili poglavlja nastala iz njihovih doktorskih disertacija.
Ovo pokazuje da medicina u Srbiji prati svetske trendove.  Ovaj broj Tematskog zbornika svedoči i o tome
da su značajna postignuća molekularnih biologa u Srbiji donela napredak našoj medicini.
Prva dva broja Tematskog zbornika „ Trendovi u molekularnoj biologiji 1 i 2“ su doživela veliko interesova-
nje. Imala su i svoju promociju na Sajmu knjiga. Interesovanje autora da objave svojе rezultate u tematskom
zborniku „Trendovi u molekularnoj biologiji 3“ govori da je ovaj tip publikacije nedostajao našoj naučnoj
zajednici.

Dr Vesna Škodrić Trifunović, redovni profesor, 

Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu 
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Tematski zbornik „Trendovi u molekularnoj biologiji 3“ sadrži prikaze nekih od najznačajnijih tema u
molekularnoj biologiji, počev od ovogodišnjeg jubileja - 70 godina od otkrića sekundarne strukture mole-
kula DNК, preko odabira aktuelnosti koje su obeležile prethodnu godinu u svetu, do naučnih rezulatata iz
ove oblasti koje su ostvarili istraživači iz Srbije. U okviru Aktuelnih tema, sumirani su rezultati istraživanja iz
oblasti fiziologije i medicine za koje je u 2022. godini dodeljena Nobelova nagrada, a odnose se na geno-
miku starih humanih populacija i evoluciju. Takođe, dat je i prikaz metode sekvenciranja dugih fragmenata,
koja je po časopisu Nature Methods odabrana za metodu 2022. godine. Preostale teme su iz oblasti kojima
se bave istraživači iz Srbije, a koje uključuju istraživanja iz biomedicine, farmakogenomike, kao i moleku-
larne biologije biljaka.  Važno je istaći da su mladi doktori nauka aktivno učestvovali u izradi ovog Zbornika,
tako da 12 poglavlja u okviru navedenih oblasti predstavljaju revijske radove proizašle iz njihovih doktorskih
disertacija odbranjenih u prethodnoj godini. 

Značajno je da se ovaj Tematski zbornik objavljuje već treću godinu za redom, kao i to da su u njego-
voj realizaciji ove godine učestvovali istraživači iz različitih naučnih instituta (3) i fakulteta (3) Univerziteta u
Beogradu. Ove činjenice ohrabruju, ukazujući da u našoj zemlji postoji kontinuitet u istraživanjima u mole-
kularnoj biologiji koja su aktuelna u svetu, uz to da su dobijeni rezultati iz ove oblasti dostupni i široj ja-
vnosti na maternjem jeziku. „Trendovi u molekularnoj biologiji 3“ je tematski zbornik u kome su objedinjeni
rezultati fundamentalnih i primenjenih istraživanja u molekularnoj biologiji ostvarenih u našoj zemlji, iz te-
matskih oblasti koje su prepoznate i aktuelne u svetu.

Dr Gordana Nikčević, naučni savetnik, 

Institut za molekularnu genetiku i genetičko inženjerstvo 

Univerzitet u Beogradu
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70 godina od otkrića sekundarne strukture molekula DNK

Goran Brajušković
Univerzitet u Beogradu – Biološki fakultet 
Kontakt: brajuskovic@bio.bg.ac.rs

Apstrakt

Godina 2023. je godina jubileja u kojoj se obeležava 70 godina od otkrića sekundarne strukture molekula
DNK. U ovom radu preglednog tipa dat je istorijski osvrt na otkrića i eksperimente koji su doveli do razvoja
molekularne biologije, a kasnije i genomike kao nove naučne discipline. Poseban osvrt dat je na događaje
i ljude koji su doprineli postavljanju trodimenzionalnog modela molekula DNK.

The 70th anniversary of the discovery of DNA secondary structure

Goran Brajušković
Centre for Human Molecular Genetics, University of Belgrde-Faculty of Biology
Correspondence: brajuskovic@bio.bg.ac.rs

Abastract

This year marks the 70th anniversary of the discovery of the secondary structure of DNA molecule. This re-
view-type paper provides an overview of the most important discoveries and experiments that led first to
the development of molecular biology, and later to the development of genomics as a new scientific dis-
cipline. A special review is given to the events and people who contributed to the establishment of the
three-dimensional model of the DNA molecule.
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Ove godine navršava se 70 godina od otkrića sekundarne strukture molekula dezoksiribonukleinske
kiseline (DNK), koji je nosilac nasledne informacije u svim živim organizmima. Ovo otkriće smatra se i po-
četkom razvoja nove naučne oblasti - molekularne biologije koja za temu istraživanja ima živi svet na nivou
bioloških makromolekula, pre svih nukleinskih kiselina i proteina.

Termin molekularna biologija prvi je 1938. godine upotrebio Voren Viver [Warren Weaver] (1894-1978),
američki matematičar iz Rokfelerove Fondacije, želeći time da naglasi tadašnji doprinos hemičara i fizičara
u razumevanju bioloških fenomena na ćelijskom nivou.

Dana 25. aprila 1953. godine u 171. broju časopisa Priroda [Nature] objavljen je rad „Molecular structure
of nucleic acids - A Structure for Deoxyribose Nucleic Acid”. Autori ovog rada bili su Džejms Votson [James Wat-
son] (r.1928) i Frensis Krik [Francis Crick] (1916–2004). Simbolično, na isti dan 50 godina kasnije, završen je i
projekat “Genom čoveka” (eng. The Human Genome Project, HGP) od strane Međunarodnog konzorcijuma za
sekvenciranje genoma čovek (eng. The International Human Genome Sequencing Consortium, IHGSC). 

Od tada, svake godine se 25. april obeležava kao Dan molekula DNK. 

Eksperimenti kojima je dokazano da je molekul DNK nosilac naslednih informacija 

Nukleinske kiseline prvi je izolovao švajcarski fiziolog Fridrih Mišer [Friedrich Miescher] (1844-1895),
samo četiri godine nakon što je Mendel postulirao postojanje „faktora“ koji prenose nasledne osobine. Kao
biološki materijal iz kojih je izvršio izolaciju navodi se gnoj sa zavoja bolesnika iz bolnice u kojoj je bio za-
poslen. Po drugima, kao strastvenom pecarošu, sperma lososa bila je biološki materijal iz kojih je izolovao
nukleinske kiseline. Izolovani materijal Mišer je nazvao nuklein. Međutim, za povezivanje nukleina sa Men-
delovim „faktorima“ nasleđivanja bilo je suviše rano. Sam Mišer konstatovao je „da su dobijeni rezultati [....]
dovoljno značajni da podstaknu ispitivanja i drugih“.. Nuklein, 1889. godine, Ričard Altman [Richard Alt-
mann] (1852-1900) naziva nukleinska kiselina. Uloga nukleinskih kiselina u prenošenju naslednih osobina
zanemarivana je punih 70 godina. Do zaključka da su nukleinske kiseline nosioci naslednih informacija došlo
se nakon brojnih otkrića koja su direktno ili indirektno bila vezana za fenomen nasleđivanja. 

Otkriće fenomena transformacije (prihvatanje molekula DNK iz spoljašnje sredine i transporta u unu-
trašnjost bakterijske ćelije) bio je prvi naučni korak u dokazivanju da su nukleinske kiseline nosioci nasled-
nih osobina. Ovaj fenomen, 1928. godine, otkrio je Frederik Grifit [Frederick Griffith] (1879-1941) u svojim
eksperimentima na bakteriji Streptococcus pneumoniae. 

Prvi eksperimentalni dokaz da molekuli DNK, a ne proteini, prenose nasledne informacije, dao je pio-
nir molekularne biologije i imunohistohemije Amerikanac kanadskog porekla Osvald Ejveri [Oswald Avery]
(1877-1955). Ejveri je u njujorškom Rokfelerovom institutu za medicinska istraživanja [Rockefeller Institute]
istraživao biološku osnovu Grifitovog transformišućeg principa. Na osnovu dobijenih rezultata postavlje-
nih eksperimenata, Ejevri i njegovi saradnici su molekul DNK identifikovali kao aktivnu komponentu
ekstrakta koji dovodi do transformacije bakterija. Ejevri je oprezno zaključio da se geni sastoje od molekula
DNK ili, bar, da sadrže molekul DNK, i da je molekul DNK svakog gena specifičan. Svoj danas istorijski rad za-
vršio je rečenicom „Izneti podaci podržavaju uverenje da nukleinska kiselina koja sadrži dezoksiribozu pred-
stavlja osnov transformišuće aktivnosti pneumokoka tipa II“. 

Sedam godina nakon Ejverijevih eksperimenata (1952. godine) Marta Čejs [Martha Chase] (1930-2003)
i Alfred Herši [Alfred Hershey] (1908-1997), na osnovu eksperimenata sa bakteriofagom T2, definitivno su



potvrdili da je molekul DNK nosilac naslednih informacija.  Na osnovu rezultata svojih eksperimenata oni su
zaključili da tokom infekcije bakterija od strane bakteriofaga u njih „prodire“ molekul DNK, a ne proteini.
Prisustvo molekula DNK bilo je dovoljno da se u bakterijskim ćelijama izvrši replikacija bakteriofaga. Isto-
vremeno, to je bio i nedvosmisleni dokaz da je molekul DNK nosilac naslednih informacija. Nobelovu na-
gradu za fiziologiju i medicinu 1969. godine Alfred Herši podelio je sa Amerikancem italijanskog porekla
Salvadorom Luriem [Salvador Luria](1912-1991) i Nemcem Maksom Delbrukom [Max Delbrück](1906-
1981) za otkrića vezana za replikaciju bakteriofaga. 

Hemijski sastav molekula DNK

Četrdesetih godina prošlog veka otkrivena je i hemijska struktura nukleinskih kiselina. Osnovnu jedinicu
građe nukleinske kiseline čini nukleotid koji je sastavljen od jednog molekula fosforne kiseline, jednog mo-
lekula šećera pentoze (dezoksiriboze u molekulu DNK, odnosno riboze u molekulu RNK) i jednog molekula
purinske ili pirimidinske baze. Dve purinske baze, adenin (A) i guanin (G), kao i dve pirimidinske baze, cito-
zin (C) i timin (T), detektovane su u molekulu DNK. Molekul RNK sadrži iste baze osim što je baza T zamenjena
pirimidinskom bazom uracil (U). Najveći doprinos u otkriću strukture nukleotida dao je Škot Alekzendrer
Tad [Alexander R. Todd] (1907-1997), dobitnik Nobelove nagrade za hemiju 1957. godine.

Važnu kariku u otkriću sekundarne strukture molekula DNK čini i precizna analiza nukleotidnog sastava
molekula DNK koju je izvršio Ervin Šargaf [Erwin Chargaff] (1905-2002), Austrijski biohemičar sa američkog
Kolumbija univerziteta. Primenom tada nove metode – hromatografije na papiru na uzorcima molekula
DNK različitog porekla (bakterije, biljke i životinje) Šargaf je otkrio da je količina purina u jednom molekulu
DNK jednaka količini pirimidina, kao i da su količine A i T, kao i G i C, međusobno jednake. Svoja istraživanja
on je formulisao i matematičkom formulom A/T=G/C=1 koja se danas naziva Šargafovo pravilo o zastuplje-
nosti pojedinih nukleotida u molekulu DNK. Vrednost koja varira od vrste do vrste je procenat zastupljeno-
sti nukleotida G i C. Ovo pravilo ukazivalo je da razlike u zastupljenosti baza kod analiziranih vrsta ne
odgovaraju njihovim evolutivnim razlikama, što je bio putokaz da specifičnost molekula DNK treba tražiti u
primarnoj strukturi, odnosno u redosledu nukleotida. 

Rozalin Frenklin 

Godine 1952., urađena je i prva difrakciona slika molekula DNK koja je predstavljala osnov za konstrui-
sanje njenog „trodimenzionalnog modela“. Prva slika dobijena difrakcijom X-zraka na kristalima molekula
DNK vezana je za naučno-istraživački rad biofizičara Novozelanđanina Moris Hju Frederik Vilkinsa [Maurice
Hugh Frederick Wilkins](1916-2004). Međutim, u isto vreme i na istom mestu (King’s College, London), na di-
frakcionoj analizi molekula DNK radila je i Britanska hemičarka Rozalin Frenklin [Rosalind Frenklin] (1920-
1958). Pored analize ostalih molekula, Frenklin je kristaloradiografijom analizirala i molekul DNK. 

Uz Rozalin Frenklin doprinos postavljanju trodimenzionalog modela molekula DNK dao je i Rejmond
Gosling [Raymond Gosling] (1926-2015) koga mnogi smatraju „zaboravljenim herojem DNK“. Kao doktorant
Rozalin Frenklin veruje se da je upravo on načinio snimak odnosno difrankcionu sliku molekula DNK ču-
venu pod nazivom „Fotografija 51“.

Votson i Krik

U proleće 1951. godine Američki zoolog Džejms Votson susreo se sa Vilkinsom koji mu je, tokom jed-
nog simpozijuma za zoologe, pokazao difrakcione slike molekula DNK. To je mladog Votsona opredelilo da
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započne istraživanja hemijske strukture nukleinskih kiselina i proteina. Krajem 1952. godine Votson upoz-
naje Britanskog fizičara i biologa Frencisa Krika sa kojim započinje zajednički rad na “trodimenzionalnom mo-
delu“ molekula DNK. Za samo nekoliko meseci, praveći molekulske modele koji bi odgovarali
karakteristikama difrakcione slike molekula DNK, Votson i Krik ustanovili su da se molekul DNK sastoji od dva
antiparalelna lanca polinukleotida koji su vezani vodoničnim vezama. Prema njihovom originalnom mo-
delu dvolančane zavojnice, purinske i pirimidinske baze okrenute su ka unutrašnjosti molekula DNK, „na-
slagane“ jedna na drugu (zbog hidrofobnih sila), dok su fosfatne grupe okrenute ka spoljašnjoj strani.
Okosnicu molekula DNK čine molekuli šećera pentoze i fosfati. Kako je prečnik zavojnice jednak celom du-
žinom molekula, prema purinskoj bazi u jednom lancu nalazi se pirimidinska baza u drugom lancu. Ovakvo
kombinovanje baza odgovaralo je i difrakcionoj slici i Šargafovom pravilu o zastupljenosti nukleotida u mo-
lekulu DNK. Na osnovu predloženog modela sekundarne strukture molekula DNK Wotson i Krik razmišljali
su i o načinu replikacije ovog molekula. Tako u svom radu apostrofiraju: „Nije izmaklo našoj pažnji da speci-
fično sparivanje koje smo pretpostavili sugeriše i mogući mehanizam kopiranja genetičkog materijala“.

Za svoje otkriće, zajedno sa Vilkinsom, Votson i Krik ravnopravno su podelili Nobelovu nagradu za fi-
ziologiju i medicinu 1962. godine. Otkriće sekundarne strukture molekula DNK i način njegove replikacije
svakako je jedno od najvećih naučnih otkrića dvadesetog veka. 

Neposredno nakon otkrića sekundarne strukture molekula DNK postavljena je centralna dogma
molekularne biologije. Po njoj, nasledne informacije se jednosmerno prenose od nukleinske kiseline ka pro-
teinima, a nikada obrnuto. Na definisanju centralne dogme radio je veći broj naučnika, među njima i sam
Krik. Definisanjem ovog pravila (1958. godine) započinje zlatno doba molekularne biologije. Neka od otkrića
koja su obeležila prvih pola veka molekularne biologije data su u tabeli 1.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.

��

Tr
en

do
vi

 u
 m

ol
ek

ul
ar

no
j b

io
lo

gi
ji

Tabela �. Otkrića koja su obeležila prvih pola veka molekularne biologije



Genomika 

Genomika je naučna oblast koja je nastala kao rezultat dostignuća molekularne biologije i razvoja tehnika
kojima je moguće odrediti redosled nukleotida u molekulima nukleinskih kiselina. Naziv genomika nastao je do-
davanjem sufiksa -omika koji je starogrčkog porekla i znači sve, svako, potpuno, kompletno. Predmet istraži-
vanja genomike su, pre svega, genomi, odnosno molekuli DNK pojedinačnih vrsta. Istraživanja genomike su po
svojoj prirodi multidisciplinarna i obuhvataju: određivanje primarne strukture genoma; utvrđivanje broja i stru-
kture gena; ispitivanje profila ekspresije gena; i određivanje strukture i funkcije proteina.

Prvo uspešno sekvenciranje molekula DNK izvršio je dvostruki dobitnik Nobelove nagrade Frederik
Sanger [Frederick Sanger] (1918-2013). Godine 1975., Sanger je konstituisao prvu metodu za sekvenciranje
molekula DNK. Ova metoda naziva se metoda prekida sinteze lanaca (eng. chain termination method), a po-
znata je i kao „dideoksi“ („dideoxy“) metoda. Njenim korišćenjem, Sanger je 1977. godine sekvencirao
molekul DNK bakteriofaga Ø X174, dužine od 5.386 nukleotida. Otkriće termostabilnih DNK polimeraza i
metode lančane reakcije polimeraze (eng. Polymerase chain reaction, PCR) dovelo je do modifikacije
Sangerove metode sekvenciranja. Modifikovana metoda nazvana je metoda sekvenciranja u ponovljenim
ciklusima (eng. thermal cycling sequencing). Uvođenje fluorescentnih obeleživača i njihov sistem detekcije
omogućio je automatizaciju očitavanja sekvence molekula DNK u aparatima koji su nazvani automatski
sekvenatori. Automatski sekvenator konstruisao je Američki biolog Kalifornijskog instituta za tehnologiju
Lerou Hud [Leroy Hood] (r.1938) 1986. godine. 

Projekat „Genom čoveka“ (eng. Human Genome Project, HGP) za cilj je imao utvrđivanje redosleda nuk-
leotida u molekulu DNK čoveka. HGP obuhvata i identifikaciju (anotaciju) gena, određivanje njihove struk-
ture i funkcije. Ideju za dešifrovanje genoma čoveka potekla je iz Američkog Ministarstva za energiju, 1985.
godine. Tri godine kasnije, osnovan je Američki nacionalni centar za istraživanje humanog genoma (eng. Na-
tional Center for Human Genome Research, NCHGR). Tih godina procenjivalo se da genom čoveka sadrži oko
100.000 gena za proteine. Na osnovu te pretpostavke, bilo je planirano da za vremenski period od 15 god-
ina sa budžetom od 3 milijarde američkih dolara, naučnici NCHGR izvrše kompletno „iščitavanje“ genoma
čoveka. Kao datum zvaničnog početka rada na mapiranju genoma čoveka uzima se oktobar 1990. godine.
Uključivanjem naučnih instituta iz Evropske Unije, Kine, Japana, Australije i drugih zemalja projekat postaje
međunarodni. Za koordinisanje rada tako velikog broja institucija formirana je i internacionalna Organi-
zacija za humani genom poznata po svojoj skraćenici HUGO (eng. Human Genome Organization, HUGO), a
kasnije i konzorcijum projekta genom čoveka (HGP konzorcijum). 

Jedan od osnivača i rukovodioca NCHGR-a bio je Kreg Venter [Craig Venter] (r.1946). Usled nesuglasica
oko metodologije sekvenciranja, Venter napušta NCHGR i osniva privatni Institut za istraživanje genoma
(eng. The Institute for Genomic Research, TIGR), a zatim i privatnu kompaniju Celera Genomics 1998. godine
(na latinskom jeziku, celera znači brzina). Naučnici ovog instituta uspevaju da za manje od šest meseci
sekvenciraju prvi genom izolovan iz živog organizma. Bio je to genom bakterije Haemophilus influenzae. 

Nakon objavljivanja sekvence prvog prokariotskog genoma započinje jedna od najuzbudljivijih trka u
istoriji nauke. Cilj trke bilo je očitavanje kompletne sekvence genoma čoveka, a vodili su je naučnici kon-
zorcijuma NCHGR-a i privatne kompanije Celera Genomics. Vreme na prelazu između dva veka obeleženo je
završetkom sekvenciranja pojedinačnih hromozoma čoveka. Godine 1999. NCHGR objavljuje kompletnu
sekvencu prvog hromozoma čoveka. Bio je to hromozom 22. 

Internacionalni HGP konzorcijum za mapiranje genoma čoveka rezultate svoga rada objavljuje 15. febru-
ara 2001. godine u časopisu „Nature“. Samo dan kasnije tim naučnika kompanije Celera Genomics objavljuje
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svoje rezultate dešifrovanja genoma čoveka u časopisu „Science“. Aprila 2003. godine dobijena je kompletna
sekvenca genoma čoveka, dok je broj gena utvrđen oktobra 2004. godine. Tada se taj broj procenjivao na
oko 30.000 gena za proteine. Danas se procenjuje da genom čoveka poseduje nešto manje od 20.000 gena
za proteine.

Genomika se danas deli na strukturnu i funkcionalnu genomiku. Strukturna genomika predstavlja
genomiku u užem smislu i za predmet istraživanja ima sekvenciranje molekula DNK tj. dešifrovanje genoma,
identifikaciju gena i ostalih funkcionalnih elemenata genoma. Funkcionalna genomika podrazumeva anali-
zu gena od njihove identifikacije, strukture i obrasca ekspresije. Analiza proteina prerasla je u posebnu
naučnu disciplinu koja se analogno genomici naziva proteomika. 

Budućnost molekularne biologije i genomike

Budućnost genomike je u primeni njenih dostignuća u drugim priodnim naukama kao što je agronomija
(agrogenomika), farmakologija (farmakogenomika), a naročito medicina (genomska medicina, personalna
medicina ili translaciona medicina). Glavna ideja genomske medicine je njena personalizacija odnosno
molekularno-biološka dijagnostika bolesti kod svakog bolesnika ponaosob kao i razviće biološke terapije
koja bi takođe bila individualizovana. Pored naziva genomska ili personalna medicina, u upotrebi je i izraz
translaciona medicina. Ovim izrazom se sugeriše primena (prenos, translacija) saznanja molekularne bi-
ologije i genomike u savremenoj medicini. 

Saznanja genomike imaju značajnu primenu i u tehničkim naukama kao što je npr. robotika. Nukleinske
kiseline sa svojim fizičko-hemijskim svojstvima postaju važni gradivni blokovi u okviru nanotehnologije kao
molekuli za asembliranje molekularnih nanostruktura kao i materijal za izgradnju „nanomašina”. Naročito se
radi na razvijanju molekularnih motora, molekularne robotike i na primeni nanouređaja u biologiji.

U toku je dešifrovanje milijardi i milijardi baznih parova genoma desetine hiljada vrsta. Svi podaci koji
se tiču sekvenci genoma koje su meta dešifrovanja objedinjuju se u jednu bazu podataka poznatu pod
nazivom GOLD (eng. Genomes OnLine Database, GOLD) koja se nalazi na adresi http://www.genomeson-
line.org. Na osnovu podataka o sekvencama do sada iščitanih genoma, veliki broj naučnih institucija bavi
se upoređivanjem genoma različitih vrsta. To je predmet nove naučne discipline koja se naziva komparativna
genomika. Utvrđivanje zajedničkih karakteristika koje se odnose na grupu genoma, komparativna genomika
ima ulogu i u utvrđivanju porekla različitosti živog sveta. Poslednji segment genomike je istraživanje evolu-
cije genoma (evoluciona genomika). 

Sadašnjost i budućnost genomike neraskidivo je vezana za sekvenciranje genoma primenom
tehnologije nove generacije sekvenciranja (eng. Next Generation Sequencing, NGS).  Brojni timovi naučnika
danas su angažovani na projektu poznatom pod akronimom ENCODE (eng. The Encyclopedia of DNA Ele-
ments, ENCODE). Cilj ovog projekta je registrovanje svih funkcionalnih elemenata genoma čoveka a to su
segmenti genoma koji kodiraju za definisani produkt (RNK i/ili protein) i elementi genoma koji pokazuju
“reproducible biochemical signature“ odnosno sekvence za vezivanje proteina ili sekvence odgovorne za
formiranje specifičnih struktura hromatina. Prvi rezultati ovog projekta pokazuju da genom čoveka poseduje
blizu 400.000 regiona koji po svojim karakteristikama odgovaraju pojačivačima i preko 70.000 regiona koji
po svojim karakteristikama odgovaraju promotorima. Do sada je u genomu čoveka identifikovano 2.900.000
hipersenzitivna mesta Dnaze I što znači da je toliki broj sekvenci u genomu čoveka za koje se potencijalno
mogu vezati DNK vezivni proteini. Krajnji cilj ENCODE je utvrđivanje obrasca ekspresije genoma u svim
tipovima ćelija čoveka i to u svim fazama razvića.  
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Zaključak

Nije mali broj naučnika koji 21. vek definišu kao genomsku eru u razvoju čovečanstva čiji su civilizaci-
jski dometi danas teško shvatljivi i predvidljivi. Bez sumnje, ono što je otkriće elektrona bilo za 20. vek to su
otkrića genomike za 21. vek. Kada su prirodne nauke u pitanju, naučnici veruju da će genomika biti od ve-
like pomoći u vekovnoj borbi ljudi protiv starosti i neizlečivih bolesti. Rezultanta svih napora je jednostavna,
za neke prozaična, ali svakako ljudska. To je da se životni vek ljudi produži. Takve težnje su neraskidivo vezane
i za pronalaženje odgovora na „pitanje svih pitanja“, a koje se tiče porekla života na Zemlji.
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• U organizaciji Instituta za molekularnu genetiku i genetičko inženjerstvo Univerziteta u Beogradu (IMGGI)
i Srpskog društva za molekularnu biologiju, i u našoj zemlji se tradicionalno obeležava Dan molekula DNK,
ciklusima naučno-popularnih predavanja u prostorijama Biblioteke grada Beograda. 

• Kao kuriozitet ostaje činjenica da su istraživači IMGGI-a 21. septembra 2011. godine napravili u Beogradu,
na Trgu republike, origami model DNK lanca dužine od 247,44 metara, nastojeći da ostvare uslov za ulazak
u Ginisovu [Guinness] knjigu rekorda.

• Frederik Grifit, strastveni istraživač nukleinskih kiselina kao nosilaca naslednih osobina, poginuo je u svo-
joj laboratoriji tokom nacističkog bombardovanja Londona na početku Drugog svetskog rata.

• U vreme kada su rađeni eksperimenti na bakteriofagu T2, Marta Čejs bila je student doktorskih studija. Al-
fred Herši je bio jedan od dobitnika Nobelove nagrade za fiziologiju i medicinu 1969. godine. Među lau-
reatima nije bilo mesta za Martu Čejs. Nažalost, ovo nije jedini slučaj da su naučnice zaslužne za razvoj
molekularne biologije bile neopravdano zapostavljene i marginalizovane.

• Sa rezultatima svog dugogodišnjeg istraživanja strukture molekula DNK Šargaf je neposredno upoznao i srpsku
naučnu javnost na predavanju koje je održao u Srpskoj akademiji nauka i umetnosti 22. juna 1970. godine.

• Rozalin Frenklin je  feministička ikona 20. veka. Moris Hju Frederik Vilkinsa i Rozalin su radili zajedno na di-
frakcionoj analizi molekula DNK. Autonomija u radu Rozalin Frenklin nije bila dobro prihvaćena i bila je
povod razvoja animoziteta između dvoje naučnika. I pored ličnih snimaka, Vilkins je, bez znanja i sagla-
snosti, precizne snimke molekula DNK koje je načinila Rozalin Franklin prezentovao paralelno sa svojim. Ro-
zalin Frenklin nikada nije doživela punu satisfakciju za doprinos u otkriću sekundarne strukture molekula
DNK. Umrla je u 37. godini života od maligne bolesti. Sasvim je izvesno da se Rozalin Frenklin od maligne
bolesti razbolela usled kontinuiranog zračenja X-zracima tokom svog naučnog rada. Kako se Nobelova na-
grada ne dodeljuje posthumno, šira javnost dugi niz godina nije bila upoznata sa doprinosom Rozalin Fren-
klin u otkriću sekundarne strukture molekula DNK. Šezdesetih godina prošlog veka u Severnoj Americi i
Evropi jača feministički pokret. Nakon objavljivanja biografije, Rozalin Freklin postaje jedna od prvih ikona
ovog pokreta i to kao simbol degradirajućeg položaja žene u društvu i njihove borbe protiv sveprisutnog
seksizma i mačizma. Sam Votson zlurado je komentarisao Rozalin Frenklin kao neuglednu ženu kojoj ne-
dostaje ukusa za šminku i garderobu i kao osobu potpuno nesposobnu da na pravi način prezentuje re-
zultate svog naučnog rada. U svojoj autobiografiji, Votson je naziva pežorativnim nadimkom Rozi koji ona
nikada nije imala. Odnos Vilkinsa, Votsona i Krika prema Rozalin Frenklin bio je motiv Američkoj spisateljici
Eni Zigled [Anna Ziegler] (r.1979) da napiše pozorišni komad „Fotografija 51“. Komad predstavlja imagi-
narno suđenje trojici nobelovaca zbog njihovog odnosa prema Rozalin Frenklin. Na svetskoj premijeri u
Londonu, 2015. godine ulogu Rozalin Frenklin igrala je jedna od najpoznatijih glumica današnjice, aus-
tralijska oskarovka Nikol Kidman [Nicole Kidman](r.1967). Dve godine kasnije, rediteljka Tara Manić (r.1979)
postavlja ovaj komad na pozornicu Teatra Vuk u Beogradu sa Natašom Tapušković (r.1975) u naslovnoj
ulozi.

• Votson je u vreme otkrića sekundarne strukture molekula DNK imao 25 godina, a Nobelovu nagradu dobio
je u svojoj 34. godini. Votson je i danas nesumnjivo jedan od najvećih živih autoriteta molekularne biolo-
gije. Nažalost, poslednjih godina ugled mu je trajno narušio zbog neprimerenih izjava. Jedna od njegovih
najkontroverznijih izjava ticala se inteligencije tamnoputih ljudi koja je sasvim opravdano ocenjena kao
krajnje rasistička i neprihvatljiva. 
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• Nobelova medalja Džejmsa Votsona prodata je za 4,75 miliona dolara na aukciji u Njujorku 4. decembra
2014. godine koju je oganizovala aukcijska kuća Kristi [Christie]. Medalja je od 23-karatnog zlata, prečnika
6,6 centimetara, na kojoj je ugraviran profil Alfreda Nobela [Alfred Nobel] (1833-1896). To je bila prva pro-
daja Nobelove medalje za života dobitnika. Pre aukcije Votson je izjavio da medalju prodaje da bi prikupio
sredstva za laboratoriju, “Cold Spring Harbor“ na Long Ajlendu koja mu je ukinula gostoprimstvo 2007. go-
dine. Kupac, ruski milijarder Ališer Usmanov [Alisher Usmonov] (r.1952), medalju je vratio vlasniku i tom
prilikom izjavio da je Votson jedan od najznačajnijih biologa sveta i da Nobelova nagrada za otkriće struk-
ture molekula DNK može i mora pripadati samo njemu. Na istoj aukciji, prodata je i rukom ispisana beleška
govora koji je Votson održao na banketu povodom dodele nagrade i to za 365.000 dolara (www.rts.rs).

• Jednu od najuzbudljivijih trka u istoriji nauke čiji je cilj bio očitavanje kompletne sekvence genoma čoveka,
vodili su naučnici konzorcijuma NCHGR-a i privatne kompanije Celera Genomics. Kako se posao bližio kraju,
rivalitet je postajao sve otvoreniji. Dokazivanja o prednosti jedne ili druge strategije iščitavanja genoma
postaju tema brojnih naučnih, ali i društvenih rasprava. Sukob dva tima sa dve različite koncepcije rada i
međusobna osporavanja pretila su da ugroze čitav projekat. U takvim okolnostima intervenisao je tadašnji
američki predsednik Bil Klinton [Bill Clinton] (r.1946). U Istočnoj sobi Bele kuće, predsednik Klinton orga-
nizuje sastanak čelnika oba tima 26. juna 2000. godine. Tom prilikom je dogovorena razmena dobijenih
rezultata u „iščitavanju“ genoma čoveka.
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NOBELOVA NAGRADA ZA FIZIOLOGIJU 
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GENOMIKA STARIH HUMANIH POPULACIJA 
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THE NOBEL PRIZE IN PHYSIOLOGY 
OR MEDICINE �0��:
GENOMES OF EXTINCT HOMININS 
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Varijabilnost mitohondrijskog genskog pula stanovnika Republike Srbije
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Univerzitet u Beogradu
2 Institut za molekularnu genetiku i genetičko inženjerstvo, Univerzitet u Beogradu
3 Biološki fakultet, Univerzitet u Beogradu
4 Srpska akademija nauka i umetnosti, Beograd
Kontakt: natasakovacevic@imgge.bg.ac.rs

Apstrakt

Mitohondrijska DNK (mtDNK) se odlikuje nizom osobina koje je čine pogodnom za istraživanja evolutivne
istorije ljudskih populacija koja se zasniva na molekularnim markerima ženske linije nasleđivanja. Tokom
poslednje decenije publikovano je više naučnih radova u kojima je analizirana varijabilnost mtDNK u pop-
ulaciji Srbije primenom markera različite rezolucije uključujući i kompletne genome. U skladu sa očeki-
vanjima zasnovanim na istorijskim, arheološkim i drugim izvorima koji govore u prilog veoma kompleksne
istorije populacija na Balkanskom poluostrvu, mtDNK podaci su potvrdili da se srpska populacija odlikuje
visokim nivoom raznovrsnosti mtDNK koji je posledica izuzetno složene dinamike ove populacije tokom
vremena. Današnji mtDNK profil populacije Srbije ne odstupa od matrilinealnog profila karakterističnog
za druge evropske populacije, a genetičke distance pokazuju da ova populacija zauzima centralnu pozi-
ciju unutar grupe južnoslovenskih populacija koje se odlikuju visokom heterogenošću. Srpska populacija
deli najveći procenat mtDNK haplotipova sa geografski bliskim populacijama Balkanskog poluostrva koje
pripadaju južnoslovenskoj grupi, gde su uočeni i potencijalno privatni haplotipovi. Na osnovu filogenetske
i filogeografske analize kompletnih mitogenoma u srpskoj populaciji detektovane su retke mtDNK linije,
karakteristične za druge regione, poput Bliskog istoka (N1b, HV2), istočne Azije (D4) i Afrike (L2a1), kao i
one koje su potencijalno specifične za Balkansko poluostrvo, poput K1a13a1, U4c1b1 i H6a2b. Pored toga,
srpska populacija deli određeni broj mtDNK podhaplogrupa sa istočno- i zapadnoslovenskim populacijama
kao i sa germanskim populacijama severne i srednje Evrope. Istraživanja varijabilnosti mtDNK su pokazala
da se izuzetno velika raznovrsnost mtDNK savremene populacije Srbije može objasniti genetičkim dopri-
nosom kako slovenskih i germanskih, tako i pre-slovenskih populacija koje su naseljavale Balkansko polu-
ostrvo pre Velike seobe naroda.

Ključne reči: mitohondrijska DNK, populacija Srbije, genetički diverzitet, migracije
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Mitochondrial gene pool variability of the residents of the Republic of Serbia

Slobodan Davidović�, Jelena M. Aleksić�, Milena Stevanović�,�,�, Nataša Kovačević Grujičić�

1 Institute for Biological Research “Siniša Stanković”, National Institute of Republic of Serbia, 
University of Belgrade
2 Institute of Molecular Genetics and Genetic Engineering, University of Belgrade
3 Faculty of Biology, University of Belgrade
4 Serbian Academy of Sciences and Arts, Belgrade
Correspondence: natasakovacevic@imgge.bg.ac.rs

Abstract

The mitochondrial DNA (mtDNA) is characterized by a number of features that make it suitable for study-
ing the evolutionary history of human populations based on molecular markers with the female-specific
line of inheritance. During the last decade, several scientific papers were published in which the mtDNA
variability in the population of Serbia was analyzed using markers of different resolution including com-
plete mitogenomes. In accordance with expectations based on historical, archaeological and other sources
that speak in favor of a very complex history of populations on the Balkan Peninsula, mtDNA data con-
firmed that Serbian population is characterized by a high level of mtDNA diversity, which is a consequence
of the exceptionally complex dynamics of this population over time. Today’s mtDNA profile of the Serbian
population does not differ from the matrilineal landscape characteristic of other European populations,
and according to genetic distances, this population occupies a central position within the group of South-
Slavic populations characterized by high heterogeneity. The Serbian population shares the highest per-
centage of mtDNA haplotypes with the geographically close populations of the Balkan Peninsula
belonging to the South-Slavic group, where potentially private haplotypes were also observed. Phyloge-
netic and phylogeographic analysis of complete mitogenomes in the Serbian population revealed rare
mtDNA lineages, characteristic of other regions, such as the Middle East (N1b, HV2), East Asia (D4) and
Africa (L2a1), as well as those that are potentially specific for Balkan Peninsula, like K1a13a1, U4c1b1 and
H6a2b. In addition, Serbian population shares a certain number of mtDNA subhaplogroups with East- and
West-Slavic populations as well as with the Germanic populations of Northern and Central Europe. Stud-
ies of mtDNA variability have shown that the exceptionally high mtDNA diversity in contemporary Serbian
population may be associated with the genetic contribution of both Slavic and Germanic, as well as pre-
Slavic populations that inhabited the Balkan Peninsula before the Great Migration.

Keywords: mitochondrial DNA, Serbian population, genetic diversity, migrations
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MOLEKULARNA ANTROPOLOGIJA

Prva istraživanja varijabilnosti ljudskih populacija zasnivala su se na ispitivanju varijabilnosti krvnih
grupa, i proteina glavnog histokompatibilnog kompleksa [1]. Sa razvojem tehologija i uvođenja novih
metoda u molekularnoj biologiji tokom druge polovine prošlog veka, poput lančane reakcije polimeraze
(eng. Polymerase Chain Reaction- PCR) i Sangerove metode sekvenciranja, istraživanja varijabilnosti na nivou
molekula DNK postaju nezamenljiva u novoj naučnoj disciplini - molekularnoj antropologiji [2]. Za te svrhe,
informativna je varijabilnost autozomnih hromozoma koji se nasleđuju biparentalno te stoga omogućavaju
sticanje uvida u poreklo i istoriju kako muškog tako i ženskog dela ljudske populacije, ali i varijabilnost ha-
ploidnih genoma koji se nasleđuju isključivo preko majke, kao što je to slučaj sa mitohondrijskom DNK
(mtDNK), ili preko oca, u slučaju Y hromozoma (tzv. ne-rekombinantni deo Y hromozoma, NRY). Haploidni
genomi se koriste za utvrđivanje evolutivne istorije majčinskih odnosno očinskih linija, a bez obzira na način
nasleđivanja, svi genetički markeri koji se koriste u istraživanjima ovog tipa odlikuju se selektivnom neu-
tralnošću [3].

Dalji razvoj tehnologija i metoda u molekularnoj biologiji, poput sekvenciranja naredne generacije, kao
i sve veća finansijska pristupačnost novih metoda, omogućili su korišćenje varijabilnosti kompletnih genoma
u istraživanjima porekla i istorije ljudske populacije naročito tokom poslednje decenije. Pored toga, veliki
napredak postignut je i na polju poboljšanja metoda izolacije naslednog materijala iz drevnih ostataka ljud-
skih skeleta iz arheoloških nalazišta starih nekoliko stotina do nekoliko hiljada godina, a čija se starost može
pouzdano utvrditi primenom metoda C14 datiranja, kao i pratećih analitičkih (bioinformatičkih) metoda, što
je značajno doprinelo boljem razumevanju veoma kompleksne evolutivne istorije savremenog čoveka koju
karakterišu brojna mešanja (admiksije) i protok gena, migracije i promene brojnosti. U vezi sa tim, Nobelova
nagrada u oblasti medicine i fiziologije dodeljena je 2022. godine dr. Svante Pääbo-u, koji je svoju naučnu
karijeru posvetio istraživanjima evolucije čoveka i izumrlih hominina, prevashodno neandertalca, bliskog
srodnika anatomski modernog čoveka, sa kojim evroazijske populacije dele od 1 - 4% naslednog materijala
[4]. Stoga je sasvim izvesno da će predstojeće godine predstavljati veoma aktivan i produktivan period u
pogledu boljeg razumevanja ne samo naše istorije već i adaptivnih svojstava savremenog čoveka.

MITOHONDRIJSKA DNK KAO GENETIČKI MARKER

Mitohondrijska DNK je molekul dvolančane kružne strukture koji postoji u svim ćelijama eukariota, i to
u mitohondrijama u kojima se odvija proces oksidativne fosforilacije. Mitohondrijski genom čoveka (mi-
togenom) je veličine 16.569 baznih parova [5] i sadrži dva regiona: kodirajući region i kontrolni region koji
ima regulatornu ulogu. Kodirajući region sadrži 37 gena koji kodiraju 13 subjedinica sistema oksidativne
fosforilacije, dve ribozomalne RNK i 22 transportne RNK [5]. Kontrolni region sadrži promotore odgovorne
za transkripciju gena i u okviru njega prisutna su tri segmenta povećanog nivoa varijabilnosti u odnosu na
kodirajući region, hipervarijabilni segmenti označeni kao HVS-I, HVS-II i HVS-III. MtDNK se odlikuje nizom os-
obina, kao što su maternalni tip nasleđivanja, veliki broj kopija po ćeliji, odsustvo rekombinacija, manja efek-
tivna veličina populacije i 5 do 10 puta viša stopa mutacija u odnosu na jedarni genom [6], koje je čine
izuzetno pogodnim markerom za populaciono-genetičke, filogeografske i filogenetske studije [7]. 

Mitohondrijski genom zauzima izuzetno značajno mesto u istraživanjima porekla i istorije ljudske pop-
ulacije. Naime, upravo su pionirska istraživanja varijabilnosti mtDNK savremenog čoveka dovela do saz-
nanja da je poslednji zajednički predak celokupne današnje ljudske populacije živeo u Africi pre oko 200
hiljada godina [8]. Prva istraživanja ovog tipa koristila su metodu razlike u veličini restrikcionih fragmenata
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(eng. restriction fragment length polymorphism- RFLP) za detekciju varijacija u pojedinačnim nukleotidima
u molekulu mtDNK [8, 9]. Tokom 90-tih godina XX veka, sa otkrićem PCR-a i sekvenciranja Sangerovom
metodom, istraživanja varijabilnosti mtDNK ljudskih populacija su se predominantno zasnivala na sekven-
ciranju HVS-I segmenta i RFLP analizi fragmenata kodirajućeg regiona umnoženih PCR metodom [10], dok
se poslednjih decenija sve češće koriste kompletni mitogenomi [11, 12].

Mitohondrijski genomi se porede sa referentnom sekvencom, prvom kompletno sekvenciranom mtDNK
objavljenom 1981. godine [5] i revidiranom skoro dve decenije kasnije [13] (eng. revised Cambridge Refer-
ence Sequence- rCRS), a u poslednjoj deceniji i sa rekonstruisanom predačkom referentnom sekvencom
(eng. Reconstructed Sapiens Reference Sequence- RSRS) [14]. Na taj način definišu se mtDNK haplotipovi koji
predstavljaju kombinaciju genetičkih varijanti različitih u odnosu na referentnu sekvencu. Haplotipovi koji
se odlikuju istim varijantama na pojedinim nukleotidnim pozicijama, koje su uglavnom u kodirajućem re-
gionu mtDNK, svrstavaju se u odgovarajuće mtDNK haplogrupe.

Tradicionalno, istraživanja ljudskih populacija na nivou mtDNK baziraju se na analizama učestalosti hap-
lotipova i haplogrupa, koje su danas uglavnom poznate za ljudske populacije iz skoro svih delova sveta. De-
terminacija starosti haplogrupa i haplotipova obavlja se korišćenjem metode molekulskog sata prema kojem
je broj razlika između dve linije direktni pokazatelj vremena njihovog odvajanja od poslednjeg zajedničkog
pretka [15]. U filogenetskim rekonstrukcijama i proceni odvajanja mtDNK linija od poslednjeg zajedničkog
pretka koriste se različiti molekulski satovi koji se zasnivaju na stopi mutacija u kodirajućem regionu mtDNK
[16], zatim na stopi sinonimnih mutacija u mtDNK [17], kao i onaj koji uzima u obzir stopu mutacija u kom-
pletnom mitogenomu [17]. Topologija i procena starosti klada u filogenetskim stablima zasnovanim na
mtDNK haplotipovima i haplogrupama, zajedno sa informacijama o njihovoj učestalosti, reflektuju matri-
linealnu istoriju ljudskih populacija i koriste se za utvrđivanje migracionih ruta, admiksije, protoka gena i
dinamike populacija. Takođe, utvrđivanje prisustva i učestalosti mtDNK haplotipova i haplogrupa u ljud-
skim populacijama našlo je primenu i u forenzici, koja danas raspolaže bazom podataka EMPOP [The EDNAP
(European DNA Profiling Group) Mitochondrial DNA Population Database] [18], u kojoj je trenutno de-
ponovano 48.572 mtDNK haplotipa detektovanih kod individua iz celog sveta determinisanih na osnovu var-
ijabilnosti bar HVS-I segmenta kontrolnog regiona, kao i 4.289 kompletno sekvenciranih mitogenoma
(https://empop.online/).

ULOGA BALKANSKOG POLUOSTRVA U OBLIKOVANJU MITOHONDRIJSKOG GENSKOG PULA
EVROPSKIH POPULACIJA

Na osnovu mtDNK podataka deponovanih u javno dostupnoj bazi MITOMAP (http://www.mitomap.org)
[19, 20], rekonstruisani su vremenski okviri nastanka glavnih mtDNK haplogrupa kao i putevi migracija
anatomski savremenih ljudi i naseljavanja različitih kontinenata [21] (Slika �). Poznato je da je u Africi pre
oko 130-200 hiljada godina nastala superhaplogrupa L, od čije grane L3 su potekle mtDNK linije M i N naj-
verovatnije tokom ili nakon izlaska iz Afrike [22]. Procenjeno vreme migracija ovih linija iz Afrike je pre oko
65 hiljada godina, a nakon toga su nosioci linija M i N kolonizovali ostale kontinente, što je bilo praćeno nji-
hovom diverzifikacijom. Nosioci superhaplogrupe M su se preko Arabijskog poluostrva, Indije i obala ju-
goistočne Azije proširili do Malezijskog poluostrva i Australije gde su formirane haplogrupe Q i M42. S druge
strane, superhaplogrupa M se proširila po Aziji dajući niz mtDNK grana karakterističnih za srednju i istočnu
Aziju (haplogrupe C, D i G i linije koji pripadaju haplogrupi M). Osnivači superhaplogrupe N su se iz Afrike
proširili preko jugoistočne Azije do Australije gde je nastala haplogrupa S, a tokom migracija po azijskom
kontinentu nastale su i azijske haplogrupe A i Y. Drugi pravac migracija omogućio je širenje superhaplo-
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grupe N po zapadnoj Evroaziji tokom čega su nastale haplogrupe I, W i X koje su se proširile Evropom kao i
superhaplogrupa R koja je osnivač većine zapadno-evroazijskih mtDNK linija. Superhaplogrupa R se proši-
rila po Evropi dajući evropske haplogrupe H, V, U, Uk, J, i T dok su usled njenog širenja u drugom pravcu, od-
nosno po Aziji, nastale istočnoazijske haplogrupe F i B, kao i australijska haplogrupa P.

Kao rezultat veoma kompleksne istorije ljudskih populacija, danas su u Evropi prisutne mtDNK haplo-
grupe H, V, U, K, J, T, W, I i X od kojih haplogrupa H dominira, čineći skoro polovinu mitohondrijskog genskog
pula većine evropskih populacija [2, 23]. Pored njih, na evropskom kontinentu zastupljene su sa niskom
učestalošću (pod)haplogrupe N1a, N1b, R0a i HV [24-26], kao i neevropske haplogrupe poput pojedinih
mtDNK linija haplogrupa A, C, D, G i L [27-29]. 

Smatra se da su u oblikovanju današnjeg spektra i učestalosti mtDNK haplogrupa na evropskom konti-
nentu u najvećoj meri uticala tri činioca, tokom kojih je Balkansko poluostrvo, koje zauzima specifičan geo-
grafski položaj na jugoistočnom delu evropskog kontinenta, imalo veoma važnu ulogu. Naime, Balkansko
poluostrvo predstavlja važan koridor koji povezuje Evropu i Aziju, preko koga su se odvijale brojne migracije
od praistorije do današnjih dana [30-32], te se stoga ovo područje smatra izuzetno važnim sa aspekta
celokupne istorije ljudskih populacija u Evropi.

Prvi činilac značajan za oblikovanje mtDNK genskog pula evropskih populacija je poslednji ledeni mak-
simum koji obuhvata period od pre 20 do 26 hiljada godina, kada je Balkansko poluostrvo zajedno sa
Apeninskim i Pirinejskim poluostrvom i oblastima oko Crnog mora na teritoriji današnje Ukrajine služilo kao
pribežište (refugijum) u kojem su opstale termofilne biljne i životinjske vrste zajedno sa ljudskom vrstom [33-
35]. Sa povlačenjem ledenog pokrivača odvijala se postglacijalna rekolonizacija Evrope iz južnih refugijuma,
što je dovelo do značajnih promena u brojnosti ljudskih populacija i promena u njihovoj genetičkoj struk-
turi, odnosno učestalostima različitih genetičkih varijanti uključujući i mtDNK linije.

Zatim, usled širenja poljoprivrede, odnosno prelaska sa lovačko-sakupljačkog na sedentarni način ži-
vota tokom neolitа, dolazi do demografskog rasta ljudskih populacija. Balkansko poluostrvo predstavljalo
je važan koridor preko koga su se poljoprivreda, kao nova tehnologija, i prateći način života proširili Evropom
[36]. Sa Balkanskog poluostrva poljoprivreda se dolinom Dunava širila u srednju Evropu, a mediteranskom
rutom, prateći obalu, proširila se do Pirinejskog poluostrva [36, 37]. Smatra se da je neolitska tranzicija dovela
do značajne promene u strukturi genskog fonda savremenih evropskih populacija [38, 39]. Kod lovačko-
sakupljačkih društava Evrope najčešće su detektovani haplotipovi koji pripadaju podhaplogrupama U4 i
U5 [40-43], dok su danas na evropskom kontinentu najzastupljenije brojne mtDNK linije koje pripadaju hap-
logrupi H. Pored haplogrupe H, u Evropi je tokom neolitske tranzicije došlo do povećanja učestalosti
(pod)haplogrupa takozvanog “neolitskog paketa” – N1a, T2, K, J, HV, V, W i X, koji je bio karakterističan za ne-
olitske farmere [44, 45], a odsutan kod populacija lovaca-sakupljača [30, 41, 43].

Na oblikovanje sadašnjeg spektra i distribucije mtDNK linija u Evropi značajan uticaj imale su i post-ne-
olitske migracije, među kojima je potrebno spomenuti dolazak pripadnika “jamne” kulture iz pontskih stepa
istočne Evrope tokom broznanog doba, koji je doveo do novih promena u učestalosti pojedinih haplogrupa
i zamene neolitskih mtDNK linija, poput N1a, sa I, T1, U2, U4, U5a, W i pojedinim linijama haplogrupe H [44-
47]. Zatim, tokom ranog srednjeg veka (IV-IX vek naše ere), odvijala se Velika seoba naroda, tokom koje su
se slovenska plemena raširila po Evropi. Tokom ovog perioda, koji su obeležile migracije više slovenskih, az-
ijskih i germanskih plemena i naroda širom Evrope [2, 48, 49], dinamika populacija na Balkanskom polu-
ostrvu je bila izuzetno kompleksna, što je ostavilo traga i u varijabilnosti mtDNK populacija koje danas
naseljavaju ovo područje. Ralph i Coop su analizom autozomnih segmenata identičnih po poreklu ustanovili
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raju upravo iz perioda Velike seobe naroda [49]. S obzirom da većina ispitivanih populacija koje dele veliki
broj segmenata identičnih po poreklu pripada slovenskoj grupi pretpostavljeno je da se to može objasniti
širenjem slovenskih populacija u Evropi tokom ranog srednjeg veka. Do sličnih zaključaka su došli Hellen-
thal i sar. u studiji u kojoj je pokazano da je do mešanja populacija u istočnoj i jugoistočnoj Evropi (uključu-
jući slovenske i ne-slovenske populacije) došlo pre 1-1.6 hiljada godina, odnosno u periodu koji se poklapa
sa Velikom seobom naroda [48].

MITOHONDRIJSKI GENETIČKI PROFIL STANOVNIKA REPUBLIKE SRBIJE

Republika Srbija zauzima centralni položaj na Balkanskom polustrvu koje je, kao što je već naglašeno,
imalo veoma važnu ulogu tokom celokupne istorije ljudskih populacija, i na kojem su se tokom vremena
odvijale brojne migracije, kao i mešanja, protok gena i promene brojnosti populacija. Stoga se na Balkan-
skom poluostrvu može očekivati izuzetno kompleksan mtDNK pejzaž, čijem boljem razumevanju dopri-
nose istraživanja mtDNK diverziteta savremene srpske populacije kao i ostataka drevnih individua sa ovog
područja [50], što je, u krajnjem slučaju, značajno i za sticanje novih uvida u istoriju evroazijskih populacija.

Populacija Srbije je do danas bila predmet istraživanja nekoliko studija koje su sa različitih aspekata i pri-
menom mtDNK markera različite rezolucije (HVS-I i HVS-II segmenti [51], varijante HVS-I, HVS-II i kodirajućeg
regiona [28, 52-54], kompletni mitogenomi [55]) ispitivale varijabilnost mtDNK populacija koje naseljavaju
Balkansko poluostrvo. Navedene studije su značajne zbog toga što su doprinele sagledavanju mtDNK di-
verziteta u populaciji Srbije uključujući i detekciju mtDNK linija koje su retke ili potencijalno specifične za
Balkansko poluostrvo, determinaciju genetičke strukture južnoslovenskih i drugih evropskih populacija,
kao i boljem razumevanju evolutivne istorije pojedinih mtDNK linija putem filogenetskih analiza i datiranja
i formiranju prve baze podataka kompletnih mitogenoma srpske populacije koja predstavlja značajan do-
prinos bazi podataka EMPOP.

Spektar i učestalost mtDNK (pod)haplogrupa u populaciji Srbije

Danas je poznato da mtDNK profil populacije Srbije ne odstupa od matrilinealnog profila karakteris-
tičnog za druge evropske populacije. Naime, u populaciji Srbije detektovane su sve mtDNK (pod)haplo-
grupe koje su karakteristične za evropske populacije (Tabela �), a njihova učestalost je u rasponu učestalosti
odgovarajućih mtDNK (pod)haplogrupa drugih evropskih populacija. U populaciji Srbije najzastupljenija je
haplogrupa H (Tabela �) koja se odlikuje velikim brojem podhaplogrupa [56] i najvećom učestalošću i u os-
talim evropskim populacijama [57]. MtDNK (pod)haplogrupe HV, HV0, V i R0a (Tabela �), koje su srodne
haplogrupi H i koje zajedno sa njom pripadaju superhaplogrupi R0, prisutne su sa relativno niskom
učestalošću u srpskoj populaciji kao i u većini ostalih evropskih populacija [2]. Druga po zastupljenosti kako
u populaciji Srbije tako i na ostatku evropskog kontinenta jeste superhaplogrupa U, u okviru koje su na-
jučestalije podhaplogrupe U4 i U5 (Tabela �). Haplotipovi koji pripadaju podhaplogrupama U4 i U5 su,
pored U8, bili najfrekventniji u drevnim lovačko-sakupljačkim društvima pre neolitske ekspanzije i širenja po-
ljoprivrede u Evropi [40-43]. Sa intermedijarnom učestalošću u populaciji Srbije prisutne su haplogrupe J, T
i K (Tabela �), dok su (pod)haplogrupe N1a, N1b, I, W i X2, koje vode direktno poreklo od superhaplogrupe
N, zastupljene sa niskim učestalostima [2] (Tabela �). Interesantno je da se u srpskoj populaciji, kao i u većini
evropskih populacija, sporadično uočavaju haplotipovi koji pripadaju neevropskim haplogrupama poput L,
D i C [2, 28, 54]. 
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Na osnovu prisustva i učestalosti mtDNK haplotipova u populaciji Srbije utvrđeno je da se ova popu-
lacija odlikuje visokim nivoom genetičke raznovrsnosti. Štaviše, vrednost parametra raznovrsnost hap-
lotipova u populaciji Srbije, procenjena na osnovu varijabilnosti HVS-I segmenta, spada u najveće na
evropskom kontinentu, dok vrednosti ostalih parametara genetičke raznovrsnosti odgovaraju rasponu de-
tektovanom u drugim evropskim populacijama [2]. Takođe, u populacijama Balkanskog poluostrva detek-
tovane su visoke vrednosti parametara genetičke raznovrsnosti retkih mtDNK podhaplogrupa, što potvrđuje
njegov refugijalni karakter [2].

Genetička struktura populacija na nivou mitohondrijskog genoma

Položaj populacije Srbije u širem evropskom kontekstu, odnosno, u matrilinealnom pejzažu Evrope,
ispitivan je u studiji Davidović i sar., u kojoj je analizirana mtDNK varijabilnost 7.128 individua poreklom iz
20 evropskih populacija uključujući i populaciju Srbije, predstavljenu sa 139 individua [28]. U analizama u
kojima su korišćeni varijabilnost HVS-I i HVS-II regiona i dijagnostičke varijante kodirajućeg regiona mtDNK,
geografska stratifikacija populacija uočena je u analizi glavnih komponenti u slučaju kada su ispitivane pop-
ulacije predstavljene u PC grafikonu definisanim prvom i trećom komponentom (Slika �). Veoma značajan
nalaz je da populacija Srbije zauzima centralnu poziciju unutar grupe južnoslovenskih populacija (Slika �)
koja se odlikuje visokom heterogenošću [2]. Sličan obrazac pokazan je i u studijama u kojima je analizirana
varijabilnost autozomnih markera u populacijama Balkanskog poluostrva i Bliskog istoka [53], odnosno u
baltičkim i slovenskim populacijama [58]. Pored toga, uočena je i intra-slovenska genetička struktura koja
odgovara grupisanju slovenskih populacija u skladu sa njihovom pripadnošću odgovarajućoj jezičkoj porod-
ici (južno-, istočno- i zapadnoslovenska grupa) (Slika �). Ovakvu lingvističku stratifikaciju slovenskih pop-
ulacija dobili su i Kushniarevich i sar. na osnovu analize varijabilnosti autozomnih markera i NRY [58]. 

Genetičke distance srpske i drugih evropskih populacija, predstavljene preko FST vrednosti parova pop-
ulacija na osnovu podataka iz studije Davidović [2] o varijabilnosti HVS-I i HVS-II segmenata 16.413 osoba
iz 35 populacija uključujući i populaciju Srbije, vizualizovane su u skladu sa geografskom distribucijom pop-
ulacija (Slika �). Uočava se da su geografski bliske južnoslovenske populacije genetički sličnije populaciji Sr-
bije (sa izuzetkom bugarske populacije) u odnosu na ostale populacije, dok se može uočiti i veća genetička
sličnost sa populacijama istočno- i zapadnoslovenske grupe. 

Deljeni i privatni haplotipovi

Takođe, analiza udela haplotipova zasnovanih na varijabilnosti HVS-I odnosno HVS-I/HVS-II segmenata
koji su zajednički za srpsku i ostale evropske populacije pokazala je da srpska populacija deli najveći proce-
nat haplotipova sa populacijama južne Evrope i to prvenstveno sa geografski bliskim populacijama Balkan-
skog poluostrva koje pripadaju južnoslovenskoj grupi [2]. Ovakav nalaz može se objasniti geografskom
bliskošću ovih populacija, ali i zajedničkim kulturno-istorijskim nasleđem i pripadnošću istoj jezičkoj porod-
ici [2]. Prilikom analize zajedničkih haplotipova posebno su informativni haplotipovi male učestalosti. Naime,
podatak da geografski udaljene populacije imaju značajan broj zajedničkih haplotipova koji su retki može
ukazivati na značajan protok gena između njih. Druga mogućnost bi bila da su takvi haplotipovi u prošlo-
sti bili rasprostranjeni na širem geografskom području i da se tokom vremena njihova zastupljenost smanjila
ili u pojedinim populacijama izgubila. Pretraživanjem literaturnih podataka o retkim evropskim haplotipo-
vima detektovani su haplotipovi koje srpska populacija deli isključivo sa drugim južnoslovenskim popula-
cijama, što zajedno sa visokim procentom privatnih haplotipova u populaciji Srbije ukazuje na postojanje
mtDNK linija sprecifičnih za Balkansko poluostrvo [2]. Pored navedenog, srpska populacija deli haplotipove
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sa istočno- i zapadnoslovenskim populacijama, kao i sa germanskim populacijama što bi moglo biti
povezano sa migracijama tokom Velike seobe naroda [2]. 

Filogenija i filogeografija kompletnih mitogenoma

Filogenetske i filogeografske analize kompletnih mitogenoma prisutnih u srpskoj populaciji omogućile
su preciznije procene vremena nastanka pojedinih mtDNK linija kao i detektovanje linija koje su potencijalno
specifične za Balkansko poluostrvo [2, 28, 59], što je omogućilo sticanje boljeg uvida u poreklo i evoluciju
pojedinih mtDNK podhaplogrupa kao i uticaje različitih migracija na oblikovanje mitohondrijskog genskog
fonda savremene populacije Srbije. U navedenim studijama analizirani su mitogenomi koji pripadaju
(pod)haplogrupama: H5, H6, HV (HV2, HV10 i HV16), K1, U1, U2, U3, U4, U5, U7, U8, N1b, D4 i L2a1. Odabrani
mitogenomi pripadaju mtDNK linijama koje su ili retke u evropskim populacijama (npr. HV, N1b, D4, L2a1 i
U1) ili su pojedine njihove grane potencijalno specifične za pojedine regione Evrope (npr. H5, H6, U4 i U5).

Među analiziranim mitogenomima iz srpske populacije, detektovane su mtDNK podhaplogrupe koje su
najverovatnije nastale u južnoj Evropi (H5*, U3a1d i U4b1a1a1a), kao i one koje su potencijalno specifične
za Balkansko poluostrvo (K1a13a1, H6a2b, U1a1c2, U4c1b1, U5b3j i K1a4l) [2, 28, 59]. Na postojanje mtDNK
linija potencijalno specifičnih za populacije Balkanskog poluostrva, poput K1a13a1, ukazala je studija Ko-
vacevic i sar. [53]. Naime, novodefinisana podhaplogrupa K1a13a1, procenjenog vremena nastanka od 2.6-
4.5 hiljada godina, do sada je uočena isključivo u populacijama Bosne i Hercegovine, Hrvatske i Srbije (Slika
�) [2]. U prilog ovome govori i studija Sarac i sar. koji su definisali lokalnu mtDNK podkladu X2q1 kao speci-
fičnu za Balkansko poluostrvo [60] i koja je detektovana i u populaciji Srbije [55]. Prisustvo mtDNK linija za
koje se pretpostavlja da su nastale na Balkanskom poluostrvu moglo bi se objasniti genetičkim doprinosom
autohtonih populacija koje su postojale na Balkanskom poluostrvu pre Velike seobe naroda i doseljavanja
slovenskih i drugih drevnih populacija. Kushniarevich i sar. su na osnovu analize varijabilnosti autozomnih
markera i NRY detektovali tzv. „jugoistočno-evropsku”-genetičku komponentu u populacijama Balkanskog
poluostrva [58] koja je označena kao autohtona za populacije koje su naseljavale ovaj region pre doselja-
vanja Slovena. Na osnovu ovog nalaza, autori su zaključili da tokom perioda širenja slovenskih jezika na
Balkansko poluostrvo, koji se poklapa sa periodom Velike seobe naroda, nije došlo do značajnijeg protoka
gena i da je ono najverovatnije posledica kulturološke asimilacije [58].

S druge strane, filogenetske i filogeografske analize su pokazale da srpska populacija deli određeni broj
mtDNK linija sa istočno- i zapadnoslovenskim populacijama (npr. U2e1b1, U2e2a1d, U4a2a, U4a2c, U4a2g1,
U4d2b, U5a2b1e, U5b1a1 i HV10) što podržava pretpostavke o doprinosu migracija Slovena u oblikovanju
mitohondrijskog genskog pula savremene srpske populacije [2]. Haplotipovi koji pripadaju podhaplogru-
pama U4a2a, U4a2a1, U4a2b i U4a2g1 zastupljeni su u slovenskim i germanskim populacijama severne i
srednje Evrope, kao i u Finskoj, što ukazuje na mogućnost da su ove podhaplogrupe nastale u srednjoj
Evropi. Početno širenje različitih linija podhaplogrupe U4a2 moglo bi se objasniti širenjem kulture linearne
keramike koja je bila rasprostranjena u srednjoj i istočnoj Evropi pre 4.3-5.2 hiljade godina [61], dok bi se nji-
hovo prisustvo u populacijama Balkanskog poluostrva moglo objasniti migracijama slovenskih plemena u
ranom srednjem veku [2].

U srpskoj populaciji detektovana je mtDNK linija K1a4d koja je pretežno zastupljena u germanskim
populacijama severne i srednje Evrope, gde je najverovatnije i nastala. Njeno prisustvo u srpskoj populaciji
moglo bi se objasniti migracijama germanskih plemena poput Ostrogota, Vizigota i Gepida, nosioca ove
podhaplogrupe, na Balkansko poluostrvo krajem IV i početkom V veka nove ere [2].
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Filogenetske i filogeografske analize haplotipova koji su retki, kako na evropskom kontinentu, tako i u
srpskoj populaciji, a koji su karakteristični za druge regione, poput Bliskog istoka (N1b, HV2), istočne Azije
(D4) i Afrike (L2a1) posebno su informativne za utvrđivanje doprinosa različitih migracija koje su se odvijale
kroz teritoriju Balkana u oblikovanju sadašnjeg obrasca varijabilnosti mitohondrijskog genskog pula pop-
ulacije Srbije.

Retka podhaplogrupa L2a1k detektovana je do sada samo u evropskim populacijama i pošto je njena
starost procenjena na oko 10 hiljada godina, pretpostavlja se da je rezultat protoka gena iz afričkih popu-
lacija u Evropu tokom praistorije i da je nastala in situ u Evropi [27, 62]. U okviru podhaplogrupe L2a1k, hap-
lotip detektovan u populaciji Srbije klasifikovan je, zajedno sa tri mitogenoma iz Češke, Slovačke i Bugarske,
u novu podhaplogrupu L2a1k1 procenjene starosti od 7.9-11.3 hiljada godina, dok su haplotipovi iz Maroka
organizovani u mladu afričku podkladu L2a1k2 [2] (Slika �). Do sada analizirani podaci su pokazali da je
podhaplogrupa L2a1k1 zastupljena isključivo u slovenskim populacijama koje naseljavaju region oko
Dunava. Imajući u vidu procenjenu starost, kao i geografsku rasprostranjenost ove podhaplogrupe, pret-
postavlja se da je ona nastala i raširila se u populacijama mezolita ili neolitskim populacijama koje su pri-
padale kulturama dunavske doline poput Starčevačke, Vinčanske i kulture linearnotrakaste keramike [2].
Stoga je moguće da je podhaplogrupa L2a1k1 nastala na Balkanskom poluostrvu i da se duž Dunava širila
putem širenja neolitskih kultura. Međutim, da bi se sa većom pouzdanošću moglo govoriti o poreklu pod-
haplogrupe L2a1k1 neophodno je ispitati mtDNK farmera koji su naseljavali teritoriju Balkanskog poluostrva
tokom neolita.

U populaciji Srbije detektovani su haplotipovi D4j8 i i D4j5 koji pripadaju istočnoazijskoj podhaplo-
grupi D4 [28, 55] koja je prisutna i u populacijama istočne Evrope [29]. Pretpostavlja se da je prisustvo ove
azijske haplogrupe u Evropi rezultat kompleksnih interakcija populacija istočne i zapadne Evroazije, koje su
se odvijale od gornjeg paleolita pa do danas [63]. Prisustvo podhaplogrupa D4j8 i D4j5 u srpskoj populaciji
moglo bi se povezati sa srednjevekovnim vojnim pohodima srednjeazijskih populacija (Huna, Avara i Mon-
gola) po Evropi [64, 65] i njihovim genetičkim uplivom u populacije koje su već nastanjivale područje Balkan-
skog poluostrva [2, 28]. 

Prisustvo mtDNK linija poreklom sa Bliskog istoka i/ili Kavkaza, kao što su U3a3, U5a1a2a, K1a2 i K1b1c,
moglo bi se objasniti migracijama koje su se odvijale u talasima, tokom dužeg vremenskog perioda, od sev-
ernih pontskih stepa ka Balkanskom poluostrvu, počevši od masovnih migracija nosioca jamne kulture
tokom kasnog neolita i ranog bronzanog doba, pa sve do migracija Anta u ranom srednjem veku [59].
Bliskoistočno/kavkaski haplotipovi koji su mogli dospeti na Balkansko poluostrvo dolaskom nosilaca jamne
kulture [46, 66] nisu bili prisutni u populacijama farmera ranog i srednjeg neolita, dok su bliskoistočne hap-
logrupe tipične za neolitske farmere mogle dospeti u ovaj region migracijama neolitskih farmera preko Male
Azije ka Balkanskom poluostrvu početkom kasnog holocena [28, 67]. Proširivanjem postojećih baza poda-
taka kompletnih mitogenoma sa podacima o drevnim populacijama sa ovih prostora moglo bi dati odgovor
na pitanje o poreklu mtDNK linija koje savremena populacija Srbije deli sa populacijama Bliskog istoka i
Kavkaza. 

Dinamika populacija na području Srbije od poslednjeg ledenog maksimuma do danas

Sekvenciranje kompletnih mitogenoma prisutnih kod osoba sa područja današnje Republike Srbije
značajno je i zbog toga što je omogućilo sticanje novih saznanja o dinamici srpske populacije tokom vre-
mena. Korišćenjem Bajesove “skyline plot” metode, Davidović i sar. su utvrdili da je na području Srbije došlo
do značajnog smanjenja brojnosti tadašnjeg stanovništva tokom poslednjeg ledenog maksimuma, kao i
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da su postojale dve ekspanzije, prva nakon poslednjeg ledenog maksimuma koja je trajala sve do pre oko
7 hiljada godina i druga pre oko 1.6 hiljada godina, što se poklapa sa periodom Velike seobe naroda tokom
ranog srednjeg veka [55] (Slika �). Prema očekivanjima, povećanje brojnosti uočeno je tokom neolitske
tranzicije koju karakteriše razvoj poljoprivrede i prelazak sa lovačko-sakupljačkog na sedentarni način, kao
i ekspanzija populacija sa Bliskog istoka u Evropu [68]. Veoma interesantan nalaz je da je u populaciji Srbije,
odmah nakon dostizanja pika u brojnosti tokom neolitske tranzicije, pre oko 7 hiljada godina, detektovan
blag i kontinuiran pad brojnosti. Poznato je da je u pojedinim delovima Evrope tokom neolitske tranzicije
detektovan i suprotan trend u pogledu brojnosti različitih neolitskih kultura, tzv. neolitski kolaps [69, 70].
Predloženo je više mehanizama koji mogu objasniti fenomen kolapsa neolitskih društava, počev od
ekoloških promena usled narušuvanja životne sredine do sukoba sa lovcima sakupljačima iz stepskih po-
dručja [71, 72]. Neka od novijih istraživanja sprovedenih na arheološkim nalazima drevnih populacija neolita
ukazala su na epidemiju kuge izazvane bakterijom Yersinia pestis kao mogućim uzročnikom neolitskog ko-
lapsa u pojedinim regionima Evrope [73]. Međutim, da bi se sa većom sigurnošću moglo utvrditi šta je
uslovilo pad brojnosti populacije na teritoriji Srbije tokom neolita potrebno je dodatno analizirati arhe-
ološke nalaze iz tog perioda. 

Mitogenomi populacije Srbije u bazama podataka

U studiji koja se bavila detaljnom analizom varijabilnosti mtDNK linija populacije Srbije prikazani su
rezultati sekvenciranja i analize mtDNK poreklom od 226 ispitanika [55]. Na osnovu dobijenih podataka
napravljena je prva referentna baza kompletnih mtDNK populacije Srbije koja predstavlja značajan dopri-
nos bazi podataka EMPOP koja se rutinski koristi u forenzici.

ZAKLJUČAK

Do sada dostupni podaci o raznovrsnosti mtDNK u populaciji Srbije oslikavaju zanimljivu priču o istoriji
ove populacije primenom molekularnih markera sa ženskom linijom nasleđivanja i protoku gena usled mi-
gracija i mešanja različitih grupacija ljudi kroz čitavu istoriju. Analiza varijabilnosti mitohondrijskog gen-
skog pula stanovnika Republike Srbije intenzivirana je naročito tokom poslednje decenije, kada je
publikovano više radova u kojima su ispitivani hipervarijabilni segmenti kontrolnog regiona i varijante kodi-
rajućeg regiona kao i kompletni mitogenomi. Uočeni spektar i raznovrsnost mtDNK linija u populaciji Srbije
kao i genetička struktura srpske u odnosu na druge balkanske i evropske populacije su u najvećoj meri rezul-
tat specifičnog geografskog položaja područja koje ova populacija naseljava, a to je centralni deo Balkan-
skog poluostrva, za koje je poznato da je predstavljalo jedan od glacijalnih refugijuma tokom poslednjeg
ledenog maksimuma sa kojeg je otpočela post-glacijalna rekolonizacija Evrope, kao i važan koridor za mi-
gracije ljudi u različitim vremenskim periodima. Višestruke kolonizacije ovog prostora, migracije iz različitih
pravaca i mešanja ljudi raznovrsnog populacionog porekla kao i promene brojnosti populacija tokom vre-
mena oslikavaju izuzetno kompleksnu dinamiku populacija na ovom području, koja je rezultovala veoma vi-
sokim nivoom raznovrsnosti mtDNK u savremenim populacijama Balkanskog poluostrva uključujući i
populaciju Srbije. Istraživanja na nivou mtDNK ukazuju na dva činioca koja su imala važnu ulogu u formiranju
savremenog genskog pula populacije Srbije. Prvi se odnosi na autohtone populacije koje su naseljavale
Balkansko poluostrvo pre Velike seobe naroda i čiji je genski pul sadržavao genetičke tragove različitih
drevnih populacija iz kojih su migranti dospevali na Balkan (npr. nosioci jamne kulture). Drugi činilac koji je
doveo do povećanja genetičke raznovrsnosti srpske populacije su migracije iz populacija slovenskog i ger-
manskog porekla tokom ranog srednjeg veka. Stoga se visok stepen raznovrsnosti mtDNK savremene pop-
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ulacije Srbije može objasniti genetičkim doprinosom kako slovenskih/germanskih, tako i pre-slovenskih
populacija.

Pored veoma značajnih nalaza koji su doprineli boljem razumevanju diverziteta i porekla mtDNK linija
prisutnih u savremenoj srpskoj populaciji, istraživanja varijabilnosti mtDNK ove populacije imaju i šire kon-
sekvence, zbog toga što su doprinela sagledavanju kompleksne dinamike populacije Srbije od poslednjeg
ledenog maksimuma do danas, njenom pozicioniranju u genetičkom pejzažu Evrope, kao i dostupnosti
mtDNK podataka za primenu u forenzici. Dalja istraživanja raznovrsnosti mtDNK savremene srpske popu-
lacije kao i ostataka drevnih individua sa područja Srbije primenom savremenih metoda sekvenciranja
naredne generacije su značajna i za sticanje novih uvida u istoriju evroazijskih populacija.

Zahvalnica

Izrada ovog rada omogućena je zahvaljujući projektima Ministarstva nauke, tehnološkog razvoja i ino-
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Slika �. Rekonstrukcija pravaca migracija ljudi na osnovu analize varijabilnosti mtDNK. Na slici je predstavljena distribucija glavnih linija mtDNK po kontinentima, kao i
vremenski okviri naseljavanja kontinenata. Procene vremena su izražene u hiljadama godina pre sadašnjosti. Preuzeto iz [19] uz dozvolu John Wiley & Sons - Books;
dozvola preneta preko Copyright Clearance Center, Inc.

Tabela �. Učestalost mtDNK (pod)haplogrupa u populaciji Srbije dobijena u različitim studijama
а obuhvata haplogrupu HV0 sa V; b obuhvata pretežno podhaplogrupu X2; c obuhvata haplogrupu N bez haplogrupa I, W, X; d obuhvata haplogrupu R0 bez haplogrupa
H, HV i HV0; e obuhvata haplogrupe D i C u okviru haplogrupe M; Ostale – obuhvata haplogroupe A, B i R (bez R0, U, J i T); N – veličina uzorka



Tr
en

do
vi

 u
 m

ol
ek

ul
ar

no
j b

io
lo

gi
ji

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.

��

Slika �. Analiza glavnih komponenti zasnovana na učestalosti mtDNK (pod)haplogrupa kod 20 odabranih evropskih populacija. Doprinos svake od mtDNK (pod)haplo-
grupa na raspodelu duž prve i treće glavne komponente (PC1 i PC3) prikazan je sivim italic slovima. Oznake populacija: SRB, srpska; SLO, slovenačka; HRV, hrvatska; BOS,
bosansko-hercegovačka; MAK, makedonska; BUG, bugarska; ČEH, češka; SLK, slovačka; POL, poljska; RUS, ruska; UKR, ukrajinska; BEL, beloruska; NEM, nemačka; AUS, aus-
trijska; MAĐ, mađarska; ALB, albanska; ITA, italijanska; RUM, rumunska; GRK, grčka; TUR, turska. Slika preuzeta iz [2].

Slika �. Prikaz FST vrednosti između parova populacija, srpske populacije i 34 evropske populacije, izračunatih na osnovu varijabilnosti sekvenci HVS-I i HVS-II segme-
nata mtDNK. Mapa je generisana u programu R korišćenjem paketa “rnaturalearth”, “sp” i “ggplot2”. Podaci korišćeni za vizuelizaciju su iz [2]. Sivom bojom označene su
populacije za koje nema podataka o varijabilnosti oba hipervarijabilna segmenta. 
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Slika �. Filogenetsko stablo podhaplogrupe K1a13 zasnovano na kompletnim mitogenomskim sekvencama. Haplotip poreklom iz srpske populacije uokviren je cr-
venom bojom, < obeležava pozicije sa rekurentnim mutacijama, pozicije sa povratnim mutacijama su podvučene, pozicija sa transverzijom obeležena je sufiksom, del
obeležava deleciju, novnodefinisane podhaplogrupe predstavljene su crvenim podebljanim slovima. Procene vremena nastanka podhaplogrupa u hiljadama godina (kya)
prikazane su plavom (stopa zamena u kompletnom mitogenomu), zelenom (stopa zamena u kodirajućem regionu) i crvenom bojom (stopa sinonimnih zamena). Slika
preuzeta iz [2].
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Slika �. Filogenetsko stablo podhaplogrupe L2a1k zasnovano na na kompletnim mitogenomskim sekvencama. Haplotip poreklom iz srpske populacije uokviren je cr-
venom bojom, < obeležava poziciju sa rekurentnom mutacijom, pozicije sa povratnim mutacijama su podvučene, redefinisana podhaplogrupa je u italic formi i obeležena
je crvenom bojom, novodefinisane podhaplogrupe predstavljene su crvenim podebljanim slovima. Procene vremena nastanka podhaplogrupa u hiljadama godina (kya)
prikazane su plavom (stopa zamena u kompletnom mitogenomu), zelenom (stopa zamena u kodirajućem regionu) i crvenom bojom (stopa sinonimnih zamena). Slika
preuzeta iz [2].
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Slika �. Bajesov “skyline plot” na kojem je prikazana promena srednje hipotetičke efektivne veličine populacije tokom vremena procenjene na osnovu 226 kompletnih
mitogenoma iz Srbije. Na x osi prikazano je vreme u hiljadama godina dok je na y osi prikazana vrednost Neμ (efektivna veličina populacije pomnožena sa stopom mu-

tacije). Preuzeto iz [55] uz dozvolu Springer Nature; dozvola preneta preko Copyright Clearance Center, Inc.
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Sekvenciranje dugih fragmenata – sledeći nivo genomskih istraživanja
Dušanka Savić-Pavićević,� Lana Radenković,� Luka Velimirov,� Nemanja Radovanović,�

Anastasija Ninković,� Nemanja Garai,� Miloš Brkušanin,� Marko Panić,� Jovan Pešović�

1Univerzitet u Beogradu-Biološki fakultet, Centar za humanu molekularnu genetiku, Beograd
2Institut za virusologiju, vakcine i serume „Torlak“ Beograd
Kontakt: duska@bio.bg.ac.rs

Apstrakt

Sekvenciranje dugih fragmenata ili treća generacija sekvenciranja u realnom vremenu produkuje očita-
vanja pojedinačnih molekula DNK dužine od 1 kb do nekoliko Mb sa očuvanim epigenetičkim oznakama.
Dostupne tehnologije su sekvenciranje pojedinačnih molekula u realnom vremenu (eng. single-molecule
real-time sequencing, PacBio) i sekvenciranje kroz proteinske nanopore (Oxford Nanopore Technologies).
PacBio tehnologija zasnovana je na detekciji ugradnje nukelotida od strane pojedinačnog molekula DNK
polimeraze u realnom vremenu, korišćenjem fluoresecencije kao surogat markera. PacBio HiFi očitavanja
su dužine ~15 kb sa tačnošću >99,9%. Oxford Nanopore tehnologija izvodi sekvencu nukleotida iz pro-
mena u intenzitetu jonske struje dok DNK prolazi kroz stohastički senzor – proteinsku nanoporu. Može se-
kvencirati fragmente DNK u rasponu od pet redova veličina (20 bp do nekoliko Mb) sa tačnošću dupleks
očitavanja >99,9% kada se koriste R10.4.1 nanopore. Sa elektronskim „čitanjem” nukleinskih kiselina, ino-
vacije kao što su minijaturni uređaj veličine dlana sa cenom <1000 dolara, sekvenciranje na terenu, digi-
talno obogaćivanje ciljnih sekvenci (adaptivno uzorkovanje) i direktno sekvenciranje RNK, postali su
stvarnost. Sekvenciranje dugih fragmenata omogućilo je kompletiranje sekvence genoma čoveka, objav-
ljivanje drafta ljudskog pangenoma i ubrzalo je sekvenciranje genoma eukariota. Od uvođenja metode
2011. godine sekvencirano je ~1000 od 1065 genoma deponovanih u NCBI bazi. Puni potencijal metode
u izučavanju transkriptoma i epigenoma biće vidljiv u godinama koje slede. Sekvenciranje dugih fragme-
nata postaje osnova precizne medicine efikasne za sve ljudske populacije i očuvanja biodiverziteta, i za-
vredelo je da bude metoda 2022. godine prema časopisu Nature Methods.

Ključne reči: sekvenciranje dugih fragmenata, treća generacija sekvenciranja, sekvenciranje kroz nano-
pore, SMRT sekvenciranje, genomika
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Long read sequencing – the next level in genomic research
Dušanka Savić-Pavićević,� Lana Radenković,� Luka Velimirov,� Nemanja Radovanović,�

Anastasija Ninković,� Nemanja Garai,� Miloš Brkušanin,� Marko Panić,� Jovan Pešović�

1University of Belgrade-Faculty of Biology, Center for Human Molecular Genetics, Belgrade
2Institute of Virology, Vaccines and Sera “Torlak”, Belgrade
Correspondence: duska@bio.bg.ac.rs

Abstract

Long read or third-generation sequencing produces reads from 1 kb to several Mb in length with preser-
ved epigenetic marks, at the single-molecule level and in real-time. Single-molecule real-time sequencing
(PacBio) and protein nanopore sequencing (Oxford Nanopore Technologies) are available technologies.
PacBio technology is based on monitoring the nucleotide incorporation by a single DNA polymerase mo-
lecule in real time using fluorescence as a surrogate marker. PacBio HiFi reads are ~15 kb in length with
>99.9% accuracy. Oxford Nanopore sequencing infers nucleotide sequence from the changes in ion cur-
rent intensity while DNA passes through a stochastic sensor – a protein nanopore. It can sequence DNA
fragments ranging in five orders of magnitude (20 bp to several Mb), with duplex read accuracy >99.9%
when using R10.4.1 nanopores. Innovations such as a miniature device of the palm-size with a price <1000
dollars, sequencing in the field, digital enrichment of target sequences (adaptive sampling) and direct
RNA sequencing have become a reality with the electronic „reading“ of nucleic acids. Long read sequen-
cing enabled completing the human genome sequence and releasing a draft of the human pangenome
reference. It has also accelerated genome sequencing of eukaryotic species. Out of 1065 genomes depo-
sited in the NCBI database, ~1000 were sequenced since its development. The full potential of the method
in studying transcriptome and epigenome will be visible in the years to come. Long read sequencing is be-
coming the basis of precision medicine effective for all human populations and biodiversity conservation
and was announced as the method of the year 2022 according to Nature Methods.

Key words: long read sequencing, third-generation sequencing, nanopore sequencing, SMRT sequen-
cing, genomics
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Otkriće sekundarne strukture DNK 1953. godine omogućilo je razumevanje principa prenošenja i kori-
šćenja genetičkog materijala. Za obuhvatnije razumevanje sadržaja, funkcije i varijabilnosti genetičke in-
formacije bilo je potrebno odrediti redosled nukleotida u genomima. Imperativ je ubrzo postao razvoj
metoda za sekvenciranje DNK ili kolokvijalno „čitanje“ DNK. Svedoci smo da je svaki napredak u tehnologi-
jama sekvenciranja DNK omogućavao revolucionarne korake napred koji su bili i ostali ključni za razume-
vanje bioloških fenomena i impakt koji biologija ima u nauci i društvu.

Tehnologije sekvenciranja DNK – konstantno pomeranje granica

Prva generacija sekvenciranja

Prve metode sekvenciranja DNK, Maksam-Gilbertova [Maxam-Gilbert] [1] i Sangerova [Sanger] [2], raz-
vijene su sredinom sedamdesetih godina prošlog veka. Sangerovom metodom je 1977. godine prvo proči-
tan genom faga φ-X174 dužine 5386 nukleotida (nt) [3]. Zatim je 1981. godine sekvenciran mitohondrijski
genom čoveka dužine 16569 baznih parova (bp) [4], a 1982. godine genom λ faga dužine 48502 bp [5]. San-
gerova metoda oslanja se na enzimsku sintezu DNK uz korišćenje obeleženih dideoksi nukleotida (termi-
natora sinteze) i elektroforetsko razdvajanje fragmenta DNK. Metoda sekvencira jedan po jedan fragment
DNK dužine 200-800 bp [2], a tačnost sekvenciranja (procenat ispravno očitanih nukleotida nakon pora-
vnanja na referentnu sekvencu, eng. sequencing accuracy) je veća od >99,9% i uzima se kao standard za se-
kvenciranja visoke tačnosti. Automatizacija Sangerove metode, koju je komercijalizovala kompanija Applied
Biosciences, kulminirala je 2003. godine objavljivanjem prve referentne sekvence 92% genoma čoveka du-
žine 2,86 gigabaze (Gb ili 109 bp) i završetkom Projekta „Genom čoveka“ (eng. Human Genome Project) [6].
Projekat slovi za najambiciozniji poduhvat u biologiji, trajao je čitavih 13 godina i koštao oko 3 milijarde do-
lara. Vodeći naučnici projekta, Frensis Kolins [Francis Collins] i Kreg Venter [Craig Venter], složili su se da je
ovo izuzetno dostignuće samo početak napora da se razume genom (čoveka) i složenost bioloških sistema,
kao i da se stečena znanja primene za dobrobit čovečanstva. Od tog perioda, najpropulzivnija grana biolo-
gije postaje genomika.

Druga generacija sekvenciranja

Niska propusnost i visoka cena Sangerove metode predstavljali su ograničenje za sekvenciranje ge-
noma velikog broja bioloških vrsta i sekvenciranje na populacionoj skali u cilju razumevanja genetičke va-
rijabilnosti. Progres je stimulisan već 2004. godine kada su američki Nacionalni instituti za zdravlje (eng.
National Institutes of Health, NIH) objavili poziv za Projekat revolucionarnih tehnologija za sekvenciranje ge-
noma, vredan 70 miliona dolara sa ciljem da se u narednih 15 godina dostigne cena sekvenciranja genoma
čoveka od 1000 dolara. Projekat je doprineo razvoju raznovrsnih i inovativnih tehnologija sekvenciranja
DNK, uključujući i današnje vodeće tehnologije druge i treće generacije [7-9].

Prva komercijalizovana i dominantna tehnologija druge generacije sekvenciranja, poznatija kao se-
kvenciranje sledeće generacije (eng. next generation sequencing, NGS) je Solexa-Illumina tehnologija. Njena
ključna novina bila je visoka propusnost zbog masivnog paralelnog sekvenciranja miliona fragmenata DNK
omogućenog klonalnom amplifikacijom na čvrstoj podlozi koja pravi klastere sastavljene iz ogromnog broja
identičnih fragmenata DNK [10,11]. Sledi enzimska sinteza DNK u svakom klasteru tokom koje DNK poli-
meraza kao supstrate koristi fragmente DNK iz klastera i fluorescentno obeležene nukleotide koji imaju blo-
kiranu 3`-OH grupu (reverzibilne terminatore) [12]. Nakon ugradnje jednog nukleotida, sinteza se zaustavlja
da bi se fluorescentni signal paralelno detektovao u milionima klastera. Sledi uklanjanje blokatora sa 3�-
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OH grupe ugrađenog nukleotida i proces se ponavlja kako bi se odredila sekvenca DNK u svakom od kla-
stera [7,8]. Sekvenca fragmenata od 50 do 500 bp može se odrediti sa tačnošću >99,9% [12,13], tako da me-
toda zajedno sa Sangerovom spada u grupu tehnologija sekvenciranja kratkih fragmenata (eng. short-read
sequencing).

U poslednjih desetak godina Illumina tehnologija omogućila je konstantan rast obima sekvenciranja i
postala je zlatni standard. Od sekvenciranja 1,3 genoma čoveka sa pokrivenošću od 30 puta na prvim apa-
ratima, danas samo jedan aparat iz serije NovaSeqX može sekvencirati više od 20000 humanih genoma go-
dišnje po ceni jednog genoma od 200 dolara. Povećanje propusnosti metode omogućilo je i prve
populacione projekte poput „1000 genoma“ [14]. Tehnologija je primenjena i za očitavanje metoda funk-
cionalne genomike koje izučavaju strukturu hromatina, interakciju genoma i transkripcionih faktora, trans-
kriptom, interakciju RNK i RNK-vezivnih proteina, kovelantne modifikacije RNK i translatom [15-18],
omogućivši ne samo brz napredak genomike, već i razvoj transkriptomike, epigenomike i epitranskripto-
mike. Neverovatan prodor i široka dostupnost tehnologije rezultovali su ogromnim brojem naučnih otkrića
vezanih za funkcionisanje i varijabilnost genoma, koji su bezmalo obeležili poslednjih 10-15 godina. Dobri
primeri za to su prepoznavanje funkcionalnosti nekodirajućih regiona genoma eukariota, uključujući i gene
za duge nekodirajuće RNK [15,19], ili razumevanje evolucije čoveka kroz otkrića vezana za genome prai-
storijskih ljudi koja su Svante Pabu [Svante Pääbo] donela Nobelovu nagradu za fiziologiju i medicinu 2022.
godine [20]. Illumina tehnologija je sekvenciranje DNK učinila i glavnom kliničkom alatkom u dijagnostici re-
tkih bolesti i personalizovanoj medicini, pružajući nova znanja o genetici humanih bolesti i postavljajući
osnov za razvoj inovativnih terapeutika [21,22]. Potencijal druge generacije sekvenciranja prepoznao je ča-
sopis Nature Methods proglasivši je još u njenom ranom razvoju za metodu 2007. godine [23].

Treća generacija sekvenciranja

Iako je impakt NGS tehnologije na nauku i društvo impresivan, tempo tehnoloških inovacija u sekven-
ciranju nukleinskih kiselina nije opao ni u jednom trenutku. Težilo se razvoju tehnologija sekvenciranja dugih
fragmenata (eng. long-read sequencing) kako bi se prevazišla ograničenja tehnologije kratkih fragmenata u
sekvenciranju genoma viših eukariota i razumevanju transkriptoma. Dve dominantne tehnologije sekven-
ciranja dugih fragmenata su sekvenciranje pojedinačnih molekula u realnom vremenu (eng. single-mole-
cule real-time, SMRT) kompanije Pacific Biosciences (PacBio) [24] i sekvenciranje kroz proteinske nanopore
kompanije Oxford Nanopore Technologies (ONT) [25]. Nedavno su PacBio HiFi (eng. high- fidelity) očitavanja
dužine ~15 kb [26] i veoma duga dupleks ONT očitavanja dužine ~100 kb (eng. ultra-long reads) dobijena
kroz nanopore R10.4.1 [27] dostigli tačnost >99,9%. Ovaj metodološki napredak omogućio je Konzorcijumu
od telomere do teleomere (eng. Telomere-to-Telomere Consortium, T2T) da pročita preostalih 8% genoma
čoveka i učini dostupnim prvi kompletan referentni genom čoveka T2T-CHM13 dužine 3055 Gb [28]. Zbog
ovog dostignuća i potencijala sa širokom primenom u svim oblastima genomskih istraživanja, sekvencira-
nje dugih fragmenata zavredelo je bude metoda 2022. godine prema časopisu Nature Methods [29]. 

Konceptualne novine koje treća generacija sekvenciranja donosi su: sekvenciranje pojedinačnih mole-
kula nukleinskih kiselina, sekvenciranje u realnom vremenu, sekvenciranje dugih fragmenta od 1 kilobaze
(kb, 103 bp) do čak nekoliko megabaza (Mb,106 bp) i sekvenciranje nativnih molekula DNK sa očuvanim epi-
genetičkim modifikacijama [9]. Dodatne novine jedinstvene za sekvenciranje kroz nanopore su elektronsko
sekvenciranje, minijaturizacija aparata do veličine dlana, sekvenciranja na terenu, digitalno obogaćivanje cilj-
nih fragmenata DNK (eng. adaptive sampling) i direktno sekvenciranje RNK [25]. Razvoje treće generacije
sekvenciranja otvara neverovatne mogućnosti za dalji progres u genomici i srodnim oblastima, pomerajući
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granice u biološkim istraživanjima i oblastima u kojima primena bioloških dostignuća unosi konceptualne
promene. Pored toga, primena nanopora ima potencijal da sekvenciranje nukleinskih kiselina učini do-
stupnim u meri uporedivom sa dostupnošću kompjuterskih tehnologija nakon uvođenja prenosivih raču-
nara.

SMRT sekvenciranje – jedan molekul DNK polimeraze kao mašina za sekvenciranje jednog
molekula DNK u realnom vremenu 

Razvoj i princip SMRT sekvenciranja

Slično Sangerovoj i Illumina tehnologijama, SMRT tehnologija koristi enzimsku sintezu DNK i sekvencu
određuje koristeći fluorescenciju kao surogat marker. Međutim, ono što joj omogućava sekvenciranje po-
jedinačnih, nativnih, dugih fragmenata DNK u realnom vremenu je korišćenje procesivnosti i realne brzine
polimerizacije DNK polimeraze [24]. Dve inovacije su bile ključne za razvoj tehnologije. Prva je vezana za nu-
kleotide sa fluorobojom vezanom preko linkera za 5’-γ-fosfat (eng. phospholinked nucleotides), koji obezbe-
đuju kontinuiranu sintezu DNK [30,31]. Druga inovacija je čip sa talasovodima nultog moda (eng. zero-mode
waveguides, ZMW) koji paralelno detektuje aktivnost na hiljade pojedinačnih molekula DNK polimeraza u pri-
sustvu visoke koncentracije nukleotida u vremenskoj skali u milisekundama [32]. Ovako dizajnirani čip bio
je neophodan za prećenje sinteze DNK u realnom vremenu i visoku propusnost metode. ZMW čipove razila
je kompanija PacBio pod nazivom SMRT ćelije (eng. SMRT cell), a potom i komercijalizovala metodu 2011. go-
dine.

SMRT ćelija sadrži na stotine hiljada ili nekoliko miliona ZMW-ova u kojima se fluorescencija paralelno
detektuje. Sam ZMW je nanofotonska struktura čiji dizajn rešava problem detekcije aktivnosti pojedinačnih
molekula DNK polimeraza koji nastaje zbog inheretnog svojstva enzima da interval između ugradnje dva nu-
kleotida stohastički varira. Predstavlja minijaturni cilindar perforiran u tanki metal, ima providno dno i preč-
nik od nekoliko desetina nanometara (nm) koji je manji od talasne dužine svetlosti kojom se ekscitiraju
fluoroboje (slika 1A) [32]. Kada se laserskom svetlošću osvetli ZMW, talasna dužina svetlosti je velika da bi
prošla kroz providno dno . Međutim, svetlost se ne zaustavlja na samom providnom dnu već oslabljena pro-
dire u donji deo ZMW-a do njegove visine od 20-30 nm, čime se stvara opservaciona zapremina od svega
dvadesetak zeptolitara (10-21 litara). Minijaturna opservaciona zapremina, za više od tri reda veličine manja
u odnosu na konfokalnu fluorescentnu mikroskopiju, obezbeđuje detekciju ekscitacije jedne fluoroboje
uprkos relativno visokim koncentracijama obeleženih nukleotida (mM do mM) potrebnih DNK polimerazi
za brzu, tačnu i procesivnu sintezu DNK [32]. Tako, u ZMW prečnika 100 nm, prosečna zauzetost opservacione
zapremine je ~0,01 do 1 molekula obeleženog nukleotida. Pored navedenih osobina ZMW-a, specifična po-
vršinska hemija na providnom dnu favorizuje imobilizaciju DNK polimeraze dok je inhibirana nespecifična
adsorpcija obeleženih nukleotida [33]. 

U instrumentu za SMRT sekvenciranje kontinuirano se vrši multilaserska ekscitacija i detekcija koja verno
diskriminiše četiri spektralno različite fluoroboje, paralelno u ogromnom broju ZMW-ova. Puls fluorescen-
cije detektuje se pri emitovanju 99% upadne svetlosti [34]. Puls počinje vezivanjem obeleženog nukleotida
za DNK polimerazu, traje dok je nukleotid vezan za polimerazu i završava nakon ugradnje nukleotida u ra-
stući DNK lanac (slika 1A). Oslobođeni pirofosfat sa vezanom fluorobojom brzo difunduje iz opservacione
zapremine ZMW-a. Zadržavanje ispravnog nukleotida u aktivnom centru DNK polimeraze je mnogo duže od
vremena zadržavanja neispravnog nukleotida (<1 ms) ili difuzije slobodnih nukleotida, prisutnih u visokim,
biološki relevantnim koncetracijama, u opservacionu zapreminu (2 do 10 ms), što se detektuje kao kon-
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stantan pozadinski signal koji je mnogo niži u odnosu na puls fluorescencije (slika 1A). Nakon ugradnje jed-
nog nukleotida, sledi translokacija matrice, a DNK polimeraza u aktivno mesto vezuje sledeći nukleotid, što
označava početak sledećeg pulsa. Redosled pulsa fluorescencije zabeležen u dijagramu zavisnosti intenzi-
teta pulsa u od vremena prevodi se u redosled nukleotida (slika 1A). Trajanje pulsa fluorescencije zavisi od
brzine ugradnje nukleotida DNK polimerazom, dok je trajanje interpulsa kombinacija vremena translokacije
i vezivanja sledećeg ispravnog nukleotida. U dokazu koncepta metode korišćena je j29 polimeraza jer je
izuzetno procesivna i sastoji se od jedne subjedinice [24].

Biblioteka za sekvenciranje se sastoji od topološki kružnih molekula DNK nastalih ligiranjem oba kraja
nativnog dvolančanog DNK fragmenta sa jednolančanim adapterima koji imaju strukture ukosnice, te svako
očitavanje sadrži sekvencu oba lanca DNK fragmenta. Za formirane kružne molekule vezuju se DNK poli-
meraza i prajmer komplementaran adapteru. Nakon nalivanja biblioteke na SMRT ćeliju po jedan kružni mo-
lekul DNK ulazi u ZMW, a DNK polimeraza se pozicionira na njegovo dno. Dodavanjem obeleženih nukleotida
počinje sinteza DNK i detektuje se fluorescencija svakog ugrađenog nukleotida. S obzirom na to da se za pri-
premu bilioteka koriste nativni molekuli DNK i da DNK polimeraza sporije ugrađuje nukleotide ako se u ma-
trici nalazi modifikovani nukleozid, prisustvo dužeg interpulsa u odnosu na referentnu amplifikovanu DNK,
ukazuje na prisustvo epigenetičkih oznaka (slika 1A). Do sada su uspešno detektovani N6-metilandenozin,
5-metilcitidin, 5-hidroksimetilcitidin i 4-metilcitidin [35].

Dužina očitavanja, tačnost i prinos SMRT sekvenciranja

Prosečna dužina očitavanja SMRT sekvenciranja iznosi od jedne do nekoliko stotina kb, a glavni ograniča-
vajući faktor je procesivnost DNK polimeraze. Metoda se prvo oslanjala na duga kontinuirana očitavanja
(eng. continuous long reads, CLR). Zbog dužine DNK fragmenta >30 kb, DNK polimeraza je mogla uglavnom
jednom ili ređe par puta da iskoristi kružni molekul DNK kao matricu, stvarajući tako CLR-ove sastavljene iz
podočitavanja (eng. subreads). Tačnost sekvenciranja po podočitavanju (eng. subread accuracy) iznosi 85–
92% [9]. Obrazac grešaka je nasumičan sa izuzetkom homopolimernih nizova dužih od pet nukleotida, koji
se čitaju sa tačnošću od ~85%. Bioinformatičkim poliranjem (eng. polishing) podočitavanja pomoću sirovih
podatka fluorescentnih pulseva dobijala se konsenzusna sekvenca veće tačnosti, ali standard od >99,9%
tačnosti nije mogao biti dostignut. Još u originalnom radu o SMRT sekvenciranju predočeno je da bi kružno
konsenzusno sekvenciranje (eng. circular consensus sequencing, CCS) moglo da poboljša tačnost metode.
Uočeno je da poravnanje 15 očitavanja eliminiše slučajne, ali ne i sistemske greške u pojedinačnim očita-
vanjima dajući konsenzusnu sekvencu tačnosti 99,3% (eng. consensus accuracy) [24]. CCS podrazumeva da
DNK polimeraza više puta iskoristi kružni molekul DNK kao matricu dajući jedno očitavanje sastavljeno iz po-
dočitavanja koja i dalje imaju tačnost od 85–92%. Kako bi se postiglo da konsenzusna sekvenca izvedena iz
podočitavanja dostigne tačnost >99,9% uveden je korak pre-ekstenzije u kome DNK polimeraza započinje
sintezu DNK bez laserskog očitavanja [26]. Na ovaj način „eliminišu“ se oštećeni fragmenti DNK na kojima
polimeraza biva zarobljena. Na osnovu zapažanja da DNK polimeraza u ZMW-u uspešno sintetiše fragmente
od ~150 kb i da je potrebno da ~10 puta prepiše jednolančanu kružnu DNK kako bi se postigla tačnost od
99,9%, procenjeno je da bi optimalna dužina fragmenata DNK u SMRT biblioteci trebalo da bude 10-15 kb.
Danas se ovim pristupom sekvenciraju fragmenti prosečne dužine ~15 kb, a maksimalno 25 kb sa tačnošću
konsenzusne sekvence >99,9%, zbog čega se naziva HiFi očitavanje. Korišćenjem HiFi očitavanja moguće je
de novo asemblirati genom čoveka sa prosečnom tačnošću >99,8% [26].

Do sada je proizveden nekoliko generacija aparata za SMRT sekvenciranje. Aparat RSII koristio je SMRT će-
liju sa ~150000 ZMW-ova. Prinos sekvenciranja (količina dobijenih podataka po jednoj ćeliji/eksperimentu,
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eng. sequencing yield) po jednoj RSII ćeliji tokom CLR sekvenciranja iznosila je 1-10 Gb [9]. Sequel II aparat iz
sledeće generacije koristi SMRT ćeliju sa 8 miliona ZMW-ova sa prinosom CLR sekvenciranja od 160 Gb i CCR
sekvenciranja od 15-25 Gb [9]. Verzija Sequel IIe može primiti pet SMRT ćelija, što godišnje omogućava se-
kvenciranje 300 genoma čoveka. Aparat poslednje generacije, Revio čija je prodaja počela u prvoj polovini
2023. godine, koristi SMRT ćelije sa 25 miliona ZMW-ova i prinosom sekvenciranja od 90 Gb. Jedna ćelija je
dovoljna za sekvenciranje genoma čoveka po ceni od 750-1000 dolara, a pošto aparat prima četiri ćelije,
godišnje može da sekvencira 1300 genoma čoveka [36].

Razvoj tehnologija sekvenciranja dugih fragmenata prati razvoj različitih pristupa za izolovanje i prečišća-
vanje DNK visoke molekulske težine (eng. high molecular weight, HMW) jer integritet DNK predstavlja dodatni
ograničavajući faktor za dužinu sekvenciranih fragmenata. Tako, većina kompanija koje proizvode komplete
za izolovanje DNK u ponudi ima i one za izolovanje HMW DNA. Vrlo često se koriste i različite metode za eli-
minaciju kratkih fragmenata ili odabir fragmenata željene veličine kako bi se dobila određena distribucija
fragmenata i/ili poboljšao prinos sekvenciranja,  imajući u vidu  da kraći fragmenti brže difunduju kroz pro-
točnu ćeliju i smeštaju se u ZMW. S obzirom da tehnologije dugih očitavanja koriste nativne molekule DNK,
njihova mana je potreba za mikrogramskim (mg) količinama DNK.

Slika 1. Sekvenciranje dugih fragmenata. A) SMRT sekvenciranje (eng. single-molecule real-time sequencing, Pacific Biosience). Biblioteka za sekvenciranje formira se li-
giranjem dvolančanih nativnih fragmenta DNK i adaptera u obliku ukosnice. Nastaju kružni jednolančani molekuli DNK što omogućava sekvenciraju oba lanca datog frag-
menta DNK. Nakon dodavanja DNK polimeraze i prajmera komplementarnog adapteru, biblioteka se naliva na protočnu ćeliju koja sadrži na milione talasovoda nultog
moda – ZMW-ova (eng. zero-mode waveguides). Samo jedan kružni molekul DNK sa polimerazom i prajmerom staje u jedan ZMW, a sama polimeraza se privezuje za nje-
govo dno. Nakon dodavanja nukleotida obeleženih fluorobojama vezanim za 5¢-g-fosfat, polimeraza započinje sintezu DNK. Zbog opservacione zapremina ZMW-a od
svega dvadesetak pikolitara (10-21 l) detektuje se ugradnja pojedinačnih nukleotida u jednom molekulu DNK kroz kontinuiranu multilasersku ekscitaciju i detekciju emi-
tovane svetlosti iz pojedinačnog ZMW-a. Iz dijagrama zavisnosti intenziteta fluorescencije od vremena izvodi se sekvenca DNK. Na osnovu dužih interpulseva mogu se
direktno „čitati“ epigenetičke oznake molekula DNK, npr. N6-metiladenozin i 5-metilcitidin, jer modifikovani nukleozidi usporavaju kinetiku ugradnje nukleotida DNK po-
limerazom. B) Sekvenciranje kroz proteinske nanopore (eng. Oxford nanopore sequencing, Oxford Nanopore Technologies). Biblioteka za sekvenciranje se sastoji od nativnih
dvolančanih fragemnata DNK ligiranih za adaptere koji sadrže motorni protein i hibridizuju sa ‘privezivačem’(eng. tether). Nakon nalivanja na protočnu ćeliju ‘privezi-
vač’olakšava DNK fragmentu da stigne do pore i pridržava je za električno otpornu memebranu uronjenu u rastvor elektrolita. Funkcija motornog proteina je da topi dvo-
lančanu DNK i usporava kretanje jednolančane DNK kroz nanoporu. Nakon primene konstantnog napona, jednolančana DNK prolazi kroz nanoporu a intenzitet struje
opada. Promene intenziteta struje su najizreaženije pri prolasku DNK kroz senzorni region nanopore. Iz strujnog zapisa u funkciji vremena sastavljenog iz kontekstualne
informacije nastale kada se nekoliko (pet) nukleotida isotvremeno nađe u senzornom regionu, izvodi se sekvenca DNK. Iz strujnog zapisa moguće je „čitati“ epigeneti-
čke oznake, jer svaka modifikacija nukleozida doprinosi promeni struje na specifičan način.
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Sekvenciranje kroz proteinske nanopore – elektronsko „čitanje“ 
pojedinačnih molekula nukleinskih kiselina

Razvoj i princip sekvenciranja kroz proteinske nanopore

Dejvid Dimer [David Deamer] je još 1989. godine zabeležio ideju o direktnom sekvenciranju DNK: „Kon-
cept – DNK će biti vođena kroz mali kanal, bilo razlikom u električnom potencijalu ili pH. Kanal će provoditi
struju usled razlike u potencijalu. Kako svaka baza bude prolazila kroz kanal, dešavaće se promena u struji.
Pošto su baze različite veličine, promena struje će biti proporcionalna (odgovarajućoj bazi), čime će davati
indikaciju o kojoj je bazi reč. Detalji – Membrana mora biti veoma tanka. Kanal mora biti dimenzija preseka
DNK, približno 1-2 nm. Porin? Komplement?“ [37]. Ova naizgled jednostavna ideja direktnog elektronskog
„čitanja“ pojedinačnih molekula nukleinskih kiselina, a ne njihovih sintetičkih kopija ili fluoresecencije kao
surogat markera, razvijala se oko 25 godina. Trebalo je dostići veći broj tehnološki veoma izazovnih pre-
kretnica. Razvoj tehnologije počeo je razvojem stohastičkih senzora koji na osnovu promene struje nastale
usled prisustva ili prolaza nekog analita kroz sam senzor mogu identifikovati prirodu i koncentraciju analita
[38]. Bilo je potrebno razviti i tehnike za detekcije strujnih promena reda veličine pikoampera (pA) u poje-
dinačnim senzorima (eng. stochastic sensing). Zbog biofizičke osobine provođenja jonske struje i nanome-
tarskih dimenzija, membranske proteinske pore su bili kandidati za stohastičke biosenzore. Prvi stohastički
biosenzor ili proteinska nanopora korišćena za detekciju nukleinskih kiselina bio je a hemolizin (αHL) bak-
terije Staphylococcus aureus i njegove genetički dizajnirane varijante [39-41]. Tokom razvoja sekvenciranja
kroz nanopore, nešto kasnije korišćen je i porin A Mycobacterium smegmatis (MspA) [42]. Imajući u vidu da
je najuži prečnik pore 1,4 nm kod αHL i 1,2 nm kod MspA moglo se očekivati da samo jednolančane nu-
kleinske kiseline prolaze kroz poru. Ovi najuži regioni pora predstavljaju senzorni region (ili eng. reading
head) odgovoran za diskriminaciju analita. Zatim je usledio dokaz da jednolančane DNK i RNK mogu da se
kreću kroz poru αHL kada se primeni razlika potencijala dovodeći do blokade struje [39]. Određivanjem naj-
verovatnijeg vremena translokacije nukleinskih kiselina, reda veličine mikrosekunda, i rezidualne struje
tokom translokacije, pokazano je da je moguće razlikovati bazni sastav homopolimernih nukleinskih kise-
lina, kao i bazni sastav različitih homopolimernih segmenata u jednom molekulu RNK [30,40]. Nakon ovog
uspeha, trebalo je skoro još 10 godina da se pokaže da je moguće identifikovati pojedinačne nukleotide u
molekulu DNK imobilizovanom na modifikovanoj nanopori αHL [41], ali i 5-metilcitidin kada je upotreb-
ljena modifikovana nanopora MspA [42]. Sledeći veliki izazov bilo je određivanje sekvence iz strujnih zapisa
nastalih izuzetno brzim prolazom slobodnih nukleinskih kiselina kroz poru. Trebalo je, naime, rešiti problem
smanjenja vremena njihovog kretanja za čak tri reda veličine, sa skale u mikrosekundama na skalu u mili-
sekundama. Za „usporenje“ provlačenja DNK kroz nanopore prvo su iskorišćene egzonukleaze [43,44], ali je
tek upotrebom φ29 polimeraze pokazano da je moguće dobiti informaciju o redosledu nukleotida u slo-
bodnom molekulu DNK tokom njegovog prolaženja kroz proteinsku nanoporu [45,46]. Korišćenje procesi-
vnih enzima koji manipulišu sa DNK, označenih kao motorni proteini u tehnologiji sekvenciranja kroz
nanopore, ne samo da je omogućilo kontrolu kretanja slobodnih molekula DNK već i razdvajanje dvolančane
DNK i održavanje jednolančanog regiona DNK u istegnutom stanju kao kada je jednolančana DNK imobili-
sana na poru. Zbog dužine senzornog regiona pore, trenutni signali struje ne odgovaraju zapisu jednog nu-
kleotida već nizu od nekoliko nukleotida tako da milisekundni signali struje zavise od konteksta, odnosno
tokom sekvenciranja čitaju se „reči“ a ne „slova“. Identifikacija nukleotida u strujnim signalima sa dodatnim
informacijama, tzv. „pokretnim prozorima“, zahtevala je razvoj sofisticiranih algoritama kako bi se oni pre-
veli u sekvencu nukleinske kiseline [49]. Sva ova akademska dostignuća, rezultovala su komercijalizacijom
metode kada je kompanija ONT omogućila paralelizaciju identifikacije strujnog zapisa iz ogromanog broja
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pojedinačnih pora (eng. single-channel recording) u cilju postizanja konkurentne propusnosti metode. Kroz
program rane dostupnosti tehnologije 2014. godine (eng. MinION Access Program) i koncept otvorenog raz-
voja sa brzom razmenom podataka, poboljšani su protokoli za pripremu uzoraka i softveri za analizu poda-
taka. Tehnologija je postala široko dostupna 2016. godine [25]. U poređenju sa ostalim tehnologijama, čini
se da je ONT komercijalizovala tehnologiju u ranijoj fazi razvoja, što je čini težom ali i izazovnijom za imple-
mentaciju u istraživanjima.

Aparat za ONT sekvenciranje MinION je prvi prenosivi uređaj za sekvenciranje, veličine mobilnog tele-
fona, težine 90 grama, napaja se preko USB priključka i košta >1000 dolara [25,48]. Aparat može primiti
jednu MinION protočnu ćeliju (eng. MinION flow cell) koja sadrži 2048 nanopora utisnutih u električno ot-
pornu polimernu membranu koja je uronjena u rastvor elektrolita. Po četiri pore su organizovane u 512 ka-
nala, a svaki kanal je povezan sa posebnom elektrodom na senzornom čipu čija se aktivnost kontroliše
pomoću mikroelektronskog čipa ASIC (eng. application-specific integration circuit) [48]. Zbog ove osobine, u
jednom trenutku paralelno se detektuje aktivnost maksimalno 512 pora. 

Priprema biblioteke za sekvenciranje podrazumeva ligiranje dvolančanih adaptera za čiji je jedan lanac
privezan motorni protein, a za drugi je hibridizovan privezivač (eng. tether) (slika 1B). Privezivač je oligonu-
kleotid sa holesterolom koji fragmentu DNK pomaže da stigne do pore i pridržava ga za membranu. Pri pri-
meni konstantnog napona, kroz nanopore teče jonska struja koja omogućava da se negativno naelektrisani
jednolančani molekul DNK kreće kroz nanopore od negativne (cis) ka pozitivnoj (trans) strani (slika 1B). Mo-
torni protein provlači (usporava kretanje) nukleinsku kiselinu kroz nanoporu i ujedno topi sekundarne struk-
ture tako da jednolančani „istegnuti“ molekul DNK prolazi kroz nanoporu. Tokom prolaza jednolančane
nukleinske kiseline kroz nanoporu dolazi do trenutnih promena jonske struje koje uzrokuje nekoliko uza-
stopnih nukleotida prisutnih u senzornom regionu pore (slika 1B). Zapisi jonske struje, tzv. vijugave škra-
botine (eng. squiggle), iz svake pojedinačne pore i to za svaki pojedinačni molekul DNK koji je prošao kroz
datu poru, analiziraju se primenom algoritama mašinskog učenja, omogućavajući dobijanje sekvence po-
jedinačnih molekula nukleinskih kiselina u realnom vremenu (slika 1B). Modifikovani DNK nukleozidi uzro-
kuju karakteristične promene struje u poređenju sa nemodifikovanim, tako da se epigenetičke oznake DNK,
kao što su 5-metilcitidin i 5-hidroksimetilcitidin, mogu takođe detektovati u realnom vremenu (slika 1B)
[49,50].

Korišćenjem algoritama i kontrolisanjem napona u pojedinačnim nanoporama moguće je raditi digi-
talno obogaćivanje, odnosno preferencijalno sekvenciranje ciljnog fragmenta u uzorku DNK, poznato pod
nazivom adaptivno uzorkovanje [25,51]. Dok lanac DNK prolazi kroz nanoporu, u realnom vremenu nastaje
strujni zapis koji se poredi sa očekivanim obrascem strujnog zapisa ciljne sekvence. U slučaju njihovog po-
klapanja sekvenciranje se nastavlja, dok se u slučaju nepoklapanja menja napon u datoj pori (kanalu), lanac
DNK se izbacuje iz pore tako da ona može primiti drugi lanac DNK. Adaptivno uzorkovanje uspešno je ura-
đeno za ciljne regione u genomu λ faga i čoveka [51,52]. Digitalno obogaćivanje skraćuje vreme pripreme
biblioteke i samog sekvenciranja. S obzirom da je aktivni „vek“ proteinskih nanopora oko 72 sata, skraćenjem
trajanja jedne analize povećava se ukupan broj analiza koji se može uraditi na jednoj protočnoj ćeliji. 

Dužina očitavanja, tačnost i prinos sekvenciranja DNK kroz proteinske nanopore

Superiornost sekvenciranja kroz nanopore je dužina očitavanja jer se metoda oslanja na fizičku tran-
slokaciju nukleinske kiseline i u teoriji bi mogla da bude neograničena. Ipak, prosečna dužina očitavanja iz-
nosi 1-50 kb, N50 (dužina očitavanja na 50% svih dobijenih očitavanja sortiranih prema dužini) je 1-100 kb,
maksimalne dužine su >1 Mb dok rekordna iznosi 4,2 Mb [53]. U praksi je limitirajući faktor za dužinu očita-
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vanja integritet molekula DNK koji zavisi od očuvanosti biološkog uzorka i metoda za izolovanje DNK. Za izo-
lovanje HMW DNK i obogaćivanje dugih fragmenata koriste se iste metode kao za SMRT sekvenciranje, dok
se za ultra-duga očitavanja (>100 kb) preporučuje fenol-hloroformska ekstrakcija [9]. Eliminisanje kratkih
fragmenata je preporučljivo jer zastupljeniji kraći fragmenti efikasnije ligiraju sa adapterima i prolaze kroz
pore. Sa daljim poboljšanjem sadašnjeg pristupa u sekvenciranju kroz proteinske nanopore, limitrajući fak-
tor bi mogla da bude i procesivnost motornog proteina. Iako je ONT metoda prepoznata kao tehnologija koja
sekvencira duge i ultra-duge fragmente, od 2022. godine postala je jedina dostupna tehnologija koja se-
kvencira fragmente DNK u opsegu od pet redova veličina – od 20 bp do nekoliko Mb, na istim aparatima i
sa istim načinom pripreme uzoraka [54].

Kroz kontinuirano poboljšanje senzitivnosti proteinskih nanopora, hemije za sekvenciranje i algoritama
za pozivanje baza (eng. basecalling) iz strujnih zapisa, ONT je postala tehnologija koja po tačnosti parira dru-
gim tehnologijama. Procenat ispravno očitanih nukleotida po jednom očitavanju (eng. raw read accuracy)
iznosio je 61,8% za R6 nanopore (2015. godine) [55], zatim 98,3% za R9.4.1 nanopore i hemiju 110 (2019. go-
dine) i 99,5% za R10.4.1 nanopore i hemiju V14 (2022. godine) [56]. Poslednja navedena verzija pora i hemije
sa verovatnoćom >20% omogućava sekvenciranje oba lanca jednog molekula DNK (jednog po jednog) kroz
istu poru, tako da sa razvojem algoritama za dupleks očitavanja tačnost sekvenciranja jednog molekula
(eng. single molecule accuracy) iznosi >99,9% [56]. Sa povećanjem tačnosti pojedinačnog očitavanja pove-
ćava se tačnost konsenzusnih sekvenci (izvedenih iz preklapajućih pojedinačnih očitavanja) koja eliminiše
nasumične greške. Konsenzusna sekvenca izvedena kombinovanjem pojedinačnih očitavanja pri target-
nom sekvenciranju (eng. single molecule consesnus accuracy) za R9.4.1 i R10.3 nanopore iznosi 99,995% pri
pokrivenosti rRNK amplikona od 25 i 15 puta, redom [56], dostižući tačnost HiFi očitavanja, iako se konsen-
zusne sekvence generišu na različite načine. Pri asembliranju genoma tačnost konsenzusne sekvence (eng.
consesnus accuracy) izvedene na osnovu delimično preklopljenih očitavanja dobijenih kroz 10.4.1 nanopore
iznosi 99,999% za bakterijski genom pri pokrivenosti 10-20 puta i 99,994% za genom čoveka pri pokrivenosti
40 puta [56].

Najznačajniji napredak u tačnosti tehnologije postignut je uvođenjem R9 nanopora 2016. godine [57]
koje predstavljaju membranski protein CsgG (eng. Curli production assembly/transport component) bakterije
E. coli genetički modifikovan na takav način da je prečnik senzornog regiona smanjen sa 1,2 na 0,9 nm [58-
60]. Dužina senzornog regiona je 2,0 nm i u jednom trenutku ga istovremeno okupira pet nukleotida. R10.4.1
je prva nanopora sa dva senzorna regiona (eng. dual-constriction nanopore). Jedan senzorni region je u pro-
teinu CsgG, dok se drugi nalazi u 35 aminokiselina dugom N-terminalnom delu CsgF proteina [59]. CsgF
protein je partner proteina CsgG, a njegov N-terminalni deo se „umeće“ u deo CsgG pore orijentisane ka
trans strani membrane u protočnoj ćeliji. Dodavanje drugog senzornog regiona omogućava visoko tačno
sekvenciranje homopolimernih regiona dužine do 10 nukleotida [59], što je poznata greška obe tehnologije
sekvenciranja dugih fragmenta [9,25], a trenutno osobina po kojoj ONT očitavanja nadmašuju HiFi očitava-
nja.

ONT je tehnologija koju odlikuje široka skalabilnost. Prosečan prinos sekvenciranja po MinION ćeliji je 10-
15 Gb, a maksimalna 50 Gb za 72 sata pri brzini sekvenciranja od 420 nt/sec [48]. Razvijen je adapter za MinION
aparat koji prima Flongle ćelije sa svega 128 pora i maksimalnim prinosom sekvenciranja od 2,8 Gb za 16 sati [48].
Aparati veće propusnosti su GirdION i PromethION [48]. GirdION prima pet MinION ili Flongle ćelija koje se mogu
nezavisno koristiti, tako da je maksimalni prinos sekvenciranja 250 Gb. PromethION je namenjen za projekte na
populacionoj skali sa dostupnošću verzija koje primaju 2, 24 ili 48 PromethION ćelija sa ~6000 nanopora orga-
nizovanih u 2675 kanala. Posečan prinos sekvenciranja PromethION ćelija je 208 Gb, što odgovara količini po-
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dataka dobijenih sekvenciranjem dva genoma čoveka pokrivenosti 30 puta [53], a na godišnjem nivou sa ma-
ksimalnim iskorišćenim resursima može sekvencirati ~15000 genoma. Sa maksimalnim prinosom sekvencira-
nja ćelija od 290 Gb i uz paralelno korišćenje 48 ćelija PromethION može se proizvesti ~14 Tb podataka za 72 sata. 

Sekvenciranje nativne RNK kroz proteinske nanopore

Primenom ONT tehnologije mogu se direktno sekvencirati nativni molekuli RNK sa poli(A) repom, uklju-
čujući i epitranskriptomske oznake [35,60,61]. Za pripremu biblioteke koriste se specifičan adapter sa jed-
nolančanim poli(T) nizom koji hibidizuje sa poli(A) repom nativnih RNK i dalje omogućava ligiranje adaptera
za sekvenciranje sa motornim proteinom, nakon čega se biblioteka naliva na protočnu ćeliju. U cilju dobi-
janja stabilnije biblioteke i povećanja prinosa sekvenciranja može se uraditi reverzna transkripcija nakon
vezivanja adaptera sa poli(T) nizom, a nastali RNK-cDNK hibrid se ligira za adapter za sekvenciranje. Motorni
protein je tako orijentisan, da i u ovom slučaju kroz nanoporu prolazi nativna RNK. Dužina sekvenciranih
molekula RNK odgovara dužini nativnih RNK. Jedna MinION protočna ćelija sa R9 porama daje 1000000 oči-
tavanja, prinos sekvenciranja je 1-3 Gb, brzina ~70 nt/s i tačnost 83–86% [48]. Očekuje se da se brzina se-
kvnciranja RNK poveća na 120nt/s kroz R10.4. pore.

Genomika – ulazak u novu brzinu

Genomi viših eukariota, čiji je prototip genom čoveka, sadrže duge nizove ponovljenih sekvenci i seg-
mentalne duplikacije (nizove >1 kb koji su prisutni na više mesta u genomu i dele >90% identičnosti u se-
kvenci) koje su slabo izučene zbog ograničenja u dužini očitavanja Sangerovog i Illumina sekvenciranja.
Jedan od glavnih motiva razvoja metoda sekvenciranja dugih fragmenata upravo je bilo sekvenciranje slo-
ženih genoma viših eukariota. Teži se uvidu u strukturu genoma i dubljem razumevanju funkcije, evolucije
i varijabilnosti genoma. Od posebnog interesa su genetičke varijante za koje su tehnologije kratkih očita-
vanja „slepe“. Takve su strukturne varijante (nizovi nukleotida >50 bp koji uključuju insercije, delecije, in-
verzije ili translokacije DNK segmenata, eng. structural variants) i varijante u broju kopija (nizovi nukleotida
koji se razlikuju u broju kopija, eng. copy number variants). Već sada se može reći da su metode sekvencira-
nja dugih fragmenata unele revoluciju u genomiku eukariota. Od 2022. godine dostupan je prvi kompletan
referentni genom čoveka T2T-CHM13 [22], dok je u maju 2023. godine objavljen prvi draft ljudskog pange-
noma [62]. Od ukupno 1065 deponovanih genoma eukariota u NCBI (eng. National Center for Biotechnology
Information) bazi, ~1000 je sekvencirano nakon razvoja sekvenciranja dugih fragmenata, a broj sekvencira-
nih genoma u prvoj polovini 2023. godine je skoro dostigao broj sekvenciranih u prethodnoj godini [63]. 

„Nepročitanih“ 8% genoma čoveka nakon završetka Projekta „Genom čoveka“ sastojao se iz ponovlje-
nih sekvenci u centromerama (2%), sekundarnim suženjima u hromozomima 1q, 9q, 16q (1%), akrocentrič-
nim ručicama hromozoma 13p, 14p, 15p, 21p, 22p (2%), distalnom regionu hromozoma Yq (1%) i
euhromatinskom regionu (1%) [6]. Ovi regioni genoma ostali su prisutni u poslednjoj verziji donedavno je-
dine dostupne referentne sekvence genoma GRCh38 (eng. Genome Reference Consortium build 38) sastav-
ljene iz 998 kontiga (kontinuiranih sekvenci dobijenih slaganjem preklapajućih očitavanja, eng. contig) [64].
Konzorcijum T2T radio je na asembliranju kompletnog genoma čoveka u kome jedna kontiga odgovara jed-
nom  celom hromzomu (eng. telomere-to-telomere chromosome assemblies), a ključnu ulogu imalo je ONT se-
kvenciranje ultra-dugih fragmenata sa visokom pokrivenošću genoma [22]. Referentni T2T-CHR13 genom
dobijen je iz trofoblastnih ćelija sa kompletnom hidatidiformnom molom (eng. complete hydatidiform mole),
poremećajem usled koga su izgubile genom majke i duplicirale genom oca. Suštinski, priroda genoma 46,
XX CHR13 je haploidna, a uz stabilan kariotip bio je logičan izbor T2T konzorcijuma. T2T-CHR13 referentni
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genom čoveka je dužine 3,055 Gb sa skoro 200 Mb dodate sekvence koja poptuno pokriva 8% nedostajuće
sekvence (sa izuzetkom nekih nizova ribozomske DNK koje treba razrešiti). Dodata sekvenca obuhvata cen-
tromerne α-satelitte, pericentromerne HSat1-3 satelite, koji zajedno čine 5,7% genoma, oko 400 gena za ri-
bozomske RNK i druge sekvence. Sadrži 1956 predikcija za gene, od kojih su 99 protein-kodirajući, i 3,7
miliona novih tačkastih varijanti (eng. single-nucleotide variants). Nedavnim objavljivanjem T2T sekvence
hromozoma Y, dobijena je potpuna i sveobuhvatna referentna sekvenca za sva 24 hromozoma čoveka [65].
Y hromozom je dobio >30 Mb nedostajuće sekvence u regionima sastavljenim iz dugih palindroma, tan-
demski ponovljenih sekvenci i segmentalnih duplikacija, kao i 41 proten-kodirajući gen. T2T-CHR13 refe-
rentni genom dopunjen T2T sekvencom hromozoma Y prvi put omogućava izučavanje funkcije,
varijabilnosti i evolucije ponovljenih centromernih regiona genoma na nivou pojedinačnih nukleotida. 

Iako dostignuća od ogromnog značaja, GRCh38 i T2T-CHR13 referentni genomi ne daju verodostojnu
informaciju o genetičkoj varijabilnosti ljudskih populacija, posebno strukturnim varijantama koje imaju visoku
stopu mutacije [66] i važne su sa biomedicinskog i evolucionog značaja. Npr., de novo asembliranje genoma
Tibetanaca pokazalo je da strukturne varijante specifične za ovu populaciju imaju važnu ulogu u njenom pri-
lagođavanju na veliku nadmorsku visinu [67], dok 22q11.2 delecioni sindrom sa učestalošću ~1 u 1000 fe-
tusa [68] i mutacija vezana za spinalnu mišićnu atrofiju sa učestalošću nosilaca 1 u 40 [69] nastaju usled
nehomologne de novo mejotičke rekombinacije u regionima segmentalnih duplikacija. Zato međunarodni
Konzorcijum za referentni ljudski pangenom (eng. Human Pangenome Reference Consortium) ima za cilj da
sekvencira genome 350 osoba različitog porekla do sredine 2024. godine korišćenjem sekvenciranja dugih
fragmenata i konstruiše referentni ljudski pangenom koji će sadržati veliki broj varijantnih sekvenci i bolje
reprezentovati populacionu varijabilnost. Na osnovu de novo asembliranih genoma 47 osoba sa razdvoje-
nim kopijama majčinih i očevih hromozoma (eng. phased de novo genome assembly) dobijena je prva draft
sekvenca ljudskog pangenoma [62]. Iako je njegova tačnost od 99% za barem jedan red veličine manja od
tačnosti referentnih genoma GRCh38 i T2T-CHR13, broj identifikovanih strukturnih varijanti po uzorku iznosi
25000 u odnosu na 7500 identifikovanih Illumina tehnologijom [66]. Očekuje se da će referentni ljudski pan-
genom omogućiti uključivanje desetina hiljada dodatnih alela strukturnih varijanti u studije asocijacije na
nivou genoma, da će uz pristupačnije sekvenciranje dugih fragmenata povećati dijagnostički prinos, po-
boljšati predviđanje i lečenje bolesti, a preciznu medicinu učiniti efikasnom za sve populacije.

Izučavanje varijanti u broju kopija, čak i na nivou samo jednog gena imalo je velikih metodoloških ogra-
ničenja koja mogu biti prevaziđena primenom sekvenciranja dugih fragmenata. Kao primer se mogu navesti
bolesti uzrokovane ekspanzijama tandemskih ponovljenih motiva, koje su uzrok >50 neuroloških bolesti
[70]. Uzročni geni za ove bolesti otkriveni su uglavnom ili devedesetih godina prošlog veka korišćenjem
mapa vezanosti genetičkih markera i Southen blot metode ili tek poslednjih par godina primenom sekven-
ciranja dugih fragmenata [70]. Sekvenciranje dugih fragmenata je od pomoći i za bolje razumevanje feno-
tipske varijabilnosti ovih bolesti. Na primer, miotonična distrofija tipa 1 je jedna od fenotipski najvarijabilnijih
monogenskih bolesti. Izučavanje individualne varijabilnosti bolesnika zasniva se na primeni small-pool PCR-
a kojim se detektuje broj ponovljenih motiva, glavna ali ne i jedina genetička varijabla koja doprinosi razvoju
fenotipa [71-73]. Obogaćivanjem ciljnog lokusa pomoću Cas9 usmerene ligacije adaptera i sekvenciranjem
kroz nanopore [74] moguće je u jednom eksperimentu meriti i druge (epi)genetičke varijable koje oblikuju
fenotip miotonične distrofije tipa 1: stepen somatske nestabilnosti ekspanzije, strukturne varijacije u ekspan-
zijama i nivo metilacije DNK [71-73]. 

Sekvenciranje dugih fragmenata i kompletna metodologija koja se koristi za poboljšanje sekvence ge-
noma čoveka primenjuje se za sekvenciranje genoma životinja i biljaka. U toku je međunarodni Projekat
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„Genomi kičmenjaka“ (eng. Vertebrate Genomes Project) čije je cilj asembliranje visoko kvalitetnih, kom-
pletnih referentnih genoma za ~70000 današnjih vrsta kičmenjaka [75], kao i globalni Projekat „Org.one“
kompanije ONT čiji je cilj sekvenciranje genoma kritično ugroženih vrsta u cilju očuvanja biodiverziteta [76].
Sekvence pangenoma paradajza i krompira, objavljene 2022. godine, ukazuju da strukturne varijante po-
većavaju moć identifikacije genetičkih faktora koji se nalaze u osnovi osobina važnih za poljoprivredu [77,78].

Transkriptomika i epitranskriptomika – na horizontu

Karakterizacije transkriptoma i epitranskriptoma su od suštinskog značaja za razumevanje korišćenja ge-
netičke informacije tokom razvića i u odgovoru ćelije na signale u fiziološkim uslovima i patološkim sta-
njima. RNK sekvenciranje zasnovano na reverznoj transkripciji, amplifikaciji PCR-om i Illumina sekvenciranju
fragmenata od 150-200 bp, omogućilo je katalogizaciju transkriptoma ogromnog broja ćelija praćenu iden-
tifikacijom novih gena i uvidom u diferencijalnu ekspresiju genoma, alternativnu obradu RNK i opštu za-
stupljenost određenih epitranskriptomskih oznaka [15,18,19]. Stečena nova znanja iz biologije RNK
eukariotske ćelije traže integraciju kako bi se dobio kompletniji uvid u složenost i plastičnost (epi)tran-
skriptoma. Sekvenciranje dugih fragmenata, posebno direktno sekvenciranje RNK, upravo omogućava izu-
čavanje međusobne zavisnosti i dinamičnosti različitih varijabili molekula RNK, uključujući i modifikacije
nukleozida od kojih su mnoge slabo izučene. 
SMRT i ONT sekvenciranje cDNK omogućavaju sekvenciranje kompletnih molekula RNK [79,80]. Senzitiv-
nost i specifičnost obe metode zavisi od integriteta molekula RNK [16]. U poređenju sa Illumina metodom
čija je propusnost 109-1010 očitavanja po eksperimentu, tehnologije dugih očitavanja su na početku imale
za tri reda veličine manju propusnost (106-107) koja je bila dovoljna da se identifikuju ali ne i da se verodo-
stojno kvantifikuju izoforme transkripata [16]. Početne studije su stoga donele pomak u identifikaciji alter-
nativnih izoformi transkripata na nivou tkiva, uključujući rekordere u broju alternativnih izoformi (Dsam kod
drozofile, imunoglobulini, neureksin) i ukazale da su alternativne izoforme značajan izvor varijabilnosti ne
samo između različitih tipova ćelija već i između ćelija istog tipa [81-84]. Primena sekvenciranja dugih fra-
gmenata doprinela je i identifikaciji gena za duge nekodirajuće RNK, koji se anotiraju na osnovu identifiko-
vanih transkripata, i uslovila reanotaciju intergenskih dugih nekodirajućih RNK čoveka i miša u bazi
GENCODE [85]. 
Direktno sekvenciranje nativne RNK kroz proteinske nanopore olakšava određivanje orijentacije transkripta
u genomu (eng. strand specific RNA sequencing), omogućava detekciju modifikacija nukleozida i „čitanje“
varijabli jednog molekula RNK iz istog seta podataka [60,61]. Time se prvi put pruža mogućnost otkrivanja
kombinacija varijabli kao što su mesto početka transkripcije, kombinacija egzona (i introna), dužina poli(A)
repa, epitranskriptomske oznake i alel-specifična ekspresija, koje mogu biti jedinstvene za dati transkipt.
Na primer, studija humanog transkriptoma pokazala je razliku u distribuciji dužine poli(A) repa između gena
jedarnog i mitohondrijskih genoma, gena jedarnog genoma i različitih izoformi transkripata jednog gena,
zatim različitu distribuciju N6-metiladenozina između izoformi transkripata jednog gena i skoro potpunu
alel-specifičnu ekspresiju gena sa majčinog X hromozoma [61]. Dalji izazovi u „čitanju“ RNK korišćenjem teh-
nologija dugih očitavanja su priprema RNK ili cDNK biblioteka svih vrsta RNK pune dužine, kao i razvoj bioin-
formatičkih alatki za tačnije mapiranje 5’ i 3’ netraslatirajućih regiona.
Uspeh primene antisens oligonukleotida u terapiji smrtonosne bolesti kao što je spinalna mišićna atrofija
[86] i RNK vakcina na COVID-19 bolest doprineli su propulzivnom razvoju RNK teraputika. RNK terapeutici
obavezno sadrže modifikovane nukleozide, posebno N-metilpseudouridin. Primenom direktnog RNK se-
kvenciranja pokazano je da je efikasnost ugradnje N-metilpseudouridina zavisna od konteksta sekvence
tokom in vitro transkripcije [87]. Ovo nameće potrebu ne samo za rigoroznom kontrolom čistoće i kvantiteta
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RNK terapeutika već i kontrolom ugradnje modifikovanih nukleozida, zbog čega direktno sekvenciranje
RNK ima potencijal da postane ključna metoda za kontrolu kvaliteta RNK terapeutika [35].

Sekvenciranje na terenu 

Minijaturna veličina i prenosivost MinION aparata koji se napaja preko USB kabla, razvoj prenosivih aparata
za izolovanje DNK i pripemu biblioteke (VolTRAX kompanije ONT, aparati kompanije BentoLab), kompleti za
pripremu bibloteke za svega 10 minuta, pozivanje baza u realnom vremenu i vršenje drugih bioinformati-
čkih analiza bez internet konekcije omogućavaju sekvenciranje na terenu (eng. in field, point of care). Ova
aplikacija sekvenciranja kroz nanopore je od posebnog interesa kada je genomsku informaciju potrebno do-
biti u veoma kratkom vremenskom periodu, kada ne postoje adekvatni genomski resursi i kada je teško sa-
čuvati uzorke ili kultivisati mikroorganizme [88]. Tokom epidemije uzrokovane Ebola virusom 2015. godine
u Gvineji prvi put je pokazano da je sekvenciranjem kroz nanopore moguće uspostaviti genomsko pra-
ćenje epidemije u državi sa ograničenim resursima [89]. Rezultati su dobijani za manje od 24 sata, a samo
sekvenciranje trajalo je 15 do 30 minuta. Metoda je u kombinaciji sa LAMP izotermalnom amplifikacijom
nukleinskih kiselina (eng. loop-mediated isothermal amplification) primenjena tokom pandemije uzroko-
vane SARS-CoV2 virusom [90]. Među brojnim primerima primene na terenu vredno pomena je sekvencira-
nje urađeno u svemirskom brodu, što otvora potpuno nove mogućnosti astrobioloških istraživanja [91].
Zbog skraćenja vremena analize adaptivno uzorkovanje savršeno komplementira sekvenciranju na terenu.
Demonstrirana je klinička primena u dijagnostici retkih bolesti, uključujući i nerešene slučajeve primenom
standardnih genomskih metoda [92], kao i obogaćivanje malo zastupljenih vrsta u metagenomskim zajed-
nicama [93].Ipak, ono je zasada kompjuterski veoma zahtevno, čak i kada se radi na osnovu pozivanja baza
[94], a ne strujnih zapisa [51,52]. 

Zaključak

Od komercijalizacije tehnologija dugih očitavanja težnja je bila poboljšanje tačnosti i propusnosti sekven-
ciranja, kao i razvoj adekvatnih bioinformatičkih algoritama. Dostizanjem tačnosti >99,9% i proizvodnjom
aparata visoke propusnosti, SMRT i ONT tehnologije su sazrele. Dosadašnja primena u punom svetlu poka-
zuje njihov transformativan potencijal u sekvenciranju genoma i primeni u biomedicinskim istraživanjima
i istraživanjima biodiverziteta. Studije dokaza koncepta o njihovoj primeni u izučavanju transkriptoma i epi-
genoma ukazuju da nas u periodu koji sledi čeka dublje razumevanje složenosti, dinamičnosti i međuso-
bnog odnosa hromatina, transkripata i epigenetičkih oznaka RNK, sa mogućnošću dobijanja podataka o
kombinacijama varijabli jedinstvenih za pojedinačne molekule RNK, zatim o prostornoj distribuciji pojedi-
načnih RNK u jednoj ćeliji i dinamičnosti u odgovoru na signale koje primaju. Za očekivati je da pored una-
pređenja tehnologija i bioinformatičkih analiza, jednako važna težnja postane smanjenje troškova. Time bi
se poboljšala njihova dostupnost i ubrzalo dobijanje odgovora na nova pitanja koja se nameću kako bi se
razumela složenost bioloških sistema. 
Elektronsko sekvenciranje nukleinskih kiselina ima veliki potencijal za dalji razvoj. Kao alternativa protein-
skim nanoporama, razvijaju se i tehnologije zasnovane na čvrstim nanoporama (eng. solid-state nanopores)
koje imaju mogućnost optimizacije prečnika pora od nekoliko nm do nekoliko mm i već daju razultate u
polju identifikacije nukleinskih kiselina, proteina, virusa [95-97]. U odnosu na proteinske nanopore, čvrste
nanopore su robusnije, jeftinije i imaju veći potencijal za integraciju ogromnog broja pora u elektronskim
mikročipovima. Glavni tehnološki izazovi za detekciju pojedinačnih nukleotida pomoću čvrstih nanopora,
koji su pre dvadesetak godina stajali i pred proteinskim nanoporama, su kontrola velike brzine kretanja nu-
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kleinskih kiselina kroz samu poru, potreba za ultra-malim porama i ultra-tankim membranama. Pomaci se
postižu sa grafenskim nanoporama koje se smatraju perfektnim materijalom za DNK sekvenciranje jer imaju
debljinu od 0,35 nm koja je skoro uporediva sa rastojanjem između nukleotida u DNK [98]. Dalji progres u
elektronskom sekvenciranju nukleinskih kiselina sa svojom prenosivišću i mogućnošću sekvenciranja u ra-
sponu od pet redova veličina ima potencijal za svakodnevna, brza i rutinska sekvenciranja (epi)genoma,
(epi)transkriptoma i veštačkih nukleinskih kiselina kako u laboratorijama tako i na terenu. 
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Stereotipija B-ćelijskog receptora u hroničnoj limfocitnoj leukemiji

Teodora Karan-Đurašević
Institut za molekularnu genetiku i genetičko inženjerstvo Univerzitet u Beogradu, Beograd
Kontakt: dora_karan@yahoo.com

APSTRAKT

Opsežne imunogenetičke studije sprovedene tokom proteklih nekoliko decenija u oblasti hronične lim-
focitne leukemije (HLL) su identifikovale grupe pacijenata koji eksprimiraju visoko homologne, skoro iden-
tične imunoglobulinske molekule koji ulaze u sastav B-ćelijskog receptora (BĆR IG). Ovaj fenomen, nazvan
„BĆR stereotipija“, obuhvata oko 30% HLL i predstavlja najvažniju potvrdu uloge antigenske stimulacije u
patogenezi i evoluciji bolesti. Na osnovu sekvence CDR3 regiona teških lanaca IG definisani su stereotipni
subsetovi koji ispoljavaju konzistentne subset-specifične biološke i kliničke karakteristike. Neki od najza-
stupljenijih subsetova imaju i jasan prognostički značaj, tako da se čak mogu smatrati različitim varijantama
bolesti. Subklasifikacija HLL bazirana na BĆR stereotipiji je omogućila kompartmentalizovan pristup u istra-
živanju ove bolesti, i otvorila mogućnost za precizniju stratifikaciju pacijenata, kao i uspešniju prognostiku
i lečenje, uprkos izrazitoj kliničkoj heterogenosti HLL.

Ključne reči: hronična limfocitna leukemija, B-ćelijski receptor, stereotipija
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B-cell receptor stereotypy in chronic lymphocytic leukemia

Teodora Karan-Djurasevic
Institute of Molecular Genetics and Genetic Engineering, University of Belgrade, Belgrade 
Correspondence: dora_karan@yahoo.com

ABSTRACT

During the past several decades, extensive immunogenetic research of chronic lymphocytic leukemia
(CLL) led to the identification of groups of patients expressing highly homologous, almost identical B-cell
receptor immunoglobulin molecules (BCR IG). This phenomenon, termed „BCR stereotypy“, accounts for
around 30% of all CLL and represents the strongest evidence for the role of antigenic stimulation in CLL
pathogenesis and evolution. Based on the sequence of CDR3 region within IG heavy chains multiple ste-
reotyped subsets have been defined, which display consistent subset-specific biological and clinical cha-
racteristics. Some of the most frequent subsets also exert strong prognostic significance and can be
considered to be distinct disease variants. Stereotypy-based CLL subclassification enabled compartmen-
talized approach in the research of this disease, and offered the possibility of refining stratification of pa-
tients that can improve prognostication and clinical decision-making despite extreme heterogeneity of
CLL.

Key words: chronic lymphocytic leukemia, B-cell receptor, stereotypy
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Hronična limfocitna leukemija (HLL) je najčešći tip leukemije adultnog doba u Zapadnom svetu i ka-
rakteriše se klonskom ekspanzijom i akumulacijom zrelih CD5-pozitivnih B limfocita u krvi, kostnoj srži i se-
kundarnim limfnim organima. Najčešće se javlja u starijoj populaciji (medijana starosti je 72 godine pri
postavljanju dijagnoze), i to predominantno kod muškaraca [1]. HLL se odlikuje izrazito heterogenim klini-
čkim tokom i prognozom. Većina pacijenata ima indolentnu, sporo progredirajuću bolest koja, u ekstrem-
nim slučajevima, može da perzistira kao stabilna limfocitoza i nekoliko decenija bez pojave kliničkih
simptoma. Sa druge strane, kod nekih pacijenata se razvija veoma agresivna forma HLL, gde se progresija
bolesti i potreba za lečenjem javljaju ubrzo nakon postavljanja dijagnoze.

Intenzivna istraživanja HLL u poslednjih 30 godina su ukazala na to da je njena klinička heterogenost
rezultat kompleksnosti mehanizama uključenih u patobiologiju HLL ćelija. HLL se danas smatra prototipom
kancera čiji su inicijacija i progresija rezultat kombinovanog efekta intrinzičnih genetičkih abnormalnosti ma-
lignih B limfocita i ekstrinzičnih faktora iz tkivne mikrosredine, uključujući i antigene [2]. Tipičan neselekto-
vani  HLL genom obuhvata oko 2000 genetičkih promena u koje spadaju hromozomske aberacije, mutacije
protein-kodirajućih gena i nekodirajućih RNK, i epigenetičke modifikacije [3-6]. Najčešće hromozomske abe-
racije u HLL su delecija 13q14, trizomija 12q, delecija 11q22-q23 i delecija 17p13, prisutne kod oko 80%
pacijenata [1, 3]. Geni lokalizovani u okviru minimalno deletiranog/amplifikovanog regiona u ovim aberaci-
jama su miR-15a i miR16-1 (del13q), CDK4, GLI i MDM2 (trizomija 12), ATM i BIRC3 (del11q) i TP53 (del17p), i
uključeni su u regulaciju apoptoze i reparacije DNK [7-14]. Pored hromozomskih aberacija, u HLL je identi-
fikovano više od 40 rekurentno mutiranih gena. Ove rekurentne mutacije nisu homogeno rasprostranjene
po genomu, već pogađaju gene integrisane u relativno mali broj signalnih puteva i ćelijskih procesa. Tu
spadaju signalni putevi koji se pokreću medijatorima iz mikrosredine kao što su NOTCH (NOTCH1, FBXW7),
TLR (MYD88), MAPK/ERK (MAP2K1, BRAF, KRAS, NRAS) i NF-κB (BIRC3, NFKBIE, TRAF3), kao i unutarćelijski pro-
grami uključeni u kontrolu ćelijskog ciklusa i odgovor na oštećenja DNK (TP53, ATM, POT1, SAMHD1), hro-
matinske modifikacije (HIST1H1E, CHD2, ZMYM3), transkripciju (EGR2, IRF4, BCOR, MED12), obradu, transport
i ribozomalno procesovanje RNK (SF3B1, XPO1, RPS15) [4, 5, 15].

Iako su signalni putevi kojima se vrši transdukcija signala sa B-ćelijskog receptora (BĆR) retko pogođeni
somatskim mutacijama, ovi putevi su konstitutivno aktivni u HLL B limfocitima. Velika ekspanzija istraži-
vanja na polju imunogenetike HLL, koja se dogodila u poslednjih nekoliko decenija, dovela je do revolu-
cionarnih otkrića koja su ukazala na centralnu ulogu klon-specifičnog BĆR u patogenezi i evoluciji ove bolesti
[16-18]. Naime, brojni dokazi upućuju na to da je prepoznavanje određenih egzogenih ili autoantigena,
praćeno selekcijom specifičnog B-ćelijskog klona, ključan događaj u patofiziologiji HLL [17]. Sa kliničke tačke
gledišta, to je potvrđeno velikom terapeutskom efikasnošću inhibitora BĆR-signalizacije, odnosno malih
molekula antagonista kinaza asociranih sa BĆR (ibrutinib, idelalizib) [19-21].

STRUKTURA B-ĆELIJSKOG RECEPTORA I RAZVIĆE B LIMFOCITA

Diverzitet imunoglobulina

B-ćelijski receptor se eksprimira na površini B limfocita i sastoji se od molekula imunoglobulina (IG), koji
predstavlja antigen-vezujuću komponentu BĆR, u kompleksu sa CD79A/79B heterodimerom, odgovornim za
signalnu transdukciju. Signalizacija preko BĆR ima esencijalnu ulogu u preživljavanju, proliferaciji i diferenci-
jaciji normalnih B limfocita, a implicirana je i u patogenezi nekih maligniteta zrelih B ćelija, uključujući i HLL.
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Imunoglobulinski molekuli (antitela) su heterodimeri sastavljeni od dva identična teška (H) lanca i dva
identična laka (L) lanca (κ ili λ), povezana disulfidnim mostovima. Oba tipa lanaca sadrže N-terminalni vari-
jabilni (V) region i C-terminalni konstantni (C) region (Slika 1a). Jukstapozicijom varijabilnih regiona H i L
lanaca (VH i VL, respektivno) se formira antigen-vezujuće mesto, od čije strukture zavisi specifičnost i afinitet
IG molekula za antigen. Konstantni regioni nisu uključeni u prepoznavanje antigena. Konstantni region H
lanca (CH) definiše izotip imunoglobulina (IgA, IgD, IgE, IgG i IgM) i učestvuje u efektorskim funkcijama  an-
titela tokom imunog odgovora. Pored toga, CH region ukotvljava membranski vezane IG u plazma mem-
branu B ćelija. Varijabilni region svakog IG lanca se sastoji od četiri relativno konzervisana „framework”
regiona (FR1, FR2, FR3 i FR4) i tri hipervarijabilna „complementarity-determining” regiona (CDR1, CDR2 i
CDR3) (Slika 1b). FR regioni su odgovorni za održavanje arhitekture IG molekula, dok CDR regioni H i L lanaca
formiraju površinu koja direktno interaguje sa antigenom. CDR3 region H lanca (VH CDR3) ispoljava najveću
varijabilnost i predstavlja ključnu determinantu specifičnosti IG za antigen [22]. 

Imunoglobulinski molekuli su kodirani velikim brojem tandemski aranžiranih gena koji konstituišu IGH
genski lokus (teški lanci), IGK i IGL genski lokus (κ i λ laki lanci). Humani IGH lokus, lociran na hromozomu
14q32.33, sastoji se od četiri vrste gena: V („variable”), D („diversity”), J („joining”) i C („constant”), u 5’-3’
smeru. U humanom genomu prisutno je 38-46 funkcionalnih IGHV gena, grupisanih u 6-7 familija na os-
novu homologije, 23 funkcionalna IGHD gena, 6 funkcionalnih IGHJ gena i 9 funkcionalnih IGHC gena (Slika
2). Lokusi za lake lance ne sadrže D gene. Humani IGK lokus (hromozom 2p11.2) sadrži klaster od 34-38
funkcionalnih IGKV gena koji su svrstani u 5 familija, 5 IGKJ gena i jedan IGKC gen. Humani IGL lokus (hro-
mozom 22q11.2) se sastoji od 29-33 funkcionalna IGLV gena, grupisana u 10 familija, i 4-5 funkcionalnih
IGLJ-IGLC tandema [24]. Identifikovane su alelske varijante mnogih IG gena, a naročito gena koji pripadaju
IGH lokusu. Treba naglasiti da je ukupan broj gena u sva 3 lokusa mnogo veći od navedenog, zahvaljujući
prisustvu pseudogena i ORF-ova („open reading frame”). Pored toga, broj funkcionalnih gena u lokusu za-
visi od haplotipa, s obzirom da neki geni mogu biti deletirani ili insertovani. 

Varijabilni region IG molekula se formira tokom diferencijacije B limfocita putem somatskih rekombi-
nacija između V, D i J gena (teški lanac), odnosno V i J gena (laki lanac). Na IGH lokusu, koji se rearanžira pre
IGL lokusa, prvi rekombinacioni događaj dovodi do spajanja jednog od IGHD gena sa jednim od IGHJ gena,
a region između rearanžiranih gena biva deletiran. Dobijeni IGHD-IGHJ rearanžman se zatim rekombinuje
sa jednim od IGHV gena, formirajući tako kompletan IGHV-IGHD-IGHJ rearanžman koji će biti fuzionisan sa
IGHC genom (Cμ ili Cδ) tokom RNK splajsinga, i eksprimiran na površini ćelije kao IgM ili IgD. Produktivno re-
aranžiranje jednog IGH lokusa inhibira rearanžiranje IGH lokusa na drugom hromozomu (alelsko isključivanje),
čime se se obezbeđuje monospecifičnost B limfocita [26]. Međutim, ako je rearanžman jednog alela nepro-
duktivan, biće rekombinovan drugi alel, a u slučaju da rekombinacijom opet nastane neproduktivan re-
aranžman, ćelija će umreti apoptozom. Slični rekombinacioni procesi događaju se između V i J gena na
lokusima za lake lance. IGK lokus se rearanžira pre IGL lokusa; uspešna rekombinacija jednog IGK alela inhibira
rearanžiranje drugog (alelsko isključivanje), kao i rearanžiranje IGL lokusa (izotipsko isključivanje). U slučaju
neproduktivnog rearanžiranja jednog IGK lokusa dolazi do rekombinovanja drugog IGK alela a, ako je i ta
rekombinacija neuspešna, rearanžira se IGL lokus. I ponovo, ako ni jedan od pokušaja rekombinovanja ne
dovede do nastanka produktivnog rearanžmana, ćelija će biti podvrgnuta apoptozi.

Imajući u vidu broj gena na IG lokusima koji mogu da učestvuju u rekombinaciji, kao i nasumično spari-
vanje teških i lakih lanaca, jasno je da B limfociti mogu da produkuju ogroman broj različitih antitela („com-
binatorial diversity”). Međutim, realan broj kombinacija je manji od teoretskih  oko1,6 x 106, s obzirom na to
da se svi geni ne rekombinuju  istom frekvencijom, kao i na to da nisu svi IGH-IGL parovi funkcionalni. Pored
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toga, pokazano je da V(D)J rekombinacije nisu stohastički proces, već su determinisane genetičkim fak-
torima i precizno regulisane tokom ontogenije [27]. 

Diverzitet primarnog IG repertoara (repertoar naivnih B ćelija) se dalje povećava mehanizmom na-
zvanim „junctional diversity”. Naime, proces somatskih rekombinacija, katalizovan grupom enzima zajednički
nazvanim V(D)J rekombinaze, iako veoma precizan, uvodi varijabilnost na mestima spojeva V, (D) i J gena.
Rekombinacija je omogućena prisustvom konzervisanih rekombinacionih signalnih sekvenci (RSS) lociranih
na 3’ kraju V gena, 5’ kraju J gena i oba kraja D gena. RS sekvence, koje prepoznaju enzimi kodirani genima
RAG1 i RAG2 („recombination activating gene”), osiguravaju da V geni lakih lanaca mogu biti rekombinovani
isključivo sa J genima, dok na IGH lokusu IGHV geni mogu da se rearanžiraju samo sa IGHD genima, a IGHD
samo sa IGHJ genima. Tokom ovog procesa dešava se „trimovanje” krajeva gena koji se rekombinuju delo-
vanjem egzonukleaza, adicija kratkih palindromskih sekvenci, kao i insercija nasumičnih nukleotida (katali-
zovana terminalnom deoksinukleotidil transferazom, TdT) [28]. Nasumičnom delecijom i adicijom nukleotida
tokom IGHV-IGHD i IGHD-IGHJ ligacije formiraju se dva N regiona (N1 i N2) koji predstavljaju izvor ekstremne
varijabilnosti VH CDR3, lociranog na mestu VDJ spajanja („IGHV-IGHD-IGHJ junction“) (Slika 1b). Diverzitet VH
CDR3, kako po pitanju dužine, tako i po pitanju amino-kiselinske sekvence, rezultira u produkciji mnogo
šireg IG repertoara (do 1011 različitih IG) nego što bi bilo moguće samo na osnovu kombinovanja različitih
„germline“ gena.

Diverzifikacija antitela se nastavlja nakon susreta sa antigenom (sekundarni IG repertoar) putem so-
matskih hipermutacija i „class-switch“ rekombinacija, čime nastaju B limfociti sa ogromnim opsegom anti-
genskih specifičnosti (vidi sledeći odeljak).

Diferencijacija B limfocita

Diferencijacija B limfocita je višestepeni proces podeljen u dve faze: antigen-nezavisnu fazu, koja se
odvija u kostnoj srži (i fetalnoj jetri), i antigen-zavisnu fazu u sekundarnim limfnim organima.

Prvi stadijum u diferencijaciji B limfocita u kostnoj srži predstavlja rana pro-B ćelija, koju definiše poče-
tak IGHD-IGHJ rekombinacija. Spajanje IGHV gena sa IGHD-IGHJ rearanžmanom dešava se u stadijumu kasne
pro-B ćelije, i dovodi do transkripcije i sinteze µ teškog lanca, koji sadrži IGHV-IGHD-IGHJ kompleks vezan
za Cµ. µ teški lanac je pretežno citoplazmatski, ali može biti i asociran sa surogat lakim lancima i, u komple-
ksu sa CD79A/CD79B, prolazno eksprimiran na površini ćelije kao pre-BĆR. Nakon toga nastupa sledeći sta-
dijum diferencijacije, tzv. stadijum male pre B-ćelije, u kome se dešavaju rearanžmani lokusa za lake lance,
čime je omogućeno sparivanje prethodno sintetisanih µ teških lanaca sa IGK ili IGL, odnosno formiranje
IgM. Ekspresija površinski-vezanog IgM kao integralnog dela BĆR definiše stadijum nezrele B ćelije. U ovoj
fazi se eliminišu autoreaktivni B klonovi, ili se njihova specifičnost menja putem editovanja receptora ili za-
mene IGHV [29]. Nezreli B limfociti migriraju u slezinu gde postaju nezrele naivne  B ćelije. Kao rezultat al-
ternativnog splajsinga IGH transkripata, koji dovodi do fuzije IGHV-IGHD-IGHJ gena sa Cμ ili Cδ, ove ćelije
koeksprimiraju membranski-vezane IgM i Ig D sa istom antigenskom specifičnošću.

Naivni B limfociti su smešteni u sekundarnim limfnim organima (slezini, limfnim čvorovima i mukozal-
nim limfnim tkivima) gde dolazi do njihovog susreta sa različitim antigenima. Vezivanje BĆR za određeni
antigen pokreće signalnu kaskadu koja aktivira B ćeliju, što dovodi do proliferacije antigen-specifičnog klona
i, na kraju, do diferencijacije u plazma ćelije, koje sekretuju specifična antitela, i memorijske ćelije. U zavi-
snosti od učešća T limfocita u aktivaciji B ćelija, razlikuju se dva tipa odgovora na antigensku stimulaciju.
Bakterijski polisaharidi i lipopolisaharidi mogu direktno da aktiviraju B limfocite (T-nezavisan odgovor), što
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dovodi do brze produkcije IgM. Nasuprot tome, odgovor na proteinske antigene je T-zavisan i zahteva in-
terakciju B ćelija sa CD4+ T ćelijama i antigen-prezentujućim ćelijama. Nakon aktivacije posredovane T ćeli-
jama, proliferišući B limfociti migriraju dublje u limfni čvorić, formirajući strukturu pod nazivom „germinalni
centar“. U visoko specijalizovanoj mikrosredini germinalnih centara B ćelije počinju da proliferišu velikom br-
zinom, pri čemu podležu somatskim hipermutacijama i „class-switch“  rekombinacijama.

Proces somatskih hipermutacija (SHM), posredovan enzimom AID („activation-induced“ citidin deami-
naza), uvodi tačkaste mutacije u rearanžirane IG lokuse i to stopom koja je 106 puta veća od stope sponta-
nih mutacija drugih gena. SHM se uvode u varijabilne regione H i L lanaca, dok konstantni regioni nisu
zahvaćeni. SHM preferencijalno ciljaju specifična „vruća mesta“ (RGYW ili njemu inverzni WRCY motiv), tran-
zicije su češće od transverzija, i akumuliraju se kako u FR tako i u CDR regionima [30]. Mutacije koje dovode
do amino-kiselinske zamene („missense“ mutacije) su koncentrisane u CDR regionima, s obzirom da one
menjaju afinitet IG za antigen. S druge strane, one su retke u FR regionima jer bi tako mogle da naruše osno-
vnu arhitekturu IG molekula, i tu preovlađuju „silent“ mutacije. Proces SHM može da dovede i do uvođenja
malih insercija i delecija, ali je ovo redak događaj i njegov mehanizam je drugačiji od SHM posredovanih AID
enzimom.

Akumulacijom SHM nastaje klonalno potomstvo aktivirane B ćelije sa diverzifikovanim IG repertoarom
i, stoga, različitim afinitetom za antigen. Ove ćelije zatim podležu selekciji antigenom: B ćelije koje efikasno
prepoznaju antigen prezentovan od strane folikularnih dendritičnih ćelija primaju signale za preživljavanje,
putem aktivacije BĆR i kostimulacije T ćelijama, i nastavljaju da proliferišu, dok B ćelije koje ne vezuju anti-
gen ili ga vezuju niskim afinitetom umiru apoptozom. Višestruke runde proliferacije, SHM i selekcije dovode
do tzv. „afinitetnog sazrevanja“, odnosno produkcije B limfocita sa sve većom specifičnošću i afinitetom za
antigen. Uporedo sa afinitetnim sazrevanjem, odvijaju se „class-switch“  rekombinacije (takođe posredo-
vane AID) koje dovode do fuzije IGHV-IGHD-IGHJ rearanžmana sa nizvodnim C genom, što omogućava sin-
tezu drugih IG izotipova osim IgM i IgD, ali sa istom antigenskom specifičnošću [31]. Selektovane B ćelije na
kraju ovog procesa napuštaju germinalni centar i završavaju svoju diferencijaciju u visoko specifične plazma
ćelije i memorijske ćelije sa određenim efektorskim funkcijama.

SHM i „class-switch“  rekombinacije dalje povećavaju varijabilnost IG molekula i, u kombinaciji sa pret-
hodno opisanim mehanizmima „combinatorial” i „junctional” diverziteta, omogućavaju produkciju do 1012

različitih antitela [24]. Potencijal B limfocita da proizvedu tako ogroman repertoar IG ima, međutim, visoku
cenu, s obziroma da na putu diferencijacije dolazi do gubitka velikog broja ćelija. Naime, mehanizmi kojima
se kreira diverzitet IG mogu dovesti do formiranja neproduktivnih rearanžmana, usled rekombinacije ne-
funkcionalnih pseudogena, „out-of-frame” fuzija, nastanka stop kodona na mestima spajanja rekombino-
vanih gena, kao i uvođenjem stop kodona i „frameshift” mutacija tokom SHM. Pored toga, „missense“
mutacije indukovane procesom SHM mogu da poremete strukturu IG molekula ili da smanje njegov afini-
tet za antigen. Kao što je već napomenuto, B limfociti koji ne uspeju da formiraju produktivni rearanžman
H i L lanaca, te ne mogu da produkuju funkcionalna antitela, umiru apoptozom.

IMUNOGENETIKA HLL – RETROSPEKTIVA

Uloga BĆR u patogenezi HLL je dospela u prvi plan zahvaljujući studijama iz 1990-tih godina u kojima su
otkrivene restrikcije u genskom repertoaru IGHV-IGHD-IGHJ rearanžmana HLL B limfocita, odnosno preovlađi-
vanje određenih IGHV genskih familija (IGHV1>IGHV3> IGHV4) i IGHV gena (npr. IGHV1-69, IGHV3-7, IGHV4-34),
što je ukazalo na selekciju B progenitora koji eksprimiraju određeni BĆR [32-35]. Rezultati ovih pionirskih studija
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su inspirisali dalja istraživanja na polju imunogenetičke karakterizacije HLL, i ubrzo je otkriveno da veliki broj HLL
pacijenata eksprimira klon-specifični BĆR IG sa somatskim hipermutacijama, čime je opovrgnuto dotadašnje
shvatanje da je HLL malignitet antigen-naivnih B ćelija, i prvi put ukazano na učešće antigena u razvoju ove bo-
lesti. Pokazano je da se patern SHM razlikuje kako kvantitativno (broj), tako i kvalitativno (tip i distribucija) u za-
visnosti od IGHV gena u klon-specifičnom IGHV-IGHD-IGHJ rearanžmanu. Pored toga, odnos između broja
„missense“ i „silent“ SHM (visok u CDR regionima, a nizak u FR regionima) ukazao je na potrebu za održanjem
funkcionalnosti BĆR IG, odnosno na selekciju antigenom [35].

Sledeća velika prekretnica u izučavanju HLL dogodila se 1999. godine kada su dve istraživačke grupe,
nezavisno jedna od druge, došle do otkrića da se HLL pacijenti mogu podeliti u dve grupe sa različitim kli-
ničkim tokom i ishodom bolesti u zavisnosti od prisustva SHM u IGHV genu klon-specifičnog BĆR IG. Paci-
jenti sa značajnim SHM opterećenjem (<98% identičnosti između rearanžiranog i odgovarajućeg „germline“
IGHV gena; „mutirana HLL“, M-HLL) imaju blaži tok bolesti i povoljnu prognozu, nasuprot pacijentima sa vi-
sokim stepenom identičnosti (>98%; „nemutirana HLL“, N-HLL) koji imaju agresivnu formu bolesti i lošiju
prognozu [36, 37]. IGHV mutacioni status je do danas ostao najpouzdaniji prognostički marker u HLL, ne-
zavisan od kliničkog stadijuma i drugih biomarkera [38, 39]. Što je još važnije, to je i najstabilniji marker, koji
se može odrediti u bilo kom trenutku bolesti, čime se razlikuje od drugih prognostičkih i prediktivnih mar-
kera (uključujući i hromozomske aberacije) koji se menjaju tokom evolucije HLL [15, 40]. Ipak, treba nagla-
siti da binarna podela na M-HLL i N-HLL ne odslikava u potpunosti kliničku heterogenost HLL, s obzirom da
neki M-HLL pacijenti imaju stabilnu bolest bez potrebe za lečenjem, dok kod drugih ona ipak progredira u
agresivnu formu [41]. U novije vreme se pokazalo da je IGHV SHM status ujedno i značajan prediktivni mar-
ker. Naime, N-HLL pacijenti mnogo bolje odgovaraju na nove ciljane terapije (BĆR i Bcl2 inhibitori) nego na
hemoimunoterapiju koja je efikasna kod M-HLL pacijenata bez visoko rizičnih genetičkih lezija (TP53 i/ili
ATM aberacije) [1, 42-45]. Zato se danas određivanje ovog biomarkera smatra esencijalnim za donošenje
odluke o prvoj liniji terapije za sve HLL pacijente, kako u svakodnevnoj kliničkoj praksi, tako i u kliničkim
studijama [1].

Veliki interes za IGHV mutacioni status, i sa biološkog i sa kliničkog stanovišta, doveo je do nagle aku-
mulacije podataka o velikom broju HLL-specifičnih BĆR IG i pokrenuo detaljnije analize njihove moleku-
larne konfiguracije. Nekoliko godina nakon otkrića prognostičkog značaja IGHV SHM statusa primećeno je
da oko 50% HLL IGHV-IGHD-IGHJ rearanžmana koji sadrže IGHV3-21 gen imaju skoro identičan VH CDR3.
Štaviše, kod ovih pacijenata je detektovana i restrikcija u lakom lancu IG, pošto je on uvek bio kodiran IGLV3-
21 genom [46, 47]. Imajući u vidu da je verovatnoća da dva različita B-ćelijska klona eksprimiraju identičan
BĆR IG praktično zanemarljiva (oko10-12), bilo je jasno da nije u pitanju slučajnost, već da je verovatno reč o
selekciji datih B ćelija nekim zajedničkim antigenskim epitopom. Ubrzo zatim, nekoliko studija je pokazalo
da restrikcije u IGHV repertoaru i VH CDR3 amino-kiselinskoj kompoziciji nisu ograničene samo na sluča-
jeve sa IGHV3-21 genom, već da su odlika značajne frakcije HLL [48-52]. Ovi visoko homologni BĆR IG pri-
sutni kod nesrodnih i na druge načine nepovezanih HLL pacijenata su nazvani „stereotipnim BĆR“ [50].

STEREOTIPIJA B-ĆELIJSKIH RECEPTORA – KLASIFIKACIJA U STEREOTIPNE SUBSETOVE

Od otkrića BĆR stereotipije 2004. godine počelo je intenzivno proučavanje ovog fenomena. Kako su
studije postepeno obuhvatale sve veće kohorte HLL pacijenata,  progresivno je rastao i broj identifikovanih
različitih grupa pacijenata sa karakterističnim prototipskim BĆR IG (tzv. „stereotipni subsetovi“), kao i ukupna
frekvencija stereotipije [48-59] (Slika 3). Ova istraživanja su otvorila niz novih pitanja: 1) da li je stereotipija
prisutna samo u frakciji HLL, ili će obuhvatiti sve pacijente ukoliko se ispita dovoljno veliki broj slučajeva; 2)
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za HLL ili postoji i kod drugih B-ćelijskih maligniteta, i koji je njen biološki i klinički značaj.

Polazna tačka u definisanju sterotipnih subsetova bili su IGHV gen i kompozicija VH CDR3, s obzirom
na njihovu ulogu  u vezivanju antigena, a time i selekciji B ćelija. VH CDR3 je ključan za oblikovanju antigen-
vezujućeg mesta, tako da IG sa sličnom VH CDR3 amino-kiselinskom sekvencom imaju sličnu 3D strukturu
i specifičnost za antigen [22]. Zato je prvobitni set kriterijuma za klasifikovanje BĆR IG u isti stereotipni sub-
set podrazumevao: 1) prisustvo istih IGHV, IGHD i IGHJ gena; 2) upotrebu istog okvira čitanja IGHD gena, i 3)
identičnost VH CDR3 amino-kiselinske sekvence ≥60% [48, 50]. Ovaj inicijalni pristup je uskoro modifikovan,
jer je uočeno da su u nekim slučajevima IGH sa različitim IGHV genima imali isti VH CDR3 i IGL partnere. IGHV
geni su, u ovim slučajevima, uvek pripadali istom filogenetskom klanu i imali su homologne primarne se-
kvence s obzirom da potiču od zajedničkog ancestralnog gena [60, 61]. Tako je pokazano da sekvence IGHV-
IGHD-IGHJ rearanžmana mogu da klasteruju zajedno, odnosno da se svrstaju u isti subset, ako sadrže različiti
IGHV gen ali iz istog klana, iste IGHD i IGHJ gene, i ako imaju zajedničke amino-kiselinske motive u VH CDR3.
Tipičan primer je subset #1 koji se karakteriše prisustvom IGHD6-19 i IGHJ4 gena u kombinaciji sa više razli-
čitih  IGHV gena (IGHV1-2, IGHV1-3, IGHV1-8, IGHV1-18, IGHV5-10-1, IGHV5-51, IGHV7-4-1) koji svi pripadaju fi-
logenetskom klanu I [50, 53]. Slično je i sa subsetovima #12 (IGHV1-2 i IGHV1-46), #59 (IGHV1-58 i IGHV1-69)
i #77 (IGHV4-4 i IGHV4-59) [53, 54].

Sa porastom broja sekvenciranih HLL IGHV-IGHD-IGHJ rearanžmana pojavila se potreba za njihovom auto-
matizovanom analizom, i ubrzo su razvijeni specijalizovani bioinformatički alati koji su omogućili identifikaciju
i klasterovanje sličnih VH CDR3 sekvenci [56]. To je dovelo do uspostavljanja novog seta kriterijuma za definisa-
nje subsetova koji se i danas koristi, a podrazumeva da je za klasifikovanje rearanžmana u isti subset neopho-
dno: 1) prisustvo IGHV gena koji pripadaju istom filogenetskom klanu (I, II ili III); 2) identična dužina VH CDR3 i
prisustvo definisanih amino-kiselinskih motiva (identičnih amino-kiselina na kritičnim pozicijama u VH CDR3),
i 3) najmanje 50% identičnosti i 70% sličnosti amino-kiselinske sekvence VH CDR3 [56, 57]. Ovaj pristup je prvi
put primenjen u studiji  iz 2012. godine koja je obuhvatila do tada najveći broj HLL pacijenata, preko 7000 [57].
Na osnovu jedinstvenih VH CDR3 motiva, u ovoj studiji je identifikovano više stotina stereotipnih subsetova i oko
30% svih analiziranih IGHV-IGHD-IGHJ rearanžmana je klasifikovano u stereotipnu frakciju HLL. Većina identifi-
kovanih subsetova je sadržala samo po nekoliko slučajeva („minor“ subsetovi), dok je u 19 subsetova klastero-
valo po više od 20 IGHV-IGHD-IGHJ sekvenci i oni su nazvani „major“ stereotipnim subsetovima. „Major“ subsetovi
su u ovoj studiji obuhvatili 41% svih stereotipnih rearanžmana i 12,4% celokupne HLL kohorte. Slična metrika
se zadržala i u studiji iz 2017. godine, sprovedenoj na oko 20000 pacijenata, dok je donekle promenjena u naj-
novijoj studiji iz 2021. godine koja je obuhvatila oko 30000 slučajeva i u kojoj je čak 41% rearanžmana klasifi-
kovano u stereotipne subsetove [58, 59]. U ovoj, do sada najvećoj studiji, identifikovano je 10 novih „major“
subsetova, dok je 19 subsetova prethodno označenih kao „major“ zadržalo svoje relativne frekvencije; svi „major“
subsetovi su sadržali po minimum 60 slučajeva (0,2% kohorte). Na nivou celokupne kohorte „major“ subsetovi
su bili zastupljeni sa 13%, „minor“ sa 28%, dok je ostatak predstavljao heterogenu (nestereotipnu) frakciju (59%)
(Slika 4). Poređenje svih navedenih studija je pokazalo da, iako je sa porastom broja ispitivanih HLL pacijenata
rastao i broj subsetova, frekvencija stereotipije se nije povećavala proporcionalno veličini kohorte, već je dosti-
gla plato od oko30% pri kritičnoj veličini od oko 2500 slučajeva (Slika 3).

Analizirani su i odnosi između BĆR stereotipije i drugih imunogenetičkih karakteristika HLL, kao što
su IGHV genski repertoar i SHM status. Tako je pokazano da se IGHV repertoar stereotipne i heterogene frak-
cije HLL značajno razlikuju; rearanžmani sa IGHV1-69 i IGHV3-21 genom su češći u stereotipnoj HLL, rearan-
žmani sa IGHV3-23 u heterogenoj HLL, dok su rearanžmani sa IGHV4-34 genom zastupljeni sa sličnom
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učestalošću u ove dve frakcije [59]. Pored toga, primećeno da je udeo stereotipnih BĆR IG veći u N-HLL nego
u M-HLL, kao i da postoje značajne razlike u IGHV repertoaru i kompoziciji VH CDR3 stereotipnih subsetova
u ove dve pogrupe HLL. Na primer, rearanžmani klasifikovani u subsetove #3, #5, #6, #7 i #8 sadrže nemuti-
rane IGHV gene (IGHV1-69, IGHV1-2, IGHV4-39) i VH CDR3 sa dugačkim subset-specifičnim amino-kiselin-
skim motivima [41, 53, 57, 59]. S druge strane, stereotipni subsetovi u okviru M-HLL uglavnom sadrže gene
iz IGHV4 familije (IGHV4-34, IGHV4-59, IGHV4-4), a VH CDR3 motivi su definisani pomoću samo nekoliko amino-
kiselinskih ostataka. Pored toga, SHM profili ovih subsetova se značajno razlikuju, čak i među subsetovima
sa istim IGHV genom [53, 57, 59]. To je naročito upadljivo u slučaju subsetova #4, #16, #29 i #201 koji svi sa-
drže mutirani  IGHV4-34 a imaju različit spektar rekurentnih i subset-specifičnih SHM, što je verovatno odraz
različitog tipa antigenske stimulacije [58].

Kristalografske analize i in silico modelovanje klonotipskih BĆR IG pokazali su visok stepen sličnosti 3D
strukture BĆR IG koji pripadaju istom stereotipnom subsetu, što je još jedna potvrda da je klasterovanje na
osnovu homologije primarne sekvence IG opravdano [62-64]. Ove analize su ukazale i na sposobnost ho-
motipskih interakcija BĆR koji pripadaju određenim subsetovima. Na primer, specifični amino-kiselinski
motiv u VH CDR3 subseta #4 omogućava homotipsko prepoznavanje receptora, što dovodi do njihovog
kros-linkovanja na površini B limfocita i pokretanja unutarćelijske signalne kaskade (autonomna BĆR si-
gnalizacija) [63]. Homotipske interakcije su primećene i u subsetu #2, ali se u ovom slučaju ostvaruju putem
lakih lanaca IG, a za kontakt je ključna jedna point mutacija u IGLV3-21 genu [65].

U cilju ispitivanja tzv. „veza višeg reda“ između stereotipnih subsetova, u najnovijim studijama je razvi-
jen novi bioinformatički pristup kako bi se identifikovali klasteri sličnih subsetova [59, 66]. To je podrazu-
mevalo relaksiranje kriterijuma za definisanje subsetova, tako da su u isti klaster subsetova klasifikovani oni
sa IGHV genima iz istog filogenetskog klana, ali je bilo dozvoljeno da se dužina VH CDR3 i karakteristični
amino-kiselinski motiv razlikuju do dva amino-kiselinska ostatka. Na taj način je otkriveno da 156 različitih
„minor“ subsetova ispoljava visok stepen sličnosti sa 21 od ukupno 29 „major“ subsetova. Ovi „minor“ sub-
setovi su nazvani „satelitskim subsetovima“ i činili su oko 3% celokupne ispitivane HLL kohorte, odnosno
7,5% stereotipne frakcije [59] (Slika 4). 

Karakterističan primer „major“ subseta i njegovog satelita su subset #1 i subset #99 koji sadrže IGHV gene
iz filogenetskog klana I (familije IGHV1/5/7) i imaju slične VH CDR3 koji se razlikuju samo u dužini (13 amino-
kiselina u subsetu  #1 i 14 amino-kiselina u subsetu  #9) [59]. Drugi primer je subset #2, najveći stereotipni sub-
set (oko2,5% HLL), definisan  prisustvom IGHV3-21/IGLV3-21 genskog para, kratkim VH CDR3 (9 amino-kiselina)
i amino-kiselinom Asp ili Glu na poziciji 3 u okviru VH CDR3. Ovaj karakterističan amino-kiselinski ostatak je
prisutan u 8 satelitskih subsetova koji svi sadrže gene iz familije IGHV3 i imaju VH CDR3 dugačke 7-11 amino-
kiselina. Najveći od satelita je subset #169, koji inače spada u „major“ subsetove i čini 0,2% HLL, a sličan je sub-
setu #2 jer: 1) sadrži gen IGHV3-48 koji je 97% identičan genu IGHV3-21; 2) sadrži L lanac kodiran IGLV3-21
genom; 3) dužina VH CDR3 je 9 amino-kiselina, i 4) sadrži iste rekurentne SHM kao subset #2 [66]. Koklaste-
rovanje subsetova #2 i #169 je podržano i drugim sličnostima, kao što je visoka frekvencija SF3B1 mutacija
(45% u subsetu #2 i 43% u subsetu #169) u odnosu na generalnu HLL populaciju (5-8%), homotipske inte-
rakcije BĆR, visok nivo intraklonalne diverzifikacije i agresivni tok bolesti [59, 63, 66-69].

Na kraju, treba naglasiti da BĆR stereotipija nije ekskluzivitet HLL, već je detektovana i u drugim B-će-
lijskim limfomima, kao što su limfom „mantle“ ćelija i splenični limfom marginalne zone, ali sa značajno ma-
njom frekvencijom. Poređenje HLL stereotipova sa stereotipovima identifikovanim u navedenim limfomima
je pokazalo da među njima postoje fundamentalne razlike u dužini i amino-kiselinskoj sekvenci VH CDR3,
što ukazuje na to da su u patogenezu ovih bolesti uključeni različiti imunološki mehanizmi [70, 71].
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BIOLOŠKE KARAKTERISTIKE STEREOTIPNIH SUBSETOVA

Brojna istraživanja su pokazala da se stereotipija u HLL ne odnosi samo na klon-specifični BĆR IG, već da
slučajevi klasifikovani u isti stereotipni subset imaju i slične genetičke, epigenetičke i transkriptomske profile,
kao i da pokazuju sličan tip odgovora na stimulaciju BĆR i drugih receptora na površini B limfocita [58, 67-69,
72-81]. To implicira da je ekspresija stereotipnih BĆR na neki način spregnuta sa akvizicijom određenih bio-
loških karakteristika, verovatno kroz različite interakcije sa mikrosredinom i to u subset-specifičnom maniru
[67]. Kao rezultat ovih mehanizama, nasuprot velikoj heterogenosti HLL u celini stoji izrazita homogenost
stereotipnih subsetova, što naglašava potrebu za kompartmentalizovanim pristupom u istraživanju HLL.

U ovom odeljku će biti prikazane osnovne karakteristike četiri paradigmatična „major“ stereotipna sub-
seta ( #1, #2, #4 i #8) (Tabela 1).

Subset #�

Stereotipni subset #1 (Klan I IGHV/IGKV1(D)-39) obuhvata 2-2,5% HLL i odlikuje se karakterističnim
ekspresionim profilom određenih gena uključenih u regulaciju apoptoze, proliferacije, oksidativnih procesa
i BĆR signalnu transdukciju [57, 59]. To je uzrok rezistencije ćelija subseta #1 na apoptozu, kao i značajno veće
stope proliferacije nakon stimulacije BĆR u odnosu na druge subsetove [82]. Pored toga, ćelije subseta #1
se odlikuju i subset-specifičnom indukcijom ekspresije kostimulatornih molekula (CD25 i CD86) nakon sti-
mulacije TLR7 receptora [77, 80]. Diferencijalna genska ekspresija u odnosu na druge subsetove se odnosi i
na različite miRNA. Na primer, zapažena je značajno snižena ekspresija miRNA-101, koja spada u tzv. „epi-
miRNA“, grupu miRNA koje regulišu ekspresiju komponenti epigenetičke mašinerije [76]. miRNA-101 regu-
liše EZH2, enzimatsku subjedinicu PRC2 kompleksa koji dovodi do represije transkripcije putem metilacije
histona H3. Niska ekspresija miRNA-101 u HLL ćelijama subseta #1 dovodi do overekspresije EZH2, što je
povezano sa višom stopom proliferacije [76]. Subset 1# se karakteriše i većom zastupljenošću NOTCH1 mu-
tacija u odnosu na generalnu HLL populaciju (22% vs. 5-10%), kao i NFKBIE mutacija (15% vs. 7%) koje do-
vode do konstitutivne aktivacije NF-κB signalnog puta [2, 59, 67, 83].

Subset #�

Subset #2 (IGHV3-21/IGLV3-21), najveći stereotipni subset, obuhvata 2,5-3% generalne HLL populacije
i oko 5,5% HLL koja zahteva lečenje [57, 59, 84-86]. Oko 40% slučajeva koji se klasifikuju u subset #2 pripada
N-HLL, dok su 60% M-HLL pacijenti, koji imaju karakterističan patern rekurentnih SHM [47, 53, 54, 57, 87, 88].
Izrazito agresivan klinički tok bolesti, bez obzira na SHM status, je dugo bio enigma, s obzirom da su abera-
cije gena TP53 (mutacije i/ili delecije) retke u subsetu #2. Pored toga, nepovoljna prognoza nije mogla biti
objašnjena ni najčešćim citogenetičkim aberacijama u ovom subsetu, a to su del11q22-q23 i del13q14 [73,
85, 89]. Zato je veoma značajno bilo otkriće da su mutacije u kodirajućem regionu gena SF3B1, koji kodira
kritičnu komponentu splajsozoma, mnogo češće u subsetu #2 (45-50%) nego u generalnoj HLL populaciji
na dijagnozi, kao i u drugim agresivnim subsetovima (5-10%) [15, 59, 67-69, 90]. Iako uloga poremećene
funkcije splajsozoma u patogenezi HLL nije u potpunosti rasvetljena, primer subseta #2 je inspirisao mnoga
istraživanja čiji je cilj razvijanje terapija usmerenih na rekurentne SF3B1 mutacije [91].

Subset #�

Subset #4 (IGHV4-34/IGKV2-30) je najveći stereotipni subset u M-HLL, i obuhvata oko1% svih HLL pacije-
nata [57, 59]. Klonovi koji pripadaju subsetu #4 su genetički prilično monotoni, s obzirom da su rekurentne
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mutacije najčešće mutiranih gena izuzetno retke, a od hromozomskih aberacija je najčešća del13q, gene-
ralno asocirana sa povoljnom prognozom [59, 67, 72, 73, 85]. Nasuprot tome, imunogenetički gledano sub-
set #4 je izuzetno interesantan, s obzirom na sledeće karakteristike: 1) BĆR IG su IgG izotipa, što je u HLL
retko (najčešće su IgM); 2) IGHV4-34/IGKV2-30 je redak genski par; 3) VH CDR3 je dugačak i pozitivno nae-
lektrisan, što podseća na patogena anti-DNK antitela; 4) patern SHM je karakterističan za editovane auto-
reaktivne BĆR IG, i 5) prisutna je intenzivna intraklonalna diverzifikacija u smislu konstantnog uvođenja
SHM, što ukazuje na kontinuiranu interakciju sa antigenom [53, 54, 87, 92-97]. Na osnovu svih navedenih ka-
rakteristika, a imajući u vidu i indolentan tok bolesti kod pacijenata koji pripadaju subsetu #4, pretpostav-
ljeno je da se ćelije ovog subseta nalaze u stanju anergije u kome imaju usporen odgovor na stimulišuće
(auto)antigene [54, 87, 94, 96, 97]. Ova hipoteza se ispostavila ispravnom kada je pokazano da ćelije subseta
#4 ispoljavaju konstitutivnu aktivaciju ERK1/2 signalnog puta i nakon BĆR kros-linkovanja ne oslobađaju
Ca2+ i ne aktiviraju MAP signalnu kaskadu, što su sve osobine B-ćelijske anergije [79, 98].

Subset #�

Subset #8 (IGHV4-39/IGKV1(D)-39) pripada N-HLL podtipu i eksprimira BĆR IG gama izotipa [49, 59, 92].
Genetički profil ovog subseta se karakteriše visokom frekvencijom trizomije 12 (60%) i NOTCH1 mutacija
(34-62%) [67-69]. Interesantna odlika subseta #8 je njegova antigenska reaktivnost. Naime, testiranjem raz-
ličitih (auto)antigena je pokazano da monoklonska antitela (mAb) subseta #8 ispoljavaju široku polireak-
tivnost, što je u suprotnosti sa mAb drugih agresivnih subsetova (#1 i #2), čija je reaktivnost mnogo
restriktivnija [78]. Takođe je pokazano da promiskuitetna antigen-vezujuća specifičnost dovodi do snažne
aktivacije primarnih B ćelija subseta #8 nakon stimulacije antigenima [78]. Na osnovu navedenih rezultata
je pretpostavljeno da sposobnost ovih ćelija da odgovaraju na širok spektar stimulusa iz mikrosredine in-
dukuje njihovu konstantnu aktivaciju dovodeći do progresivne selekcije sve agresivnijih klonova, što bi
moglo biti objašnjenje za brzo napredovanje bolesti, kao i za povećan rizik od Rihterove transformacije
(transformacija HLL u agresivni limfom, najčešće difuzni B krupnoćelijski limfom) u ovom subsetu [99].

KLINIČKI ZNAČAJ STEREOTIPIJE B-ĆELIJSKIH RECEPTORA

Pored homogenosti po pitanju bioloških karakteristika, mnoge studije su pokazale da stereotipni sub-
setovi ispoljavaju konzistentne subset-specifične kliničke karakteristike, kao što su starost i pol pacijenata
klasifikovanih u određeni subset, tumorsko opterećenje na dijagnozi, evolucija i ishod bolesti. U fokusu ovih
studija su bili prvenstveno subsetovi #1, #2 i #4 s obzirom da su najbrojniji (#1 je najveći u N-HLL, #4 u M-
HLL, a  #2 je najveći  u celokupnoj HLL i sadrži i M-HLL i N-HLL pacijente) i, stoga, najbolje okarakterisani u
biološkom i kliničkom smislu [58, 85, 86, 99] (Tabela 1). Rezultati ovih istraživanja ne samo što su ukazali na
prognostički značaj BĆR stereotipije, već i na njen potencijal za mnogo precizniju subklasifikaciju HLL nego
što je to binarna podela na M-HLL i N-HLL na osnovu IGHV SHM statusa. Ilustrativan primer za ovo su sub-
setovi #4, #16, #29 i #201, koji svi eksprimiraju somatski hipermutiran IGHV4-34, ali imaju značajno različit
klinički tok [58].

Poređenjem kliniko-bioloških karakteristika stereotipnih subsetova se došlo do zaključka da se neki od
njih (subset #1, #2, #4 , #8) mogu posmatrati kao različiti homogeni entiteti u okviru heterogene HLL. Na pri-
mer, pacijenti klasifikovani u subset #4 su značajno mlađi od pacijenata subsetova #1 i #2 (medijana staro-
sti na dijagnozi je 55 vs. 65 godina) [85]. Što se tiče tumorskog opterećenja, >50% pacijenata u subsetu #2
se dijagnostikuje u uznapredovalim kliničkim stadijumima Bine B i C, iako većina pripada M-HLL podtipu, dok
je frekvencija Bine B i C stadijuma na dijagnozi u subsetu #4 samo 7% [85]. Subset #4 je asociran sa veoma
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indolentnim kliničkim tokom i medijalnim vremenom do prve terapije (eng. „time to first treatment“, TTFT)
od 11 godina, što je odraz još sporijeg napredovanja bolesti nego kod pacijenata sa del13q14 (medijana TTFT
je 6,7 godina) koji se smatraju prototipom indolentne HLL. Nasuprot tome, subsetovi #1 i #2 su asocirani sa
izuzetno agresivnom formom bolesti (medijana TTFT je 1,6 i 1,9 godina, respektivno), i prognoza je slična kao
u HLL sa aberacijama gena TP53. Treba naglasiti da su navedene asocijacije sa TTFT nezavisne od citogene-
tičkih aberacija, kao i od Bine stadijuma na dijagnozi [85].

Sa kliničkog stanovišta, posebno je interesantan slučaj stereotipnog subseta #2. Naime, ekspresija BĆR
IG sa genom IGHV3-21 je dugo vremena smatrana nepovoljnim prognostičkim markerom u HLL, ali je bilo
nejasno da li je loša prognoza povezana sa IGHV3-21 genom per se, ili uzrok leži u tome što većina ovih slu-
čajeva pripada subsetu #2 [51, 100, 101]. Tek nakon opsežnijih istraživanja na većim kohortama je poka-
zano da je pripadnost subsetu #2 nezavisan prognostički marker povezan sa agresivnom bolešću, odnosno
kraćim TTFT, TTNT (eng. „time to next treatment“, vreme do sledeće terapije), PFS (eng. „progression-free
survival“, vreme bez progresije bolesti) i OS (eng. „overall survival“, ukupno preživljavanje), i to bez obzira na
SHM status. S druge strane, kod pacijenata koji eksprimiraju BĆR IG sa IGHV3-21 genom ali ne pripadaju sub-
setu #2 tok bolesti jasno zavisi od SHM statusa, kao i u ostatku HLL [84, 86]. Pripadnost subsetu #2 se poka-
zala kao nepovoljan prognostički marker i kada su analizirani samo pacijenti u ranom kliničkom stadijumu
bolesti (Bine A). S obzirom da se danas kod najvećeg broj pacijenata dijagnoza postavlja upravo u ranoj fazi,
kada su bez simptoma i u tzv. „posmatraj i čekaj“ režimu praćenja, grupa ERIC („European Reasearch Initia-
tive on CLL“) je predložila da se uz analizu IGHV SHM statusa u kliničku praksu uvede i testiranje IGH sekvenci
pacijenata na pripadnost subsetu #2 [102].

Subset #8 je asociran sa agresivnom formom HLL, rekurentnim infekcijama, pojavom sekundarnih ma-
ligniteta, a karakteriše se i najvećim rizikom od Rihterove transformacije nezavisno od drugih prognostičkih
faktora [99]. Zanimljivo je i da ovaj subset obuhvata pretežno žene, što je u suprotnosti sa predominacijom
muškaraca u generalnoj HLL populaciji [49].

Nedavno otkriće satelitskih subsetova se u budućnosti takođe može ispostaviti klinički relevantnim, na
šta ukazuju primeri subseta #2 i njegovog satelita #169, kao i subseta #1 i njegovog satelita #99; subsetovi
u svakom od navedenih parova imaju sličan TTFT i OS [59, 66].

ZAKLJUČAK

Otkriće stereotipije B-ćelijskih receptora je unelo suštinske promene u razumevanje ontogenije i evo-
lucije HLL. Dok se ranije HLL smatrala leukemijom naivnih B ćelija, danas je jasno da je njena patogeneza re-
zultat složenih interakcija B limfocita sa mikrosredinom, a BĆR stereotipija predstavlja krunski dokaz da u tom
procesu ključnu ulogu ima prepoznavanje određenih antigena. Prognostički značaj stereotipije je višestruko
dokumentovan za nekoliko najvećih subsetova, i otvara mogućnost preciznije stratifikacije pacijenata kako
bi se prevazišla velika klinička heterogenost HLL. Pored toga, pojavila se i ideja da se BĆR stereotipija isko-
risti za razvoj novih terapijskih strategija. Naime, u najnovijim studijama je ispitivana imunogenost VH CDR3
regiona subsetova #1 i #2 in vivo. Pokazano je da imunizacija Eµ-TCL1 miševa stereotipnim VH CDR3 pepti-
dima pre transplantacije odgovarajućih HLL ćelija dovodi do sporijeg razvoja bolesti i dužeg preživljavanja,
što ukazuje na mogućnost da se stereotipne VH CDR3 sekvence iskoriste za dizajniranje subset-specifičnih
vakcina [103, 104]. 

Iako BĆR stereotipija ima potencijal da postane veoma značajan prognostički i prediktivni marker u
HLL, treba imati u vidu da je to relevantno samo za trećinu ukupnog broja  pacijenata. Ipak, dalja istraživa-
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nja stereotipije će doprineti ne samo boljoj karakterizaciji stereotipnih subsetova, već i boljem razumeva-
nju biologije nestereotipne frakcije HLL. 
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Izrada ovog rada je omogućena zahvaljujući projektu Ministarstva prosvete, nauke i tehnološkog razvoja
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Slika �. Shematski prikaz imunoglobulinskog molekula. (a) IG molekul se sastoji od dva identična teška (H) lanca i dva identična laka (L) lanca. H i L lanci sadrže va-
rijabilni region (VH i VL, respektivno) i konstantni region (CH i CL, respektivno). VH region je kodiran rearanžiranim IGHV, IGHD i IGHJ genima, a VL region rearanžiranim
IGK(L)V i IGK(L)J genima. (b) VH region sadrži 4 FR regiona (VH FR1-4) i 3 hipervarijabilna CDR regiona (VH CDR1-3). VH FR1-3, VH CDR1 i VH CDR2 su u potpunosti kodi-
rani IGHV genom, a VH FR4 IGHJ genom. VH CDR3 je pozicioniran na mestu spajanja IGHV, IGHD i IGHJ gena („IGHV-IGHD-IGHJ junction“), i obuhvata amino-kiseline koje
se nalaze između konzervisanog cisteina (kodon104) u VH FR3 i konzervisanog triptofana (kodon 118) u VH FR4 [23]. N1 i N2 regioni se formiraju nasumičnom adicijom
i delecijom nukleotida tokom IGHV-IGHD i IGHD-IGHJ rekombinacije. (Preuzeto iz [38])
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Slika �. Frekvencija BĆR stereotipije. U studijama sprovedenim u periodu od 2004. do 2021. godine detektovan je porast relativne frekvencije BĆR stereotipije sa po-
većanjem analiziranih HLL kohorti. Frekvencija je dostigla plato od oko 30% pri kritičnoj veličini kohorte od oko 2500 pacijenata [48, 50, 53-59]. Leva ordinata – relativna
frekvencija stereotipne frakcije u datoj studiji; desna ordinata -  broj HLL pacijenata analiziranih u datoj studiji.

Slika �. Shematski prikaz humanog IGH lokusa. Humani IGH lokus sadrži 38-46 funkcionalnih IGHV gena, 23 funkcionalna IGHD gena, 6 funkcionalnih IGHJ gena i 9
funkcionalnih IGHC gena. Nomenklatura IGHV gena: prvi broj u nazivu gena označava pripadnost određenoj IGHV familiji, sledi povlaka a zatim broj koji označava pozi-
ciju datog gena u lokusu, u 3’-5’ smeru. IGHD i IGHJ geni se numerišu u suprotnom smeru (5’-3’) [25]. Prikazani su samo funkcionalni geni; rastojanja između gena nisu u
razmeri. (Preuzeto iz [38])
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Slika �. Arhitektura BĆR stereotipije u HLL. Oko 41% HLL pacijenata eksprimira stereotipne BĆR IG, dok preostalih 59% (heterogeni BĆR IG) ne može biti klasifiko-
vano ni u jedan stereotipni subset. Stereotipna frakcija HLL se sastoji od 29 „major“ subsetova, koji obuhvataju oko 13% HLL, i velikog broja „minor“ subsetova (28%
HLL). U „minor“ subsetove spada 156  „satelitskih subsetova“ (3% HLL) koji imaju veliku imunogenetičku sličnost sa 21 od 29 „major“ subsetova. Prikazani su rezultati
studije Agatangelidisa i saradnika koja je obuhvatila 29856 HLL pacijenata [59].

Tabela �. (Imuno)genetičke i kliničke karakteristike najvećih „major“ stereotipnih subsetova u HLL. * broj amino-kiselina u VH CDR3; ** x predstavlja bilo koju
amino-kiselinu na datoj poziciji; uglaste zagrade predstavljaju jednu amino-kiselinsku poziciju, i bilo koja od amino-kiselina u zagradi može da se nađe na toj poziciji.
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Sadašnjost i budućnost primene sekvenciranja nove generacije 
za retke bolesti

Maja Stojiljković i Jovana Komazec
Institut za molekularnu genetiku i genetičko inženjerstvo, Univerzitet u Beogradu
Kontakt: maja.stojiljkovic@imgge.bg.ac.rs

Apstrakt

Svaka bolest čija je učestalost manja od 1 u 2000 ljudi definiše se kao retka bolest. Iz tog razloga, broj ret-
kih bolesti je veliki. Do sada je opisano preko 6000 različitih retkih bolesti. Preko 80% retkih bolesti ima ge-
netičku osnovu i to je razlog zašto su znanja iz molekularne biologije od neprocenjivog značaja za
istraživanje molekularne osnove retkih bolesti, postavljanje tačne dijagnoze i razvoj inovativnih terapeu-
tika. Cilj ovog rada je da objasni važnost otkrivanja molekularno-genetičke osnove retkih bolesti i da pri-
kaže desetogodišnje iskustvo primene sekvenciranja nove generacije u Srbiji (2014.-2023.) u tu svrhu. U
prethodnom periodu za istraživanje retkih bolesti korišćeni su sekvenciranje kliničkog egzoma, sekvenci-
ranje kompletnog egzoma i sekvenciranje kompletnog genoma. Takođe, date su i perspektive za buduć-
nost gde će genomika biti kompletirana tehnologijom sekvenciranja dugačkih fragmenata i
komplementirana upotrebom transkriptomike, proteomike, metabolomike i drugih „omika“.

Ključne reči: retke bolesti, sekvenciranje nove generacije, sekvenciranje kliničkog egzoma, sekvenciranje
kompletnog egzoma, sekvenciranje kompletnog genoma, genetičke varijante
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Present and future of next-generation sequencing application 
for rare diseases

Maja Stojiljković and Jovana Komazec
Institute of Molecular Genetics and Genetic Engineering, University of Belgrade
Correspondence: maja.stojiljkovic@imgge.bg.ac.rs

Abstract

Any disease found in less than 1 person out of 2000 people is defined as a rare disease. For this reason, the
number of rare diseases is high. Over 6,000 different rare diseases have been described so far. More than
80% of rare diseases have a genetic basis, and this is the reason why knowledge of molecular biology is in-
valuable for research into the molecular basis of rare diseases, establishing an accurate diagnosis and de-
veloping innovative therapeutics. The aim of this paper is to explain the importance of discovering the
molecular genetic basis of rare diseases and to present the ten-year experience of applying new genera-
tion sequencing in Serbia (2014-2023) for this purpose. During this period, clinical exome sequencing,
complete exome sequencing and complete genome sequencing were used for research of rare diseases.
In the future, it is expected that genomics, which until now was based mainly on the technology of short-
read fragments, will be broaden with the long-reads sequencing technology, and complemented by the
use of transcriptomics, proteomics, metabolomics and other omics.

Keywords: rare diseases, next generation sequencing, clinical exome sequencing, whole exome sequen-
cing, whole genome sequencing, genetic variants
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Retke bolesti i važnost postavljanja dijagnoze

Svaka bolest čija je učestalost manja od 1 u 2000 ljudi definiše se kao retka bolest. Iz tog razloga, broj
retkih bolesti je veliki. Do sada je opisano preko 6000 različitih retkih bolesti i taj broj se iz godine u godinu
povećava [1]. Povećanje broja opisanih retkih bolesti ne znači da je došlo do nastanka novih retkih bolesti,
već da su nova znanja iz medicine, kao i razvoj preciznijih dijagnostičkih metoda omogućili bolju stratifika-
ciju već opisanih bolesti kao i dijagnostiku onih bolesti za koje prethodno nije bilo moguće uspostaviti di-
jagnozu.

Velika većina tih međusobno različitih bolesti, koje se samo na osnovu svoje učestalosti svrstavaju u
retke, ipak imaju nešto zajedničko. Smatra se da oko 80% retkih bolesti ima monogensku genetičku osnovu.
To je upravo i razlog zašto su znanja iz molekularne genetike od neprocenjivog značaja za istraživanje mo-
lekularne osnove retkih bolesti, postavljanje tačne dijagnoze i identifikaciju novih meta koje će poslužiti
kao osnov za razvoj inovativnih terapeutika.

Pojedinačne retke bolesti su retke, ali su oboleli od retkih bolesti brojni. Broj obolelih od retkih bolesti
u Evropi se procenjuje na 30 miliona, a u celom svetu na 330 miliona [2]. Procenjuje se da 6-8% populacije
u toku života razvije neku retku bolest. Na osnovu takvih procena, smatra se da bi u Srbiji moglo biti regi-
strovano izeđu 300 000 i 500 000 osoba sa nekom retkom bolešću (Slika 1).

Međutim, previše često se dešava da se do dijagnoze retke bolesti dolazi nakon dugog niza godina,
mnogobrojnih poseta lekarima i brojnih dijagnostičkih pregleda. Ovaj proces koji se naziva i „dijagnostička
odiseja“ zavisi od specifičnosti fenotipa i uzrasta pacijenta, kao i dostupnosti dijagnostičkih metoda i ekspe-
rata. Zato je glavni cilj Internacionalnog konzorcijuma za istraživanje retkih bolesti (eng. International Rare
Diseases Research Consortium, IRDiRC) da se svim ljudima koji žive sa nekom retkom bolešću omogući tačna
dijagnoza, nega i postojeća terapija pre nego što se navrši godinu dana od kako su prvi put posetili lekara
[3]. Ujedinjene Nacije su u decembru 2021. godine usvojile rezoluciju u kojoj prepoznaju značaj problema
osoba obolelih od retkih bolesti uz poruku da „niko ne sme biti zaboravljen“ [4]. U decembru 2022. godine
završen je prvi nacionalni Program za retke bolesti koji je kao prioritet stavio poboljšanje dijagnostike i le-
čenja za sve osobe sa naslednim retkim bolestima (Sl. glasnik RS, broj 30/18) [5]. Prema podacima iz ovog Pro-
grama, u Srbiji svega 10.3% osoba sa retkom bolešću dobije tačnu dijagnozu u toku prve godine od pojave
prvih simptoma, 19.6% u toku prve 3 godine, dok čak 70.1% osoba na dijagnozu čeka duže od 3 godine ili
je nikada ne dobije. Prema tim podacima, prosečno vreme do postavljanja dijagnoze retke bolesti u Srbiji
iznosi 7 godina. Ovo vreme je duže od vremena koje je za postavljanje dijagnoze retke bolesti potrebno u
zemljama Evropske Unije, a koje prema podacima Eurordis-a (eng. EURORDIS-Rare Diseases Europe, EUROR-
DIS) iznosi 4.1 godinu [6].

Najtačnija dijagnoza genetičkih retkih bolesti se postavlja genetičkim testiranjem. Međutim, dugi niz go-
dina je primena genetičkog testiranja u dijagnostičke svrhe bila sputana malim kapacitetom Sangerovog
DNK sekvenciranja, kao i visokim troškovima ove metode. Testiranje je u praksi rađeno za one monogenske
bolesti za koje se na osnovu kliničkih manifestacija i/ili biohemijskih i drugih testova mogao odabrati ciljani
genetički test, ciljana analiza jednog gena ili najčešćih genetičkih varijanti primenom Sangerovog DNK se-
kvenciranja i metoda baziranih na PCR-u. 

Primer bolesti za koju je na osnovu biohemijskog testiranja sa velikom verovatnoćom moguće odrediti
gen-uzročnik je fenilketonurija [7]. Za fenilketonuriju je u većini razvijenih zemalja, počevši od 60-tih go-
dina prošlog veka, uspostavljen novorođenački skrining koji se bazira na biohemijskom određivanju nivoa
fenilalanina u krvi novorođenčeta, a u Srbiji se ovaj skrining sprovodi od 1983. godine [8–10]. Kod 98% beba
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kod kojih se na novorođenačkom biohemijskom skriningu utvrdi hiperfenilalaninemija, genetičkim testira-
njem će biti pronađene patogene genetičke varijante u genu za fenilalanin hidroksilazu. Međutim, u 2%
slučajeva ispitanici bi ostajali bez dijagnoze, jer sem defekta enzima fenilalanin hidroksilaze, do hiperfeni-
lalaninemije dovode i defekti u enzimima odgovornim za biosintezu (GTP cklohidrolaza I i 6-piruvoil-
tetrahidropterin sintaza) i regeneraciju (pterin-4a-karbinolamin dehidrogenaza 1 i dihidropteridin reduktaza)
tetrahidrobiopterina, kofaktora fenilalanin hidroksilaze [11]. U takvim slučajevima bilo bi neophodno raditi
dodatne biohemijske testove (ukoliko su oni uopšte dostupni u određnoj zemlji) ili sprovoditi genetičko te-
stiranje dodatnih gena (GCH1, QDPR, PCBD1 i PTS), sve dok se ne detektuju uzročne genetičke varijante. Ovo
je primer da čak i u slučajevima u kojima je proces testiranja jasan i jednoznačan, mali broj pacijenata bi
ipak prolazio kroz dijagnostičku odiseju. Mnogo veći problem i duže traganje za tačnom dijagnozom prati
one bolesti za koje ne postoje specifični biohemijski ili drugi testovi koji bi opredelili ciljano genetičko te-
stiranje, zatim bolesti koje imaju heterogenu genetičku osnovu, bolesti kod kojih postoji fenotipsko pre-
klapanje, kao i bolesti kod kojih se prvo javljaju nespecifični simptomi na osnovu kojih se ne može odabrati
odgovarajući genetički test.

Sem toga, iako je za monogenske bolesti karakteristično da varijante u jednom određenom genu do-
vode do određene bolesti, situacija je u nekim slučajevima kompleksnija. Na primer, u slučaju propionske
acidemije koja je uzrokovana deficijencijom dimernog enzima propionil-CoA karboksilaze, uzrok bolesti
treba tražiti u jednom od dva gena (PCCA i PCCB) sa kojih se sintetišu 2 enzimske subjedinice [12]. Situacija
u kojoj su dva ili više gena odgovorni za određeni fenotip označava se kao genetička heterogenost. Nasu-
prot tome, čak u preko 30% bolesti koje su registrovane na OMIM-u (eng. Online Mendelian Inheritance in
Man, OMIM), različite genetičke varijante koje se nalaze u različitim regionima istog gena mogu biti pove-
zane sa različitim bolestima/stanjima i to prateći različite tipove nasleđivanja [13]. Primer za to su varijante
u LMNA genu koje su povezane sa 11 fenotipova sa preklapajućim karakteristikama (fenotipska heteroge-
nost) [14].

Sekvenciranje nove generacije

Masovno paralelno sekvenciranje ili takozvano sekvenciranje nove generacije (eng. Next generation se-
quencing, NGS) je u potpunosti transformisalo dijagnostiku retkih bolesti. Zahvaljujući velikom kapacitetu
ove metode, kao i smanjenju troškova, moguće je istovremeno sekvenciranje velikog broja gena i time skra-
ćivanje vremena do postavljanja tačne dijagnoze. U zavisnosti od potreba, koriste se različiti genski paneli,
kao i sekvenciranje kompletnog egzoma (eng. Whole egzome sequencing, WES) ili sekvenciranje celog ge-
noma (eng. Whole genome sequencing, WGS). Jedan od najčešće korišćenih, komercijalno dostupnih panela
je onaj koji uključuje 4813 klinički relevantnih gena, poznat pod nazivom „klinički egzom“ (TruSight One
Gene Panel, Illumina). Dok se primenom sekvenciranja kliničkog egzoma identifikuje oko 10 000 genetičkih
varijanti koje su različite u odnosu na humani referentni genom, sekvenciranjem kompletnog egzoma se
identifikuje oko 500 000, a sekvenciranjem kompletnog genoma preko 3,2 miliona genetičkih varijanti. Zbog
kompleksnosti interpretacije velikog broja varijanti, sekvenciranje kliničkog egzoma i kompletnog egzoma
su i dalje opcije koje se koriste u rutinskoj dijagnostici, dok je sekvenciranje kompletnog genoma rezervi-
sano za slučajeve koji metodama manjeg opsega nisu bili uspešno rešeni.

S obzirom na to da je genomika veoma dinamično polje u kome se neprekidno poboljšavaju bioinfor-
matički algoritmi, a baze podataka pune novim podacima, veoma je važno vršiti periodičnu re-analizu po-
dataka dobijenih masivnim paralelnim sekvenciranjem, pogotovu u slučaju pojave novih specifičnih
simptoma kod obolele osobe [15].
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Desetogodišnje iskustvo primene sekvenciranja nove generacije u Srbiji (�0��.-�0��.)

U Srbiji je sekvencianje nove generacije u svrhu istraživanja i otkrivanja molekularno-genetičke osnove
kod pacijenata obolelih od retkih bolesti otpočelo 2014. godine, i to primenom panela za klinički egzom. Se-
kvenciranje kliničkog egzoma izvršeno je kod preko 1500 bolesnika kod kojih je postojala sumnja da bolest
ima genetičku osnovu. Sekvence kodirajućih egzona i egzon-intron granica 4813 klinički relevantnih gena
su dobijene korišćenjem TruSight One panela i upoređene sa sekvencom referentnog humanog genoma
(hg19) kao što je prethodno opisano [16–19]. Ova analiza isključuje detekciju varijanti u promotorskim i in-
tronskim regionima, detekciju velikih delecija i duplikacija tj. detekciju varijacija u broju ponovaka (eng.
Copy number variation, CNV), kao i detekciju ekspanzije kratkih i dugačkih tandemskih ponovaka. Bioinfor-
matički fajlovi (FASTQ, BAM i VCF) se generišu na samoj mašini (MiSeq, NextSeq 550, NextSeq 2000, Illu-
mina). Prilikom interpretacije bioinformatičkih fajlova, koristi se softwer za anotaciju i prioritizaciju
detektovanih varijanti (npr. Variant Interpreter, Illumina). S obzirom na to da se traži uzrok retke bolesti,
tokom analize se odbacuju genetičke varijante koje su u bazama podataka zdravih punoletnih ispitanika
(GnomAD i 1000 Genomes, itd) prisutne sa učestalošću većom od 1%. Preostale retke varijante se dalje ana-
liziraju uzimajući u obzir njihov efekat na protein, kao i odgovarajući model nasleđivanja za svaki gen. Ge-
netičke varijante od interesa se na osnovu in silico, in vitro i in vivo dokaza klasifikuju prema pravilima
Američkog koledža za medicinsku genetiku i genomiku i Udruženja za molekularnu patologiju (eng. Ame-
rican College of Medical Genetics and Genomics and the Association for Molecular Pathology, ACMG) kao pa-
togene, verovatno patogene, varijante neodređenog značaja, verovatno benigne i benigne varijante [20].
Varijante neodređenog značaja (eng. Variants of uncertain significance, VUS) za koje ne postoji dovoljno do-
kaza da budu klasifikovane kao patogene / verovatno patogene ili benigne / verovatno benigne se dalje
klasifikuju prema verovatnoći da u budućnosti budu klasifikovane kao patogene [21]. Praksa koja je trenu-
tno ustaljena je da se patogene, verovatno patogene, i varijante neodređenog značaja koje imaju verovat-
noću >50% da u budućnosti budu okarakterisane kao patogene mogu smatrati varijantama uzročnicima
bolesti, dok se VUS varijante sa <50% kao i verovatno benigne i benigne varijante ne mogu smatrati uzroč-
nicima bolesti.

Osim naučne literature, osnovni resursi koji olakšavaju povezivanje gena sa kliničkim manifestacijama
bolesti su OMIM i ORPHANET [1,13]. U ovim otvorenim bazama nalaze se podaci o načinu nasleđivanja, kao
i pregled detalja kliničkih manifestacija za svaku bolest. Dodatni značaj ORPHANET-a je što je razvio no-
menklaturu i enciklopediju koja uključuje sve opisane retke bolesti i koja je u tom aspektu bogatija i de-
taljnija od trenutno važeće Međunarodne Klasifikacije Bolesti, MKB-11 (eng. International classification of
diseases 11th Revision, ICD-11) [22]. Sem ova dva resursa, Ontologija ljudskog fenotipa (eng. Human Pheno-
type Ontology, HPO) je koristan resurs za sistematizaciju i univerzalno korišćenje termina koji se odnose na
opis fenotipskih karakteristika [23].

Dok je tačna sekvenca referentnog humanog genoma neophodna za identifikaciju i pravilnu anotaciju
svih varijanti u analiziranom uzorku, baze podataka koje sadrže podatke o učestalosti varijanti kod zdravih
osoba (1000 Genome Project, GnomAD exome, GnomAD genome) su ključne kako bi se izdvojile retke va-
rijante, one varijante čija je učestalost manja od 1% u zdravoj populaciji [24,25].

Ogroman značaj za pravilnu funkcionalnu interpretaciju retkih varijanti imaju baze podataka koje sa-
kupljaju informacije o fenotipskom efektu varijanti (ClinVar, LOVD i druge) [26,27]. Ove baze su dragoceni
otvoreni resursi, jer omogućavaju da se dokazi o identifikaciji iste varijante kod obolelih osoba, ma gde na
svetu da se nalaze, prikupljaju na jednom centralnom mestu. Još jedna značajna ali komercijalna baza po-
dataka je „Human Gene Mutation Database” (HGMD) koja sadrži informacije o publikacijama u kojima je ge-
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netička varijanta opisana, bilo da se radi o kohortama pacijenata, pojedinačnim prikazima slučaja ili fun-
cionalnim in vitro studijama [28]. Sličnu ulogu ima i Mastermind pretraživač koji je osmišljen da olakša pre-
traživanje literature koja sadrži genetičke podatke [29].

Postoji veliki broj in silico kompjuterskih programa koji olakšavaju predikciju efekta tačkastih varijanti
koje dovode do aminokiselinske zamene, kao i varijanti koje dovode do nepravilnog iskrajanja introna
(CADD, GERP, Mutation Assessor, MutPred2, PolyPhen-2, REVEL, SIFT, i druge) [30–36]. Sem toga, korisni su
i alati u kojima se procenjuje konzerviranost aminokiselinske sekvence poređenjem različitih vrsta kičme-
njaka (npr. Clustal Omega) [37]. Takođe, trodimenzionalni modeli proteina koji nose aminokiselinsku za-
menu ili malu deleciju/inserciju mogu se napraviti korišćenjem AlphaFold algoritma, Phyre2 web portala ili
Swiss-Pdb Viewer-a [38–40]. Ovi alati zahtevaju da se šifra za određeni protein nađe u proteinskim bazama
podataka kako bi se teorijski proteinski model (po mogućstvu humani) upotrebio za dalje modeliranje i pre-
dikciju efekta varijante. Na ovaj način moguće je vizuelizovati promenu u strukturi polipeptidnog lanca
(uspostavljanje ili ukidanje vodoničnih veza, posttranslacionih modifikacija, itd.) [12,41].

Izuzetno važan i koristan dokaz kojim se utvrđuje efekat genetičke varijante na protein dobija se iz raz-
ličitih in vitro eseja u kojima se određuju stabilnost proteina, sklonost ka degradaciji, rezidualna enzimska
aktivnost kao i potencijal da se na defekt utiče upotrebom farmakoloških šaperona [12,42,43].

Uzevši sve u obzir, može se zaključiti da su važni faktori koji utiču na postizanje visokog stepena de-
tekcije varijanti pažljiva interpretacija svake varijante u kontekstu kliničkog fenotipa pacijenta i uzimanje u
obzir svih dostupnih podataka iz literatura kako bi i geni koji su nedavno povezani sa određenim fenoti-
pom bili uzeti u obzir. Sem toga, pokazano je da se istovremenom analizom deteta i oba roditelja (trijada) i
do deset puta smanjuje broj genetičkih varijanti koje treba interpretirati [44] i duplira dijagnostička efikas-
nost u odnosu na situaciju u kojoj se genetička analiza radi samo za dete [45]. Ukoliko ne postoji mogućnost
istovremene analize deteta i oba roditelja, naknadna segregaciona analiza kojom se utvrđuje da li je varijanta
kod deteta nastala de novo, ili da li se dve varijante identifikovane kod deteta nalaze na različitim hromo-
zomima, takođe ima veliki značaj za finalnu potvrdu dijagnoze.

Od 2022, u Srbiji je otpočela i primena sekvenciranja kompletnog egzoma i kompletnog genoma u
svrhu genotipizacije pacijenata obolelih od retkih bolesti. Vremenom, kako cena kompletnog egzoma bude
opadala, a bioinformatički alati za analizu budu dostupniji, očekivano je da će analiza kliničkog egzoma u
potpunosti biti zamenjena analizom kompletnog egzoma i kompletnog genoma.

Perspektive za budućnost

Sekvenciranje nove generacije je tehnologija koja napreduje izuzetno brzo. Na tržištu su dostupne plat-
forme koje funkcionišu po različitim principima (Illumina, BGI Genomics, Oxford Nanopore Technologies, Pa-
cific Biosciencies) [46–49], konstantno se uvode novi instrumenti sa povećanim kapacitetom i kvalitetom,
kao i hemija koja će imati bolje performanse i biti pogodnija za transport i rad u raznovrsnim uslovima. Sve
ove promene dovode do potrebe laboratorija da se konstantno prilagođavaju novim uslovima kako bi za-
držale visok kvalitet analize i obezbedile visoku senzitivnost i specifičnost dobijenih rezultata. Preduslov za
visoku senzitivnost (minimalizovanje lažno negativnih rezultata) je potpuna i uniformna pokrivenost svih re-
giona koji se sekvenciraju, bilo da se radi o panelu gena, egzomu ili genomu. Potrebno je da svaki nukleo-
tid bude sekvenciran, i to najmanje 20 puta. Problem su visoko repetitivni, kao i GC bogati regioni koji su
tradicionalno komplikovani za sekvenciranje. Visoka specifičnost (minimalizovanje lažno pozitivnih rezultata)
zavisi od preciznosti procesa amplifikacije DNK i veća je kada se ne koristi PCR amplifikacija. Specifični pro-
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blemi prate i identifikaciju insercija i delecija, identifikaciju tačkastih varijanti u regionima bogatim ponov-
cima ili u regionima koji imaju nisku pokrivenost [50]. Takođe, tačna identifikacija varijanti u genima za koje
postoje visoko homologni pseudogeni takođe predstavlja izazov za bioinformatičku analizu.

Sekvenciranje kompletnog egzoma je superiornija analiza u odnosu na klinički egzom jer podrazumeva
analizu svih, a ne samo klinički relevantnih gena. Sem toga, velika prednost kompletnog egzoma u odnosu
na klinički egzom je mogućnost detekcije CNV [51,52]. Analiza CNV se pre svega preporučuje u slučaju ne-
urorazvojnih oboljenja i/ili multiplih kongenitalnih anomalija, kao i za fetuse sa strukturnim anomalijama pri-
mećenim u toku ultrazvučnih pregleda [53]. Većina CNV su retke i jedinstvene što komplikuje razumevanje
njihovog efekta na razvoj bolesti. Nedavno su date preporuke koje imaju za cilj da omoguće konzistentnu
i pravilnu interpretaciju CNV [53].

Ograničenja koja su inherentna sekvenciranju kompletnog egzoma, ne-uniformna pokrivenost svih eg-
zona, GC bogatih regiona, posledica su specifičnosti proba koje se koriste za izdvajanje protein-kodirajućih
regiona [54]. Sekvenciranje kompletnog genoma nema ova ograničenja, pa se postiže uniformna pokrive-
nost svih euhromatskih regiona što otvara velike mogućnosti. Zahvaljujući tome što se vrši analiza i neko-
dirajućih regiona, moguće je identifikovati duboke intronske varijante, varijante u promotorima i drugim
regulatornim elementima gena koje mogu biti uzročnici ili modifikatori bolesti. Sem toga, uniforma pokri-
venost omogućava identifikaciju varijanti u kodirajućim regionima koji nisu adekvatno pokriveni egzom-
skom analizom, ali i strukturnih varijanti (delecije, duplikacije, insercije, inverzije, translokacije i drugi
kompleksni rearanžmani veličine preko 50bp) [55], i kratkih tandemskih ponovaka (eng. Short tandem re-
peats, STR) dugih 1-6 bp i ponovljenih veći broj puta [56]. Ekspanzija kratkih tandemskih ponovaka je uzrok
nekih retkih bolesti (Fragilni X sindrom, Fridrihova ataksija, Hantingtonova bolest, amiotofična lateralna
skleroza, itd.), pa mogućnost da se ekspanzije kratkih tandemskih ponovaka detektuju NGS metodama omo-
gućava da ne moraju da se rade dodatne komplementarne metode kao što je mikroerej [57]. Upravo zbog
mogućnosti da se različiti tipovi varijanti (tačkaste varijante, male insercije/delecije, velike insercije/dele-
cije, ekspanzije ponovaka i strukturne varijante) koje se nalaze u različitim regionima (protein-kodirajućim
i nekodirajućim) detektuju jednim jedinstvenim genetičkim testom, sekvenciranje kompletnog genoma je
omogućilo postavljanje dijagnoze kod pacijenata kod kojih je sekvenciranje kompletnog egzoma bilo ne-
uspešno [58]. Međutim, zbog i dalje visokih troškova sekvenciranja kompletnog genoma, količine poda-
taka koju treba analizirati (preko 3,2 miliona varijanti), količine podataka koju treba skladištiti, kao i
nedovoljne razvijenosti bioinformatičkih alata za prioritizaciju velikog broja varijanti, sekvenciranje kom-
pletnog genoma u ovom momentu nije spremno da postane rutinska dijagnostička metoda. Jedan od kon-
kretnih problema za širu primenu sekvenciranja kompletnog genoma je interpretacija efekta varijanti u
nekodirajućim regionima, kao i velikih kompleksnih varijanti [59], drugim rečima mogućnost da se proceni
efekat detektovanih varijanti na nastajanje određenog fenotipa.

Iako je veoma moćna metoda, sekvenciranjem kompletnog genoma koje se bazira na sekvenciranju
kratkih fragmenata DNK (eng. Short-read sequencing), nije moguće identifikovati velike kompleksne struk-
turne varijanate i ekspanzije dugih tandemskih ponovaka (eng. Long tandem repeats, LTR) [60]. Ovo ograni-
čenje je posledica toga što se prilikom bioinformatičke obrade, fragmenti dužine 100-300bp moraju svrstati
na određeno mesto u genomu pa velike strukturne varijante i ekspanzije dugih ponovaka ne mogu biti pre-
poznate. Varijante ovog tipa mogu se detektovati jedino sekvenciranjem koje je bazirano na sekvenciranju
dugačkih fragmenata (eng. Long-read sequencing) kod kojih je svrstavanje fragmenata na određeno mesto
u genomu umnogome olakšano velikom dužinom fragmenata. Takođe, na ovaj način moguće je precizno
odrediti tačke prekida kod kompleksnih rearanžmana. Prvu platformu za sekvenciranje dugačkih fragmenata
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razvio je Oxford Nanopore Technologies [61], a zatim su usledili Pacific Bioisciencies [62], a od nedavno i Illu-
mina. Već su opisani brojni slučajevi otkrivanja molekularno-genetičke osnove genetičke retke bolesti kod
pacijenata kod kojih su sve prethodne metode sekvenciranja bile neuspešne [63].

Sem sekvenciranja DNK, sekvenciranje iRNK (kodirajući transkriptom), ima značajnu ulogu u otkrivanju
molekularne osnove retkih bolesti kod pacijenata kod kojih su sekvenciranje egzoma/genoma bili neinfor-
mativni [64]. Fresard i saradnici su prijavili da sekvenciranje kompletne kodirajuće iRNK podiže dijagnosti-
čku uspešnost za i do 34% ukazujući da bi ovu vrstu analize trebalo uraditi kao komplementarnu metodu
ukoliko predhodno urađeni egzom/genom nisu doveli do postavljanja dijagnoze [65,66]. Međutim, u slučaju
sekvenciranja iRNK mora se uzeti u obzir da nisu sve iRNK eksprimirane u svim tkivima, niti su eksprimirane
sve u svakom trenutku. To predstavlja otežavajuću okolnost jer može da zahteva biopsiju određenih tkiva
(mišića, jetre itd.).

Podaci koji se dobijaju sekvenciranjem iRNK mogu se analizirati na više načina, a to su diferencijalna ana-
liza ekspresije, analiza nepravilnog iskrajanja introna, alel-specifična ekspresija i analiza strukturnih varijanti
[67]. Sem toga, sekvenciranje iRNK primenom sekvenciranja dugačkih fragmenata uvodi novu dimenziju, a
to je detekcija različitih izoformi, kao i produkata genskih fuzija [68]. Mogućnost identifikacije različitih izo-
formi je posebno važna kod kompleksnih gena i genskih familija.

Pored transkriptomike, i druge tehnologije, kao što su epigenomika, proteomika ili metabolomika,
mogu da obezbede komplementarne podatke sekvenciranju egzoma/genoma i tako doprinesu postavlja-
nju dijagnoze retke bolesti ili razjašnjavanju molekularnih mehanizama njenog nastanka. Kombinovanje
podataka dobijenih primenom različitih „omika“, omogućava bolje razumevanje efekta pojedinačnih vari-
janti na ekspresiju ili metilaciju gena, na proteinske mreže ili metabolizam tkiva. Koja od navedenih „omika“
će komplementirati neiformativno DNK sekvenciranje zavisiće na prvom mestu od fenotipa pacijenta. Za
neke retke bolesti (npr. Rubinstein-Taybi) jedini način za postavljanje dijagnoze je analiza metilacionog pro-
fila [69]. Kod urođenih bolesti metabolizma, metabolomika može imati ključnu ulogu za razumevanje me-
hanizma bolesti, pogotovo kada je genetička varijanta detektovana u genu čija uloga nije dovoljno istražena
[70]. Proteomika daje direktnu informaciju o deficijenciji proteina, bilo da se radi o njegovoj sintezi, njego-
voj stabilnosti, ili povećanoj podložnosti degradaciji. Proteomska analiza ukazuje na proteinsku mrežu koja
je pogođena i u čijem je centru aberantni protein. U nekim slučajevim rezultati dobijeni iz različitih „omika“
mogu da ukažu na defekt koji nije identifikovan prethodnim sekvenciranjem egzoma/genoma, i da se tek
ponovnom reanalizom/re-sekvenciranjem dobije potvrda postojanja genetičke varijante u odgovarajućem
genu, varijante koja prvobitnom analizom nije bila detektovana usled greške ili metodološkog ograničenja
[71].

Zaključak

Razvoj tehničkih mogućnosti će i u budućnosti pomerati granice identifikacije genetičkih varijanti koje
su uzročnici monogenskih bolesti. Detekcija varijante koja je uzročnik bolesti je neprocenjiva za obolelu
osobu i njenu porodicu. Međutim saznanje koja genetička varijanta dovodi do bolesti je najčešče nedo-
voljno za potpuno razumevanje molekularne patofiziologije bolesti. Neophodno je ići u dalja istraživanja i
utvrditi promene u ćelijskim procesima na nivou RNK, proteina i metabolita. Takva detaljna istraživanja su
ključna za potpuno razumevanje molekularnih karakteristika bolesti. Nova znanja o genetičkom uzroku bo-
lesti, kao i procesima koji su poremećeni u okviru ćelije su neophodna baza za razvoj novih ideja koje će kroz
translaciona istraživanja dovesti do inovativnih lekova i ultimativno omogućiti lečenje retkih bolesti.
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Napomena: Ovaj rad je podržan projektom Ministarstva nauke, tehnološkog razvoja i inovacija Repu-
blike Srbije (451-03-47/2023-01/ 200042). Rad je rezultat naučne aktivnosti Centra za genetičku dijagno-
stiku retkih bolesti IMGGI.
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Slika 1. Pregled osnovnih podataka o retkim bolestima
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Uloga vazopresinskog sistema paraventrikularnog jedra 
u razvoju hipertenzije

Bojana Stevanović, Nina Japundžić-Žigon
Institut za Farmakologiju, Kliničku Farmakologiju i Toksikologiju, Medicinski Fakultet, 
Univerzitet u Beogradu 
Kontakt: bojana.stevanovic@stomf.bg.ac.rs

Apstrakt

Vazopresin ili antidiuretički hormon je peptidni molekul koji na vrlo složen način utiče na kardivovaskularnu
i osmotsku homeostazu. Glavni izvori vazopresina su supraoptičko i paraventrikularno jedro hipotalamusa.
Paraventrikularno jedro je ključna centralna stuktura u neuralnoj i endokrinoj regulaciji krvnog pritiska. Sa-
stoji se od dve funkcionalne celine – neuroendokrine (sekretorne) i autonomne, koje su integralno
povezane u modulaciji kardiovaskularnog odgovora na  različite fiziološke zahteve. Neuroendokrini ma-
gnocelularni neuroni sintetišu i oslobađaju vazopresin u cirkulaciju, gde vazopresin ispoljava svoje hormo-
nsko dejstvo. Jedan deo sintetisanog vazopresina oslobađa se i lokalno, unutar samog jedra, delujući kao
neurotrasmiter/neuromodulator i utičući na signalizaciju okolnih neurona. Manja grupacija parvocelu-
larnih neurona učestvuje u sekretornom odgovoru paraventrikularnog jedra na različite stresore, menja-
jujući aktivnost hipotalamo-hipofizno-nadbubrežne osovine. Autonomni deo paraventrikularnog jedra
dire-ktno ili indirektno reguliše simpatičku aktivnost usmerenu ka kardiorenalnom sistemu.  Brojne studije
na životinjama i ljudima ukazuju na važnu vezu između nivoa sinteze vazopresina i nastanka hipertenzije.
Različiti molekularno-biološki pristupi korišćeni su za procenu i izučavanje uticaja promene ekspresije i
strukture centralnih i perifernih vazopresinskih receptora na krvni pritisak. Budući da je hipertenzija obo-
ljenje sa izraženom incidencom u humanoj populaciji i da povećava rizik od razvoja kardiovaskularnih
komplikacija visokog mortaliteta, od presudnog je značaja pronaći uzrok njenog nastanka. Rasvetljivanje
mehanizama kojima vazopresinski sistem doprinosi genezi hipertenzije imalo bi veliki biomedicinski značaj
i omogućilo bi razvoj antihipertenzivnih lekova nove generacije veće efikasnosti.

Ključne reči: vazopresin, vazopresinki receptori, paraventrikularno jedro, hipertenzija
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The role of paraventricular nucleus vasopressin system 
in development of hypertension

Bojana Stevanović, Nina Japundžić-Žigon
Institute of Pharmacology, Clinical Pharmacology and Toxicology, Faculty of Medicine, 
University of Belgrade, Belgrade
Correspondence: bojana.stevanovic@stomf.bg.ac.rs

Abstract

Vasopressin or antidiuretic hormone is a peptide molecule that regulates osmotic and cardiovascular
homeostasis in a complex manner. The main sources of vasopressin are the supraoptic and paraventricu-
lar nucleus of the hypothalamus. Paraventricular nucleus is the pivotal central structure involved in neu-
ral and endocrine regulation of blood pressure. It is composed of two functionally separate compartments
– neuroendocrine (secretory) and autonomic, which integratively modulate cardiovascular response ac-
cording to various physiological demands. Neuroendocrine magnocellular neurons are responsible for va-
sopressin synthesis and its secretion into the bloodstream, where vasopressin exerts hormonal effects.
Some portion of synthesized vasopressin is released locally within the nucleus itself, acting as neuro-
transmitter/neuromodulator and altering signalization of the surrounding neurons. Small amount of par-
vocellular neurons is involved in secretory response of the paraventricular nucleus to various stressors,
changing the activity of hypothalamo-hypophyseal-adrenal axis. Autonomic part of the paraventricular nu-
cleus directly or indirectly regulates the sympathetic charge toward the cardiorenal system. Numerous
animal and human experimental studies indicate the important connection between vasopressin levels
and the development of hypertension. Various genetic approaches have been used to determine and
study the influence of expressional and structural changes in central and peripheral vasopressin receptors
on blood pressure. Since hypertension shows high incidence in the human population and increases a
risk for high mortality cardiovascular complications, it is essential to understand what causes it. Elucidat-
ing the mechanism behind vasopressin contribution to generate hypertension would have a significant
biomedical impact and it would ensure the development of new generation antihypertensive drugs with
increased efficacy.

Key word: vasopressin, vasopressin receptors, paraventricular nucleus, hypertension
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HIPERTENZIJA I NJENA ETIOLOGIJA

Hipertenzija je bolest nepoznate etiologije, koju karakteriše hronično povećanje vrednosti  sistolnog
(>140 mmHg) i dijastolnog (>90 mmHg) krvnog pritiska  [1–3]. Do porasta krvnog pritiska dolazi usled
hipertrofije mišićnog dela zida arteriola, što za posledicu ima   suženje lumena arteriola. Sveukupno, ovakve
strukturne promene rezultuju smanjenjem priliva krvi u tkiva i organe, kulminirajući njihovim oštećenjem
[1].  Prema zvaničnim podacima Svetske zdravstvene organizacije, hipertenziju odlikuje visoka incidenca u
humanoj populaciji [4]. Statistički proračuni su u pogledu eradikacije ovog oboljenja nepovoljni i ukazuju
da će do 2025. godine hipertenzija biti dijagnostikovana kod više od 1, 56 milijardi ljudi širom sveta [4,5]. Di-
jagnoza hronično povećanog krvnog pritiska najčešće se postavlja tek nakon pojave prvih komplikacija sa
visokom stopom mortalilteta, poput infarkta miokarda i mozga. Otuda se neretko se za hipertenziju kaže da
je „tihi ubica” [2,6]. Uzimajući u obzir da postojeća terapija ima ograničenu efikasnost (svega 45%) i vrlo često
zahteva upotrebu većeg broja lekova, presudno je pojasniti patofiziološke mehanizme koji stoje u osnovi
razvoja hipertenzije [7–9] . 

Različiti faktori rizika, takozvani “hipertenziogeni faktori” dovode se u vezu sa porastom krvnog pritiska
[2]. Prisustvo gojaznosti, insulinske rezistencije, izloženost stresu i povećani unos soli kod osoba osetljivih
na so, visoko korelira sa razvitkom hipertenzije [10,11]. Većina ovih faktora ima zbirni efekat - njihovo nado-
davanje daje lošiju kliničku prognozu [2].  Iako je uzrok nastanka varijacija u pritisku nepoznat, studije sprove-
dene na bliskim srodnicima i brojnim animalnim modelima ukazuju na snažnu genetsku podlogu razvoja
hipertenzije [12,13]. S obzirom na činjenicu da je veliki broj regulatornih mehanizama uključen u kontrolu
krvnog pritiska,  identifikovani su mnogi geni kandidati, čije mutacije imaju za posledicu njegovo povećanje
[14]. Osim genetske predispozicije, nastanak hipertenzije je u velikoj meri i neurogene prirode [15].
Naglašena aktivnost simpatičkog nervnog sistema pod uticajem različitih vidova centralne signalizacije,
takođe uzrokuje nastanak ovog oboljenja [16]. Jedan od takvih fiziloških sistema, koji objedinjuje  nasledne
i neurogene aspekte kontole krvnog pritiska je vazopresinski sistem paraventrikularnog jedra [17,18]. 

VAZOPRESIN - MOLEKULARNA PRIRODA I MEHANIZAM DEJSTVA

Brojni etiološki podaci iz literature upućuju na izraženo učešće vazopresina (VP) u nastanku hipertenzi-
je [13,19]. Ovakav nalaz nije neočekivan, ukoliko se uzme u obzir fiziološko dejstvo VP-a i njegova ključna
uloga u očuvanju osmotske i kardiovaskularne homeostaze [20]. VP je peptidni hormon, sačinjen od devet
aminokiselina i kodiran genom koji se nalazi na hromozomu 20 [1].

Svoje biološko dejstvo ispoljava aktiviranjem posebnih vazopresinskih receptora koji pripadaju velikoj
familiji receptora spregnutih sa G-proteinom. Postoje tri tipa vazopresinskih receptora (VR):  V1aR, V1bR i V2
[21]. Ovi receptori poseduju sedam transmembranskih domena i odlikuju ih drugačiji farmakološki profili.
Put aktivacije unutarćelijskih sekundarnih glasnika se razlikuje među vazopresinkim receptorima i šematski
je prikazan na Slici �. V1aR i V1bR dele nishodnu signalnu kaskadu vezujući svoje ligande na ćelijskoj površini.
Oba tipa receptora spregnuta su sa Gq proteinskom subjedinicom, koja katalizuje izmenu guanozin difosfata
(GDP) u guanozin trifosfat (GTP), regrutujući fosfolipazu C na ćelijsku membranu. Ovako aktivirana fospolipaza
hidrolizuje fosfadiliinozitol-4,5-bisfosfat (PIP2), vodeći stvaranju diaciglicerola (DAG) i inozitol-3,4,5-
trifosfata (IP3) i posledičnom povećanju unutaćelijskog kalcijum [21]. Aktivacija V1aR i V1bR praćena je brzom
fo-sforilizacijom i desenzitizacijom [22]. Signal pokrenut aktivacijom V2R razlikuje se od prethodno opisanog
niza događaja. Kada se VP veže za V2R na membrani ćelije, Gs proteinska subjedinica pokreće put sinteze
cikli-čnog adenozin monofosfata (cAMP), aktivacijom enzima adenilat ciklaze. Ceo proces dovodi do prelaska
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enzima protein kinaze u aktivnu formu, koja je odgovorna za fosforilaciju proteina akvaporina 2 (AQP-2) i nje-
govu ugradnju u luminalnu membranu tubularnog epitela sabirnih kanalića bubrega [20,21] (Slika �).

Vazopresinki receptori su široko rasprostranjeni u organizmu  i shodno tome učestvuju u regulaciji broj-
nih procesa [23]. Distribucija i aktivnost vazopresinskih receptora zavise od nekoliko faktora. Pre svega, V1aR
i  V2R su skloni alosteričkim interakcijama formirajući homo- i hetero-dimere sa različitim receptorima
(V1aR/V2R, V1aR/angiotenzinski receptor tipa 1-AT1, V1bR/receptor kortikotropin oslobađajućeg hormona-
CRHR) [21]. Dalje, vazopresinski receptori podležu strukturnim promenama, usled mutacija i tačkastih
polimorfizama (SNP) koji se javljaju u njihovim genima, dajući nove fenotipove koji vode u različita oboljenja.
Čak i diskretne mutacione promene u promotoru gena za receptore ili bilo kojoj komponenti transkripcione
mašinerije, mogu dovesti do redistribucije receptora u mozgu, što za posledicu ima promene u ponašanju
i neuroendokrinim karakteristikama. Na primer, SNP-ovi u promotorskom regionu gena za VP dovode se u
vezu sa prekomernom ekspresijom VP-a u paraventrikularnom jedru i pojavom anksioznosti i depresije kod
pacova [24]. X-vezane mutacije u V2R udružene su sa urođenim nefrogenim dijabetesom insipidusom  i
nemogućnošću koncentrovanja urina [25]. Gustina receptora na površini ćelije je dinamična i menja se u ra-
zličitim fiziološkim miljeima, kao posledica promene genske ekspresije i internalizacije receptora [24]. Stimu-
lacija receptora dovodi do fosforilacije i endocitoze posredovane β-arestinom i klatrinom [26–29]. Nakon
internalizacije, VR mogu podleći degradaciji (česta kod V2R-a) ili se reciklirati  (V1aR, V1bR), što utiče na
gustinu receptora u ćelijskoj membrani [22,30].  Degradacija V2R odigrava se u endozomsko-lizozomskom
sistemu, vodeći smanjenju količine proteina [31]. Ipak, ovo ne mora biti zavšetak receptorske funkcije. Re-
ceptori mogu napustiti sistem kasnog endozoma/ lizozoma i ugraditii se u ćelijsku membranu [32]. Uočeno
je da se V1aR efikasno recikliraju, dok se V1bR pretežno zadržavaju u citoplazmi (sekvestracija) [22,30].

PARAVENTRIKULARNO JEDRO - VAZOPRESINSKI CENTAR

Paraventrikularno jedro hipotalamusa je ključna struktura centralnog nervnog sistema sa istaknutnim
učešćem u održanju kardiovaskularne homeostaze. Bez obzira na njegove male dimezije (zauzima svega
1% mozga kičmenjaka), paraventrikularno jedro je visokointegrisana efektorska struktura [33]. Prostire se bi-
lateralno u nivou treće moždane komore i na mikroskopskim preparatima se uočava u vidu karakteristične
forme leptira [34] (Slika �). 

Na osnovu morfoloških karakteristika u paraventrikularnom jedru se zapažaju  dva tipa neurona: krupni-
ji magnocelularni (MCN) i sitniji parvocelularni neuroni (PCN). Ove ćeije organizovane su u tri magnocelu-
larne regije (anteriorna, posteriorna i medijalna) i pet parvocelularnih oblasti (dorzalno, lateralno, medijalno,
periventrikularno i anteriorno subjedro) [33,35]. MCN i neki PCN imaju sekretorni potencijal i medijatori su
neuroendokrine funkcije paraventrikularnog jedra. Nasuprot tome većina PCN ima ulogu u autonomnoj
kadriovaskularnoj regulaciji, budući da direktno ili indirektno mogu menjati periferni simpatički tonus [36–38].
Narušavanje ravnoteže između neroendokrine i autonomne funkcionalne celine dovodi do razvoja pa-
toloških stanja poput hipertenzije [39].

Neuroendokrini deo paraventrikularnog jedra

U paraventrikularnom jedru sintetiše se preko 30 različitih neurotransmitera/neuromodulatora. Ipak,
ovo jedro, zajedno sa supraoptičkim nukleusom predstavlja glavno mesto sinteze VP-a, koja se odigrava u
MCN [40].
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Uloga neurosekretornih MCN u regulaciji krvnog pritiska

Sekretorni kapacitet neuroendokrinih MCN vezan je za regulisanje kardiovaskularne i osmotske home-
ostaze [41]. Ovi neuroni su odgovorni za biosintezu VP-a u formi prekursora.   Nakon obrade oko 85000
molekula VP-a se pakuje u krupne vezikule sa gustim jezgrom, koje su  lokalizovane  u dendritima i aksoni-
ma, gde čekaju signal za sekretovanje [42]. Aksoni neuroendokrinih MCN dosežu do zadnjeg režnja hipofize
(neurohipofize) i tu se vrši oslobađanje VP-a u sistemsku cirkulaciju. Nošen krvotokom, VP dospeva do udalje-
nih ciljnih mesta gde ispoljava svoje hormonsko dejstvo  na različita tkiva [36]. Najbolje izučene periferne
uloge VP-a su stimulacija vazokonstrikcije (kontrakcije glatke muskulature krvnih sudova) i reapsorpcija
vode u bubrežnim tubulima [37,43,44]. 

Osim oslobađanja iz aksona, dokazano je da se VP može oslobađati i lokalno, iz tela i dendrita MCN. So-
matodendritski oslobođen VP ostvaruje autokrino ili parakrino dejstvo, vezujući se za V1aR i V1bR eksprimi-
rane na okolnim neuronima  [45,46]. Aksonsko i somatodendritsko oslobađanje su nezavisno regulisani.
Somatodenritsko oslobađanje VP-a praćeno je porastom iRNK za VP, dok aksonska sekrecija može izostati
[47]. Stoga, merenje VP-a u plazmi nije pouzdan pokazatelj sinteze samog VP-a [24,47]. MCN ne oslobađaju
VP kontinuirano, već pokazuju fazni obrazac aktivacije, koji karakteriše smena perioda aktivnosti i “tišine”. Ra-
zličiti spoljašnji i unutrašnji stimulusi, kao i sam somatodendritski oslobođen VP mogu menjati ovaj obrazac
aktivacije (Slika �) [48] .

Uloga neurosekretornih PCN u regulaciji krvnog pritiska

Osim u MCN, poznato je da se VP eksprimira i u PCN. Neurosekretorni PCN imaju važnu ulogu u odgov-
oru paraventrikularnog jedra na stres i u aktivaciji hipotalamo-hipofizno-nadbubrežne osovine  (HPA ose)
[49]. Osim što anteriorni i medijalni PCN sintetišu CRH u odgovoru na akutni stres, oni su izvor i VP-a
[37,50,51]. Odnos CRH:VP je diktiran tipom stresora i važan je za održavanje osetljivosti HPA ose u odgov-
oru na hroničan stres [50,51]. CRH i VP se aksonima transportuju do eminentia medianae i oslobađaju u por-
talni krvotok, kojim se transportuju do kortikotropnih ćelija prednjeg režnja hipofize (adenohipofize). Na
ovim ćelijama CRH stimuliše oslobađanje adrenokortikotropnog hormona-ACTH, dok VP dodatno pojačava
dejstvo CRH vezujući se za V1bR [41]. ACTH deluje na ćeije kore nadbubrežne žlezede i stimuliše lučenje
glukokortikoida. [52,53]. Kortizol je hormon stresa, koji je važan za održanje fizioloških vrednosti krvnog
pritiska, a kada je u višku može izazvati hipertenziju [54]. Takođe, optogenetskim eksperimentima pokazano
je da ovi CRH/VP pozitivni PCN mogu uticati na krvni pritisak i putem aksonskih projekcija usmerenih ka
nucleus tractus solitarius-u [55]. 

Autonomni deo paraventrikularnog jedra

Osim VP-posredovanog ušešća u perifernoj regulaciji krvnog pritiska, paraventrikularno jedro ima važnu
ulogu u centralnoj kardiovaskularnoj kontroli, utičući na povećanje simpatičke aktivnosti, koje se susreće i u
hipertenziji [56].  Autonomni deo paraventrikularnog jedra čine različite populacije PCN-ova određene
topografije. Ovi neuroni okupiraju ventrolateralne, medijalne i dorzalne delove jedra [57,58]. Često se označavaju
„preautonomnim”, budući da menjaju aktivnost različitih simpatičkih i parasimpatičkih centara u mozgu i kičme-
noj moždini, utičući na sveukupni autonomni odgovor usmeren ka kardiorenalnom sistemu [56,59,60]. Zahva-
ljujući ovako važnoj ulozi, paraventrikularno jedro se dodatno označava i kao, “glavni auto-nomni kontrolor”
[61]. Najveći broj neuronskih projekcija autonomnog paraventrikularnog dela se pruža ka preganglijskim neuro-
nima u torako-lumbalnim intermedio lateralnim (IML) rogovima kičmene  moždine, na kojima su eksprimirani
V1aR. Upravo zato, ovi neuroni predstavljaju atraktivna mesta za terapijsko delovanje [58].   
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Integracija funkcije neuroendokrinog i autonomnog dela paraventrikularnog jedra

Važno je istaći da su neuroendokrini i autonomni deo paraventrikularnog jedra funkcionalno povezani
efektima lokalno oslobođenog VP-a, koji omogućava njihovu komunikaciju [24,62]. Osim autokontrole MCN,
VP ima i parakrino dejstvo i difunduje kroz međućelijski prostor, delujući kao neurotransmiter. Važna odlika
somatodendritskog otpuštanja VP-a je da je ono nesinaptičko. VP dugo opstaje u međućelijskoj sredini i
doseže oblasti preauto-nomnih PCN na kojima aktivira V1aR [38,63], što je naročito izraženo tokom hiper-
osmotske stimulacije [64,65]. Takođe, efekti porasta pritiska, srčane frekvence i renalne simpatičke aktivnosti,
indukovani mikro-injekcijama VP-a u paraventrikularno jedro, poništavaju se blokadom V1bR antagoni-
stom-nelivaptanom [66]. Sveukupno, podaci sugerišu da su oba tipa vazopresinskih receptora angažovana
u integraciji funkcije paravnetrikularnog jedra.

Promena aktivnosti paraventrikularnog jedra

Jasno je da je paraventrikularno jedro izrazito dinamična struktura, koja poseduje veliku plastičnost si-
nteze neuropeptida. Ovakva prilagodljivost je diktirana hormonskim i neuronskim uticajima na ćelije para-
vnetrikularnog jedra, koje neprekidno primaju informacije o različitim fiziološkim parametrima [41]. Smatra
se da je u hipertenziji narušena fina ravnoteža između stimulatornih i inhibitonih uticaja na paraventriku-
larno jedro [41,56,67]. Glavni modulatori kardiovaskularne kontrole paraventrikularnog jedra su osmotski i
kardiovaskularni status organizma, ali i štetni uticaji različitih stresora. 

Hiperosmotska stimulacija može dovesti do hidromineralnog disbalansa i rezultovati naglašenim
odgovorom paraventrikularnog jedra, uz koordiniranu aktivnost MCN i PCN. Dakle, povećanje osmolalnosti
vodi simultanom porastu nivoa VP-a u cirkulaciji, ali i uvećanju simpatičkog uticaja na kardiorenalni sistem,
kao posledica lokalno oslobođenog VP-a [68,69]. Dominantni signali koji pristižu do paraventrikularnog
jedra,  poreklom su iz cirkumventrikularnih organa, u kojima odsustvo krvno-moždane barijere omogućava
direktno detektovanje promena u plazmi [70–72]. Ipak,  MCN mogu i sami da prepoznaju izmene sastava
okoloćelijske sredine, budući da  poseduju i unutrašnju osmosenzitivnost  [73]. 

Osim promene sastava telesnih tečnosti, porast ili smanjenje krvnog pritiska indirektno utiču na di-
namiku paraventrikularnog jedra. Sve perturbacije u pritisku deluju na baroreceptorski refleks (barorefleks),
jedinstveni sistem negativne povratne sprege, čija funkcija počiva na aktivnosti različtih autonomnih jedara
u produženoj moždini, ali i paraventrikularnog jedra [74]. Osim  međusobnog uticaja uzajamnih neuron-
skih projekcija između paraventrikularnog jedra i barorefleksnih centara, sam VP iz plazme može uticati na
barorefleks u nivou area postremae, angažovanjem V1aR [75]. 

Stres je priznati faktor rizika za nastanak hipertenzije. Dokazan je uticaj različitih stresora (spoljašnjih i
unutrašnjih) na aktivnost HPA osovine i neurosekretorne MCN, ali i  na lokalnu intranuklearnu vazopresin-
sku signalizaciju, što vodi promenama u ponašanju u odgovoru na stres [41,76,77].

VAZOPRESIN I HIPERTENZIJA

Različiti genetički animalni modeli koriste se za ispitivanje hipertenzije. Arterijska hipertenzija se naj-
češće proučava na spontano hipertenzivnim pacovima (engl. Spontaneously Hypertensive Rats-SHR) [78,79].
Kod ovih pacova, patofiziološke  promene poput onih na endotelu, nastaju u ranoj dobi, dok se kod ljudi
hipertenzija razvija kasnije u životu [80,81]. Iz ovog razloga SHR nisu pogodan model za ispitivanje pre-
hipertenzivnih promena i mehanizama koji dovode do razvoja hipertenzije u kasnijoj životnoj dobi. Adek-
vatan model za ovakva istraživanja su granično hipertenzivni pacovi (engl. Borderline Hypertensive Rats -BHR),
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koje karakteriše odsustvo strukturnih promena tipičnih za hipertenziju [82]. BHR je animalni model razvijen
od strane Lawler-a i saradnika, nastao ukrštanjem SHR ženki i normotenzivnih mužjaka Wistar-Kyoto (WKY)
pacova (Slika �) [83,84] .  

BHR pacovi imaju granično-hipertenzivne vrednosti pritiska, slične onima kod ljudi, što je ujedno i glavni
faktor rizika za razvoj hipertenzije (Slika �) [85]. Bez obzira na naslednu predispoziciju BHR-ova za nastanak
hipertenzije, oni je neće razviti ukoliko se ne izlože nepovoljnim uslovima sredine, kao što su stres i/ili
povišeni unos soli  [83,84]. To su potvrdili i rezultati naših istražavanja [84], koji su pokazali da unos soli nije
dovoljan faktor za indukovanje hipertenzije kod ovih životinja. Tek kada su BHR-ovi bili izloženi kombinaciji
povećanog unosa soli i hroničnom heterotipičnom stresu, vrednosti sistolnog krvnog pritiska kod ovih živ-
otinja premašile su granične vrednosti i dosegle su hipertenzivne [84]. 

Brojni podaci iz literature ukazuju na učešće kako centralnog, tako i perifernog VP-a u etiologiji hiperten-
zije [1,13]. Iako nije dokazano da je VP  glavni uzorčnik razvoja hipertenzije, disbalans u vazopresinkom sis-
temu u velikoj meri doprinosi težini i krajnjem ishodu bolesti [20]. 

Centralni vazopresin i hipertenzija

Učešće VP-a u nastanku hipertenzije potkrepljeno je njegovim pristustvom u moždanim strukturama
koje su od velikog značaja za kardiovaskularnu kontrolu [86–88]. Jedna takva struktura je i paraventriku-
larno jedro [1,13,19]. Uočeno je da je koncentracija centralnog VP-a u genetskoj hiperteziji izmenjena [89,90].
Nivo VP-a u neurohipofizi SHR-ova veći je za 26% u poređenju sa normotenzivnim životinjama [89]. U pre-
hipertenzivnom stadijumu SHR-ovi imaju približno jednak nivo VP-a u odnosu na normotenzivne kontrole,
ali sa progresijom bolesti njegov nivo opada [91]. Nasuprot ovakvim nalazima, druga istraživačka grupa [92]
je pokazala da je ekspresija iRNK za VP kod posebnog varijeteta SHR-ova sklonih šlogu, uvećana u hipertenzi-
vnom stadijumu.  Povišena ekspresija VP-a detektovana je u pavantrikularnom jedru SHR-ova čak i u pre-
hipertenzivnom stadijumu, sugerišući da uočen porast VP-a nije posledica hipertenzije [93]. U skladu sa
ovakvim rezultatima i naša istraživanja [84] su potvrdila da se vazopresinki sistem paraventrikularnog jedra
BHR-ova nalazi u stanju povišene aktivnosti. Ova studija [84] je po prvi put pokazala da je kod BHR-ova pod
bazalnim uslovima, ekspresija paraventrikularnog VP-a značajno veća u odnosu na Wistar pacove.  To ukazuje
na povećanje sinteze VP-a i korelira sa pojačanim sistemskim otpuštanjem [84]. Eksperimentalne lezije para-
ventrikulanog jedra SHR-ova, koje vode smanjenju pritiska, dodatno potvrđuju neizostavnu ulogu ove mo-
ždane strukture u kardiovaskularnoj regulaciji. Sniženje krvnog pritiska kod životinja sa lezijom manifestuje
se već u  ranoj dobi. Ipak, vremenom krvni pritisak počinje da raste, ali nikada ne dostiže vrednosti koje su
prisutne kod kontrola [94]. Dakle, može se zaključiti da je paraventrikularno jedro struktura koja je važna u
početnim stadijumima hipertenzije, ali i za ispoljavanje maksimalnih hipertenzivnih efekata  u kasnijim
razvojnim fazama. 

Pored promena ekspresije samog VP-a, zapažene su razlike i  na nivou njegovih receptora [95,96]. Na
primer, DOCA-NaCl eksperimentalni model hipertenzije pokazao je povećanu zastupljenost centralnih va-
zopresinskih receptora [97]. Dokazano je da V1aR i V1bR kolokalizuju u paraventrikularnom jedru i bogato
su eksprimirani  [46,98]. Poznato da je autokrina regulacija oslobađanja VP-a dominantno posredovana V1aR
[46]. Ipak, naši eksperimenti [84] pokazali su uvećanje iRNK za V1bR kod BHR-ova pod bazalnim uslovima,
dok ekspresija V1bR opada kada se ove životinje izlože povećanom unosu soli [84]. Iako su V1aR medijatori
simpatoekscitacije uslovljene hipermosmotskim stimulusom [39], promene na nivou V1aR u ovoj studiji
nisu uočene [84]. 
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Periferni vazopresin i hipertenzija

Ljudi koji boluju od hipertenzije kao i genetski modifikovane hipertenzivne životinje imaju povećanu
koncentraciju VP-a u plazmi. Takođe, njihovi krvni sudovi su osetljiviji na egzogeni VP [99,100]. Iako ovi po-
daci nisu direktan dokaz ušešća VP-a u porastu krvnog pritiska, promene na nivou perifernog VP-a koreliraju
sa ozbiljnošću kliničke slike bolesti. Kada se vaskularni V1aR dugotrajno stimulišu agonistom, kod normo-
tenzivnih životinja dolazi do razvoja hipertenzije [101,102]. VP nivo SHR-ova Okamoto-Aoki soja u cirkulaciji
je povećan, a upotreba VP-blokirajućih antitela i antagoniste vodi ka smanjenju krvnog pritiska [19,103]. U
našim eksperimentima [84], netretirani BHR-ovi imali su povećan nivo VP-a u plazmi u odnosu na normo-
tenzivne životinje. Pretpostavlja se da je visokoeksprimiran V1bR, okidač pozitivne autokrine kontrole VP-a kod
BHR-ova i doprinosi povećanju sinteze i sekrecije VP-a. Ova autokontrola  je kompleksan proces i zasniva se
na finom balansu inhibitornih i ekscitatornih efekata posredovanih V1aR i V1bR [104]. Ipak, kada se BHR-ovi
izlože povećanom unosu soli i hroničnom stresu dolazi do dramatičnog pada koncentracije VP-a u plazmi, iako
nivo V1bR ostaje nepromenjen [84]. Poznato je da stres stimuliše vazopresinki sistem, ali jaki emocionalni
stresori, poput onih koji su korišćeni u našoj eksperimentalnoj postavci [84], mogu dovesti do blokade otpu-
štanja VP-a u plazmu [105,106]. Osim toga, kod ovih životinja došlo je do uvećanja perifernog simpatičkog
pražnjenja, pa se može zaključiti da periferni VP nije imao doprinosa u  razvoju hipertenzije [84].

Nisu sva vaskularna korita jednako osetljiva na dejstvo VP-a [107]. Potrebne su relativno velike kon-
centracije VP-a u plazmi, koje daleko premašuju fiziološke vrednosti (100 pg/ml) [108,109], kako bi VP iza-
zvao presorni efekat. To je posledica aktivacije puferskih mehanizama, poput barorefleksa, koji se protive
povećanju pritiska nasuprot uvećanju perifernog otpora, usled vazokonstrikcije. VP je snažniji aktivator
barorerefleksa u odnosu na druge vazokonstriktore. U animalnim modelima kod kojih je dotok informacija
od baroreceptora prekinut, VP dozno-zavisno povećava pritisak [109]. Glavno mesto dejstva VP na aktivnost
barorefleksa postiže se u nivou area postreme aktivacijom V1aR [110]. Eksperimentalne lezije area postremae
ukidaju efekte perifernog VP-a na barorefleks [111]. Soj Brattleboro pacova koji ima deficijenciju VP-a odli-
kuje se značajno sniženom senzitivnošću barorefleksa  [112]. Naši rezultati [84] pokazuju uvećanu senzi-
tivnost barorefleksa, koja može biti posledica povećane sinteze i otpuštanja VP-a kod BHR pacova pod
bazalnim uslovima [84]. Ovo bi mogao biti mehanizam koji krvni pritisak kod ovih životinja održava u
graničnim vrednostima. Osim povećanja senzitivnosti barorefleksa, parametri koji doprinose očuvanje
hipertenzije su resetovanje barorefleksa i pomeranje težišta njegovog rada, a ovaj fenomen je uočen i u
našim eksperimentima [84].

ZAKLJUČAK

Dobro je poznata uloga VP-a u održanju osmotske i kardiovaskularne ravnoteže. Brojni podaci iz litera-
ture naglašavaju važnost vasopresinskog sistema paraventrikularnog jedra u kardiorenalnoj regulaciji i isti-
ču doprinos ove kompleksne signalne mreže u razvoju hipertenzije. Neuroendokrini i autonomni deo
paraventrikularnog jedra imaju dinamičnu ulogu u modulaciji cirkulacije u skladu sa fiziološkim zahtevima.
To su potvrdili i rezultati  našeg istraživanja, koji pokazuju da bi porast ekspresije VP-a i V1bR u para-ven-
trikalarnom jedru, mogao doprineti konstitutivno uvećanim vrednostima krvnog pritiska uočenim kod
granično hipertenzivnih pacova.  Takođe, povišen nivo VP-a u plazmi izaziva resetovanje i povećanje senzi-
tivnosti barorefleksa, što puferuje promene na nivou krvnog pritiska  i održava ih u graničnim vrednostima
. Ipak, naši rezultati ne ukazuju da je nastanak hipertenzije kod granično hipertenzivnih životinja posledica
promena u vazopresinskom siste-mu paraventrikularnog jedra, već rezultat uvećanja simpatičkog pražn-
jenja ka kardiorenalnom sistemu. Oprečni podaci iz literature ističu potrebu za dodatnim ispitivanjima na
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različitim eksperimentalnim mode-lima, u bazalnim i patološkim uslovima, kako bi se razjasnili mehanizmi
unutar vazopresinskog sistema koji doprinose razvoju hipertenzije. Takođe, poznavanje ovih složenih va-
zopresinskih puteva,  omogućilo bi razvoj efikasnijih  lekova za lečenje hipertenzije, budući da je učinkovi-
tost postojeće terapije vrlo  mala.

ZAHVALNICA

Izrada   ovog   rada   je   omogućena   zahvaljujući   projektu   Ministarstva   nauke, tehnološkog razvoja
i inovacija Republike Srbije broj 200110.
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Slika �. Signalna kaskada vazopresinskih receptora. VP – vazopresin; V1aR/V1bR – vazopresinski receptor tipa 1a/1b; V2R – vazopresinski receptor tipa 2; Gq/11 i Gs
– subjedinice G proteina; PLC – fosfolipaza C; PIP2 – fosfadiliinozitol-4,5-bisfosfat; IP3 – inozitol-3,4,5-trifosfat; AC – adenilat ciklaza; ATP – adenozin trifosfat; cAMP –cik-
lični adenozin monofosfat; PKA – protein kinaza A. Slika preuzeta   iz   doktorske disertacije Savić, 2021 i modifikovano iz Ripoll et al, 2019 [113]. 
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Slika �. Autokrino dejstvo VP-a na fazni obrazac aktivacije. 

Slika �. Uzorkovanje mikroisečaka mozga pacova na kriostotatu (levo) i izgled paraventrikularnog jedra pod mikroskopom, bojeno toulidin plavim (desno).
Slika preuzeta   iz   doktorske disertacije Savić, 2021.
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Slika �. BHR pacov tokom izlaganja hroničnom stresu usmerenim protokom vazduha u teme.

Slika �. Softverski prikaz (Dataquest A.R.T.4.0. Softver; DSI, Transoma Medical) arterijskog pulsnog pritika BHR pacova zabležen radiotelemetrijskim sistemom
za kontinuirano merenje krvnog pritiska kod sitnih životinja  (DSI, Transoma Medical, St Paul, MN, USA).
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Antioksidativni i antiinflamatorni efekti suplementacije orasima 
(Juglans regia L.) na srce u metaboličkom sindromu izazvanom 
ishranom bogatom fruktozom 

Maja Bubić, Maja Živković
Institut za nuklearne nauke “Vinča”, Institut od nacionalnog značaja za Republiku Srbiju, Univerzitet u
Beogradu, Laboratorija za radiobiologiju i molekularnu genetiku, Beograd
Kontakt: majab@vinca.rs

Apstrakt

Povećana konzumacija fruktoze kroz industrijsku hranu doprinosi razvoju metaboličkog sindroma (MetS)
koji prati hronična inflamacija niskog intenziteta, oksidativni stres i aktivacija renin-angiotenzin sistema (RAS).
Orasi su bogat izvor antioksidanasa i polinezasićenih n-3 masnih kiselina sa antiinflamatornim efektima. 

Na životinjskom modelu MetS-a je pokazano da suplementacija orasima ima zaštitni efekat na srce kroz
smanjenje odnosa n-6/n-3 masnih kiselina i povećanje nivoa angiotenzin konvertujućeg enzima 2 (ACE2),
kardioprotektivne komponente RAS-a. Orasi u srcu deluju protektivno i na antioksidativnu osu SIRT1-
FoxO3a-MnSOD/katalaza, koja je kompromitovana ishranom bogatom fruktozom. Ulogu negativnih regu-
latora ove ose, Nox4 i ChREBP, u srcu treba dodatno ispitati kako bi se utvrdio njihov potencijal u nutritivnoj
terapiji.   

Dosadašnja istraživanja su potvrdila korisne efekte konzumacije oraha na kardiometaboličko zdravlje i
predložila molekularne mehanizme u srcu koji leže u osnovi njihovih antiinflamatornih i antioksidativnih
efekata koji mogu poništiti štetne efekte ishrane bogate fruktozom. Translacioni potencijal istraživanja
ukazuje na mogućnost razvoja novih, nefarmakoloških pristupa u terapiji kardiometaboličkih bolesti.

Ključne reči: metabolički sindrom, orasi, SIRT1-FoxO3a-MnSOD/katalaza, renin-angiotenzin sistem, NF-
κB, masne kiseline
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Antioxidative and antiinflamatory effects of walnut supplementation 
(Juglans regia L.)on heart with fructose-rich diet-induced metabolic 
syndrome

Maja Bubić, Maja Živković
„Vinča“ Institute of Nuclear Sciences - National Institute of the Republic of Serbia, University of Belgrade,
Laboratory for Radiobiology and Molecular Genetics, Belgrade
Correspondence: majab@vinca.rs

Abstract

Increased fructose intake via industrial food is associated with metabolic syndrome (MetS) which is char-
acterized by chronic low-intensity inflammation, oxidative stress and activation of the renin-angiotensin
system (RAS). Walnuts are a rich source of antioxidants and polyunsaturated n-3 fatty acids that exert anti-
inflammatory effects.

Walnut supplementation in an animal model of MetS has been shown to have a protective effect on the
heart through a reduction of n-6/n-3 fatty acid ratio and an increase of angiotensin-converting enzyme 2
(ACE2) level, a cardioprotective component of the RAS. Walnut consumption also showed a protective ef-
fect on the antioxidative axis SIRT1-FoxO3a-MnSOD/catalase in the heart, which was compromised by
fructose-rich diet. The role of the negative regulators of this axis, Nox4 and ChREBP, in the heart should be
further investigated to determine their nutritional therapy potential.

Previous studies confirmed the beneficial effects of walnut consumption on cardiometabolic health and
proposed the molecular mechanisms underlying their anti-inflammatory and antioxidative effects in the
heart, which could reverse the harmful effects of fructose-rich diet. The translational potential of the re-
search indicates the possibility for development of novel, nutritional, non-pharmacological approaches in
cardiometabolic disease therapy. 

Key words: metabolic syndrome, walnuts, SIRT1-FoxO3a-MnSOD/catalase, renin-angiotensin system, NF-
κB, fatty acids
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Uvod

Povećana konzumacija fruktoze kao nezaobilazne komponente savremenog načina ishrane ima ključnu
ulogu u nastanku metaboličkog sindroma (MetS) [1]. To je skup metaboličkih poremećaja koji obuhvata abdo-
minalnu gojaznost, insulinsku rezistenciju, hiperinsulinemiju, hipertenziju i dislipidemiju. MetS prethodi
razvoju dijabetesa tipa 2 (T2D) i kardiovaskularnih bolesti (KVB), čime postaje glavni zdravstveni problem u
svetu [2]. Istraživanja su pokazala da MetS prati hronična inflamacija niskog intenziteta, oksidativni stres i ak-
tivacija renin-angiotenzin sistema (RAS). Razvoju MetS-a doprinosi interakcija genetskih determinanti i fakto-
ra životne sredine, uključujući ishranu [3], pa intervencije u načinu ishrane predstavljaju važan deo strategije
za sprečavanje MetS-a. Orasi su bogat izvor antioksidanasa i omega-3 masnih kiselina sa antiinflamatornim
efektima, pa se smatraju korisnim suplementom u ishrani, sa potencijalom poboljšanja metaboličkog sta-
tusa narušenog savremenim načinom ishrane u kojoj dominira visok sadržaj fruktoze. Cilj ovog revijskog
rada jeste da sumira antioksidativne i antiinflamatorne efekte suplementacije orasima na srce u MetS-u iza-
zvanom ishranom sa visokim sadržajem fruktoze.

Ishrana bogata fruktozom i metabolički sindrom

Konzumacija fruktoze iz njenih prirodnih izvora (voće, povrće i med) je umerena i ne izaziva značajne
metaboličke promene. Međutim, istraživanja su pokazala da dramatičan porast konzumacije fruktoze u ob-
liku kukuruznog sirupa sa visokim sadržajem fruktoze (engl. High Fructose Corn Syrup, HFCS, 42-90% fruktoze)
koji je zastupljen u gotovo svim industrijskim proizvodima, predstavlja glavni uzrok razvoja metaboličkih
poremećaja [1]. Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije od 1975., kada je HFCS ušao u industri-
jsku upotrebu, pa do 2016. godine, prevalenca gojazne dece i adolescenata od 5–19 godina povećala se
više od 4 puta, od 4% do18% na globalnom nivou.

Glukoza predstavlja primarni izvor energije u svim ćelijama u kojima je njen metabolizam strogo regulisan
usled negativne povratne sprege ključnog enzima glikolize, fosfofruktokinaze (Slika 1.). Metabolizam fruktoze
je, međutim, gotovo neregulisan i odvija se najvećim delom u jetri, što je sa evolucionog stanovišta oprav-
dano zanemarljivom upotrebom slobodne fruktoze u ishrani naših predaka. Fruktoza ulazi u glikolitički put
zaobilazeći negativnu povratnu spregu fosfofruktokinaze, što za posledicu ima neograničen ulazak fruktoze u
ovaj proces, akumulaciju fosforilisanih supstrata i veliku potrošnju ATP-a, rezultujući nastankom urične kiseline.
Osim toga, fruktoza zaobilazi kontrolu apetita posredstvom centara u hipotalamusu jer, za razliku od glukoze,
ona ne stimuliše lučenje insulina koji reguliše nivo glukoze u krvi putem negativne povratne sprege. 

Fruktoza doprinosi razvoju metaboličkih poremećaja i stimulacijom de novo lipogeneze. Naime, znača-
jan deo fruktoznih metabolita koji se ne iskoristi kao izvor energije u ćelijama u vidu glukoze i laktata ili se
ne skladišti u vidu glikogena u jetri, može biti iskorišćen za sintezu masnih kiselina. Ove masne kiseline
dospevaju u cirkulaciju odakle ih intenzivno preuzimaju masno tkivo, skeletni mišići i srce kada su ener-
getske potrebe organizma povećane, što dovodi do taloženja lipidnih intermedijera i nastanka insulinske
rezistencije (IR) u ovim tkivima. Usled poremećaja u insulinskom delovanju, dolazi do intenzivne lipolize i
oslobađanja masnih kiselina u plazmu. Dakle, glavne posledice metabolizma fruktoze su povećana kon-
centracija slobodnih masnih kiselina (SMK) i urične kiseline u cirkulaciji, kao i hiperglikemija i posledična
hiperinsulinemija usled nastanka IR.

U cilju kreiranja životinjskog modela MetS-a, koriste se različite koncentracije i načini administracije
fruktoze, kao i dužina trajanja tretmana, što uzrokuje pojavu različitih karakteristika MetS-a [4]. Najčešće se
u ove svrhe koristi laboratorijski pacov soja Wistar koji se podvrgava ishrani obogaćenoj 10% ili 20%
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rastvorom fruktoze [5], čime se oponaša savremeni način ishrane. Rezultati ovakvih studija kod mladih pa-
cova su od naročitog značaja s obzirom da su adolescenti najveći konzumenti industrijskih napitaka i hrane
zaslađene sa HFCS, što uzrokuje pojavu metaboličkih poremećaja u ranom životnom dobu povećavajući
rizik i za raniji razvoj T2D i KVB [6]. Stoga, preporuke u načinu ishrane u mlađoj populaciji mogu biti korisne
kako u prevenciji, tako i u tretmanu MetS-a i bolesti asociranih sa MetS-om.

Metabolička inflamacija

MetS se karakteriše hroničnom inflamacijom niskog intenziteta koja se označava kao metabolička in-
flamacija ili metainflamacija. Ona je uzrokovana prekomernim unosom hranljivih materija, a razlikuje se od
akutne ili hronične inflamacije podstaknute infekcijom ili autoimunošću [7].

Lokalizovana inflamacija uzrokovana prekomernim unosom hranljivih materija započinje u adipoznom
tkivu i pokreće sistemsku inflamaciju preko brojnih adipocitokina koji se oslobađaju iz nekrotičnih adipocita i
putem cirkulacije dospevaju u druga insulin-zavisna tkiva (jetra, mišići, srce) [8] izazivajući infiltraciju imunskih
ćelija u ova tkiva [9], čime se ostvaruje veza između MetS-a, inflamacije i bolesti asociranih sa MetS-om. U stanju
narušene metaboličke ravnoteže, hiperoksidacija masti i ugljenih hidrata u mitohondrijama dovodi do nastanka
reaktivnih vrsta kiseonika (RVK) koje stimulišu aktivnost inflamatornih kinaza, pa oksidativni stres doprinosi
razvoju metainflamacije. Sa druge strane, metainflamacija prethodi razvoju IR koja leži u osnovi MetS-a.

U fiziološkim uslovima, energija potrebna za rad srčanog mišića dobija se najvećim delom oksidacijom
masnih kiselina dugih lanaca, i u manjoj meri oksidacijom glukozе i laktatа [10]. Kardiomiociti eksprimiraju
fruktoza-specifični GLUT5 transporter, pa u malom procentu mogu koristiti i fruktozu kao energetski supstrat.
Najveći deo masnih kiselina potrebnih za proizvodnju energije u srcu potiče iz cirkulacije, pa povišena kon-
centracija SMK u cirkulaciji dovodi do povećanog preuzimanja SMK od strane ćelija srca i povećane β-oksi-
dacije, što za posledicu ima akumulaciju lipidnih intermedijera u miokardu i nastanak IR, kao i proizvodnju
velike količine RVK-a koje izazivaju poremećaje u funkciji mitohondrija i apoptozu kardiomiocita [11].

Oksidativni stres u metaboličkom sindromu

Istraživanja su pokazala da oksidativni stres ima važnu ulogu u patogenezi MetS-a, doprinoseći razvoju
metainflamacije i posledične IR. Kod pacijenata sa MetS-om pokazana je smanjena aktivnost antioksida-
tivnih enzima u plazmi, kao i povećani nivoi markera oksidativnih oštećenja [12]. Povećanje oksidativnog
stresa kao posledica ishrane bogate fruktozom pokazano je kod pacova kod kojih je nakon tretmana an-
tioksidansima došlo do smanjenog stvaranja RVK-a i sprečavanja IR [13]. 

Oksidativni stres u srcu dovodi do razvoja IR [14], uzrokuje poremećaj u signalizaciji kalcijuma, što rezul-
tuje dijastolnom i sistolnom disfunkcijom [15], izaziva povećano korišćenje masnih kiselina kao izvora en-
ergije izazivajući akumulaciju lipidnih intermedijera [16] i doprinosi razvoju inflamacije u srcu [17], što može
izazvati disfunkciju i apoptozu kardiomiocita.

Uloga AMPK-SIRT�-FoxO�a-MnSOD/katalaza antioksidativne ose 
u metaboličkom sindromu

AMP-aktivirana protein kinaza (AMPK) i sirtuin 1 (SIRT1) su metabolički senzori koji imaju važnu ulogu
u patogenezi MetS-a [18]. Pored uloge u održavanju energetske homeostaze u ćeliji, regulacijom metabo-
lizma nutrijenata, ovi molekuli imaju ulogu u regulaciji metaboličke inflamacije [19] i sprečavanju oksida-
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tivnog stresa [20] (Slika 2). Pokazano je da AMPK sprečava razvoj metaboličke inflamacije inhibicijom tran-
skripcionog faktora NF-κB (engl. Nuclear Factor-kappa B), a posredstvom nizvodnog medijatora, SIRT1 [21].
Osim toga, SIRT1 sprečava razvoj oksidativnog stresa posredstvom transkripcionog regulatora FoxO3a (engl.
Forkhead box O3), koji reguliše ekspresiju gena uključenih u antioksidativnu odbranu, kao što su mitohon-
drijska mangan superoksid dismutaza (MnSOD) i katalaza [22, 23] koji katalizuju razgradnju reaktivnih vrsta
kiseonika. SIRT1 sprečava razvoj oksidativnog stresa i putem inhibicije nikotinamid adenin dinukleotid fo-
sfat (engl. Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate, NADPH) oksidaze 4 (Nox4) [24], koja predstavlja
glavni izvor mitohondrijskog oksidativnog stresa u kardiomiocitima [25].

Važnu ulogu u patogenezi MetS-a ima i ChREBP (engl. Carbohydrate Response-Element-Binding Protein)
koji se vezuje za SIRT1 promotor u metabolički aktivnim tkivima [26] i reguliše gensku transkripciju u
glikolizi/fruktolizi i de novo lipogenezi [27]. U metabolički aktivnim tkivima je pokazano da fruktoza aktivira
ChREBP [26], međutim nema dovoljno podataka o ekspresiji ChREBP u srcu. U studiji Bošković i sar., ishrana
bogata fruktozom je smanjila nivo ChREBP u srcu [28], što ukazuje na kompleksnost njegove tkivno-speci-
fične ekspresije [29, 27]. Moguće je da ChREBP reguliše transkripciju gena uključenih u glikolizu/fruktolizu
u metabolički aktivnim tkivima koja pre svega koriste ugljene hidrate kao energetski supstrat [30], za razliku
od srca koje koristi masne kiseline dugih lanaca kao dominantan izvor energije [10].

Bošković i sar. su pokazali da ishrana bogata fruktozom inhibira antioksidativnu osu SIRT1-FoxO3a-
MnSOD/katalaza kako u srcu ovarijektomisanih ženki pacova [31],  tako i u srcu mužjaka pacova [28], dok su
Li i sar. ustanovili da Ang II, posredstvom svog receptora, AT1R, inhibira ovu osu u mitohondrijama osteo-
blasta, povezujući RAS i oksidativni stres [32].

Uloga renin-angiotenzin sistema (RAS) u metaboličkom sindromu

RAS je hormonski sistem koji ima važnu ulogu u razvoju MetS-a (Slika 3). Kod pacova na ishrani boga-
toj fruktozom pokazano je da oksidativni stres u srcu može biti posledica aktivacije RAS-a [33]. Pored siste-
mskog, u srcu je aktivan i lokalni RAS koji može da deluje nezavisno od sistemskog. 

Angiotenzin konvertujući enzim (ACE) proteolitički seče angiotenzin I pri čemu nastaje biološki najakti-
vniji hormon RAS-a, angiotenzin II (Ang II). Pokazano je da hronična administracija Ang II dovodi do
povećane produkcije RVK-a koja je posredovana aktivacijom Nox-a [34]. Bošković i sar. su detektovali
povećani nivo ACE i Nox4 nakon ishrane bogate fruktozom [35, 28].

Fiziološka dejstva Ang II se ostvaruju posredstvom dva tipa angiotenzinskih receptora: receptora tipa
1 (AT1R) i receptora tipa 2 (AT2R), pri čemu AT1R ostvaruje štetne efekte Ang II, dok stimulacija AT2R ima
blagotvorne metaboličke efekte [36] koji su potisnuti zbog dominantne ekspresije AT1R u većini adultnih
tkiva. Stoga bi farmakološka modulacija balansa između AT1R i AT2R mogla biti značajna u terapiji MetS-a
i njegovih krajnjih posledica, T2D i KVB [37]. 

ACE homolog, angiotenzin konvertujući enzim 2 (ACE2) direktno degraduje Ang II, na račun nastanka
angiotenzina 1-7 (Ang 1-7), koji ima kontraregulatornu ulogu u odnosu na Ang II pa predstavlja glavnu
kompo-nentu deaktivirajuće kaskade RAS-a. Pokazano je da ACE2 ima značajnu kardioprotektivnu ulogu za-
hvaljujući svom antiinflamatornom i antifibroznom dejstvu na srce [38]. Farmakološka inhibicija ili genetička
delecija ACE2 ima štetne efekte na srce [39, 40]. Sa druge strane, pokazano je da povećanje ekspresije ACE2
poboljšava funkciju srca [41, 42, 43]. Stoga bi upotreba prirodnih suplemenata u ishrani koji deluju kao ACE2
aktivatori, mogla imati dodatne kardioprotektivne efekte u terapiji KVB i MetS-a u kombinaciji sa konve-
ncionalnim RAS blokatorima (ACE inhibitori i AT1R antagonisti). 
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Veza između RAS-a, oksidativnog stresa i inflamacije u metaboličkom sindromu

U stanju narušene metaboličke ravnoteže dolazi do povećane produkcije Ang II koji posredstvom svog
receptora AT1R aktivira Nox4. To rezultuje povećanom produkcijom RVK-a i nastankom oksidativnog stresa.
RVK aktiviraju transkripcioni faktor NF-κB što uzrokuje transkripciju gena za proinflamatorne citokine [44]
koji inhibiraju signalni put insulina aktivacijom intraćelijskih kinaza, izazivajući IR [45] (Slika 4). Na ovaj način
RAS, oksidativni stres i inflamacija konvergiraju u zajedničke puteve koji rezultuju insulinskom rezistencijom
koja leži u osnovi MetS-a [46]. Pokazano je da inhibicija AT1R u animalnom modelu MetS-a, uzrokovanom
ishranom bogatom fruktozom, dovodi do smanjene ekspresije NF-κB i proinflamatornih citokina u krvnim
sudovima, kao i smanjene produkcije RVK-a i aktivnosti Nox-a u endotelu, ukazujući na ulogu RAS-a i oksi-
dativnog stresa u metainflamaciji [47].

Orasi kao suplement u ishrani bogat n-� masnim kiselinama - nutritivni tretman 
u terapiji metaboličkog sindroma?

Dosadašnja istraživanja su pokazala da redovna konzumacija orašastih plodova može poništiti štetne
efekte konzumacije fruktoze na srce, pre svega zahvaljujući svojim antiinflamatornim i antioksidativnim svo-
jstvima [48, 49, 28, 35]. Međutim, molekularni mehanizmi koji leže u osnovi ovih efekata nisu u potpunosti
poznati, a njihovo rasvetljavanje pruža mogućnost razvoja novih, nefarmakoloških pristupa u terapiji kardio-
metaboličkih bolesti.

U poređenju sa ostalim orašastim plodovima, orasi sadrže najveću količinu n-3 polinezasićenih masnih
kiselina (engl. Polyunsaturated Fatty Acid, PUFA) [50], koje imaju značajnu kardioprotektivnu ulogu [48, 49].
Od ukupnog procenta masti (65.2%), PUFA čine čak 47.18% i to n-6, linolna kiselina (LA, 38.1%) i n-3, alfa-
linoleinska kiselina (ALA, 9.08%) [51]. ALA je prekursor dugolančanih n-3 PUFA, eikozapentaenoične kiseline
(EPA) i dokozaheksanoične kiseline (DHA), koje učestvuju u biosintezi eikozanoida, važnih medijatora i reg-
ulatora inflamacije, koji su manje biološki potentni nego oni sintetisani iz arahidonske kiseline (AA),
dugolančane n-6 PUFA koja nastaje iz LA [52] (Slika 5). Osim toga, EPA i DHA su prekursori resolvina i pro-
tektina, lipidnih medijatora sa antiinflamatornim svojstvima, koji ublažavaju i/ili vrše rezoluciju inflamacije
[53].

Zdravstveno preporučeni odnos n-3 i n-6 PUFA (1:4) je značajno narušen savremenim načinom ishrane
(1:10 do 1:25) [54] u kome n-6 PUFA koje imaju proinflamatorne efekte dominiraju u odnosu na antiinflama-
torne n-3 PUFA [55]. Narušen odnos n-6/n-3 PUFA uzrokuje inflamaciju koja doprinosi razvoju MetS-a [56,
57]. Bošković i sar. su pokazali povećan odnos AA/EPA u plazmi pacova na ishrani bogatoj fruktozom [28],
koji je direktno asociran sa povećanim rizikom za nastanak KVB [58, 59]. Sa druge strane, u ovoj studiji je
pokazano smanjenje odnosa AA/EPA i AA/DHA u plazmi [28], kao i smanjenje odnosa AA/EPA u srcu pacova
[35] kao rezultat konzumacije oraha, ukazujući na njene antiinflamatorne i kardioprotektivne efekte. Na
istom animalnom modelu MetS-a pokazano je smanjenje tkivno-specifičnog odnosa n-6/n-3 PUFA nakon
konzumacije oraha [60]. U prilog ovim nalazima idu i rezultati studije koja je pokazala da konzumacija oraha
značajno povećava nivoe ALA i EPA, a smanjuje nivo AA u tkivu srca u poređenju sa kontrolnom grupom [50].
Iako i fruktoza i orasi stimulišu preuzimanje i oksidaciju masnih kiselina u srcu, suplementacija orasima pre
svega povećava nivo i metabolizam n-3 PUFA, i smanjuje odnos POA (palmitoleinska kiselina)/PA (palmiti-
nska kiselina) u srcu [61], koji predstavlja marker de novo lipogeneze i direktno je asociran sa MetS-om [62].

Orasi su i jedan od najbogatijih nutritivnih izvora antioksidanasa [63], bogat izvor vlakana, vitamina,
minerala, arginina, fitosterola i fenola.
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Rezultati studija koje istražuju asocijaciju između konzumacije orašastih plodova i telesne mase nisu
konzistentni [64, 65, 66]. Kada se uvedu kao deo energetski kontrolisane, izokalorične ishrane, pokazano je
da orašasti plodovi mogu da pomognu u gubitku telesne mase, uprkos visokoj energetskoj vrednosti [67,
68, 69]. Međutim, kada se uvedu u redovnu ishranu bez kontrole energetskog unosa, uglavnom ili ne dovode
do promena u telesnoj masi [70, 71, 72] ili dovode do povećanja telesne mase [28], ali u daleko manjoj meri
nego što se može očekivati na osnovu njihove energetske vrednosti, kako zbog specifičnog hemijskog sas-
tava, tako i zbog njihove fizičke strukture [73, 74].

Sa druge strane, istraživanja su pokazala da konzumacija oraha dovodi do smanjenja relativne mase
srca, ukazujući na njen antihipertrofični kapacitet [28, 75] koji se može pripisati n-3 masnim kiselinama [76]. 

Bošković i sar. su pokazali blagotvorne efekte konzumacije oraha na antioksidativnu osu SIRT1-FoxO3a-
MnSOD/katalaza u srcu mužjaka pacova na ishrani bogatoj fruktozom [28]. U ovoj studiji, ni ishrana bogata
fruktozom, ni suplementacija orasima nisu uticali na nivo AMPK, dok su oba faktora značajno smanjila nivo
SIRT1, što ukazuje na mogućnost da ekspresija SIRT1 u srcu nije regulisana putem AMPK [28]. To je u sa-
glasnosti sa rezultatima drugih studija kako u srcu [31] tako i u aorti [77] na istom životinjskom modelu.
Smanjenje nivoa SIRT1 u srcu pacova nakon ishrane bogate fruktozom [28] asocirano je sa MetS-om i
hroničnom inflamacijom [78]. Suplementacija orasima u istoj studiji poništila je promene u nivou SIRT1 u
srcu pacova na fruktoznoj ishrani, ukazujući na potencijalno smanjenje inflamacije [28]. S obzirom na anti-
inflamatorni i kardioprotektivni efekat SIRT1, utvrđeni efekat konzumacije oraha na ovaj metabolički senzor
u MetS-u predstavlja osnovu za razvoj nutritivne terapije u kardiometaboličkim bolestima. Kako SIRT1
deacetiluje transkripcioni regulator FoxO3a, promovišući njegovu defosforilaciju, jedarnu akumulaciju i ini-
cijaciju FoxO3a – zavisne genske transkripcije [79], smanjenje nivoa SIRT1 uzrokovano fruktoznom ishra-
nom dovodi do povećane fosforilacije FoxO3a [28] što za posledicu ima smanjenje nivoa enzima
antioksidativne odbrane, MnSOD i katalaze [28]. Sa druge strane, suplementacija orasima povećala je nivo
FoxO3a uz posledično povećanje nivoa MnSOD i katalaze [28]. Smanjenje aktivnosti MnSOD nakon ishrane
obogaćene 10% fruktozom pokazano je u mozgu mužjaka pacova, uzrokujući razvoj hipertenzije [80], dok
su Cavarape i saradnici ustanovili da ishrana bogata fruktozom smanjuje ekspresiju iRNK za katalazu u srcu
pacova [81].

Konzumacija oraha doprinosi smanjenju oksidativnog stresa u srcu i posredstvom inhibicije Nox4-zavi-
sne produkcije RVK-a. Ovaj efekat se može pripisati n-3 PUFA koje mogu sprečiti aktivaciju Nox-a [82] i
posledičnu RVK-zavisnu aktivaciju transkripcionog faktora NF-κB u endotelnim ćelijama [83]. Iako je većina
studija ustanovila da ishrana obogaćena fruktozom povećava kako iRNK [84], tako i proteinski nivo Nox4 u
srcu pacova [28], neke studije sugerišu da Nox4 ima ateroprotektivnu ulogu [85, 86], kao i ulogu u održavanju
energetskog statusa u srcu [87]. U studiji Bošković i sar., povećani nivo Nox4 nakon suplementacije orasima
[28], ukazuje na potencijalnu ulogu Nox4 u održavanju energetskog statusa u srcu i adaptaciji na hroničnu
inflamaciju. Međutim, ulogu Nox4 u srcu treba dodatno rasvetliti.

Suplementacija orasima inhibira ekspresiju ChREBP u srcu pacova [28]. Ovaj efekat se pripisuje
povišenim količinama masnih kiselina u srcu, što potvrđuje i studija u kojoj je nakon ishrane sa visokim
sadržajem masti došlo do inhibicije ekspresije ChREBP u jetri pacova [88]. Nekoliko studija je pokazalo da
ishrana bogata polinezasićenim masnim kiselinama ubrzava degradaciju iRNK za ChREBP [88, 89] i inhibira
njegov transport u jedro [89], kao i da ishrana sa visokim sadržajem masti uzrokuje smanjenu DNK-vezujuću
aktivnost ChREBP, u poređenju sa ishranom sa visokim sadržajem ugljenih hidrata [29, 88]. Međutim,
neophodna su dodatna istraživanja ChREBP u srcu kako bi se mogao razmatrati kao potencijalni kandidat
u nutritivnoj terapiji. 
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Rezultati studija koje istražuju asocijaciju između konzumacije orašastih plodova i krvnog pritiska nisu
konzistentni. Međutim, mnoge studije su ustanovile smanjenje krvnog pritiska nakon konzumacije oraha
[28, 71, 67]. Ovaj efekat se objašnjava bogatim sadržajem katjona, kao što su magnezijum i kalijum [90] i vi-
sokim sadržajem ALA [91], koja uzrokuje relaksaciju glatkih mišićnih ćelija vaskulature [92]. Stanišić i sar. su
na eksperimentalnom modelu MetS-a pokazali da konzumacija oraha ima blagotvorni efekat na vaskularni
tonus preko ATP zavisnog kanala za kalijum [77]. 

Bošković i sar. su ustanovili da suplementacija orasima značajno povećava nivo ACE2 u srcu [35]. To je
u skladu sa nalazima da konzumacija oraha značajno smanjuje sistolni krvni pritisak u istom životinjskom
modelu MetS-a [28]. Prethodna istraživanja su pokazala da nedostatak ACE2 uzrokuje umerenu sistolnu
hipertenziju [93], dok sa druge strane, ACE2 aktivatori snižavaju krvni pritisak [94] i poboljšavaju funkciju srca
[43, 95]. Ulu i saradnici su ustanovili da n-3 PUFA predstavljaju ACE2 modulatore, tako što povećavaju nivo
iRNK za ACE2 u bubrezima smanjujući inflamaciju u Ang II - zavisnoj hipertenziji [96]. U MetS-u,  međutim,
efekat PUFA na nivo ACE2 još uvek nije dovoljno istražen.

Ustanovljeno je da je ekspresija ACE2 pod kontrolom SIRT1 [97]. Bošković i sar. su pokazali na animal-
nom modelu MetS-a da suplementacija orasima povećava kako nivo SIRT1 [28], tako i nivo ACE2 u srcu pa-
cova [35].  

Efekat konzumacije oraha na aktivaciju transkripcionog faktora NF-κB zavisi, pre svega, od dužine tra-
janja tretmana. Bošković i sar. su ustanovili da konzumacija oraha u trajanju od 6 nedelja nije uspela da re-
vertuje nivo NF-κB u srcu pacova [35] koji je značajno povećan nakon ishrane bogate fruktozom [35, 98]. Sa
druge strane, Zhang i saradnici su pokazali da konzumacija jestivih ulja sa niskim odnosom n-6/n-3 PUFA u
trajanju od 12 nedelja smanjuje ekspresiju NF-κB, ublažavajući inflamaciju i progresiju osteoartritisa [99].
Takođe je pokazano da EPA i DHA smanjuju ekspresiju proinflamatornih citokina, kao i aktivnost NF-κB u hu-
manim LPS-stimulisanim makrofagima [100]. 

Veliki broj istraživanja je pokazao da konzumacija oraha ima blagotvorne efekte na većinu simptoma
MetS-a, sugerišući njihovu ulogu u nutritivnoj terapiji. Međutim, kada je u pitanju prevencija MetS-a,
blagotvorni efekti konzumacije oraha u kontrolnim grupama nisu uvek prisutni. Bošković i sar. su u svojoj
studiji ukazali da nema značajnih razlika između kontrolne i grupe na standardnoj ishrani koja je konzumi-
rala orahe u trajanju od 6 nedelja, u komponentama RAS-a [35]. Gencoglu i sar. nisu detektovali nijedan
značajan efekat konzumacije orahovog ulja u kontrolnoj grupi na telesnu težinu i težinu jetre, metaboličke
faktore rizika, markere oksidativnog stresa (eNOS) i faktore transkripcije (NF-κB i Nrf2) kao i NADPH oksi-
dazu (p22phok) i SIRT1, za razliku od blagotvornih efekata suplementacije orahovim uljem na ove kompo-
nente nakon ishrane sa visokim sadržajem ugljenih hidrata ili ishrane sa visokim sadržajem masti kod pacova
[101]. Osim toga, Leung i sar. su pokazali da suplementacija orasima u kontrolnoj grupi ne dovodi do znača-
jnih promena u ekspresiji gena za proinflamatorne citokine [50].   

Zaključak

Dosadašnja istraživanja su potvrdila korisne kardiometaboličke efekte konzumacije oraha i predložila
mehanizme koji leže u osnovi njihovih antiinflamatornih i antioksidativnih efekata u srcu. Suplementacija
orasima deluje protektivno na antioksidativnu osu SIRT1-FoxO3a-MnSOD/katalaza u srcu, i promoviše an-
tiinflamatorni profil masnih kiselina u plazmi i srcu, koji su kompromitovani ishranom bogatom fruktozom.
Osim toga, suplementacija orasima u MetS-u ima zaštitni efekat na srce i kroz povećanje nivoa ACE2 u srcu.
Stimulacija ACE2/Ang 1–7 ose RAS-a može predstavljati važan terapeutski pristup u lečenju kardio-
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metaboličkih bolesti, pa suplementacija orasima kao nutritivnih ACE2 aktivatora ukazuje na mogućnost
razvoja novih, nefarmakoloških pristupa u terapiji ovih bolesti.
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Slika �. Metabolizam fruktoze i glukoze (preuzeto i modifikovano sa https://www.researchgate.net/figure/Hepatic-fructose-metabolism-provides-substrate-for-multiple-
metabolic-pathways-Ingested_fig1_319507329)

Slika �. AMPK-SIRT1-FoxO3a-MnSOD/katalaza antioksidativna osa i njeni regulatori
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Slika �. Renin-angiotenzin sistem (RAS) (preuzeto i modifikovano sa https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3022115/figure/F1/?report=objectonly)

Slika �. Veza između RAS-a, oksidativnog stresa i inflamacije u metaboličkom sindromu (preuzeto i modifikovano sa
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2213231717300666)
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Slika �. Nutritivni izvori i metabolički putevi omega-6 i omega-3 PUFA, i njihovi proinflamatorni i antiinflamatorni produkti (preuzeto i modifikovano sa
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4418048/figure/Fig1/)
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PHACTR1 u kardiovaskularnim bolestima: 
od studija asocijacije na celokupnom genomu do funkcionalnih studija

Jovana Kuveljić, Tamara Djurić 
Laboratorija za radiobiologiju i molekularnu genetiku, Institut za nuklearne nauke Vinča, Institut od na-
cionalnog značaja za Republiku Srbiju, Univerzitet u Beogradu
Kontakt: jovana@vin.bg.ac.rs

Apstrakt

Gen za regulator protein fosfataze i aktina 1 (eng. protein phosphatase and actin regulator 1, PHACTR1) je
ušao u žižu interesovanja kada je u studijama asocijacije na celokupnom genomu pokazao značajnu
povezanost sa različitim fenotipovima kardiovaskularnih bolesti (KVB). Nekoliko validacionih studija je is-
taklo uticaj varijanti gena PHACTR1 na koronarnu bolest, infarkt miokarda, kalcifikaciju arterija i disekciju
cervikalnih arterija. Vodeća varijanta rs9349379 je pokazala protektivan ili štetan efekat na KVB, jasno
definišući podelu na bolesti u čijoj osnovi je ateroskleroza i one do kojih dovode drugi procesi. U srpskoj
populaciji, analiziran je haplotipski efekat tri varijante gena PHACTR1, rs9349379 A/G, rs2026458 C/T i
rs2876300 A/G, na aterosklerozu karotidnih i koronarnih arterija, kao i njihov efekat na transkripciju gena
PHACTR1 u karotidnom plaku i mononuklearnim ćelijama periferne krvi. Na ovom polju se vodi
dugogodišnja polemika oko toga da li je varijanta rs9349379 povezana sa KVB preko funkcionalnog uti-
caja na PHACTR1 ili na gen za endotelin 1, EDN1. U funkcionalnim studijama je predloženo nekoliko meh-
anizama delovanja PHACTR1 na kardiovaskularni sistem imajući u vidu da interaguje sa dva esencijalna
ćelijska proteina, protein fosfatazom 1 i G-aktinom. U ovom radu dat je pregled dosadašnjih istraživanja
PHACTR1 u KVB.

Ključne reči: PHACTR1; kardiovaskularne bolesti; ateroskleroza; studije asocijacije na celokupnom genomu;
genska varijanta; haplotip
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PHACTR1 in cardiovascular diseases: 
from genome-wide association studies to functional studies

Jovana Kuveljić, Tamara Djurić
Laboratory for Radiobiology and Molecular Genetics, “Vinča” Institute of Nuclear Sciences, 
National Institute of the Republic of Serbia, University of Belgrade, Belgrade
Correspondence: jovana@vin.bg.ac.rs

Abstract

Protein phosphatase and actin regulator 1 (PHACTR1) gene entered the spotlight when it showed a sig-
nificant association with various phenotypes of cardiovascular diseases (CVD) in genome-wide associa-
tion studies. Several validation studies have highlighted the impact of PHACTR1 variants on coronary artery
disease, myocardial infarction, arterial calcification, and cervical artery dissection. The leading PHACTR1
variant rs9349379 showed a protective or pathogenic effect on CVD, clearly defining the division into ath-
erosclerosis-based diseases and those caused by other processes. In Serbian population, analysis has been
conducted on haplotype effect of three PHACTR1 gene variants, rs9349379 A/G, rs2026458 C/T and
rs2876300 A/G, on carotid and coronary atherosclerosis, as well as their effect on PHACTR1 mRNA level in
carotid plaque tissue and peripheral blood mononuclear cells. However, there is a long-standing contro-
versy about whether the rs9349379 variant is associated with CVD through a functional effect on PHACTR1
or on the endothelin 1 gene, EDN1. Several mechanisms of action of PHACTR1 on the cardiovascular sys-
tem have been proposed in functional studies, considering that it interacts with two essential cellular pro-
teins, protein phosphatase 1 and G-actin. This paper provides an overview of the up to date research
conducted on the PHACTR1 in CVD.

Key words: PHACTR1; cardiovascular diseases; atherosclerosis; GWAS; gene variant; haplotype
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Uvod

Prema poslednjim podacima Svetske zdravstvene organizacije, u svetu godišnje od posledica kardio-
vaskularnih bolesti (KVB) umre blizu 18 miliona ljudi, a od toga su u 85% smrtnih ishoda uzročnici infarkt
miokarda ili cerebrovaskularni insult. KVB su vodeći uzrok smrtnosti i u Srbiji gde su tokom 2021. godine bile
uzročnik preko 40% smrtnih ishoda (http://www.batut.org.rs/download/publikacije/AKS2021.pdf ).

U osnovi većine KVB nalazi se ateroskleroza, hronična, kompleksna, poligenska, inflamatorna bolest
krvnih sudova. Razvoj ateroskleroze započinje u ranoj životnoj dobi i traje dugi niz godina. Ključni procesi
u patogenezi ateroskleroze su: endotelna disfunkcija, nakupljanje oksidovanih lipida [1], inflamacija [2],
transformacija makrofaga u penaste ćelije [3], remodelovanje vanćelijskog matriksa i formiranje aterosklerot-
skog plaka [4]. Ateroskleroza koronarnih arterija dovodi do zakrčenja arterija koje snabdevaju srce nutri-
jentima i kiseonikom i omogućavaju funkcionisanje srčanog mišića. Usled nedostatka kiseonika,
kardiomiociti odumiru i dolazi do ishemijske povrede srca, odnosno infarkta miokarda (IM) (srčani udar).
Nakon IM dolazi do procesa remodelovanja tkiva, koji je u prvoj fazi protektivan proces, ali ako se produži
može dovesti do hroničnog narušavanja strukture i funkcije srca [5]. Ateroskleroza karotidnih arterija
onemogućava dotok kiseonika i hranljivih materija u prednji deo moždanih hemisfera, optičke nerve i ret-
inu, usled čega dolazi do odumiranja neurona i ishemijskog cerebrovaskularnog insulta (CVI) (moždani
udar/šlog) [6]. Tradicionalni faktori rizika za razvoj ateroskleroze su starenje, pol, nivo lipida i šećera u krvi,
krvni pritisak, pušenje, ishrana, gojaznost, kao i genetički faktori povezani sa njima [7]. Ipak, većina genskih
varijanti za koje je utvrđeno da nose deo genetičkog rizika za KVB nalaze se u okviru gena čiji je tačan uti-
caj na KVB nepoznat. Jedan od gena za koji se ne zna tačan mehanizam dejstva, a koji je bio izrazito asoci-
ran sa aterosklerozom koronarnih arterija i IM [8], je regulator protein fosfataze i aktina 1 (eng. protein
phosphatase and actin regulator 1, PHACTR1). 

Regulator protein fosfataze i aktina � (PHACTR�)

Protein PHACTR�

Regulator protein fosfataze i aktina 1 može da interaguje sa protein fosfatazom 1 i G-aktinom [9]. C-ter-
minalni region, zadužen za vezivanje protein fosfataze 1, evolutivno je očuvan kod sva četiri člana ove famili-
je aktin vezujućih regulatora protein fosfataze 1. PHACTR1 poseduje tri RPEL motiva, za koje se vezuje
G-aktin, u C-terminalnom regionu i jedan u N-terminalnom regionu. Na oba kraja proteina nalaze se NLS
(eng. nuclear localisation signals) sekvence [10]. Protein fosfataza 1 (eng. protein phosphatase 1, PP1) je enzim
uključen u širok spektar fizioloških procesa. Ova serin/treonin fosfataza se sastoji od jedne katalitičke sub-
jedinice (PP1c) i više subjedinica koje svojim vezivanjem za PP1c određuju mesto njene aktivnosti u ćeliji i/ili
supstrat na koji će delovati. Postoji preko pedeset ovakvih subjedinica i većina njih poseduje karakterističan
domen (RVxF) kojim vezuje PP1c [11]. PHACTR1, takođe ima sličan domen za vezivanje PP1c, LIRF, koji se
preklapa sa trećim aktin vezujućim RPEL3 motivom, zbog čega i postoji kompeticija između G-aktina i PP1c
[12]. U citoplazmi, kada je koncentracija slobodnog G-aktina velika, dolazi do vezivanja G-aktina za PHACTR1,
a onemogućeno je vezivanje PP1c, kao i interakcija importina α-β sa NLS sekvencama i translokacija
PHACTR1 u jedro. Nakon Rho-indukovane polimerizacije G-aktina u F-aktin PHACTR1 ulazi u jedro, gde je slo-
bodan da veže PP1c i indukuje formiranje aberantnih aktomiozinskih struktura [10]. U jedru PHACTR1 deluje
kao supstrat specifični aktivator protein fosfataze 1, a inhibira aktivnost PP1 prema njenom najčešćem sup-
stratu, fosforilazi a [9]. Jedarni supstrati PHACTR1/PP1c holoenzima uglavnom su komponente citoskeleta
i njihovi regulatori. Vezivanjem PHACTR1 C-terminalnog regiona za PP1c formira se novo specifično katali-
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tičko mesto, usled rearanžmana hidrofobnog džepa PP1c [12]. Primarna struktura PHACTR1 poseduje osam
mesta za fosforilaciju protein kinazom A i sedam za fosforilaciju protein kinazom C, lokalizovanih oko RPEL
motiva. Fosforilacijom ovih mesta, potencijalno se na još jedan način menja interakcija PHACTR1 sa aktinom
i vrši regulacija veze PP1c sa supstratom [9].

Gen PHACTR1

Gen PHACTR1 ima preko petstosedamdesethiljada baznih parova i nalazi se na kratkom kraku hromo-
zoma šest, na poziciji 6p24.1. Pokazano je da se sa gena PHACTR1 može prepisati šest protein-kodirajućih
transkripata [13]. Najduži transkript gena PHACTR1 kodira protein od 580 ak. Njegova transkripcija počinje u
egzonu 4 i dobijeni transkript ima 1743 bp. Kratki transkript gena PHACTR1 je dugačak 435 bp i kodira pro-
tein od 144 ak. Početak transkripcije kratkog transkripta je u egzonu 14, koji ostali transkripti ne poseduju.
Kratki transkript detektovan je samo u imunskim ćelijama, monocitima. Gen PHACTR1 daje četiri transkripta
srednje dužine: A+, A-, B+ i B-. Oba A transkripta polaze sa egzona 7, koji se ne prepisuje kod ostalih tran-
skripata, dok B transkripti srednje dužine polaze sa egzona 8. Transkripti A+ i B+ poseduju dodatni egzon
koji nije prepisan kod ostalih transkripata. Transkripti srednje dužine daleko su prisutniji, mogu se detekto-
vati u makrofagima, endotelskim ćelijama (EĆ) i glatkim mišićnim ćelijama (GMĆ) i različitim tkivima. Svi tran-
skripti gena PHACTR1 sadrže C-terminalni domen za interakciju sa PP1c, koji je izrazito konzerviran region. 

Protein PHACTR1 je najviše zastupljen u mozgu, a zatim slede pluća i testisi, prema bazama podataka,
dok je iRNK PHACTR1 najviše zastupljena u mozgu i krvi, a zatim u srcu i plućima [14]. Slična zapažanja pro-
istekla su i iz pojedinačnih studija na animalnim modelima i humanim panelima tkivnih uzoraka. Najviši
nivo transkripcije gena PHACTR1, kod miša, bio je otkriven u mozgu, plućima, aorti, bubrezima i srcu [15].
Transkripti PHACTR1 bili su detektovani i u vaskularnom tkivu miša, u mišijim EĆ i GMĆ, kao i u ateroskle-
rotskim lezijama [16]. Kod pacova, iRNK PHACTR1 bila je uočena u najvećem obimu u mozgu, ali je bila pri-
sutna i u srcu, plućima, testisima i bubrezima, dok je protein PHACTR1 bio detektovan samo u mozgu [9].
Relativni nivo transkripcije gena PHACTR1, u humanim tkivima, bio je visok u srcu, aorti i mozgu, a najviši u
srcu nakon infarkta miokarda [17]. Prisustvo proteina PHACTR1, u arterijama zdravih ispitanika, bilo je de-
tektovano u endotelskim i imunskim ćelijama, ali ne i u vaskularnim glatkim mišićnim ćelijama [18]. U arte-
rijama obolelih od ateroskleroze, protein PHACTR1 bio je lokalizovan u aterosklerotskom plaku, ponajviše
u makrofagima i penastim ćelijama, nešto manje u EĆ [18], i izuzetno slabo u GMĆ koronarnih arterija [13].
Do skoro se smatralo da se dugački transkript može detektovati isključivo u mozgu [13, 18], ali je nedavno
u makrofagima iz periferne krvi detektovan protein PHACTR1 koji potiče sa dugačkog transkripta [19]. Kratki
transkript javlja se samo u imunskim ćelijama, ali protein generisan sa kratkog transkripta do sada nije de-
tektovan.

Studije asocijacije

U HapMap projektu je identifikovano i mapirano preko tri miliona genskih varijanti u humanom ge-
nomu [20], što je omogućilo razvoj novih metoda, a među njima i studija asocijacije na celokupnom ge-
nomu (eng. Genome-Wide Association Studies, GWAS) (GWA studije) koje analiziraju izuzetno veliki broj
genskih varijanti tipa izmene jednog nukleotida (eng. single nucleotide variant) duž celog genoma [21]. Prve
GWA studije primenjene su u kardiovaskularnim bolestima 2007. godine. Tada su tri nezavisne studije aso-
cirale lokus 9p21 sa povećanim rizikom za nastanak koronarne bolesti (KB) i infarkta miokarda [22-24]. Do
danas GWA studije su otkrile 163 nova lokusa u asocijaciji sa KB [25] i pokazale da najveći procenat gene-
tičke varijabilnsti KB nose upravo česte nekodirajuće genske varijante (Slika �), odnosno njihov kumula-
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tivni efekat, jer u proseku svaka od ovih varijanti nosi malu genetičku varijabilnost, oko 8%. Zajedno sa ne-
koliko stotina varijanti pri čijem otkrivanju je prag lažno pozitivnih rezultata podignut na 5% (eng. false dis-
covery rate, FDR), ovih 163 novih lokusa, su odgovorni za oko 40% genetičke varijabilnosti KB.

Gen PHACTR1 pojavio se u sferi interesovanja istraživača koji proučavaju KVB 2009. godine kada je prvi
put genska varijanta iz lokusa 6p24 povezana sa ranim infarktom miokarda. Kathiresan i sar. [8] su u velikoj
GWA studiji, koja je u poslednjoj fazi obuhvatila dvadeset pet hiljada ispitanika, pokazali da je varijanta
rs12526453 u genu PHACTR1 dostigla predodređenu GWAS značajnost (p<5x10-8) u asocijaciji sa ranim IM.
Konzorcijum CARDIoGRAM je 2011. godine, okupio dvadeset dve hiljade ispitanika sa koronarnom bolešću
i skoro tri puta više zdravih ispitanika evropskog porekla u najvećoj do tada GWA studiji iz oblasti kardio-
vaskularnih bolesti [26]. U ovoj studiji validirana je asocijacija lokusa 6p24 sa koronarnom bolesti preko va-
rijante rs12526453, u genu PHACTR1. Paralelno, u GWA studiji C4D konzorcijuma na preko četrdeset hiljada
ispitanika [27], varijanta rs9349379 u genu PHACTR1, je bila najjače asocirana genska varijanta sa KB, što
ukazuje na to da je rs9349379 potencijalno bolji marker asocijacije lokusa 6p24 i gena PHACTR1 sa KB. Iste
godine, O’Donnel i sar. su pokazali asocijaciju varijanti rs9349379, rs2026458 i rs12526453, u genu PHACTR1,
sa kalcifikacijom koronarnih arterija (KKA) na skoro deset hiljada učesnika u GWA studiji [28]. Varijante koje
su pokazale značajnu povezanost sa KKA, validirane su i u GWA studiji sa preko trideset četiri hiljade ispita-
nika, od kojih je skoro sedam hiljada imalo IM [28]. Među njima se varijanta rs9349379 u genu PHACTR1
izdvojila kao genska varijanta najjače asocirana sa IM. Pechlivanis i sar. potvrdili su asocijaciju rs9349379,
rs2026458 i rs12526453 sa KKA i istakli varijantu rs9349379 kao vodeću [29]. Bevan i sar. su 2012. godine ispi-
tivali asocijaciju cerobrovaskularnog insulta i genskih varijanti, prethodno povezanih, u GWA studijama, sa
različitim fenotipovima KB. Varijanta rs12526453 u genu PHACTR1 asocirana je sa CVI, na uzorku od deset hi-
ljada ispitanika, od kojih je četiri hiljade imalo akutni događaj CVI [30]. Udruženi konzorcijumi CARDIo-
GRAMplusC4D, 2012. godine, dostigli su preko 190000 ispitanika, a u studiji je identifikovano petnaest novih
lokusa potencijalno značajnih za nastanak i razvoj koronarne bolesti [31]. Dodatna ispitivanja u ovoj studiji
ukazala su na to da PHACTR1 lokus ne pokazuje značajnu asocijaciju ni sa jednim od puteva povezanih sa
tradicionalnim faktorima rizika [31].

GWA studije su značajne jer mogu ukazati na nove pravce istraživanja, ali zahtevaju validaciju rezultata
i funkcionalne studije pogotovo kada ukazuju na gene koji ranije nisu povezivani sa ispitivanim fenotipom
i faktorima rizika. Nakon GWA studija razvijeni su različiti tipovi studija koje su ispitivale funkcionalnost
novo-otkivenih varijanti. Za razliku od GWA studija koje su tražile asocijaciju jednog fenotipa među hilja-
dama varijanti, studije asocijacije genskih varijanti sa fenotipom (eng. Phenome-Wide Association Studies,
PheWAS), polazile su od genske varijante i tražile asocijacuju među hiljadama dobro definisanih fenotipova
[32]. PheWA studija potvrdila je asocijaciju genske varijante rs9349379 sa koronarnom bolešću i migrenom
[33]. Zatim su usledile studije bazirane na drugom Mendelovom zakonu o slučajnom izboru (eng. Mendelian
Randomization (MR) Studies) kojima je cilj bio da utvrde da li je asocijacija između biomarkera/genske vari-
jante i fenotipa/bolesti uzročno-posledična [34]. Jedan od osnovnih preduslova za ispitivanje u MR studiji
bio je da genska varijanta utiče samo na jedan fenotip, tj. da nije plejotropna. Samim tim većina varijanti iz
GWA studija, uključujući i varijante u genu PHACTR1, nisu odgovarale uslovima MR studija. Takođe, studije
asocijacije celokupnog egzoma (eng. Exome-Wide Association Studies, EWAS) [35], nisu imale značaja za
PHACTR1 lokus, imajući u vidu da nijedna genska varijanta iz ovog regiona, koja je do sada bila asociarana
sa KVB, nije u protein-kodirajućim regionima [17].

Katalog GWA studija [36] je, u aprilu 2023. godine, pokazao da su 62 varijante u genu PHACTR1 asoci-
rane sa 156 humanih osobina ili stanja (bolesti) u skoro 134 GWA studija. Najveći broj asocijacija bio je sa
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stanjima vezanim za kardiovaskularni sistem, a posebno za koronarnu bolest, a samo nekolicina varijanti
povezana je sa više različitih stanja ili asocirana sa istim stanjem u više studija. Varijanta rs9349379 istakla
se kao vodeća genska varijanta u PHACTR1 lokusu (Slika �) i asocirana je najčešće sa koronarnom bolešću
[27, 31], pa zatim sa kalcifikacijom koronarnih arterija [28], sistolnim krvnim pritiskom [37], disekcijom
cervikalnih arterija [38], i migrenom [39]. Varijanta rs12526453 prva je varijanta gena PHACTR1 koja je aso-
cirana sa kardiovaskularnim fenotipom, i to sa ranim IM [8], zatim je povezana sa koronarnom bolešću [26],
kalcifikacijom koronarnih arterija [28] i cerebrovaskularnim insultom [30]. Genska varijanta rs2026458 aso-
cirana je sa kalcifikacijom koronarnih arterija [28, 29], kao značajnim faktorom rizika za razvoj i progresiju
ateroskleroze.

U srpskoj populaciji, analiziran je haplotipski efekat tri varijante gena PHACTR1, rs9349379 A/G,
rs2026458 C/T i rs2876300 A/G, na aterosklerozu karotidnih i koronarnih arterija [40, 41]. Generalno, ispiti-
vanje genskih varijanti u haplotipu daje veću snagu studiji, pruža direktni uvid u odnos ispitivanih varijanti
na hromozomu i omogućava uspostavljanje asocijacije kompleksne bolesti sa multi-alelnim genskim
markerom. Kod ispitanika sa aterosklerozom karotidnih arterija, Kuveljić i sar. su pokazali značajnu i nezavi-
snu asocijaciju haplotipa ACA, varijanti gena PHACTR1, sa prisustvom karotidnog plaka u odnosu na refe-
rentni haplotip GTA [40]. Ipak, kod ispitanika sa aterosklerozom koronarnih arterija, nije bilo značajne
asocijacije između varijanti u genu PHACTR1 i prvog IM ni pojedinačno ni u haplotipu [41]. Ovakav rezultat
dobijen je i u GWA studiji CHARGE konzorcijuma, gde na znatno većem broju ispitanika nije pokazana aso-
cijacija gena PHACTR1 ni sa IM, ni sa KB [42]. Na početku ove prospektivne studije dvadeset četiri hiljade
ispitanika bilo je bez KB i IM da bi nakon, u proseku, osam godina 10% ispitanika razvilo KB, a više od 6%
doživelo IM. Ni u jednoj od ovih grupa ispitanika nije pokazana asocijacija sa genskom varijantom iz PHACTR1
lokusa [42]. Kuveljić i sar. su se, zatim, osvrnuli na uticaj PHACTR1 varijanti na proces remodelovanja leve ko-
more srca tokom 6 meseci od IM, međutim nisu pokazali asocijaciju sa promenom ehokardiografskih para-
metara strukture i funkcije leve komore srca [41]. U studiji Kelloniemi i sar. varijanta rs12526453 gena
PHACTR1 nije imala statistički značajan uticaj na ehokardiografske parametre strukture i funkcije leve ko-
more srca [43]. U istoj studiji Kuveljic i sar. su pokazali asocijaciju ređeg alela G varijante rs2876300 gena
PHACTR1 sa višesudovnom bolešću (VSB) srca [41], koja predstavlja teži oblik bolesti, jer je povezana sa
većom smrtnošću u odnosu na jednosudovnu bolest [44]. Slična asocijacija pokazana je u libanskoj popu-
laciji između varijanti u genu PHACTR1 i broja krvnih sudova sa stenozom [45], gde je jačina asocijacije rasla
sa brojem krvnih sudova koji su imali stenozu.

Plejotropni efekat gena PHACTR1 ogleda se u asocijaciji varijante rs9349379 sa više različitih fenotipova
(Slika �). Njen ređi alel G asociran je sa rizikom za razvoj KV fenotipova u čijoj osnovi je ateroskleroza, kao
što su koronarna bolest, IM i KKA. Dok, je sa druge strane alel A povezan sa rizikom za fenotipove u čijoj eti-
ologiji nije ateroskleroza, kao što su fibromuskularna displazija (FMD) [46], disekcija cervikalnih arterija [38],
spontana disekcija koronarnih arterija [47] i migrena [39, 48]. FMD je neiflamatorna, neaterosklerotska bolest
srednjih krvnih sudova, a često je neidentifikovan uzrok hipertenzije ili cerebrovaskularnog insulta. U studiji
Kiando i sar. na uzorku od četristo ispitanika sa FMD i oko dve i po hiljade zdravih ispitanika pokazana je aso-
cijacija alela A varijante rs9349379 sa povećanim rizikom za FMD [46]. Migrena, aneurizma i disekcija arter-
ija mogu biti kliničke manifestacije FMD i češće su kod obolelih od FMD, nego u opštoj populaciji. Plejotropni
efekat genske varijante rs9349379 najbolje je oslikan u meta-analizi u kojoj su upoređene GWA studije CAR-
DIoGRAM i C4D konzorcijuma sa GWA studijom o migreni [49], gde je PHACTR1 lokus pokazao najjaču aso-
cijaciju sa oba fenotipa. Moguće je da genska varijanta rs9349379 ima biološki efekat koji rezultuje različitim
posledicama u KV bolestima, kao što na primer, proces ateroskleroze vodi zadebljanju zida arterije i smanjenju
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njene elastičnosti, što sa druge strane smanjuje predispoziciju za nastanak povreda u zidu arterije, koje su
glavno obeleže disekcije arterije.

Transkripcija gena PHACTR1

Uticaj varijanti gena PHACTR1 na njegovu transkripciju ispitivan je u nekoliko studija. U većini studija
pokazano je da je vodeća varijanta rs9349379 eQTL (eng. expression quantitaive trait locus) za gen PHACTR1
[17]. Ipak, bila je dovoljna jedna studija koja to nije potvrdila [33], da se pokrene dugogodišnja polemika na
temu da li je varijanta rs9349379 povezana sa KVB preko funkcionalnog uticaja na PHACTR1 ili na gen za en-
dotelin 1, EDN1.

Beaudoin i sar. [17] dokazali su, na uzorku od 25 koronarnih arterija, da varijanta rs9349379 znača-
jno utiče na transkripciju gena PHACTR1. U eksperimetu na HUVEC nuklearnim ekstraktima su pokazali da
ređi alel G narušava mesto vezivanja transkripcionog faktora MEF2A (eng. myocyte enhancer factor 2A), čime
dovodi do smanjenja transkripcije gena PHACTR1 [17]. Transkripcioni faktor MEF2A [50] reguliše rani razvoj
kardiovaskularnog sistema kroz procese proliferacije ćelija, diferencijacije mišića i apoptoze. Takođe, prema
njihovim rezultatima varijanta rs9349379, u koronarnim arterijama, nije cis-eQTL ni za jedan od protein
-kodirajućih gena koji se nalaze na udaljenosti od 1 Mb oko varijante, uključujući gen EDN1, kao i još 7 gena:
GFOD1, HIVEP1, MCUR1, NOL7, RanBP9, SIRT5 i TBC1D7. Aguet i sar. su ispitali uticaj varijante rs9349379 na
transkripciju gena PHACTR1 u 44 tkiva iz baze podataka GTEx (eng. Genotype-Tissue Expression Project [51])
i pokazali da rs9349379 deluje kao tkivno-specifični eQTL za gen PHACTR1 u aorti, tibijalnoj i koronarnoj ar-
teriji [52]. U ispitivanim tkivima varijanta rs9349379 je pokazala i uticaj na transkripciju nekodirajuće RNK
RP1-257A7.5 i gena TBC1D7 [52], ali ne i gena EDN1. Sličan rezultat dobili su i Kiando i sar. na kulturi ćelija hu-
manih fibroblasta, gde su pokazali da češći alel A varijante rs9349379 povećava transkripciju gena PHACTR1
[46]. U studiji u kojoj je proučavana uloga PHACTR1 varijanti u aterosklerozi karotidnih arterija, Kuveljić i sar.
su pokazali asocijaciju haplotipa ACG sa značajno povišenom transkripcijom gena PHACTR1 u karotidnom
plaku, u poređenju sa referentnim haplotipom GTA [40]. Isti haplotip, ACG, asocirali su sa povišenim nivoom
transkripcije gena PHACTR1 i u mononuklearnim ćelijama periferne krvi (MĆPK) ispitanika sa aterosklerozom
kornarnih arterija šest meseci nakon IM [41]. Haplotip ACG sastoji se od intronskih varijanti rs9349379 A/G,
rs2026458 C/T i rs2876300 A/G gena PHACTR1, a prema podacima GTEx projekta [51], svaki od alela u hap-
lotipu ACG pojedinačno dovodi do povećanja nivoa transkripcije gena PHACTR1 u aorti i tibijalnoj arteriji.
Prema bazama podataka varijante rs9349379 i rs2876300 nalaze se u okviru genskih pojačivača transkrip-
cije (eng. gene enhancer, GH) i potencijalno imaju uticaj na regulaciju transkripcije, bilo preko interakcije sa
hromatinom ili izmenom vezujućeg mesta transkripcionih faktora [53]. Pojačivač transkripcije, GH06J012893,
u okviru kojeg se nalazi varijanta rs2876300 u mogućnosti je da veže dvadeset četiri transkripcionih faktora
i da učestvuje u regulaciji transkripcije pet gena, uključujući gen PHACTR1. Genska varijanta rs9349379 nalazi
se u okviru pojačivača transkripcije, GH06J012903, koji reguliše transkripciju šest gena [53]. U okviru EN-
CODE projekta je na uzorku od četiri tkiva aorte [54], pokazano da postoji acetilacija lizina 27 na histonu 3
(H3K27ac) u hromatinu na mestu varijante rs9349379, što je epigenetsko obeležje aktivnog pojačivača tran-
skripcije. Od svih gena čiju tanskripciju su u mogućnosti da regulišu dva pomenuta pojačivača transkripcije,
jedino je PHACTR1 protein-kodirajući gen, ostali geni kodiraju mikroRNK (miRNK) i dugačke nekodirajuće
RNK (eng. long non-coding RNA, lncRNA). Imajući u vidu da su miRNK i lncRNK značajni regulatorni faktori,
nije isključeno da bi ispitivane varijante mogle preko njih da utiču na kardiovaskularni sistem.

Opsežna analiza lokusa 6p24 koju su sproveli Gupta i sar., takođe je izdvojila gensku varijantu rs9349379
kao vodeću u ovom lokusu [33], ali je njihova studija jedina koja je do sada pokazala da varijanta rs9349379
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utiče na transkripciju gena EDN1, a ne utiče na transkripciju gena PHACTR1. Gen EDN1 lociran je kao i
PHACTR1 na hromozomu 6p24.1, a udaljen je 600 Kb od varijante rs9349379. Poznato je da se različitim hro-
matinskim rearanžmanima udaljeni regioni mogu dovesti u blizak položaj, ipak prema sprovedenim is-
traživanjima Gupta i sar., u ovom slučaju je to izuzetno malo verovatno, te je predloženo da do kontakta
može doći posredno preko regiona pojačivača transkripcije koji se nalazi na pola puta između varijante
rs9349379 i gena EDN1 [33]. Studija je urađena na indukovanim pluripotentnim matičnim ćelijama diferen-
ciranim u vaskularne ćelije endotela i glatke mišićne ćelije pri čemu je EDN1 eQTL efekat bio pedeset puta
izraženiji u endotelskim ćelijama. U predloženom mehanizamu regulatornog uticaja varijante rs9349379 na
gen EDN1, dotakli su se plejotriopnog efekta na vaskularne bolesti sa kojima je lokus 6p24 asociran. Prema
Gupta i sar., povećanje transkripcije gena EDN1 preko ređeg alela G varijante rs9349379 vodilo je povećanju
nivoa proteina EDN1. Vezivanje proteina EDN1 za receptor EDN1A na vaskularnim endotelnim ćelijama
dovodi do vazokonstrikcije, proliferacije, produkcije vanćelijskog matriksa i fibroze, što su sve procesi koji do-
prinose progresiji ateroskleroze i povećavaju rizik za razvoj koronarne bolesti i infarkta miokarda, a para-
lelno smanjuju rizik od disekcije cervikalne arterije, fibromuskularne displazije i migrene. Sa druge strane,
vezivanje EDN1 za receptor EDN1B dovodi do produkcije NO i prostaciklina i posledične vazodilatacije, di-
ureze i natriureze, i tako posredno do smanjenja rizika od nastanka hipertenzije. Ipak, nakon što su Wang i
Musunuru replicirali eksperiment Gupta i sar. i nisu dobili isti rezultat [55] postalo je jasno da će biti potrebno
još istraživanja da bi se tačno utvrdila veza varijante rs9349379 sa KVB. Wang i Musunuru koristili su isti tip
ćelija - humane vaskularne endotelne ćelije i istu metodu - CRISPR/Cas9, i njihovo istraživanje je još jedna
potvrda da je varijanta rs9349379 eQTL za gen PHACTR1. Takođe, kod Kuveljić i sar., kao i u još nekoliko
studija [17, 55], varijanta rs9349379 nije imala statistički značajan uticaj na transkripciju gena EDN1, u MĆPK
ispitanika sa IM, ni pojedinačno ni u haplotipu sa genskim varijantama rs2026458 i rs2876300 [41].

Funkcionale studije

Nekoliko istraživačkih grupa ispitivalo je moguće mehanizme delovanja PHACTR1 u organizmu i
proučavalo direktnu ulogu PHACTR1 u kardiovaskularnom sistemu. Pošli su od utvrđenih podataka da je
PHACTR1 lokus asociran sa kardiovaskularnim bolestima i aterosklerozom koja leži u osnovi mnogih KVB, kao
i činjenice da protein PHACTR1 po svojoj strukturi može da interaguje sa dva izuzetno značajna ćelijska
molekula, protein fosfatazom 1 i G-aktinom [9]. U većini studija kombinovana su istraživanja na animalnim
modelima i u kulturama ćelija, ali i provera uticaja PHACTR1 varijanti na humanim uzorcima. Funkcionalne
studije ukazale su na učešće PHACTR1 u različitim procesima u organizmu, kako fiziološkim, tako i pa-
tološkim. Učešće gena i proteina PHACTR1 u procesima kao što su endotelna disfukcija, inflamacija, kalci-
fikacija, neovaskularizacija, organizacija citoskeleta i eferocitoza ukazuju na sistemsku povezanost sa
procesom ateroskleroze i kardiovaskularnim sistemom. A na ćelijskom nivou, novije studije proširile su polje
istraživanja uloge PHACTR1 u aterosklerotskim procesima i na makrofage koji potiču od monocita, pomera-
jući fokus sa endotelskih ćelija i glatkih mišićnih ćelija.

Jarray i sar. istraživali su funkcionisanje endotela i proces angiogeneze, pri čemu su otkrili da vaskularni
endotelni faktor rasta (eng. vascular endothelial growth factor, VEGF), potentni pro-angiogeni faktor, dovodi
do povećane transkripcije gena PHACTR1 u vaskularnim EĆ [56]. U eksperimentu u kome je smanjen nivo
iRNK i proteina PHACTR1 u EĆ, pomoću utišavajućeg konstrukta RNK PHACTR1, pokazali su da odsustvo
PHACTR1 dovodi do redukcije formiranja vaskularnih tubula, što je u osnovni procesa angiogeneze. Takođe,
primetili su da je odsustvo PHACTR1 iz EĆ indukovalo aktivaciju različitih pro-apoptotskih faktora, te su
predložili da do obustavljanja formiranja tubula krvnih sudova dolazi putem apoptoze [56]. Ista grupa istra-
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živača ukazala je na ulogu PHACTR1 u endotelnoj disfunkciji, a preko regulacije funkcije PP1, uključene u pro-
ces produkcije NO [57], glavnog vazodilatatora i medijatora fiziološke funkcije endotela. Pokazali su da je
utišavanje transkripcije gena PHACTR1 u EĆ dovelo do smanjenja fosforilišuće aktivnosti PP1 [58], što je
prouzrokovalo nedostatak Ca2+ u ćeliji, jer je njegov unos preko CREB/Ca2+ zavisnog puta bio obustavljen.
A pošto je i fosforilacija CREB i eNOS, posredstvom AMPK [57], takođe bila obustavljena, došlo je do sma-
njene produkcije NO, što dovodi do endotelne disfunkcije. Jarray i sar. uočili su značajno povišen nivo ra-
zličitih pro-aterogenih faktora u EĆ u kojima je utišana transkripcija gena PHACTR1, kao i poremećenu
organizaciju aktinskih filamenata [57] (Slika �).

Kelloniemi i sar. su indukovali IM kod pacova i uvideli da tada dolazi do smanjenja nivoa iRNK i proteina
PHACTR1 [43]. Njihov nivo vraćao se na prethodno stanje nakon dve nedelje. Dalja istraživanja bazirana su
na ispitivanju efekta povećanja nivoa iRNK i proteina PHACTR1 kod pacova, što je postignuto adenovirus-
nim konstruktima. Pokazali su da povišen nivo iRNK PHACTR1 indukuje značajno povećanje vezivanja trans-
kripcionog faktora SRF (eng. serum response factor) za DNK. Budući da SRF reguliše gensku ekspresiju
proteina koji omogućavaju kontraktilnu funkciju srca, kao što su skeletni α-aktin, srčani α-aktin i teški lanac
β-miozina, zaključili su da PHACTR1 utiče na odnos aktinskih izoformi prisutnih u srčanom tkivu. Kelloniemi
i sar. su ispitivali ehokardiografske parametre strukture i funkcije leve komore srca, i uočili da PHACTR1 ne
utiče na njih, ni kod zdravih, ni kod pacova kod kojih je indukovan IM. U studiju je bio uključen i manji broj
humanih uzoraka, te je detektovan povišen nivo proteina PHACTR1, ali ne i iRNK, na četiri uzorka srčanog
tkiva obolelih od kardiomiopatije u poređenju sa dva uzorka zdravog srčanog tkiva. 

Aherrahrou i sar. istraživali su postojanje uzročno-posledične veze između kalcfikacije i nivoa iRNK i proteina
PHACTR1 u kulturi GMĆ, poteklih od mišijih vaskularnih EĆ, a takođe i u kulturi GMĆ humane aorte [15]. Pokazali
su da pod uticajem kalcifikacije raste nivo transkripcije PHACTR1, i u mišijim i u humanim GMĆ. Dodatno su
utvrdili, u mišijim GMĆ, da je stepen kalcifikacije direktno proporcionalan nivou transkripcije PHACTR1.

Zhang i sar. su ispitivali uticaj oksidativnog stresa na model sistemu endotelnih ćelija humane koronarne
arterije [59]. Oksidativni stres indukovan prisustvom oksidovanih lipida u EĆ dovodio je do značajno
povišenog nivo iRNK i proteina PHACTR1. Primenom utišavanja transkripcije gena PHACTR1 u EĆ, pokazali
su da odsustvo PHACTR1 smanjuje regrutovanje monocita i ublažava oksidativni stres, tako što dovodi do
smanjenja produkcije NO, ali putem smanjenja fosforilacije p47phox, subjedinice NADPH oksidaze (Slika �).
Takođe su uočili da PHACTR1, zahvaljujući svojim RPEL domenima, interaguje sa još jednim RPEL proteinom
i tako učestvuje u MRTF-A (eng. myocardin related transcription factor A) posredovanoj translokaciji p65 u
jedro, gde p65 indukuje transkripciju NF-kB, potentnog proinflamatornog faktora [59]. Na taj način je
pokazano da PHACTR1 ima važnu ulogu u indukovanju inflamacije izazvane oksidativnim stresom, odnosno
prisustvom oksidovanih LDL u EĆ. Zhang i sar., su jedini do sada uporedili nivo transkripcije gena PHACTR1
u zdravim karotidnim arterijama i karotidnim arterijama sa prisustvom plaka [59]. Iako na malom uzorku (3
vs. 3), pokazali su da je u obolelim karotidnim arterijama bio povišen nivo iRNK PHACTR1. Nivo proteina
PHACTR1 takođe je bio povišen u plaku, a najviše je bio prisutan u endotelskim ćelijama [59].

Rubin i sar. su proučavali ulogu PHACTR1 u razvou disekcije cervikalnih arterija i fibromuskularne displa-
zije na miševima kojima je PHACTR1 bio utišan ili u EĆ ili u GMĆ [60]. Međutim, nisu uočili nikakve promene
u vaskularnom sistemu kod ovih miševa u odnosu na kontrolnu grupu miševa, čak ni kada su dodatno indu-
kovali hipertenziju ili ishemijsku povredu. Sličan rezultat dobili su Wood i sar. proučavajući miševe sa pro-
aterogenom ApoE-/- pozadinom. Ipak, u njihovoj studiji je pokazana asocijacija G alela varijante rs9349379
gena PHACTR1 sa smanjenom elastičnosti uzlazne aorte, što je nezavisni faktor rizika za razvoj koronarne
bolesti [61].
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Istraživanja na makrofagima dala su novu perspektivu uloge PHACTR1 u vaskularnom sistemu. Li i sar. su
radili na modelu PHACTR1-/- miševa (eng. knockout mice) i pokazali da odsustvo PHACTR1 dovodi do progresije
ateroskleroze [62]. Primetili su izmenu u fenotipu makrofaga, u korist makrofaga pro-inflamatornog tipa, M1,
koji na svojoj površini prikazuju markere TNF-α, IL-6 i iNOS, u odnosu na anti-inflamatorne makrofage, M2, čiji
su markeri Arg-1, IL-10 i CD206. Pretpostavka je bila da PHACTR1 utiče na nivo transkripcije gena uključenih u
proces inflamacije, odnosno na MAPK ili CREB signalne puteve koji su regulatori polarizacije makrofaga i nji-
hove transformacije u penaste ćelije [62]. Li i sar. su, dodatno, na uzorku od devedeset ispitanika sa IM i trideset
zdravih ispitanika, pokazali da je nivo iRNK PHACTR1 bio povišen u cirkulišućim monocitima kod ispitanika sa
IM u odnosu na ispitanike kontrolne grupe [62]. A takođe je kod ispitanika sa IM primećena izmena u fenotipu
makrofaga u korist povećanja broja pro-inflamatornih makrofaga. Nivo iRNK PHACTR1 u monocitima rastao je
sa brojem obolelih koronarnih krvnih sudova, a bio je povišen i u monocitima ispitanika sa plakovima boga-
tim lipidima i prisutnom tankom fibroznom kapom, na osnovu čega su zaključili da se nivo iRNK PHACTR1 u
monocitima povećavao sa progresijom ateroskleroze [62]. 

Kasikara i sar. su pokazali da je nivo iRNK PHACTR1 bio najviši u makrofagima anti-inflamatornog
fenotipa i monocitima [19] u odnosu na ostale ćelije prisutne u plaku karotidne arterije. Pokazali su da je
snižen nivo transkripcije gena PHACTR1 u makrofagima, usled prisustva ređeg alela G, varijante rs9349379
gena PHACTR1, doveo do defekta u procesu eferocitoze. Do čega je došlo zbog loše organizacije aktinskih
filamenata ukjučenih u fagocitozu ćelija zahvaćenih apoptozom [19], pošto je translokacija PP1 u jedro,
posredstvom PHACTR1, bila smanjena, pojačavala se defosforilacija lakog lanca miozina, koji učestvuje u
organizaciji citoskleta pri fagocitozi. Kasikara i sar., su u makrofagima detektovali proteine PHACTR1 koji
potiču i sa dugačkog transkripta, za koji se do sada smatralo da se može naći samo u mozgu [13, 18]. Takođe
su pokazali da alel G dovodi do smanjenja nivoa dugačkog transkripta u makrofagima, a ne utiče na ostale
transkripte [19]. 

Zaključak

U brojnim studijama PHACTR1 je pokazao značajnu ulogu u kardiovaskularnom sistemu, ali precizan
mehanizam njegovog uticaja na vaskularne bolesti, kao ni efekat varijanti gena PHACTR1 nije sasvim poz-
nat. Potrebno je još istraživanja da se otkrije jasna pozadina plejotropnog efekta gena PHACTR1 i da se
odgovori na pitanje sa kojim genom varijanta rs9349379 gena PHACTR1 ima uzročno-posledičnu vezu. 

Kardiovaskularne bolesti su najveći uzročnik smrtnosti u svetu. Procena rizika za nastanak fatalnih KV
događaja na osnovu tradicionalnih faktora rizika (starenje, pol, porodična istorija KVB, krvni pritisak, dija-
betes, lipidni i pušački status) uvedena je u kliničku praksu u poslednjih nekoliko decenija [63], ali i dalje ni-
jedan genski marker nije uvršćen u standardnu kliničku praksu procene rizika. Mnoga znanja koja su
proistekla iz genetičkih istraživanja upotrebljena su u razvoju terapije za KVB, ali njihov potpuni potencijal
nije iskorišćen u svrhu dijagnostike i prevencije. Od 2015. godine izvedeno je više studija [64, 65], koje su
upoređivale procenu rizika za nastanak i razvoj koronarne bolesti na osnovu uobičajenih faktora rizika i na
osnovu stepena genetičkog rizika, parametra određenog prema broju genskih varijanti asociranih sa KB
[25]. Pokazalo se da je stratifikacija ispitanika prema stepenu genetičkog rizika jednaka, ako ne i efikasnija
od stratifikacije na osnovu konvencionalnih metoda procene rizika za KB. Međutim, većina studija je vršena
na ispitanicima evropskog porekla, kao i na ispitanicima sa već potvrđenom KB, tako da su za kliničku pri-
menu potrebna dodatna nezavisna istraživanja. Ipak, prednosti procene stepena genetičkog rizika su bro-
jne, uključujući da je nezavisan od starosti i uobičajenih faktora rizika, zatim, da je u korelaciji sa subkliničkom
ateroslerozom, a da je njegovo određivanje lako dostupno i relativno jeftino [25]. Danas se u kliničkoj praksi
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terapija uvodi tek kao sekundarna prevencija nakon akutnog događaja, a u budućnosti najviše koristi od
procene stepena genetičkog rizika imaće osobe sa procenjenim visokim stepenom genetičkog rizika koje
će zato biti uključene u sistem primarne terapijske prevencije.
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Slika �. Novi lokusi povezani sa KB u GWA studijama. Slika je modifikovana iz Erdmann i sar, Cardiovasc Res, 2018. [66].
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Slika �. Pozicija varijante rs9349379 gena PHACTR1 u odnosu na okolne varijante i gene na hromozomu 6. Slika je modifikovana iz Debette i sar, Nat Genet, 2015. [38]. 

Slika �. Plejotropni efekat varijante rs9349379 gena PHACTR1. Slika je modifikovana iz Adlam i sar, J Am Coll Cardiol, 2019. [47].. 
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Slika �. PHACTR1 u endotelskim ćelijama učestvuje u procesima ključnim za nastanak i razvoj ateroskleroze. Slika je modifikovana iz Jarray i sar, Biochimie, 2015. [57], i
Zhang i sar, Atherosclerosis, 2018. [59].



Tr
en

ds
 in

 MM
ooll

eecc
uull

aarr
  BB

iioo
lloo

gg
yy

���

Uloga ciljanih (epi)genetičkih modifikacija u potencijalnoj terapiji dijabetesa

Marija Đorđević, Svetlana Dinić, Mirjana Mihailović, Aleksandra Uskoković, Nevena Grdović, 
Jelena Arambašić Jovanović, Melita Vidaković
Odeljenje za molekularnu biologiju, Institut za biološka istraživanja “Siniša Stanković”, 
Institut od nacionalnog značaja za Republiku Srbiju, Univerzitet u Beogradu
Kontakt: marija.sinadinovic@ibiss.bg.ac.rs

Apstrakt

U osnovi dijabetesa se nalazi smanjen broj beta ćelija endokrinog pankreasa, njihovo poremećeno
funkcionisanje ili gubitak identiteta u procesu dediferencijacije. Jedna od aktuelnih strategija za po-
tencijalnu primenu u terapiji dijabetesa je i direktno ćelijsko reprogramiranje kojim bi se nadomestio
nedostatak funkcionalnih beta ćelija i insulina u organizmu. Ovaj pravac u istraživanjima podrazu-
meva transdiferencijaciju somatskih ćelija poreklom iz različitih organa u ćelije koje proizvode insu-
lin kroz modulaciju ekspresije transkripcionih faktora koji su ključni za održavanje ćelijskog identiteta.
U ovom poglavlju biće predstavljena aktuelna istraživanja koja podrazumevaju ćelijsko reprogrami-
ranje uz pomoć novih sintetičkih alata koji imaju ulogu da dirigovano uvode izmene u (epi)genom sa
posebnim osvrtom na CRISPR/Cas9 sistem i njegove modifikacije. Alfa ćelije endokrinog pankreasa
predstavljaju atraktivan izvor ćelija za potencijalnu terapiju dijabetesa zato što dele zajedničko pore-
klo sa beta ćelijama, imaju visok nivo plastičnosti kao i zbog bliske pozicioniranosti koja obezbeđuje
prirodno okruženje pogodno za njihovo preživljavanje. Jedna od nedavnih studija je podrazumevala
upotrebu EpiCRISPR sistema za ciljano uvođenje metilacije u okviru promotora gena Arx u alfa ćeli-
jama pankreasa miša u cilju njihove transdiferencijacije. Uvedene izmene na nivou epigenoma su do-
vele do pokretanja ekspresije insulina u alfa ćelijama pankreasa miša i inicijacije procesa njihove
transdiferencijacije u ćelije koje produkuju insulin.

Ključne reči: editovanje epigenoma; dijabetes; CRISPR/Cas9; alfa ćelije pankreasa; transdiferencijacija;
insulin
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The role of targeted (epi)genetic modifications in potential diabetes therapy

Marija Đorđević, Svetlana Dinić, Mirjana Mihailović, Aleksandra Uskoković, Nevena Grdović, 
Jelena Arambašić Jovanović, Melita Vidaković
Department of Molecular Biology University of Belgrade, 
Institute for Biological Research “Siniša Stanković” National Institute of the Republic of Serbia
Correspondence: marija.sinadinovic@ibiss.bg.ac.rs

Abstract

Diabetes is caused by a reduced number of beta cell mass, impaired functioning, or loss of beta cell
identity through the dedifferentiation process. Direct cellular reprogramming is one of the current
strategies in the potential diabetes therapy, which would replace the lack of functional beta cells and
regulate insulin levels. This research approach involves the transdifferentiation of somatic cells from
several organs into insulin-producing cells by modulating the expression pattern of transcription fac-
tors responsible for maintaining cellular identity. This chapter will present current research involving
cellular reprogramming using the new synthetic tools that have ability to introduce targeted (epi)ge-
netic modifications. Special attention will be paid to the CRISPR/Cas9 system and its modifications.
Pancreatic alpha cells represent an attractive cell source for potential diabetes therapy because they
share a common origin with beta cells, have a high level of plasticity, and provide a natural environ-
ment suitable for cell survival because of their close placement. One of the recent studies involved the
use of the EpiCRISPR system for targeted DNA methylation within the Arx gene promoter in murine
pancreatic alpha cells. The introduced changes at the epigenetic level led to the initiation of insulin
expression in the alpha cells of the mouse pancreas and the initiation of their transdifferentiation pro-
cess into insulin-producing cells.

Key words: epigenome editing; diabetes; CRISPR/Cas9; pancreatic alpha cells, transdifferentiation,
insulin
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Šećerna bolest ili dijabetes predstavlja grupu metaboličkih poremećaja koji dovode do hronične
hiperglikemije tj. povišene koncentracije glukoze u krvi usled poremećene biološke aktivnosti hormona in-
sulina, njegove neadekvatne sekrecije ili zbog postojanja oba poremećaja. Beta ćelije pankreasa predstav-
ljaju senzore glukoze, proizvode i oslobađaju hormon insulin koji reguliše brojne fiziološke procese, a
njegova ključna uloga je u održavanju koncentracije glukoze u krvi. U osnovi patogeneze dijabetesa se na-
lazi poremećeno funkcionisanje beta ćelija, gubitak njihovog identiteta i prisustvo polihormonalnih ćelija,
kao i povećano umiranje, s obzirom da sposobnost deobe beta ćelija opada sa godinama [1]. U odnosu na
uzrok nastanka bolesti dijabetes se klasifikuje na nekoliko tipova, ali bez obzira na tip dijabetesa kod obo-
lelih dolazi do hronične hiperglikemije i istih hroničnih komplikacija koje su posledica apsolutno ili relativno
narušene funkcionalnosti beta ćelija, njihove poremećene proliferacije ili autoimunske reakcije koja na kraju
dovodi do smanjenja mase beta ćelija [2].

Pristupi u terapiji dijabetesa

Pored farmakološkog pristupa u terapiji dijabetesa gde spada upotreba insulina i lekova koji deluju
na povećanje senzitivnosti ćelija na insulin, stimulaciju insulinske sekrecije i poboljšanje kontrole glikemije,
aktuelan je i ćelijski pristup u terapiji. Naime, egzogeno dodavanje insulina nije u potpunosti efikasno u re-
gulaciji svakodnevnih naleta visokog nivoa glukoze u krvi, što dugoročno gledano dovodi do niza kompli-
kacija u okviru drugih organa, kao što su bolesti bubrega i kožne infekcije [3, 4]. Kako bi se povećao broj ćelija
koje su osetljive na glukozu i koje odgovaraju oslobađanjem adekvatne količine insulina važno je delovati
lokalno na nivou organizma. Ćelijski pristup u terapiji ima za cilj zamenu oštećenih ili obnavljanje ukupne
mase beta ćelija i podrazumeva transplantaciju pankreasa i Langerhansovih ostrvaca poreklom od donora.
Ovaj pristup je efikasan, ali se susreće sa brojnim preprekama kao što su ograničen broj donora i pridruženi
sporedni efekti imunosupresivnih lekova što onemogućava široku primenu ovog vida terapije. Broj obole-
lih od dijabetesa u svetu je u konstantnom porastu pa je pronalaženje alternativnih terapeutskih pristupa
važan pravac u istraživanjima. Velika pažnja je usmerena ka očuvanju preostalih i sprečavanju daljeg gubi-
tka funkcionalnih beta ćelija, ka stimulaciji replikacije i rasta novih beta ćelija poreklom od progenitorskih
ćelija [5, 6]. Težnja za pronalaskom alternativih izvora beta ćelija dovela je do velikog broja pokušaja dife-
rencijacije embrionalnih i indukovanih pluripotentnih stem ćelija, kao i reprogramiranja terminalno dife-
renciranih tipova ćelija prisutnih u organizmu [6, 7]. Embrionalne i indukovane pluripotentne matične ćelije
poseduju veliki potencijal da se diferenciraju u druge tipove ćelija, između ostalih i u beta ćelije pankreasa,
međutim njihovo korišćenje u ćelijskoj terapiji još uvek nailazi na ograničenja kao što je mogućnost napada
od strane autoimunskog sistema ili njihova tumorogena priroda [8]. Proces ćelijske transdiferencijacije po-
drazumeva direktan prelazak iz jednog u drugi terminalno diferencirani tip ćelija, isključujući pluripotentno
i intermedijerno stanje. Sposobnost ćelija da adaptiraju svoj fenotip kao odgovor na promene iz spoljašnje
sredine bez promena u genetičkom materijalu definiše se kao ćelijska plastičnost. Zahvaljujući tome, mo-
gućnost da se utiče na reprogramiranje ćelijskog identiteta daje veliki prostor za modelovanje bolesti i po-
tencijal za prevođenje u terapeutske svrhe [9]. Veliki broj funkcionalnih tipova ćelija poput kardiomiocita,
neurona, hepatocita i hematopoetskih ćelija do sada je dobijen od fibroblasta ili drugih tipova somatskih će-
lija u in vitro uslovima [10]. Takođe su uspešno realizovani različiti pokušaji transdiferencijacije pankreatič-
nih i drugih tipova somatskih ćelija koje nisu poreklom iz pankreasa u ćelije koje zadobijaju sposobnost da
reaguju na glukozu, proizvode i oslobađaju insulin, tzv. ćelije koje liče na beta ćelije pankreasa [11, 12]. Će-
lije jetre, epitelne ćelije žučne kese, fibroblasti kože, ćelije antralnog dela želuca i keratinociti su neki od naj-
češće korišćenih tipova ćelija koji nisu poreklom iz pankreasa u pokušajima transdiferencijacije u ćelije koje
proizvode insulin (Slika 1.) [13-18]. Acinarne i duktalne ćelije koje ulaze u sastav egzokrinog dela pankreasa



Tr
en

do
vi

 u
 m

ol
ek

ul
ar

no
j b

io
lo

gi
ji

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.

���

su uspešno transdiferencirane u prisustvu više transkripcionih faktora koji su specifični za beta ćelije kao
što su NGN3, MAFA i PAX6 (Slika 2.) [19, 20].

Različiti nivoi regulacije genske ekspresije su tačke na kojima može da se deluje kako bi se pojačala,
smanjila ili potpuno isključila ekspresija gena za transkripcione faktore koji su pre svega odgovorni za odr-
žavanje ćelijskog identiteta. Kako bi se unapredio ćelijski pristup u terapiji dijabetesa u cilju modulacije
ekspresije ključnih transkripcionih faktora neophodno je detaljno proučiti njihovu ulogu u pravilnom funk-
cionisanju beta ćelija, ispitati interakcije i mehanizme koji regulišu njihovu ekspresiju.

Rezultati istraživanja koji su pokazali postojanje veze između epigenetičkih modifikacija i razvoja di-
jabetesa doveli su do razvoja tzv. „epilekova“ koji imaju sposobnost da menjaju epigenetička obeležja gde
spadaju inhibitori histonskih deacetilaza (kao što je vorinostat) ili demetilujući agensi (predstavnik je 5-Aza-
2’-dezoksicitidin koji inhibira enzime DNK metiltransferaze) [21, 22]. Problem sa tretmanom mnogih ko-
mpleksnih bolesti, među kojima je i dijabetes, različitim „epilekovima“ je što oni deluju neselektivno na
epigenetička obeležja za koja su razvijeni i dovode do neželjenih sporednih efekata. Neki od njih imaju lošu
stabilnost i kratak poluživot [23, 24]. Sa druge strane, novi sintetički epigenetički alati dizajnirani su tako da
dirigovano i precizno menjaju epigenetička obeležja na specifičnim mestima, s ciljem da dovedu do pro-
mene u ekspresiji samo jednog ili više gena. Zahvaljujući reverzibilnoj prirodi epigenetičkih modifikacija ci-
ljano editovanje epigenoma pruža ogroman potencijal u različitim oblastima, od osnovnih istraživanja do
biomedicine i primenjene biotehnologije, te bi moglo da se posmatra kao alternativa u odnosu na „epile-
kove“ [9]. Napredak u efikasnoj isporuci genetičkog materijala u ćelije pomoću plazmida, adeno-asociranih
virusa (AAV), modifikovanih molekula RNK i nanočestica obezbedeđuje efikasniji, jednostavniji i sigurniji
put za pokretanje procesa transdiferencijacije ciljanih ćelija [12, 25, 26].

Različite ćelije jednog organizma ispoljavaju specifične karakteristike i održavaju stabilan obrazac
genske ekspresije. Nastanak diferenciranih ćelija adultnog organizma se posmatra kao razvojni proces ne-
diferenciranih u terminalno diferencirane ćelije koje formiraju tkiva ili organe [27]. U stabilnim uslovima, će-
lije adultnog organizma održavaju diferencirano stanje pri čemu jedinstveni tip ćelija često može da usvoji
neke karakteristike drugog tipa ćelija zahvaljujući promenama u genskoj ekspresiji koje nastaju kao posle-
dica odgovora na promene iz okruženja [28, 29]. Ključnu ulogu u interpretaciji genoma koja podrazumeva
aktivaciju ili represiju dela genoma imaju epigenetički mehanizmi koji utiču na dostupnost genomskih re-
giona. Proučavanjem mehanizama koji se nalaze u osnovi promena u genskoj ekspresiji, a koje nisu nastale
zbog izmena u sekvenci molekula DNK, bavi se epigenetika. Waddington je još 1942. godine prvi put upo-
trebio termin „epigenetika“ kako bi označio uticaj okruženja na genom u toku razvoja u cilju formiranja će-
lijskog fenotipa [30]. Skup epigenetičkih obeležja koja uključuju metilaciju molekula DNK, dostupnost
hromatina, posttranslacione modifikacije histonskih proteina (kao što su acetilacija, fosforilacija, ubikviti-
nacija, sumoilacija histona, itd.) i nekodirajuće RNK definišu identitet ćelija višećelijskog organizma, ali i do-
puštaju ćelijama promene u genskoj ekspresiji i posledično promene u fenotipu. Ove promene mogu da se
jave kao odgovor na promene iz okruženja kao što su stvaranje ćelijskog diverziteta u toku razvoja ili prila-
gođavanje ćelija na promene u dostupnosti hranljivih materija ili izloženost stresnim stimulusima [31].

Metilacija molekula DNK predstavlja naslednu, kovalentnu epigenetičku modifikaciju koja je naj-
više izučavana i podrazumeva prenos metil grupe sa S-adenozilmetionina na citozin na poziciji C5 pri čemu
nastaje 5-metilcitozin. Metilacija molekula DNK nije nasumično rasuta po genomu, već se najčešće nalazi na
citozinu u okviru CpG dinukleotida koji su grupisani u tzv. CpG ostrvca kod sisara [32]. Hipermetilovana CpG
ostrvca koja su lokalizovana u promotorskom regionu blizu početka mesta transkripcije gena predstavljaju
marker transkripciono neaktivnih gena, što definiše direktnu vezu između epigenetičkih modifikacija i gen-
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ske ekspresije [33]. Metilacija molekula DNK obezbeđuje stabilno nasleđivanje obrasca genske ekspresije,
pri čemu se metilovani geni drže reprimirani i zaključani. Takođe, metilacija ima veoma važnu ulogu u ge-
nomskom imprintingu, inaktivaciji X hromozoma i tumorogenezi [34]. Enzimi DNK metiltransferaze (engl.
DNA methyltransferase) (DNMT1, DNMT3A, i DNMT3B) imaju ulogu u uvođenju i prenošenju obrasca meti-
lacije molekula DNK. Ovi enzimi imaju dve različite regulatorne funkcije, od kojih DNMT1 DNK metiltran-
sferaza ima ulogu u održavanju obrasca već uspostavljene metilacije u toku replikacije. Obrazac metilacije
DNK molekula se uspostavlja pomoću metiltransferaza koje vrše de novo metilaciju, a to su DNMT3A i
DNMT3B, i mogu da interaguju sa DNMT3L koji nema metiltransferaznu aktivnost, ali stimuliše de novo me-
tiltransferaze [35].

Epigenetičko editovanje

Epigenetičko editovanje se bazira na upotrebi DNK vezujućeg domena koji pruža mogućnost pre-
ciznog baznog sparivanja sa sekvencom od interesa i ne dovodi do izmena u primarnoj sekvenci molekula
DNK. Specifičnim pozicioniranjem elemenata koji imaju ulogu da modifikuju epigenetičke markere nesle-
ktivno delovanje je svedeno na minimum, što redukuje sporedne neželjene efekte [36-38]. Domenu koji se
vezuje za molekul DNK može da bude pripojen i tzv. efektorski domen poreklom od enzima koji imaju ulogu
da pišu ili brišu epigenetička obeležja na molekulu DNK ili na histonskim repovima. Efektorski domen može
i da regrutuje druge enzime koji uvode ili uklanjaju specifična epigenetička obeležja. Za pozicioniranje kom-
pleksa za editovanje epigenoma na molekulu DNK koriste se proteini sa cinkanim prstićima (engl. Zinc fin-
ger nuclease, ZFN), efektori slični aktivatoru transkripcije (engl. Transcription-activator-like effector nucleases,
TALEN) i Cas9 proteini. ZFN i TALEN su modularni proteini koji se vezuju za molekul DNK i moraju da se di-
zajniraju zasebno za svaki regon koji se targetuje. TALE-TET1 sistem je uspešno korišćen za demetilaciju ICR2
regiona (engl. imprinted control region 2), u cilju smanjenja ekspresije p57, inhibitora ćelijskog ciklusa i po-
većanja replikacije pankreatičnih beta ćelija [39]. Grupisani (klasterovani) kratki palindromski ponovci na
jednakim rastojanjima (engl. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats, CRISPR) su prisutni
kod mnogih bakterija i većine arhea i imaju ulogu u stečenom imunskom sistemu [40, 41]. Asocirane en-
donukleaze (engl. CRISPR associated, Cas) formiraju komplekse (CRISPR/Cas) zajedno sa pojedinačnim mo-
lekulima CRISPR-RNK (crRNK) koji se na osnovu komplementarnosti sparuju sa stranim molekulima DNK
[42, 43]. Primena ovog sistema koji je inicijalno razvijen za editovanje genoma dovela je do velikog napre-
tka u razvoju sistema za epigenetičko editovanje zahvaljujući fleksibilnosti i modularnoj prirodi sistema [44].
Prednost CRISPR/Cas9 sistema koja ga čini privlačnim za potencijalne terapeutske pristupe se ogleda u mo-
gućnosti istovremenog ciljanja više regiona u genomu uz pomoć više različitih RNK vodilja (gRNK) bez ika-
kvih izmena na proteinu Cas9 [45, 46]. Naime, Cas9 ima dva endonukleazna domena koji se aktiviraju
prilikom formiranja kompleksa sa molekulom DNK, ostavljajući dvolančani prekid. Male insercije i delecije
u ciljanom regionu koje nastaju kao rezultat popravke uvedenih dvolančanih prekida dovode do mutacija
i poremećene funkcionalnosti genskog produkta [47]. Nakon gašenja endonukleazne aktivnosti, dCas9 (engl.
deactivated/dead Cas9, dCas9) protein može da ima ulogu platforme kojoj će se dodati drugi efektorski do-
meni s ciljem da menjaju metilacioni status ciljanog lokusa, uvode posttranslacione modifikacije histona ili
da dovode do različitih modifikacija istovremeno utičući na arhitekturu hromatina [9, 44]. Efektorski domeni
koji služe kao aktivatori genske ekspresije su VP64, VP160 [48], TET1 [49], tripartitini transkripcioni aktivator
VPR (sastavljen je od VP64, P65 i Rta) [50], kao i katalitička subjedinica acetiltransferaze P300 koja katalizuje
acetilaciju lizina 27 histona H3 [51]. Kao represori se koriste domeni DNMT3A, DNMT3A-DNMT3L, KRAB
(engl. Krüppel associated box), LSD1 (engl. lysine specific demethylse 1) enzima.
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Upotreba CRISPR/Cas� sistema za dobijanje ćelija koje proizvode insulin

Alati za editovanje (epi)genoma su pojednostavili i ubrzali razvoj metoda koje omogućavaju dire-
ktnu promenu terminalno diferenciranih ćelija u druge tipove ćelija zaobilaženjem intermedijernog stanja i
mogli bi u velikoj meri da doprinesu masovnoj proizvodnji ćelija za terapiju dijabetesa [10, 52]. Istraživanja
koja se zasnivaju na upotrebi različitih CRISPR/Cas9 sistema uključuju različite tipove ćelija delujući na gene
koji su povezani sa dijabetesom. CRISPR/Cas9 sistem za ciljanu aktivaciju gena (engl. target gene activation,
TGA) je korišćen za transdiferencijaciju mišijih ćelija jetre u ćelije koje proizvode insulin u in vivo uslovima.
TGA sistem ne deluje direktno na molekul DNK, već ciljano aktivira gene indirektnim putem tako što regru-
tuje transkripcionu mašineriju ili modulatore koji menjaju epigenetičke oznake. Ovaj sistem je ispitivan na
adultnim životinjama koje eksprimiraju Cas9 (knockin životinje za Cas9), kojima je kroz repnu venu injeciran
AAV vektor sa informacijom za gRNK i aptamer koji ima ulogu da regrutuje kompleks za aktivaciju trans-
kripcije ciljanog gena [53]. Ovaj sistem je doveo do uspešnog pokretanja ekspresije transkripcionog faktora
PDX1 u ćelijama jetre, nakon čega je zabeležena njihova transdiferencijacija u ćelije koje proizvode insulin.
Kod miševa kojima je dijabetes tipa 1 (DT1) izazvan pomoću streptozotocina došlo je do povećanja nivoa
insulina u serumu i poboljšanja hiperglikemijskog statusa. Ovakav TGA sistem je, pored model sistema za
DT1, korišćen za tretman muskularne distrofije i akutne bolesti bubrega [53]. Istraživači su razvili način kako
da efikasno upotrebe CRISPR/Cas9 za popravku mutacije u genu za protein volframin u humanim induko-
vanim pluripotentnim matičnim ćelijama i da ih zatim transdiferenciraju u funkcionalne beta ćelije pomoću
šestostepenog protokola za diferencijaciju ciljanjem različitih razvojnih i signalnih puteva. U ovom istraži-
vanju korišćene su indukovane pluripotentne ćelije poreklom od fibroblasta izolovanih iz pacijenata sa Vol-
framovim sindromom koji predstavlja redak autozomalno recesivni poremećaj uzrokovan mutacijom u genu
WFS1. Pojava prvih simptoma dijabetesa se razvija u ranom detinjstvu, zajedno sa oštećenjem optičkog
nerva i neurodegeneracijom. Nakon transplantacije genetički korigovanih i diferenciranih beta ćelija u di-
jabetične miševe dolazi do normalizacije nivoa glukoze u krvi, u toku šestomesečnog perioda posmatranja.
Naime, korekcija gena WFS1 značajno doprinosi povećanju stepena diferencijacije i funkcionisanja beta će-
lija u kojima je pokazan niži nivo stresa i apoptotskih markera u odnosu na ćelije u kojima mutacija nije ko-
rigovana i koje nakon transplantacije nisu dovele do postizanja kontrole glikemije [54]. Nedavno je pokazano
da alati koji se zasnivaju na CRISPR sistemu mogu da se koriste za multipleksno epigenetičko editovanje
kako bi se pokrenula ekspresija gena specifičnih za beta ćelije u imortalizovanim humanim embrionalnim
ćelijama bubrega (HEK293 ćelijska linija) i humanim indukovanim pluripotentnim ćelijama. Ova studija je po-
kazala princip usmeravanja ćelijske diferencijacije pomoću istovremenog korišćenja nekoliko različitih
CRISPR/dCas9 sistema i to CRISPR/dCas9-VP160, CRISPR/dCas9-TET1 i CRISPR/dCas9-P300 kako bi se aktivi-
rali geni za PDX1, NEUROG3, PAX4 i insulin. CRISPR/dCas9-P300 se pokazao kao najefikasniji u aktivaciji ek-
spresije svih ciljanih gena, dok kombinacija sva tri testirana sistema nije dala sinergistički efekat [55]. Takođe,
CRISPR/dCas9-P300 je delovao najefikasnije kada je bio u kombinaciji sa samo jednom gRNK, čiji je efekat
pak zavisio od pozicije na promotoru. Kombinacija 2-3 najefikasnije gRNK nije dala nikakvo poboljšanje u
aktivaciji, što je u suprotnosti u odnosu na rezultate koji su dobijeni ispitivanjem sistema za utišavanje
genske ekspresije [46].

U februaru 2022. godine je prvi put primenjena VCTX210 alogena terapija matičnim ćelijama koja je
dizajnirana da nadomesti gubitak beta ćelija pankreasa u dijabetesu. CyT49 humane pluripotentne matične
ćelije su modifikovane uz pomoć CRISPR/Cas9 sistema tako da izbegnu prepoznavanje i napad od strane
autoimunskog sistema pacijenata, što bi moglo da omogući eliminaciju imunosupresivne terapije pri trans-
plantaciji. Naime, ćelijskoj liniji CyT49 nedostaje gen B2M dok eksprimira CD274 koji je poznat kao progra-
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mirani ligand smrti (PD-L1) koji štiti ćelije od napada T ćelija [56]. Ovaj pristup u ćelijskoj terapiji je u fazi 1
kliničkog ispitivanja, i do sada je potvrđeno da je kod prvog pacijenta koji je primio terapiju zabeležena
proizvodnja insulina 90 dana od tretmana kao i smanjena upotreba egzogenog insulina za 91% [57, 58].

Transdiferencijacija alfa ćelija pankreasa

Kao glavni i najatraktivniji alternativni izvor ćelija za transdiferencijaciju u beta ćelije izdvojile su se
alfa ćelije endokrinog pankreasa. Pored toga što se njihovim direktnim reprogramiranjem prevazilazi pluri-
potentno stanje i rizik od maligniteta, prednost koju poseduju alfa ćelije u odnosu na druge tipove ćelija je
zajedničko poreklo sa beta ćelijama, visok nivo plastičnosti, bliska pozicioniranost u Langerhansovom
ostrvcu i bogata prokrvljenost što obezbeđuje prirodno okruženje pogodno za njihovo preživljavanje i nor-
malno funkcionisanje [52, 59]. Njihovom transdiferencijacijom bi se potencijalno obnovila masa beta ćelija,
dok bi se istovremeno smanjio broj alfa ćelija i popravio narušeni balans između insulina i glukagona koji
se javlja u dijabetesu [25, 60]. Alfa ćelije imaju sposobnost da se spontano transdiferenciraju u ćelije koje
proizvode insulin nekoliko meseci nakon skoro potpunog gubitka beta ćelija kod miševa koji su tretirani
toksinom difterije [61]. Veliki potencijal alfa ćelija da se indukovano transdiferenciraju u beta ćelije pokazuju
različiti eksperimentalni pristupi koji ističu važnu ulogu transkripcionih faktora specifičnih za beta ćelije kao
što su Pax4, PDX1, MafA ili Nkx6-1 [12, 62].

O povezanosti metilacije molekula DNK sa određivanjem ćelijskog identiteta govori i podatak da u
odsustvu Dnmt1 i Arx-a iz alfa ćelija pankreasa miša dolazi do njihove transdiferencijacije u beta ćelije [63].
Ulogu Arx-a u određivanju identiteta alfa ćelija endokrinog pankreasa učvrstilo je istraživanje koje je poka-
zalo da je Arx u beta ćelijama pankresa metilovan i utišan, dok je u alfa ćelijama i beta ćelijama kojima ne-
dostaje Dnmt1 hipometilovan i aktivan [64]. Rezultati ovog istraživanja inicirali su alternativni put za
transdiferencijaciju alfa ćelija pankreasa. Naime, nakon samo jedne transfekcije i ciljanog utišavanja ekspre-
sije isključivo gena Arx koji je krucijalan za održavanje identiteta alfa ćelija dolazi do pokretanja procesa nji-
hove transdiferencijacije i tranzijentne ekspresije, sinteze i oslobađanja insulina iz ovih ćelija [65]. Nakon
optimizacije procesa nukleofekcije u cilju efikasnije isporuke sistema za epigenetičko editovanje u alfa će-
lijama pankreasa miša (αTC1-6 ćelijska linija) [26], upoređivan je nivo ekspresije gena Arx nakon primene tri
različita konstrukta za gensku represiju. Korišćeni su dCas9-Dnmt3a3L, dCas9-KRAB i dCas9-Dnmt3a3L-KRAB
u kombinaciji sa četiri gRNK dizajnirane da obuhvate promotorski region gena Arx [65]. Konstrukt dCas9-
Dnmt3a-Dnmt3L uvodi metilaciju na oko 1000 bp udaljenih od ciljane sekvence, pri čemu su pikovi meti-
lacije na 25 bp uzvodno od i 40 bp nizvodno od pozicije PAM sekvence, dok mesto vezivanja obezbeđeno
komplementarnim sparivanjem ciljanog DNK molekula i gRNK u dužini od 20 bp ostaje fizički zaštićeno i ne-
metilovano [36]. Domen KRAB deluje kao snažan represor transkripcije. On nema enzimatsku funkciju, ali re-
grutuje proteine utišavače koji modifikuju histone (histonske metiltransferaze, deacetilaze i kompleks za
remodelovanje nukleozoma) i DNMT3A/3B, uspostavljajući heterohromatin [46, 66]. Rezultati ciljanog bi-
sulfitnog sekvenciranja su pokazali da je konstrukt dCas9-Dnmt3a3L-KRAB (EpiCRISPR) bio najefikasniji u
uvođenju metilacije. EpiCRISPR konstrukt predstavlja fuzioni protein koji sadrži katalitički domen mišijeg
Dnmt3a, C-terminalni domen Dnmt3L i KRAB domen koji su kuplovani sa katalitički neaktivnim dCas9. Uve-
dena metilacija je za posledicu imala 45% niži nivo ekspresije iRNK za Arx do 7. dana od nukleofekcije, a
nakon 12 dana se ekspresija podigla na početni nivo. Iako iRNK za Cas9 nije detektovana u ovom periodu,
uvedena metilacija je ostala bliža nivou detektovanom u beta ćelijskoj liniji nego inicijalnom nivou u alfa će-
lijama. U 1% tranzijentno transfekovanih (reprogramiranih) alfa ćelija insulin je detektovan na nivou iRNK i
proteina unutar i nakon oslobađanja iz ćelija do 15. dana nakon transfekcije. Iako nisu detektovane pro-
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mene u nivou iRNK za glukagon, ove ćelije ga u manjoj meri sekretuju u odnosu na lažno transfekovane će-
lije. Rezultati analize transkripcionog profila epigenetički modifikovanih alfa ćelija pokazuju da je on sličniji
profilu kontrolnih alfa nego beta ćelija iako je došlo do pokretanja ekspresije Slc2a2 kao i Pax4 i MafA na
nivou iRNK (Slika 3). Dobijeni rezultati ukazuju na postojanje mehanizama koji održavaju identitet alfa će-
lija i odupiru se promenama na nivou epigenoma. Takođe, zaključeno je i da se metilacija Arx-a može po-
smatrati kao neophodan signal za pokretanje ekspresije Ins2 u alfa ćelijama [65]. Eksperimentalno je
pokazano da editovanje epigenoma uz pomoć DNMT3A-dCas9 i KRAB-dCas9 dovodi do prolazne metilacije
molekula DNK i trimetilacije histona H3 na lizinu 9 i da ove modifikacije potpuno nestaju 24 dana nakon
tretmana. Ustanovljeno je da su za maksimalnu represiju gena neophodne različite kombinacije histonskih
modifikacija i metilacije molekula DNK odnosno fino podešavanje alata za editovanje u zavisnosti od lo-
kusa i tipa ćelija [67].

Krajnji cilj ćelijskog reprogramiranja nije “perfektna“ beta ćelija, koja u potpunosti odgovara zreloj beta
ćeliji endokrinog pankreasa kako bi ostvarila terapeutski potencijal. Nju pre svega treba da karakteriše od-
sustvo rizika od tumorogeneze ili hipoglikemijskih efekata kao i izdržljivost, da oslobađa dovoljno insulina
i da reaguje na stimulaciju glukozom [52].

ZAKLJUČAK:

Inspirisano prirodnom pojavom spontane promene identiteta terminalno diferenciranih tipova ćelija
usled promena iz okruženja kao i zahvaljujući razvoju alata za editovanje (epi)genoma javio se novi pravac
u razvoju potencijalnih tretmana dijabetesa. Saznanja koja su dobijena iz rezultata brojnih uspešno reali-
zovanih pokušaja ćelijske transdiferncijacije iskorišćena su za razjašnjavanje osnova mehanizama ovog pro-
cesa, dok su sa druge strane otvorena i mnoga pitanja koja se tiču sposobnosti zadržavanja novonastalog
stanja odn. tendencije ka vraćaju u pređašnje stanje. Postojanje mogućnosti uticanja na reprogramiranje će-
lijskog identiteta pruža veliki značaj za modelovanje mnogih kompleksnih bolesti kao i potencijal za pre-
vođenje u terapeutske svrhe. Rezultat svih uloženih istraživačkih napora su klinička ispitivanja koja uključuju
CRISPR terapiju za različite bolesti, uključujući i dijabetes i koja su uglavnom u prvoj fazi ispitivanja.
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Slika �. Somatske ćelije kao izvor ćelija za transdiferencijaciju u ćelije koje proizvode insulin. Ćelije endodermalnog porekla su hepatocite, epitelne ćelije žučne
kese, ćelije intestinalnih kripti i antralne ćelije želuca; ćelije ektodermalnog porekla su keratinociti, a fibroblasti su mezodermalnog porekla. Pored tipa ćelija dat je spi-
sak transkripcionih faktora ili tretmana koji su primenjeni u cilju transdiferencijacije. (Preuzeto i modifikovano od Kalo i sar., 2022) [12].
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Slika �. Shematski prikaz Langerhansovog ostrvca i pokušaja transdiferencijacije pankreatičnih ćelija u ćelije koje proizvode insulin. Pored crvenih strelica su
pobrojani transkripcioni faktori i njihove kombinacije ili hemijski agensi koji su korišćeni u eksperimentima za indukciju ćelijske transdiferencijacije (Preuzeto i modifi-
kovano od Kalo i sar., 2022) [12].

Slika �. Metilacija promotora Arx-a dovodi do pokretanja ekspresije Ins2 u alfa ćelijama (αTC�-� ćelijska linija). A) Shematski prikaz konstrukata koji su korišćeni
za dirigovanu represiju Arx gena. B) „Lažno“ transfekovanim alfa ćelijama nedostaju četiri gRNK uz pomoć kojih se dCas9-Dnmt3a3L-KRAB konstrukt vezuje za promotor
Arx gena. U EpiC transfekovanim ćelijama (ćelije transfekovane kombinacijom plazmida koji nose dCas9-Dnmt3a3L-KRAB fuzioni konstrukt, reporterski konstrukt i 4
gRNA za Arx) se nakon smanjene ekspresije Arx-a beleži pokretanje ekspresije insulina na nivou iRNK i proteina, kao i pokretanje ekspresije Pax4, MafA i Slc2a2 koji su ka-
rakteristični za beta ćelije pankreasa (Preuzeto i prilagođeno od Đorđević i sar., 2023) [65].
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Uticaj delecije gena Mif na razvoj gojaznosti i steatoze jetre kod miševa 
na režimu ishrane obogaćene fruktozom

Ljupka Gligorovska i Ana Djordjevic
Institut za biološka istraživanja „Siniša Stanković“, Institut od nacionalnog značaja za Republiku Srbiju,
Univerzitet u Beogradu, Srbija
Kontakt: ljupkag@ibiss.bg.ac.rs

Apstrakt

Hronična inflamacija niskog intenziteta ima važnu ulogu u patogenezi metaboličkih poremećaja, kao što
su gojaznost i dislipidemija, koji su često izazvani ishranom obogaćenom fruktozom i predstavljaju faktore
rizika za razvoj steatoze jetre i dijabetesa tipa 2. Faktor inhibicije migracije makrofaga (MIF) je plejotropni
citokin koji pored uloge u regulaciji imunskog odgovora može da reguliše metaboličke procese i osloba-
đanje insulina iz pankreasa, međutim njegova uloga u metaboličkoj inflamaciji nije još uvek dovoljno raz-
jašnjena. Dodatno, pokazano je da se miševi sa deletiranim genom za Mif odlikuju izmenjenom osetljivošću
na insulin i glukozu. Stoga, fokus ovog rada je bio usmeren ka boljem razumevanju molekularnih meha-
nizama metaboličkih efekata MIF-a, kao i ka rasvetljavanju kontroverzne uloge ovog citokina u ra-zvoju po-
remećaja lipidnog metabolizma u jetri i visceralnom masnom tkivu miševa na režimu ishrane obogaćene
fruktozom.

Ključne reči: faktor inhibicije migracije makrofaga, fruktoza, visceralno masno tkivo, jetra, glukokortikoi-
dni hormoni, lipidni metabolizam, insulinska rezistencija.



Tr
en

ds
 in

 MM
ooll

eecc
uull

aarr
  BB

iioo
lloo

gg
yy

���

The effects of deletion of the Mif gene on the development of obesity 
and hepatic steatosis in mice on fructose enriched diet

Ljupka Gligorovska and Ana Djordjevic
Institute for Biological Research “Siniša Stanković”, National Institute of the Republic of Serbia, University
of Belgrade
Correspondence: ljupkag@ibiss.bg.ac.rs

Abstract

Chronic low-grade inflammation plays an important role in the development of metabolic disorders such
as obesity and dyslipidemia, which are often induced by a fructose-enriched diet and are risk factors for
the development of hepatic steatosis and type 2 diabetes. Macrophage migration inhibitory factor (MIF)
is a pleiotropic cytokine that, in addition to its role in regulating the immune response, can regulate me-
tabolic processes and the release of insulin from the pancreas; however, its role in metabolic inflammation
is not well understood. In addition, mice with a deleted Mif gene were found to have altered sensitivity to
insulin and glucose. Therefore, the focus of this work was to better understand the molecular mechanisms
of the metabolic effects of MIF and to elucidate the controversial role of this cytokine in the development
of dyslipidemia in the liver and visceral adipose tissue of mice on fructose-enriched diet.

Key words: macrophage migration inhibitory factor, fructose, visceral adipose tissue, liver, glucocorticoid
hormones, lipid metabolism, insulin resistance.
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UVOD

Fruktoza ili voćni šećer je monosaharid koji se nalazi u medu, voću i povrću, i u ovom obliku predstavlja
deo zdrave, uravnotežene ishrane. Međutim, glavni izvor fruktoze u današnjoj ishrani su zaslađivači koji se
koriste u industriji pića i hrane. Fruktoza se u njima nalazi u obliku saharoze, koja sadrži 50% fruktoze i 50%
glukoze, i visokofruktoznog kukuruznog sirupa, koji sadrži između 42% i 55% fruktoze (1). Ovi zaslađivači
predstavljaju dodate šećere koji hrani daju teksturu, slatkoću i ukus, ali takođe doprinose i izgledu, očuvanju
i energetskom sadržaju hrane. Proizvodi kojima se ovi šećeri najčešće dodaju su bezalkoholni napici, sokovi
i pekarski proizvodi (2).

Globalne promene u ishrani ljudi poslednjih decenija doprinele su povećanoj konzumaciji fruktoze
širom sveta, posebno u razvijenim zemljama. Zabrinutost zbog prekomerne upotrebe zaslađivača u ishrani
potiče od zapažanja da je povećanje potrošnje dodatog šećera povezano sa povećanom učestalošću
metaboličkih poremećaja, kao što su insulinska rezistencija, gojaznost i nealkoholna masna bolest jetre
(eng. non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD) (3). Osim toga, pokazalo se da je konzumacija šećera u tečnom
obliku štetnija po ljudsko zdravlje od konzumiranja u čvrstom obliku, jer unos tečnih šećera, odnosno fru-
ktoze u zaslađenim pićima, ne dovodi do kompenzovanog smanjenja unosa hrane rezultujući pozitivnim ene-
rgetskim balansom (4). Takođe, tečnu hranu nije potrebno žvakati i drugačije utiče na osećaj sitosti, što
dovodi do smanjenja odgovora pankreasa i oslobađanja insulina. Međutim, čini se da štetni efekti velike
konzumacije zaslađenih napitaka nisu samo stvar kalorija, već mogu zavisiti i od vrste šećera koji se konzu-
mira. Istraživanja koja su upoređivala efekte konzumiranja napitaka zaslađenih glukozom i fruktozom su
pokazala da glukoza dovodi do većeg povećanja postprandijalnih nivoa insulina i glukoze u krvi, u poređenju
sa fruktozom (5,6). Pored toga, primećeno je i smanjenje koncentracija hormona leptina u krvi, kao i
proizvodnje grelina. Grelin, glukoza, leptin i insulin predstavljaju glavne regulatore unosa hrane i telesne
mase delujući putem centralnog nervnog sistema. Pošto konzumacija fruktoze dovodi do inhibicije ovih
signala ili smanjenja njihove koncentracije, hronična ishrana obogaćena fruktozom dovodi do povećanja
unosa energije i razvoja leptinske i insulinske rezistencije, visceralne gojaznosti i dislipidemije (2).

Gojaznost je kompleksna bolest koja ugrožava opšte zdravlje ljudi usled povezanosti sa nastankom
mnogobrojnih metaboličkih poremećaja, uključujući dislipidemiju, dijabetes tipa 2 (T2D), NAFLD, kardio-
vaskularne bolesti i rak (7). Gojaznost je multifaktorska bolest na čiji nastanak utiču genetički i epigenetički
faktori, hormonski status, životna sredina, kvalitet hrane, socio-ekonomski status i brojni drugi faktori. Bro-
jne studije su pokazale da je gojaznost „stečena“ bolest koja zavisi od navika i faktora životnog stila, kao što
su hroničan prekomerni unos hrane i niska stopa fizičke aktivnosti, uprkos genetičkoj i epigenetičkoj osno-
vi (8). Iako je gojaznost predmet brojnih istraživanja poslednjih godina, osnovni molekularni mehanizmi još
uvek nisu u potpunosti razjašnjeni i postoji potreba da se identifikuju klinički biomarkeri ranog razvoja goja-
znosti, kao i da se razviju uspešniji metodološki pristupi za njeno lečenje.

Svetska zdravstvena organizacija definiše gojaznost kao prekomernu akumulaciju masnih naslaga usled
povećanog unosa energije u odnosu na potrošnju energije do stepena koji može da ugrozi zdravlje (9). Na
ćelijskom nivou, višak energije se nakuplja u vidu triglicerida, što može da rezultira povećanjem zapremine
masnih ćelija (hipertrofija) i/ili povećanjem broja masnih ćelija usled formiranja novih ćelija procesom adi-
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pogeneze (hiperplazija) (10).

VISCERALNA GOJAZNOST

Ćelije masnog tkiva (adipociti) se akumuliraju u različitim delovima tela i formiraju depoe masnog tkiva
na čiju distribuciju utiču faktori poput starosti, pola, genotipa, hormonskog statusa, ishrane, fizičke aktivnosti
i lekova (11). U zavisnosti od strukture, kod ljudi razlikujemo belo i mrko masno tkivo. U adipocitima belog
masnog tkiva nalazi se jedna, centralno postavljena, masna kap koja potiskuje citoplazmu i jedro ka periferiji,
dok se adipociti mrkog masnog tkiva odlikuju mnogobrojnim masnim kapljicama i većim brojem mito-
hondrija (12). U zavisnosti od lokalizacije, belo masno tkivo je podeljeno na subkutano i visceralno masno
tkivo koja imaju različita metabolička svojstva (10). Pored uloge u skladištenju energije, subkutano i visce-
ralno masno tkivo su metabolički aktivni organi koji proizvode i luče različite faktore, kao što su lipidi, egzo-
zomi, citokini i peptidni hormoni poput adiponektina i leptina (13). Iako i subkutano i visceralno masno
tkivo imaju ulogu u razvoju gojaznosti, visceralno masno tkivo je posebno značajno zbog povezanosti sa
nekoliko metaboličkih poremećaja, uključujući dislipidemiju, insulinsku rezistenciju i T2D (11). Visceralnu
gojaznost karakteriše akumulacija masnih naslaga oko organa unutar abdomena zbog čega se često ozna-
čava i kao centralna gojaznost. Kod pacijenata sa visceralnom gojaznošću najčešće se sreće dislipidemija koja
se karakteriše hipertrigliceridemijom i niskim nivoom lipoproteina visoke gustine u krvi, što može doprineti
akumulaciji masnih naslaga u krvnim sudovima i razvoju kardiovaskularnih oboljenja (14). Takođe, brojne
studije su pokazale da visceralna gojaznost doprinosi razvoju insulinske rezistencije i T2D, nezavisno od
koncentracije glukoze i insulina u krvi, indeksa telesne mase i porodične istorije (15). Pored toga, pacijenti
sa ovim oblikom gojaznosti imaju povećanu koncentraciju postprandijalnih slobodnih masnih kiselina i veći
rizik od razvoja NAFLD-a insulinske rezistencije jetre zahvaljujući direktnoj izloženosti jetre oslobađajućim
faktorima iz visceralnog masnog tkiva putem portalne vene (10). Faktori poput polnih hormona, hormona
rasta, hiperkalorijske ishrane i lokalne sinteza glukokortikoidnih hormona u visceralnom masnom tkivu
mogu biti odgovorni za njegovu povećanu akumulaciju (14).

NEALKOHOLNA MASNA BOLEST JETRE

Jetra predstavlja centralni organ za održavanje energetske homeostaze kao mesto gde se odvija meta-
bolizam osnovnih energetskih supstrata, masnih kiselina i glukoze, kao i hranljivih materija, koje se apsorbu-
ju iz hrane i ulaze u jetru preko portalne vene. Jetra igra ključnu ulogu u održavanju nivoa glukoze u krvi
regulacijom ravnoteže između procesa glukoneogeneze (sinteza glukoze iz laktata, glicerola i glukogenih
aminokiselina), glikogeneze (skladištenje glukoze u vidu glikogena) i glikogenolize (razgradnja glikogena do
glukoze) (16). Jetra igra ulogu i u održavanju homeostaze lipida, pri čemu je i ovaj proces regulisan delo-
vanjem glukokortikoida i insulina, koji deluju sinergistički i stimulišu lipogenezu (17).

Kao što je već pomenuto, gojaznost se razvija kao rezultat pozitivnog hroničnog energetskog balansa
pri čemu dolazi do poremećaja metabolizma glukoze i lipida u različitim organima, posebno u masnom
tkivu i jetri. U takvim uslovima, visceralno masno tkivo gubi sposobnost dalje akumulacije lipida, što dovodi
do povećanog priliva i nakupljanja lipida u jetri (steatoza jetre) i razvoja NAFLD (18). Poreklo deponovanih
lipida u jetri je složeno i istraživanja su pokazala da najveći deo triglicerida potiče od priliva slobodnih ma-
snih kiselina iz masnog tkiva putem portalne cirkulacije, deo lipida se sintetiše u jetri tokom procesa de novo
lipogeneze, dok je najmanji deo lipida poreklom od hrane (19). NAFLD predstavlja spektar bolesti u rasponu
od hepatocelularne steatoze sa benignom prognozom, preko nealkoholnog steatohepatitisa (eng. non-
alcoholic steatohepatitis, NASH-om), koji se karakteriše pojavom inflamacije i nekroze. Strukturno, steatoza
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jetre se manifestuje kao akumulacija makrovezikularnih masnih kapljica u preko 5% hepatocita. S druge
strane, jetra pacijenata sa NASH om se odlikuje prisustvom steatoze sa balonirajućom degeneracijom he-
patocita, inflamacijom i fibrozom (20). Inflamacija podrazumeva aktivaciju Kupferovih ćelija (makrofaga),
nekrozu i povećan nivo adipocitokina i pro-inflamatornih citokina, poput interleukina-1β (IL-1β), IL-6 i tu-
morskog faktora nekroze (TNF) (21). Na taj način nastalo pro-inflamatorno stanje utiče na pojavu insulinske
rezistencije u jetri i zajedno sa hiperinsulinemijom može menjati sadržaj lipida u jetri dovodeći do stimulacije
procesa lipogeneze i smanjenja β oksidacije masnih kiselina.

Brojna istraživanja su pokazala da ishrana obogaćena fruktozom može da dovede do poremećaja home-
ostaze lipida, izazivajući povećanje nivoa triglicerida u krvi, akumulaciju lipida u masnom tkivu i povećanu
ektopičnu akumulaciju lipida u jetri (22). Konzumacija velikih količina fruktoze dovodi do povećanja sinteze
lipogenih prekursora u jetri, ključnih transkripcionih regulatora i svih enzima uključenih u proces de novo li-
pogeneze. Povećan sadržaj intrahepatičnih lipida podstiče povećanu proizvodnju i oslobađanje lipopro-
teina veoma male gustine (eng. very low density lipoprotein, VLDL), što može da dovede do razvoja sistemske
insulinske rezistencije, NAFLD-a i metaboličkog sindroma (23).

Lipidni metabolizam u masnom tkivu i jetri

Pored svoje izolacione i mehaničke funkcije, masno tkivo igra važnu ulogu u održavanju energetske
homeostaze organizma regulišući procese unosa hrane i potrošnje energije. Tokom perioda smanjene
potrošnje energije i/ili povećanog unosa hrane, višak energije se skladišti u masnom tkivu u vidu triglicerida.
Međutim, kada se smanji unos hrane i poveća potrošnja energije, aktivira se proces lipolize u kome se
trigliceridi razlažu na glicerol i slobodne masne kiseline koje ulaze u krvotok i bivaju korišćene od strane
većine organa kao energetski supstrat (24). Glavni enzimi za razgradnju deponovanih lipida su adipozna li-
paza triglicerida (eng. adipose triglyceride lipase, ATGL) i lipaza osetljiva na dejstvo hormona (eng. hormone
sensitive lipase HSL) (25). Sa druge strane, de novo lipogeneza predstavlja proces sinteze masnih kiselina iz
acetil-koenzima A (acetil-CoA), koje se zatim skladište u vidu triglicerida u masnim kapljicama, ili se koriste
za ugradnju u strukturne lipide, naknadnu oksidaciju ili posttranslacione modifikacije (26). Nakon obroka
bogatog ugljenim hidratima dolazi do aktivacije ključnih enzima lipogeneze, acetil-CoA karboksilaze (eng.
acetyl-CoA carboxylases, ACC) i sintaza masnih kiselina (eng. fatty acid synthase, FAS) (24). Ekspresija ovih en-
zima u masnom tkivu je kontrolisana brojnim regulatorima transkripcije, od kojih je najvažniji protein koji
se vezuje za element regulisan sterolom 1c (eng. sterol regulatory element binding protein, SREBP1c) (27).
Ovaj transkripcioni regulator je identifikovan kao važan regulator homeostaze masnih kiselina i holesterola,
ali i kao regulator aktivnosti receptora aktiviranog peroksizomalnim proliferatorom γ (eng. peroxisome pro-
liferator-activated receptor γ, PPARγ), koji igra važnu ulogu u procesu diferencijacije adipocita tokom adipo-
geneze (28).

Iako belo masno tkivo funkcioniše kao primarni rezervoar za akumulaciju triglicerida, jetra je takođe u
stanju da skladišti značajne količine lipida prilikom poremećaja energetske homeostaze. Mehanizmi koji
dovode do povećane akumulacije masnih kiselina i triglicerida u jetri uključuju (29):

• Povećanje koncentracije triglicerida iz creva koji ulaze u jetru kao hilomikronske čestice;
• Povećanje priliva masnih kiselina u jetru dobijenih lipolizom u masnom tkivu;
• Povećanje sinteza triglicerida u jetri iz masnih kiselina nastalih tokom de novo lipogeneze;
• Inhibiciju β-oksidacije masnih kiselina u mitohondrijama ćelija jetre;
• Smanjenje izvoza lipida iz jetre u formi VLDL-a.
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Metabolizam lipida je strogo regulisan kombinovanim delovanjem regulatora transkripcije, unutar-
ćelijskih signalnih puteva, jedarnih receptora i hormona. Enzimi koji su uključeni za proces de novo lipo-
geneze su regulisani na nivou transkripcije od strane SREBP1c, proteina koji reaguje na ugljene hidrate (eng.
carbohydrate responsive element binding protein, ChREBP) i receptora jetre X (eng. liver X receptor α/β, LXRα/β)
(26). Nakon obroka bogatog šećerima, dolazi do povećanja specifičnih metabolita glukoze, koji menjaju
funkciju i lokalizaciju ovih transkripcionih faktora (30). SREBP1c i LXRα/β su transkripcioni faktori koji regulišu
ekspresiju brojnih gena lipogeneze među kojima su ACC, FAS i SCD1 (31). Insulin stimuliše aktivnost SREBP1c,
dok je ekspresija LXRα/β i ChREBP stimulisana od strane glukoze, što ukazuje na značajnu ulogu insulina i
glukoze u regulaciji de novo lipogeneze u jetri (32). 

Ekspresija gena uključenih u mitohondrijalnu oksidaciju masnih kiselina je u velikoj meri regulisana ak-
tivnošću transkripcionog regulatora PPARα, koji stimuliše formiranje ketonskih tela i deluje kao sensor za
lipide (33). Poremećaji homeostaze lipida u jetri mogu da dovedu do razvoja lipotoksičnosti, inflamacije i
nealkoholne masne bolesti jetre.

Glavni hormoni koji regulišu metabolizam lipida su kateholamini, hormon rasta, glukagon, insulin i gluko-
kortikoidi. Hronična patološka stanja, poput dijabetesa, gojaznosti, NAFLD i kardiovaskularnih bolesti, menjaju
koncentracije ovih hormona i posledično dovode do promene sadržaja lipida u tkivima. Glukokortikoidni ho-
rmoni (kortizol kod ljudi, kortikosteron kod glodara) su uključeni u regulaciju brojnih fizioloških procesa, kao što
su imunski odgovor, metabolizam, rast i razvoj, i igraju izuzetno važnu ulogu u normalnom funkcionisanju ka-
rdiovaskularnog i centralnog nervnog sistema (34). Važnu ulogu u delovanju ovih ho-rmona imaju enzimi pre-
receptorskog metabolizma: 11β-hidroksisteroid dehidrogenaza-1 (eng. 11β hydro-xysteroid dehydrogenase-1,
11βHSD-1) i heksozo-6-fosfat dehidrogenaza (eng. hexose-6-phosphate dehydrogenase, H6PDH), koji prevode
glukokortikoide iz neaktivne u aktivnu formu. Glavni posrednik u delovanju ovih hormona je glukokortikoidni
receptor (GR) - transkripcioni regulator koji u masnom tkivu direktno reguliše gene lipolize i/ili lipogeneze, dok
u jetri deluje kao modulator lipidnog profila (25). Metabolički efekti glukokortikoida se ogledaju u tome što
svojim dejstvom mogu uzrokovati pojavu dislipidemije, hiperglikemije, periferne i sistemske insulinske
rezistencije. U normalnim uslovima, insulin se sekretuje nakon unosa hrane i stimuliše unos glukoze u tkiva, pri
čemu inhibira proces glukoneogeneze. Glukokortikoidi mogu da deluju i antagonistički i sinergistički u odnosu
na insulin, u zavisnosti od vrste tkiva, unosa hrane i interakcije sa kateholaminima koji se luče prilikom stresa (35).
Kada je masno tkivo u pitanju, efekti glukokortikoidnih hormona se razlikuju u zavisnosti od depoa masnog
tkiva. U subkutanom masnom tkivu, glukokortikoidni hormoni stimulišu lipolizu, dok u visceralnom masnom
tkivu aktiviraju diferencijaciju i hipertrofiju adipocita (17). Hronično povišena koncentracija glukokortikoidnih
hormona takođe je povezana sa pojavom masne jetre i razvojem steatoze. Glukokortikoidi deluju sinergistički
sa insulinom i dovode do povećane akumulacije lipida u jetri aktivirajući ključne lipogene enzime (ACC i FAS) i
stimulišući sintezu i sekreciju VLDL-a iz jetre (17). Pored toga, glukokortikoidi dodatno doprinose unutar ćelijskoj
akumulaciji lipida inhibirajući transkripcionu aktivnost PPARα, što dovodi do smanjenja β-oksidacije masnih
kiselina u mitohondrijama (36).

METABOLIČKA INFLAMACIJA

Hronična inflamacija niskog intenziteta, označena još i kao metabolička inflamacija ili „metainflamacija“,
ima važnu ulogu u patogenezi metaboličkih poremećaja, kao što su gojaznost, dislipidemija, insulinska
rezistencija, T2D i može dovesti do razvoja metaboličkog sindroma. Ovakav tip inflamacije može biti iza-
zvan narušenom mataboličkom ravnotežom usled prekomernog unosa hrane i javlja se u tkivima uključenim
u proces održavanja energetske homeostaze, poput masnog tkiva, mišića i jetre (37).



Tr
en

do
vi

 u
 m

ol
ek

ul
ar

no
j b

io
lo

gi
ji

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.

��7

Kao što je već pomenuto, gojaznost predstavlja akumulaciju lipida u masnom tkivu i može da dovede
do mehaničkog i oksidativnog stresa, hipoksije i smrti ćelija masnog tkiva (10). Usled ekspanzije masnog
tkiva dolazi do aktivacije imunskog odgovora i infiltracije monocita i drugih imunskih ćelija (18). U visceral-
nom masnom tkivu ljudi i miševa, glavna populacija leukocita su makrofagi, čija se brojnost može povećati
dejstvom lipopolisaharida, holesterola i slobodnih masnih kiselina (38). Makrofagi koji se nalaze u masnom
tkivu mogu se klasifikovati u dve glavne populacije: M1, klasično aktivirani makrofagi sa pro-inflamatornim
svojstvima, i M2, alternativno aktivirani makrofagi sa anti-inflamatornim svojstvima (39). U masnom tkivu
mršavih ljudi i miševa, preovladavaju M2 makrofagi koji luče anti-inflamatorne citokine, što dovodi do inhi-
bicije inflamacije masnog tkiva i održavanja insulinske osetljivosti u adipocitima (40). Nasuprot tome, tokom
gojaznosti dolazi do deregulacije i inflamacije masnog tkiva usled nekrotičnih abnormalnosti adipocita, što
dovodi do infiltracije imunskih ćelija, povećanja broja M1 makrofaga i formiranja „struktura nalik kruni“ (18).
Nakon aktivacije, M1-polarizovani makrofagi indukuju sintezu pro-inflamatornih citokina, kao što su IL-1β,
IL-6, IL-8 i TNF, koji doprinose razvoju inflamacije i insulinske rezistencije (40). Glavnu ulogu u M1 polarizaciji
makrofaga ima plejotropni citokin, faktor inhibicije migracije makrofaga (eng. macrophage migration inhi-
bitory factor, MIF), koji reguliše inflamaciju i imunski odgovor. Iako je poznato da MIF deluje kao glavni regu-
lator brojnih pro-inflamatornih citokina, njegova uloga u metaboličkoj inflamaciji nije u potpunosti
razjašnjena (41,42).

FAKTOR INHIBICIJE MIGRACIJE MAKROFAGA

MIF je prvi put opisan u drugoj polovini prošlog veka, kao produkt T-ćelija koji inhibira migraciju
makrofaga (43). U narednim godinama brojne studije su ukazale na to da MIF poboljšava funkciju makrofaga
i monocita, međutim, biološka funkcija ovog citokita je bila nepoznata sve do 1989. godine kada je, zahva-
ljujući razvoju molekularno bioloških metoda, kloniran ljudski MIF (44). Dalja istraživanja su ukazala na po-
tencijalnu ulogu MIF-a kao medijatora između endokrinog, imunskog i nervnog sistema. Sa druge strane,
trodimenzionalna struktura pacovskog i humanog MIF-a dobijena rendgenskom kristalografijom ovog pro-
teina je ukazala na njegovu potencijalnu enzimsku aktivnost (45,46). Takođe, proizvodnja bioaktivnog
rekombinantnog MIF-a, kao i neutrališućih antitela, pružila je nova saznanja o aktivnosti ovog proteina i
njegovim karakteristikama, dok je razvoj mišjeg modela kod kojeg je deletiran gen Mif (Mif−/−, MIF knock-
out) dodatno doprineo ispitivanju uloge proteina MIF (47).

Gen MIF je konstitutivno eksprimiran u mnogim tkivima poput kože, pluća, urinarnog i gastrointesti-
nalnog trakta, u raznim endokrinim žlezdama i imunskim ćelijama (48). Brojni endotoksini i inflamatorni
citokini stimulišu ekspresiju gena za MIF i oslobađanje ovog pro-inflamatornog citokina iz ćelije dovodeći
do aktivacije imunskog odgovora (48). Takođe, MIF ostvaruje svoju pro-inflamatornu ulogu delujući na
glukokortikoide koji su poznati po svojoj anti-inflamatornoj funkciji. Male koncentracije glukokortikoida
stimulišu oslobađanje MIF-a iz makrofaga i T limfocita, koji deluje antagonistički u odnosu na glukokortikoidne
hormone i tako modulišu odgovore urođenog i adaptivnog imunskog sistema (49,50). Pored svoje primarne
uloge u regulisanju imunskog sistema, novije studije sugerišu da MIF igra ulogu i u energetskom metabo-
lizmu. MIF se eksprimira u metabolički aktivnim tkivima, masnom tkivu i jetri, gde je njegova ekspresija re-
gulisana dejstvom glukoze i insulina (51). Pored toga, MIF je lokalizovan sa insulinom u sekretornim
granulama β-ćelija pankreasa i modulira oslobađanje insulina (52). Sve veći broj istraživanja ukazuje na to
da MIF kontroliše inflamatorne i metaboličke procese u razvoju gojaznosti i srodnih bolesti, uključujući insu-
linsku rezistenciju, NAFLD i T2D. Pokazano je da je MIF važan posrednik u razvoju gojaznosti s obzirom da
je nekoliko kliničkih studija pokazalo da je koncentracija MIF proteina u plazmi povećana kod gojaznih
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osoba u poređenju sa mršavim osobama, dok sa mršavljenjem dolazi do smanjenja njegove koncentracije
(53). Pored toga, pokazano je da ekspresija iRNK za MIF pozitivno koreliše sa BMI i koncentracijom slobo-
dnih masnih kiselina u plazmi kod gojaznih ljudi i u životinjskim modelima gojaznosti (54,55). Takođe, mnoge
studije podržavaju ulogu MIF-a u insulinskoj rezistenciji i povezuju povećanje koncentracije MIF-a u cirku-
laciji sa T2D (56).

Pored toga što dovodi do razvoja insulinske rezistencije i T2D kod gojaznosti, smatra se da metabolička
inflamacija može dovesti i do razvoja NAFLD-a, u čemu MIF igra važnu ulogu (41). MIF ima štetne efekte na
akumulaciju lipida u jetri nakon dijete sa visokim sadržajem masti delujući na ekspresiju gena lipogeneze
(57,58). Kod hemijski izazvane fibroze jetre, MIF ima zaštitne efekte delujući na smanjenje fibroze. Sa druge
strane, rezultati kliničke studije sa pacijentima sa NAFLD-om pokazuju suprotno, ukazujući na to da je
povećanje ekspresije MIF-a u jetri u direktnoj vezi sa povećanjem rizika od fibroze. Ovo neslaganje se može
objasniti razlikama u etiologiji bolesti u hemijski izazvanoj povredi jetre, koja se koristi u eksperimentalnim
modelima bolesti, u poređenju sa metabolički izazvanom povredom jetre karakterističnoj za razvoj NAFLD-
a kod ljudi (41). Prethodne studije na životinjama i ljudima sugerišu da je MIF potencijalna terapijska meta
kod metaboličkih bolesti. Da bi se u potpunosti razjasnio doprinos MIF-a nastanku bolesti povezanih sa go-
jaznošću, potrebno je istražiti tkivno-specifične efekte MIF-a, kao i komunikacije između organa posre-
dovane MIF-om u cirkulaciji. Pored toga, buduće studije koje bi se bavile ispitivanjem složene interakcije
između metaboličke i inflamatorne ravnoteže trebalo bi da poboljšaju naše razumevanje razvoja bolesti
povezanih sa gojaznošću i razjasne ulogu MIF-a u ovim procesima.

FIZIOLOŠKE POSLEDICE DELECIJE GENA MIF

Detaljno proučavanje funkcija MIF-a postalo je moguće 1999. godine zahvaljujući razvoju molekularno-
bioloških metoda kada je napravljen mišji model u kojem je deletiran gen Mif (Mif−/−) (47). Iako su Mif−/− živo-
tinje bile zdrave, uočene su određene razlike u poređenju sa njihovim parnjacima C57BL/6J „divljeg tipa”
(eng. wild type, wt), koje se tiču razvoja gojaznosti, poremećaja inflamatornog statusa i signalnog puta insu-
lina u tkivima. Kada je u pitanju uloga MIF-a u regulaciji homeostaze lipida i ugljenih hidrata u fiziološkim
uslovima, studije su pokazale da su Mif−/− miševi od rođenja do 4. meseca starosti imali nižu telesnu masu
u poređenju sa wt miševima. Međutim, u kasnijim mesecima, Mif−/− miševi su brže dobijali na masi, što je
rezultiralo većom telesnom masom u dobi od 12 meseci (59). Niža telesna masa kod mladih miševa bila je
povezana sa većom potrošnjom energije, a veća telesna masa kod starijih miševa je u relaciji sa većim uno-
som hrane i povećanjem mase masnog tkiva. Za razliku od ovih rezultata, Verschuren i saradnici su objavili
da je odsustvo Mif gena kod miševa sa deletiranim LDL receptorom (Ldlr−/−) imalo efekte na inflamaciju i in-
filtraciju makrofaga, ali ne i na gojaznost i lipidni status miševa o čemu svedoče nepromenjene koncen-
tracije slobodnih masnih kiselina, triglicerida i holesterola u krvi kod Mif−/− miševa, u poređenju sa wt
životinjama (42). Moguće objašnjenje za različite rezultate u vezi sa gojaznošću u ove dve studije moglo bi
biti to što su Verschuren i saradnici u svojoj studiji koristili MIF i LDL životinje sa dvostrukim nokautom.

Kada je signalni put insulina u pitanju, nekoliko studija sa genetički modifikovanim modelima miša ko-
jima nedostaje Mif gen imalo je za cilj da otkrije ulogu MIF-a u nepatološkoj homeostazi glukoze, kao i u
stanju gojaznosti i/ili insulinske rezistencije. Serre Beinier i saradnici su pokazali da odsustvo MIF-a sa stare-
njem uzrokuje povećanje koncentracije insulina u krvi i poremećenu toleranciju na glukozu, ali ne i pojavu
insulinske rezistencije (59). Ovi rezultati su u skladu sa nalazima Nikolić et al. da je signalizacija insulina u jetri
i masnom tkivu poremećena kod Mif−/− miševa, što se odrazilo na njihov odgovor na intraperitonealni test
tolerancije na glukozu, u kojem su Mif−/− miševi pokazali sličan insulinski odgovor kao wt životinje, ali su
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imali poremećen klirens glukoze (60,61). Dodatno, brojne studije su pokazale da nedostatak MIF-a dovodi
do poremećaja, kako sistemske, tako i hipokampalne insulinske osetljivosti, dok je insulinska signalizacija u
prefrontalnom korteksu bila nepromenjena (62,63). Sa druge strane, postoje studije koje su pokazale da
delecija gena Mif dovodi do poboljšanja insulinske osetljivosti i tolerancije na glukozu, kao i da Mif−/− miševi
imaju smanjenu sistemsku inflamaciju i ne razvijaju insulinsku rezistenciju (42,64).

Pored brojnih literaturnih podataka o tome da MIF reguliše različite metaboličke procese, sami meha-
nizmi metaboličkih efekata MIF-a nisu dovoljno razjašnjeni. Glukokortikoidni receptor se izdvaja kao jedan
od mogućih posrednika u ovim procesima, s obzirom da je poznato da se MIF−/− miševi odlikuju povećanom
koncentracijom glukokortikoida u cirkulaciji i povećanom aktivacijom glukokortikoidnog receptora u
limfnim čvorovima, dok je njegova ekspresija smanjena u pankreasnim ostrvcima, masnom tkivu i jetri
(60,65). Imajući u vidu navedene podatke, postavljen je cilj naše studije da se utvrdi da li MIF utiče na lipidni
metabolizam u visceralnom masnom tkivu i jetri preko glukokortikoidnih hormona kod MIF−/− životinja u
normalnim uslovima, kao i u uslovima energetskog opterećenja izazvanog ishranom obogaćenom 20%
rastvorom fruktoze.

Delecija gena Mif i ishrana obogaćena fruktozom dovode do razvoja sistemske insulinske rezistencije ne me-
njajući lipidni status u krvi

Rezultati naše studije su pokazali da je režim ishrane obogaćene fruktozom, u trajanju od 9 nedelja,
doveo do povećanja energetskog unosa, ali nije uticao na ukupnu telesnu masu. Međutim, kombinacija ne-
dostatka gena Mif i ishrane obogaćene fruktozom uzrokovala je povećanje mase visceralnog masnog tkiva
i razvoj visceralne gojaznosti usled hipertrofije adipocita (66). Ovi nalazi su u skladu sa rezultatima studije
Serre-Beinier i saradnika, koji su pokazali da kod MIF−/− miševa starosti 4 meseca dolazi do povećanog unosa
hrane, povećanja telesne mase i razvoja visceralne gojaznosti u odnosu na wt miševe (59). Kao što je već
pomenuto, fruktoza je lipogeni šećer koji stimuliše de novo lipogenezu i povećava akumulaciju triglicerida
u masnom tkivu i jetri dovodeći do pojave dislipidemije, visceralne gojaznosti i insulinske rezistencije. Iako
su brojna istraživanja zabeležila povećanje koncentracije cirkulišućih triglicerida nakon ishrane obogaćene
fruktozom (67,68), u našoj studiji nije došlo do promene nivoa triglicerida i slobodnih masnih kiselina u
cirkulaciji MIF−/− miševa nakon ishrane obogaćene fruktozom.

Prethodna istraživanja ukazuju na to da belo masno tkivo kod gojaznih osoba oslobađa MIF, koji je
uključen u metaboličke i inflamatorne procese koji dovode do razvoja T2D (41,65). Pokazano je da MIF utiče
na glukozni metabolizam na više načina: povećava oslobađanje insulina iz pankreasa (52), modifikuje
glikolizu u masnom tkivu i skeletnim mišićima i utiče na insulinsku rezistenciju adipocita posredovanu si-
gnalnim putem TNF-a (48). Međutim, literaturni podaci o ulozi MIF-a u regulaciji glukozne homeostaze su
različiti. U našoj studiji, kod svih MIF−/− miševa, bez obzira na režim ishrane, primećena je sistemska insulinska
rezistencija koja se odlikovala pojavom hiperglikemije, hiperinsulinemije i promenjenom tolerancijom na
glukozu i insulin (66). Sa druge strane, u studiji Verschuren i saradnika (42) nije došlo do razvoja visceralne
gojaznosti i zabeležena je smanjena koncentracija insulina i glukoze natašte, kao i poboljšana tolerancija na
glukozu i insulin kod Ldlr−/− miševa sa deletiranim genom Mif. Do sličnih nalaza su došli i Finucane i sara-
dnici (57), koji su pokazali da nije došlo do razvoja insulinske rezistencije nakon ishrane sa visokim sadržajem
masti kod gojaznih MIF−/− miševa. Nasuprot ovim nalazima, Serre-Beinier i saradnici (59) prijavili su da dele-
cija gena Mif dovodi do hiperinsulinemije i poremećaja tolerancije na glukozu kod odraslih miševa, u odnosu
na wt miševe. Dodatno, Nikolić i saradnici (60) su pokazali da odsustvo MIF-a uzrokuje povećanje konce-
ntracije glukoze u krvi i smanjenje tolerancije na glukozu. Isti autori su pokazali da se insulinska rezistencija
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razvija kod MIF−/− životinja, ali tek nakon uvođenja ishrane sa visokim sadržajem masti (69). Ovi kontradikto-
rni rezultati istraživanja ukazuju na složenu ulogu MIF-a u glukoznom metabolizmu i održavanju energetske
homeostaze, kao i na zavisnost ove regulacije od starosti životinja i njihove ishrane.

Uticaj delecije gena Mif i glukokortikoidnih hormona na razvoj visceralne gojaznosti 
nakon ishrane obogaćene fruktozom

Kao što je ranije pomenuto, glukokortikoidni hormoni imaju dvojaku ulogu u metabolizmu lipida
masnog tkiva, jer mogu stimulisati i proces lipogeneze i proces lipolize u zavisnosti od hormonalnih i/ili nu-
tritivnih uslova (25). Iako postoje dokazi da povećane koncentracije glukokortikoida dovode do poremećene
tolerancije na glukozu i imunosupresije kod miševa sa deletiranim Mif genom (60), njihovi efekti na lipidni
metabolizam u visceralnom masnom tkivu su još uvek nepoznati. Naši rezultati su pokazali da povećanje
koncentracije kortikosterona u visceralnom masnom tkivu kod MIF−/− životinja hranjenih fruktozom, koje je
bilo praćeno povećanjem nivoa enzima prereceptorskog metabolizma glukokortikoida (nivoi proteina
11βHSD-1 i H6PDH su bili povišeni), kao i povećanjem nivoa proteina GR (66). Za razliku od ovih rezultata,
Nikolić i saradnici su prijavili nižu koncentraciju proteina GR u masnom tkivu i povećanu koncentraciju kor-
tikosterona u plazmi (60), dok je u drugom istraživanju pokazano da je nivo kortikosterona u plazmi bio ne-
promenjen kod MIF−/− miševa (70).

Sa ciljem da se utvrdi da li MIF ostvaruje svoj uticaj na lipidni metabolizam pod energetskim optereće-
njem, pristupilo se histološkoj analizi tkiva. Ustanovljeno je da kombinacija ishrane obogaćene fruktozom
i nedostatka gena Mif povećava prečnik i površinu adipocita, što dovodi do promene morfologije adipocita
i hipertrofije masnog tkiva samo kod MIF−/− miševa hranjenih fruktozom (66). Kao što je već rečeno,
povećanje mase masnog tkiva je složen proces koji pored hipertrofije podrazumeva i hiperplaziju tokom koje
dolazi do proliferacije preadipocita, njihove diferencijaciju u zrele adipocite i indukcije ključnih gena
uključenih u metabolizam lipida (71). Primenom RT-qPCR metode, u ovoj studiji, zabeleženo je povećanje
nivoa iRNK za Fas i Acc u visceralnom masnom tkivu MIF−/− životinja na ishrani obogaćenoj fruktozom. Enz-
imi FAS i ACC su direktno transkripciono regulisani od strane SREBP1c, čiju aktivnost regulišu glukokortikoidi
i insulin (72). U skladu sa tim, metodom Western blot-a je pokazano da je nivo proteina SREBP1c značajno
povećan u visceralnom masnom tkivu MIF−/− miševa na ishrani obogaćenoj fruktozom (66). Pored SREBP1c
proteina, i drugi transkripcioni regulator adipogeneze, PPARγ, bio je značajno povećan u visceralnom mas-
nom tkivu samo kod MIF−/− miševa hranjenih fruktozom (66). Pored aktivnosti u lipogenezi, značajan lipoli-
tički efekat glukokortikoida je takođe zabeležen u različitim in vitro i in vivo studijama. Međutim, u našoj
studiji nije primećena aktivacija lipolitičkih procesa kod MIF−/− miševa na ishrani obogaćenoj fruktozom, o
čemu nam govori nepromenjena ekspresija lipolitičkog gena Hsl, koji je pozitivno regulisan delovanjem
glukokortikoida (66).

Uticaj delecije gena Mif i glukokortikoidnih hormona na aktivaciju lipogeneze 
i inhibiciju β-oksidacije u jetri nakon ishrane obogaćene fruktozom

Ranija istraživanja su pokazala da ishrana sa visokim sadržajem fruktoze utiče na lipidni metabolizam
u jetri kroz razvoj hronične inflamacije niskog intenziteta (73), dok inflamatorni medijator MIF doprinosi
nastanku i razvoju steatoze jetre i NASH-a (41). Iz tog razloga je jedan od ciljeva našeg istraživanja bio da se
ispita osnovna uloga plejotropnog citokina MIF-a u poremećajima lipidnog metabolizma u jetri i ektopičnoj
akumulaciji lipida izazvanoj ishranom obogaćenom fruktozom. Studija koju su uradili Donnelli i saradnici
pokazala je da najveća količina triglicerida u jetri kod pacijenata sa NAFLD-om potiče od priliva masnih
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kiselina iz masnog tkiva, a u manjoj meri iz hranljivih materija i de novo lipogeneze (19). Povećano unošenje
cirkulišućih lipida u jetru, posebno lipoproteina i slobodnih masnih kiselina, povezano je sa povećanjem
koncentracije membranskih proteina koji su uključeni u transport lipida (74). Ova hipoteza je takođe
potvrđena u našoj studiji, u kojoj je koncentracija proteina CD36 (translokaza masnih kiselina) bila povećana
kod MIF−/− miševa hranjenih fruktozom, dok su koncentracije triglicerida i slobodnih masnih kiselina ostale
nepromenjene u krvi svih životinja (75). Kako je CD36 zadužen za transport masnih kiselina iz krvotoka u
jetru, može se zaključiti da je neizmenjena koncentracija slobodnih masnih kiselina u plazmi posledica nji-
hovog pojačanog priliva u jetru posredstvom proteina CD36.

Transkripcioni faktori, SREBP1c, ChREBP i LXRα/β, predstavljaju važne regulatore de novo lipogeneze u
jetri. Insulin ostvaruje svoje efekte na ekspresiju lipogenih gena Acc i Fas menjajući aktivnost SREBP1c regu-
latora, dok glukoza deluje na ove enzime aktivirajući ChREBP (32). Ova dva transkripciona regulatora sinergi-
stički deluju na ekspresiju enzima uključenih u de novo lipogenezu kao odgovor na hiperglikemiju i
hiperinsulinemiju (76). Rezultati naše studije su potvrdili da je ishrana obogaćena fruktozom dovela do akti-
vacije lipogeneze u jetri, usled povećanja nivoa proteina SREBP1c, ChREBP i LXRα/β, kao i povećanja ekspre-
sije enzima FAS kod miševa na fruktoznoj ishrani u poređenju sa wt životinjama (75). Dodatno, metodom
Western blot-a je pokazan povećan sadržaj proteina ACC kod MIF−/− životinja na fruktoznoj ishrani. Ovi rezu-
ltati su u skladu sa studijom drugih autora koja je pokazala da je ekspresija Acc i Fas gena u jetri povećana
kod MIF−/− miševa na ishrani bogatoj mastima (58). Aktivacija de novo lipogeneze nakon ishrane obogaćene
fruktozom takođe može biti i rezultat smanjene β-oksidacije masnih kiselina regulisane transkripcionim re-
gulatorom PPARα. Ovaj protein predstavlja senzor za lipide u jetri i reaguje na povećani priliv masnih kiselina
aktivirajući transkripciju gena koji kodiraju sisteme mitohondrijalne oksidacije (77). Acil-CoA, masne kiseline
i nekoliko strukturno različitih sintetičkih jedinjenja (proliferatori peroksizoma), regulišu i nivo proteina CPT1,
glavnog enzima β-oksidacije (77). Rezultati naših istraživanja su pokazali da je nivo proteina PPARα sma-
njen kod svih životinja u poređenju sa wt miševima, dok je nivo proteina CPT1 smanjen kod MIF−/− miševa
hranjenih fruktozom, što je uzrokovalo prelazak sa oksidativnog puta na put sinteze triglicerida (75).

Prekomerna konzumacija fruktoze u ishrani može dovesti do pojave lipotoksičnosti i prelaska jetre iz
stanja steatoze u NASH, usled povećane podložnosti jetre povredama posredovanim oksidativnim stresom,
disfunkcijom mitohondrija i pro-inflamatornim citokinima, poput TNF, IL-1β i IL-6 (78). Uočeni efekti ishrane
sa visokim sadržajem fruktoze na metabolizam lipida u jetri bili su dodatno pogoršani nedostatkom gena
Mif. Histološka analiza jetre MIF-/- miševa hranjenih fruktozom otkrila je mikrovezikularne promene i pris-
ustvo inflamatornih reakcija (povećanje Kupferovih ćelija, regenerativne promene, fokalnu nekrozu), koje su
bile praćene povećanom ekspresijom gena Il-1β i Il-6, što ukazuje na zaštitnu ulogu MIF-a u nastanku
steatoze jetre i steatohepatitisa (75). Važno je napomenuti da prilikom pro-inflamatorne stimulacije ili stanja
stresa, glukokortikoidni hormoni dovode do povećanja sinteze MIF-a u makrofagima, čije pro-inflamatorno
dejstvo prevazilazi anti-inflamatorno delovanje glukokortikoida (49). U skladu sa tim, u našoj studiji, kod
MIF−/− miševa na fruktoznoj ishrani primećen je pojačan prereceptorski metabolizam glukokortikoida
(povećan nivo proteina 11βHSD-1), povećan nivo GR-a u jedru i smanjen nivo ovog transkripcionog regu-
latora u citoplazmi, što ukazuje na aktiviranje signalnog puta glukokortikoida (79). Pored toga, kod životi-
njskih modela sa povećanom koncentracijom glukokortikoida prethodno su pokazani brojni poremećaji
jetre, od steatoze do NASH-a, dok su ispitivanja kod ljudi zabeležila povećanje koncentracije insulina i
glukoze koji stimulišu aktivnost SREBP1c i ChREBP dovodeći do povećanja ekspresije Fas i Acc (17). Poznato
je i da glukokortikoidi inhibiraju β-oksidaciju smanjujući aktivnost PPARα, što uzrokuje lipotoksičnost i
taloženje lipida u jetri (80), ali i da imaju sposobnost da stimulišu lipolizu u masnom tkivu i povećavaju nivo
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proteina CD36, što sve zajedno dovodi do povećanog unosa slobodnih masnih kiselina u jetru (81). Naši
rezultati su potvrdili da aktivacija GR-a u jetri može dovesti do povećane akumulacije lipida posredovane
fruktoznom ishranom kod MIF−/− miševa, na taj način što podstiče aktivaciju SREBP1c i ChREBP, ali i olakšano
preuzimanje slobodnih masnih kiselina iz krvotoka od strane transportera CD36.

Komunikacija između visceralnog masnog tkiva i jetre 
u regulisanju lipidnog metabolizma kod MIF−/− životinja nakon ishrane obogaćene fruktozom

Masno tkivo i jetra su glavni metabolički organi zaduženi za skladištenje i korišćenje energije. Iako belo
masno tkivo predstavlja glavni rezervoar za skladištenje triglicerida, jetra takođe ima sposobnost akumu-
lacije lipida kada je prisutan višak energije ili u uslovima poremećaja metabolizma masnih kiselina. Pored
svoje uloge u akumulaciji triglicerida, masno tkivo je takođe i endokrini organ uključen u regulaciju si-
stemske metaboličke homeostaze. Faktori kao što su leptin, adiponektin i masne kiseline iz jetre i masnog
tkiva imaju pleiotropno dejstvo na regulaciju metabolizma lipida i glukoze i tako deluju kao važni posredni-
ci u komunikaciji između ova dva metabolički aktivna organa (82).

Rezultati naših istraživanja ukazuju na pojavu visceralne gojaznosti kod MIF−/− životinja uzrokovane
povećanjem ekspresije gena lipogeneze i aktivnosti transkripcionih regulatora adipogeneze u uslovima ene-
rgetskog opterećenja fruktozom. Pored toga, sistemska insulinska rezistencija je primećena kod svih MIF−/−

miševa bez obzira na ishranu (66). U stanju sistemske insulinske rezistencije, u jetri su povećana sva tri glavna
izvora sinteze triglicerida: slobodne masne kiseline iz masnog tkiva, masne kiseline koje su poreklom iz
cirkulišućih hilomikrona i masne kiseline koje su sintetisane de novo lipogenezom (31). Iako nivoi cirkulišućih
slobodnih masnih kiselina i triglicerida (važnih medijatora u komunikaciji između masnog tkiva i jetre) nisu
bili promenjeni, zabeleženo povećanje nivoa proteina CD36 može ukazati na povećan unos cirkulišućih lip-
ida u jetri. Još jedan važan posrednik u komunikaciji između visceralnog masnog tkiva i jetre je leptin (83),
a stanje hiperleptinemije predstavlja jednu od karakteristika NAFLD -a i NASH-a, jer je pokazano da povećane
koncentracije leptina u krvi pozitivno korelišu sa stepenom steatoze jetre, koncentracijom cirkulišuće
glukoze i insulina i prisustvom inflamacije (84). Nalazi ovih istraživanja su u skladu sa rezultatima naše studije,
koji su pokazali povećanu koncentraciju leptina u cirkulaciji kod MIF−/− miševa, kod kojih je zabeleženo
povećanje lipogeneze i smanjenje β-oksidacija masnih kiselina u jetri, kao i povećanje koncentracije glukoze
i insulina. Ovi rezultati ukazuju na to da ishrana obogaćena fruktozom kod MIF−/− životinja aktivira adipo-
genezu i lipogenezu visceralnog masnog tkiva i akumulaciju lipida u jetri, što ukazuje na postojanje veze
između poremećaja lipidnog metabolizma u masnom tkivu, nastanka steatoze jetre i posledičnog razvoja
sistemske insulinske rezistencije (Slika 1).

ZAKLJUČAK

Rezultati ove studije su pokazali da ishrana obogaćena fruktozom dovodi do poremećaja sistemske insu-
linske osetljivosti i metabolizma lipida, što predstavlja osnov za razvoj gojaznosti i T2D, dok citokin MIF ima
zaštitnu ulogu u razvoju visceralne gojaznosti, steatoze jetre i steatohepatitisa. S obzirom da kod MIF-/- živo-
tinja hranjenih fruktozom dolazi do aktivacije GR-a i poremećaja u metabolizmu glukoze i lipida, može se za-
ključiti da su štetni efekti delecije gena Mif najverovatnije posredovani upravo ovim mehanizmom, što je u
skladu sa polaznom hipotezom da MIF ostvaruje uticaj na lipidni metabolizam u visceralnom masnom tkivu
i jetri posredstvom glukokortikoidnih hormona.
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Slika �. Komunikacija između visceralnog masnog tkiva i jetre u regulaciji lipidnog metabolizma kod MIF−/− miševa na ishrani obogaćenoj fruktozom (autor ilustracije
Ana Đorđević).
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Varijante i transkripcija gena koji kodiraju komponente leptinskog signalnog
puta, inflamacije i antioksidativne zaštite u patogenezi multiple skleroze

Ivana Kolić, Ljiljana Stojković
Institut za nuklearne nauke “Vinča”, Institut od nacionalnog značaja za Republiku Srbiju,
Univerzitet u Beogradu 
Kontakt: ivanak@vin.bg.ac.rs

Apstrakt 

Multipla skleroza (MS) je hronična autoimunska bolest centralnog nervnog sistema (CNS) čiji osnovni
patogenetski mehanizmi obuhvataju neuroinflamaciju, demijelinizaciju i neurodegeneraciju. Glavno
patofiziološko obeležje MS je hiperaktivacija određenih komponenti imunskog sistema, koja dovodi do
nastajanja i akumulacije strukturno-funkcionalnih oštećenja CNS kao posledice hronične inflamacije i
oksidativnog stresa. Adipocitokin i hormon leptin potencijalni je molekularni marker MS, budući da
učestvuje u patogenezi ove bolesti delovanjem na regulaciju imunskog i odgovora na oksidativni stres.
Varijante i promene u transkripciji gena koji kodiraju komponente leptinskog signalnog puta, i sa njima
povezane komponente inflamacije i antioksidativne zaštite, asocirane su sa nastankom i/ili kliničkim tokom
MS kao i odgovorom na terapiju. Danas u Srbiji ima preko 9000 obolelih od MS, a samo 1 od 10 pacijenata
dobija trenutno dostupnu konvencionalnu imunomodulatornu terapiju. Mogućnost modulisanja nivoa
cirkulišućeg leptina sugeriše njegov potencijalni značaj u budućem razvoju personalizovanog pristupa u
lečenju MS baziranog na poboljšavanju efekata ili supstituciji postojeće konvencionalne terapije.   

Ključne reči: gen, varijanta, transkripcija, leptinski signalni put, multipla skleroza
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Variants and transcription of genes of the leptin signaling pathway, 
inflamation and antioxidant protection in pathogenesis of multiple sclerosis

Ivana Kolić, Ljiljana Stojković
“Vinca” Institute of Nuclear Sciences, National Institute of the Republic of Serbia, 
University of Belgrade, Belgrade
Correspondence:ivanak@vin.bg.ac.rs

Abstract

Multiple sclerosis (MS) is a chronic autoimmune disease of the central nervous system (CNS) with under-
lying pathogenetic mechanisms that include neuroinflammation, demyelination and neurodegeneration.
The main pathophysiological feature of MS is the hyperactivation of certain immune system compone-
nts, which leads to formation and accumulation of structural and functional damage in the CNS as a result
of chronic inflammation and oxidative stress. The adipocytokine and hormone leptin is a potential mole-
cular marker of MS, since it participates in the pathogenesis of this disease by acting on the regulation of
immune system and response to oxidative stress. Variants and transcriptional changes of genes coding
for components of the leptin signaling pathway, and associated components of inflammation and antio-
xidant protection, are associated with the onset and/or clinical course of MS as well as response to therapy.
Today, there are over 9,000 MS patients in Serbia, and only 1 out of 10 patients receives currently availa-
ble conventional immunomodulatory therapy. The possibility of modulating the level of circulating leptin
suggests its potential importance in the future development of a personalized approach in treatment of
MS based on improving the effects or substituting the existing conventional therapy.

Key words: gene, variant, transcription, leptin signaling pathway, multiple sclerosis
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Uvod

Multipla skleroza (MS) je kompleksna, autoimunska i neurodegenerativna bolest centralnog nervnog
sistema (CNS), koja zahteva praćenje i terapiju tokom čitavog života [1,2]. Poremećaj CNS u MS karakteriše
se hroničnom inflamacijom i destrukcijom mijelinskog omotača praćeno pojačanim oksidativnim stresom
i oštećenjem aksona i oligodendrocita, što rezultuje progresivnim neurološkim deficitom [3,4]. Osnovni kli-
nički parametri kojima se definišu stepen invaliditeta i progresije MS su EDSS (eng. Expanded Disability Sta-
tus Scale) [5] i MSSS (eng. Multiple Sclerosis Severity Score) [6]. 

Simptomi i znaci MS zavise od lokalizacije i veličine MRI lezija, koje predstavljaju glavno patofiziološko
i dijagnostičko obeležje bolesti [7]. Postoje dva osnovna vida kliničkog toka MS koji su asocirani sa različitim
formama ove bolesti. Prvi definiše pogoršanje povezano sa relapsom karakteristično za recidivirajući tj. re-
lapsno-remitentni (RR) tok bolesti, a drugi je nezavistan od egzacerbacije simptoma MS i kod njega dolazi
do kontinuirane akumulacije neurološkog deficita i progresije bolesti, što je tipično za primarno i sekun-
darno progresivnu MS [8]. MS obično počinje kao RR forma bolesti, kod oko 85% pacijenata, koju karakte-
riše stalna smena relapsa - faze pogoršanja bolesti sa preovlađujućom neuroinflamacijom, i remisije - faze
kliničkog oporavka [1]. U proseku, oko 10 godina nakon početka bolesti polovina pacijenata sa RR tokom MS
ulazi u sekundarno progresivnu fazu, i to kada EDSS dostigne vrednost oko 5. Sekundarna progresija bolesti
je definisana kao postepeno kontinuirano ireverzibilno pogoršanje neurološkog deficita nakon prethodne
faze remisije. Primarno progresivnu formu bolesti ima oko 15% od ukupnog broja pacijenata i ona se odlikuje
kontinuiranom progresijom neurološkog deficita od početka bolesti, tokom koje se mogu javljati relapsi i
tada se radi o progresivno-relapsnoj MS [9].

Prevalenca bolesti u svetu znatno varira, od >100/100.000 stanovnika u severnoj Americi i Evropi do
2/100.000 stanovnika u istočnoj Aziji i subsaharskoj Africi [10], i razlikuje se u odnosu na pol, tako da se pro-
cenjuje da danas ima oko 3 puta više obolelih žena nego muškaraca [11]. U multicentričnoj opservacionoj
studiji koja je uključila 27 603 pacijenta sa MS utvrđeno je prosečno skraćenje životnog veka za 6-14 godi-
na kod obolelih od MS, u odnosu na opštu populaciju. U longitudinalanoj studiji u kojoj su obrađeni podaci
3 264 pacijenta kojima je dijagnostikovana bolest u periodu od 1950. do 2021. godine, uočeno je smanje-
nje mortaliteta ukoliko je u mlađem životnom dobu postavljena dijagnoza bolesti, kao i to da je mortalitet
vezan za formu bolesti, tako da pacijenti sa RR formom žive u proseku 5 godina duže od pacijenata sa pro-
gresivnom formom bolesti [12]. U meta-analizi koja je obuhvatila različite uzroke smrti kod obolelih od MS
utvrđeno je da standardizovani odnos smrtnosti (eng. Standardized Mortality Ratio) pacijenata iznosi 2,61,
u poređenju sa opštom populacijom [13], pri čemu je poznato da najmanje 50% pacijenata sa MS umire di-
rektno od posledica komplikacija ove bolesti [14].

Podaci o geografskoj distribuciji prevalence MS i stopi mortaliteta doprinose razumevanju sadejstva
egzogenih i endogenih faktora u nastanku i progresiji bolesti. Definisanje razlika između rane i kasnije pro-
gresije bolesti kao i uticaja relapsnih događaja na njenu progresiju omogućavaju bolje razumevanje mehani-
zama koji leže u osnovi patogeneze ove bolesti, ostvarujući uticaj na planiranje i odabir adekvatnih
terapijskih strategija [15]. Ovo je od naročitog značaja za kvalitet života mladih odraslih osoba, budući da
oni čine starosnu kategoriju u kojoj je MS definisana kao jedan od glavnih uzroka trajnog invaliditeta [1].

Faktori rizika za nastanak MS

Egzaktni uzrok nastanka MS još uvek nije poznat. Iako nije utvrđeno šta je inicijalni okidač, smatra se da
je hronična deregulacija imunske homeostaze u osnovi patogeneze MS. Remećenje balansa imunskog si-
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stema se javlja kao rezultat složenih interakcija između genetičkih, infektivnih i proinflamatornih faktora
uključujući pušenje, gojaznost i insuficijenciju vitamina D [16–18]. 

Žene češće oboljevanju od MS u odnosu na muškarace, i to oko 3 puta [19], što je generalno očekivano
za autoimunske bolesti [20]. Međutim, muškaraci imaju veći rizik za bržu progresiju bolesti i nastanak težeg
invaliditeta [19]. Razumevanju ovih polnih razlika doprinosi novodefinisani MS lokus na hromozomu X [21].
Nasledni činioci igraju ulogu u MS, s obzirom da osobe sa obolelim rođakom prvog stepena srodstva dele
2 do 4% rizika za nastanak bolesti, u poređenju sa približno 0,1% rizika u opštoj populaciji, dok za monozi-
gotne blizanace taj rizik iznosi čak do 50% [20]. 

Do danas je identifikovan znatan broj varijanti DNK koje povećavaju rizik za nastanak MS: 32 varijante
u lokusu za humane leukocitne antigene (HLA), 200 varijanti u autozomalnim genima van HLA lokusa i 1 va-
rijanta na polnom hromozomu X [21]. Varijante u HLA genima, koje pokazuju najsnažniju asocijaciju sa na-
stankom MS, su pretežno asocirane sa imunološkim procesima [22], što je u skladu sa shvatanjem da su
autoimunski mehanizmi ključni u nastanku i progresiji MS. Pojedinačne genetičke varijante doprinose na adi-
tivni način ukupnom riziku za nastanak i/ili kliničku progresiju bolesti [23,24]. Kombinovani doprinos do
sada definisanih genetičkih faktora riziku za nastanak MS ima važnu ulogu u izučavanju mehanizama pato-
geneze bolesti, što za jedan od glavnih ciljeva ima razvoj personalizovanog pristupa u lečenju MS kao ko-
mpleksnog poligenskog oboljenja [25].

Inflamacija i oksidativni stres u patogenezi MS

Glavno histopatološko obeležje MS su perivaskularne inflamatorne lezije-plakovi u beloj i sivoj masi
CNS, i oni predstavljaju mesta započinjanja procesa demijelinizacije koja je uzrok naknadnog gubitka aksona
[26,27]. Dinamični proces formiranja lezija pokazuje veliku heterogenost kako u imunološkim obrascima
tako i u patološkim promenama oligodendrocita, između relapsno-remitentnog i progresivnog toka MS
[11]. Inflamatorni proces u aktivnim lezijama CNS povezan je sa oštećenjem krvno-moždane barijere (KMB)
[28], a karakteriše se infiltracijom T- i B-limfocita, monocita i aktivacijom mikroglije [29,30]. Invazija limfocita
koreliše sa povišenom lokalnom ekspresijom proinflamatornih citokina, hemokina i njihovih receptora [31].
Dolazi do demijelinizacije i oštećenja oligodendrocita, da bi u kasnijim stadijumima bolesti došlo do ireverzi-
bilnog oštećenja aksona i neurodegeneracije [32]. Danas se zauzimaju dva stanovišta kojima se definiše ini-
cijalni proces u nastanku MS [33]. Prema prvom gledištu, MS je primarno inflamatorna bolest u kojoj
autoimunski mehanizmi učestvuju u demijelinizaciji i neurodegeneraciji [34]. Drugo gledište određuje MS
kao primarno neurodegenerativnu bolest, pri čemu inflamacija u ranoj fazi bolesti utiče na njenu progresiju
[35–37]. Neuronska smrt može biti uzrokovana direktnim uticajem potentnih proinflamatornih citokina, kao
što su faktor nekroze tumora-alfa (TNF-α) i interleukin-1, ili njihovim indirektnim delovanjem putem pod-
sticanja sinteze toksičnih supstanci u neurogliji [38–40].

Patogeneza MS u vezi je sa oksidativnim stresom koji se odražava kroz povećanu produkciju reaktivnih
kiseoničnih vrsta (ROS) i smanjenu efikasnost mehanizama antioksidativne zaštite u ćelijama [41]. Uspo-
stavljanje ravnoteže između stvaranja i uklanjanja ROS važno je za sprečavanje oštećenja tkiva CNS, pre-
dstavljajući jedan od mehanizama kojim bi se neurološki deficit u MS mogao držati pod konrolom [42,43].
Kanonski antioksidativni enzimi, kao što su superoksid dismutase, katalaza i peroksidaze, predstavljaju čini-
oce osnovnih mehanizama zaštite ćelija od oksidativnih modifikacija [44]. Savremene studije ukazuju na
specifičnost autoimunskih bolesti, uključujući MS, u pogledu prisustva antitela koja pokazuju katalitičku
aktivnost tzv. abzima, čija je koncentracija merljiva na početku bolesti, kada nivoi specifičnih autoantitela još
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nisu značajno povišeni [45–47]. Abzimi katalizuju hidrolizu nukleinskih kiselina i mijelinskog baznog proteina
[48], ali takođe imaju i redoks-aktivnost što ih čini komponentom odgovora na oksidativni stres [49]. Tokom
indukcije eksperimentalnog autoimunskog encefalomijelitisa kod miševa je bio povećan broj limfocita koji
sintetišu IgG abzime sa katalaznom aktivnošću, koja je esencijalna za redukovanje koncentracije vodonikper-
oksida i zaštitu od oksidativnog stresa. Takođe, u ovom eksperimentalnom modelu MS detektovano je znača-
jno povećanje peroksidazne aktivnosti cirkulišućih abzima [49].

U uzorcima humanih moždanih lezija utvrđeno je da disfunkcija mitohondrija nastala usled ok-
sidativnog oštećenja ima važnu ulogu u MS [50,51]. Reaktivne kiseonične/azotne vrste (ROS/RNS) u CNS
obolelih od MS inicijalno produkuju aktivirane mikroglijalne ćelije i reaktivni astrociti. ROS/RNS deluju na
neurone i oligodendrocite, dovodeći do oksidativnog oštećenja lipida, proteina i DNK, i oštećenja mito-
hondrija. Disfunkcionalnost mitohondrija dalje vodi ka pojačanoj produkciji slobodnih radikala, podstičući
citokinima posredovan inflamatorni odgovor, a zatim i demijelinizaciju u mozgu, kičmenoj moždini i op-
tičkim nervima [41,42,52,53]. Kod pacijenata sa MS pokazano je značajno povećanje koncentracija markera
oksidativnog stresa u krvi [42], kao i to da ROS koje produkuju inflamatorne ćelije doprinose procesu neu-
rodegeneracije [52]. Odnos između oksidativnog stresa i neuroinflamacije predstavlja začarani krug u kome
se ovi mehanizmi međusobno podstiču, uzrokujući progresivno oštećenje nervnog tkiva, Slika �. 

Energetska homeostaza i MS - uloga leptina

U poslednje tri decenije zabeležen je znatni porast prevalence gojaznosti i poremećaja povezanih sa go-
jaznošću, nezavisno od pola i starosne kategorije, kako u razvijenim tako i u zemljama u razvoju širom sveta
[54,55]. Gojaznost tokom adolescencije predstavlja faktor rizika asociran sa nastankom MS [55], pri čemu je
jačina ove asocijacije zavisna od pola i geografskog regiona [56,57]. Pregledni rad koji sumira istraživanja
odnosa ishrane i MS prikazuje rezultate iz kojih proizilazi da određeni tipovi nutrijenata i ishrane mogu uti-
cati na nastanak i tok bolesti, te se njihovim izborom može uticati na kvalitet života obolelih [58]. Veliki broj
pacijenata sa MS, zbog nedovoljne efikasnosti primenjene konvencionalne terapije, pokušava da poboljša
kvalitet življenja uz izmenjeni režim ishrane i suplementaciju [59]. Utvrđeno je da povećani unos polineza-
sićenih masnih kiselina n-3 tipa u odnosu na n-6, kao i hrane bogate vlaknima, uz suplementaciju vitamina
D, mogu imati suprimirajući efekat na progresiju bolesti tako što navedene komponente ishrane utiču na
smanjenje broja i trajanje relapsa i smanjenje stepena neurološkog deficita [60,61].

Gojaznost je povezana sa hroničnim niskostepenim inflamatornim stanjem organizma, koje se karak-
teriše izmenjenom sekrecijom adipocitokina i polarizacijom makrofaga adipoznog tkiva ka M1 proinflama-
tornom fenotipu koji doprinosi insulinskoj rezistenciji [62]. U regulaciji energetskog balansa koja se ostvaruje
kroz praćenje depoa masnog tkiva važnu ulogu ima plejotropni adipocitokin i hormon adipocita leptin
(LEP), čiji efekti obuhvataju i regulaciju neuroendokrine i imunske funkcije [63–65]. U studijama su detekto-
vani značajno povišeni nivoi LEP u serumu i cerebrospinalnoj tečnosti pacijenata sa MS, u odnosu na
zdrave osobe [66–69], što upućuje da je LEP mogući molekularni marker MS. Budući da se LEP predomi-
nantno produkuje i oslobođa iz adipocita, očekivano je da koncentracija cirkulišućeg LEP odražava količinu
adipoznog tkiva [70], te je potvrđeno da nivo LEP u serumu i plazmi značajno pozitivno koreliše sa vred-
nošću indeksa telesne mase (eng. body mass index, BMI) [66,71–73]. Studije pokazuju da je koncentracija
cirkulišućeg LEP, kao i učestalost MS, veća kod žena nego kod muškaraca [74,75]. Nadalje, u grupi pacijenata
sa RR MS izmeren je značajno viši nivo LEP u plazmi kod žena nego kod muškaraca, bez razlike u BMI [72,76],
što sugeriše na postojanje polno-zavisnog uticaja LEP na patogenezu MS. Terapija je jedan od bitnih faktora
koji mogu da utiču na koncentraciju LEP u cirkulaciji. U poređenju sa kontrolama, kod obolelih od MS koji
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nisu uzimali terapiju, LEP je bio značajno povišen [66,77], dok kod RR MS pacijenata terapija interferonom-
beta nije značajno uticala na promenu koncentracije cirkulišućeg LEP [72,78] ili je pak uticala na opadanje
LEP [73].

Kada je reč o ulozi u patogenezi MS, pokazano je da LEP učestvuje u indukciji eksperimentalnog mode-
la bolesti [79]. Ispitujući vezu gojaznosti sa MS, Marrodan i sar. su zaključili da LEP promoviše proliferaciju
autoreaktivnih mijelin-specifičnih, a inhibira proliferaciju regulatornih T limfocita. Otkriće činilaca koji
povezuju metabolizam i imunitet, među kojima se ističe LEP, daje doprinos razumevanju odnosa između
patogeneze autoimunskih oboljenja, kakvo je i MS, i životnih navika. Dalja istraživanja će omogućiti razvoj
novih terapijskih pristupa fokusiranih na modulaciju energetskog metabolizma, čiji bi konačni cilj bila bolja
kontrola nad progresijom MS i ostalih autoimunskih bolesti [71]. 

Komponente leptinskog signalnog puta, inflamacije i antioksidativne zaštite u MS

Više signalnih puteva u ćelijama koji se aktiviraju vezivanjem LEP za njegov receptor (LEPR) [80] čine ovaj
adipocitokin i hormon intrigantnim i u pogledu dejstava koje ostvaruje u patogenezi bolesti CNS [65,81].
Analiza LEP u procesu inflamacije, u kontekstu autoimunskih bolesti, ukazuje na njegovu ulogu pojačivača
inflamatornog odgovora [63]. Pored centralne uloge u kontroli energetske homeostaze [70], LEP ispoljava
značajnu proinflamatornu aktivnost stimulišući na proliferaciju i aktivaciju humanih perifernih mononukle-
arnih leukocita (PML) i u njima podstiče produkciju proinflamatornih citokina, kao što su TNF-α i interleukin-
6, što je potvrđeno i u PML obolelih od MS [73,82], Slika �. Proinflamatorni citokini uzrokuju oštećenje KMB
i stimulišu regrutovanje imunskih ćelija, sa periferije u tkivo CNS, koje dalje aktiviraju mikrogliju i pojačavaju
neuroinflamatornu kaskadu. Aktivirana mikroglija ima važnu ulogu u inflamaciji koja vodi ka demijelinizaciji
i konačnom oštećenju neurona u MS [4,33,83]. 

Identifikovano je da je CNS glavna meta LEP u regulaciji fizioloških funkcija [80], ali i patogenezi au-
toimunskih bolesti [63], s obzirom da se LEPR visoko eksprimira u hipotalamusu [84]. Aktivacijom JAK/STAT
i PI3K-Akt signalnog puta u hipokampalnim neuronima, LEP može da indukuje ekspresiju ključnog mito-
hondrijskog enzima antioksidativne zaštite, superoksid-dismutaze 2 (SOD2) [85]. Postoji mogućnost da se
ova indukcija SOD2 ostvaruje putem aktivacije transkripcionog regulatora koaktivatora 1 alfa receptora
gama aktiviranog proliferatorom peroksizoma (PGC1A), budući da LEP reguliše posttranslacione modifikacije
PGC1A koje utiču na aktivnost ovog regulatora [86], Slika �. Navedeni antioksidativni i proinflamatorni efekti
ukazuju na dualnu ulogu LEP i ističu leptinski signalni put kao potencijalno veoma značajnu komponentu
u patogenezi MS i izazovnu liniju budućih istraživanja.

Geni koji kodiraju komponente leptinskog signalnog puta, inflamacije 
i antioksidativne zaštite - transkripcija i varijante DNK u patogenezi MS

LEP i LEPR

Hormon i citokin LEP ima ulogu u širokom spektru fizioloških funkcija, kako u tkivu CNS tako i u drugim
tkivima [87], budući da je njegov receptor, LEPR, eksprimiran u različitim tipovima ćelija, kao što su glatke i
poprečno-prugaste mišićne ćelije, endotelne ćelije i leukociti [88], uz visoku ekspresiju u ćelijama hipotala-
musa [89]. Zanimljivo je da je fiziološka uloga LEP izučavana i mnogo pre njegovog otkrića. Decenijama ka-
snije, spontana mutacija koja je prvobitno bila povezana sa gojaznošću i dijabetesom kod miševa [90,91]
definisana je kao uzrok nedostatka LEP i njegovog receptora. 
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Mikročip analiza transkripcionog profila iRNK u aktivnim humanim MS lezijama je pokazala da postoji
povišena transkripcija gena uključenih u neuroimunoendokrinu osu, uključujući i LEP. Transkript LEP je
naročito obogaćen u akutnim inflamatornim, u odnosu na hronične MS lezije, i to sa 6,5 puta višim nivoom
[92]. Takođe, zabeležen je značajan porast nivoa LEP iRNK u PML kod pacijenata sa RR MS, u odnosu na ko-
ntrolnu grupu, i pozitivna korelacija između nivoa LEP u plazmi i TNF-α iRNK u PML pacijenata [72], što po-
država predloženu proinflamatornu ulogu LEP u patogenezi MS. Eksperiment izveden na genetički
modifikovanim miševima kod kojih je manipulisano stanjem aktivnosti LEPR u ranom životnom dobu,
ukazuje na važnost adekvatne ekspresije LEPR i aktivnosti LEP-LEPR signalne ose u specifičnom starosnom
periodu, pošto je utvrđeno da deaktivacija LEPR dovodi do trajne gojaznosti, smanjene uspešnosti repro-
dukcije i neadekvatnog razvića mozga, uz promenu aktivnosti određenih gena u mozgu [93]. Tokom akutne
inflamacije u fazi relapsa, kod pacijenata sa MS detektovana je povišena ekspresija LEPR u PML i porast kon-
centracije serumskog LEP, u odnosu na pacijente u remisiji i kontrolne ispitanike [66]. S druge strane, uporedo
sa povećanjem ekspresije LEP iRNK utvrđeno je značajno opadanje LEPR iRNK u PML pacijenata sa RR MS, u
poređenju sa kontrolama, bez značajne asocijacije cirkulišućeg LEP sa bolešću [72]. Ovaj nalaz bi se mogao
objasniti uticajem drugih faktora, poput proinflamatornih citokina, na LEP signalni put, pošto je u saglasnosti
sa rezultatom in vitro analize efekata smeše proinflamatornih Th1 citokina čija je primena dovela do supre-
sije transkipcije i translacije LEPR u glijalnim ćelijama CNS [94]. Pretpostavljeno proinflamatorno dejstvo LEP
može biti ublaženo sniženim nivoom transkripcije LEPR, čime bi se postigao povoljniji uticaj na klinički tok
i progresiju MS, što podržava pokazano značajno opadanje vrednosti MSSS kliničkog parametra u korelaciji
sa opadanjem nivoa LEPR iRNK [72]. Iako su dosadašnji rezultati istraživanja vezani za efekte LEP i LEP si-
gnalne ose nekonzistentni, pregledna studija Rijnsburger i sar. naglašava važnost LEP u patogenezi MS i
kliničkom toku bolesti [95], čime se i dalje podržava polazna pretpostavka o terapijskom targetovanju ovog
proteina u cilju doprinosa poboljšanju kvaliteta života obolelih.

Varijanta zamene pojedinačnog nukleotida na poziciji 2548 uzvodno od mesta početka transkripcije
gena LEP, rs7799039 (-2548G>A), prvobitno je asocirana sa povišenom koncentracijom LEP u plazmi kod
gojaznih ispitanika [96,97]. Deceniju kasnije utvđeno je da ova varijanta može uticati na regulaciju sinteze
LEP, pošto je locirana u neposrednoj blizini mesta za vezivanje transkripcionog aktivatora [98]. Nukleotidna
zamena u šestom egzonu gena LEPR, rs1137101 (c.668A>G, p.Gln223Arg), je najčešće ispitivana varijanta u
ovom genu [99]. Prouzrokuje supstituciju glutamina argininom u vanćelijskom domenu LEPR, što dovodi do
remećenja strukture receptora i njime posredovane transdukcije signala u ćeliji [100]. Do danas su u malom
broju studija ispitivane varijante rs7799039 i rs1137101 u patogenezi MS. Najobimnija asocijaciona studija,
izvedena na populaciji iz Nemačke, utvrdila je da nema značajne asocijacije rs7799039 i rs1137101 sa nas-
tankom MS [101], što je potvrđeno i u studiji Kolić i sar. [102]. Takođe, pokazano je da dve ispitane genske
varijante ne utiču na klinički tok bolesti, RR i SP. U analizi uticaja rs7799039 na transkripciju  LEP u PML, kod
pacijenata sa RR MS ređi alel, A, asociran je sa povišenim nivoom LEP iRNK, što ukazuje na mogući doprinos
ove varijante ukupnom detektovanom porastu nivoa transkripcije LEP kod pacijenata, u poređenju sa ko-
ntrolama [102]. U ostalim studijama asocijacije rs7799039 sa MS, dobijeni su nekonzistentni rezultati. U je-
dnoj je utvrđena asocijacija alela G sa povišenim vrednostima LEP u serumu pacijenata sa MS i sa povišenim
rizikom za nastanak MS [103], dok je u drugoj studiji ustanovljena povezanost genotipa AA sa nastankom
bolesti [104]. Varijanta LEPR rs1137101 je asocirana sa koncentracijom LEP u serumu kod pacijenata sa MS
[103] i sa rizikom za nastanak MS uz nekonzistentnost dobijenih rezultata u nekoliko do sada ispitanih popu-
lacija [103–105]. Sugerisan je potencijalni polno-različit uticaj ove LEPR varijante na LEP signalni put u pato-
genezi MS, s obzirom da je ređi alel, G, bio asociran sa značajno povećanim vrednostima kliničkog parametra
MSSS samo kod muškaraca obolelih od MS [102]. 
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TNF-α

TNF-α i ostali članovi superfamilije citokina TNF, otkriveni kao antikancerogeni faktori, do sada su
povezani sa nizom patofizioloških stanja uključujući i neurološke bolesti [106]. TNF-α se naročito povezuje
sa fiziološkim i patološkim procesima u CNS [107]. Tipičan je medijator inflamacije, koji se predominantno
eksprimira u aktiviranim monocitima/makrofagima (uključujući mikrogliju u CNS) i aktiviranim NK i T limfo-
citima [108,109]. Osamdesetih godina 20. veka u studiji izvedenoj na uzorcima lezija mozga pacijenata sa
MS ustanovljeno je postojanje TNF-α-pozitivnih makrofaga i astrocita u ovim lezijama [110]. Takođe, povišeni
nivo TNF-α u cerebrospinalnoj tečnosti pacijenata sa MS podržava njegovu ulogu u patogenezi MS [107]. De-
tektovan je značajno povišen nivo TNF-α iRNK u PML kod pacijenata sa MS u odnosu na zdrave osobe [111],
kao i kod obolelih u relapsu u poređenju sa pacijentima u remisiji [112]. Odsustvo asocijacije nivoa tran-
skripcije TNF-α sa RR MS, koje je utvrđeno u studiji Kolić i sar., može se objasniti nepostojanjem razlike u
koncentraciji LEP u plazmi između grupa pacijenata i kontrola [72], pošto je prethodno pokazano da LEP in-
dukuje ekspresiju TNF-α u PML [113]. Odsustvo očekivanog porasta TNF-α iRNK kod pacijenata može da
bude prouzrokovano i efektom terapije interferonom-beta [72], s obzirom da postoji podatak da je inter-
feron-beta smanjio sintezu TNF-α u PML obolelih od MS [114]. Ipak, uspostavljena značajna pozitivna ko-
relacija nivoa cirkulišućeg LEP i TNF-α iRNK u PML samo u grupi pacijenata, ne i kontrola, sugeriše na
mogućnost da su produkcija i efekti TNF-α u patogenezi MS povezani sa LEP signalnim putem, podržava-
jući proinflamatornu ulogu LEP u MS [72].

PGC1A

PGC1A je centralni faktor regulacije biogeneze i funkcionisanja mitohondrija, adaptivne termogeneze,
glukoneogeneze i drugih metaboličkih procesa [115]. U skladu sa svojim specifičnim efektima ovaj tran-
skripcioni koaktivator je visoko eksprimiran u tkivima sa intenzivnim energetskim metabolizmom, uključu-
jući CNS [116]. PGC1A je važan za indukciju ćelijskih mehanizma zaštite od oksidativnog stresa, jer stimuliše
ekspresiju enzima antioksidativne zaštite, među kojima su SOD2 i glutation peroksidaza 1 [117]. Kako je
poznato da oksidativni stres učestvuje u autoimunski-posredovanoj neurodegeneraciji u MS [53], regulatorni
efekat PGC1A na enzime antioksidativne zaštite povezuje ovaj transkripcioni koaktivator sa patogenezom
MS. PGC1A može biti povezan sa MS i preko njegovog uticaja na regulaciju inflamacije. On interaguje sa
p65 subjedinicom nuklearnog faktora-kB i tako suprimira transkripciju gena za Th1 citokine, utičući na sma-
njenje jačine inflamatornog odgovora [118,119]. U dosadašnjim istraživanjima, utvrđene su promene eks-
presije PGC1A na nivou iRNK i proteina u neuronima i glijalnim ćelijama lezija, kao i u PML pacijenata,
podržavajući vezu PGC1A sa patogenezom MS [50,51,72]. Snižena ekspresija PGC1A na nivou transkripcije
i translacije u kortikalnim neuronima obolelih od MS, u odnosu na kontrolne ćelije, [51], i značajno opadanje
nivoa PGC1A iRNK u PML pacijenata sa RR MS u odnosu na kontrole [72], mogli bi se povezati sa pojačanim
oksidativnim stresom u MS, što bi doprinosilo procesu neurodegeneracije [120]. Ovaj predloženi meha-
nizam podržava i činjenica da je opadanje transkripcionog nivoa PGC1A praćeno opadanjem nivoa SOD2
iRNK u PML pacijenata sa MS [72], kao i da je detektovanje značajno sniženog nivoa transkripcije SOD2 u ćeli-
jskoj liniji neuroblastoma sa “utišanim” PGC1A bilo praćeno unutarćelijskom akumulacijom ROS uz pojačanu
osetljivost neurona na ROS [51]. 

Varijanta rs8192678 (c.1444G>A, p.Gly482Ser), tipa zamene pojedinačnog nukleotida, locirana je u
osmom egzonu gena PGC1A i rezultuje aminokiselinskom zamenom koja dovodi do promene aktivnosti
PGC1A u regulaciji transkripcije nekoliko ciljnih gena [121,122]. Utvrđena je asocijacija rs8192678 ređeg
alela, A, sa povišenim rizikom za nastanak MS [72] i bržom progresijom bolesti [123], što se može dovesti u
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vezu sa predloženim prooksidantnim efektom ovog alela [124,125], podržavajući ulogu oksidativnog stresa
u patogenezi MS. Naime, ustanovljeno je da osobe sa homozigotnim genotipom AA imaju značajno višu
koncentraciju cirkulišućeg molekularnog markera lipidne peroksidacije, u poređenju sa nosiocima genotipa
GG [124]. Takođe, alel A je asociran sa povišenim vrednostima markera oksidativnog stresa u plazmi kod
obolelih od amiotrofične lateralne skleroze, tokom i neposredno nakon fizičke aktivnosti [125]. Moguće je
da varijanta rs8192678 utiče na domen PGC1A odgovoran za interakciju sa transkripcionim regulatorima
gena antioksidativne zaštite, pošto je porast vrednosti markera oksidativnog stresa bio detektovan pri fi-
zičkoj aktivnosti, tokom koje se očekuje indukcija aktivacije PGC1A u ćeliji, koja bi inače trebalo da bude
praćena snižavanjem nivoa ROS  [125]. 

SOD2

Izučavanje slobodnih radikala u biološkim sistemima započeto je otkrivanjem superoksid dismutaza
(SOD) 1969. godine [126]. SOD katalizuju konverziju superoksid anjon radikala do molekularnog kiseonika
i vodonik peroksida i na taj način, predstavljajući prvu liniju odbrane od slobodnih radikala, učestvuju u
regulaciji brojnih procesa u ćelijama. SOD2 (Mn SOD) je enzim mitohondrijalnog matriksa, eksprimiran u
svim tipovima ćelija [127]. Gubitak aktivnosti SOD2 izaziva oksidativni stres u ćelijama, te je povezan sa
mnogim patološkim fenotipovima, prvenstveno u metabolički aktivnim tkivima kakvo je i nervno. Neu-
rodegeneracija i oštećenje srca usled disfunkcije SOD2 rezultovali su letalnim ishodom [128]. Putem regu-
lacije ćelijskog odgovora na oksidativni stres, SOD učestvuju i u patogenezi MS [129]. Na eksperimentalnom
modelu MS pokazano je da indukcija ekspresije SOD2 dovodi do redukovanja stepena demijelinizacije i
oštećenja tkiva prouzrokovanih prethodnom supresijom aktivnosti ovog enzima [130]. Kod pacijenata sa MS
detektovano je značajno smanjenje ekspresije SOD2 u kortikalnim neuronima, koje je bilo praćeno poras-
tom ROS, opadanjem nivoa PGC1A i smrću neurona [51]. Pokazano je da u ćelijama CNS PGC1A indukuje eks-
presiju SOD2 [131]. U PML obolelih od RR MS uspostavljena je pozitivna korelacija nivoa SOD2 i PGC1A iRNK,
što ukazuje na vezu opadanja transkripcionih nivoa PGC1A i SOD2 sa jedne i porasta oksidativnog stresa sa
druge strane [72]. Istovremeno, pozitivna korelacija utvrđena između SOD2 iRNK i nivoa LEP, LEPR i TNF-α
iRNK u obe ispitivane grupe, pacijenata i kontrola, sugeriše da sa aspekta patogeneze MS SOD2 verovatno
nije specifični efektor LEP signalnog puta u PML [72].

Zaključak

Dosadašnja istraživanja podržavaju ulogu molekularnih komponenata povezanih sa LEP signalnim
putem u patogenezi MS. Nekonzistentnost rezultata studija efekata varijanti i transkripcije gena koji kodi-
raju komponente LEP signalnog puta i sa njima povezane komponente antioksidativne zaštite i inflamacije,
u asocijaciji sa nastankom i kliničkim tokom MS, ukazuje na potrebu za sprovođenjem dodatnih asocija-
cionih studija sa striktno definisanim kriterijumima za grupe ispitanika većeg obima, kao i funkcionalnih
analiza. Interakcija različitih genetičkih i faktora sredine može biti uzrok navedene nekonzistentnosti rezul-
tata genetičkih studija, ističući ishranu kao jedan od značajnih činilaca, budući da upravo LEP ima centralnu
ulogu u regulaciji unosa hrane i energetske homeostaze. Uzimajući u obzir heterogenost MS i suštinsku
složenost ljudskog genoma, doprinos rezultata genetičkih studija jeste i u mogućnosti da se okarakterisani
genetički činioci u budućim istraživanjima uključe u razvoj personalizovane terapije MS kroz kreiranje kli-
ničkog predikcionog algoritma koji bi, u odnosu na dati genetički profil, mogao predložiti izmene u životnim
navikama u cilju dodatnog poboljšanja efekata primenjene konvencionalne terapije [132,133].
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Slika �. Međuzavisnost oksidativnog stresa, inflamacije i neurodegeneracije. Shema preuzeta i izmenjena iz [134].

Slika �. Leptinski signalni put u oksidativnom metabolizmu i inflamaciji: predložena dualna, neuroprotektivna i proinflamatorna, uloga LEP u patogenezi MS.
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Parkinsonova bolest – dokle se stiglo?

Jadranka Miletić Vukajlović�, Dunja Drakulić�

1Laboratorija za fizičku hemiju, Institut za nuklearne nauke „Vinča“, 
Institut od nacionalnog značaja za Republiku Srbiju, Univerzitet u Beogradu, Beograd
2Laboratorija za molekularnu biologiju i endokrinologiju, Institut za nuklearne nauke „Vinča“, 
Institut od nacionalnog značaja za Republiku Srbiju, Univerzitet u Beogradu, Beograd
Kontakt: jadranka@vin.bg.ac.rs; drakulic@vin.bg.ac.rs

Apstrakt

Parkinsonova bolest (PB) je kompleksno progresivno neurodegenerativno oboljenje sa nerazjašnjenom
etiopatogenezom. Odlikuje je, između ostalog, narušena struktura i funkcija komponenti dopaminskog si-
stema u delu mozga u kome se nalaze centri za izvođenje voljnih pokreta, kogniciju i pamćenje, dok su na
ćelijskom nivo karakteristične neuroinflamacija, narušavanje strukture i funkcija mnogih organela uklju-
čujući mitohondrije, lizozome ili transportne vezikule, poremećen redoks status, nepravilno savijanje pro-
teina koje uslovljava njihovo neadekvatno funkcionisanje, stvaranje unutarćelijskih depozita različitih
supstanci (molekula/jona). Obično se manifestuje kombinacijom niza motornih i nemotornih simptoma,
uključujući tremor pri mirovanju, usporenost i osiromašenost pokreta (bradikinezija), ukočenost mišića
(rigidnost) ruku, nogu i vrata, gubitak posturalnih refleksa, fleksibilan položaj tela, kao i konstipacija, uri-
narna disfunkcija, impotencija, poremećaji faza sna, prekomerna dnevna pospanost, nemogućnost guta-
nja pljuvačke, znojenje, mučnina, anksioznost, apatija, depresija, demencija. Dijagnostikovanje PB se vrši
posredno na osnovu prisustva minimum dva motorna simptoma i adekvatan odgovor na antiparkinson
terapiju, a sa sigurnošću se potvrđuje tek post-mortem analizama utvrđivanjem postojanja karakteristič-
nih patohistoloških promena u različitim regionima mozga. Kao potencijalni uzročnici njenog nastanka i
progresije izdvajaju se genski faktori, faktori spoljašnje sredine, kao i njihovo međusobno delovanje. Iza-
zovi PB su ne samo nemogućnost ranog uspostavljanja dijagnoze, poteškoće u procenjivanju toka bole-
sti, identifikacija potencijalnih biomarkera i signalnih puteva koji su uključeni u patogenezu, njihova uloga
u kliničkoj prezentaciji bolesti, već i terapija. Iako se ovo hronično oboljenje leči različitim lekovima (far-
makoterapija), hirurškim zahvatima, i potpornim, komplementarnim i alternativnim terapijama, ni jedan
od navedenih vidova terapije ne omogućava potpuno ozdravljenje već kontrolu simptoma radi što dužeg
nezavisnog funkcionisanja obolelih.

Ključne reči: Parkinsonova bolest (PB), etiopatogeneza, kliničke karakteristike, dijagnostika, terapija.
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Parkinson’s disease – state of the art 

Jadranka Miletić Vukajlović�, Dunja Drakulić�

1Laboratory for Physical Chemistry, “Vinca” Institute of Nuclear Sciences, National Institute of the Republic
of Serbia, University of Belgrade, Belgrade
2Laboratory of Molecular Biology and Endocrinology, “Vinca” Institute of Nuclear Sciences, National Insti-
tute of the Republic of Serbia, University of Belgrade, Belgrade
Correspondence: jadranka@vin.bg.ac.rs; drakulic@vin.bg.ac.rs

Abstract

Parkinson’s disease (PD) is a complex progressive neurodegenerative disease with uncertain etiopatho-
genesis. Among others, it is characterized by impaired structure and function of components of the do-
pamine system in regions of the brain responsible for performing voluntary movements, cognition and
memory; neuroinflammation; disruption of structure and function of various organelles including mitoc-
hondria, lysosomes or transport vesicles, disturbed redox status, misfolding of proteins, intracellular de-
position of various substances (molecules/ions). Usually PD is manifested by a combination of several
motor and non-motor symptoms, including resting tremor, slowness of movement and speed (bradyki-
nesia), stiffness of arms, legs and neck muscles (rigidity), loss of postural reflexes, flexible body position,
along with constipation, urinary dysfunction, impotence, sleep disorders, excessive daytime sleepiness,
inability to swallow saliva, sweating, nausea, anxiety, apathy, depression, dementia. Diagnosing is perfor-
med indirectly based on the presence of at least two motor symptoms and an adequate response to an-
tiparkinsonian therapy, while it can be confirmed with certainty only by post-mortem analysis according
to the existence of characteristic pathohistological changes in different regions of the brain. In PD patho-
genesis the relative contribution of genes, environmental/lifestyle factors, as well as their specific inte-
ractions has been recognized. The challenges of PD are not only the impossibility of early diagnosis,
difficulties in assessing the course of the disease, the identification of potential biomarkers and signaling
pathways involved in pathogenesis, their role in the clinical presentation of the disease, but also the the-
rapy. Although the PD patients are treated with various drugs (pharmacotherapy), surgical interventions,
and supportive, complementary and alternative therapies, none of the mentioned types of therapy pro-
vide the healing but they enable the control of the symptoms for the longest possible independent func-
tioning of the patients.

Key words: Parkinson’s disease (PD), etiopathogenesis, clinical characteristics, diagnosis, therapy.
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Uvod

Starenje je složen fenomen koji ne samo da utiče na fizičke i mentalne funkcije čoveka već povećava i
rizik od razvijanja mnogobrojnih patoloških stanja koji imaju efekat na celokupan organizam. Najkarakteri-
stičnije i najizraženije promene koje su povezane sa bolestima starenja su: gubitak pamćenja, smanjenje
kognitivnih sposobnosti i/ili motornih funkcija. Stoga, starenje predstavlja jedan od glavnih faktora rizika za
razvoj mnogobrojnih degenerativnih bolesti koje karakteriše progresivni gubitak neurona u centralnom
nervnom sistemu (CNS) [1]. Među patofiziološkim promenama koje se javljaju u mozgu tokom starenja, po-
javi i progresiji neurodegeneracije potencijalno doprinose narušen oksidativni status, promene u energet-
skom metabolizmu, neuroinflamacija, akumulacija proteinskih agregata, disfunkcija neurovaskularnog
sistema, aktivacija imunog sistema, i drugo [2].

Neurodegenerativne bolesti pored toga što utiču na kvalitet života pojedinca, utiču i na njihove celo-
kupne porodice i društvo u mnogobrojnim aspektima, kako psihološkim, tako i socijalnoekonomskim [3].
Zbog toga se različitim aspektima neurodegenerativnih bolesti već dugi niz godina bave brojne studije. Re-
zultati tih istraživanja mogu pružiti potencijalne odgovore o nastanku i progresiji neurodegenerativnih bo-
lesti (poput Parkinsonove bolesti (PB), Alchajmerove bolesti (AB), i amiotrofične lateralne skleroze (ALS), i
drugih), kao i o specifičnim biomarkerima za predikciju razvoja bolesti, procenu stanja pacijenata, kao i o
onima koji će dati indikaciju pozitivnog odgovora na terapiju [4]. Za lečenje većine bolesti koriste se razli-
čite terapijske strategije kojima se samo usporavaju neurodegenerativne promene i kontrolišu simptomi, i
koje ne dovode do potpunog oporavka pacijenta. Stoga, identifikacija biomarkera, kao primena novih, efi-
kasnijih terapijskih pristupa (neuroprotektivne terapije ili terapije kojima se bolest modifikuje) bi potenci-
jalno omogućili rano dijagnostikovanje bolesti i poboljšanje kvaliteta života, ozdravljenje obolelih, pa čak
bi i predupredili nastanak bolesti [5].

Parkinsonova bolest: klinička slika i dijagnostikovanje

Parkinsonizam predstavlja grupu neuroloških, motoričkih poremećaja koja se prepoznaje po kombi-
naciji niza simptoma uključujući tremor pri mirovanju, usporenost i osiromašenost pokreta (bradikinezija),
ukočenost mišića ruku, nogu i vrata (rigiditet), semifleksioni stav tela, poremećaj ravnoteže, motornu blo-
kadu pri kretanju, izostanak mimike lica (hipomija), i ostalo [6]. Pored ovih simptoma kod većeg broja obo-
lelih tokom vremena razvija se i depresija, a kod trećine javlja se i intelektualno propadanje.

Na osnovu porekla i uzroka nastanka, razlikuje se:

• idiopatska ili primarna Parkinsonova bolest (PB);

• nasledni odnosno herditarni parkinsonizam koji se javlja kod 10-15% obolelih;

• stečeni ili sekundarni parkinsonizam nastaje kao posledica dejstva nekog od poznatih faktora poput traume
glave usled čega se, na primer, stvara subduralni hematom koji pritiska pojedine regione mozga i dovodi do
trajnih oštećenja; hidrocefalusa; strukturnih lezija mozga usled tumora, infarkta koji je zahvatio mezencefa-
lon ili bazalne ganglije; trovanja manganom i ugljen monoksidom; upotrebe i zloupotrebe različitih lekova
(na primer, antipsihotika fenotiazina, tioksantena, butirofenona ili rezerpina, koji blokiraju dopaminergičke
receptore); poremećaja metabolizma, ateroskleroze, encefalitisa koji zahvata bazalne ganglije, i drugo;

• atipični parkinson sindrom u kome je parkinsonizmu pridružen i niz drugih neuroloških poremećaja uklju-
čujući i poremećaje pokretljivosti bulbusa, amiotrofiju, ranu demenciju, rane autonomne poremećaje;

• parkinsonizam u okviru heredo-degenerativnih bolesti kao deo složenije kliničke slike.
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Parkinsonova bolest je progresivno neurodegenerativno oboljenje CNS sa globalnom rasprostranje-
nošću većom od šest miliona ljudi, što je izdvaja kao jednu od vodećih neuroloških poremećaja [7]. Iako su
bolest i veći broj simptoma opisani pre više od 2 veka od strane dr Džejmsa Parkinsona (James Parkinson),
njena tačna etiologija nije u potpunosti poznata. Starenje i ćelijski procesi vezani za starenje izdvajaju se
kao glavni rizici za njeno dobijanje i progresiju [8].  Osim toga, neidentifikovani patogen (virus ili bakterija)
u crevima, prema Braak-ovoj hipotezi  [9,10], odgovoran je za pojavu premotorne faze bolesti i formiranje
patoloških promena u mozgu, takozvanih, Levijevih telašaca (LT) i Levijevih neurita (LN) u predilekcionim
mestima, a koje se šire ka olfaktornom traktu i vagalnim nervima prema i unutar CNS.

U najvećem broju slučajeva PB se javlja sporadično, mada na njeno dobijanje i progresiju može imati uti-
caj i genetička predispozicija, kao i uticaj spoljašnjih faktora uključujući izloženost toksičnim i infektivnim
supstancama (na primer pesticidi, zagađena voda, i drugo) [11,12]. Iako se može javiti u svim životnim do-
bima, pretežno je bolest muške, starije populacije jer se češće javlja u šestoj i sedmoj deceniji života kod
muškaraca (odnos muškarci žene 3:2) [7,13].

Kod većine PB pacijenata ispoljavanje motornih i/ili nemotornih simptoma je individualno, postepeno
i asimetrično, i može zavisiti od samog toka bolesti [14]. Za najraniji stadijum PB karakteristično je asimetri-
čno ispoljavanje motornih simptoma koji su teško prepoznatljivi i nekada se javljaju i godinama ranije poput
motornih simptoma (tremor mišića, bradikinezija, rigidnost, promene u hodu, i ostali). Na početku bolesti,
tremor mišića je maksimalan u stanju mirovanja i postaje izraženiji kod emocionalnog uzbuđenja i/ili umora,
dok se u pokretu smanjuje, a u snu nestaje. Tremorom su najjače zahvaćene šake, ruke i noge, pa mišići vi-
lice, usana, očnih kapaka i čela. Razlikuje se [15]: posturalni tremor, koji se javlja u antigravitacionom polo-
žaju; akcioni (kinetički) tremor koji se javlja isključivo prilikom pokreta određenog dela tela; i tremor u
mirovanju koji je najkarakterističniji simptom PB [16]. Tremor u mirovanju se javlja asimetrično, i to prvo u
gornjim ekstremitetima, a kako bolest napreduje, može zahvatiti i ostale ekstremitete, usne, vilicu i jezik, a
izuzetno retko vrat i glavu. Bradikinezija je karakterističan simptom svih obolelih, nepoznate patofiziologije
[17]. Rigidnost se javlja kod više od 90% PB pacijenata i obično se ispoljava na strani tela koju bolest inici-
jalno zahvata, a koja je već zahvaćena bradikinezijom i tremorom. Karakteriše ga povišen tonus agonističkih
i antagonističkih mišića [9,18,19], skraćeno vreme njihove relaksacije čime se ograničava obim pokretanja
udova i javlja se nelagodnost, ali i bol. Eksperimentalni podaci ukazuju da na pojavu rigiteta jedne strane tela
utiču promene u suprotnoj hemisferi mozga i narušena kontrola motornih impulsa i petlji [9,18,20,21].

U ranoj fazi PB javljaju se i nemotorni simptomi (konstipacija, urinarna disfunkcija, impotencija, pore-
mećaji REM faze sna, prekomerna dnevna pospanost, nemogućnost gutanja pljuvačke, znojenje, mučnina,
anksioznost, apatija, depresija, demencija, i drugi) [22,23]. Gubitak čula mirisa (hiposmija) je jedan od naj-
karakterističnih i vrlo čestih simptoma PB, koji se može ispoljiti i nekoliko godina pre zvanične dijagnoze
[7,23,24], dok se gastrointestinalni problemi javljaju čak kod više od polovine pacijenata i deceniju pre ispo-
ljavanja prvih motornih simptoma [7,25]. Na početku bolesti oboleli mogu izgledati i depresivno zbog uspo-
renih i smanjenih pokreta mišića lica. Napredovanjem bolesti tremor može postati manje izražen, a
ispoljavaju se i dodatni motorni simptomi koji obolelima otežavaju izvršavanje radnji/pokreta kao što su
ustajanje i okretanje u krevetu, oblačenje, uključujući zakopčavanje dugmadi i vezivanja pertli [26]. Poste-
peno, lice im postaje hipomimično poput maske, s karakterističnim položajem usta i smanjenim treptanjem,
dok im je govor hipofoničan i monoton zbog poremećaja artikulacije. Kod mnogih PB pacijenata javlja se i
rigiditet bez tremora, sa čijim napredovanjem usled bolova u mišićima i osećaja umora pokreti se teško za-
počinju (akinezija), postaju smanjeni (hipokinezija) i sporiji (bradikinezija). Sa progresijom bolesti brzina i am-
plitude jednostavnih, repetitivnih pokreta se smanjuju do njihovog potpunog gubitka [27]. S odmicanjem
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bolesti, javlja se posturalna nestabilnost koju karakteriše pogrbljeno držanje tela ka napred sa savijenim
donjim ekstremitetima u kolenima, sve teže započinjanje kretanja, otežano okretanje i zaustavljanje, nesi-
guran hod sa sitnim koracima, posrtanje, ubrzavanje i naginjanje usled gubitka posturalnih refleksa, flekti-
rane ruke uz telo bez njihanja pri hodanju, i drugo. Posturalna nestabilnost se obično javlja u uznapredovaloj
fazi bolesti i predstavlja jedan od najtežih simptoma. Narušeno pravilno držanje tela, njegova nestabilnosti
izražena sklonost ka padovima i gubitak samostalnosti kod ovog simptoma povezuje se sa značajnim gu-
bitkom holinergičkih neurona [27,28,29]. Osim toga, vrlo često se javljaju i poteškoće sa gutanjem i aspira-
cijom hrane. Usled hipokinezije i smanjene kontrole distalne muskulature manifestuje se i progresivna
mikrografija (pisanje sitnim slovima) i znatno se otežava izvođenje mnogih svakodnevnih rutinskih akti-
vnosti.

Pacijenti sa PB mogu se klasifikovati na osnovu kliničke slike i ispoljavanja motornih simptoma u četiri
kategorije [30-32]. U prvu kategoriju spadaju mlađe osobe kod kojih se bolest razvija sporije i koje odlikuje
niži stepen kognitivnih oštećenja, ali veće fluktuacije u razvoju motornih simptoma, najverovatnije zbog
dužine trajanja antiparkinson terapije. Drugu kategoriju čine pacijenti sa izraženim tremorom, sporijom pro-
gresijom bolesti i izraženim komplikacijama tokom terapije zbog lošijeg odgovora na levodopu (L-dopu). U
trećoj kategoriji su pacijenti kod kojih tremor nije dominantni motorni simptom, koji imaju sporiju progre-
siju bolesti i slabije komplikacije tokom terapije, ali i lošiji odgovor na antiparkinson terapiju. Poslednjoj ka-
tegoriji pripadaju pacijenti bez kognitivnih oštećenja, ali kod kojih se bolest brzo razvija.

Iako postoje mnogobrojne skale na osnovu kojih se procenjuje stepen motornih oštećenja i invaliditeta
kod PB pacijenata, najčešće korišćena je H&Y (Hoehn i Yahr) skala [33], kojom se grubo određuje progresija
bolesti i kojom se mogu porediti grupe PB pacijenata. Ova skala je u rasponu od 0 do 5. Stadijumom 0 se opi-
suje PB pacijent koji nema znakove bolesti. Stadijum 1 podrazumeva sam početak bolesti u kom se javlja jed-
nostrana i aksijalna zahvaćenost tela, dok u stadijumu 2 simptomi zahvataju obe strane tela bez poremećaja
ravnoteže. Blaga do umerene obostrane zahvaćenosti tela i posturalna nestabilnost klasifikuje PB pacijenta
u stadijumu 3, a stanje kada su simptomi sve izraženiji i PB pacijenti sve onesposobljeniji, ali sa mogućno-
šću samostalnog hodanja i stajanja karakteriše stadijum 4. Stadijum 5 podrazumeva da PB pacijent ne može
da vodi brigu o sebi, zavisi od tuđe pomoći, vezan je za kolica ili krevet [27,34,35].

Dijagnostikovanje PB se vrši posredno, klinički od strane neurologa. Neuroradiološke metode poput
CT skenera i magnetne rezonance ne mogu se samostalno koristiti za postavljanje dijagnoze PB, već se one
koriste u kombinaciji sa kliničkom slikom pacijenta, i anamnezom koja podrazumeva informacije o povredi
glave, hidrocefalusu, moždanom udaru, terapiji koju pacijent uzima, izloženosti toksinima, tipičnim i atipič-
nim neurološkim i drugim simptoma i znakovima ili postojanju druge neurodegenerativne bolesti, i ostalo.
Osim toga, koriste se i dijagnostičke metode kao što su dopaminski transporter-SPECT, meta-jodobenzilg-
vanidin-SPECT, fluorodeokiglukozni PET, transkranijalni ultrazvuk, genetičko testiranje [7] i testiranje uzoraka
različitog porekla (krv, cerebrospinalna tečnost (CST), i drugo) mnogobrojnim laboratorijskim i eksperi-
mentalnim metodama [36].

Sa sigurnošću PB se dijagnostikuje tek post-mortem na osnovu karakterističnih patohistoloških pro-
mena u različitim regionima mozga [37,38]. Za postavljanje dijagnoze PB danas najčešće u upotrebi je revi-
dirana verzija dijagnostičkih kriterijuma UK Parkinson’s Disease Society Brain Bank Research criteria, UK, London
[39], kojom se utvrđuje prisustvo minimum dva od četiri glavna motorna simptoma (tremor, rigiditet, bra-
dikinezija i posturalna nestabilnost), kao i adekvatan efekat antiparkinson terapije. Ukoliko se ne ispunjavaju
navedene karakteristike, onda postoji mogućnost da to nije idiopatska PB već neki drugi oblik parkinson-
izma [15]. Dijagnostikovanje PB u ranoj fazi je, generalno, problematično s obzirom da celokupna klinička
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slika nije ispoljena, kao i u atipičnim slučajevima kada se znaci i simptomi preklapaju sa drugim „parkinso-
nizam plus” sindromima. Stoga, za dijagnostikovanje PB primenjuju se i, takozvane, crvene zastavice kojima
se proverava postojanje više neisključujućih kliničkih odlika koje su karakteristične i za druge bolesti i ko-
jima se postavlja potencijalno alternativna dijagnoza [7].

Parkinsonova bolest: etiopatogeneza

Za obolele od PB karakteristične su promene u ćelijama različitih regiona mozga poput neuroinflama-
cije, oksidativnog stresa (OS), stvaranja unutarćelijskih depozita različitih supstancija (molekula/jona), na-
rušavanja sinaptičkog transporta, struktura i funkcija mnogih organela uključujući mitohondrije, lizozome
ili transportne vezikule, nepravilnog savijanja proteina koje uslovljava njihovo neadekvatno funkcionisanje,
i ostalo [5]. Te promene, između ostalog, odgovorne su za: smanjenu osetljivost receptora za dopamin (DA)
u strijatumu, poremećeno pražnjenje dopaminergičkih sinapsi, progresivnu degeneraciju dopaminergičkih
neurona jedne od bazalnih ganglija mozga – kompaktnog dela crne supstancije (lat. substantia nigra pars
compacta, SNpc), pojavu lezija nigrostrijalnih projekcija, narušavanje strukture i funkcije samog strijatuma,
i drugo [40]. U najvećoj meri, DA se sintetiše u neuronima CNS i pored toga što predstavlja prekursor za si-
ntezu noradrenalina, može imati ulogu i neurotransmitera jer se skladišti u vezikulama, transportuje do pre-
sinaptičke membrane i oslobađa procesom egzocitoze u sinaptičku pukotinu gde se vezuje za odgovarajuće
receptore na postsinaptičkim membranama okolnih neurona i/ili se vezuje za receptore na membrani će-
lije u kojoj je sintetisan [40]. Brojne studije ukazuju da se smanjena sinteza, transport, izlučivanje i vezivanje
DA za odgovarajuće receptore može nadomestiti medikamentima [41,42]. Promene obično nastaju i razvi-
jaju se godinama i decenijama pre ispoljavanja prvih kliničkih znakova bolesti. Prvi znaci ispoljavanja PB
javljaju se, obično, po narušavanju preko 50% nigrostrijatnog dopaminergičkog sistema i po smanjenju si-
nteze, transporta i otpuštanja DA za više od 70%. Posledično, propadanje dopaminergičkog sistema izdvaja
se kao uzrok pojave Levijeve patologije (LT i LN) i ispoljavanja simptoma kod idiopatske PB [43-45]. Osim
toga, nastanak i progresija PB povezuje se i sa agregacijom α-sinukleina. Iako do sada nije u potpunosti de-
finisana uloga α-sinukleina u fiziološkim stanjima osim u očuvanju integriteta DNK molekula [46], regulaciji
stabilnosti membrane i/ili transporta neurotransmitera [47], literaturni podaci ukazuju na vezu mutacije nje-
govog gena, kao i abnormalnog nagomilavanja sa pojavom različitih ćelijskih poremećaja, kao što su ošte-
ćenja mikrotubula, strukturne i funkcionalne promene sinapsi i mitohondrija, narušeni redoks status,
proteazomski i lizozomski putevi, i ostalo [48,49]. Posledica agregacije α-sinukleina je formiranje LT [50], pri-
marno u moždanom stablu (jedru vagusu i olfaktornom nervu) [51] i ispoljavanje prvih nemotornih simpto-
ma. Povećana agregacija LT u drugim moždanim strukturama karakteristična je za kasnije faze bolesti i
pojavu motornih simptoma. Međutim, nepoznanica vezana za agregaciju α-sinukleina jeste da li sama agre-
gacija predstavlja osnovni uzrok ili posledicu PB, karakteristiku fiziološkog starenja, odbrambenu reakciju
organizma na stanje u kome se nalazi ili reakciju organizma na neidentifikovani patogen [52-54].

Iako etiologija PB nije u potpunosti razjašnjena, kao predikatori rizika za njenu pojavu izdvajaju se ge-
netički faktori [55-58], faktori spoljašnje sredine [59], ali i njihovo međusobno delovanje. Literaturni podaci
ukazuju da su u 5-10% slučajeva za pojavu PB odgovorne promene na više od 30 hromozomskih regiona i
šest gena (ATP13A2, DJ1, LRRK2, PINK1, PRKN i SNC) koji kodiraju proteine neophodne za, na primer, pra-žnje-
nje vezikula, kontrolisanje koncentracije Fe2+, normalan metabolizam mitohondrija, održavanje nivoa glukoze
u krvi [58,60], ali pre svega za normalno funkcionisanje komponenti dopaminskog sistema. Upravo, pojava
naslednog oblika PB je u određenoj meri spregnuta sa promenama navedenih gena i proteina [55-57]. Pored
genetičkih faktora, pokazano je i da mnogobrojni faktori spoljašnje sredine mogu povećati rizik za nastanak
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i progresiju PB [59] uključujući izloženost pesticidima [59], taloženje teških metala (gvožđe, bakar, cink,
olovo, aluminijum i mangan) u neuronima bazalnih ganglija [61]. Dok su rezultati nekih studija pokazali da
PB može nastati i usled uticaja spoljašnih faktora na ekspresiju pojedinih gena [62].

Pored pomenutih faktora, povećana ekspresija hemokina i citokina kao odlike neuroinflamacije, praćene
visokim nivom i taloženjem gvožđa u ćelijama SNpc i remećenjem ćelijske homeostaze, mogu dovesti do
pojave OS usled narušavanja ciklusa nastajanja/uklanjanja slobodnih radikala, malih reaktivnih vrsta (jona,
atoma i molekula) kao što su reaktivne kiseonične vrste (RKV), reaktivne azotne vrste (RAV), i druge [63,64].
Slobodni radikali mogu stupiti u interakcije sa okolnim biomolekulima (lipidi, proteini i nukleinske kiseline)
i izazvati njihova oštećenja koja rezultiraju ćelijskom disfunkcijom, i na kraju ćelijskom smrću [65]. Tako na
primer, RKV/RAV mogu direktno ili indirektno reagovati sa aminokiselinama, od kojih su najosetljivije cistein
i metionin, i dovesti do strukturnih i funkcionalnih promena proteina. Pored proteina, slobodni radikali  mo-
difikacijom svih komponenti nukleinskih kiselina i uzrokuju mnogobrojna genetska oštećenja [66-71]. Dok
oksidativna oštećenja lipida odnosno lipidna peroksidacija (LPO) podrazumeva reakciju slobodnih radikala
sa polinezasićenim masnim kiselinama – PNMK (eng. polyunsaturated fatty acids, PUFAs) koje ulaze u sastav,
između ostalih i, fosfolipida (PL) gradivnih molekula membrana. Oksidacijom PNMK narušava se integritet
ćelijske membrane, ali i membrana ćelijskih organela, oslobađaju se hidrolitički enzimi, a samim tim naru-
šava se i funkcionisanje i opstanak ćelije [67]. Treba istaći da se u procesu LPO formiraju i lipidni radikali koji
dalje uzrokuju nove oksidativno–kaskadne reakcije, a nastali produkti mogu ispoljiti akutne toksične efekte
i sprečiti proliferaciju [72], ali mogu se ponašati i kao sekundarni glasnici u mnogim ćelijskim procesima,
uključujući i unutarćelijski prenos signala, modulaciju aktivnosti određenih enzima, transkripcionih faktora,
i ostalo [73-76]. Najznačajniji produkti LPO su kratko lančani produkti:

• 4-hidroksinonenal (HNE) – toksični, lipidni aldehid [77] koji zbog lakog stupanja u interakcije sa okolnim
biomolekulima može suprimirati mitohondrijalnu respiraciju, aktivnost glikolitičkih enzima, i proteinsku
sintezu, uticati na metabolizam lipoproteina, regulisati promene na sestrinskim hromatidama, usloviti
DNK fragmentaciju, formiranje mikronukleusa, imati genotoksični efekat, narušiti proliferaciju, diferenci-
jaciju i preživljavanje ćelija [78-83]. U interakciji sa presinaptičkim proteinom α-sinukleinom pokreće se nje-
gova modifikacija i agregacija u α-sinuklein fibrile koje uzrokuju gubitak dopaminergičkih neurona i
neurodegeneraciju u PB [84];

• malondialdehid (MDA) – stabilniji i membranski permeabilniji molekul u poređenju sa HNE [77,85]. Iz-
među ostalog, ponaša se kao sekundarni glasnik u brojnim signalnim kaskadama [86,87].

Odgovor ćelije na ove promene zavisi od stepena toksičnog stanja u kom se nalazi. Tako na primer, u
subtoksičnim uslovima, aktiviraju se komponente antioksidativne (AO) odbrane odnosno antioksidansi po-
moću kojih ćelija teži da neutrališe, ukloni prekomerno nastale slobodne radikale i/ili ublaži njihove efekte.
Antioksidansi se mogu definisati kao vrste, prisutne u ćeliji u maloj koncentraciji u odnosu na oksidujuće mo-
lekule, koji značajno umanjuju ili inhibiraju oksidaciju biomolekula. Dele se na: antioksidanse primarne linije
odbrane (enzimske) krucijalne u procesima razlaganja i uklanjanja slobodnih radikala, koji uključuju: supero-
ksid dizmutazu (SOD), katalazu (CAT), glutation peroksidazu (GPx), glutation-reduktazu (GR), glutation S-
transferazu (GST), i ostale; antioksidanse sekundarne linije odbrane (ne-enzimske) čine vitamini A, C i E, glutation
(GSH), koenzim Q, i drugi, koji doniranjem elektrona slobodnim radikalima ih prevode u manje štetne i time
se oni lakše neutrališu; antioksidanse treće linije odbrane (reparacione) – de novo enzimi koji posebnim me-
hanizmima vrše reparaciju i uklanjanje oštećenih biomolekula, poput komponenti DNK enzimskog repara-
cionog sistema i proteolitičkih enzima; antioksidanse četvrte linije odbrane (atraktante) čine signalni molekuli
koji u prisustvu slobodnih radikala pokreću sintezu i transport drugih antioksidanasa do mesta delovanja



Tr
en

do
vi

 u
 m

ol
ek

ul
ar

no
j b

io
lo

gi
ji

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.

���

[88]. U toksičnim uslovima (srednji i visoki nivo OS) reparacioni sistem ne može adekvatno da odreaguje [88-
93], pokreću se nishodne signalne kaskade koje za posledicu mogu imati inicijalizaciju smrti ćelija i razvoj
različitih patoloških stanja karakterističnih za starenje [88-97]. Upravo, uloga navedenih komponenti OS i AO
odbrane je prepoznata u neurodegenerativnim fiziološkim i mnogim patofiziološkim stanjima, poput stare-
nja, PB, AB, VaD (vaskularna demencija), ALS, moždanog udara, traumatske povrede mozga (TPM) [98-101].

U mozgu se visok nivo slobodnih radikala i oštećenja biomolekula javlja zbog visokih metaboličkih zah-
teva moždanog tkiva za kiseonikom i nutritivnim supstratima, uključujući glukozu, koju je moguće detek-
tovati različitim metodama [102-104], Takođe je povećana količina nezasićenih masnih kiselina.  Prisutan je
i visoki nivo gvožđa, ali i njegov relativno niski redukujući kapacitet za regeneraciju u odnosu na druga tkiva
i organe. Njegova katalazna aktivnost je u mozgu znatno niža u odnosu na ostale organe, pri čemu OS do-
vodi do narušavanja strukture i funkcija kako neuronskih tako i vaskularnih ćelija [105].

Literaturni podaci ukazuju da je kod PB pacijenata metabolizam DA u različitim regionima mozga po-
remećen usled OS i:

• narušenog nivoa oksidacije DA enzimima monoamin oksidaza A i B (MAO A i MAO B) koji ga prevode do
neurotoksičnog aldehida [106];

• pokretanja procesa autooksidacije DA i povećane produkcije reaktivnih kinona koji nishodno interaguju
sa okolnim molekulima i dovode do njihovih oksidativnih oštećenja. Na ovaj način prekomerno nastali i
neadekvatno uklonjeni kinoni imaju toksični uticaj na mitohondrije i u najvećoj meri doprinose njihovoj
disfunkciji koja pogoršava OS u dopaminergičkim neuronima [107].

Humane studije, na primer, ukazuju na povećan nivo produkata LPO – MDA u plazmi [108,109,110] i u
SNpc obolelih od PB [111], kao i HNE i HNE – protein produkata u plazmi [109,110,112], CST [113,114], ne-
uronima [115-117], LT [118] i dopaminergičkim ćelijama SNpc, koji doprinose progresiji bolesti [119]. Pored
nivoa MDA i HNE u plazmi PB pacijenata pokazano je i da drugi indikatori OS, uključujući i PAB (prooksida-
tivni-antioksidativni balans) i AOPP (produkti oksidovane modifikacije proteina, eng. advanced oxidation
protein products) mogu ukazati na povećan intenzitet OS i pojavu kliničke manifestacije bolesti [109,110,120].
Fluktuacije nivoa PAB, AOPP, MDA i HNE u plazmi PB pacijenata mogu se povezati i sa kliničko-patološkim
karakteristikama obolelih, kao što su starost, pol, dužina bolesti i stadijum bolesti prema H&Y skali
[109,110,120]. Tako na primer, pol pacijenata je u vezi sa nivoom PAB i produkata LPO(MDA i HNE); H&Y sta-
dijum bolesti sa nivoom MDA i PAB; dok je starost PB pacijenata bitna za nivo PAB. Rezultati navedenih istra-
živanja potvrđuju da se ova progresivna neurodegenerativna bolest češće javlja kod individua muškog pola
nego kod ženskih osoba, iste starosne dobi [109,110,120], najverovatnije zbog protektivnog dejstva žen-
skih polnih hormona koji mogu odložiti ne samo početak bolesti, već i njenu progresiju [121]. Pokazana je
i veza ranijeg ulaska u menopauzu usled smanjenja nivoa estrogena i njegove deprivacije sa povećanim ri-
zikom nastajanja PB kod individua ženskog pola [122,123]. Paralelno, uočeno je da se intenzitet OS povećava
sa porastom kako stadijuma bolesti tako i starosti obolelih, što može biti posledica napredovanja bolesti
usled prekomernog nastanka slobodnih radikala. Poremećenu oksidativnu ravnotežu opisuje i pozitivna
korelacija između starosti i MDA, što dodatno ukazuje da sa godinama PB pacijenata raste i OS [109,110,120].
Osim toga, i modulacija aktivnosti SOD, jedne od enzimskih komponenti AO odbrane, praćena smanjenom
koncentracijom ne-enzimskog parametara AO odbrane, GSH, povezuje se sa povećanjem intenziteta OS u
plazmi PB pacijenata u odnosu na zdrave ispitanike [109,110,120]. Pozitivna korelacija GSH sa AOPP doda-
tno sugeriše na poremećen status AO zaštite i oksidativne ravnoteže. Dok povećanje aktivnosti CAT može
predstavljati kompenzatorni mehanizam zaštite organizma od OS [109,110,120]. Post-mortem histopato-
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loške analize moždanog tkiva PB pacijenata potvrdile su promene nivoa GSH u SNpc, kao i u dopaminergi-
čkim neuronima ove moždane regije [124,125], kao i povećanu proteinsku i DNK oksidaciju i/ili nitraciju, na-
rušenu aktivnosti SOD i nivo jona Fe2+ [126]. Osim toga, treba ukazati i na nezavisnost raspodele niskih,
srednjih i visokih vrednosti pojedinih enzimskih komponenti AO odbrane od kliničko-patoloških karakteri-
stika [109,110,120], čime je pokazano da promene tih parametara zavise isključivo od same pojave PB i po-
većanja intenziteta OS, a ne od progresije bolesti, kao ni od pola i starosti PB pacijenata. Pozitivna korelacija
između dužine trajanja bolesti i GSH ilustruje modulaciju ne-enzimske komponente AO zaštite, i sugeriše na
viši intenzitet OS [109,110,120].

Među najzastupljenijim vrstama lipida identifikovanim u CNS su holesterol, PL i sfingolipidi (SL), koji
ulaze u sastav membrana, mogu biti energetski depoi, ali i signalni molekuli neophodni za normalno odvi-
janje mnogih procesa poput sinaptičke transdukcije, transdukcije signala između različitih organela, regu-
lacije ekspresije gena, i drugog [127]. Narušen metabolizam lipida povezuje se sa pojavom i progresijom
mnogih bolesti, kao što su kancer, dijabetes, arteroskleroza, kao i sa neurološkim i neurodegenerativnim
oboljenjima, uključujući i PB [128-135]. Rezultati nekoliko studija ukazuju da je metabolizam dokosahe-
ksainske kiseline (DHK), jedne od krucijalnih PNMK, izmenjen kod obolelih od PB, ali i u drugim neurode-
generativnim bolestima [133-135]. Sa druge strane, diacilglicerolom (DAG)-posredovana transdukcija može
imati uticaj na dugotrajnu potencijaciju, rast dendrita, sazrevanje trnića, što se povezuje sa narušavanjem
pažnje i memorije [136-138], dok je metabolizam mnogih SL i PL narušen usled nedostatka apolipoproteina
E [139]. Proučavanje rizika za razvoj PB povezuje se sa dislipidemijom [140], nivoom ukupnog holesterola
(UH), kao i holesterola u lipoproteinskim česticama niske gustine (LDL-C) [141-143], odnosno između hole-
sterola u lipoproteinskim česticama visoke gustine (HDL-C) i dužine trajanja PB [144]. Dodatno, pokazano
je da se sa neurodegeneracijom mogu povezati akumulirani produkti LPO i modifikovani sastav/odnos PL
poput fosfatidilholina (PC) i lizofosfatidilholina (LPC) i drugih, koji se ponašaju kao sekundarni glasnici, ali
ulaze i u sastav membrana i koji su odgovorni za promene njihove fluidnosti i propustljivosti [120,128,145].
Naime, utvrđeno je da kod neurodegenerativnih oboljenja značajno se menja nivo LPC u plazmi [146]. Na-
rušeni lipidni profil potvrđen je i u nekolicini prethodnih studija u kojima su pronađeni viši nivoi pojedinih
LPC (na primer, LPC 16:0 i LPC 18:1) u parkin-mutiranim fibroblastima [147] i njegov negativan efekat u do-
paminergičkom sistemu [130,148], smanjen nivo PC u plazmi, čeonom režnju, SNpc PB pacijenata [149,150],
kao i u animalnim modelima bolesti [151]. Što se tiče odnosa inteziteta PL pikova, PC i LPC, u plazmi PB pa-
cijenata u poređenju sa zdravim ispitanicima, pokazano je da se i on menja [120,128]. Ovaj odnos može po-
služiti za povezivanje narušenog lipidnog profila obolelih sa povećanim intenzitetom OS i promenjenim
statusom AO odbrane. Dok odsustvo razlika odnosa intenziteta pikova u plazmi obolelih od PB u različitim
stadijumima bolesti, i sa različitom dužinom trajanja bolesti, upućuju da je izmenjeni lipidni profil pacijenata
odlika same bolesti kada je struktura i funkcija većine DA neurona u SNpc već narušena, a bolest u pood-
maklim stadijumima [120,128]. Na osnovu svega navedenog, ne samo nivo PC i LPC, već i njihov odnos PC
i LPC može se iskoristiti kao marker promene lipidnog profila i rekonfiguracije lipida kod obolelih od razli-
čitih neurodegenerativnih bolesti, uključujući i PB.

Parkinsonova bolest: terapija

U lečenju PB koriste se lekovi (farmakoterapija), hirurški zahvati, i potporne, komplementarne i alter-
nativne terapije. S obzirom da se ni jednim tretmanom ne ostvaruje ozdravljenje obolelog od PB, glavni cilj
navedenih terapija je da se pacijentu, kontrolom simptoma, omogući da što duže nezavisno funkcioniše.
Treba istaći da se u lečenju PB pacijenata primenuje personalizovan terapijski pristup s obzirom da se kod
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njih javljaju jedinstvene kombinacije motornih i nemotornih simptoma, ali i odgovora na terapiju, kao i niz
društvenih, profesionalnih i emocionalnih problema koje treba rešiti [5,152].

Farmakoterapija podrazumeva korišćenje lekova kojima se dopunjava ili povećava koncentracija DA
u pojedinim regionima mozga; reguliše nivo drugih supstanci odnosno molekula u mozgu, kao što su ne-
urotransmiteri, koji prenose informacije između moždanih ćelija; na neki drugi način pomaže kontroli simp-
toma, i drugo. U početku, PB se u većini slučajeva može lečiti jednim lekom (monoterapija), dok se sa
progresijom bolesti obično uvode novi lekovi sa drugačijim mehanizmom dejstva (politerapija) [153]. Lekovi
su se pokazali veoma korisnim u početku, ali efikasnost često opada s vremenom. Razlikuju se: simptomat-
ske terapije (simptomatske terapije motornih simptoma i simptomatske terapije za L-dopa rezistentne i ne-
motorne simptome) i neuroprotektivne terapije ili terapije koje modifikuju bolest.

Simptomatske terapije podrazumevaju dva tipa terapija:

a) Simptomatske terapije motornih simptoma – terapije metaboličkim prekursorom DA 
(L-dopa), agonistima DA, antiholinergijskim agensima, antiglutamatergijskim agensima, inhibitorima MAO-
A i MAO-B, inhibitorima katehol-O-methil transferaze (KOMT), agonistom adenozinskog A2 receptora, i
druge [5].

L-dopa se smatra zlatnim standardom u lečenju PB [154]. Aktivnim transportom prenosi se do dopa-
minergičkih neurona SNpc i pomoću enzima dopa-dekarboksilaze prevodi se u DA [155]. Međutim, iako
prolazi krvno-moždanu barijeru (KMB) u dopaminergičke neurone dospeva manje od 5%. Zbog toga se kao
dodatna terapija obično koriste inhibitori dekarboksilaze, kojima se blokira rad enzima van mozga i čime se
omogućava da više od 10% L-dope ipak stigne do mozga [156]. S obzirom da dugotrajno korišćenje 
L-dope može dovesti do određenih motornih komplikacija, obično se sa L-dopa koriste i dopa dekarboksi-
lazni inhibitori, inhibitori MAO-B i KOMT, kao i agonisti DA [157-159]. Generalno, L-dopa ima dobar efekat
na regulisanje motornih simptoma i najveći potencijal ispoljava u prvim godinama od početka korišćenja
[204] zbog čega se preporučuje što duže odlaganje njene upotrebe, postepeno povećavanje doze i uče-
stalosti primene [5,160].

Agonisti DA poboljšavaju mobilnost i smanjuju diskinezu direktno stimulišući receptore za DA. U pla-
zmi imaju duži poluživot u odnosu na L-dopu. Mogu se koristiti kao monoterapija za motoričke simptome;
pomoćna terapija kada simptomi nisu dovoljno dobro kontrolisani L-dopom; kada su prisutne motoričke
fluktuacije u ranijim fazama bolesti i kod pacijenata kod kojih se bolest javila u mlađoj životnoj dobi. Neki
od neželjenih efekata su halucinacije, pospanost, edem nogu, ali i promene u ponašanju kao na primer kom-
pulzivna kupovina i jedenje, hiperseksualnost [161-165].

Antiholinergijski agensi smanjuju tremor tako što sprečavaju vezivanje acetilholina za muskarinske re-
ceptore u strijatumu. Nemaju efekte na bradikineziju. Kao nuspojave korišćenja ovih lekova javljaju se ko-
gnitivni poremećaji, konfuzija, halucinacije, zamagljen vid, konstipacija, i drugo [5].

Antiglumatergijski agensi poboljšavaju diskineziju i motorne fluktuacije jer reaguju kao antagonisti
glutamatskih/NMDA (N-Metil-D-Aspartat) receptora, stimulišu oslobađanje DA iz endogenih depoa, bloki-
raju ponovno preuzimanje DA iz sinaptičkih pukotina, ispoljavaju antiholinergična svojstva. Njihova pri-
mena može dovesti do vizuelnih halucinacija, perifernog edema i vrtoglavica [166].

Inhibitori MAO-A i MAO-B najčešće se koriste kao terapija ranih i blagih oblika PB, kao i kod pacijenata
sa umerenom PB koji imaju motoričke komplikacije zbog korišćenja L-dopa. Ova grupa lekova smanjuje po-
novno preuzimanje DA i smanjuje oslobađanje glutamata blokiranjem odgovarajućih jonskih kanala [167].
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Inhibitori KOMT regulišu degradaciju L-dope u perifernim sistemima, kao i L-dope i DA u CNS. Poka-
zano je da produžavaju efekte L-dope i zato se često upotrebljavaju kao pomoćni lekovi za pacijente sa fluk-
tuacijama motorike povezane sa L-dopom. Iako se generalno dobro tolerišu, njihova upotreba može
povećati diskinezije povezane sa L-dopom, izazvati probleme sa organima za varenje, posturalnu hipoten-
ziju, i ostalo [168,169].

Agonist adenozinskog A2 receptora koristi se kao dodatni tretman kod PB pacijenata na L-dopi/karbi-
dopi sa „off“ epizodama. U većini slučajeva pokazao se kao visoko toleribilni lek, koji može izazvati neke ne-
željene efekte poput halucinacija, nesanice, diskinezije, vrtoglavice, i konstipacije [170].

b) Simptomatske terapije za L-dopa rezistentne i nemotorne simptome primenjuju se u lečenju L-dopa re-
zistentnih simptoma (dizartrije, disfagije, zamrzavanja hoda, posturalne nestabilnosti, disautonomije, izne-
nadne nepokretnosti stopala, blefarospazma, apraksije otvaranja kapaka, seboreje, hiperhidroze,
prekomerno aktivne bešike, konstipacije, i drugih), kao i nemotornih simptoma (depresije, anksioznosti,
apatije, psihoze, disfunkcije kontrole impulsa, kognitivnih oštećenja, demencije, autonomne disfunkcije,
nesanice, olfaktorne disfunkcije, boli, umora, i ostalih). Podrazumevaju injeciranje toksina botulina, kori-
šćenje inhibitora holinesteraze (donepezil i rivastigmin), agoniste NMDA receptora (memantin), atipičnih
antipsihotika (kvetiapin i klozapin), i druge [5].

Neuroprotektivne terapije ili terapije koje modifikuju bolest – potencijalno neuroprotektivne strategije
koje kada se primene dovoljno rano povoljno utiču na napredovanje bolesti. Do sada su testirani efekti in-
hibitora MAO-B ili inhibitora monoamin oksidaze (MAOI) (selegilin, rasagilin), tokoferola (vitamin E), mono-
klonalnih antitela na α-sinuklein, imunizacije na α-sinuklein, antiagregacionih lekova, agonista receptora
za glukagonu-slični peptid 1, GBA ili LRRRK2 modifikatori (ambroksol hidrohlorid, DNL201 ili DNL151) [5].
Iako je proteklih godina predloženo više različitih pristupa, ni jedan nije u potpunosti usvojen.

Treba istaći da brojne farmakološke studije u kojima su se pratili efekti različitih medikamenata i nji-
hove kombinacije pokazuju oprečne rezultate [120,171-174]. Naime, jedna grupa studija beleži porast oksi-
dacije, narušenu povratnu spregu i povećan citosolni sadržaj DA, neurotoksičnost nakon tretmana L-dopom
[171-175], dok druga ukazuje na odsustvo štetnog uticaja L-dope i dodatnih oštećenja nigrostrijalnih ne-
urona [176], kao i da različite vrste terapije i različite doze ne doprinose promenama nivoa parametara OS i
PC/LPC inteziteta pikova, odnosno da one ne doprinose intezitetu OS kod PB pacijenata [120].

Hirurško lečenje je do skoro podrazumevalo samo operaciju lezija odnosno ablativne hirurške pristupe
poput stereotaksičnog uništavanja fiziološki definisanih preaktivnih moždanih jezgara (talamotomija, pali-
dotomija), a od nedavno se koristi i duboka stimulacija mozga (eng. deep brain stimulation, DBS) [5]. Du-
boka stimulacija mozga podrazumeva visokofrekventnu električnu stimulaciju određenih delova mozga
(obično subtalamičkih jezgara manje komponente bazalnih ganglija) pomoću elektroda povezanih sa ge-
neratorom impulsa ugrađenim u grudni koš, blizu ključne kosti. Parametri stimulacije se prilagođavaju in-
dividualnim potrebama obolelih. Primenjuje se kod PB pacijenta u uznapredovalim stadijumima bolesti sa
vrlo izraženim tremorom a koji neadekvatno reaguju na lekove, kao i kod PB pacijenta sa dugotrajnim kom-
plikacijama na terapiju L-dopom, poput fluktuacija motorike i teške diskinezije [177]. Ovim tipom lečenja
može se značajno redukovati rigidnost, kontralateralni tremor na više od 4 godine, poboljšati pokreti, sma-
njiti ili zaustaviti nevoljni pokreti tipa diskinezije, ali i stabilizovati fluktuacije lekova i smanjiti doze lekova
koji se koriste. Lečenje pomoću DBS je neučinkovito za druge simptome PB, ne sprečava progesiju PB, i često
je praćeno nuspojavama kao što su promene ponašanja i psihijatrijske promene [178]. Osim DBS, hirurškim
putem PB pacijentima se ugrađuju i stomačne infuzione gel pumpe kojima se obezbeđuje kontinuirano
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unošenje L-dopa-karbidopa (duopa), kao i pumpe kojima se apomorfin aplikuje subkutano tokom budnih
sati, čime se smanjuje period kada su PB pacijenti u ,,off’’ stanju. U poređenju sa intermitentnom dopami-
nergičkom stimulacijom, pokazano je da kontinuirana i povećana dostupnost DA u infuzionim terapijama
značajno smanjuje motorne fluktuacije, diskineziju i fluktuacije u odgovoru na lečenje. Iako se ovaj vid te-
rapije primenjuje u Evropi, u Sjedinjenim Američkim Državama se njihova efikasnost i sigurnost upotrebe
još uvek ispituju [152].

U lečenju PB koristi se i MRI–vođen fokusirani ultrazvuk (eng. MRI–guided focused ultrasound), mini-
malno invazivan tretman koji je pomogao nekim PB pacijentima da kontrolišu tremor, pogotovo onima kod
kojih se javljaju izraziti asimetrični simptomi. Metoda se zasniva na spaljivanju dubokih moždanih struktura
koje su odgovorne za podrhtavanje (talamus i subtalamičko jedro) visokim temperaturama pomoću 
MRI–usmeravanih ultrazvučnih talasa [5] bez narušavanja strukture lobanje.

Kao nove oblasti eksperimentalne terapije izdvajaju se genske terapije i regenerativne terapije zasno-
vane na ćelijama (ćelijske transplantacije). Klinička ispitivanja učinkovitosti genske terapije u PB zasnivaju
se na pronalaženju patogenih varijanti specifičnih za PB; proučavanju intenziteta kojim se obnavljanja sin-
teza DA, stepena neuroprotekcije i mogućnosti genske neuromodulacije [179]. Poslednjih godina ohrabru-
jući je broj kliničkih studija u kojima se primenjuju neki od navedenih pristupa i koje su u fazi 1 pokazale
uspeh. Trenutno se ispituju efekti uvođenja gena za tirozin hidroksilazu i dopa-dekarboksilazu (enzimi po-
trebni za proizvodnju DA) u mozak pomoću adenovirusnih ili lentivirusnih vektora. Tako na primer, u fazi 1
kliničkog ispitivanja pokazano je da ubacivanje adeno-povezanog virusnog vektora serotipa-2 koji kodira
komplementarnu DNK za enzim VI-AADC01 (aromatična L-aminokiselinska dekarboksilaza) odgovornog za
prevođenje L-dopa u DA u putamen poboljšava klinički ishod i kvalitet života PB pacijenata. Faza 2 se tre-
nutno sprovodi u više centara na većem broju pacijenata sa uznapredovalom PB [180]. Sa druge strane, u
eksperimentalnom terapijskom modelu transplantacije DA-produkujućih ćelija, dobijenih od humanih em-
brionalnih matičnih (stem) ćelija ili od indukovanih pluripotentnih matičnih ćelija, selektovano je smanjen
DA gubitak u putamenu. Rezultati ove studije pokazali su u isto vreme i interesantan ishod i neočekivana
otkrića [181]. Naime, post-mortem analiza mozga PB pacijenta kojem je urađena bilateralna transplantacija
fetalnih mezencefalnih grafova u putamen pokazala je veliki broj preživelih dopaminskih neurona, kao i
gustu i rasprostranjenu strijatalnu DA reinervaciju. Međutim, klinički oporavak nije primećen, a javile su se
i diskinezije koje liče na difaznu diskineziju (odbegle diskinezije), koje su se ispoljavale kada pacijent nije uzi-
mao lekove [181]. Iako su se u nekoliko slučajeva regenerativne terapije zasnovane na fetalnim moždanim
ćelijama pokazale kao efikasne, javio se problem održivosti zbog nedostupnosti fetalnog tkiva potrebnog
za ovaj vid terapije, poput dopaminergičkih progenitora izvedenih iz indukovanih pluripotentnih matičnih
ćelija ili ćelija dobijenih iz embrionalnih matičnih ćelija [182]. Efekte ostalih terapija uključujući apliciranje
neurotrofnog faktora glijalnih ćelija (eng. glial cell line-derived neurotrophic factor) i drugih neutrofnih fak-
tora u mozak, neophodno je dalje istražiti kod ljudi s obzirom da su u PB modelima kod nekih primata ovi
faktori rasta ispoljili neuroprotektivni i neuroregenerativni učinak [183].

Potporne, komplementarne i alternativne terapije su vidovi terapija kojima se obolelima može olakšati
život i pomoći da se nose sa simptomima na dnevnom nivou. To su fizička aktivnost (hodanje, trčanje, pla-
ninarenje, ples, joga, plivanje, boks, i slično), fizikalna terapija, okupaciona terapija, terapija za probleme sa
govorom i gutanjem, aromatoterapija, akupunktura, homeopatija, meditacija, masaže, i druge. Na primer,
radom sa fizioterapeutom i upražnjavanjem odgovarajućih vežbi obolelima se može olakšati kretanje, po-
boljšati hodanje i fleksibilnost, ublažiti ukočenost mišića, smanjiti bolovi u zglobovima, doprineti poboljša-
nju kondicije, omogućiti da se prilagode trenutnim ograničenjima, i postignu maksimalne učinke u
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obavljanju svakodnevnih aktivnosti u odnosu na stadijum bolesti. Okupacionom terapijom mogu se iden-
tifikovati poteškoće u obavljanju svakodnevnih, rutinskih aktivnosti, kao što su oblačenje ili odlazak do pro-
davnice, dobiti pomoć u smišljanju praktičnih rešenja uključujući i prilagođavanje prostora u kom PB pacijent
boravi prema njegovim trenutnim potrebama, čime on dobija mogućnost da što duže održi svoju nezavis-
nost. S obzirom da PB uzrokuje poteškoće pri gutanju (disfagija) i probleme sa govorom, vežbe govora i gu-
tanja ili korišćenje asistivne tehnologije u radu sa logopedom i jezičkim terapeutom mogu pomoći da se
umanje ovi problemi. Dodatno, sama bolest, terapija antiparkinson lekovima i neaktivnost kod PB pacijenata
dovode do problema sa kilažom, varenjem i konstipacijom, fluktuacijom krvnog pritiska, i ostalo, te im se
preporučuje da se pridržavaju specijalnog režima ishrane (najčešće se preporučuje mediteranska ishrana od-
nosno hrana bogata vlaknima), mali i češći obroci, korišćenje dijetetskih suplemenata i laksativa, unos do-
voljne količine tečnosti, povećane količine soli, i drugo [153].

Zaključak

Poslednjih decenija napravljen je veliki napredak u razumevanju etiopatogeneze PD, dijagnostici, ali i
u lečenju simptoma povezanih sa PB. Međutim, progresivno fizičko, mentalno, socijalno i ekonomsko pro-
padanje obolelih PB je posebno zastrašujuće zbog još uvek neadekvatnih terapija, ali i neidentifikacije bio-
markera za predikciju razvoja bolesti, evaluaciju stanja pacijenata, kao i onih koji će dati indikaciju pozitivnog
odgovora na terapiju. Upravo, zbog toga potraga za biomarkerima, kao i novim, efikasnijim terapijskim pri-
stupima, poput neuroprotektivnih terapija ili terapija kojima se bolest modifikuje,  i dalje je u toku.
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Značaj farmakogenetike u terapijskom pristupu akutnog ishemijskog 
moždanog udara rekombinovanim tkivnim aktivatorom plazminogena

Marija Dušanović Pjević
Institut za humanu genetiku Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu
Kontakt: marija.dusanovic-pjevic@med.bg.ac.rs

Apstrakt

Ishemijski moždani udar (IMU) je praćen visokom incidencijom invaliditeta i mortaliteta širom sveta. Trom-
bolitička terapija rekombinovanim tkivnim aktivatorom plazminogena (rtPA) predstavlja jedinu odobrenu
terapiju u lečenju akutnog IMU (AIMU). Pokazano je da primena rtPA terapije dovodi do boljeg funkcio-
nalnog oporavka pacijenata nakon AIMU. Međutim, kod određenog broja pacijenata, rtPA terapija je pra-
ćena neželjenim efektima, što značajno utiče na njihov oporavak.

Genske varijante, ne samo da utiču na predispoziciju za IMU, već i na terapijski odgovor i klinički ishod
same bolesti. Usled velikih interindividualnih varijacija u odgovoru na primljenu trombolitičku terapiju,
farmakogenetika se sve više fokusira na ispitivanje uticaja genskih varijanti nakon primene pomenute te-
rapije za lečenje AIMU, imajući u vidu da su već neke polimorfne varijante povezane sa različitim odgo-
vorom na rtPA terapiju, tokom same bolesti, ali i javljanjem rtPA-indukovanih hemoragijskih komplikacija.

U poslednjih 20 godina, farmakogenetičke rtPA studije su pokušavale da pronađu genske faktore rizika
povezane sa odgovorom na rtPA terapiju. Većina ovih studija koristila je studije ispitivanja gena kandidata.
Međutim, nedavne sudije asocijacije kompletnog genoma su ukazale na to da bi genska predispozicija
mogla da utiče na rtPA odgovor.

Cilj ovog rada je prikaz dosadašnjih rezultata o genima i genskim varijantama povezanih sa hemoragij-
skim komplikacijama i stepenom rekanalizacije nakon rtPA terapije kod pacijenata sa AIMU, kao i doprinosa
doktorske distertacije pod nazivom ,,Ispitivanje povezanosti polimorfizama gena koji regulišu fibrinolizu
i integritet vanćelijskog matriksa sa efektima terapije ishemijskog moždanog udara rekombinovanim tki-
vnim aktivatorom plazminogena’’ postojećim znanjima o uticaju genskih varijanti na oporavak pacijenata
nakon AIMU lečenog rtPA terapijom.

Ključne reči: framakogenetika, ishemijski moždani udar, tkivni aktivator plazminogena
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Importance of pharmacogenetics for ischemic stroke therapy 
with recombinant tissue plasminogen activator

Marija Dušanović Pjević
Institute of Human Genetics, Faculty of Medicine, University of Belgrade 
Correspondence: marija.dusanovic-pjevic@med.bg.ac.rs

Abstract

Ischemic stroke (IS) is a major global health concern with high rates of disability and mortality. The ap-
proved treatment for acute ischemic stroke is thrombolytic therapy, which involves using recombinant
tissue plasminogen activator (rtPA). While rtPA therapy has been shown to improve functional recovery in
patients, it also has drawbacks and can lead to adverse effects that hinder patient recovery.

Genetic variations not only affect the susceptibility to ischemic stroke but also play a role in determining
the response to rtPA treatment and clinical outcomes. To better understand the individual variability in re-
sponse to thrombolytic therapy, pharmacogenetic studies are focusing on investigating the influence of
genetic variations. These studies aim to identify specific genetic variants associated with different re-
sponses to rtPA therapy and the occurrence of rtPA-induced hemorrhagic complications.

Traditionally, candidate gene strategies have been used in pharmacogenetic studies of rtPA. However, re-
cent advancements in genome-wide association studies (GWAS) have suggested that genetic predisposi-
tion may have an impact on the response to rtPA.

This study aims to present current findings on genes and genetic variations linked to hemorrhagic trans-
formation and recanalization rates following rtPA therapy in patients with acute ischemic stroke. It also
highlights insights provided by a doctoral dissertation titled “Analysis of the association between poly-
morphisms within genes which regulate fibrinolysis and extracellular matrix integrity with the effects of
ischemic stroke therapy with recombinant tissue plasminogen activator”. The research contributes to our
understanding of how gene variants can affect patient recovery after acute ischemic stroke treated with
rtPA therapy.

Key words: pharmacogenetics, ischemic stroke, tissue plasminogen activator
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Ishemijski moždani udar 

Ishemijski moždani udar (IMU) je praćen visokom incidencijom invaliditeta i mortaliteta širom sveta (1).
IMU nastaje usled redukovanog, ili potpunog prekida cirkulacije u određenim regionima mozga nakon oklu-
zije krvnog suda embolusom, ili razvojem tromboze in situ (2). Funkcija neurona unutar centralne zone is-
hemije ireverzibilno je oštećena, za razliku od neurona unutar zone penumbre, smeštene oko centralnog
ishemijskog jezgra. U penumbri, neuroni su izmenjene funkcije, ali strukturalno intaktni, pa je još uvek mo-
guće oporaviti njihovu funkciju. Međutim, ukoliko se rekanalizacija ne uspostavi na vreme, dolazi do ire-
verzibilnog strukturnog i funkcionalnog oštećenja ovih neurona, odnosno ishemijske nekroze i u zoni
penumbre, što značajno povećava neurološki deficit tj. stepen invaliditeta (3). IMU predstavlja veoma kom-
pleksno oboljenje u čijem nastanku učestvuju, kako genski, tako i faktori rizika i sredine (4). 

Terapija akutnog ishemijskog moždanog udara 

U poslednje dve decenije, terapija akutnog IMU (AIMU) fokusira se na smanjenju, a uporedo i sprečavanju
dodatnog širenja moždane ishemije sa ciljem postizanja blagovremene rekanalizacije okludirane arterije i re-
perfuzije ishemijskog tkiva, uspostavljanju kolateralnog krvotoka, kao i sprečavanju sekundarnih oštećenja mož-
danog tkiva (5). Trombolitička terapija rekombinovanim tkivnim aktivatorom plazminogena (rtPA) zajedno sa
mehaničkom ekstrakcijom tromba (trombektomijom) jedine su dozvoljene terapije AIMU u svetu. Međutim, iako
je rtPA terapija zlatni standard u lečenju AIMU, benefiti ove terapije često su u senci komplikacija koje za sobom
povlači njena primena gde su studije pokazale da je šest do sedam puta povećan rizik od intrakranijalnog kr-
varenja nakon primene ovog leka, što predstavlja ozbilјno terapijsko ograničenje rtPA terapije (6). Imajući u vidu
da se radi o terapiji sa potencijalno izuzetno teškim neželjenim efektima, aplikacija trombolitičke terapije kod
pacijenata sa AIMU je strogo regulisana međunarodnim smernicama i protokolima (7,8), striktno vodeći računa
o poznavanju tačnog vremena početka prvih simptoma AIMU. Terapijski prozor, vremenski okvir unutar kog se
smatra da primena trombolitičke terapije ima veću korist u odnosu na moguće neželjene efekte, iznosi tri do če-
tiri i po sata (9). Takođe, zbog destruktivnog dejstva rtPA na bazalnu membranu i vanćelijski matriks, može doći
do popuštanja krvno-moždane barijere (KMB) i najozbiljnije komplikacije trombolitičke terapije- intrakranijal-
nog krvarenja (10). Hemoragijska transformacija (HT) predstavlja bilo koje krvarenje u regionu ishemije nakon
IMU, koje može da varira od mikroskopski vidljivih krvarenja do velikih hemoragija (11), a koja se u 3% slučajeva
zavrašava smrtnim ishodom (12). U skladu sa ECASS (engl. European Cooperative Acute Stroke Study) II kriteri-
jumima, a na osnovu radiografskih nalaza, HT se može podeliti na hemoragijske infarkte (tip I i II) i parenhimske
hematome (tip I i II) (13). Najtežu prezentaciju post-rtPA neželjenih efekata predstavlja simptomatska intrakra-
nijalna hemoragija (sICH) koja se javlja sa učestalošću između 2% i 7% u različitim populacijama, a definisana je
kao bilo koji tip intrakranijalne hemoragije povezan sa neurološkim i funkcionalnim pogoršanjem unutar sedam
dana od primene trombolitičke terapije, ili dovodi do smrtnog ishoda pacijenta kao direktnim uzrokom (13,14). 

Uprkos činjenici da samo mali broj pacijenata sa AIMU primi trombolitičku terapiju, pacijenti u terapij-
skom prozoru za primenu iste, imaju veće dugoročno preživljavanje i niže stope mortaliteta, kao i bolji funk-
cionalni oporavak (15) i značajno poboljšan kvalitet života nakon IMU (16). Međutim, kod 40% pacijenata
rekanalizacija se uopšte ne uspostavi, ili se uspostavi kada je već došlo do ireverzibilnog oštećenja neurona
(17). Duže vreme potrebno za rekanalizaciju nakon primene rtPA u visokoj je korelaciji sa veličinom infark-
tne lezije, posledično sa lošijim neurološkim ishodom i lošijim oporavkom nakon AIMU (18). Efikasnost rtPA
terapije ogleda se u brzini i obimu rekanalizacije zahvaćenog krvnog suda. Sa druge strane, efikasnost rtPA
terapije je smanjena usled pojave neželjenih efekata, kao što su HT, reokluzija krvnog suda, neurološka
ekscitotoksičnost ili oštećenja KMB koja vode dodatnom oštećenju moždanog parenhima (19).



Tr
en

ds
 in

 MM
ooll

eecc
uull

aarr
  BB

iioo
lloo

gg
yy

�0�

U cilju poboljšanja sigurnosti i ishoda terapije rekombinovanim tkivnim aktivatorom plazminogena, sve
je veće interesovanje za pronalazak novih biomarkera, kao potencijalnih prediktora HT i drugih neželjenih is-
hoda ove terapije. Identifikacija faktora koji predviđaju efikasnost rtPA bila bi značajna za tretman pacijenata
sa IMU, posebno onih za koje se ispostavi da nemaju odgovarajući odgovor na rtPA, jer kod ovih pacijenata,
primena rtPA sa dodatnim koadjuvantim lekovima mogla bi biti efikasnija nego lečenje samo sa rtPA.

Genetička osnova ishemijskog moždanog udara 

Studije asocijacije kompletnog genoma (engl. Genome wide association studies- GWAS) potvrdile su
oko 30 genskih lokusa povezanih sa nastankom IMU, podtipovima IMU, kao i ishodima nakon IMU. Osim
njih, i studije ispitivanja gena kandidata, metode sekvenciranja nove generacije (engl. Next generation se-
quencing- NGS), kao i metode sekvenciranje celog genoma (engl. Whole genome sequencing- WGS) do-
prinele su ovim saznanjima. Uz pomoć navedenih molekularno-genetičkih metoda moguće je pronaći
potencijalne gene povezane sa različitim bolestima, među kojima je i IMU (20). Sa druge strane, brojne stu-
dije ukazale su na postojanje genetičkih osnova u efektima rtPA terapije, oporavku pacijenata nakon pri-
mene iste, ali i komplikacijama nakon navedene terapije. 

Farmakogenetiка

Farmakogenetika predstavlja modernu discpilinu koja se bazira na otkrivanju individualnih genskih varijanti
koje utiču na efikasnost ili toksičnost lekova (21,22). Primarni cilj farmakogenetike je detekcija onih pacijenata
za koje je veća verovatnoća da će imati koristi od određene intervencije korišćenjem njihovih genetičkih infor-
macija za odabir odgovarajućeg tretmana lečenja. Farmakogenetika ima za cilј da iskoristi ovo znanje za razvoj
personalizovanih pristupa medicine, prilagođavajući izbor lekova i njihovo doziranje genskom profilu poje-
dinca. Razumevanjem genskog profila pacijenta, mogao bi se optimizovati izbor lečenja, pobolјšati terapijski
ishod i smanjiti neželјene reakcije nakon primene konkretnog leka (23). Farmakogenetika AIMU se bazira na
ispitivanju polimorfizama različitih gena kako bi se utvrdio njihov uticaj na šarenolik odgovor na rtPA terapiju
kod pacijenata sa AIMU. Razlozi zašto se kod određenog broja pacijenata razvije HT, kao i zašto neki pacijenti
bolje, a drugi lošije odgovore na rtPA terapiju su brojni, ali i dalje nisu do kraja razjašnjeni. Poznavanje faktora
rizika i patofizioloških mehanizama HT nakon trombolitičke terapije mogu da smanje rizik od nastanka ove
komplikacije kod pacijenata u riziku (24). Usled velikih interindividualnih varijacija u odgovoru na primljenu
trombolitičku terapiju, farmakogenetika se sve više fokusira na ispitivanje uticaja genskih varijanti nakon primene
pomenute terapije za lečenje IMU, imajući u vidu da su već neke SNP (engl. Single Nucleotide Polymorphism -
SNP) varijante povezane sa odgovorom na rtPA terapiju, tokom same bolesti, ali i javljanjem hemoragijskih kom-
plikacija nakon primljene trombolitičke terapije (25). 

Iako je opisana ogromna interindividualna varijabilnost u odgovoru na rtPA terapiju kod pacijenata sa
AIMU (26), ne tako veliki broj studija se bavio farmakogenetikom rtPA. Nekoliko studija udruženosti gena
kandidata i samo jedna GWAS korišćene su za ispitivanje moguće povezanosti različitih polimorfizama i od-
govora na rtPA terapiju, ili pojavu neželjenih efekata nakon primene pomenute terapije.

Geni povezani sa efektima rtPA terapije AIMU 

Klinički ishod nakon IMU je veoma raznolik i zavisi od mnogo faktora (27) među kojima su starost paci-
jenta, vreme započinjanja terapije, lokalizacija zahvaćenog dela mozga, kao i težina IMU (28). Do funkcio-
nalnog oporavka nakon IMU može se doći brzo, a može da traje mesecima i godinama. Takođe, stepen
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oporavka može značajno da varira od potpunog oporavka do trajne i teške onesposobljenosti ili smrtnog
ishoda. Procena ishoda je, prema tome, veoma teška i nepouzdana i zavisi od više faktora, sa nejasnim ili
ograničenim uticajem. Uticaj genetičke varijabilnosti na mogućnost i stepen funkcionalnog oporavka nakon
IMU sve je više u žiži interesovanja. U načelu, studije koje su se bavile ovom tematikom svoja istraživanja naj-
češće su delila u dva segmenta: ispitivanje povezanosti polimorfnih genskih varijanti i odgovorom na rtPA
terapiju, odnosno stepenom rekanalizacije zahvaćenog krvnog suda sa jedne strane i povezanosti SNP va-
rijanti sa pojavom neželjenih efekata nakon primene rtPA terapije, sa druge strane.

Polimorfne genske varijante povezane sa odgovorom na rtPA terapiju 
i stepenom rekanalizacije nakon rtPA

Svega par studija su ispitivale stepen rekanalizacije zahvaćenog cerebralnog krvnog suda kod pacije-
nata lečenih rtPA terapijom nakon AIMU. Najverovatniji razlog za mali broj ovih studija je kompleksnost i po-
treba za adekvatnom aparaturom i stručnim kadrom u bolnicama, imajući u vidu da se ovo ispitivanje ne radi
rutinski. Ipak, postoji nekoliko studija koje su analizirale povezanost genske predispozicije i stepena reka-
nalizacije nakon rtPA terapije kod pacijenata sa AIMU.

Studija koja je analizirala I/D polimorfizam ACE gena otkrila je da su pacijenti, nosioci DD genotipa, imali bolji
stepen rekanalizacije u poređenju sa pacijentima drugih genotipova nakon AIMU. Dodatno, u istoj studiji je pra-
ćena pojava hemoragijskih komplikacija nakon rtPA terapije, ali statistička značajnost nije potvrđena (29). 

Trombinom aktivirani inhibitor fibrinolize (TAFI) je molekul koji direktno povezuje procese koagulacije
i fibrinolize i koji utiče na stopu rekanalizacije. Supstitucija aminokiseline Thr325Ile u kodirajućem regionu
TAFI gena povećava njegovu aktivnost (30,31). Dva funkcionalna polimorfizma inhibitora fibrinolize, TAFI (-
1040 C/T- rs1926447) i PAI-I (4G/5G- rs1799889) gena, ukazala su na značaj gen-gen interakcije jer kombi-
nacija genotipova (TAFI TT homozigoti i osobe sa PAI-1 4G alelom) ova dva polimorfizma povećava rizik za
rezistenciju na rekanalizaciju nakon primene rtPA terapije (32). 

Jedna od najvećih studija koja je ispitivala stepen rekanalizacije okludiranog krvnog suda nakon pri-
mene rtPA terapije kod pacijenata sa AIMU obuhvatala je 497 pacijenata, a ispitivala je 140 SNP varijante (33).
Tri polimorfizma, dva unutar IL-1β gena (rs1143627 i rs16944) i jedan unutar vWF gena (rs1063856), ukazali
su na njihovu povezanost sa stepenom rekanalizacije nakon rtPA. Dok je IL-1β proinflamatorni citokin, pro-
tein kodiran vWF genom važan je, kako u procesu hemostaze kao antihemofilni faktor, tako i u adheziji trom-
bocita za zid krvnog suda u procesu koagulacije (33). Osobe sa TC haplotipom IL-1β gena (rs1143627 i
rs16944) imale su veće vrednosti IL-1β u plazmi i visok stepen rekanalizacije jedan sat nakon rtPA admini-
stracije. Takođe, uočena je značajna povezanost GG genotipa rs1063856 polimorfizma vWF gena i nižih vred-
nosti faktora koagulacije VIII sa bržom rekanalizacijom kod pacijenata nakon IMU. 

Sve farmakogenetičke studije o rekanalizaciji su se uglavnom fokusirale na sistem koagulacije/fibrino-
lize, međutim, još uvek nisu sprovedene nepristrasne studije na nivou genoma u ovoj oblasti. Upravo bi
GWAS mogle dati informacije o novim genskim varijantama koje su povezane sa revaskularizacijom kod pa-
cijenata koji su tretirani rtPA, a da to nisu bile varijante izabrane iz studija gena kandidata.

Polimorfne genske varijante povezane sa pojavom hemoragijskih komplikacija
nakon rtPA terapije

Za razliku od malobrojnih studija koje su direktno pratile stepen rekanalizacije nakon primene rtPA, u
literaturi se može pronaći nešto veći broj studija koje su ispitivale efikasnost ove terapije, odnosno funk-
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cionalni oporavak pacijenata nakon pomenute terapije, kao i pojavu neželjenih efekata, prvenstveno he-
moragijskih, nakon primene iste.

Veliki broj genetičkih studija je bio usmeren na ispitivanje povezanosti funkcionalnih polimorfizama
unutar gena čiji produkti učestvuju u koagulaciji i odgovoru na rtPA terapiju, kao i pojavu neželjenih efekata
nakon primene iste.

Faktor XIII (FXIII) predstavlja važan element u koagulacionoj kaskadi. Njegova uloga se ogleda u do-
datnoj stabilizaciji tromba tako što formira poprečne veze unutar njega, što otežava njegovu razgradnju
(30,34). Val34Leu polimorfizam FXIII gena proučavan je u različitim kardiovaskularnim bolestima, međutim,
njegova uloga nije najjasnija usled oprečnih rezultata (34,35). Kada se radi o IMU, neke studije su ukazale da
je alel Leu faktor rizika, kako za hemoragijski, tako i za ishemijski moždani udar (36), međutim, druge studije
nisu ovo potvrdile (37). Studija koja je ispitivala uticaj ovog polimorfizma na pojavu neželjenih efekata rtPA
terapije uočila je da su pacijenti sa Val/Val genotipom ređe imali sICH u poređenju sa nosiocima Leu alela.
Štaviše, pacijenti sa Val/Val genotipom su imali nižu stopu mortaliteta. Dodatno, Val/Val genotip Val34Leu
polimorfizma FXIII gena zajedno sa nižim vrednostima fibrinogena u krvi (<3,6 g/l)  povezan je sa boljim
oporavkom pacijenata sa IMU lečenih rtPA terapijom i nižim mortalitetom (38). Sa druge strane, u nedavno
sprovedenoj studiji nije uočena asocijacija Val34Leu, ali ni drugih polimorfizama FXIII gena i pojave HT (39).
Meutim, u istoj studiji, nivoi FXIII u plazmi su bili povezani sa smrtnošću nakon rtPA terapije.

Inhibitor aktivatora plazminogena-1 (PAI-1) predstavlja glavni inhibitor endogene fibrinolitičke aktiv-
nosti tako što se vezuje za tkivni aktivator plazminogena (tPA), zajedno formirajući neaktivan kompleks (40).
Interakcija između primarnog medijatora fibrinolize- tPA i njegovog inhibitora- PAI-1 direktno reguliše stva-
ranje ili razgradnju tromba (41). U poslednjih nekoliko godina 4G/5G polimorfizam PAI-1 gena je najčešće
analiziran PAI-1 polimorfizam, kako kod različitih cerebrovaskularnih oboljenja, uključujući IMU, tako i kod
brojnih drugih oboljenja kao što su infarkt miokarda (42), trombofilije (43), spontani pobačaji (44) i drugi. PAI-
1 4G/5G polimorfizam je povezan sa nivoom PAI-1 u plazmi, tako što je 4G alelna varijanta u vezi sa višim kon-
centracijama PAI-1 u plazmi (45). Dodatno, studije in vivo su pokazale da osobe homozigoti za 4G alel imaju
najviše nivoe PAI-1 u plazmi, dok su kod osoba homozigota za 5G alel ovi nivoi najniži (46). Viši nivoi PAI-1
u plazmi uočeni su kod osoba sa IMU (47).

Studija sprovedena na 165 pacijenata sa IMU, ukazala je na moguću povezanost 4G/4G genotipa sa lo-
šijim oporavkom pacijenata sa IMU lečenih rtPA. U pomenutoj studiji oporavak pacijenata je procenjivan
na osnovu skora modifikovane Rankin skale (mRS) i stepena rekanalizacije. Sa druge strane, u istoj studiji po-
vezanost genotipova 4G/5G polimorfizma i pojave rtPA indukovane HT je izostala (48). Saglasno sa ovim re-
zultatima, studija na 94 pacijenta koju su sproveli Dušanović Pjević i saradnici, takođe, nije potvrdila
povezanost 4G/5G polimorfizma PAI-1 gena i oporavka pacijenata nakon IMU kao ni pojave HT kod pacije-
nata sa AIMU lečenih rtPA terapijom (49). Sa druge strane, Szegedi i saradnici su u svojoj studiji, koja je uklju-
čila 131 uzastopna pacijenta sa IMU lečenih rtPA, uočili povezanost 4G/5G polimorfizma PAI-1 gena i pojave
HT (50). Međutim, u istoj studiji nisu uočili povezanost ovog polimorfizma sa oporavkom pacijenata nakon
IMU, niti sa nivoima PAI-1 u plazmi. 

Drugi inhibitori rtPA, kao što je neuroserpin, povezivani su sa pojavom parenhimskog hematoma (PH)
(51). Neuroserpin je prirodni inhibitor tPA koji je eksprimiran u moždanom tkivu. Nivoi neuroserpina pre
rtPA bili su povezani sa javljanjem PH i sa funkcionalnim oporavkom nakon moždanog udara u grupi od 80
pacijenata sa IMU. Međutim, ne postoje farmakogenetičke studije koje su analizirale pojedinačne polimorfne
varijante unutar gena koji kodira neuroserpin i efikasnosti rtPA, već samo studije gena kandidata koje ana-
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liziraju ulogu SNP varijanti unutar gena za neuroserpin i rizika za nastanak IMU kod osoba mlađe starosne
dobi (52).

Pored faktora koji direktno učestvuju u koagulaciji, a koji se mogu dovesti u vezi sa efikasnošću rtPA te-
rapije, ili pojavom neželjenih efekata nakon primene iste, postoje i drugi faktori koji nisu u direktnoj vezi sa
koagulaciono/fibrinoliznim sistemom, a koji bi, takođe, mogli da utiču na ishod rtPA terapije. 

Angiotenzin konvertujući enzim (ACE) katalizuje transformaciju angiotenzina I u angiotenzin II. Pred-
stavlja značajan enzim u renin-angiotenzin-aldosteron (RAAS) i kinin-kalikrein sistemu (53). ACE ima zna-
čajnu ulogu u vaskularnom remodelovanju, aterosklerozi, razvoju hipertenzije i cerebrovaskularnih bolesti,
uključujući IMU (54–56). U intronu 16 ACE gena, smešten je inserciono/delecioni (I/D) polimorfizam koji
utiče na nivoe ACE u krvi (57) budući da je D alel navedenog polimorfizma povezan sa višim nivoima ACE u
plazmi. Alel D je takođe povezan sa višim nivoima PAI-1 u krvi (58,59), a posledično je povezan sa slabijim
stepenom rekanalizacije nakon rtPA terapije (59). Fernández-Cadenas sa saradnicima ispitivao je I/D poli-
morfizam u odnosu na pojavu HT i stepenom rekanalizacije kod pacijenata sa IMU lečenih rtPA terapijom,
ali nisu uočili povezanost ovog polimorfizma i pojave HT (29). Suprotno ovim rezultatima, u nešto skorijoj
studiji koju su sproveli Dusanovic Pjevic i saradnici uočena je povezanost I/D polimorfizma ACE gena i po-
jave HT kod pacijenata lečenih rtPA nakon AIMU (49).

Broderick sa saradnicima je u svojoj studiji ispitivao ApoE gen i uočio je da je efikasnost rtPA terapije bila
bolja kod osoba sa ApoE E2 genotipom (60). 

Del Rio-Espinola sa saradnicima je sproveo kompleksnu studiju u kojoj su korišćeni kliničko genetički
podaci sa ciljem da se predvidi pojava HT kod pacijenata sa IMU nakon primene rtPA (61). U ovoj studiji au-
tori su analizirali 140 SNP varijanti iz 97 gena kandidata kod 1172 pacijenata koji su lečeni rtPA terapijom.
Među ovim polimorfizmima posebno se istakao Val1000Ile (rs669) polimorfizam unutar gena za alfa-2-
makroglobulin koji je povezan sa nastankom HT, kao i rs1801020 polimorfizmom unutar gena koji kodira
FXII. Autori su koristili genetičke informacije i kliničke podatke za generisanje rezultata za predviđanje HT.
Koristeći logističku regresiju, odabrali su značajne i nezavisne varijable koje su uključili u rezultat. Ovaj re-
zultat nazvan i Genot-PA, povezan sa HT, nezavisno je ponovljen u drugoj studiji koja je koristila kohortu od
1324 pacijenta (61). Autori ove studije su ispitivali polimorfizme koje je studija Del Rio-Espinola izdvojila
kao polimorfizme od interesa (rs669 i rs1801020) zajedno sa kliničkim varijablama za predikciju HT. Rezul-
tat druge studije bio je u saglasnosti sa rezultatima studije Del Rio-Espinola i saradnika, a dodatno je urađena
i predikcija za pojavu HT kod pacijenata lečenih trombektomijom. Ove poslednje dve studije su pokazale po-
tencijalnu potrebu za upotrebom genetike u kombinaciji sa kliničkim podacima kako bi se predvideo efe-
kat rtPA terapije. Međutim, zaključci autora obe navedene studije su da je potrebno da se dobijeni genetički
rezultati poboljšaju i dodatno ispitaju pre implementacije u kliničku praksu.

Ravnoteža između matriks metaloproteinaza (MMP) i njihovih tkivnih inhibitora (engl. Tissue inhibitor
of metalloproteinases- TIMP) je veoma značajna. Narušavanje ove ravnoteže dovodi do nekontrolisane ak-
tivnosti MMP i razgradnje proteina vanćelijskog matriksa u različitim patološkim stanjima (62), a kod IMU do-
vodi do narušavanja KMB što za posledicu može imati hemoragijske komplikacije (63). 

Studija koju su sproveli Inzitari i saradnici analizirala je povezanost nivoa MMP (1-3 i 7- 9) i TIMP (1, 2, 4)
u plazmi i oporavka pacijenata sa IMU lečenih rtPA terapijom. Studija je uključila 327 pacijenata sa IMU le-
čenih rtPA terapijom, dok su nivoi MMP i TIMP mereni pre terapije i 24h nakon njene primene. Jedino su se
povišeni cirkulišući nivoi MMP-9 pokazali kao nezavisni prediktor lošeg oporavka pacijenata, pojave HT i
smrtnog ishoda (64). Nekoliko studija je ukazalo na povezanost nivoa matriks metaloproteinaze 9 u plazmi



Tr
en

ds
 in

 MM
ooll

eecc
uull

aarr
  BB

iioo
lloo

gg
yy

���

i HT nakon rtPA terapije (65,66). Unutar MMP-9 gena opisano je nekoliko funkcionalnih polimorfizama koji
utiču na ekspresiju MMP-9 gena i posledično na nivo ovog enzima. Polimorfizam -1562 C/T nalazi se u pro-
motorskom regionu MMP-9 gena. Uočeno je da T alel ovog polimorfizma povećava aktivnost promotora i
posledično povećava ekspresiju MMP-9 gena (67). Imajući u vidu ulogu MMP-9 nakon IMU sa jedne strane,
i da se radi o funkcionalnom polimorfizmu koji utiče na različitu ekspresiju MMP-9 gena sa druge strane, ne-
koliko studija je ispitivalo uticaj ovog polimorfizma i pojave neželjenih efekata nakon trombolitičke tera-
pije. Iako većina literaturnih podataka ukazuju da je povećan nivo MMP-9 povezan sa lošijom prognozom
kod osoba sa IMU i javljanjem HT, kao i da je koncentracija iRNK MMP-9 prediktor lošeg oporavka i većeg
mortaliteta kod pacijenata sa IMU (68), podaci o povezanosti polimorfizma unutar MMP-9 gena i funkcio-
nalnog oporavka nakon IMU lečenog rtPA i dalje su nejasni, ali i nedovoljno istraženi (69). Najskorija studija
koju su sproveli Dusanovic Pjevic i saradnici nije otkrila povezanost između MMP-9 -1562C/T polimorfizma
i pojave HT (70) što je u saglasnosti sa rezultatima studija Montaner i saradnika (71) i Fernández-Cadenas i
saradnika (72), koji, takođe, nisu uspeli da pronađu asocijaciju između genotipova pomenutog polimorfizma
i javljanja HT kod pacijenata sa IMU lečenim rtPA. Dodatno, studija koju su sproveli Fernández-Cadenas i sa-
radnici, pored toga što je imala veći broj pacijenata u odnosu na prethodne dve pomenute studije, analizi-
rala je sve funkcionalne polimorfizme unutar MMP-9 gena i autori nisu uspeli da pronađu povezanost
ispitivanih polimorfizama MMP-9 gena i pojave HT, ili bilo koje HT podgrupe pojedinačno (72). Sa druge
strane, Dusanovic Pjevic i saradnici (70) su u svojoj studiji daljom analizom unutar podgrupa hemoragijske
transformacije, uočili da postoji statistički značajna razlika u učestalosti genotipova MMP-9 -1562 C/T poli-
morfizma između pacijenata sa i bez parenhimskog hematoma tip 2 (PH-2). Osobe sa PH-2 statistički zna-
čajno češće su imale TT genotip ispitivanog polimorfizma. U istoj studiji je uočena statistički značajna razlika
u učestalosti genotipova MMP-9 -1562 C/T polimorfizma između pacijenata sa i bez neke druge intrakrani-
jalne hemoragije. Osobe kod kojih se razvila neka druga intrakranijalna hemoragija (proširena iz ishemičnih
hemoragija - intraventrikularna krvarenja ili SAH) nakon rtPA terapije statistički značajno češće su imale TT
genotip ispitivanog polimorfizma. Međutim, potrebne su dodatne studije, na većem broju pacijenata u raz-
ličitim etničkim grupama kako bi se pravi zaključak o uticaju ovog polimorfizma i pojave hemoragijskih
komplikacija nakon rtPA terapije mogao doneti.

Sve navedene studije su se bavile ispitivanjem povezanosti gena kandidata koji bi potencijalno mogli
da utiču na oporavak pacijenata nakon IMU lečenih rtPA terapijom. Međutim, uspeh ovih studija je bio
veoma skroman. Bezbednost (javljanje HT) i efikasnost (rekanalizacija) rtPA terapije snažno je povezana sa
dugoročnim ishodom (invaliditetom) nakon IMU. GWAS je ispitala dugoročni ishod nakon IMU, koristeći
mRS skor tri i šest meseci nakon prvih simptoma IMU. Studija o genetičkom doprinosu u funkcionalnom
oporavku i invaliditetu nakon moždanog udara (GODs), bila je prva GWAS koja je analizirala dugoročni ishod
nakon IMU (73). U studiju je bilo uključeno 2482 pacijenata sa IMU, u koju su bili uključeni pacijenti lečeni
sa i bez rtPA, i gde je uočena povezanost između genskih varijanti unutar PATJ gena i lošijeg oporavku nakon
IMU. Protein kodiran PATJ genom povezan je sa integritetom KMB, čije narušavanje nakon IMU je blisko po-
vezano sa pojavom HT nakon trombolize (73).

Jedina GWAS izvedena kod pacijenata sa IMU koji su primili rtPA terapiju objavljena je nedavno (74). Au-
tori su analizirali parenhimske hematome prateći ECASS kriterijume u kohorti pacijenata sa AIMU lečenih
rtPA, dok su pacijenti kojima je dodatno urađena trombektomija bili isključeni iz studije. Do danas, ova stu-
dija obuhvatila je najveću kohortu pacijenata lečenih rtPA i genetičkim podacima (n=1904). Polimorfna va-
rijanta (rs76484331) unutar ZBTB46 gena bila je povezana sa PH (n=1324, p=1,61×10-8), a zatim je potvrđena
i u nezavisnom uzorku (n=580, p=0,01). Protein kodiran ovim genom predstavlja faktor transkripcije ekspri-
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miran u moždanom tkivu. Zanimljivo je da je poligenski skor rizika generisan u kohorti otkrića sa 3506 gen-
skih varijanti povezanih sa PH, takođe, povezan sa stepenom invaliditeta i mortaliteta u trećem mesecu
nakon AIMU procenjivano mRS skorom. Najznačajnija povezanost bila je u odnosu na dugoročni oporavak
(invaliditet u trećem mesecu, p=1,51×10-6) koji je ostao značajan nakon logističke regresije uključujući ini-
cijalni skor neurološkog deficita (NIHSS), pol i starost (p=0,01) (74). Uzimajući u obzir rezultate GODs projekta
i podatke o PH iz GWAS, primećeno je da pojava HT i oporavak nakon IMU zavise od određenih genskih fak-
tora rizika i bioloških mehanizama na koje bi trebalo posebno obratiti pažnju i dodatno i detaljnije prouča-
vati u budućim istraživanjima.

Zaključak

Farmakogenetičke studije koje se bave ispitivanjem uticaja rtPA terapije na oporavak pacijenata i po-
javu neželjenih efekata nakon primene ove terapije kod pacijenata sa AIMU sprovode se unazad dve dece-
nije. Većina ovih studija se bazirala na ispitivanju polimorfnih varijanti unutar različitih gena, uglavnom
koristeći strategije gena kandidata, dok je sprovedena samo jedna GWAS kojoj je ovo bio primarni cilj istra-
živanja, dok je druga GWAS sa istim ciljem još uvek u toku. Iako nema dovoljno podataka, GWAS su ukazale
da bi genetička pozadina mogla da utiče na odgovor pacijenta na rtPA terapiju. Konkretno, cerebralna kr-
varenja nakon rtPA terapije mogu biti posledica genskih faktora rizika. Pored toga, stepen rekanalizacije/re-
vaskularizacije bi, takođe, mogao biti povezan sa genskim faktorima rizika. Međutim, samo nekoliko studija,
na nedovoljnom broju ispitanika, proučavale su genske faktore i upravo ovaj mali broj uključenih pacije-
nata predstavlja najveći problem i nedostatak svih rtPA farmakogenetičkih studija, ali treba uzeti u obzir da
veoma mali broj pacijenata sa AIMU zadovoljava sve kriterijume za primenu rtPA terapije.

U perspektivi farmakogenetičkih rtPA studija potrebno je uključivanje što većeg broja istraživanja sa
ciljem pronalaženja genskih modulatora rtPA terapije. Štaviše, podaci dobijeni GWAS, takođe, mogu se ko-
ristiti za razumevanje bioloških mehanizama povezanih sa odgovorom na rtPA terapiju. Dodatno, patofi-
ziološki mehanizmi nastanka hemoragijske transformacije nakon trombolitičke terapije ili odsustvo rane
revaskularizacije nakon rtPA još uvek nisu u potpunosti razjašnjeni. Analize signalnih puteva, genskih inte-
rakcija i Mendelova randomizacija su analize koje koriste podatke dobijene iz GWAS i koje bi mogle da raz-
jasne biološke mehanizme povezane sa efektima rtPA terapije. Iako se čini da genetika može igrati značajnu
ulogu u efikasnosti rtPA terapije kod pacijenata nakon AIMU, za implementaciju farmakogenetike u kliničku
praksu potrebni su dosta bolji prediktivni modeli, ali i brzi uređaji i aparatura za određivanje genotipova
polimorfizama od interesa.

Zahvalnica

Ovaj rad je podržalo Ministarstvo prosvete, nauke i tehnološkog razvoja Srbije (projekti br. 175087 i
175091).
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Beta-adrenergički receptori i kinaze uključene u proces njihove 
nishodne regulacije u eksperimentalnom modelu kardiomiopatije 
izazvane doksorubicinom

Marija Kosić, Zorica Nešić, Nina Žigon
Institut za farmakologiju, kliničku farmakologiju i toksikologiju, Medicinski fakultet 
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Apstrakt

Doksorubicin je efikasan lek u terapiji brojnih maligniteta. Međutim, njegovu upotrebu umnogome ogra-
ničava nastanak kardiotoksičnosti, koja može dovesti do kongestivne srčane insuficijencije. Mehanizmi
doksorubicinske kardiotoksičnosti nisu sasvim razjašnjeni, a kada dođe do kongestivne srčane insufici-
jencije, stopa smrtnosti je približno 50%. Iako specifična terapija ne postoji, efikasnost su pokazali anta-
gonisti beta-adrenergičkih receptora (β-AR). U srčanoj insuficijenciji je pokazano da kompenzatorno
povećan tonus simpatikusa i cirkulišućih kateholamina dovodi do selektivne nishodne regulacije β1-AR,
što dalje smanjuje kontraktilnu snagu srca. U procesima desenzitizacije i nishodne regulacije β-AR, važnu
ulogu imaju kinaze G protein-spregnutih receptora (GRK) i arestini. Utvrđeno je da je GRK2 ushodno re-
gulisana u nekim eksperimentalnim modelima srčane insuficijencije i da njena inhibicija sprečava štetno
remodelovanje srčanog tkiva. Ovaj rad daje pregled rezultata istraživanja β-AR i procesa njihove nisho-
dne regulacije, kao i uticaja inhibicije GRK2 na remodelovanje srca u kardiomiopatiji izazvanoj doksorubi-
cinom.

Ključne reči: doksorubicin, kardiotoksičnost, beta-adrenergički receptor, GRK2
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Beta-adrenergic receptors and kinases involved in the process 
of their downregulation in experimental model of cardiomyopathy 
induced by doxorubicin

Marija Kosić, Zorica Nešić, Nina Žigon
Institute of Pharmacology, Clinical Pharmacology and Toxicology, Faculty of Medicine, 
University of Belgrade
Correspondence: marija.d.matic@med.bg.ac.rs

Abstract

Doxorubicin is an effective drug for the treatment of numerous malignancies. However, its use is greatly
hampered by the occurrence of cardiotoxicity, which can lead to congestive heart failure. The mechanisms
of doxorubicin cardiotoxicity are not fully understood, and when congestive heart failure occurs, the mor-
tality rate is approximately 50%. Although there is no specific treatment for doxorubicin cardiotoxicity,
beta-adrenergic receptor (β-AR) antagonists  have limited efficacy. In heart failure, compensatory increa-
sed sympathetic tone and circulating catecholamines lead to selective downregulation of β1-AR, which
further reduces the contractile force of the heart. G protein-coupled receptor kinases (GRKs) and arrestins
play an important role in the processes of desensitization and downregulation of β-AR. GRK2 has been
found to be up-regulated in some experimental models of heart failure and its inhibition prevents harm-
ful remodeling of cardiac tissue. This paper provides the findings on β-AR and the process of their do-
wnregulation, as well as on the effects of GRK2 inhibition on cardiac remodeling in doxorubicin-induced
cardiomyopathy.

Key words: doxorubicin, cardiotoxicity, beta-adrenergic receptor, GRK2
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KARDIOMIOPATIJA IZAZVANA DOKSORUBICINOM

Sinteza doksorubicina iz bakterijskog soja Streptomyces peucetius subsp.caesius šezdesetih godina pro-
šlog veka smatra se prekretnicom u lečenju solidnih i hematoloških maligniteta i kod odraslih i kod dece [1].
Međutim, doksorubicin nije selektivan za tumorske i druge visokoproliferativne ćelije, već se velikim afini-
tetom vezuje i za srčane ćelije i dovodi do njihovog oštećenja [2]. Kardiotoksičnost predstavlja ozbiljno ne-
željeno dejstvo, koje umnogome ograničava onkološku primenu doksorubicina i može dovesti do
kongestivne srčane insuficijencije [3].

Akutna kardiotoksičnost nastaje kod oko 11% pacijenata tokom primene doksorubicina ili nekoliko
dana po prestanku primene leka [3]. Pretpostavlja se da je u osnovi njenog nastanka edem srca [3], a naj-
češće se manifestuje različitim poremećajima srčanog ritma [4]. Čini se da veći zdravstveni problem pred-
stavlja hronična tzv. odložena kardiotoksičnost, koja se najčešće javlja tokom mesec dana od prestanka
primene leka, ali je njena pojava moguća i 10 godina po prestanku terapije doksorubicinom [3]. Neke re-
trospektivne studije pokazuju da više od polovine tretiranih bolesnika razvija lakši oblik disfunkcije leve ko-
more srca tokom šest godina nakon prekida terapije doksorubicinom [5]. Činjenica da često nema
pravovremene dijagnoze ni adekvatne prevencije i terapije, čini doksorubicinsku kardiomiopatiju smrto-
nosnom bolešću. Kada se razvije kongestivna srčana insuficijencija, mortalitet je približno 50% [3].

Mehanizmi nastanka odložene doksorubicinske kardiomiopatije nisu sasvim razjašnjeni. U osnovi kar-
diotoksičnog delovanja su slični mehanizmi kojima doksorubicin ispoljava željeno antitumorsko dejstvo
(Slika 1): inhibicija topoizomeraze IIβ i poremećaj replikacije DNK, geneza slobodnih radikala, stvaranje kom-
pleksa sa gvožđem, oštećenje ćelijske membrane, poremećaj transporta unutarćelijskih jona i sledstvena
aktivacija signalnih puteva koji dovode do ćelijske smrti [6]. U našem istraživanju iz 2021. godine ispitivali
smo promene u ekspresiji gena važnih za strukturno remodelovanje srca i inflamatorni odgovor, a koji bi
mogli biti pod uticajem toksičnih doza doksorubicina [7]. Bolje razumevanje fenotipske heterogenosti do-
ksorubicinske kardiomiopatije, moglo bi dovesti do otkrića novih molekularnih meta kardioprotektivne te-
rapije [7].

S obzirom da su terapijske mogućnosti doksorubicinske kardiomiopatije ograničene i često neefikas-
ne, u prvi plan se stavlja prevencija toksičnih oštećenja srca. Deksrazoksan je jedini kardioprotektivni agens
odobren od strane Američke uprave za hranu i lekove (engl. Food and drug administration – FDA) za dokso-
rubicinsku kardiotoksičnost [6]. Kao helator gvožđa, deksrazoksan sprečava stvaranje izuzetno reaktivnog
hidroksil radikala, ali i vezivanje doksorubicina za topoizomerazu IIβ i na taj način dovodi do inhibicije re-
plikacije DNK u srčanim ćelijama [8]. Ostale preventivne opcije nisu specifične i obuhvataju procenu srčane
funkcije pre započinjanja terapije, ograničenje kumulativne doze doksorubicina [4] i primenu nano formu-
lacija doksorubicina, čime se lek selektivnije doprema u tumorsko tkivo [9].

Ne postoji specifična terapija za doksorubicinsku kardiomiopatiju. U kliničkoj praksi  najčešće se kori-
ste kombinacije antagonista beta-adreneričkih receptora (β-AR) i inhibitora angiotenzin-konvertujućeg en-
zima, koje su se pokazale najefikasnijim u sprečavanju srčanog oštećenja [10]. Odavno se u pitanje dovodi
neselektivna blokada β-AR koja, iako štiti srce od prekomerene kateholaminske stimulacije sprovodnog sis-
tema, smanjuje snagu kontrakcije već oslabljenog srčanog mišića [11]. Zbog toga je važno istraživati sig-
nalne puteve specifične za određeni podtip β-AR i njihove potencijalne kliničke implikacije [12].
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BETA-ADRENERGIČKI RECEPTORI U ZDRAVOM SRCU  I SRČANOJ INSUFICIJENCIJI

Efekti simpatičkog nervnog sistema na srce, povećanje snage srčane kontrakcije i sprovodljivosti, pri-
marno su posredovani β1-AR, dok stimulacija β2-AR doprinosi dodatnom povećanju srčane frekvence i kon-
traktilnosti [13]. Odnos β1-AR:β2-AR u zdravom srcu iznosi približno 75:25% u korist β1-AR [14]. Ekspresija
β3-AR neznatna je u fiziološkim uslovima, ali se smatra da može biti povećana kod oštećenja miokarda raz-
ličite etiologije. Pokazano je da β3-AR manje podležu procesima desenzitizacije i nishodne regulacije i da nji-
hova stimulacija dovodi do kardioprotektivnih efekata, poput antihipertrofičnog i antioksidativnog efekta
[15]. 

Svi podtipovi β-AR strukturno su veoma slični i pripadaju G protein-spregnutim receptorima (engl. G pro-
tein coupled receptors – GPCR) [13]. Ovim receptorima veliku funkcionalnu raznolikost omogućuju različiti G pro-
teini, preko kojih se pokreće mnoštvo signalnih puteva sa najrazličitijim efektima unutar ćelije [16]. Iako su u
fiziološkim uslovima β-AR primarno vezani za stimulatorni G protein (Gs), pokazano je da β2-AR u patološkim
stanjima mogu aktivirati inhibitorni Gi signalni put i dovesti do relaksacije srčane mišićne ćelije [17]. U srčanoj
insuficijenciji, kompenzatorno povećana aktivnost simpatičkog nervnog sistema i kateholaminska stimulacija
β-AR dovodi do selektivne nishodne regulacije β1-AR, pa se odnos β1-AR:β2-AR menja na približno 50:50% [11].
Međutim, pored ovoga, u srčanoj insuficijenciji favorizovana je inhibitorna Gi signalna kaskada preko β2-AR,
što dodatno štiti srce od kardiotoksičnih efekata prevelike kateholaminske stimulacije [18].

Zanimljivo je da β1-AR i β2-AR učestvuju u signalnim putevima sa suprotnim efektima na sudbinu sr-
čane mišićne ćelije (Slika 2). Naime, na neonatalnim kardiomiocitima pacova [19] i adultnim kardiomiocitima
miševa [20], pokazano je da stimulacija β1-AR pokreće proapoptotske signalne puteve. Sa druge strane, sti-
mulacija β2-AR spregnutih sa Gi štiti srčane ćelije od apoptoze [17]. Podela β-AR na „kardiotoksične” β1-AR
i „kardioprotektivne” β2-AR u nastanku srčane insuficijencije smatra se kontroverznom i uprošćenom. Na
ulogu β-AR u patofiziološkom procesu utiče, ne samo etiološki faktor koji je doveo do srčane insuficijencije
(ishemija, opterećenje pritiskom, toksini), već i dužina trajanja patološkog procesa (akutni/hronični) [11].
Ipak, poznavanje signalnih puteva specifičnih za određeni podtip β-AR moglo bi otkriti potencijalne nove
mete u terapiji srčane insuficijencije.

BETA-ADRENERGIČKI RECEPTORI U DOKSORUBICINSKOJ KARDIOMIOPATIJI

U različitim eksperimentalnim modelima kardiomiopatije izazvane doksorubicinom  dobijeni su opreč-
ni rezultati ekspresije β1-AR i β2-AR [21, 22, 23] što bismo mogli objasniti razlikama u eksperimentalnim ži-
votinjama, dozi doksorubicina, doznom režimu i načinu aplikacije leka. U našim prethodnim istraživanjima
[7, 24] ekspresija gena za β1-AR i β2-AR nije bila promenjena, u skladu sa nalazom nepromenjene gustine
ovih receptora iz istraživanja Robisona i Girija na subkutanom modelu doksorubicinske kardiomiopatije
[23]. Međutim, iako je gustina β-AR ostala očuvana, pokazan je smanjen afinitet β-AR za kateholamine i po-
sledično smanjena kontraktilna snaga srčanog mišića [23].

U našem istraživanju iz 2019. godine, na peritonealnom modelu doksorubicinske kardiomiopatije kod
pacova Wistar soja, u kompenzovanoj fazi kardiomiopatije (35 dana nakon aplikacije doksorubicina) izme-
rena je povećana ekspresija gena za β1-AR, dok se ekspresija gena za β2-AR nije statistički značajno pro-
menila [22]. U dekompenzovanoj fazi kardiomiopatije (70 dana nakon aplikacije doksorubicina) nismo
izmerili značajne promene genske ekspresije β1-AR i β2-AR [22].„Prolazno“ povećanje ekspresije gena za β1-
AR moglo bi sugerisati da su oni odgovorni za povećanu osetljivost srčanog mišića na kateholamine i po-
većani varijabilitet srčane frekvencije, dobijen u ovom istraživanju [22]. Ovakvi nalazi u skladu su sa



Tr
en

ds
 in

 MM
ooll

eecc
uull

aarr
  BB

iioo
lloo

gg
yy

���

rezultatima studija na β1-AR −/− nokaut miševima, β2-AR −/− nokaut miševima i dvostrukim β1-AR / β2-AR
−/− nokaut miševima [25, 26], koji pokazuju da β1-AR posreduju u kardiotoksičnim mehanizmima dokso-
rubicina, dok β2-AR imaju zaštitnu ulogu. Takođe, povećana ekspresija β1-AR mogla bi biti ključna za raz-
voj hipertrofične kardiomiopatije [26, 27, 28], koja često prethodi sistolnoj disfunkciji srca tj. dilataciji [21].

Studija na Sprague-Dawley pacovima tretiranim sa 6 intraperitonealnih injekcija u dozi 2,5 mg/kg dok-
sorubicina, pokazala je remodelovanje ekspresije i funkcije β-AR. Tri nedelje nakon poslednje injekcije dok-
sorubicina, genska i proteinska ekspresija β3-AR bila je nepromenjena, dok je u kasnijoj fazi kardiomiopatije
(nakon 70 dana) ekspresija β3-AR bila smanjena [21], što nije u skladu sa rezultatima Sun i saradnika [29]. Po-
kazana je povećana proteinska ekspresija β2-AR 35. dana nakon prve doksorubicinske injekcije, dok je pro-
teinska ekspresija β1-AR bila smanjena i 35. i 70. dana nakon prve doksorubicinske injekcije [21], u skladu
sa promenjenim odnosom β1-AR:β2-AR u srčanoj insuficijenciji [30]. Zanimljivo je da smanjena β1-AR
ekspresija u ranoj fazi kardiomiopatije nije oštetila funkciju ovih receptora, što se može objasniti neprome-
njenom ekspresijom Gsα i povećanom ekspresijom adenilat-ciklaze [21]. Ovakav rezultat je u kontrastu sa
nalazima izmenjene signalne transdukcije preko β-AR sa smanjenom aktivnošću adenilat-ciklaze na različi-
tim modelima doksorubicinske kardiomiopatije [31, 32]. Pojačana β2-AR/Gs signalizacija povezana je sa
očuvanom kontraktilnom funkcijom srca u studiji Merlet i saradnika, ali je i dalje nejasno da li ovo pred-
stavlja koristan kompenzatorni ili štetni mehanizam [21].

S obzirom da i ekspresija gena za β-AR i njihova nishodna regulacija mogu menjati gustinu receptora
na srčanim ćelijama, deo našeg istraživanja posvetili smo merenju ekspresije ključnih molekula uključenih
u procese desenzitizacije i nishodne regulacije GPCR: kinaza GPCR (engl. G protein-coupled receptor kinase
– GRK) i arestina [33].

KINAZE G PROTEIN-SPREGNUTIH RECEPTORA

GRK predstavljaju veliku porodicu serin/treonin-kinaza i, zajedno sa arestinima, učestvuju u procesu
nishodne regulacije različitih GPCR [34]. Pored ove tzv. kanonske uloge u desenzitizaciji i internalizaciji GPCR,
pokazano je da su ove kinaze uključene u brojne interakcije sa signalnim proteinima u ćeliji i da imaju mno-
gostruke efektorske uloge, nezavisno od GPCR [35].

Najzastupljenije GRK u srčanom tkivu su kinaze β-AR (GRK2 i GRK3) (Slika 3) i membranske kinaze GRK5
i GRK6 (Yi i saradnici, 2005). Citoplazmatski proteini GRK2 i GRK3 fosforilišu GPCR aktivirane agonistima, na
reziduama serina i treonina i omogućavaju vezivanje arestina 2 (β-arestin 1) i arestina 3 (β-arestin 2) [36]. Ares-
tini se  velikim afinitetom vezuju jedino za receptore okupirane agonistima i fosforilisane ovim kinazama, i vrše
sternu inhibiciju vezivanja G proteina [36]. Takođe, oni predstavljaju adapterske proteine za povezivanje sa
elementima endocitotskog kompleksa i tako učestvuju u klatrinom posredovanoj internalizaciji fosforilisanog
receptora [35] (Slika 4). Dalja sudbina receptora može biti njegova degradacija u lizozomima ili vraćanje na
površinu ćelijske membrane –  recikliranje receptora. Smatra se da upravo od jačine arestin-receptor inte-
rakcije zavisi u kom će smeru ići sudbina receptora (klasa A i klasa B GPCR) [37]. Receptori iz klase A (npr. β2-
AR) internalizuju u ćeliju procesom endocitoze posredovane klatrinskim vezikulama, ali se brzo disociraju od
arestina 2, „recikliraju“ i vraćaju na površinu ćelijske membrane. Sa druge strane, klasa B GPCR (npr. receptor
za angiotenzin tip 1A, receptor za vazopresin tip V2) sa jednakim afinitetom aktivira arestin 1 i arestin 2 te do-
lazi do formiranja stabilnih kompleksa unutar endocitotske vezikule i degradacije receptora [37].

Membranske kinaze GRK5 i GRK6 fosforilišu receptore okupirane agonistom i, za razliku od GRK2 i GRK3,
stimulišu arestinom-posredovanu signalnu transdukciju u ćeliji, pre nego arestinom-posredovanu desenzi-
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tizaciju i internalizaciju receptora [38]. GRK2 se često označava kao interaktom jer moduliše različite efekte na
nivou ćelije, nezavisno od fosforilacije GPCR [34] (Slika 5). Stupajući u interakcije sa mnogobrojnim proteinima
uključenim u signalne kaskade, GRK2 kontroliše produkciju hemokina [39], učestvuje u procesima organiza-
cije citoskeleta i migracije ćelija [40], ali i inhibira apoptozu posredovanu faktorom transformacije rasta beta
(engl. transforming growth factor beta – TGF-β) [14]. Činjenica da je GRK2 „čvor“ signalne mreže u srčanoj će-
liji i da promene njene ekspresije i/ili aktivnosti mogu imati važne efekte na razvoj kardiovaskularnih bolesti
kod ljudi, čini ovu kinazu potencijalno važnim dijagnostičkim markerom i terapijskom metom [34].

GRK� i GRK� U DOKSORUBICINSKOJ KARDIOMIOPATIJI

U tkivu srca citosolna GRK2 predstavlja najzastupljeniju izoformu i glavni je regulator srčane kontrak-
tilnosti i frekvencije posredovane β-AR [41]. GRK3 izgleda ima veći afinitet za endotelinske receptore i alfa-
adrenergički receptor 1 (α1-AR), što ovu kinazu čini primarnim kontrolorom signalnih puteva rasta i
preživljavanja kardiomiocita [42].

Pre našeg istraživanja, jedino su Sun i saradnici na modelu doksorubicinske kardiomiopatije ispitivali
kako kastracija i terapija testosteronom utiču na na β-AR i proces njihove nishodne regulacije [29]. Među-
tim, u drugim modelima srčane insuficijencije kod životinja [41, 43] i ljudi [44], signalni put nishodne regu-
lacije β-AR više je izučavan i izmerena je povećana ekspresija GRK2. Smatra se da povećana aktivnost
simpatičkog nervnog sistema u srčanoj insuficijenciji predstavlja rani okidač za porast GRK2, koji dovodi do
desenzitizacije i nishodne regulacije β-AR i tako štiti srce od toksičnih efekata kateholamina [45]. Ovo pred-
stavlja odbrambeni mehanizam samo u početnoj fazi bolesti, dok dugotrajna desenzitizacija β-AR i sma-
njenje njihovog broja na membrani kardiomiocita uzrokuju slabljenje kontraktilne snage srca i dalje
propadanje srčanog mišića [46]. Kao regulator signalne transdukcije u ćeliji, nezavisno od fosforilacije β-AR,
GRK2 može proizvesti dodatne štetne efekte u srčanoj insuficijenciji poput aktivacije proapoptotskih sig-
nalnih kaskada [47], poremećaja unutarćelijskog prometa Ca2+ [48] i smanjenog preuzimanja glukoze u kar-
diomiocite [49].

U našem istraživanju nismo izmerili promene u ekspresiji gena za GRK2, GRK3, arestin 2 i arestin 3 kod
pacova tretiranih doksorubicinom koji su razvili dilatacionu kardiomiopatiju (engl. dilated cardiomyopathy
– DCM) [24]. Međutim, kod pacova sa hipertrofičnom kardiomiopatijom (engl. hypertrophic cardiomyopathy
– HCM), statistički je značajno bila povećana genska ekspresija i imunoreaktivnost GRK2 i GRK3 u srčanom
tkivu [24]. Kako je u HCM ekspresija β-AR ostala nepromenjena, a srčana funkcija očuvana (nepromenjena
ejekciona frakcija leve komore), može se pretpostaviti da porast genske ekspresije i sinteze GRK2 nije po-
vezan sa nishodnom regulacijom β-AR, već da ima neke nekanonske funkcije u ćeliji [24]. Ovakav nalaz u
skladu je sa otkrićem da GRK2 pokreće signalni put važan za nastanak hipertrofije kardiomiocita, potenci-
rajući aktivnost ključnog hipertrofičnog faktora – nuklearnog faktora aktiviranih T ćelija (engl. nuclear factor
of activated T-cells – NFAT) [41]. Pokazana snažna povezanost između ekspresije GRK2 i relativne debljine zida
miokarda, merene ehokardiografski, u našem istraživanju dodatno govori u prilog da povećana ekspresija
i sinteza GRK2 doprinose nastanku hipertrofične kardiomiopatije [24]. I povećana ekspresija GRK3 mogla bi
imati ulogu u signalnim putevima rasta kardiomiocita, nezavisnim od β-AR, a u skladu sa prethodnim istra-
živanjem na transgenim miševima [42].
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INHIBICIJA GRK� KAO POTENCIJALNA TERAPIJSKA MOGUĆNOST 
U PREVENCIJI I LEČENJU DOKSORUBICINSKE KARDIOMIOPATIJE

Pored toga što se povećan nivo GRK2 smatra novim ranim biomarkerom srčane insuficijencije kod ljudi
[50], inhibicija ove kinaze mogla bi predstavljati terapijsku metu sa potencijalno značajnim  uticajem na
progresiju i ishod ovog oboljenja [51]. Tome u prilog govore rezultati različitih istraživanja u kojima je pri-
mena GRK2 inhibitora sprečila štetno remodelovanje miokarda i povećala preživljavanje eksperimentalnih
životinja [51, 52], poboljšala metaboličke funkcije, organizaciju i funkciju mitohondrija i kontraktilni odgo-
vor srčane mišićne ćelije [53]. GRK2 se navodi i kao nova obećavajuća meta u terapiji srčane hipertrofije [41],
koja često prethodi dilataciji i padu ejekcione frakcije leve komore srca [21].

Endogeni GRK2 inhibitor (βARKct) sadrži poslednjih 194 aminokiselina C-terminusa GRK2 i takmiči se sa
GRK2 u vezivanju za Gβγ subjedinicu [54]. Kako je GRK2 glavni negativni regulator prokontraktilne signalizacije
u miokardu, njenom inhibicijom, obnavlja se srčana inotropna rezerva posredovana β-AR [55, 56]. Pokazano je
da je kardiospecifična inhibicija GRK2 transferom gena za βARKct uz pomoć virusnih vektora, efikasno oporav-
ljala funkciju srca u ćelijskim i animalnim modelima srčane insuficijencije, te je za očekivati bilo da primena se-
lektivnih GRK2 inhibitora potencijalno ima klinički značaj u terapiji kardiovaskularnih oboljenja [57].

Razvoj inhibitora određenih izoenzima GRK otežan je nedostatkom selektivnosti i nepovoljnim farma-
kokinetičkim osobinama ispitivanih supstanci [57]. Međutim, kristalografska analiza pokazala je da se pa-
roksetin,  antidepresiv iz grupe selektivnih inhibitora preuzimanja serotonina (engl. selective serotonin
reuptake inhibitor – SSRI), vezuje za aktivno mesto GRK2 i inhibira ga sa oko 50 puta većom selektivnošću u
odnosu na druge GRK izoforme [58]. Paroksetin je efikasan lek u terapiji depresije, ima dobru bioraspoloživ-
ost nakon oralne primene i povoljna farmakokinetička svojstva [59]. S obzirom na relativno malu mole-
kulsku masu, predstavlja dobru polaznu tačku za racionalni dizajn sličnih GRK inhibitora [58]. Različita
jedinjenja koja povećavaju tačku topljenja GRK2 i/ili GRK5 ispituju se od strane Konzorcijuma za strukturnu
genomiku Univerziteta Oksford i razvijaju kao novi GRK inhibitori [57].

U našem istraživanju kao GRK2 inhibitor koristili smo paroksetin i davali ga pacovima peroralnim putem
u dozi od 10mg/0,5 mL/kg/dan, 5 dana pre aplikacije doksorubicina i tokom celog perioda praćenja ekspe-
rimentalnih životinja. Doza paroksetina određena je u pilot eksperimentima u našoj laboratoriji, u kojima je
pokazano da je paroksetin statistički značajno smanjio gensku ekspresiju GRK2 samo u dozi od 10
mg/kg/dan [24]. Pacovi kod kojih je istovremeno primenjen doksorubicin i GRK2 inhibitor bili su dobrog
opšteg stanja, sa medijanom preživljavanja kao kod pacova iz kontrolne grupe, a ehokardiografski nalaz
pokazao je očuvanu morfologiju i funkciju leve komore srca [24].

Pokazali smo da paroksetin smanjuje ekspresiju i sintezu GRK2 i GRK3 kod pacova tretiranih doksoru-
bicinom, što bi moglo imati opisane povoljne efekte na progresiju srčane insuficijencije. Inhibicija GRK2
sprečava maladaptivnu desenzitizaciju β-AR, ali i pokretanje signalnog puta hipertrofije srca [41]. Pokazano
je da paroksetin dodatno doprinosi smanjujući ekspresiju gena za srčani marker hipertrofije – miozinski
teški lanac 7 (engl. myosin heavy chain 7 – MYH7) i gena za markere fibroze poput faktora rasta vezivnog tkiva
(engl. connective tissue growth factor – CTGF) i kolagena I [60]. I na izolovanim srčanim ćelijama izmerena je
povećana amplituda kontrakcije i izoproterenolom-indukovano skraćenje u prisustvu paroksetina, a tret-
man paroksetinom pre davanja izoproterenola, značajno je povećao inotropnu rezervu leve komore srca
miševa in vivo [58]. Smatra se da paroksetin smanjenjem internalizacije β-AR i stabilizacijom njihove aktiv-
nosti poboljšava efekat antagonista β-AR u lečenju srčane insuficijencije kod osoba sa smanjenom osetlji-
vošću na ovu terapiju [60].
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U našem istraživanju, paroksetin je povećao gensku ekspresiju i sintezu β1-AR i β2-AR u srčanom tkivu
pacova tretiranih doksorubicinom, što nije uočeno kod pacova tretiranih samo paroksetinom [24]. Ovakav
nalaz mogao bi predstavljati zaštitni mehanizam u očuvanju kontraktilne rezerve srca. Ranije studije poka-
zale su da paroksetin smanjuje cirkulišuće nivoe kateholamina, renina i aldosterona kod spontano hiper-
tenzivnih pacova, kao i da povećava odgovor β-AR na kateholamine [60]. Smanjenje nivoa cirkulišućih
kateholamina paroksetinom predstavlja finu neuroendokrinu modulaciju bolesti, uz očuvanje inotropne
rezerve srca posredovane β-AR [61]. 

Naši rezultati pokazuju da kod pacova kotretiranih paroksetinom i doksorubicinom postoji značajna
povezanost između genske ekspresije β1-AR i GRK2, kao i između β2-AR i GRK2, u skladu sa rezultatom iz
studije Monto i saradnika [62]. Na osnovu ovih korelacija, moglo bi se pretpostaviti da je GRK2 uglavnom od-
govorna za fosforilaciju i posledičnu nishodnu regulaciju β-AR. Činjenica da genska ekspresija GRK3 nije po-
vezana sa ekspresijom ni β1-AR ni β2-AR, može se tumačiti kao nedostatak zajedničkog regulatornog
mehanizma [24].

Moguće je da paroksetin različitim mehanizmima od inhibicije nishodne regulacije β-AR dodatno do-
prinosi smanjenju doksorubicinske kardiotoksičnosti. Na modelu endotelne disfunkcije pokazano je da sma-
njuje stvaranje superoksidnih radikala u mitohondrijama [63]. S obzirom da GRK2 često označavaju „kinazom
smrti“ (engl. pro-death kinase) [47, 64] jer pokreće proapoptotske signalne puteve u ćeliji i da je nishodna
regulacija GRK2 imala povoljne antiapoptotske efekte usled povećanja nivoa antiapoptotskih proteina poput
Bcl-2 i Bcl-xl u srčanom tkivu [64], možemo pretpostaviti da inhibicija GRK2 pod uticajem paroksetina an-
tioksidativnim mehanizmom doprinosi smanjenju kardiotoksičnosti doksorubicina.

ZAKLJUČAK

Kardiotoksičnost doksorubicina predstavlja veliki izazov jer umnogome ograničava njegovu primenu
u lečenju maligniteta, a postojeće preventivne i terapijske opcije ograničene su, nespecifične i često neefi-
kasne. Zbog toga je traganje za novim molekularnim metama jedna od strategija povećanja bezbednosti pri-
mene doksorubicina. Važna karakteristika kardiomiopatije izazvane doksorubicinom je remodelovanje
ekspresije i funkcije β-AR. Selektivna nishodna regulacija β1-AR posredovana GRK2 doprinosi štetnom re-
modelovanju srca pa se inhibicija GRK2 nameće kao nova potencijalna meta sa značajnim uticajem na pro-
gresiju i ishod srčane insuficijencije. Primena antidepresiva paroksetina, selektivnog GRK2 inhibitora, ima
potencijalne kardioprotektivne efekte kod doksorubicinske kardiomiopatije i sugeriše repozicioniranje ovog
leka za prevenciju/terapiju doksorubicinske kardiomiopatije kod pacijenata sa malignitetima. Činjenica da
je depresija čest komorbiditet kod obolelih od tumora, dodatno ohrabruje evaluaciju kardioprotektivnih
efekata paroksetina kod onkoloških pacijenata izloženih velikim, kardiotoksičnim dozama doksorubicina.
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cija Republike Srbije broj 200110.
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Slika �. Shematski prikaz mehanizama doksorubicinske kardiotoksičnosti izvan i unutar ćelije.
Preuzeto iz doktorske disertacije Kosić, 2022; modifikovano iz Rawat i saradnici, 2021.

Slika �. Signalni putevi β�-AR i β�-AR u zdravom srcu. 
β-AR: beta-adrenergički receptor; Gs: stimulatorni G protein; Gi: inhibitorni G protein; AC: adenilat-ciklaza; ATP: adenozin trifosfat; cAMP: ciklični adenozin monofosfat;
PKA: protein-kinaza A; CaMKII: Ca2+/kalmodulin-zavisna proteinska kinaza; PI3K: fosfatidilinozitol-3-kinaza; PKB: protein-kinaza B; P: fosforilacija; – : inhibicija. Preuzeto
iz doktorske disertacije Kosić, 2022; modifikovano iz Ho i saradnici, 2010.



Tr
en

ds
 in

 MM
ooll

eecc
uull

aarr
  BB

iioo
lloo

gg
yy

��0

Slika �. Struktura kinaza β-AR. GRK: kinaza G protein-spregnutog receptora; RGS: regulator funkcije G protein signalnog puta; PH: domen homolog plekstrinu;
PL: fosfolipidi. CaM: Ca2+ kalmodulin; P: fosforilacija. Preuzeto iz doktorske disertacije Kosić, 2022; modifikovano iz Senarath i saradnici, 2018.

Slika �. Uloga GRK u desenzitizaciji i prometu GPCR.
GPCR: G protein-spregnuti receptor; GRK: kinaza G protein-spregnutog receptora; ARRB: beta arestin, Gs: stimulatorni G protein; AP2: adapter klatrina; – : inhibicija.  Preu-
zeto iz doktorske disertacije Kosić, 2022;  modifikovano iz Reiter i Lefkowitz, 2006.
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Slika �. Uloga GRK i  ARRB u signalnim putevima GPCR. 
GPCR: G protein-spregnuti receptor; GRK: kinaza G protein-spregnutog receptora; ARRB: beta arestin; c-Src: protoonkogen; Hck: tirozin-kinaza; Fgr: onkogen; ERK: kinaza
regulisana ekstracelularnim signalom; JNK: Jun-kinaza; p38: mitogenom aktivirana kinaza; PP2A: protein-fosfataza 2A; Akt: protein-kinaza B; IkB: inhibitor nuklearnog fak-
tora kapa beta; NFkB: nuklearni faktor kapa beta; MEK1: mitogenom aktivirana protein-kinaza 1; RKIP: inhibitor Raf kinaze; PI3K: fosfatidilinozitol-3-kinaza; CREB, p300:
transkripcioni faktori; P: fosforilacija; zelene isprekidane linije: aktivacija, crvene linije: inhibicija. Preuzeto iz doktorske disertacije Kosić, 2022;  modifikovano iz Reiter i Lef-
kowitz, 2006.



Tr
en

ds
 in

 MM
ooll

eecc
uull

aarr
  BB

iioo
lloo

gg
yy

���

Uticaj genetičkih faktora na efikasnosnost i toksičnost terapije 
metotreksatom kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom

Milka Grk
Institut za humanu genetiku, Medicinski fakultet, Univerzitet u Beogradu 
Kontakt: milkagrk@gmail.com

Apstrakt
Reumatoidni artritis (RA) je hronično, inflamatorno, autoimunsko oboljenje koje se karakteriše bolom,
otokom i destrukcijom sinovijalnih zglobova, što može da dovede do invaliditeta i prerane smrti obo-
lelih. Terapija izbora na samom početku tretmana je monoterapija metotreksatom (MTX), koji je zbog
svoje efikasnosti i dobrog bezbednosnog profila kao i zbog smanjivanja učestalosti komorbiditeta i
mortaliteta obolelih osoba, i danas zlatni standard u terapiji RA. Međutim, studije su pokazale da od-
govor na terapiju metotreksatom pokazuje 33-65% pacijenata, dok se tretman prekida kod 16% obo-
lelih na monoterapiji zbog neželjenih efekata. Na ishod terapije, između ostalog, utiče i genetički
profil pacijenata ali ova veza nije dovoljno objašnjena. Genske varijacije u vidu polimorfizama poje-
dinačnih nukleotida mogu da modifikuju odgovor osobe na različite faktore spoljašnje sredine, među
njima i na odgovor na farmakološku terapiju. Ovaj rad će pokušati da obuhvati pregled uticaja poje-
dinačnih polimorfizama na efikasnost i toksičnost terapije metotreksatom kod obolelih od RA.

Ključne reči: polimorfizam, metotreksat, farmakogenetika, reumatoidni artritis
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Genetic factors impacting the efficacy and toxicity of methotrexate therapy 
in rheumatoid arthritis patients

Milka Grk
Institute of Human Genetics, Faculty of Medicine, University of Belgrade
Correspondence: milkagrk@gmail.com

Abstract

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic, inflammatory, autoimmune disease characterized by impairment of
synovial joints. Due to its efficacy, safety, and relatively low costs, MTX remains the cornerstone drug and
a key part of the initial treatment strategy for RA patients. However, studies have shown that only 33-65%
of patients respond to methotrexate therapy, and 16% of patients discontinue monotherapy due to side
effects. The therapy outcome is influenced by the genetic profile of the patients, but this association is not
yet fully understood. Gene variations in the form of single nucleotide polymorphisms can modify a person's
response to various environmental factors, including their response to pharmacological therapy. This paper
aims to provide an overview of the impact of individual polymorphisms on the efficacy and toxicity of
methotrexate therapy in RA patients.

Keywords: polymorphism, methotrexate, pharmacogenetics, rheumatoid arthritis
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Metotreksat u terapiji reumatoidnog artritisa

Reumatoidni artritis (RA) je hronično, sistemsko, autoimunsko, zapaljensko oboljenje čija je osnovna
odlika progresivno oštećenje sinovijalnih zglobova, koje je praćeno pojavom mnogobrojnih vanzglobnih
manifestacija (1,2). U Republici Srbiji prevalenca RA je među najnižima u Evropi i iznosi 0,34%. U našoj zemlji
bolest je prisutna kod 0,16% muškaraca, dok je kod žena 3,18 puta češća (0,51%) (3).  

Zlatni standard u terapiji RA je Metotreksat (MTX) (4,5). Istorija MTX-a počinje pedesetih godina dva-
desetog veka (6). Pre razvoja MTX-a, RA je lečen simptomatski, terapijom bola. Tridesetih i četrdesetih go-
dina dvadesetog veka uvedene su soli zlata i kortikosteroidna terapija (7,8). Prvi antimetabolit korišćen u
terapiji RA bio je aminopterin. Gubner i saradnici su prvi pokazali njegovo povoljno dejstvo u terapiji artri-
tisa kod osoba sa RA i psorijaznim artritisom, ali i u tretmanu kožnih promena kod psorijaze (6,9). Kako je ami-
nopterin bio tehnički zahtevan za proizvodnju, pokrenuta su istraživanja sa ciljem da se aminopterin
modifikuje radi lakše sinteze. Kao rezultat nastala je supstanca koja danas nosi naziv metotreksat (6). Prvu
studiju koja je ispitivala efikasnost MTX-a sproveli su Black i saradnici kod pacijenata sa psorijaznim artriti-
som 1964. godine (10). Reumatolog Rex Hoffmeister je na kongresu 1972. godine prikazao svoja pozitivna
iskustva sa primenom MTX-a u terapiji RA. Nažalost, rezultati ovog istraživanja nikad nisu u celosti objavl-
jeni usled negativnih reakcija na sažetak koji je prikazao ove rezultate. U to vreme nije bilo zainteresova-
nosti da se u redovnu terapiju RA uvede lek iz klase citostatika (6). Prve dvostruko slepe studije sa
randomizacijom, u kojima se efikasnost MTX-a poredi sa placebom, sprovedene su tek osamdesetih godina
prošlog veka (11–14). Nakon dokazane efikasnosti i dobrog bezbednosnog profila, 1988. godine Američka
administracija za hranu i lekove (FDA) odobrila je primenu MTX-a u terapiji RA (15,16). Prema najnovijim
preporukama Evropske lige za borbu protiv reumatizma (EULAR) iz 2022. godine MTX ostaje lek prvog iz-
bora za započinjanje terapije RA (17). Mnogi faktori su doprineli ovakvom statusu MTX-a nakon više od 50
godina primene. MTX ima relativno dobru efikasnost i prihvatljiv bezbednosni profil. Terapiju je moguće
prilagoditi svakom pacijentu i prema dozi i prema putu primene. Ne sme se zaboraviti ni niska cena samog
leka (5). Uticaj na preporuke EULAR-a imale su i studije koje su pokazale da većina bioloških lekova pri-
menjena kao monoterapija nije superiorna u odnosu na monoterapiju metotreksatom u ranim fazama ar-
tritisa (18–21).

Glavni cilj savremene terapije RA (treat-to-target) je postizanje smanjenja aktivnosti bolesti u prva 3 me-
seca terapije i postizanje remisije, odnosno niskog nivoa aktivnosti bolesti nakon 6 meseci od započinjanja
terapije (17). Prospektivne studije su pokazale da pravovremena primena efikasne terapije značajno utiče
na progresiju bolesti. Kada se terapija uvede u prvih tri do šest meseci od početka bolesti, oboljenje se spo-
rije razvija i pokazano je da će kvalitet života obolelih biti značajno bolji i nakon 10 godina trajanja bolesti
nego kod osoba kod kojih nije postignuta adekvatna kontrola RA u ovom kratkom terapijskom prozoru
(22,23). Strategije u terapiji su različite, te se MTX može primenjivati kao monoterapija, kombinovana ili step-
up terapija (4,24). Kombinovana terapija se za sada pokazala kao najbolji izbor tretmana, kojim se najbrže
uspostavlja remisija, odnosno niska aktivnost bolesti (25). Uprkos svojoj efikasnosti, neželjene reakcije se ja-
vljaju kod oko 30% obolelih, dok se terapija prekida zbog neefikasnosti kod čak 20% bolesnika na terapiji
MTX-om (26). Kada se terapija započne lekom koji se nakon tri do šest meseci ispostavi kao neefikasan, le-
čenje se najčešće nastavlja kombinovanom terapijom sa više bolest-modifikujućih lekova ili se tretman u pot-
punosti menja (4,17). Međutim, tada se zatvara terapijski prozor u lečenju i propušta prilika da se uspostavi
brza kontrola bolesti i postignu dugoročni, pozitivni efekti na tok bolesti (22). Upravo bi ovde razvoj farma-
kogenetike, a sa njom i personalizovane medicine, pokazali svoj značaj. Predviđanje ishoda lečenja MTX-om
omogućilo bi da izaberemo optimalnu i efikasnu terapiju za svakog obolelog u ovom kratkom terapijskom



Tr
en

do
vi

 u
 m

ol
ek

ul
ar

no
j b

io
lo

gi
ji

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.

���

prozoru na početku bolesti. Kao rezultat imali bismo dugoročno očuvanje i poboljšanje kvaliteta života i
funkcionalnosti (4,22,27). 

Metabolički put metotreksata

Metotreksat je analog folne kiseline koji svoje dejstvo ostvaruje neposrednom ili posrednom inhibici-
jom enzima folatnog, metioninskog i adenozinskog puta, kao i uticajem na de novo sintezu purina i pirimi-
dina (28,29). 

Najčešći način primene MTX-a je oralni, mada danas postoje oblici koji se primenjuju potkožno i u mišić.
Kako je MTX folatni analog, on prati put preuzimanja folne kiseline. Kada se primenjuje per os metotreksat
iz creva preuzimaju enterociti (30,31). Bioraspoloživost MTX-a nakon oralne primene je visoka i kreće se u
širokom rasponu između 64% i 90%, sugerišući na postojanje individualnih razlika u farmakokinetici kod
pacijenata i potencijalno može uticati i na ishod terapije (32). Osnovni mehanizam preuzimanja MTX-a je
preko proton-kuplovanih folatnih transportera (PCFT; SLC46A1) koji su locirani u apikalnoj membrani ente-
rocita. Iz enterocita, MTX ulazi u cirkulaciju (30,31). Maksimalna koncentracija metotreksata u krvi postiže se
nakon jednog do dva sata od primene, dok je poluživot leka u plazmi oko 4,5-10 časova. Nakon 24 časa lek
se u potpunosti odstranjuje iz cirkulacije (30,33,34). Najvećim delom, (65–80%) lek se izlučuje, neizmenjen,
preko bubrega. Oko 3% MTX-a izlučenog urinom nalazi se u obliku 7-hidroksi MTX-a, sintetisanog u jetri
(32,35). 

Prateći put folne kiseline, MTX ulazi u ćelije preko redukovanih folatnih nosača (SLC19A1; RFC1) (36). Is-
traživanja su pokazala da, bar delimično, ćelije preuzimaju MTX i putem folatnih receptora. Folatni receptor
β, koji je lokalizovan na sinoviocitima, ima visok afinitet za MTX. Međutim, ovo verovatno nije primarni put
kojim MTX ulazi u sinoviocite zbog kompeticije sa 5-metil tetrahidrofolatom koji ima visok afinitet za isti re-
ceptor, a koji se u plazmi nalazi u velikoj koncentraciji (32). 

Nakon ulaska u ćeliju MTX je izložen dejstvu enzima folipoliglutamat sintaze (FPGS) koji vrši njegovu po-
liglutamaciju. Poliglutamacijom se MTX zarobljava u citoplazmi. MTX-poliglutamat, za razliku od slobodne
forme leka, ne podleže izlučivanju iz ćelije preko ABC transportera (ATP-vezujući kasetni transporteri). Na taj
način poliglutamacija omogućava održavanje visoke koncentracije MTX-a u ćelijama čak i nakon njegovog
potpunog odstranjivanja iz cirkulacije (34,36). Kako bi napustio ćeliju, MTX-poliglutamat mora podleći pro-
cesu deglutamacije koju katališe enzim γ-glutamil hidrolaza (GGH). MTX-poliglutamat se prvo prevodi u
kraće poliglutamatne oblike i na kraju u MTX. Sam MTX podleže vezivanju za ABC transportere i izlučuje se
iz ćelija (34,36,37). Stabilna koncentracija MTX-poliglutamata u ćelijama rezultat je balansa aktivnosti FPGS
i GGH i uspostavlja se nakon nekoliko nedelja od početka tretmana, što odgovara i prvim vidljivim efektima
metotreksata na smanjivanje aktivnosti RA kod obolelih (38,39). 

MTX-poliglutamat svoje dejstvo prevashodno ostvaruje uticajem na odvijanje folatnog ciklusa. Njegov
primarni cilj je inhibicija enzima dihdrofolat reduktaze (DHFR). Inhibicija DHFR vodi ka smanjenom prevo-
đenju dihidrofolata u tetrahidrofolat. Kao rezultat smanjuje se sinteza 5-metil tetrahidrofolata. Interesantno
je da MTX ne utiče na funkciju metilen tetrahidrofolat reduktaze (MTHFR), ali smanjena funkcija MTHFR do-
vodi do usporenog prevođenja 5,10-metilen tetrahidrofolata u 5-metil tetrahidrofolat, što dodatno sman-
juje njegovu dostupnost u ćeliji. 5-metil tetrahidrofolat je neophodan za reakciju transmetilacije kojom se
homocistein prevodi u metionin, pri čemu metil grupa potiče sa 5-metil tetrahidrofolata. U ovoj reakciji de-
metilacijom 5-metil tetrahidrofolat se vraća u formu tetrahidrofolata. MTX-poliglutamat takođe inhibira i
enzim timidilat sintazu (TYMS) koji je uključen u metabolički put sinteze pirimidina. Smanjena aktivnost
ovog enzima uz relativni nedostatak THF vodi ka usporenoj biosintezi pirimidina (40). 
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Poznato je da je MTX primarno dizajniran kao kompetitivni inhibitor folne kiseline, i da se sa većim afi-
nitetom vezuje za DHFR nego dihidrofolat (36,41). Istovremeno aktivna folatna jedinjenja su neophodna i
za de novo sintezu purina, koja je dodatno usporena i zbog vezivanja MTX-poliglutamata za enzim 5-ami-
noimidazol 4-karboksamid ribonukleotid (AICAR) formiltransferazu, koja je deo ovog puta (34,42). AICAR
formiltransferazu kodira gen ATIC (43). Kao posledica inhibicije AICAR formiltransferaze dolazi do nakupljanja
AICAR-a u ćelijama. Sam AICAR je kompetitivni inhibitor enzima adenozin monofosfat deaminaze 1 (AMPD1)
i adenozin deaminaze (ADA). AMPD1 i ADA su deo adenozinskog puta. Inhibicijom AMPD1 dolazi do blo-
kade puta kojim se AMP prevodi u IMP, i dalje usmerava metabolizam IMP-a ka prevođenju u inozin i na
kraju u hipoksantin. AMP ima mogućnost da u slučaju blokade metaboličkog puta preko AMPD1 enzima po-
dlegne transformaciji u adenozin, a zatim dejstvom enzima ADA dalje u inozin. Međutim, u prisustvu MTX
i ovaj put je usporen, te se kao posledica adenozin ne metaboliše u inozin, već se nakuplja u ćelijama. U
ovakvim uslovima ćelija oslobađa veću količinu adenozina. Ovaj purinski nukleozid, dalje, ostvaruje svoje
dejstvo vezivanjem za adenozinske receptore (34,44). Smatra se da bar deo svog dejstva MTX ostvaruje,
posredno, preko antiinflamatornog adenozinskog puta (34,44,45).

Uticaj genskih varijanti na ishod terapije metotreksatom

Brojne farmakogenetičke studije su se bavile ispitivanjem uticaja polimorfizama pojedinačnih nukleo-
tida (SNP) u genima koji kodiraju enzime folatnog, adenozinskog puta, kao i enzime koji kontrolišu de novo
sintezu purina i pirimidina na efikasnost i toksičnost MTX-a kod obolelih od RA (46,47). 

Polimorfizam rs1051266 (G80A) SLC19A1 gena dovodi do missense mutacije (His>Arg) (48). Pokazano je
da kod nosilaca AA genotipa postoji brži influks MTX-a u ćelije nego kod nosilaca G alela ovog polimorfizma
(49). Najveći broj studija se slaže da prisustvo G alela povećava rizik od nastanka neželjenih efekata kod no-
silaca (50–53). Ovakav uticaj G alela potvrđuju i meta-analize koje su uključile veliki broj do sada sprovede-
nih studija (52,54). Istovremeno Takori i saradnici nisu pronašli ovakvu povezanost u studiji na japanskim
bolesnicima (55). Iako su podaci o uticaju ovog polimorfizma na efikasnost oprečni, pojedine studije su pro-
našle vezu rs1051266 sa efikasnošću MTX-a ili je ona bila prisutna samo kod pacijenata koji su koristili su-
plemente folata (50,54,56). Owen i saradnici su prijavili povezanost šest polimorfizama ovoga gena sa
efikasnošću MTX terapije (rs11702425, rs2838956, rs7499, rs2274808, rs9977268 i rs7279445), dok se sam
rs1051266 nije pokazao kao značajan (48). 

Ispitivanje polimorfizama FPGS gena pokazala su oprečne rezultate. Moya i saradnici su pokazali da pa-
cijenti koji su nosioci rs10987742 AA genotipa imaju bolji odgovor na terapiju MTX-om. Zanimljivo je i da
prema ovom istraživanju nosioci TT genotipa za rs10106 imaju bolji odgovor na terapiju ali i učestalije ne-
željene efekte od nosilaca C alela (57). Polimorfizmi ovog gena (rs10987742, rs10760502, rs10106) u dru-
gim istraživanjima nisu bili povezani sa ishodom terapije kod obolelih od RA (39,57,58). Sa druge strane na
nivo MTX-poliglutamata utiče raspoloživost i aktivnost GGH. Promotorski polimorfizam rs1800909 (C>T)
povećava ekspresiju GGH gena, dok je rs11545078 (C>T) missense varijanta koja dovodi do smanjene aktiv-
nosti enzima i posledično do povećanja koncentracije MTX-poliglutamata u ćeliji (39). Straaten i saradnici
su primetili da je među osobama sa dobrim odgovorom veća učestalost C alela rs1800909 polimorfizma.
Jekić i saradnici su u svojoj studiji uočili da su svi RA pacijenti sa mijelosupresijom nosioci GG genotipa za
rs11545078 polimorfizam (39,59). Druge studije nisu pokazale povezanost polimorfizama ovog gena sa is-
hodom terapije MTX-om (39,48,60,61).

Najviše istraživača se ipak bavilo uticajem polimorfizama u genima koji kodiraju enzime folatnog ci-
klusa na ishod terapije MTX-om (29). Najveću pažnju istraživača su privukle varijante u genima koji kodi-
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raju enzime DHFR i MTHFR (29,62). DHFR je ciljni enzim za vezivanje MTX-poliglutamata. Najčešće ispiti-
vane varijante ovoga gena su rs70991108, rs6151599, rs1650697, rs3045983, rs12517451, rs10072026 i
rs1643657(48,63–65). U našoj populaciji ispitivan je uticaj promotorskih polimorfizama koji potencijalno
mogu promeniti ekspresiju gena. Genotip AA rs70991108 polimorfizma u populaciji RA bolesnika iz Srbije
povezan je sa lošim odgovorom na terapiju MTX-om (64). Takođe, alel T rs1650697 (C35T) polimorfizma je
povezan sa protekcijom od razvoja hepatotoksičnosti (65). Polimorfizam rs3045983 (63/91) je kompleksna
inserciono/deleciona varijacija. Alel koji nosi deleciju (GGGAGCTGG) na poziciji 63 i inserciju jedne kopije mo-
tiva dugog 9 bp (GCCGCTGCG) na poziciji 91 gena ima protektivan efekat i nosioci ovog alela ređe ispolja-
vaju neželjene efekte pri lečenju RA MTX-om (41,63). Iako se MTX ne vezuje direktno za enzim MTHFR, stepen
aktivnosti ovog enzima utiče na brzinu samog folatnog ciklusa, a time potencijalno utiče na efikasnost i
toksičnost MTX-a. Dva najznačajnija i najčešće proučavana polimorfizma u MTHFR genu su rs1801133
(C677T) i rs1801131 (A1298C) (29). rs1801133 (C677T) dovodi do zamene citozina timinom na poziciji 677,
što dalje vodi ka zameni alanina valinom na poziciji 222 proteinskog produkta (28). Aktivnost enzima MTHFR
kod heterozigota smanjena je za oko 35%, dok je kod osoba sa TT genotipom smanjena za oko 70% (66).
Osobe koje su nosioci TT genotipa stoga imaju manje dostupnog 5-metil tetrahidrofolat koji je neophodan
za prevođenje homocisteina u metionin. Blago povećani nivoi homocisteina u krvi ovih osoba mogu se us-
pešno regulisati adekvatnim unosom folata (66,67). Mišljenja autora o značaju ovog polimorfizma su po-
deljena. Većina autora koji su povezali ovu varijantu sa ishodom terapije se slaže da prisustvo T alela
povećava verovatnoću za pojavu neželjenih efekata i smanjuje efikasnost leka (62). Polimorfizam rs1801131
MTHFR gena je missense varijanta koja uzrokuje zamenu glutamata sa alaninom u enzimu na poziciji 429 (28).
Iako je aktivnost enzima narušena ovom genskom varijantom, uticaj ovog polimorfizma na aktivnost enzima
je značajno manji (68,69).

U putu de novo sinteze purina MTX-poliglutamat inhibira AICAR transformilazu, kodiranu genom ATIC
(29). U našoj populaciji nije pronađena povezanost ATIC -129T>G (rs4535042) polimorfizma i ishoda terapije
(70). Najčešće ispitivan polimorfizam ATIC gena je rs2372536 (46,47). Među brojnim studijama koje su ispi-
tivale povezanost ovog polimorfizma sa ishodom terapije izdvajaju se Lima i saradnici. Lima i saradnici su
povezali C alel sa rizikom od neuspeha terapije, što je u potpunoj suprotnosti sa studijom Wessels i sarad-
nika koji su CC genotip povezali sa dobrim uspehom terapije (29,60). Salazar i saradnici su povezali
rs16853826 polimorfizam ATIC gena sa toksičnošću MTX-a i značaj ovog intronskog polimorfizma objasnili
su mogućom pozicijom u splajsing regionu (71). Owen i saradnici povezali su rs12995526, rs3821353,
rs7563206 i rs16853834 varijante ovog gena sa efikasnošću MTX-a (48). Iako su enzimi adenozinskog ci-
klusa, ADA i AMPD1 su samo posredno pogođeni prisustvom MTX-poliglutamata. Prisustvo G alela rs244076
polimorfizma ADA gena vodio je ka lošem odgovoru, dok rs1799880 nije imao uticaj na ishod lečenja MTX-
om u indijskoj populaciji (72). Iako missense varijanta AMPD1 rs17602729 (C34T) dovodi do smanjene ak-
tivnosti enzima kod nosilaca, njen uticaj na efikasnost MTX-a još uvek nije razjašnjen. Dok pojedini autori
povezuju T alel sa dobrim kliničkim odgovorom, u slovenačkoj populaciji nosioci ovog alela imaju veće vred-
nosti DAS28 nakon šest meseci terapije (29,48,72–74). Missense varijanta ITPA rs1127354 (Pro32Thr) dovodi
do smanjenja aktivnosti ITPA. Heterozigoti za rs1127354 (CA) imaju smanjenje enzimske aktivnosti za 75%,
dok osobe sa AA genotipom imaju očuvano svega 1% od normalne aktivnosti enzima (75). Ovaj polimor-
fizam je povezan sa neželjenim efektima azatioprina ali nije pokazao značajan uticaj na ishod terapije MTX-
om kod obolelih od RA. Po jedna studija je opisala dobar odgovor na MTX kod nosilaca CC genotipa,
odnosno češću pojavu neželjenih efekata kod nosilaca A alela (48,73,76,77). Kako adenozin svoje antiin-
flamatorno dejstvo ostvaruje vezivanjem za adenozinske receptore, ispitivan je i potencijalni uticaj polimor-
fizama u genima koji ih kodiraju na ishod terapije MTX-om (78–81). Uticaj genskih varijanti ADORA2A gena
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bio je češće predmet istraživanja u farmakogenetici MTX-a nego polimorfizmi ADORA3 gena. Iako je poka-
zano da osobe nosioci T alela rs2298383 polimorfizma ADORA2A gena imaju manju ekspresiju receptora na
površini ćelija od osoba sa CC genotipom, najveći broj studija nije povezao uticaj ovog polimorfizma sa efi-
kasnošću MTX-a u terapiji RA (29,72,82,83). Polimorfizam rs5751876 predstavlja tihu mutaciju i uticaj ove va-
rijante bi mogao biti objašnjen uticajem na brzinu prepisivanja iRNK. U indijskoj populaciji T alel je povezan
sa većim rizikom za loš odgovor na terapiju, dok ostali istraživači ovu povezanost nisu potvrdili u svojim
studijama (45,72,81,82).  U okviru ADORA3 gena ispitivani su rs2298191, rs1544223, rs78594984, rs35511654,
rs2229155, rs3393 i rs3394 polimorfizmi. Iako pojedinačni polimorfizmi nisu povezani sa efikasnošću i tok-
sičnošću MTX, haplotipovi TATCAC i TGTCGC (rs2298191, rs1544223, rs78594984, rs35511654, rs2229155,
rs3393 i rs3394) i TAA (rs2298191, rs1544223, rs3393) su pokazali povezanost sa češćom pojavom neželje-
nih reakcija, odnosno sa pojavom erozija (45,82). 

U pokušaju da se predvidi odgovor na terapiju MTX-om u terapiji RA razvijeni su brojni prediktivni
modeli. Pojedini modeli su bili bazirani isključivo na kliničkim i demografskim podacima, dok su drugi bili
bazirani na varijacijama u genomu. Oni koji su se bazirali na genskim varijacijama najčešće su u obzir uzi-
mali enzime koji pripadaju istom metaboličkom putu, najčešće folatnom ciklusu. Međutim ni jedan od pre-
diktivnih modela nije se pokazao kao pouzdan i prihvaćen u kliničkoj praksi (27,74,77,84,85). Postojali su
pokušaji da se objedine klinički podaci i najznačajniji polimorfizmi iz različitih metaboličkih puteva. Pro-
blemi su nastajali kada bi se ovakavi modeli, razvijeni na jednoj populaciji bolesnika, primenili na obole-
lima iz drugih populacija. Tako, prediktivni model koji je razvijen na slovenačkoj kohorti nije imao dobru
prediktivnu vrednost u populaciji obolelih iz Srbije (74,85). Sprovođenje kvalitetnih meta-analiza takođe
predstavlja izazov. Najznačajniji razlog je heterogenost podataka. Najbolji primer za to je određivanje efi-
kasnosti MTX-a. Iako se većina studija bazirala na EULAR-ovim preporukama i promeni DAS28 skora tokom
perioda praćenja obolelih, mnogi istraživači su koristili promenu DAS44 skora, sedimentacije eritrocita, broj
bolnih ili otečenih zglobova (26,48,60,81).

Premda su istraživanja u oblasti farmakogenetike brojna, još uvek je dug put pred nama. Nastavak is-
traživanja, saradnje i ulaganja u oblasti farmakogenetike su neophodni da bi se dosegao njen pun poten-
cijal i kako bi se unapredilo lečenje ne samo RA, već i drugih multifaktorskih bolesti (18,86-91). Tek tada
možemo zaista utrti put ka efikasnom, personalizovanom pristupu zdravstvenoj zaštiti koji je usredsređen
na pacijenta.
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Ekstrakti briofita kao imunomodulatori

Tanja Lunić, Bojan Božić, Biljana Božić Nedeljković
Univerzitet u Beogradu, Biološki fakultet, Institut za Fiziologiju i Biohemiju „Ivan Đaja“, Beograd
Kontakt: tanja.lunic@bio.bg.ac.rs

Apstrakt

Briofite (mahovine, jetrenjače i rožnjače) predstavljaju drugu najveću grupu kopnenih biljaka posle cvet-
nica, sa više od 20 000 vrsta rasprostranjenih širom sveta. Iako se od davnina koriste u tradicionalnoj medi-
cini, tek je u skorije vreme počelo intenzivnije istraživanje njihovog hemijskog sastava, kao i potencijalnih
bioloških aktivnosti. Među mnogobrojnim aktivnim komponentama briofita, polifenoli i triterpeni pred-
stavljaju najvažnije grupe jedinjenja, koja su ujedno i nosioci njihove biološke aktivnosti. Antioksidativni,
anti-inflamatorni, antitumorski, antineurodegenerativni, antimikrobni, antidijabetični i proregenerativni
potencijal ekstrakata različitih briofita dokazan je u velikom broju studija. Ovaj pregledni rad ima za cilj da
predstavi najnovija istraživanja o hemijskom sastavu i biološkim aktivnostima ekstrakata briofita sa poseb-
nim osvrtom na mahovine Hypnum cupressiforme i Hedwigia ciliata i njihovoj potencijalnoj upotrebi kao
imunomodulatora u prevenciji i/ili terapiji različitih bolesti čoveka. 

Ključne reči: ekstrakti briofita, anti-inflamatorna aktivnost, antitumorska aktivnost, antimikrobna aktivnost,
antidijabetična aktivnost, proregenerativna aktivnost
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Bryophyte extracts as immunomodulators

Tanja Lunić, Bojan Božić, Biljana Božić Nedeljković
University of Belgrade, Faculty of Biology, Institute of Physiology and Biochemistry “Ivan Đaja”, Belgrade
Correspondence: tanja.lunic@bio.bg.ac.rs

Abstract

Bryophytes (mosses, liverworts, and hornworts) are the second largest group of land plants after flower-
ing plants, with more than 20,000 species distributed worldwide. Although they have been used in tradi-
tional medicine since ancient times, their chemical composition and potential biological activities have
only recently begun to be studied more intensively. Among the numerous bioactive constituents of moss
plants, polyphenols and triterpenes represent the most important groups of compounds, which are also
carriers of their biological activity. The antioxidant, anti-inflammatory, antitumor, antineurodegenerative,
antimicrobial, antidiabetic, and proregenerative potential of various moss extracts have been confirmed
in a large number of studies. This review presents the latest research on the chemical composition and bi-
ological activity of bryophyte extracts with special reference to the mosses Hypnum cupressiforme and
Hedwigia ciliata and their potential use as immunomodulators in the prevention and/or therapy of various
human diseases.

Keywords: bryophyte extracts, anti-inflammatory activity, antitumor activity, antimicrobial activity, an-
tidiabetic activity, proregenerative activity
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Briofite

Briofite ili mahovine u širem smislu reči (podcarstvo Bryobiotina) predstavljaju drugu najzastupljeniju
grupu kopnenih biljaka koja objedinjuje tri razdela: rožnjače (Anthocerotophyta), jetrenjače (Marchantio-
phyta) i mahovine u užem smislu (Bryophyta). Izraz „bryophyta” vodi poreklo iz grčkog jezika, i opisuje biljke
koje nakon hidratacije imaju sposobnost da „nabubre”. Briofite su prve kopnene biljke koje su bile sposobne
da žive van vodenih staništa, ali im je za razviće i dalje bila potrebna voda. Iako njihov životni ciklus zavisi
od prisustva vode, postoje vrste koje su otporne na sušu i mogu da prežive visoke temperature [1]. Prve
vrste briofita (preci talusnih jetrenjača) su se pojavile pre oko 472 miliona godina, što ih svrstava među evo-
lutivno najstarije biljke na Zemlji, te se za njih veruje da su preci današnjih kopnenih biljaka [2]. 

Briofite se po svojim karakteristikama izdvajaju od ostalih viših biljaka; one nemaju diferencirana
provodna tkiva (vaskularne elemente) zbog čega se smatraju „nižim višim biljkama“. Zbog nedostatka
provodnih elemenata, usvajanje vode i hranljivih supstanci odvija se preko čitave površine biljke pomoću
osmoze i difuzije. Osim toga, briofite nemaju prava pokrovna niti mehanička tkiva. Opseg veličina im je u
rasponu od svega nekoliko milimetara do nešto manje od metra. Jedan od razloga njihove male veličine
jeste nemogućnost sinteze lignina, koji omogućava biljkama da sprovode vodu i minerale, kao i da stoje
uspravno. Ipak, utvrđeno je da u ćelijskim zidovima nekih vrsta briofita postoje jedinjenja koja su slična lign-
inu [3]. 

Jedna od glavnih karakteristika briofita je dominacija haploidnog gametofita u životnom ciklusu. Kod
odraslih briofita uočavaju se dve strukture: zeleni deo koji može biti listasti ili talusni (gametofit) i spora,
odnosno kapsula sa osnovom (sporofit) (Slika 1). Gametofit briofita je specifičan, obično je uspravan i ima
fotosintetsku funkciju, za razliku od gametofita cvetnica, koji učestvuje samo u procesu reprodukcije. Briof-
ite nemaju razvijene vegetativne organe – koren, stablo i list kao vaskularne biljke, već strukture koje su
nalik ovim organima, a koje se nazivaju rizoidi, kauloidi i filoidi. Sa druge strane, sporofit generacija je
diploidna faza u razvoju, koja ima ulogu u donošenju i disperziji spora [4]. 

Procenjuje se da postoji više od 20 000 vrsta briofita, iako njihov tačan broj nije jasno utvrđen [5]. Zas-
tupljene su u gotovo svim delovima sveta, na najrazličitijim staništima i svim klimatskim zonama, a često su
dominantne na mestima gde vaskularne biljke ne rastu. Mogu se naći na zemljištu, kamenju, stenama,
drveću, planinskim liticama, trulim deblima i krovovima. U gotovo svim ekosistemima u kojima su prisutne,
briofite imaju veliki značaj i doprinose pravilnom funkcionisanju životne sredine. Između ostalog, njihova
uloga se ogleda u povećanju biomase, proizvodnji različitih organskih supstanci, kontrolisanju erozivnih
procesa, kao i zadržavanju i filtraciji sedimenta i vode. Osim toga, briofite predstavljaju pogodno stanište za
mnoge alge, gljivice, beskičmenjake i vodozemce. Poznate su i kao hiperakumulatori teških metala i or-
ganskih zagađivača pa se koriste u biomonitoringu ovih polutanata [1]. 

Predstavnici briofita se od davnina koriste u tradicionalnoj medicini širom sveta, a posebno u Kini,
Evropi, Severnoj Americi i Indiji [3]. Njihov antimikrobni potencijal bio je dobro poznat, te su se koristile za
lečenje različitih patoloških stanja, posebno onih izazvanih bakterijskim infekcijama. Takođe, koristile su se
za lečenje kardiovaskularnih bolesti, bronhitisa, kožnih infekcija, rana i opekotina, kao i različitih stanja
povezanih sa inflamacijom [6]. Iako je njihov potencijal bio prepoznat i tada, briofite nisu bile dovoljno
proučavane u prošlosti. Neki od razloga za to su mala veličina ovih biljaka koja otežava sakupljanje veće
količine čistog uzorka, kao i teška identifikacija vrsta [3]. Međutim, u poslednje vreme, sa razvojem novih
analitičkih metoda, interesovanje za hemijski sastav i biološku aktivnost briofita sve više raste. Brojna jed-
injenja, uključujućipolisaharide, flavonoide, masne kiseline, alifatična jedinjenja, kao i aromatična i fenolna
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jedinjenja identifikovana u briofitama predstavljaju nosioce imunomodulatorne aktivnosti koju ekstrakti
ovih biljaka ispoljavaju [1].

Imunomodulacija

Imunomodulacija predstavlja terapijski pristup koji ima za cilj izazivanje promena u postojećem imun-
skom odgovoru u organizmu, bilo da to podrazumeva njegovu stimulaciju ili supresiju [7]. Supstance koje
utiču na imunski sistem se nazivaju imunomodulatori, a u zavisnosti od efekta koji ostvaruju, mogu se svr-
stati u dve glavne grupe: imunostimulatori i imunosupresori [8]. Modulacija imunskog odgovora se poka-
zala kao efikasna terapija za mnoga oboljenja, a u zavisnosti od toga koje oboljenje je u pitanju, u upotrebi
su različiti imunomodulatori. Na primer, imunostimulacija je važna u borbi protiv različitih infekcija i tumora,
kao i kod imunodeficijencija, gde je neophodno da se imunski sistem aktivira kako bi se efikasno odbranio.
Sa druge strane, imunosupresija je značajna u terapiji autoimunskih bolesti, hroničnih inflamatornih pro-
cesa, a veoma važnu ulogu ima i u prevenciji odbacivanja organa nakon transplatacije i u gotovo svim slu-
čajevima kada treba ograničiti delovanje imunskog sistema [9]. 

Već dugi niz godina biljke se koriste kao terapeutski resursi u obliku čajeva, kao sirovi ekstrakti ili kao
obogaćene frakcije u farmaceutskim preparatima poput tinktura, tečnih ekstrakata, praškova, pilula i kap-
sula. Ova drevna praksa korišćenja biljaka u medicinske svrhe i danas je značajna u mnogim kulturama i
oblastima zdravstva, pa tako čak i danas jedinjenja prirodnog (biljnog) porekla i dalje igraju važnu ulogu u
razvoju novih lekova [10]. Naime, Svetska zdravstvena organizacija procenila je da se čak 80% ljudi u zem-
ljama u razvoju (65% svetske populacije) i dalje u velikoj meri oslanja na tradicionalnu medicinu u lečenju
različitih patoloških stanja [11]. Biljke su oduvek predstavljale značajan izvor lekova jer proizvode širok spek-
tar bioaktivnih molekula, od kojih je većina nastala kao hemijska odbrana od nepovoljnih uslova u spolja-
šnjoj sredini. 

Među ostalim biljkama, ekstrakti briofita su pokazali imunomodulatorni potencijal, zbog čega se sve više
ispituju u poslednje vreme. Veliki broj biološki aktivnih jedinjenja otkriven je u ovim vrstama, a mnoga jed-
injenja koja su izolovana iz briofita pokazala su izuzetne biološke aktivnosti kao što su antibakterijska, anti-
fungalna i antivirusna, zatim antioksidativna, antitumorska, anti-inflamatorna, antidijabetična, kao i mnoge
druge. Stoga su briofite postale predmet istraživanja velikog broja savremenih studija u kojima se ispituje
njihov imunomodulatorni potencijal i moguća upotreba za razvoj novih lekova [1, 12-14]. Neke od dokazanih
imunomodulatornih aktivnosti briofita koje su prikazane u ovom radu su antitumorska, antimikrobna i prore-
generativna u sklopu imunostimulatornog potencijala briofita, ali i anti-inflamatorna, antineurodegenera-
tivna i antidijabetična u sklopu njihovog imunosupresivnog potencijala (Slika 2). 

Briofite kao imunostimulatori

Antitumorski potencijal

Tumorska oboljenja spadaju u najčešće i najopasnije bolesti današnjice koje oduzimaju milione ljudskih
života godišnje [15]. Tumore karakteriše nekontrolisani rast ćelija, invazija i uništavanje susednih tkiva, a
mogu biti maligni i benigni u zavisnosti od agresivnosti i sposobnosti metastaziranja. Osim klasičnih
modaliteta lečenja (hirurgija, zračenje i hemoterapija) kao oblika borbe protiv različitih vrsta tumora, potreba
za alternativnim terapeuticima sve je veća. Poslednjih godina raste interesovanje za upotrebu prirodnih
imunomodulatora, uglavnom imunostimulatora, kao suplemenata u kombinaciji sa uobičajenim terapi-
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jskim modalitetima u tretmanu osoba sa tumorom, kako bi se poboljšao imunski odgovor protiv tumora i
smanjio efekat supresije do kog dovodi hemoterapija zajedno sa samim imunosupresivnim mehanizmima
tumora [16]. Zbog raznovrsnog sadržaja sekundarnih metabolita (fenoli, fenolne kiseline, flavonoidi, ter-
peni, lipidi), briofite i generalno biljke predstavljaju dobre kandidate za nova, manje toksična i selektivnija
terapeutska sredstva u borbi protiv tumora [2, 13]. Antitumorski lekovi dobijeni iz biljaka mogu da deluju
različitim mehanizmima pri čemu je jedan od najčešćih efekat na inhibiciju proliferacije tumorskih ćelija, a
to se može postićiindirektnim uticajem na ćelijski ciklus ili direktnim citotoksičnim efektom.

Iako mehanizmi antitumorske aktivnosti briofita nisu u potpunosti razjašnjeni, pokazano je da njihovi
ekstrakti mogu aktivirati različite biohemijske puteve i izazvati apoptozu i/ili nekrozu tumorskih ćelija [17].
Brojne studije su pokazale da fenolna i flavonoidna jedinjenja, zajedno sa terpenoidima, predstavljaju neke
od glavnih sekundarnih metabolita prisutnih u briofitama koji su odgovorni za njihova antiproliferativna
svojstva [13, 18-20]. Sposobnost fenolnih i flavonoidnih jedinjenja da spreče i/ili uspore rast tumorskih ćelija
zasnovana je na njihovoj interakciji sa osnovnim ćelijskim procesima povezanim sa proliferacijom ćelija,
diferencijacijom, inflamacijom, apoptozom i angiogenezom [13, 17, 21, 22]. Jedan od mehanizama
uključenih u inhibiciju rasta tumorskih ćelija je indukcija različitih apoptotskih puteva, pa je tako pokazano
da se apoptoza nekih tumorskih ćelija podstiče prekomernom produkcijom reaktivnih vrsta kiseonika (RVK)
i azot oksida (NO) u ovim ćelijama [23, 24]. RVK i NO deluju kao sekundarni glasnici u ćelijskoj signalizaciji i
neophodni su za različite biološke procese u normalnim ćelijama, ali takođe mogu biti uključeni u razvoj
mnogih patologija. Iako je uloga RVK i NO u tumorima nedovoljno razjašnjena, pokazano je da tumorske
ćelije obično proizvode RVK i NO u višku, što ih zauzvrat čini osetljivijim na dalji oksidativni stres, te je up-
ravo ovo jedna od strategija koje se koriste u borbi protiv tumora.

Vodeni, vodeno-etanolni i etil-acetatni ekstrakti mahovine Hypnum cupressiforme dobijeni ekstrakci-
jom pomoću Sokslet aparature pokazali su značajan antiproliferativni potencijal prema ćelijama tumora
dojke ljudi (MDA-MB-231). Ekstrakti su pri koncentraciji od 10 µg/mL značajno smanjili metaboličku ak-
tivnost ovih tumorskih ćelija (približno za 50%) [13]. Slični rezultati (~50% smanjenje metaboličke aktivnosti
ćelija) dobijeni su za vodeno-etanolne i etil-acetatne ekstrakte mahovine Hedwigia ciliata dobijene istom
procedurom ekstrakcije, pri istoj koncentraciji ekstrakata, na MDA-MB-231 ćelijama [14]. Ekstrakti obe vrste
značajno su povećali produkciju kako RVK tako i NO u MDA-MB-231 ćelijama, što se može povezati sa znača-
jnim antiproliferativnim potencijalom koji su ekstrakti H. cupressiforme i H. ciliata pokazali. Dakle, ovi rezul-
tati ukazuju na to da antiproliferativni efekti ekstrakata mahovina H. ciliata i H. cupressiforme prema
MDA-MB-231 ćelijama mogu biti posredovani povećanom proizvodnjom RVK i NO od strane samih tu-
morskih ćelija; međutim tačan mehanizam još uvek nije dovoljno razjašnjen, te su neophodna dalja istraži-
vanja u ovom smeru. Sa druge strane, isti ekstrakti mahovina H. cupressiforme i H. ciliata nisu ispoljili značajan
antiproliferativni efekat ka ćelijskoj liniji tumora debelog creva ljudi (HCT-116) [13, 14]. U drugoj studiji,
metanolni ekstrakt mahovine H. cupressiforme je inhibirao proliferaciju HeLa ćelija (ćelije karcinoma grlića
materice) za 11,92% pri dozi od 25 µg/mL, 18,73% u dozi od 50 µg/mL, 38% u dozi od 100 µg/mL, i 54,47%
u dozi od 200 µg/mL, pokazujućina taj način snažan antiproliferativni efekat. U istoj studiji dobijen je umeren
antiproliferativni efekat ekstrakata ove mahovine ka epitelnim ćelijama karcinoma pluća (A549) [12].

Antimikrobni potencijal

Poslednjih godina, usled rastućeg razvoja otpornosti patogena na neke od često korišćenih antibiotika,
kao i povećanja stope mortaliteta od bakterijskih i gljivičnih infekcija, postoji velika potreba za novim, efikas-
nijim i selektivnijim antimikrobnim agenasima. Briofite su od davnina korišćene kao antimikrobni agensi, u
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tradicionalnoj kineskoj i indijskoj medicini u obliku hirurških zavoja, obloga i pelena, kao i za druge primene
kod čoveka [6]. Iako briofite normalno rastu u vlažnim staništima, u odnosu na ostale biljke, one su manje
podložne gljivičnim infekcijama, a takođe su i relativno otporne na bakterijske infekcije. Odsustvo infekcija
kod ovih vrsta ukazivale su na to da briofite imaju sposobnost konstitutivne ili inducibilne proizvodnje an-
timikrobnih jedinjenja širokog spektra [25]. Ova jedinjenja se sintetišu kao odbrambeni mehanizam protiv
različitih vrsta patogena i štite ove inače delikatne biljke ne samo od bakterija i gljivica, već i od raznih in-
sekata i puževa [26]. Terpeni, bibenzili, polifenoli i flavonoidi identifikovani u briofitama predstavljaju neke
od antimikrobnih jedinjenja koji su efikasni protiv širokog spektra mikroorganizama. Danas je sve većibroj
studija koje ispituju antibakterijski, antifungalni i antivirusni potencijal ovih vrsta sekundarnih metabolita.
Na primer, otkriveno je da biflavonoidi (hipnogenol B1 i hipnumflavonoid A) identifikovani u mahovini H.
cupressiforme poseduju antibakterijsku aktivnost protiv nekoliko različitih vrsta mikroorganizama [27]. 

Proregenerativni potencijal

Lekovite biljke i njihovi ekstrakti se od davnina koriste kao sredstva za poboljšanje zarastanja rana, a nji-
hov proregenerativni potencijal je pokazan u mnogim in vitro i in vivo studijama. Pokazano je da različiti
biljni ekstrakti povećavaju proliferaciju, migraciju, diferencijaciju i sekretornu aktivnost fibroblasta i kerati-
nocita, ključnih ćelija za proces zarastanja rane. Takođe, u prisustvu različitih proizvoda biljnog porekla pod-
stiču se angiogeneza, depozicija ekstracelularnog matriksa, kao i epitelizacija [28-31]. Briofite i njihovi
ekstrakti su se tradicionalno koristili u Kini, Evropi i Severnoj Americi za lečenje posekotina, modrica, ope-
kotina, spoljašnjih rana i generalno povreda kože, a njihov proregenerativni potencijal pokazan je u neko-
liko studija. Etanolni ekstrakt mahovine Brachymenium exile pokazao je potencijal u zarastanju rane u in
vitro uslovima [32], a ekstrakti mahovina Tortula muralis i Grimmia pulvinata ispitani u in vitro uslovima na
fibroblastima čoveka (HFF-1 ćelijska linija) doveli su do povećane proliferacije i poboljšanog zatvaranja rane
u takozvanom „scratch“ testu [33]. Ekstrakti jetrenja Reboulia hemisphaerica, Plagiochasma rupestre i Targio-
nia hypophylla su takođe ispoljili dobar proregenerativni potencijal. 

Briofite kao imunosupresori

Anti-inflamatorni i antineurodegenerativni potencijal

Inflamacija (lat. inflammatio – zapaliti) je složena, multikomponentna reakcija imunskog sistema na ra-
zličita oštećenja izazvana fizičkom povredom, infekcijom, toksinima i mnogim drugim agensima. Neke od
karakteristika inflamacije su crvenilo, toplota, otok i bol na mestu povrede. U ovaj proces uključene su ćelije
imunskog sistema i signalni molekuli, pri čemu veoma važnu ulogu ima kontrolisana migracija leukocita na
mesto povrede/infekcije [9]. U oštećenom tkivu se od prvobitne povrede do konačnog oporavka dešavaju
progresivne promene koje za cilj imaju uklanjanje izazivača inflamacije i reparaciju tkiva. Međutim, i sam
imunski odgovor može da izazove oštećenja i dovede do stanja akutne ili hronične inflamacije, što se dešava
kod bolesti poput astme, reumatoidnog artritisa ili ateroskleroze [9, 34]. U ovakvim slučajevima, kada imun-
ski odgovor postaje neadekvatan i nekontrolisan, koriste se anti-inflamatorni ili imunosupresivni lekovi. Bro-
jna istraživanja ukazuju na prisustvo anti-inflamatornih jedinjenja u različitim biljnim ekstraktima, pri čemu
se posebno ističu briofite kao bogati izvori novih biološki aktivnih jedinjenja [2, 35, 36].

Ekstrakti dobijeni iz biljaka, uključujućibriofite, korišćeni su za ublažavanje i lečenje različitih poremećaja
povezanih sa inflamacijom u tradicionalnoj medicini mnogih civilizacija [6]. Brojna jedinjenja, uključu-
jućipolisaharide, flavonoide, masne kiseline, alifatična jedinjenja, kao i aromatična i fenolna jedinjenja koja
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su detektovana u briofitama, povezana su sa efektima koje ove biljke ispoljavaju [37]. Briofite su se koristile
u tradicionalnoj medicini za lečenje posekotina, opekotina, rana, zapaljenja urinarnog trakta, groznice i
drugih inflamatornih stanja [6, 37]. Kada je u pitanju anti-inflamatorni i neuroprotektivni potencijal ovih bil-
jaka, briofite imaju sposobnost da smanje proizvodnju RVK, NO i proinflamatornih citokina od strane ćelija
aktivirane mikroglije, da inhibiraju različite enzime povezane sa inflamacijom (inducibilnu azot oksid sin-
tazu (iNOS), acetilholinesterazu (AChE) i tirozinazu), kao i da smanje neurocitotoksičnost solubilnih medija-
tora oslobođenih iz lipopolisaharidom aktivirane mikroglije prema SH-SY5Y neuronima čoveka [13, 14, 38]. 

Mikroglija predstavlja specijalizovanu populaciju makrofaga široko rasprostranjenih u mozgu. Ćelije
mikroglije posreduju u imunskom odgovoru u centralnom nervnom sistemu gde uklanjaju oštećene neu-
rone i ćelijske ostatke procesom fagocitoze [9]. Kada se ove ćelije aktiviraju, u odgovoru na patogene ili ra-
zličite povrede, one produkuju niz različitih inflamatornih medijatora, uključujućiRVK, NO i citokine, čija
prekomerna produkcija može dovesti do  neuroinflamacije, koja se nalazi u osnovi mnogih neurodegener-
ativnih bolesti, kao što su Alchajmerova i Parkinsonova bolest, multipla skleroza i cerebralna ishemija [39].
Azot oksid je važan signalni molekul koji ima ulogu kako u fiziološkim tako i u različitim patološkim pro-
cesima. Prekomerna proizvodnja RVK i NO može nastati kao posledica povrede tkiva. Velike količine NO se
sintetišu delovanjem iNOS nakon stimulacije ćelija različitim endotoksinima i citokinima [9]. Dakle,
prekomerna produkcija NO nastala indukcijom aktivnosti iNOS može dovesti do razvoja neurodegenera-
tivnih oboljenja. Kako bi terapija ovakvih stanja bila efikasnija bitno je pronalaženje novih, prirodnih jedin-
jenja koja sprečavaju prekomernu produkciju NO i tako smanjuju inflamaciju. 

S druge strane, inhibicija enzima kao što su AChE i tirozinaza, koji su povezani sa razvojem neurodegener-
ativnih poremećaja u čijoj se osnovi nalazi inflamacija, predstavlja jednu od strategija za pronalaženje novih i
efikasnijih tretmana. AChE je enzim čija je primarna funkcija razgradnja neurotransmitera acetilholina (ACh),
čime se njegova količinu u sinapsama smanjuje. S obzirom na to da je jedna od glavnih karakteristika Alcha-
jmerove bolesti gubitak pamćenja uzrokovan upravo smanjenom količinom ACh, inhibicija AChE predstavlja
efikasan terapijski pristup u lečenju Alchajmerove bolesti [40]. Tirozinaza je enzim uključen u proizvodnju melan-
ina u koži i kosi, a takođe doprinosi proizvodnji neuromelanina u centralnom nervnom sistemu. Proizvodnja i
akumulacija neuromelanina kao i posledično oštećenje neurona povezani su sa nastankom Parkinsonove bolesti.
Inhibicija tirozinaze stoga predstavlja važnu metu u razvoju lekova za Parkinsonovu bolest [41]. 

Etanolni, etil-acetatni, vodeno-etanolni i vodeni ekstrakti mahovina H. cupressiforme i H. ciliata dobi-
jeni ekstrakcijom pomoću Sokslet aparature pokazali su značajnu anti-inflamatornu aktivnost značajnim
smanjenjem produkcije NO od strane lipopolisaharidom aktiviranih BV2 ćelija mikroglije, a doveli su i do
povećanja metaboličke aktivnosti ovih ćelija [13, 14]. Isti ekstrakti ove dve vrste mahovine su ispoljili i znača-
jnu inhibitornu aktivnost prema AChE i tirozinazi [13, 14].

Nedavno je pokazano da tretman etil-acetatnim ekstraktima mahovine H. cupressiforme dobijenim ek-
strakcijom uz pomoć Sokslet aparature smanjuje koncentraciju citokina interleukina 6 i faktora tumorske
nekroze α u supernatantima lipopolisaharidom stimulisanih BV2 ćelija mikroglije u poređenju sa njihovim
nivoima u supernatantima kontrolnih nestimulisanih ćelija [38]. Ispitivani ekstrakti su takođe značajno sman-
jili proizvodnju RVK i NO u ćelijama mikroglije skoro do nivoa nestimulisanih kontrolnih ćelija, čime su ublažili
inflamaciju indukovanu lipopolisaharidom [38]. Korišćenjem model sistema prenosa supernatanata
lipopolisaharidom stimulisanih BV2 ćelija u kulturu SH-SY5Y neurona otkriveno je da tretman BV2 ćelija ek-
straktima mahovine H. cupressiforme smanjuje neurocitotiksični efekat solubilnih molekula oslobođenih
nakon stimulacije lipopolisaharidom, tj. metabolička aktivnost neurona ostaje na nivou kontrolnih netreti-
ranih ćelija, obezbeđujućina taj način indirektnu neuroprotekciju [38]. 
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Antidijabetični potencijal

Reakcija na sopstvene molekule koja rezultuje infiltracijom inflamatornih ćelija i posledičnom destruk-
cijom tkiva može dovesti do pokretanja različitih autoimunskih bolesti. Autoimunske bolesti predstavljaju
grupu hroničnih bolesti koje su zastupljene u relativno visokom procentu i među mlađom populacijom, te
kao takve imaju značajan uticaj na troškove zdravstvene zaštite. Autoimunske bolesti se razlikuju prema
prema ciljnom tkivu/organu na koje su autoimunski procesi usmereni, ali i po svojim kliničkim simptomima
i znacima. U nekim slučajevima, imunski odgovor je usmeren na određeni tip ćelija (na primer oligoden-
drociti kod multiple skleroze ili β ćelije pankreasa kod dijabetesa tipa 1) i to su organ specifične bolesti, a
mogu biti i sistemske kada je autoimunski odgovor usmeren prema antigenima koji se nalaze u većem broju
tkiva ili organa. Kao što je slučaj i sa mnogim drugim kompleksnim poremećajima, genetski faktori i faktori
životne sredine igraju važnu ulogu u razvoju autoimunskih bolesti [42]. 

Jedna od organ specifičnih autoimunskih bolesti je i dijabetes melitus. To je hronična bolest koju ka-
rakteriše nedostatak insulina i/ili insulinska rezistencija što dovodi do hronične hiperglikemije i poremećaja
metabolizma ugljenih hidrata, lipida i proteina. Jedan od terapijskih pristupa u terapiji dijabetesa je inhibi-
cija enzima koji hidrolizuju ugljene hidrate, α-amilaze i α-glukozidaze [43]. Iako se sintetički inhibitori enzima
koji hidrolizuju ugljene hidrate veoma često koriste u terapiji dijabetesa, ova jedinjenja obično pokazuju
različite neželjene efekte, a njihove cene su pritom često veoma visoke. Sa druge strane, inhibitori izolovani
iz biljaka predstavljaju dobru alternativu jer pokazuju manje neželjenih efekata, a sa druge strane veoma su
efikasni i dosta isplativiji u odnosu na sintetske inhibitore. Neka od jedinjenja za koje je utvrđena antidija-
betična aktivnost su fenolna jedinjenja, među kojima se posebno izdvajaju fenolne kiseline i tanini. Iako se
zna da su briofite bogate ovim sekundarnim metabolitima, u literaturi ne postoji mnogo radova o antidija-
betičnoj aktivnosti briofita. Svega par istraživanja je sprovedeno na ovu temu, gde su ekstrakti mahovina H.
cupressiforme i H. ciliata [13, 14] ili pojedinačne komponente izolovane iz različitih vrsta briofita [2] pokazale
značajnu antidijabetičnu aktivnost, uglavnom efikasnom inhibicijom enzima α-glukozidaze i/ili α-amilaze.

Zaključak

U poslednjih nekoliko decenija, došlo je do značajnog napretka u izolovanju i identifikaciji različitih bio-
loški aktivnih jedinjenja iz biljnih izvora. Briofite, kao biljke koje su zastupljene u gotovo svim delovima sveta
i koje čine drugu najveću grupu u biljnom carstvu, poseduju ogroman potencijal za otkrivanje i razvoj novih
terapeutika. Briofite predstavljaju dobar izvor biološki aktivnih jedinjenja (fenoli, fenolne kiseline, flavonoidi
i triterpeni) sa velikim značajem u prevenciji i/ili lečenju različitih patoloških stanja kao što su tumori, ne-
urodegenerativne bolesti (Alchajmerova i Parkinsonova bolest) ili hronične infekcije. Ipak, kako bismo bolje
razumeli mehanizme koji stoje u osnovi aktivnosti briofita, neophodno je sprovesti dodatne studije, pose-
bno u in vivo eksperimentalnim uslovima. Sve u svemu, ekstrakti briofita mogli bi pružiti potpuno nove iz-
vore za razvoj novih, efikasnijih i prirodnih lekova za sprečavanje i lečenje različitih patoloških procesa kod
čoveka.
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Slika �. Podela i opšti izgled briofita.

Slika �. Hemijski sastav i biološka aktivnost mahovina Hypnum cupressiforme i Hedwigia ciliata.
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Struktura, funkcija i regulacija ekspresije gena za akvaporine 
pri suši kod biljaka
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Institut za biološka istraživanja „Siniša Stanković“ - Institut od nacionalnog značaja za Republiku Srbiju,
Univerzitet u Beogradu 
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Apstrakt

Povećanje prosečnih godišnjih temperatura iz godine u godinu za posledicu ostavlja sve izraženije sušne
sezone. Suša nepovoljno utiče na rastenje i razviće biljaka, uzrokujući velike ekonomske gubitke na glo-
balnom nivou. Efekti suše ispoljavaju se kako na morfološkom, tako i na fiziološkom, biohemijskom i mo-
lekularnom nivou organizacije biljaka. Izlaganje biljaka suši narušava  normalan transport vode kroz ćelije
što se odražava i na zastupljenost i funkciju kanala za vodu – akvaporina, na membranama. Akvaporini su
transmembranski proteini koji formiraju kanale za prolazak vode i drugih molekula kroz ćelijske mem-
brane. Ispoljavaju veoma značajnu ulogu u prilagođavanju protoka vode kroz ćelije shodno fiziološkom sta-
nju. S obzirom na to, poslednjih godina velika pažnja posvećena je ulozi akvaporina pri odgovorima biljaka
na dejstvo suše i drugih abiotičkih stresogenih faktora koji utiču na narušavanje vodnog režima biljaka.
Istraživanja su usmerena ka praćenju promena u ekspresiji gena za akvaporine, zastupljenosti akvaporina
na membranama i uticaju na usvajanje, transport i odavanje vode u atmosferu. U ovom radu predstav-
ljene su analize strukture i regulacije ekspresije gena za akvaporine, kao i naučna istraživanja u proteklih
deset godina o promenama u ekspresiji gena za akvaporine kod biljaka izlaganih suši. Poseban akcenat
stavljen je na rezultate bioinformatičkih analiza akvaporina kod  hortikulturne vrste Impatiens walleriana,
i njihovu ekspresiju pri suši i rehidrataciji. 

Ključne reči: Impatiens walleriana, suša, akvaporini, genska ekspresija



Tr
en

do
vi

 u
 m

ol
ek

ul
ar

no
j b

io
lo

gi
ji

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.

��7

Structure, function and regulation of aquaporin gene expression during
drought in plants

Marija Đurić
Institute for biological research „Siniša Stanković“, National institute of Republic of Serbia, 
University of Belgrade
Correspondence: marija.djuric@ibiss.bg.ac.rs

Abstract

The increase in average annual temperatures from year to year results in pronounced dry seasons. Drought
adversely affects the plants growth and development, causing large economic losses on a global scale.
The effects of drought are manifested both at the plant morphological, as well at the physiological, bio-
chemical and molecular levels. Exposure of plants to drought disrupts the normal water transport through
the cells, which is reflected in the presence and function of water channels - aquaporins, on the mem-
branes. Aquaporins are transmembrane proteins that form channels for the water, and other molecules
flow through cell membranes. They play a very important role in adjusting the water flow through the
cells according to the physiological state. In view of this, in recent years much attention has been paid to
the role of aquaporins in plant responses to drought and other abiotic stress factors, which affect the dis-
ruption of the water regime of plants. Researches are aimed at monitoring changes in the expression of
genes for aquaporins, the presence of aquaporins on membranes and the influence on the absorption,
transport and release of water into the atmosphere. This paper presents analyzes of the structure and reg-
ulation of aquaporin gene expression, as well as scientific research over the past ten years on changes in
aquaporin gene expression in plants exposed to drought. Special emphasis was placed on the results of
bioinformatic analyzes of aquaporins in the horticultural species Impatiens walleriana, and their expression
during drought and rehydration.

Key words: Impatiens walleriana, drought, aquaporins, gene expression
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Uvod

U početku, nakon otkrića strukture ćelijske membrane 1920-ih godina, smatralo se da je protok vode
između ćelija i tkiva posredovan jednostavnom difuzijom. Međutim, difuzija kroz membrane sa lipidnim
dvoslojem je fiziološki vrlo spor proces i ne može podržati brzi transport većih količina vode. Stoga je pred-
ložena ideja o prisustvu specijalizovanih pora, odnosno kanala za transport vode. Pretpostavka je najpre
potvrđena otkrićem transmembranskog proteina u humanim eritrocitima 80-ih godina prošlog veka [1],
dok su malo kasnije slični proteini otkriveni i kod biljaka [2]. Danas je struktura i funkcija ovih proteina u ve-
likoj meri proučena, a zajednički naziv za grupu proteina sa sličnom strukturom i funkcijom u transportu
vode i drugih manjih molekula je akvaporini (eng. Aquaporins – AQPs). Akvaporini predstavljaju najveću
grupu proteina uključenih u transport vode i drugih molekula u skoro svim živim organizmima. Često se
nazivaju i “kanali za vodu” [3].

Regulisanje transporta vode u biljakama i između biljaka i spoljašne sredine je od vitalnog značaja kako
u optimalnim, tako i u stresnim uslovima [4]. S obzirom na to da biljke nemaju specijalizovan cirkulatorni sis-
tem, oslanjaju se u potpunosti na funkciju akvaporina. Posebno je značajno adekvatno regulisanje transporta
vode prilikom izlaganja biljaka abiotičkim stresogenim faktorima koji izazivaju dehidrataciju tkiva, poput
suše. Povećanje prosečnih godišnjih temperatura i sve izraženije sušne sezone iz godine u godinu, rezul-
tuju u velikom broju istraživanja o uticaju ovog stresogenog faktora na rastenje i razviće biljaka [5, 6, 7].
Može se reći da je suša (vodni deficit) jedan od najznačajnijih i najčešće istraživanih abiotičkih stresogenih
faktora u fiziologiji stresa kod biljaka. Suša neminovno utiče na usvajanje vode korenovim sistemom, trans-
port vode kroz ćelije i tkiva, kao i na odavanje vode u atmosferu. Ovakve promene posredovane su prome-
nama u ekspresiji gena za akvaporine i njihovoj zastupljenosti i funkciji na biološkim membranama. 

Struktura akvaporina i rasprostranjenost kod biljaka

Akvaporini su članovi velike familije membranskih proteina – MIP (eng. Major Intrinsic Proteins) i
zastupljeni su u skoro svim živim organizmima izuzev termofilnih arhea i intracelularnih bakterija [8]. Najveći
broj akvaporina u svojoj strukturi sadrži šest transmembranskih domena koji imaju sekundarnu strukturu α-
heliksa (Slika �) [9], ali identifikovani su i akvaporini sa manje od 5, 5 ili 7 transmembranskih domena [10,
11]. Međutim, ovakvi rezultati proističu iz bioinformatičkih in silico analiza struktura akvaporina i nisu
potvrđeni eksperimentalno. Petlje A-E povezuju transmembranske domene u okviru jednog monomera
akvaporina. U okviru strukture akvaporina, NPA motivi (ponovci aminokiselina asparagin-prolin-alanin na
petljama B i E) su najvažniji delovi jer formiraju centralnu poru za prolazak vode i različitih molekula. Pored
NPA motiva, važne segmente za protok vode predstavljaju i a/R regioni formirani od po jednog
aminokiselinskog ostatka heliksa 2 i 5 i dva aminokiselinska ostatka petlje E. Varijabilnost na ar/R filteru,
NPA motivima, kao i  razmaku između NPA motiva utiče na supstratnu specifičnost biljnih akvaporina. Pored
navedenih filtera i NPA motiva, postoje dodatni regioni koji takođe igraju važnu ulogu u specifičnost
akvaporina za transport, poznati kao Frogerovi ostaci. Frogerovi ostaci razlikuju akvagliceroporine koji
transportuju glicerol i akvaporine koji transportuju vodu [12]. Funkcionalni akvaporin predstavlja tetramernu
strukturu koju čine četiri ujedinjena monomera stabilizovana interakcijama preko vodoničnih veza i
interakcijama između petlji monomera (Slika �). 

Raznolikost akvaporina u biljkama je toliko izražena da se ovi proteini mogu klasifikovati u sedam
podfamilija na osnovu njihove lokalizacije i strukture: PIPs (eng. Plasma membrane Intrinsic Proteins) –
akvaporini zastupljeni na plazma membranama, TIPs (eng. Tonoplast Intrinsic Proteins) – akvaporini
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zastupljeni na tonoplastu, NIPs (eng. Noduline like Intrinsic Proteins) – nodulinu-26 slični akvaporini, GIPs
(eng. GlpF-like proteins) – akvaporini koji transportuju glicerol, HIPs - hibridni akvaporini (eng. Hybrid Intrinsic
Proteins),  SIPs (eng. Small basic Intrinsic Proteins) – mali akvaporini, XIPs (eng. X Intrinsic Proteins) – nedovoljno
okarakterisani akvaporini [4]. Članovi GIPs podfamilije i hibridni akvaporini su pronađeni kod mahovina i
prečica dok ih kod viših biljaka nema, ukazujući na verovatni gubitak tokom evolucije [13, 14]. Svaka
podfamilija akvaporina dalje se deli na različite podgrupe koje obuhvataju različite izoforme. Akvaporini su
lokalizovani u gotovo svim unutarćelijskim membranama biljaka, uključujući plazma membranu, tonoplast,
membranu endoplazmatičnog retikuluma, Goldžijevog aparata i hloroplasta [15]. Takođe, iste izoforme
mogu biti zastupljene na više različitih membrana [16].

Podfamilija PIPs je podeljena u dve podgrupe - PIP1 i PIP2 i generalno predstavljaju najveću podfamiliju
akvaporina [17, 9]. Razlike između PIP1 I PIP2 podgrupa ogledaju se u dužem N-terminalnom regionu PIP1
izoformi, dok članovi PIP2 podgrupe pokazuju izduženiji C-terminalni domen [18]. Ovi akvaporini se nalaze
isključivo na plazma membranama i imaju molekulsku masu od približno 30 kDa. Članovi PIP1 podgrupe
mogu transportovati manje molekule ili gasove, a takođe imaju i aktivnost kanala za vodu koja je uglavnom
posredovana interakcijama sa drugim akvaporinima, prvenstveno članovima PIP2 podgrupe [19, 20]. Članovi
PIP2 podgrupe su zapravo glavni kanali za transport vode što je verovatno povezano sa njihovom
strukturnom razlikom u odnosu na izoforme PIP1 podgrupe [21]. Članovi TIPs podfamilije mogu se grupisati
u pet podgrupa (TIP1, TIP2, TIP3, TIP4 i TIP5) [17, 4, 9]. Izoforme se nalaze prvenstveno na membrani vakuole
(tonoplast) i učestvuju u transportu vode i manjih molekula (glicerol, urea, amonijak) kroz tonoplast, deluju
na osmotsko prilagođavanje i regulaciju turgora u ćelijama. Molekulska masa izoformi TIPs podfamilije se
kreće između 25 i 28 kDa. Akvaporini podfamilije TIPs su zapravo najzastupljeniji proteini na membranama
vakuola [22], što objašnjava zašto je propustljivost tonoplasta za vodu i druge molekule veća od plazma
membranske, omogućavajući na taj način brzo osmotsko prilagođavanje i održavanje  turgora ćelija. U
podfamiliji NIPs okarakterisano je sedam podgrupa (NIP1, NIP2, NIP3, NIP4, NIP5, NIP6, NIP7) [23, 9], čije su
izoforme zastupljene na plazma membranama i membranama endoplazmatičnog retikuluma. Pokazano je
da mogu da transportuju vodu i glicerol, s tim što je permeabilnost za vodu manja [17]. Podfamilija sa
najmanjim brojem članova je SIPs podfamilija, koja obuhvata dve podgrupe – SIP1 i SIP2 [21, 17, 9].
Istraživanja ukazuju da SIPs izoforme učestvuju u transportu vode kroz endoplazmatični retikulum [24].
Najskorije otkrivena podfamilija akvaporina je XIPs koja obuhvata četiri podgrupe - XIP1, XIP2, XIP3, i XIP4
[25, 9]. Izoforme XIPs podfamilije identifikovane su kod mahovina, prečica i skrivenosemenica, ali je
zanimljivo da je u okviru skrivenosemenica prisustvo potvrđeno samo kod dikotiledonih biljaka, isključujući
monokotile i model biljku Arabidopsis thaliana [26, 27]. Locirani su na plazma membranama i učestvuju u
transportu manjih molekula uključujući glicerol, ureu, bornu kiselinu, ali ne i u transportu vode [28].

Funkcija i regulacija ekspresije i aktivnosti akvaporina

Sa funkcionalne tačke gledišta, postoji veliki broj istraživanja o višestrukim ulogama biljnih akvaporina.
Pored svoje funkcije kanala za transport vode, neki akvaporini takođe mogu olakšati transport drugih
molekula od značajne fiziološke važnosti. Dakle, pokazano je da pored vode, akvaporini mogu da trans-
portuju i CO2, glicerol, ureu, amonijak, metale i metaloide, O2, čak i reaktivne forme kiseonika – ROS (eng.
Reactive Oxygen Species) [29, 9]. Regulacija transporta kroz kanale akvaporina je kompleksna i obuhvata ra-
zličite mehanizme i faktore. Prvi podaci o funkciji akvaporina u biljkama proizlaze iz studija ekspresije gena
u različitim ćelijama, tkivima i organima nakon izlaganja različitim uslovima fizičkih faktora [30]. Funkcija
akvaporina zavisi od dejstva abiotičkih (suša, temperaturni stres, salinitet, teški metali) i biotičkih streso-
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genih faktora (patogene infekcije, napadi herbivora), genotipa, tipa organa i razvojne faze, te je shodno
tome i njihova regulacija ekspresije regulisana različito [9]. Osim toga, jedna izoforma može imati više
funkcija zavisno od njene tkivne ili subćelijske lokalizacije [31, 32]. Ekspresija gena za akvaporina regulisana
je različitim signalnim putevima i kroz komplikovane procese regulacije transkripcije, translacije i post-
translacionih modifikacija, rezultuje u teškom sagledavanju standardnog obrasca ekspresije za svaki poje-
dinačni gen. Mehanizam otvaranja i zatvaranja akvaporina regulisan je transkripcionim i post-translacionim
modifikacijama poput fosforilacije, metilacije, acetilacije, deaminacije i glikozilacije [33]. Na primer, pokazano
je da je fosforilacija akvaporina na određenim aminokiselinskim ostacima odgovorna za pojačanu aktivnost,
odnosno otvaranje kanala za transport [34, 35, 36]. Navedene modifikacije koje regulišu aktivnost akvapo-
rina su pod direktnom kontrolom biljnih fitohormona [37]. Biljni hormoni su endogeni produkti male
molekulske mase i odgovorni su generalno za sve procese rastenja i razvića biljaka, kao i za reakcije biljaka
na dejstva različitih stresogenih faktora. Uopšteno, na aktivnost akvaporina utiču fitohormoni giberelini,
apscisinska kiselina, citokinini, brasinosteroidi, jasmonati, auksini, etilen i salicilna kiselina [38, 39, 40]. Pored
toga, pokazano je da na aktivnost akvaporina može da utiče i promena u pH vrednosti ćelije kao i delovanje
određenih hemijskih supstanci [21, 30]. Interakcije između spoljašnih i unutrašnjih signala menjaju aktivnost
gena za akvaporine i vode ka fiziološkom odgovoru koji biljci u datom momentu obezbeđuje maksimalnu
adaptiranost na uslove spoljašne sredine. 

Ekspresija gena za akvaporine kod biljaka izlaganih suši

S obzirom da većina abiotičkih stresogenih faktora vodi ka dehidrataciji tkiva, velika pažnja posvećena
je promenama u ekspresiji gena za akvaporine. Najveći broj radova u poslednjih deset godina vezan je za
istraživanja na vrstama koje se komercijalno uzgajaju ili na neki način imaju značaj za život ljudi i ishranu živ-
otinja. Istraživanja su u najvećoj meri obuhvatala analize ekspresije gena za akvaporine iz podfamilija PIP i
TIP, u korenovima ili izdancima.  

Kod leguminoze Galega orientalis je pokazano da je PIP1 gen povezan sa tolerancijom na sušu [41].
Naime, gen GoPIP1 je ispoljavao povećanu ekspresiju u korenovima vrste pri natrijum hloridom (NaCl)- i
polietilen glikolom (PEG)- om indukovanoj dehidrataciji. Promene u ekspresiji šest gena za akvaporine ispi-
tivane su kod osetljivih i tolerantnih kultivara leblebije (Cicer arietinum) izlaganih stresu suše [42]. Rezultati
su ukazali da se ekspresija analiziranih gena razlikuje između kultivara u optimalnim uslovima, a takođe i pri-
likom izlaganja biljaka suši. Naime, ekspresija nekih gena je bila nepromenjena pri suši, dok su određeni
geni ispoljavali tendenciju porasta ekspresije, ali i njene redukcije kod oba tipa kultivara. U sličnom istraži-
vanju, autori Hussain i sar. [43] ukazuju na pozitivnu korelaciju između povećane ekspresije CaPIP2;4 i
CaNIP3;1 izoformi i tolerancije prema suši tolerantnog genotipa leblebije.  Takođe, eskpresija PIP1;1 i PIP2;1
kod šumske jagode (Fragaria vesca) bila je pod uticajem suše i menjala se sa promenom količine vlažnosti
u supstratu [44]. U sličnom istraživanju na hibridu jagode (Fragaria x ananassa), kod tolerantnijeg kultivara
ispoljena je povećana ekspresija određenih TIP izoformi u korenu u odnosu na osetljiviji kultivar tokom suše
[45]. Promene u ekspresiji deset gena za akvaporine podgrupa PIP1 i PIP2 analizirane su kod različitih kulti-
vara pirinča (Oryza sativa), a uočene su značajne razlike u ekspresiji među kultivarima kako u optimalnim tako
i u stresnim uslovima [46]. Autori Hasan i sar. [47] ispitivali su povezanost ekspresije gena za akvaporine i efi-
kasnost korišćenja vode (eng. Water Use Efficiency - WUE) u uslovima suše kod manje tolerantnog kukuruza
(Zea mays) i tolerantnog sirka (Sorgum bicolor). Uočeno je da su morfološki (sveža masa, suva masa) i fizio-
loški parametri (relativni sadržaj vode u listovima, razmena gasova) više redukovani kod kukuruza u odnosu
na sirak. Takođe, kod kukuruza WUE je značajno fluktuirao tokom dana u uslovima suše, dok je kod sirka
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ispoljavao relativno konstantne vrednosti. Takođe analizirana je ekspresija četiri izoforme akvaporina kod
obe vrste (PIP1;5, PIP1;6, PIP2;3 i TIP1;2). Autori su zaključili da povećana ekspresija gena za akvaporine PIP1;5
u listovima i PIP2;3 u korenovima sirka u uslovima suše verovatno doprinosi i konstatnom WUE, a samim
tim i većoj toleranciji prema suši u poređenju sa kukuruzom. Na osnovu promena u ekspresiji šest gena za
akvaporine kod dve vrste jabuke (tolerantan genotip - Malus prunifolia i osetljiv genotip - Malus hupehen-
sis), uočena je veća ekspresija skoro svih gena u korenovima i određenih gena za akvaporine u listovima os-
etljivog genotipa M. hupehensis u poređenju sa tolerantnim. Zaključeno je da osetljiviji genotip na taj način
kompenzuje veći gubitak vode u cilju bolje apsorpcije i protoka između ćelija i tkiva [48]. Kod biljaka kafe
(Coffea arabica), povećana ekspresija CaTIP1;2 u korenu bila je korelisana sa povećanom hidrauličnom
provodljivošću korena pri umerenom vodnom deficitu [49]. U istraživanju na kultivarima pirinča pokazano
je da nebalansirana ekspresija akvaporina u listovima i korenovima redukuje WUE u optimalnim i sušnim
uslovima [50]. Ekspresija većine analiziranih akvaporina bila je veća u listovima, a sušom je dodatno in-
dukovana, bez korelacije sa promenama ekspresije u korenu. Naime, nakon odsecanja korenova 3 cm od
vrha, povećan je intenzitet fotosinteze kao i WUE posle 4 h ukazujući da je WUE kod pirinča limitiran nead-
ekvatnom ekspresijom gena za akvaporine u korenu. Razlike u toleranciji prema suši između kultivisanih
sorti i divljih srodnika kruške (Pyrus sp.) između ostalog su i posledica različite ekspresije gena za akvapor-
ine podgrupa PIP1 i PIP2 [51].

Uloga akvaporina u odgovorima biljaka na sušu ispitivana je i kod hortikulturnih vrsta, mada su liter-
aturni podaci jako oskudni. Pokazano je da akvaporin RhPIP2;1 kod ruže (Rosa harvensis) interaguje sa tran-
skripcionim faktorom  RhPTM  i utiče na njegovu translokaciju pri suši, pospešujući na taj način toleranciju
biljaka na ovaj stress [52]. Sa druge strane, promene u ekspresiji gena za akvaporine kod hortikultutnih vrsta
su slabo proučavane. U jednom istraživanju autora Wei i sar. [53] uočeno je da je veliki broj gena za akva-
porine ispoljavao transkripcione promene kao odgovor na sušu kod hortikulturne vrste Cirtrus sinensis, a
mnogi od ovih gena su pokazivali i kontrastne profile ekspresije između tolerantnih i osjetljivih kultivara.
Posebno je značajna uloga ovih proteina kod hortikulturnih vrsta veoma osetljivih i na male nedostatke
vode u podlozi, kao što je Impatiens walleriana. Pomenuta biljna vrsta se komercijalno uzgaja u Srbiji dugi
niz godina, a njen značaj u hortikulturi se ogleda i na globalnom nivou. S obzirom da vrstu odlikuju brze fluk-
tuacije u vodnom režimu pri suši, istraživanja u našoj laboratoriji godinama su usmerena ka razjašnjavanju
fizioloških, biohemijskih i odgovora na molekularnom nivou, kao i pronalaženju načina za povećanje tole-
rancije biljaka prema suši [54, 55, 56, 57, 58, 59]. U tom kontekstu, akvaporini su nedvosmisleno ušli u raz-
matranje za analizu ekspresije njihovih gena prilikom izlaganja I. walleriana suši, u cilju definisanja veze
između njihove ekspresije i morfo-fizioloških odgovora biljaka. Na osnovu sekvenciranog transkriptoma I.
walleriana (RNaseq) izabrane su genske sekvence akvaporina koji pripadaju PIP i TIP podfamilijama, za čije
članove je pokazano da su funkcionalni kanali za vodu kod drugih biljnih vrsta. Nakon provere funkciona-
lnosti prajmera za izabrane sekvence u najuži izbor ušle su tri plazma-membranske izoforme (IwPIP1;4,
IwPIP2;2, IwPIP2;7) i jedna tonoplastna izoforma (IwTIP4;1). Sekvence su podvrgnute bioinformatičkim ana-
lizama da bi se najpre izvršila njihova karakterizacija, a potom i eksperimentalna provera. Na osnovu dobi-
jenih rezultata za broj aminokiselina, molekulsku masu, izoelektričnu tačku, indeks stabilnosti i subćelijsku
lokalizaciju, zaključeno je da svi analizirani akvaporini imaju tipične osobine članova MIP superfamilije [57].
Daljim analizama, definisan je broj transmembranskih regiona i stereohemijske osobine proteina, konstrui-
sani 3D modeli kanala za vodu pojedinačnih monomera, kao i tetramerne strukture holoproteina. Na Slici
� predstavljeni su rezultati analiza transmembranskih regiona I. walleriana akvaporina (Slika � A), kao i 3D
modeli pojedinačnih monomera u membrani (Slika � B) i holoproteina (Slika � C).
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Prilikom izlaganja I. walleriana suši i rehidrataciji uočene su promene u ekspresiji gena za akvaporine [57,
60]. Suša je ispoljavala najveći uticaj na redukciju ekspresije gena IwPIP2;7, naročito pri umerenom intenzi-
tetu stresa (15% sadržaja vode u supstratu), dok je pri rehidrataciji ekspresija svih analiziranih gena bila in-
dukovana (Slika �A). Redukcija ekspresije gena pri suši objašnjena je kao doprinos smanjenju protoka, a
samim tim i odavanju vode u atmosferu putem transpiracije, dok je sa druge strane, povišena ekspresija
svih gena tokom procesa rehidratacije objašnjena kao doprinos vraćanju homeostaze i boljem protoku vode
kroz ćelije nakon stresnog perioda. U ovom istraživanju pokazano je da suša i rehidratacija regulišu ekspre-
siju gena za akvaporine kod I.walleriana na različite načine, obezbeđujući u datom momentu najoptimalniji
odgovor biljaka. U sličnom istraživanju na ovoj biljnoj vrsti, pokazano je da akvaporini mogu biti regulisani
i biljnim hormonima. Naime, folijarna primena metil jasmonata (MeJA) u predtretmanu, indukovala je različit
odgovor u ekspresiji gena za akvaporine I. walleriana tokom suše (Slika �B) [59]. Folijarni predtretman MeJA
vršen je sa ciljem pospešivanja odgovora i performansa biljaka prilikom izlaganja suši, a vršen je dva puta
pre nastupanja stresnog perioda u razmaku od 7 dana. Uočeno je da folijarni tretman MeJA u koncentraciji
od 50 μM, najviše indukuje ekspresiju IwPIP1;4 gena pri umerenoj i intenzivnoj suši, i IwPIP2;7 pri intenzivnoj
suši, dok je ekspresija izoformi IwPIP2;2 i IwTIP4;1 ispoljavala ne tako izražene promene. Ovakvi rezultati
ukazuju da ekspresija akvaporinskih izoformi može da bude različito regulisana pri dejstvu stresogenog fak-
tora suše koji je prethodno modulisan dejtvom egzogeno primenjenog fitohormona MeJA.

U poslednjih deset godina, metode genetičkog inženjerstva pružile su dodatne informacije o funkciji
pojedinih gena za akvaporine i omogućile dobijanje transgenih biljaka tolerantnih na sušu. Manipulacijom
genima za akvaporine pokazano je da akvaporini mogu da povećavaju hidrauličnu provodljivost korena a
sa druge strane da ograniče transpiraciju, težeći ka održanju homeostaze u biljnim ćelijama. Iz tog razloga,
nalaze primenu u biotehnologiji odnosno genetičkom inženjerstvu za postizanje tolerancije biljaka na abi-
otičke stresogene faktore. Povećana ekspresija gena PIP1;1 poreklom iz banane u A. thaliana je uticala na
povećanu toleranciju biljaka prema suši [61]. Transgene biljke imale su veću stopu preživljavanja, razvijeniji
korenov sistem i veći broj korenskih dlačica. Takođe transgena A. thaliana sa povećanom ekspresijom gena
FaPIP2;1 iz trave Festuca arundinacea ispoljavala je toleranciju na sušu, posredovanu povećanim brojem lis-
tova po biljci, relativnim sadržajem vode u listovima, intenzitetom fotosinteze i povećanom stopom preživl-
javanja u odnosu na netransformisane biljke [62]. Slični rezultati opisani su i u istraživanju autora Wang i
sar. [63] gde je pokazano da A. thaliana transformisana MzPIP2;1 genom iz hibrida jabuke (Malus zumi) is-
poljava povećanu toleranciju prema suši. Transgeni krompir (Solanum tuberosum) sa povećanom konstitu-
tivnom ekspresijom gena StPIP1 bio je tolerantniji prema suši i imao veću efikasnost korišćenja vode, kao i
sadržaj ugljenih hidrata u krtolama [64].

Zaključak

Akvaporini imaju veoma bitnu ulogu u biljnoj fiziologiji a istraživanja poslednjih decenija pružila su
jasniji uvid u njihovu strukturu i funkciju. Identifikovan je veliki broj izoformi akvaporina i opisane su njihove
funkcije u transportu vode i drugih molekula, kao i regulacija njihove ekspresije. Pokazano je da mnogobrojni
činioci podstiču ili inhibiraju ekspresiju gena za akvaporine u biljkama, kao i da različite post-translacione
modifikacije i fizički uslovi utiču na aktivnost proteina. Interakcije između spoljašnih i unutrašnjih signala
menjaju aktivnost gena za akvaporine i vode ka fiziološkom odgovoru koji biljci u datom momentu
obezbeđuje maksimalnu prednost. S obzirom da većina abiotičkih stresogenih faktora, a naročito suša, vodi
ka dehidrataciji tkiva, velika pažnja posvećena je promenama u ekspresiji gena za akvaporine tokom
izlaganja biljaka pomenutom abiotičkom stresogenom faktoru. Kod različitih biljnih vrsta primećen je različit
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obrazac ekspresije gena za akvaporine pri suši u istraživanjima sprovedenim u proteklih deset godina.
Najveći broj istraživanja vezan je za biljne vrste značajne u ishrani ljudi i životinja, dok skorašnja istraživanja
na vrsti I.walleriana, osetljivoj na dejstvo suše, ukazuju i na značaj akvaporina u prilagođavanju transporta
vode kod hortikulturnih biljaka.
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Slika �. Struktura akvaporina. A) Šematski prikaz strukture akvaporina sa 6 transmembranskih domena (H1-H6, H - helix) ujedinjenih pomoću 5 petlji (LA-LE, L - loops),
kao i NH2 and COOH terminalnim krajevima u intracelularnom prostoru. Petlje LB i LE nose NPA motive koji formiraju kanale u membrani. B) 3D struktura pojedinačnih
monomera (levo) i tetramera na osnovu kristalne strukture akvaporina SoPIP2-1 iz spanaća. Crnom bojom obeleženi su NPA motivi. Preuzeto i modifikovano prema Be-
zerra-Neto i sar. [9].
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Slika �. Rezultati bioinformatičkih analiza strukture akvaporina I. walleriana. A) Transmembranski regioni (TM) akvaporina IwPIP1;4, IwPIP2;2, IwPIP2;7 i IwTIP4;1; B) 3D
izgled kanala za vodu IwPIP1;4, IwPIP2;2, IwPIP2;7 i IwTIP4;1 u membrani; C) 3D modeli strukture holoproteina IwPIP1;4, IwPIP2;2, IwPIP2;7 i IwTIP4;1. Preuzeto i modifi-
kovano prema Đurić et al. [57, 60].
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Slika �. A) Uticaj suše (15 i 5% sadržaja vode u supstratu) i rehidratacije na ekspresiju gena za akvaporine I. walleriana (IwPIP1;4, IwPIP2;2, IwPIP2;7 i IwTIP4;1). K – kon-
trola, S – suša, R – rehidratacija; Preuzeto i modifikovano prema Đurić i sar. [57, 60]. B) Uticaj folijarne primene metil jasmonata (MeJA) u koncentracijama 5 i 50 μM na
ekspresiju gena za akvaporine I. walleriana a) IwPIP1;4, b) IwPIP2;2, c) IwPIP2;7 i d) IwTIP4;1, pri 15 i 5% sadržaja vode u supstratu; Preuzeto i modifikovano prema Đurić i
sar. [59].
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Identifikacija gena za arabinogalaktanske proteine (AGP) biljaka 
korišćenjem metoda mašinskog učenja

Danijela Paunović
Institut za biološka istraživanja “Siniša Stanković” – Institut od nacionalnog značaja za Republiku Srbiju,
Univerzitet u Beogradu
Kontakt: danijela.paunovic@ibiss.bg.ac.rs

Apstrakt:

Arabinogalaktanski proteini (AGP) su ekstenzivno glikozilovani proteini ćelijskog zida koje karakteriše ve-
lika raznolikost primarne strukture i širok spektar uloga tokom rastenja i razvića biljaka. Identifikacija se-
kvenci koje kodiraju ove proteine na osnovu homologije otežava činjenica da su to proteini sa neuređenom
strukturom (engl. „intrinsically disordered proteins“). Da bi se poboljšao način za identifikaciju i analizu se-
kvenci AGP u cilju daljeg ispitivanja ekspresije ovih gena u različitim eksperimentalnim uslovima, prime-
njen je pristup koji koristi upravo neuređenost ovih proteina, tj. prisustvo nekarakteristične aminokiseline
hidroksiprolina. Model za predviđanje verovatnoće hidroksilacije prolina na osnovu lokalne sekvence pro-
teina inkorporiran je u ragp R paket uz brojne druge alate koji omogućavaju analize proteinskih sekvenci. 

Ključne reči: hidroksiprolin, biljni glikoproteini bogati hidroksiprolinom, arabinogalaktanski proteini, ma-
šinsko učenje, predviđanje posttranslacionih modifikacija proteina
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Identification of AGP genes of plants using machine learning methods

Danijela Paunović
Institute for Biological Research „Siniša Stanković” – National Institute of the Republic of Serbia,
University of Belgrade
Correspondence: danijela.paunovic@ibiss.bg.ac.rs

Abstract:

Arabinogalactan proteins (AGPs) are extensively glycosylated cell wall proteins characterised by  high di-
versity of primary structure and a wide array of functions in plant growth and development. AGPs are in-
trinsically disordered proteins, which hinders their homology-based identification. To improve the
methodology for identification and analysis of hydroxyproline-rich glycoprotein (HRGP) sequences for fur-
ther monitoring of AGP expression under different experimental conditions, a new approach was devel-
oped using the main feature of HRGPs, the presence of the uncharacteristic amino acid hydroxyproline. A
model for predicting the hydroxylation probability of proline based on the local protein sequence has
been incorporated into the R package the ragp, together with a number of diverse tools that allow the
analysis of protein sequences 

Keywords: hydroxyproline, plant hydroxyproline rich glycoproteins, arabinogalactan proteins, machine
learning, prediction of posttranslational modifications
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Uvod

Raznovrsnost i konstantno povećanje broja podataka nastalih u savremenoj molekularnoj biologiji
doveo je do potrebe za razvojem uspešnih metoda za brzu obradu podataka. Baze bioloških sekvenci rastu
eksponencijalnom brzinom, a sa njima i pokušaji da se na osnovu sekvence predvide biološki značajne in-
formacije. Proces dobijanja korisnih informacija iz velike količine sirovih podataka ili predviđanje budućih
trendova korišćenjem trenutno dostupnih podataka (engl.“data mining“ i „predictive analytics“), ručnom ana-
lizom nije moguć ili je previše spor. U tu svrhu se sve više danas koriste tehnike mašinskog učenja. Termin
mašinsko učenje smislio je Artur Samjuel i definisao ga kao oblast učenja koja daje kompjuterima sposob-
nost da uče a da nisu izričito programirani za to (1). Mašinsko učenje se definiše kao sposobnost softverskog
sistema da generalizuje na osnovu prethodnog iskustva i da koristi generalizaciju kako bi pružio odgovore
na pitanja koja se odnose na podatke koje pre nije sretao. 

Postoji nekoliko tipova mašinskog učenja: nadgledano (engl. „Supervised learning“), nenadgledano (engl.
„Unsupervised learning“), polunadgledano (engl. „Semi-supervised learning“) i učenje sa podrškom (engl.
„Reinforcement learning“). Nadgledano mašinsko učenje predstavlja najčešće primenjivan tip mašinskog
učenja, u kome je svakom ulaznom podatku x pridružena izlazna vrednost y, koji algoritam mašinskog uče-
nja treba da predvidi. Cilj je da se na osnovu datih parova (x,y) pronađe optimalna funkcija koja će moći da
za različite vrednosti x  vrši predviđanje vrednosti y.

Kombinacija razvoja tehnika za sekvenciranje nukleinskih kiselina (NGS tehnike, (2)) i mašinskog uče-
nja doprinela je rešavanju glavnog problema u oblasti biohemije, problema preciznog predviđanja 3D struk-
ture proteina na osnovu sekvence (3).

U našem istraživanju, cilj je bio da se tehnikama mašinskog učenja pronađu tačna mesta posttransla-
cionih modifikacija kao jednog od kriterijuma za lakše identifikovanja gena za arabinogalaktanske proteine
biljaka.

Arabinogalaktanski proteini

Arabinogalaktanski proteini pripadaju velikoj familiji proteina ćelijskog zida, glikoproteinima bogatim
hidroksiprolinom (HRGP, engl. „Hydroxyproline-rich glycoproteins“). HRGP proteini predstavljaju O-glikozilo-
vane proteine sa širokim spektrom funkcija u rastenju i razviću, odgovoru biljke na promenjene uslove sre-
dine, signalizaciji i odbrani biljke (4-6). Proteinski deo HRGP odlikuje se različitim prolin-bogatim motivima
koji su predmet hidroksilacije prolina (Pro) u hidroksiprolin (Hyp) i zatim i O-glikozilacije (7). Zavisno od tipa
i stepena glikozilacije, HRGP se dele na: visoko glikozilovane arabinogalaktanske proteine (AGP), umereno
glikozilovane ekstenzine (EXT) i slabo ili neglikozilovane proteine bogate prolinom (PRP) (6, 8, 9). 

HRGP pripadaju proteinima sa neuređenom strukturom (engl. „intrinsically disordered proteins“ IDP) koju
promoviše prisustvo prolina i njegove rigidne konformacije koja oneomogućava zauzimanje najćešćih se-
kundarnih struktura proteina, alfa-heliksa i beta ploče. Neuređenost je dodatno promovisana glikozilaci-
jom, što znači da HRGP nemaju jedinstvenu globularnu strukturu sa hidrofobnom unutrašnošću. HRGP
poseduju i motive koji usmeravaju post-translacione modifikacije (PTM) (10): N-terminalne signalne peptide
koji ih usmeravaju ka sistemu endomembrana i na kraju do ćelijske membrane, a određene grupe HRGP,
posebno AGP, i C-terminalno glikozil-fosfatidilinozitol sidro (GPI-sidro) koji vezuje protein za plazma mem-
branu i dozvoljava da se ostatak glikoproteina širi prema ćelijskom zidu (11). HRGP, kao i svi IDP, imaju sla-
bija evolutivna ograničenja u odnosu na globularne proteine, pošto njihova funkcija nije predodređena
specifičnom konformacijom peptidnog lanca, odnosno tercijernom strukturom. 
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Među različitim grupama HRGP, AGP privlače najviše pažnje pre svega zbog strukturne raznovrsnosti i
uloge u različitim fiziološkim procesima (8). Proteinski deo čini do 10% molekulske mase arabinogalaktan-
skih proteina i za njega su karakteristični arabinogalaktanski (AG) motivi ili glikomoduli koji se sastoje od di-
ksontinualnih hidroksiprolina grupisanih u dipeptide sa aminokiselinama A, S, T i ređe G i V (npr: AO, SO, TO,
OT, OG, OV). AG motivi su O-glikozilovani na Hyp sa razgranatim arabino-3,6-galaktanskim polisaharidima
tipa II (Slika 1) (10) koji se sastoje od (1�3)-β-D- galaktana sa (1�6)-β-D- galaktanskim bočnim lancima koji
su supstituisani sa arabinozom i u manjoj meri sa L-ramnozom, L-fukozom, D-manozom, D-ksilozom, D-glu-
kozom, D-glukozaminom, D-glukuronskom i D-galakturonskom kiselinom (12).

Na osnovu primarne strukture, izvršena je podela AGP na (13):

• Klasične AGP (Slika 1F): proteinske sekvence dužine preko 100 AK, koje karakteriše prisustvo N-sp na N-ter-
minusu, centralni region varijabilne dužine bogat Pro, Ala, Ser i Thr (PAST) AK aranžiranim u AG motive i
GPI-sp (C-terminalna signalna sekvenca za dodatak glikozil-fosfatidilinozitola) na C-terminusu.

• AG peptidi (Slika 1G): kratke sekvence, po građi slične klasičnim AGP koje nakon odsecanja N-sp i GPI-sp
imaju 10-15 AK.

• AGP bogati lizinom: poseduju kratak bazni region bogat Lys (14). Kod Arabidopsis thaliana su otkrivena dva
AGP koji pripadaju ovoj grupi, AtAGP17/18 koji su lokalizovani na plazma membrani i uključeni u signalnu
transdukciju.

• AGP nalik fasciklinu (FLA, engl. „fasciclin like arabinogalactan“): himerni AGP koji su asocirani sa jednim ili
dva fasciklinska domena (FAS, PF02469) duga oko 110-150 AK. FLA se razlikuju na osnovu broja FAS do-
mena i AGP regiona (mogu sadržati jedan ili dva) i prisustva GPI-sidra (15, 16). Pokazano je da proteini sa
FLA domenima imaju adhezivnu ulogu (17, 18) i da presudnu ulogu u njihovoj funkciji imaju dva visoko
konzervisana regiona od oko 10 AK označena kao H1 i H2 (18).

• AGP nalik ranom nodulinu (eNOD-AGP, engl. „early nodulin-like AGPs“) (19) i AGP nalik fitocijaninu (PLA,
engl. „plastocyanin-like“): himerni AGP asocirani sa PLA domenom (PF02298) (20).

• AGP nalik proteinima za transfer nespecifičnih lipida (nsLTP-AGP, engl. „non-specific lipid transfer protein-
like AGPs“): himerni AGP asocirani sa ns-LTP domenom (PF00234, engl. “plant lipid transfer/seed
storage/trypsin-alpha amylase inhibitor”). ns-LTP sadrži osam Cys koji grade 4 disulfidna mosta (21). Ksilo-
gen je primer  proteina koji sadrži AG regione i nsLTP domen (22).

• Neklasični AGP: svi AGP koji se ne mogu svrstati u prethodno opisanih šest klasa. Za njih je karakteristično
da najčešće nemaju signal za dodavanje GPI sidra na C-terminusu (13).

Nove grupe AGP se i dalje otkrivaju, pri čemu mnoge sekvence imaju odlike različitih klasa tako da se
pre može govoriti o kontinuumu sekvenci, ne samo AGP već i ostalih HRGP klasa. Izuzetna raznovrsnost pri-
marne strukture peptidnog lanca AGP  i činjenica da su kodirani velikom familijom gena, čine ovu klasu pro-
teina podobnim za širok spektar uloga u regulaciji procesa rastenja i razvića biljaka (11, 23-28). Određeni
GPI-AGP su asocirani sa receptor-nalik kinazama pa se smatra da imaju ulogu u prenosu signala (29). Poka-
zano je da su AGP uključeni u osmoregulaciju (30), u odgovor na različite tipove stresa kao što su: hladnoća
(31), mehaničke povrede biljnog tkiva (32-34), interakcije sa mikrobima (35) i odgovor na infekciju biljnog
tkiva (36, 37). AGP su dobar model sistem za proučavanje adaptacija ćelijskog zida na različite uslove sredine
zahvaljuju i modifikacijama glikana identifikovanim u različitim tkivima koje menjaju funkciju AGP (38).  Aso-
cijacija sa konzerviranim domenima omogućava različitim klasama AGP još širi spektar funkcija. Tako je po-
kazano je da arabinogalaktanski proteini nalik fasciklinu (FLA) imaju uticaj na organizaciju polisaharida
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ćelijskog zida kao što su celuloza i pektin što utiče na svojstva ćelijskog zida i na rast biljaka (39). AGP imaju
uticaja i na somatsku embriogenezu i organogenezu izdanaka različitih biljnih vrsta (40-42).

Pristupi identifikaciji HRGP sekvenci

S obzirom na raznolikost fizioloških i strukturnih uloga u koje su HRGP uključeni i njihovu prisutnost u
svim biljkama, potraga za sekvencama HRGP u biljnim genomima i transkriptomima je značajan cilj biljne
glikobiologije. Visoka stopa mutacija i velika repetitivnost njihovih proteinskih sekvenci oneomogućavaju
njihovo pronalaženje na osnovu homologije (7). Sa druge strane HRGP sekvence imaju visok sadržaj poje-
dinih AK i odlikuje ih prisustvo specifičnih kratkih aminokiselinskih motiva (glikomotiva) koji mogu poslu-
žiti kao kriterijum za njihovu identifikaciju. Pretraga HRGP sekvenci se zbog ovoga bazira na kombinaciji
ključnih odlika ovih proteina:

• Prisustvo N-terminalnog signalnog peptida kao zajednička odlika svih HRGP pošto su to molekuli lokali-
zovani u ćelijskom zidu.

• Aminokiselinski sastav: zastupljenije su AK koje ulaze u sastav motiva za glikozilaciju. Klasični AGP su bo-
gati sa P, A, S i T, pa se  u literaturi one sekvence koje sadrže više od 50% PAST AK identifikuju kao klasični
AGP, dok se AG peptidima smatraju kratke sekvence sa više od 35% PAST (9, 43). PRP se smatraju sekvence
sa više od 45% PVKCYT (9) ili PVKY, a EXT se smatraju sekvence sa više od 45% PSKY (7).

• Prisustvo GPI-sp, hidrofobnog C-terminalnog peptida koji je signal dodavanja GPI je odlika mnogih, ali ne
svih AGP i AG peptida (8, 9, 44).

• Karakteristični motivi:  SO3–5 motivi karakteristični za EXT sekvence (7, 9), AG motivi karakteristični za
AGP sekvence (45) i motivi kao što su PPVX[KT] i KKPCPP koji služe za identifikaciju PRP sekvenci (9).

• Pretraga na osnovu homologije se može primeniti za himerne HRGP koji sadrže konzervirane domene,
pri čemu, sem za AG peptide, nisu pronađeni konzervirani domeni karakteristični isključivo za HRGP. Do-
meni prisutni kod HRGP, kao što su fasciklinski (PF02469), proteini za transfer lipida (ns-LTP like, engl. „non-
specific lipid-transfer proteins“, PF00234), plastocijanin (PF02298) i nekoliko drugih, su korisni za
identifikaciju himernih HRGP sekvenci zasnovanu na homologiji.

Do sada je u literaturi opisano nekoliko različitih načina filtriranja HRGP sekvenci koje se baziraju na
kombinaciji navedenih osobina. Jedan od prvih programa za identifikaciju HRGP bio je BIO OHIO (9) koji je
kombinovao predviđanje prisustva N-sp i GPI sa analizom zastupljenosti pojedinih AK i domena karakteri-
stičnih za AGP. MAAB (engl. „the motif and amino acid bias“) metoda razvijena je od strane Johnson et al. (7)
ne samo za pronalaženje ve  i klasifikaciju HRGP u deskriptivne podklase. Ova klasifikacija je rezultat sazna-
nja da postoji veliki broj hibridnih HRGP sekvenci koji nije korektno obuhvaćen inicijalnom podelom HRGP
na tri klase (EXT, PRP i AGP) pošto sadrže odlike dve ili čak sve tri klase (7). MAAB klasifikacija se bazira na
predviđanju N-sp nakon čega sledi određivanje sadržaja karakterističnih AK, brojanje karakterističnih motiva
i predviđanje prisustva GPI-sp. Pored prethodne dve metode koje su korisne za identifikaciju i klasifikaciju
„prototipskih“ HRGP sa visokim sadržajem karakterističnih AK, razvijena je i metoda Finding AGP (45) kojom
je omogućena i identifikacija AGP sekvenci sa niskim sadržajem karakterističnih AK i motiva. Ova metoda se
zasniva na kombinaciji ukupnog i parcijalnog aminokiselinskog sastava u delu sekvence proteina sa najve-
ćom učestalošću karakterističnih AK, dužini proteina, kao i prisustvu i razdaljini AG glikomotiva.

Nedostatak opisanih metoda se ogleda ili u nemogućnosti identifikacije HRGP sekvenci sa niskim sa-
držajem HRGP karakterističnih AK i malom zastupljenošću HRGP motiva, naročito ukoliko ne sadrže domene
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za koje se zna da su asocirani sa HRGP, ili u visokoj frekvenciji potencijalno lažno identifikovanih sekvenci kod
metoda koje kao kriterijum za identifikaciju koriste mali broj HRGP karakterističnih motiva. 

Među HRGP sekvencama, AGP su najkomplikovaniji za identifikaciju pošto nemaju dobro definisane
motive - nije poznato koliko AG motiva je neophodno i koliki razmak između njih je dozvoljen da bi motiv
bio hidroksilovan, kao preduslov za glikozilaciju. Pronalaženje takvih sekvenci bi bilo jednostavno da su po-
zicije Hyp poznate unapred, što je nemoguće zbog cene i truda potrebnog za eksperimentalnu identifika-
ciju posttranslacionih modifikacija (PTM) proteina. Potencijalno rešenje je da se postojeća znanja o
pozicijama Hyp u proteinskim sekvencama iskoriste za pronalaženje novih HRGP sekvenci u proteomima
različitih biljnih vrsta metodama mašinskog učenja.

Upotreba mašinskog učenja za predviđanja na osnovu proteinske sekvence 
sa akcentom na predviđanje hidroksilacije prolina

Predviđanje mesta PTM u proteinima na osnovu sekvence je jedan od glavnih izazova u biohemiji. Za
predviđanje PTM značajna je sekvenca motiva oko AK koja se modifikuje (46), a ukoliko se radi o modifika-
cijama na proteinima u nativnoj konformaciji, od značaja je dostupnost AK koja se modifikuje i interakcije
peptidnog motiva oko nje sa udaljenim delovima sekvence koje zajedno čine lokalnu 3D strukturu (47, 48).
Nasuprot eksponencijalnom rastu broja bioloških sekvenci u različitim bazama, broj proteina sa eksperi-
mentalno anotiranim PTM beleži značajno manji rast tokom vremena kao posledica visoke cene metoda
koje služe za eksperimentalno utvrđivanje PTM. 

Ako se previđanje pozicija PTM postavi kao supervizovan problem mašinskog učenja (MU), što je u naj-
većem broju dosadašnjih pokušaja odnosno publikacija i slučaj, za uspešno treniranje modela neophodne su
proteinske sekvence za koje se nedvosmisleno zna koje AK su modifikovane sa određenom PTM, a koje ne.
Prema tome glavna prepreka za ovakav tip zadatka je mala dostupnost obeleženih podataka koji se mogu ko-
ristiti za treniranje i evaluaciju modela MU. Predviđanje PTM na osnovu sekvence je dodatno zakomplikovano
činjenicom da su proteinske sekvence sa eksperimentalno određenim PTM uglavnom animalnog porekla. U
budućnosti se može očekivati porast dostupnih podataka za treniranje kao i razvoj pristupa MU koji postižu
jako dobre performanse i kada su trenirani sa malim skupovima obeleženih podataka. 

Kada se razmatra predviđanje pozicija hidroksilacije prolina korišćenjem MU u dosadašnjoj literaturi,
može se zapaziti da postoji relativno mali broj publikacija. Pre svega zbog relativno malog značaja ove PTM
u odnosu na druge u humanoj biohemiji i fiziologiji. Ova PTM se javlja pre svega u strukturnim proteinima,
najviše u kolagenu i potrebna je za njegovo pravilno funkcionisanje jer povećava stabilnost trostrukog he-
liksa kolagena (49). Poznato je da do hidroksilacije prolina u kolagenu dolazi u motivima XPG te za daljim
previđanjem korišćenjem MU nema potrebe. Postoji nekoliko dostupnih servera za predviđanje  pozicije
hidroksiprolina u proteinima: iHyd-PseAAC (50, 51); PredHydroxy (52); RF- Hydroxysite (53); iHyd-PseCp (54). 

Sve pomenute metode su kao ulaz koristile proteinske sekvence iz različitih carstava organizama (ži-
votinjske i biljne), pri čemu su dominantno zastupljene životinjske sekvence. Takođe ni jedna od metoda
nema kao ulazni atribut da li je sekvenca poreklom iz biljke, životinje ili eventualno bakterije, pa samim tim
pokazuju ograničen uspeh u predviđanju hidroksilacije prolina u biljnim proteinima.

Identifikacija i analiza HRGP korišćenjem znanja o Hyp

Do sada su sekvence HRGP identifikovane na osnovu aminokiselinskog sastava i prisustva karakteri-
stičnih motiva (7, 9, 45). Međutim, postoji i veliki broj himernih proteina koje je teže identifikovati na osnovu
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datih osobina a koji sadrže i dodatne specifične motive. Sekvence koje sadrže domene za koje je poznato
da asociraju sa HRGP regionima je moguće identifikovati na osnovu homologije (9, 44), ali na ovaj način nije
moguće identifikovati domene za koje je do sada nepoznato da asociraju sa HRGP regionima.

Sa ciljem poboljšanja metodologije za identifikaciju i analizu HRGP sekvenci osmišljen je novi pristup
baziran na mašinskom učenju. Pomenuti pristup bazira se na jednoj od osnovnih odlika HRGP, a to je prisu-
stvo hidroksiprolina. Identifikacija verovatnih hidroksiprolina u sekvencama biljnih proteina se postiže ko-
rišćenjem modela MU koji je treniran da predviđa verovatnoću hidroksilacije prolina na osnovu lokalne
sekvence (55). 

Novi pristup identifikaciji ovih sekvenci koji inkorporira mašinsko učenje ima za cilj povećanje specifi-
čnosti identifikovanih sekvenci (da se smanji udeo lažno identifikovanih HRGP sekvenci) a da se istovre-
meno identifikuju skoro sve sekvence koje jesu HRGP. Model mašinskog učenja koji služi za predviđanje
verovatnoće hidroksilacije prolina predstavlja glavnu inovaciju pristupu filtriranja HRGP-a koja će biti de-
taljnije objašnjena na primeru filtriranja AGP sekvenci.

Predviđanje pozicija hidroksiprolina u proteinskim sekvencama biljaka

Da bi se algoritam MU obučio da predviđa verovatnoću hidroksilacije prolina u biljnim proteinima ko-
rišćeni su podaci o eksperimentalno potvrđenim hidroksiprolinima u biljnim proteinima iz UniProtKB/Swiss-
Prot baze podataka (The UniProt Consortium, 2019). Preuzete su sekvence biljnih proteina koje su detaljno
proverene i upoređene sa UniProtKB/Swiss-Prot anotacijama i literaturnim podacima o sekvenciranju, kako
bi se koristili samo oni prolini/hidroksiprolini u sekvencama za koje se na osnovu dostupne literature može
sa sigurnošću utvrditi hidroksilacioni status prolina.

Da bi se algoritam mašinskog učenja trenirao da predviđa hidroksilaciju prolina na osnovu lokalnog
konteksta sekvence, potrebno je na neki način prevesti proteinske sekvence u numerički oblik koji će osli-
kavati sekvence, a sa kojima će algoritam moći da radi. U literaturi je opisano puno načina da se ovo posti-
gne: od proste zamene AK sa numeričkim vrednostima koje odgovaraju određenim fizičko-hemijskim
osobinama, zatim različite transformacije koje na neki način oslikavaju pravilnost promene fizičko-hemijskih
osobina kroz proteinsku sekvencu, kao što su autokorelacioni deskriptori i drugi. Pošto nije moguće una-
pred pretpostaviti koje je bolje rešenje za zadatak predviđanja verovatnoće hidroksilacije prolina, korišćeno
je 16  različitih načina transformacije proteinskih sekvenci u numerički oblik što je rezultovalo sa 16 različi-
tih grupa atributa koji su zajedno imali 1294 jedinstvenih atributa.

Mnogi od ovih atributa su međusobno korelisani, ili pak ne nose nikakvu upotrebljivu informaciju o hi-
droksilaciji prolina i samim tim ometaju pronalaženje modela sa maksimalnim performansama. Zbog toga
je isprobano nekoliko metoda za odabir atributa, dve filter metode: udeo dobitka informacije (IGr, engl. „In-
formation gain ratio“) (56) i minimalna suvišnost maksimalna značajnost (mRMR, engl. „Minimum Redun-
dancy Maximum Relevance“)  (57, 58) i jedna metoda bazirana na omotač algoritmima za odabir atributa
(engl: „wrapper“) sekvenciona pretraga unapred (sfs, engl. „sequential forward selection“) (59). Tokom odabira
modela evaluirana su četiri algoritma MU: k najbližih suseda (KNN, engl. „k-nearest neighbors”) (60), metod
potpornih vektora (SVM, engl. „support vector machine“) (61), algoritam random forests (RF) (62) i algoritam
XGBoost (XGB, engl. „extreme gradient boosting”) (63), od kojih su SVM i RF već korišćeni za modele koji pred-
viđaju Hyp na osnovu lokalne sekvence (52-54). 

Sve poređene metode za odabir atributa, rezultirale su u malom povećanju performansi modela u po-
ređenju sa modelima bez selekcije atributa, osim za SVM koji je pokazao jako slabe performanse u slučaju
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bez odabira atributa ili uz mRMR filter algoritam (55). Prema tome, za treniranje modela koji je inkorporiran
u ragp R paket izabran je XGB algoritam zajedno sa sfs metodom za odabir atributa kroz 16 grupa atributa
jer je pokazao najbolje performanse (55).

Ragp R programski paket za identifikaciju i analizu HRGP sekvenci

Model za predviđanje hidroksilacije prolina na osnovu lokalne sekvence je inkorporiran u R funkciju
predict_hyp u R paketu ragp koji je dostupan pod MIT (engl. „Massachusetts Institute of Technology“) licencom
na github platformi na adresi https://github.com/missuse/ragp. Uputstva za postupak rada sa paketom se
nalaze na https://missuse.github.io/ragp, a web server za predviđanje hidroksilacije prolina na osnovu lo-
kalne sekvence se nalazi na adresi https://ragp.shinyapps.io/Rapp. Osim modela za predviđanje Pro hidro-
ksilacije u paket su inkorporirane funkcije za efikasnu komunikaciju sa Internet serverima za detekciju
domena, predviđanje N-sp, GPI i neuređenih regiona u proteinima kao i funkcije za detekciju i analizu AG ka-
rakterističnih motiva. Sve funkcije paketa su dokumentovane na adresi https://missuse.github.io/ragp/re-
ference/index.html.

Identifikacija i analiza HRGP sekvenci se u okviru ragp paketa  vrši kroz dva sloja analize (Slika 3):

• Sloj za filtriranje sekvenci služi za identifikaciju proteina koji imaju N-sp komunikacijom sa serverima za
predviđanje N-sp. Potom se iz skupa sekvenci za koje je predviđeno da sadrže N-sp filtriraju proteini koji
sadrže nekoliko predviđenih Hyp korišćenjem implementiranih modela MU.

• Sloj za analizu u kome se filtrirane sekvence analiziraju na prisustvo AG motiva, klasifikuju u MAAB klase
(7), identifikuju se domeni (64, 65), transmembranski regioni (66), potencijalna mesta za vezivanje GPI-
sidra (67-69) i neuređeni regioni proteina (70) komunikacijom sa web serverima. Svi serveri su birani tako
da omogućavaju visoku propusnost analiza kako bi ragp paket bio upotrebljiv za anotaciju celih proteoma.

Predviđanje prisustva N-sp u ragp paketu postignuto je efikasnom komunikacijom sa Internet serve-
rima: TargetP (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) (71), SignalP4.1 (http:/www.cbs.dtu.dk/services/Si-
gnalP-4.1/) (72), Phobius (http://phobius.sbc.su.se/) (66) i SignalP5(73) korišćenjem funkcija get_targetp,
get_signalp i get_phobius. Predviđanje transmembranskih regiona (TM) omogućeno je korišćenjem Phobius
servera. Predviđanje pozicija GPI sidra (omega mesta) postignuto je komunikacijom sa Internet serverima
big Pi plant predictor (67), PredGPI (68) i NetGPI (69) korišćenjem funkcija get_big_pi, get_pred_gpi i get_ne-
tGPI. Navedene funkcije koriste R pakete httr (Wickham i sar., 2018a) i  xml2 (Wickham i sar., 2018b) za ko-
munikaciju sa odgovarajućim serverima.

Anotacija domena u ragp paketu postignuta je korišćenjem funkcije get_hmm koja komunicira sa
hmmscan Internet serverom (64) ( https://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/search/hmmscan) i pfam2go koja
preslikava Pfam anotacije u GO (engl. „gene onthology“) korišćenjem http://geneontology.org/external2go/-
pfam2gomapping. Osim toga omogućena je i anotacija pomoću baze konzerviranih domena (CDD, engl.
„conserved domain database“, (65)https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi) preko funk-
cije get_cdd. Za predviđanje neuređenih delova proteina ragp sadrži funkciju get_espritz koja komunicira sa
Espritz serverom (70). Ove funkcije takođe koriste httr i xml2 R pakete.

Analiza motiva karakterističnih za HRGP u proteinskim sekvencama je u ragp paketu postignuta kroz dve
funkcije maab i scan_ag. U okviru funkcije maab inkorporirana je MAAB klasifikaciona šema (7) koja klasifi-
kuje HRGP sekvence u 23 deskriptivne klase. Funkcija scan_ag služi za detekciju lokalizovanih klastera AG
motiva korišćenjem regularnih izraza. Korisnik unosi minimalan broj motiva koji su potrebni i maksimalno
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dozvoljeno rastojanje među njima, a funkcija konstruiše regularni izraz kojim obavlja detekciju u datim se-
kvencama. Ova funkcija može da uvrsti znanje o pozicijama Hyp u sekvencama korišćenjem rezultata pre-
dict_hyp funkcije, kao i da maskira određene tipove nepoželjnih motiva kao što su ekstenzinski. 

Kombinacija navedenih alata predstavlja novu metodologiju za filtriranje i analizu HRGP sekvenci, pr-
venstveno namenjenu za identifikaciju i analizu AGP sekvenci iz biljnih proteoma. Ragp paket je jednosta-
van za upotrebu; funkcije paketa imaju konzistentan unos i prihvataju širok spektar ulaznih objekata (od
bazičnih struktura podataka u R do .FASTA fajlova). Podrazumevane vrednosti za dodatne argumente funk-
cija su pažljivo odabrane i u većini slučajeva se mogu ostaviti kako su i zadate. Izlazne vrednosti funkcija su
takođe bazične R strukture kojima se lako može manipulisati korišćenjem različitih R paketa sa specijalizo-
vanim namenama.

Anotacija HRGP sekvenci iz �� biljna proteoma

Ragp paket je primenjen na proteinske sekvence iz 62 biljna proteoma kako bi se stekao utisak o vari-
jabilnosti identifikovanih HRGP sekvenci u biljnom svetu i sa ciljem testiranja sposobnosti paketa. Filtriranjem
sekvenci na osnovu predviđanja Hyp i njihovom MAAB klasifikacijom iz 62 biljna proteoma identifikovano
je 99,29% prototipskih HRGP sekvenci u poređenju sa MAAB klasifikacijom bez predviđanja Hyp, pri čemu
su pronađene sve prototipske sekvence HRGP u 51 od 62 analizirana biljna proteoma (55). Identifikovan je
priličan broj potencijalnih himernih AGP sekvenci: oko 30000 (u proseku oko 500 po proteomu) sa različi-
tim domenima, što ukazuje da prisustvo Hyp u AG motivima nije limitirano na par tipova proteina sa speci-
fičnim domenima, već da ih ima znatno više. 

Interesantno je da mali broj publikacija dovodi u vezu protein kinazni/protein tirozin kinazni (PK/PTK)
domen sa AGP regionima (38, 45, 74), naročito pošto je on najfrekventnije identifikovan domen u himernim
AGP, prema analizi urađenoj ovde. Na osnovu prikazane strukture himernih AGP – receptor kinaza Arabi-
dopsis thaliana (Slika 4), može se zaključiti da glikozilovani ekstracelularni regioni ovih proteina verovatno
služe za prijem signala u ćelijskom zidu koji se onda šalju dalje u ćeliju posredstvom kinaznog domena. Ovo
je u saglasnosti sa predloženom ulogom himernih AGP kao ekstracelularnih senzora (75). Na osnovu izne-
tih rezultata se čini da AGP ne samo da interaguju sa ekstracelularnim regionima receptor kinaza kao što je
pretpostavljeno (75), već mogu da budu i sastavni deo ovih proteina. 

Veličina i raznolikost HRGP superfamilije proteina Centaurium erythraea (kičice)

Poslednjih godina razvijeno je nekoliko pristupa identifikacije potencijalnih HRGP, naročito AGP se-
kvenci, u pokušaju da se prevaziđu ograničenja klasičnih pristupa. MAAB sistem klasifikacije razvijen je da
bi se prikazalo postojanje kontinuuma HRGP sekvenci sa zajedničkim karakteristikama EXT, AGP i PRP (7). Sa
druge stane, ragp paket je pre svega napravljen za identifikaciju AGP sekvenci sa malom zastupljenošću AG
motiva kombinacijom algoritama MU za predviđanje Hyp sa fleksibilnom detekcijom AG motiva koji sadrže
predviđen Hyp. Oba pristupa iskorišćena su za identifikaciju HRGP kičice. 

Korišćenjem modifikovane MAAB klasifikacije, inkorporirane u ragp paket, na predviđenim proteinskim
sekvencama de novo sastavljenog transkriptoma C. erythraea ((76) https://zenodo.org/record/3591805)) 126
transkripata (134 proteinske sekvence) je klasifikovano u MAAB HRGP klase 1-23, dok je preostalih 87 tran-
skripata (kojima odgovara isti broj proteina) klasifikovano kao MAAB klasa 24 (77). 

Namena ragp paketa, pored pronalaženja predstavnika prototipskih HRGP preko MAAB klasifikacije, je
identifikacija sekvenci koje sadrže kratke regione nalik AGP. Ostali frekventno pronađeni domeni u se-
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kvencama kičice, identifikovani kao AGP, su već povezani sa AGP na osnovu bioinformatičkih (9, 45, 55) ili
eksperimentalnih dokaza (15, 78).

Neke od identifikovanih sekvenci AGP Centaurium erythraea su šematski prikazani na Slici 5 pomoću
plot_prot funkcije ragp paketa. Prikazane su sekvence AGP sa protein kinaznim domenima, FLA domenima
i AG peptidi, sa označenim domenima, transmembranskim regionima, intra i ekstracelularnim regionima. Na-
vedene sekvence su filtrirane iz de novo transkriptoma kičice korišćenjem ragp R paketa da bi se dalje ispi-
tivala njihova ekspresija u različitim eksperimentalnim uslovima (77).

Zaključak

Trenirani modeli mašinskog učenja za previđanje verovatnoće hidroksilacije prolina predstavljaju cen-
tralni deo nove metodologije za identifikaciju i analizu HRGP i AGP sekvenci inkorporirane u R paket ragp
koji je dostupan za korišćenje svima sa osnovnim znanjem R programskog jezika. 

Razvijena metodologija je primenjena za identifikaciju HRGP i AGP sekvenci u velikom broju biljnih pro-
teoma uključujući i proteom kičice. Identifikovan je veliki broj i heterogenost himernih AGP sekvenci, što po-
tencijalno znači da O-glikozilacija na Hyp kod biljaka nije ograničena na manji skup prototipskih sekvenci.
Identifikovani HRGP geni predstavljaju preduslov i resurs za buduća istraživanja uloga članova ove pro-
teoglikanske familije. Najveći napredak u generalizaciji modela može se očekivati ako se više sekvenci, sa
većom raznolikošću, iz različitih biljnih vrsta koriste za treniranje. Kako se bude povećavao broj biljnih se-
kvenci sa eksperimentalno određenim pozicijama Hyp, povećavaće se i moć generalizacije modela na-
pravljenih na osnovu njih.
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Slika �. Šematska struktura arabinogalaktanskog polisaharida sa prikazanim mestima delovanja poznatih glikoziltransferaza. HPGT1-3 su Hyp O-galaktoziltransferaze
koje glikoziluju hidroksilnu grupu Hyp sa galaktozom. At1g77810 je uključen u sintezu β-(1,3) galaktanskog lanca. GAL29A i GALT31A katališu formiranje i ekstenziju β-
(1,6) galaktanskih lanaca. GlcAT14 katališe dodatak terminalnih uronskih kiselina. FUT4/6 katališu dodatak terminalne fukoze (modifikovano prema (75)).
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Slika �. Šematski prikaz struktura članova HRGP familije: A - CL-EXT, B – hibridni EXT/AGP, C – himerni EXT, D – PRP, E – himerni PRP, F – AGP, G – AG peptid, H – himerni
AGP. Hyp u motivima su predstavljeni crnim vertikalnim linijama, AG motivi su predstavljeni sivom pozadinom, EXT SPn motivi su predstavljeni crvenom pozadinom, EXT
Tyr motivi su predstavljeni narandžastim pravougaonicima, a difenil etarske veze između njih sa ljubičastim linijama, PRP motivi su predstavljeni krem pravougaoni-
cima. Himerni HRGP poseduju Pfam domene (ljubičasti pravougaonici). N-sp je predstavljen zelenim segmentom na N-terminusu, a GPI-sp žutim segmentom na C-ter-
minusu. Sive strelice označavaju da se ovi signalni peptidi odstranjuju. O-glikozilovani oligo i polisaharidi su šematski predstavljeni na svim klasama HRGP (modifikovano
prema (7)).
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Slika �. Šema analize sekvenci korišćenjem ragp paketa. Bojom kajsije predstavljen je sloj za filtriranje sekvenci, zelenom bojom je predstavljen sloj za analizu sekvenci,
sivi kvadrati označavaju nazive ragp funkcija kojima se postižu opisani zadaci u okviru dva sloja analize

Slika �. Šematski prikaz strukture nekoliko arabinogalaktana nalik receptornim kinazama (engl. „kinase like AGPs“) KLA Arabidopsis thaliana koje sadrže AG motive. Struk-
tura proteina je vizuelizovana korišćenjem ragp funkcije plot_prot. Transmembranski (TM) regioni su prikazani žutom bojom; ekstracelularni regioni su označeni ispreki-
danom linijom iznad sekvence, dok su intracelularni regioni označeni isprekidanom linijom ispod sekvence (predviđeni od strane Phobius pomoću ragp funkcije
get_phobius); signalni peptidi (predviđeni od strane SignalP pomoću ragp funkcije get_signalp) označeni su zadebljalom crvenom linijom na N-terminalnom kraju sekvence;
Hyp (predviđeni predict_hyp ragp funkcijom) su označeni vertikalnim, tamno sivim linijama; nizovi AG glikomodula (predviđeni scan_ag ragp funkcijom) označeni su
svetlo sivom pozadinom; domeni (identifikovani get_hmm ragp funkcijom) su označeni pravougaonicima sa odgovarajućom bojom kao što je naznačeno u legendi.
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Slika �. Šematski prikaz sekvenci AGP C. Erythrea napravljen pomoću ragp paketa.  Struktura proteina je vizuelizovana korišćenjem ragp funkcije plot_prot. Transmem-
branski (TM) regioni su prikazani žutom bojom; ekstracelularni regioni su označeni isprekidanom linijom iznad sekvence, dok su intracelularni regioni označeni ispreki-
danom linijom ispod sekvence (predviđeni od strane Phobius pomoću ragp funkcije get_phobius); signalni peptidi (predviđeni od strane SignalP pomoću ragp funkcije
get_signalp) označeni su zadebljalom crvenom linijom na N-terminalnom kraju sekvence; Hyp (predviđeni predict_hyp ragp funkcijom) su označeni vertikalnim, tamno
sivim linijama; nizovi AG glikomodula (predviđeni scan_ag ragp funkcijom) označeni su svetlo sivom pozadinom; različiti domeni (identifikovani get_hmm ragp funkci-
jom) su označeni pravougaonicima sa odgovarajućom bojom kao što je naznačeno u legendi
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