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Funkcionalna analiza genskih varijanti Fl1¢c.1787G>A (protrombin Beograd) i
Fllc.*64_*66del i njihova povezanost sa trombofilijom

REZIME

Protrombin predstavlja zimogen trombina (koagulacinog faktora II), koji ima
centralnu ulogu u odrzanju hemostazne ravnoteze. Zahvaljuju¢i alosteri¢noj regulaciji,
trombin moze da vrsi 1 prokoagulantnu i antikoagulantnu funkciju. Region 3' kraja gena
za protrombin ima nekanonsku organizaciju i podlozan je nastanku genskih varijanti
koje mogu imati znacajnu ulogu u regulaciji ekspresije i funkcije protrombina. Do sada
opisane varijante u ovom regionu su povezivane sa povisenom ekspresijom protrombina
koja moze dovesti do hiperkoagulacije i povecane sklonosti ka trombozama, odnosno
trombofiliji.

U Laboratoriji za molekularnu biologiju, Instituta za molekularnu genetiku i
geneticko inZenjerstvo, u 3' kraju gena za protrombin opisane su Fllc.1787G>A i1
Fllc.*64 *66del varijante ¢iji mehanizmi do sada nisu rasvetljeni. Varijanta
Fllc.1787G>A (protrombin Beograd) se nalazi u poslednjem egzonu gena za
protrombin i dovodi do aminokiselinske zamene Arg596GIn u proteinu. Ova varijanta
se nalazi u regionu za koji se vezuju joni natrijuma, neophodni za prokoagulantnu
aktivnost trombina, kao i prirodni trombinski inhibitor- antitrombin. Varijanta
Fllc.*64_*66del se nalazi u 3' netranslatiraju¢em regionu gena i predstavlja deleciju 3
nukleotida. Imaju¢i u vidu pozicije u razliitim strukturnim elementima 3' kraja gena,
pretpostavlja se da su mehanizmi delovanja ovih varijanti razliciti.

Prvi deo studije je imao za cilj odredivanje ucestalosti FIIc.1787G>A 1
Fllc.*64_*66del varijanti kod 353 pacijenta sa razli¢itim tromboti¢kim poremecajima i
250 zdravih ispitanika u srpskoj populaciji. Pacijenti su u zavisnosti od tipa
trombotickog poremecaja podeljeni u 4 grupe: tromboze dubokih vena (94 pacijenta),
izolovani pluéni embolizam (104 pacijenta), kombinovani tromboti¢ki poremecaji (49
pacijenata) i spontani pobacaji (106 pacijentkinja).

Drugi deo studije je obuhvatio ex vivo analize, s ciljem da se ispita uticaj
navedenih varijanti na funkcionalnost i raspolozivu koli¢inu protrombina u plazmi

ispitanika.



U tre¢em delu studije ispitivan je uticaj Fllc.1787G>A 1 Fllc.*64 *66del
varijanti na ekspresiju gena za protrombin na nivou iRNK i proteina u in vitro uslovima.

Ucestalost FIIc.1787G>A varijante u ukupnoj grupi pacijenata sa razli¢itim
trombotickim poremecajima iznosila je 0,57%, dok u zdravoj populaciji ova varijanta
nije detektovana. Varijanta Fllc.1787G>A je detektovana u heterozigotnoj formi kod
dva pacijenta sa kombinovanim trombotickim poremecajima. Ex vivo analize u
uzorcima plazme ispitanika su pokazale da Fllc.1787G>A dovodi do statisticki
znacajno smanjene prokoagulantne aktivnosti protrombina kod nosilaca (49%+4,1) u
odnosu na nenosioce (96%=2,2), ali da ne uti¢e na nivo protrombina u plazmi. Endogeni
trombinski potencijal je kod nosilaca Fllc.1787G>A varijante 2,2 puta ve¢i u odnosu na
nenosioce (3645 nM/min vs. 1653 nM/min). Takode je pokazano da FlIc.1787G>A
varijanta dovodi do rezistencije na antitrombin i trombomodulin u plazmi nosilaca. In
vitro analize su utvrdile da FlIc.1787G>A ne utiCe na promenu ekspresije gena za
protrombin ni na nivou iIRNK ni na nivou proteina.

U ukupnoj grupi pacijenata Fllc.*64 *66del varijanta je bila prisutna kod 1,13%
ispitanika, dok nijedan ispitanik u zdravoj populaciji nije bio nosilac. Varijanta
Flic.*64_*66del je detektovana u heterozigotnoj formi kod jednog pacijenta sa
izolovanim pluénim embolizmom 1 tri pacijentkinje sa spontanim pobacajima. Na
osnovu ex vivo analiza, Fllc.*64 *66del varijanta ne utice na promenu aktivnosti i
nivoa protrombina u plazmi nosilaca, a dovodi do blago poviSenog nivoa endogenog
potencijala trombina. Rezultati in vitro analiza su pokazali da Fllc.*64_*66del varijanta
dovodi do statisticki znaCajno niZe ekspresije gena za protrombin na nivou iRNK 1
proteina. Efekat Fllc.*64_*66del varijante je modifikovan nizvodnim regulatornim
elementom (DSE) u smeru izraZenijeg smanjenja ekspresije. Takode, pokazano je da u
regionu Fllc.*64_*66del postoji mesto vezivanja male RNK, koja se vezuje nezavisno
od ispitivane varijante. Deo sekvence u okviru koje je eksperimentalno potvrdeno mesto
vezivanja, preklapa se sa mestom vezivanja hsa-mir-2052 dobijenog in silico
predikcijom.

Rezultati ove studije pokazuju da varijanta Fllc.1787G>A predstavlja novi
trombofilni marker koji treba uvrstiti u panel testova za trombofiliju kod pacijenata sa

izrazitim trombotickim fenotipom koji imaju smanjenu prokoagulantnu aktivnost



protrombina. Sa druge strane, na osnovu dobijenih rezultata, Fllc.*64_*66del varijanta
ne predstavlja trombofilni marker.
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Functional analysis of FIl1c.1787G>A (prothrombin Belgrade) and Fllc.*64_*66del
gene variants and their association with thrombophilia

ABSTRACT

Prothrombin is a zymogen of thrombin (coagulation factor II), which plays a
central role in maintaining hemostatic balance. Due to the allosteric regulation,
thrombin has dual function: procoagulant and anticoagulant. The 3' end of prothrombin
gene has noncanonical organization, which is susceptible to the genetic variants that
might have a significant role in the regulation of prothrombin expression and function.
Variants reported within this region lead to increased prothrombin expression which is
associated with hypercoagulability and increased tendency to thrombophilia.

In the Laboratory for Molecular Biology at the Institute of Molecular Genetics
and Genetic Engineering, we have reported Flic.1787G>A and Fllc.*64_*66del
variants in 3' end of prothrombin gene, but their mechanisms of action have not been
elucidated so far. The Fllc.1787G>A (prothrombin Belgrade) is located in the last exon
of the prothrombin gene, leading to amino acid substitution Arg596GIn in the protein.
This variant is positioned in a region of antithrombin (thrombin inhibitor) binding site,
as well as in Na" binding loop, which is significant for procoagulant activity of
thrombin. The Fllc.*64_*66del is located in the 3' untranslated gene region and
represents a deletion of three nucleotides. Taking into account the position of these two
variants in different structural elements of 3' end of prothrombin gene, it is assumed that
they differ in the mechanisms of action.

In the first part of the study, we determined the frequency of Flic.1787G>A and
Flic.*64_*66del variants in 353 patients with thrombotic disorders and 250 healthy
subjects in Serbian population. Patients were divided into 4 groups according to the type
of thrombotic disorders: deep vein thrombosis (94 patients), isolated pulmonary
embolism (104 patients), combined thrombotic disorders (49 patients) and fetal loss
(106 patients).

The second part of the study included the ex vivo analyses, with aim to
investigate the impact of these variants on the functionality and available amount of

prothrombin in the subjects plasma samples.



In the third part of the study, the impact of Fllc.1787G>A and Fllc.*64_*66del
variants on gene expression was assessed in vitro by determining the prothrombin
MRNA and protein level.

The frequency of Fllc.1787G>A variant in total group of patients was 0.57%,
whereas in healthy population this variant was not detected. Among patients, two
Fllc.1787G>A heterozygous carriers were detected in combined thrombotic disorders
group. Ex vivo analyses of subjects plasma samples showed that the presence of
Fllc.1787G>A variant results in significantly reduced prothrombin activity in carriers
(494+4.1%) compared to non-carriers (96%+2.2), without effect on prothrombin plasma
level. Endogenous thrombin potential was 2.2 times higher in Fllc.1787G>A carriers
compared to those with wild-type genotype (3645 nM/min vs. 1653 nM/min,
respectfully). In carriers’ plasma samples it was shown that FIIc.1787G>A variant leads
to impaired inhibition of mutant thrombin by antithrombin (antithrombin resistance) and
altered interaction with thrombomodulin (thrombomodulin resistance). In vitro analyses
have revealed that FIIc.1787G>A does not affect the prothrombin gene expression on
MRNA and protein levels.

In the total group of patients, Fllc.*64_*66del was present in 1.13%, while this
variant was not observed among healthy subjects. The Fllc.*64_*66del variant was
detected in the heterozygous form in one patient with isolated pulmonary embolism and
three patients with fetal loss. Based on ex vivo analyses in carriers plasma samples, the
Flic.*64_*66del variant does not change the prothrombin activity and protein level and
leads to slightly increased endogenous thrombin potential. Results of in vitro assays
shown that Fllc.*64_*66del variant leads to significantly decreased gene expression by
affecting the prothrombin mRNA and protein levels. This effect of Fllc.*64_*66del
variant was modulated by regulatory downstream sequence element (DSE). By
modified Footprinting Primer-PCR assay we detected the binding of small RNA within
the region of Fllc.*64_*66del variant, which overlaps with the hsa-mir-2052 binding
site obtained by in silico prediction.

The results of our study indicate that Fllc.1787G>A variant represents a new
thrombophilic marker which should be included in the thrombophilia testing panel for
patients with severe thrombotic phenotype and decreased prothrombin activity. On the



other hand, our results indicate that Fllc.*64_*66del variant does not represent

thrombophilic marker.

KEYWORDS: FlIc.1787G>A, prothrombin Belgrade, Fllc.*64_*66del, prothrombin,
3’end of gene, antithrombin resistance, gene expression regulation, thrombophilia
SCIENTIFIC FIELD: Biology

SCIENTIFIC DISCIPLINE: Molecular biology

UDC NUMBER: [575.224.2: 612.115]: 616.151.5 (043.3)
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1.1 Protrombin
1.1.1 Gen za protrombin

Prvi podaci o poziciji gena koji kodira protrombin ¢oveka, dobijeni primenom in
situ hibridizacije, ukazali su da se ovaj gen nalazi na 11. hromozomu, u regionu pl1-
g12 u blizini centromere [2], a kasnijim analizama dobijena je njegova precizna pozicija
na kratkom kraku (pl11.2). Degen i saradnici su 1987. godine odredili kompletnu
sekvencu gena za protrombin ¢ija duzina iznosi priblizno 20,3 kb i sadrzi 14 egzona
(duzine 25-315 bp) i 13 introna (duzine 84-9447 bp) [3]. Gen za protrombin sadrzi
visok procenat repetitivnih sekvenci. Najve¢i broj je lokalizovan u pretposlednjem
intronu u kome se nalazi 20 kopija Alu sekvence rasporedenih u klasteru od 5
tandemskih ponovaka i dve kopije Kpn sekvence duzine 170 i 326 bp [4]. Informaciona
RNK (iRNK) koja se sintetiSe sa ovog gena ima duzinu od 2130 nukleotida, bez
poliadeninskog (poli(A)) repa [2]. Ona kodira prepro vodeéu sekvencu od 43
aminokiseline, karakteristicnu za vitamin-K zavisne koagulacione faktore, i zreli
polipeptidni lanac od 579 aminokiselina [4]. Gen za protrombin se predominantno
eksprimira u jetri, a u znatno manjoj meri u mozgu, dijafragmi, bubrezima, placenti i
tkivu nadbubrezne zlezde [5]. Poslednjih godina, studije su pokazale da je protrombin
prisutan u razli¢itim tipovima tumora, poreklom od tkiva u kojima se pri fizioloSkim
uslovima protrombin ne eksprimira [6,7].
protrombin, je odusutvo konsenzusne TATA i CCAAT sekvence u okviru promotora
[8]. Gen za protrombin poseduje dva mesta za inicijaciju transkripcije, koja se nalaze na
poziciji -36 i -20 bp uzvodno od mesta pocetka translacije [4]. Ispitivanja na HepG2
¢elijskoj liniji su pokazala da se u promotoru gena za protrombin nalaze dva regulatorna
elementa sa razli¢itim uticajem na njegovu ekspresiju [9]. Pozitivni regulatorni element,
koji se nalazi u regionu 400 bp uzvodno od mesta inicijacije transkripcije odrzava
bazalnu aktivnost promotora. S druge strane, tkivno-specifi¢na ekspresija gena za
protrombin u jetri postize se pomocu pojacavaca (engl. enhancer) koji se nalazi
priblizno 1kb uzvodnije, na poziciji izmedu -940 i 860 bp [4,8]. In vitro studije uradene
na HepG2 1 HuH7 ¢elijskim linijama hepatoblastoma su pokazale da uklanjanje ovog
regiona znacajno uti¢e na smanjenje transkripcione aktivnosti i ekspresiju protrombina

[8]. Ovaj regulatorni region predstavlja mesto vezivanja transkripcionih faktora koji se
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nazivaju nukleusni faktori hepatocita (engl. hepatocyte nuclear factor, HNF) i koji su
odgovorni za tkivno-specifi¢nu ekspresiju protrombina u jetri. Na poziciji -922 do -897
u okviru pojacavaca nalazi se konzervisana sekvenca koja predstavlja mesto vezivanja
HNF4-a. U regionu od -895 do -871 nukleotida, vezuju se HNF1-o i HNF3-f i jedan za
sada neidentifikovani transkripcioni faktor [8]. Za tre¢i region, na poziciji od -860 do -
847 nukleotida, vezuju se Spl i Sp3 (engl. specificity protein) [8] koji pripadaju familiji
transkripcionih faktora koji sadrze cinkane ,,prste” [10].

Prisustvo mutacija u poja¢avac¢u onemogucava vezivanje transkripcionih faktora
za ciljne sekvence, $to negativno utiCe na aktivaciju transkripcije gena. Mutacije u
promotoru gena za protrombin kod pacijenata do sada nisu opisane. Medutim, ukidanje
vezivnog mesta za neki od navedenih transkripcionih faktora u promotoru gena za
koagulacione faktore (F) VII, IX i XI uzrokuje deficijenciju ovih faktora i manifestuje
se krvarenjem [11-14].

Pored opisanog 5' kraja, znacajnu regulatornu ulogu ima i 3' kraj gena za
protrombin koji se odlikuje specificnom nekanonskom organizacijom. Organizacija
strukturnih elemenata i uticaj genskih varijanti u ovom regionu na ekspresiju

protrombina detaljno su opisani u poglavljima 1.2.4 1 1.2.5.
1.1.2 Struktura i funkcija protrombina

Protrombin (koagulacioni faktor I1-FIl) coveka je glikoprotein molekulske mase
oko 72 kDa koji pripada grupi vitamin K zavisnih enzima. Predstavlja prekursor
trombina, serin proteaze koja je jedan od centralnih regulatora hemostazne ravnoteze.
Protrombin se sintetiSe u jetri, a potom sekretuje u krvotok, gde cirkuliSe u formi
neaktivnog zimogena do trenutka aktivacije. Polipeptidni lanac protrombina sadrzi 579
aminokiselina, strukturno rasporedenih u nekoliko domena: N-terminalnog Gla (engl.
gamma-carboxyglutamyl) domena koji sadrzi oko 40 aminokiselina, dva Kringl domena
sa prosecno 80 aminokiselina i lakog i teSkog lanca na C-kraju koji ¢ine a-trombin [4].
Egzoni 1 i 2 kodiraju za pre-propeptidni region, egzoni 2 i 3 za Gla domen, region od
egzona 3 do 7 kodira Kringl 1 domen, a egzoni 7 i 8 kodiraju Kringl 2 domen. Laki
lanac trombina kodiran je egzonima 8 i 9, dok sekvenca koja obuhvata egzone 9-14
kodira kataliticki domen (Slika 1) [15].

Tokom biosinteze, najpre dolazi do uklanjanja signalnog peptida sa N-kraja

prepro-protrombina delovanjem signalne peptidaze i usmeravanja ove forme
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protrombina ka endoplazmaticnom retikulumu [16]. Za unutrasnju membranu
endoplazmati¢nog retikuluma, vezan je enzim y-glutamil transferaza koji prepoznaje
propeptidnu sekvencu u prekursoru protrombina (pro-protrombin). U prisustvu vitamina
K, y-glutamil transferaza vrsi karboksilaciju 10 aminokiselinskih ostataka glutaminske
kiseline koji se prevode u y-karboksiglutaminsku kiselinu i formira se Gla domen
protrombina [17,18]. Gla domen ostvaruje dvostruku ulogu u aktivaciji protrombina u
trombin. Za N-kraj Gla domena vezuju se joni kalcijuma usled ¢ega se indukuje
konformaciona promena u protrombinu koja je neophodna za njegovu interakciju sa
fosfolipidima membrane [19]. S druge strane, pomocu C-kraja Gla domena, protrombin
ostvaruje protein-protein interakcije sa aktiviranim FV (FVa) [20]. Zajedno sa
aktiviranim FX, FVa ¢ini protrombinazni kompleks koji se nalazi na membrani 1 koji je
neophodan za aktivaciju protrombina. Usled nepravilne karboksilacije Gla domena
interakcija protrombina sa protrombinaznim kompleksom je otezana, Sto dovodi do

neefikasne aktivacije protrombina [21].

| i v oV vE VD VIE X XX XIE XN XV

/...

e /!

/

‘/PRO ‘/GLA |

KRINGL1  KRINGL2 | A | KATALITICKIDOMEN

Slika 1 Strukturna organizacija gena i proteinskih domena protrombina. Pro-propeptidna

sekvenca; A-laki lanac protrombina.

Domeni Kringl 1 i 2 su znacajni za vezivanje jona kalcijuma i interakciju sa FVa
u okviru protrombinaznog kompleksa [22,23]. Kringl domeni su, osim u protrombinu,
prisutni i u drugim faktorima koagulacione kaskade, ukljucujué¢i plazminogen, tkivni
aktivator plazminogena, urokinazu, faktor XII i apolipoprotein A [4]. Kringl 1 domen je
vezan delom o-heliksa za Gla domen. U njemu se na pozicijama Asn78' i Asn100

nalaze dva N-vezana ugljenohidratna lanca, koja doprinose stabilnosti prekursora

1 Aminokiseline u molekulu protrombina su numerisane po himotripsinogen nomenklaturi, koja je
najcesce prisutna u literaturi, izuzev Arg221a aminokiseline koja je u delu teksta navedena i kao Arg596
(po novoj nomenklaturi), jer genska varijanta Fllc.1787G>A, koja je predmet ove teze, dovodi do
aminokiselinske zamene na ovoj poziciji (Arg596GIn) i kao takva je prijavljena u litetraturi
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protrombina tokom sinteze u endoplazmati¢nom retikulumu [24]. Kringl 1 i Gla domeni
zajedno Cine fragment 1 protrombina [4].

Kringl 2 domen ¢ini fragment 2 protrombina [23]. Interakcijom Kringl 2
domena sa anjon-vezuju¢im mestom II (engl. exosite 1) u trombinu, smanjuje se
prokoagulantna aktivnost trombina, spre¢ava se inaktivacija trombina antitrombinom i
dolazi do poremeéaja u Ca?* zavisnoj aktivaciji proteina C [25-27]. Kringl 2 domen u
protrombinu interaguje sa Al (engl. Applel) domenom FXI. Na taj nacin se ostvaruje
uloga protrombina kao kofaktora u reakciji vezivanja FXI za povrSinu aktiviranih
trombocita [28].

Laki A lanac (36 aminokiselina) i teSki B lanac (259 aminokiselina) koji su
medusobno povezani disulfidnim mostovima (Cys1-Cys122) i nekovalentnim vezama
formiraju a-trombin. Laki lanac je znacajan za odrzanje stabilne strukture o trombina i
funkcionalnost njegovog aktivnog mesta [29]. Teski B lanac ¢ini kataliticki domen
protrombina. Kataliticka trijada ovog domena, koja obuhvata His363, Asp429 i Ser525,
omogucava protrombinu da vrS§i svoju serin proteaznu funkciju. Oko katalitiCkog
domena nalaze se y-petlja i petlja 60 koje su znacajne za specificnost interakcije
trombina sa supstratima i inhibitorima [30,31]. Trombin sadrzi i dva anjon-vezujuca
mesta ¢ija je uloga u prepoznavanju supstrata i inhibitora sa kojima trombin interaguje
(Slika 2).

Slika 2 Topografija trombina sa regionima unutar katalitickog domena. Na*- mesto vezivanja
jona natrijuma; PPAck- inhibitor aktivnhog mesta (d-Phe-Pro-Arg-ck). Preuzeto i modifikovano
iz Adams i saradnici, 2006 [32]
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Anjon-vezuju¢e mesto I posreduje u vezivanju trombina za fibrinogen,
prepoznavanju proteazom aktiviranog receptora 1 (PAR-1) i PAR-4 na membrani
trombocita, vezivanju inhibitora trombina i aktivaciji FV. Anjon-vezuju¢e mesto II
interaguje sa polifosfatima koji se sekretuju iz granula trombocita i zajedno sa
trombinom ubrzava aktivaciju FV [33].

Protrombin se u fizioloskim uslovima u cirkulaciji nalazi u formi zimogena i za
pravilno funkcionisanje koagulacione kaskade klju¢no je da kataliticki domen i anjon-
vezuju¢i domeni budu neaktivni do procesa aktivacije u trombin. Ukoliko bi anjon-
vezuju¢i domen [ sve vreme bio aktivan, doSlo bi do zasi¢enosti trombomodulina
protrombinom na povrSini endotela, usled ¢ega bi bilo onemogucéeno formiranje
kompleksa trombomodulina i aktivacija proteina C. Ovaj domen se takode moZe vezati
za fibrinogen i time blokirati stvaranje fibrina [34]. Jo§ jedna posledica prevremeno
aktiviranog anjon-vezuju¢eg domena I bilo bi vezivanje protrombina za faktore FV i
FVIII, ¢ime bi njihova aktivacija bila sprecena [35]. Prevremeno izlaganje anjon-
vezujuceg domena II dovelo bi do vezivanja neaktivnog protrombina za zid endotela i
trombocita $to bi uzrokovalo znaajne poremecéaje hemostaze [36,37]. Zbog svega
navedenog, proces aktivacije protrombina u aktivnu formu a-trombin odvija se
koordinisano i kaskadno, preko dva razli¢ita puta [34,38].

Ukoliko se aktivacija vr$i pomocu aktiviranog FX, najpre dolazi do isecanja
protrombina na poziciji Arg271-Thr272, ¢ime nastaju protrombinski fragment 1.2
(sastoji se od fragmenta 1 i 2) i intermedijer pretrombin 2 koji ne poseduje enzimsku
aktivnost (Slika 3). BioloSka uloga pretrombina-2 nije u potpunosti razjas$njena, ali se
smatra da ovakav naCin aktivacije protrombina moZze biti favorizovan na membrani
trombocita. U slede¢em koraku, jednolancani pretrombin-2 se iseca na poziciji Arg320-
[1e321, nakon ¢ega se formira aktivni a-trombin koji sadrzi dva polipeptidna lanca (laki
i teski), koja su spojena disulfidnim mostovima na pozicijama Cys295 i Cys439 [4,34].
U drugi put aktivacije ukljuéen je protrombinazni kompleks koji se sastoji od
aktiviranih FV i FX i jona kalcijuma. Ovim putem, proces aktivacije protrombina
ubrzava se i do 300 000 puta u odnosu na aktivaciju putem aktiviranog FX, zbog ¢ega
se smatra da je u fizioloskim uslovima ovaj put favorizovaniji. U prvom koraku, nakon
isecanja na poziciji Arg320-1le321 nastaje intermedijer meizotrombin (Slika 3) koji

poseduje esteroliticnu i amidoliticnu aktivnost (isecanje estarskih i amidnih veza), ali
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ima malu sposobnost (<5% aktivnosti trombina) da aktivira fibrinogen. Kao neaktivni
zimogen, meizotrombin je rezistentan na inhibiciju u plazmi. Zbog toga, smatra se da
postojanje ovog intermedijera moze biti znacajno za sposobnost trombina da se u takvoj
formi prenese krvotokom do udaljenih mesta, u odnosu na mesto produkcije, gde moze
vrsiti svoju antikoagulantnu funkciju. Delovanjem protrombinaznog kompleksa,
meizotrombin se iseca na poziciji Arg271 i nastaju fragment 1.2 i aktivni a-trombin
[39]. Pretrombin-1 je zimogen koji za razliku od protrombina ne sadrzi Gla i Kringl 1
domen i koji nakon isecanja na poziciji Arg320 prelazi u meizotrombin des-fragment 1
[38]. Ukoliko dode do autokatalitickog isecanja meizotrombina na poziciji Argl55,
takode se formira intermedijer meizotrombin des-fragment 1 (Slika 3), a potom nastaje
stabilna forma a-trombina [38].

AutokatalitiCkim isecanjem o-trombina nastaju degradovane forme B- 1 y-
trombin. One mogu delimi¢no da aktiviraju FXIII i sam protrombin, ali ne uti¢u na

aktivaciju fibrinogena i proteina C [4].

Protrombin m
R15S R271 R320

e

Meizotrombin Pretrombin-2

u-Trombin

Ao po

Pretrombin-1 Meizotrombin desF1

Slika 3 Shematski prikaz aktivacije protrombina. Gla- Gla domen; K1 i K2- Kringl domeni 1 i
2; A-laki lanac i B-teski lanac. R155, R271, R320- strelicom oznafene pozicije isecanja

protrombina. Preuzeto i modifikovano iz Chen i saradnici, 2010 [38]
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Svoju osnovnu ulogu, trombin ostvaruje u odrzanju hemostazne ravnoteze
(detaljno opisano u poglavlju 1.1.3). Pored toga, ima znacajnu ulogu u procesima
neurogeneze, inflamacije i tumorogeneze [40-43].

Preko aktivacije PAR receptora, trombin ucestvuje u diferencijaciji neurona iz
progenitorskih c¢elija [44]. Takode, moze imati neuroprotektivnu ulogu tokom
ishemijskog prekondicioniranja, preventivnog stanja koje prethodi cerebrovaskularnom
insultu i sprecava letalni ishod [45]. Kao medijator inflamacije u centralnom nervnom
sistemu, trombin je povezan sa patologijom mozdanog udara, multiple skleroze,
Parkinsonove i Alchajmerove bolesti [46]. Procesi inflamacije i koagulacije uzajamno
su povezani, a trombin kao medijator ova dva procesa moze ispoljiti kako svoje
pozitivne efekte u slucaju zarastanja rana, tako i negativne u slucaju ateroskleroze i
reumatoidnog artritisa [40,41,47,48]. Tokom inflamacije aktivira se koagulaciona
kaskada i stvara se trombin koji deluje na trombocite, endotelne celije, glatke misiéne
¢elije, monocite i dendriticne celije [49]. Preko aktivacije sistema komplementa C3 i
C5, trombin pokre¢e imuni odgovor tokom inflamacije [50]. Povezanost tumora i
trombina prvi put je eksperimentalno pokazana na modelu misa sa indukovanim
tumorom, kod koga je intravenozo ubrizgavanje trombina dovodilo do pojave metastaze
[51]. Brojne studije su potom ukazale na ulogu trombina u rastu, metastazi i
angiogenezi tumora [52-55]. Tumorske ¢elije na svojoj povrsini eksprimiraju tkivni
faktor (TF), koji uz pomo¢ protrombinaznog kompleksa na povrsini trombocita moze
dovesti do aktivacije protrombina u trombin [52]. Na taj nacin, tumor uti¢e na
pokretanje ,,zaCaranog kruga“ u kome stvoreni trombin jo§ viSe stimuliSe rast, adheziju 1

invazivnost tumora [55].
1.1.3 Uloga protrombina u hemostazi

Hemostaza predstavlja jedan od osnovnih mehanizama koji doprinose odrzanju
celokupne homeostaze organizma. Prevashodna funkcija ovog mehanizma je da kroz
ravnoteZzu prokoagulantnih i antikoagulantnih faktora obezbedi te¢no stanje krvi pri
fizioloskim uslovima i spreci gubitak krvi u sluc¢aju povrede krvnog suda. U glavne
komponente hemostaznog sistema spadaju endotel krvnih sudova, trombociti, faktori
koagulacione kaskade, inhibitori koagulacije i sistem fibrinolize [4]. Shematski prikaz
koagulacione kaskade dat je na Slici 4. Protrombin (faktor I1), odnosno njegova aktivna

forma trombin, predstavlja centralni regulator hemostazne ravnoteze. Zbog svoje
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alosteri¢ne regulacije, trombin moZze imati tzv. ,brzu“ formu sa prokoagulantnom

funkcijom (Slika 4A) i ,,sporu* formu koja ima antikoagulantnu aktivnost (Slika 4B).

E Fibrinogen

von Willebrand faktor

ADP Serotonin

- Fibrinogen

Sy
] - ﬁ(_:‘-'/- TRt T -

Slika 4 Shematski prikaz koagulacione kaskade A) prokoagulantna uloga trombina; i B)
antikoagulantna uloga trombina u koagulacionoj kaskadi; TF-tkivni faktor; vWF-von
Willebrand-ov faktor; ADP-adenozin-difosfat; FDP-produkti degradacije fibrina; tPA-tkivni-tip
aktivatora plazminogena; uPA-urokinaza-tip aktivatora plazminogena; PC-protein C; APC-
aktivirani protein C; PS-protein S; AT-antitrombin. Preuzeto i modifikovano sa
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Prelazak iz ,,spore* u ,,brzu‘ formu regulisan je vezivanjem jona natrijuma (Na*)
u petlji trombina koju formiraju tri antiparalelne p-plo¢e u teSkom B lancu (Met180-
Tyrl84a, Lys224-Tyr228 i Val213-Gly219) koje dijagonalno preseca Glul88-Glu192
plo¢u. Mesto vezivanja Na* je vise od 15 A udaljeno od kataliticke trijade. Vezani Na*
je okruzen atomima kiseonika poreklom iz karbonilne grupe Tyrl84a, Arg22la i
Lys224 1 sa cetiri molekula vode. Deo sekvence Cys220-Gly226 i poslednje B-ploce
teSkog lanca u okviru Na® vezujufeg mesta poseduje visok stepen konzervisanosti i
ukazuje na znacajnu ulogu Na* u funkciji trombina. Uocen je, takode, visok stepen
homologije ovog regiona sa analognim sekvencama u drugim serin proteazama,
ukljucujuci FIX i FX. Petlja za koju se vezuje Na* znalajna je takode za interakciju
trombina sa antitrombinom i proteinom C [56].

Prokoagulantna aktivnost trombina obuhvata: (1) stvaranje krvnog ugruska
aktivacijom fibrinogena u fibrin; (2) mehanizme kojima doprinosi stabilnosti
formiranog ugruska; (3) aktivaciju trombocita i uticaj trombina na sopstvenu produkciju
preko aktivacije FV, FVIII i FXI [4].

Fibrinogen se sastoji od tri para Aa, Bf iy lanaca koji su medusobno povezani.
Svaki molekul fibrinogena sastoji se iz dva spoljasnja D domena i jednog E domena
koji se nalazi u sredini molekula. Trombin je kljuan za formiranje i polimerizaciju
fibrina. U prvom koraku, trombin najpre iseca fibrinopeptid A (FpA) iz Aa lanca
fibrinogena. Uklanjanjem FpA, E domen jednog molekula fibrinogena se nekovalentno
vezuje za D domen drugog molekula fibrinogena. Medusobno povezani E-D domeni
monomera fibrina, koji su rasporedeni ,,cik-cak*, formiraju dvolancane protofibrile. U
poslednjem koraku, trombin na sli¢an nacin kao i na pocetku polimerizacije, iseca
fibrinopeptid B (FpB). Prilikom formiranja fibrinskog ugruska dolazi do sporadi¢nog
grananja lanaca fibrina u vidu trodimenzionalne mreze [57-60].

Jedan od mehanizama kojima trombin utice na stabilnost formiranog ugruska je
kroz inhibiciju procesa fibrinolize. Trombin u kompleksu sa trombomodulinom aktivira
trombinom aktivirani inhibitor fibrinolize (TAFI, engl. thrombin activatable fibrinolysis
inhibitor) koji sprec¢ava lizu krvnog ugruska [61]. Sistem fibrinolize podrazumeva
najpre aktivaciju plazminogena u plazmin pomocu aktivatora tkivnog (t-PA, engl. tissue
type) i urokinaznog (u-PA, engl. urokinase type) tipa [62]. Kofaktor t-PA se vezuje za

lizinske ostatke na C-kraju fibrina, a aktivirani plazmin vrsi proteoliticko isecanje
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fibrina [63]. TAFI se aktivira proteaznim delovanjem trombina koji iseca glikozilovani
aktivacioni peptid na poziciji Arg92 u polipeptidnom lancu proteina TAFI [64].
Aktivirani TAFI uklanja ostatke lizina, usled ¢ega remeti funkciju t-PA, Sto uti¢e na

smanjenje nivoa plazmina i inhibiciju fibrinolize [65].

Jo§ jedan mehanizam trombina za stabilizaciju krvnog ugruska je putem
aktivacije FXIII. Faktor XIII je heterotetramer koji se sastoji od dve A subjedinice, koje
sadrze aktivno mesto enzima i dve B subjedinice, koje Stite A hidrofobne jedinice od
hidrofilnog okruZenja plazme. Trombin aktivira FXIII isecanjem aktivacionog peptida,
a fibrin i joni kalcijuma indukuju disocijaciju tetramera i oslobadanje A subjedinica
koje imaju kataliticku funkciju [66]. Aktivirani FXIII preko interakcije sa aC domenima
fibrina uti¢e na unakrsno povezivanje lanaca fibrina i umetanje a2-antiplazmina, $to

zajedno ¢ini fibrinski ugrusak otpornim na fibrinolizu [61,67].

Pored toga, koncentracija trombina prilikom stvaranja fibrinskog ugruska takode
bitno uti¢e na njegovu stabilnost i otpornost. Koncentracija trombina se menja tokom
vremena i zavisi od raspolozive koli¢ine drugih pro- i antikoagulantnih faktora. Ukoliko
je koncentracija trombina visoka, arhitekturu ugruska Cine tanka fibrinska vlakna koja
su gusto isprepletana i otporna na fibrinolizu. Suprotno tome, pri niskim
koncentracijama trombina, ugruSak se sastoji od debelih fibrinskih vlakana koja ubrzo
bivaju degradovana dejstvom plazmina [57].

Jedan od mehanizama kojima trombin aktivira trombocite je kroz interakciju sa
PAR-1 i PAR-4 koji pripadaju familiji G-protein kuplovanih receptora. Pri niskoj
koncentraciji trombina, aktivacija se odvija preko PAR-1 receptora, dok je pri visokim
koncentracijama trombina favorizovana aktivacija preko PAR-4 receptora [68].
Trombin sece peptidnu vezu na N-kraju spoljasnjeg domena PAR receptora i nastaje
novi N-kraj koji ima funkciju ,,privezanog® liganda (engl. tethered), sto predstavlja
specificnu karakteristiku ove grupe receptora. Intramolekulskim vezivanjem novog N-
kraja za segment receptora, koji je ukotvljen u membranu trombocita, aktiviraju se
signalni putevi unutar trombocita [69].

Drugi mehanizam podrazumeva interakciju anjon-vezujuceg mesta Il trombina
sa glikoproteinom Iba (GPIba) koji se nalazi na povrSini trombocita [32]. Ovaj
glikoprotein ¢ini subjedinicu Gplb-IX-V kompleksa za koji se vezuje von Willebrand-

ov faktor (vWF) i ima vaznu ulogu u adheziji i agregaciji trombocita [70]. Nedavno je
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opisan mehanizam koji ukljucuje aktivaciju i agregaciju trombocita preko interakcije sa
integrinom alIbB3, nezavisno od PAR receptora i Gplb-1X-V. Kao rezultat aktivacije, u
trombocitima se aktivira Rap1b koji stimuliSe sekreciju granula iz trombocita. Takode,
dolazi do polimerizacije aktina i reorganizacije citoskeleta u trombocitima, kao i
ispoljavanja prokoagulantne aktivnosti trombocita, usled koje se stvaraju velike koli¢ine
trombina [59,70].

Trombin pomocu Gplb-IX-V kompleksa moze da aktivira FXI na membrani
trombocita. FXI je homodimer, u kome se svaki monomer sastoji od lakog lanca i
teSkog lanca u okviru koga se nalaze 4 A (engl. Apple) domena. Svojim A3 domenom,
FXI se vezuje za Gplb-1X-V kompleks i aktivira vezivanjem trombina za aktivno mesto
unutar Al domena [71]. U a-granulama oslobodenim iz aktiviranih trombocita nalazi se
delimi¢no aktivirani FV koji trombin proteoliti¢ki iseca i u potpunosti aktivira [72].
Proteolitickim delovanjem trombina iseca se teSki lanac FVIII na pozicijama Arg372 i
Arg740 i laki lanac na poziciji Argl689. Time se raskida kompleks FVIII sa VWF i
aktivira se FVIII. Aktivirani FV, FVIII i FXI obezbeduju dodatnu produkciju trombina
[73].

Antikoagulantnu ulogu trombin ispoljava u kompleksu sa trombomodulinom,
prevashodno kroz aktivaciju inhibitora koagulacije- proteina C [74]. Trombomodulin je
transmembranski protein eksprimiran na membrani endotelnih ¢elija koji ima funkciju
kofaktora trombina [75]. Kompleks trombin-trombomodulin ostvaruje se interakcijom
anjon-vezuju¢eg domena I trombina sa EGF-sliénim (engl. epidermal growth factor-
like) domenima 5 i 6 trombomodulina. U nekim slu¢ajevima je za Ser/Thr bogat domen
trombomodulina, koji se nalazi izmedu EGF-6 i transmembranskog domena, vezan
hondroitin-sulfat kojim se poveava afinitet trombomodulina za trombin. Da bi
trombomodulin mogao u potpunosti da obavlja svoju funkciju kofaktora neophodan je
EGF-sli¢ni domen 4 preko koga trombomodulin interaguje sa proteinom C i ubrzava
njegovu aktivaciju [75-77]. Protein S se kao kofaktor vezuje za aktivirani protein C koji
potom svojom proteaznom aktivnos$cu iseca aktivirani FV na poziciji Arg506 i Arg306 i
aktivirani FVIII na poziciji Arg336 i Arg562 i inhibira ih [78-80]. Time se zaustavljaju
nizvodne reakcije u koagulacionoj kaskadi i dalja aktivacija protrombina u trombin.
Usled toga, aktivirani protein C indirektno uti¢e na proces fibrinolize 1 razgradnju

krvnog ugruska, jer je smanjenjem koncentracije trombina smanjena i aktivacija
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proteina TAFI [81]. Kada se trombin nalazi u kompleksu sa trombomodulinom
spreCeno je njegovo proteoliticno delovanje na fibrinogen i interakcija sa PAR-1
receptorom na trombocitima [82].

Za odrzavanje hemostazne ravnoteze je, osim aktivacije, vazna 1 inhibicija
samog trombina kroz njegovu interakciju sa antitrombinom i heparin kofaktorom II.
Antitrombin u fizioloskim uslovima cirkuliSe u formi koja ima slab afinitet ka serin
proteazama. Nakon interakcije sa specificnom pentasaharidnom sekvencom heparina,
antitrombin menja svoju konformaciju i postaje potentan inhibitor trombina, FXa i FIXa
[4]. Ireverzibilna inhibicija trombina antitrombinom odigrava se kroz brojne interakcije
sa aktivnim katalitickim mestom, y-petljom i Na* vezujuéim mestom trombina na
pozicijama Arg22la i Lys224 [83].

Heparin kofaktor II u prisustvu pomoc¢nih glikozaminoglikana (heparina,
heparan-sulfata i dermatan-sulfata) specifi¢no inhibira trombin. Interakcija se ostvaruje
preko N-kraja heparin kofaktora Il koji se visokim afinitetom vezuje za anjon-vezujucée
mesto Il trombina [84,85].

Hemostaza je dinamic¢an i kompleksan proces u kome ucestvuje veliki broj
¢inilaca, tako da narusavanje njihovih interakcija dovodi do poremecaja hemostazne
ravnoteze. Posledica pomeranja ravnoteze u smeru hipokoagulacije je pojava krvarenja
(hemoragija). Suprotno tome, hiperkoagulacija se manifestuje trombozama nastalim
usled hiperprodukcije krvnog ugruska (tromba) koji izaziva zacepljenje krvnog suda [4].
Imajuéi u vidu da protrombin ima centralnu ulogu u regulaciji hemostazne ravnoteze,
promene u njegovom raspoloZzivom nivou ili naruSavanje njegove funkcije mogu
dovesti do poremecaja hemostaze u oba smera.

Odstupanje u smeru hipokoagulacije nastaje kao posledica deficijencije
protrombina, koja je redak autozomno recesivni poremecaj sa ucestalos¢u 1:2 miliona
[86]. Postoje dva oblika deficijencije: hipoprotrombinemija i disprotrombinemija.
Hipoprotrombinemija se karakteriSe smanjenjem nivoa i aktivnosti protrombina, dok je
kod disprotrombinemije naruSena samo njegova aktivnost [87,88]. Varijante koje
uzrokuju hipoprotrombinemiju najcesce uticu na isecanje propeptidne sekvence iz Gla
domena i stabilnost Kringl domena 1 i 2 [89]. Protrombin Sangaj (Glu29Gly) varijanta
remeti vezivanje jona kalcijuma za Gla domen i interakciju protrombina sa

fosfolipidima membrane, usled c¢ega je aktivnost protrombina narusena [90].
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Disprotrombinenija nastaje usled varijanti koje remete interakciju trombina sa
fibrinogenom, uti¢u na funkcionalnost katalitickog domena ili dovode do poremecaja u
aktivaciji protrombina [87,91,92]. Najces¢e su detektovane u okviru katalitickog ili
anjon-vezujuc¢eg mesta I, ¢ime remete serin-proteaznu funkciju trombina [89]. Sindrom
Quick spada medu najranije opisane sluCajeve disprotrombinemije. Prvi put je
detektovan kod kombinovanog heterozigotnog nosioca dve varijante koje remete
interakciju trombina sa fibrinogenom, $to se manifestuje smanjenom prokoagulantnom
aktivno$¢u trombina [93-95]. Osim navedenih, disprotrombinemija je povezana i sa
varijantama koje su prisutne u mestu vezivanja jona Na* u trombinu, kao $to su:
protrombin Greenville (Arg517GlIn) [96], Saint Denis (Asp552Glu) [97] i Scranton
(Lys556Thr) [98]. Do sada nema literaturnih podataka o detektovanim slucajevima
aprotrombinemije, odnosno kompletne deficijencije protrombina i smatra se da ona ne
bi bila kompatibilna sa Zivotom [99].

Povezanost protrombina sa odstupanjem hemostazne ravnoteZze u smeru

hiperkoagulacije bic¢e opisana u poglavljima 1.1.4 i 1.2.4.
1.1.4 Uloga protrombina u patogenezi trombofilije

Poveéana sklonost ka hiperkoagulaciji, pojavi i ponavljanju trombotickih
dogadaja definiSe se kao trombofilija [100]. Trombotic¢ki dogadaji Se po mestu nastanka
klasifikuju kao arterijski (najées$¢i su mozdani udar i infarkt miokarda) i venski
(najcesce se javljaju u vidu tromboze dubokih vena (TDV) ili pluénog embolizma (PE))
[4,101]. Imajué¢i u vidu da u toku trudnole fizioloski dolazi do hiperkoagulacije,
ucestalost trombotickih dogadaja je povecana kod trudnica i najceS¢e se manifestuje
poremecajem placentalne cirkulacije koja dovodi do spontanih pobacaja (SP) [102].

U etiologiji trombofilija ucestvuju brojni steGeni i nasledni faktori rizika.
Najces¢i steCeni faktori rizika za arterijske tromboze su: hipertenzija, dijabetes,
gojaznost, hiperholesterolemija i pusenje, a kod venskih tromboza: hiruske intervencije,
traume, imobilizacije, malignitet, imunizacije, primena oralnih kontraceptiva, trudnoca,
puerperijum i starost [101,103].

Moguca uloga naslednih faktora u nastanku trombofilije primecéena je nakon Sto
je sklonost ka trombozama uocena kod viSe ¢lanova jedne porodice [104]. U nasledne
faktore rizika ubrajaju se varijante u genima koji kodiraju za: 1. inhibitore koagulacije i

uzrokuju njihovu deficijenciju i smanjenu inhibiciju koagulacije (deficijencije

14



Uvod

antitrombina, proteina C i proteina S); 2. prokoagulantne faktore, usled ¢ega je njihova
koli¢ina povecana ili inhibicija smanjena (FV G1691A i FIl G20210A varijante); i 3.
faktore fibrinolitic¢kog sistema, usled ¢ega je proces fibrinolize narusen (PAI-1 4G/5G)
[105].

Protrombin bi svoju ulogu u hiperkoagulaciji mogao da ostvari kroz sledece
mehanizme: 1. poviseni raspolozivi nivo u cirkulaciji ili 2. povecana prokoagulantna
aktivnost, uz normalni nivo proteina ili 3. smanjena inaktivacija ili 4. smanjena
antikoagulantna aktivnost. Do sada su kod pacijenata sa trombofilijom opisana samo
hiperkoagulaciona stanja koja nastaju kao posledica povisenog nivoa protrombina u
cirkulaciji, dok ostala tri mehanizma nisu detektovana. Varijante u genu za protrombin
koje se povezuju sa njegovom povisenom ekspresijom, nalaze se u 3' kraju. Najvise je
prouc¢ena FII G20210A varijanta (rs1799963), kod koje je mehanizam prvi put i opisan
[106]. Zajedno sa mutacijom FV G1691A- FV Leiden (rs6025), ova protrombinska
rutinskog panela testova za trombofiliju [101,107]. U plazmi nosilaca FII G20210A
varijante koli¢ina protrombina je povec¢ana 1,2 do 1,4 puta [108]. Na osnowvu literaturnih
podataka, ucestalost ove varijante kod obolelih od tromboza je 6-18%, a u zdravoj
populaciji 1-6% [106,109]. Studije su pokazale da FII G20210A povecava rizik za
pojavu venskih tromboza 2-4 puta, a njena uloga u nastanku spontanih pobacaja i
arterijskih tromboza jo$ uvek nije u potpunosti razjasnjena [110-112]. Ovi podaci se
odnose na populaciju belaca, dok je u ostalim populacijama FII G20210A varijanta
veoma retka [113]. Razlika u ucestalosti obja$njava se periodom nastanka ove varijante
za koju se pretpostavlja da je nastala pre priblizno 24000 godina, nakon evolutivnog
odvajanja populacije belaca [114].

Obzirom na nekanonsku organizaciju 3' kraja gena za protrombin, u ovom
regionu je, pored FIl G20210A detektovano vise genskih varijanti, ¢ija ¢e uloga u

patogenezi trombofilije biti opisana u poglavlju 1.2.4.

1.2  Uloga 3' kraja protrombinskog gena u regulaciji genske ekspresije i

funkcije protrombina

Regulacija ekspresije gena kod eukariota ukljucuje niz mehanizama koji su
prostorno i vremenski regulisani, s ciljem da se obezbedi adekvatna sinteza RNK i

proteina zavisno od potreba celije u datom trenutku. Najznacajniji nivoi regulacije
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genske ekspresije obuhvataju mehanizme ukljucene u: regulaciju transkripcije, obradu
pre-iRNK u zrelu iRNK, stabilnost iRNK, regulaciju translacije i epigeneticke
mehanizme [115]. Dugi niz godina vecina istrazivanja bila je usmerena na izucavanje
transkripcione regulacije, a kasnije je prepoznat znacaj regulatornih elemenata u 5'1 3'

kraju gena, posebno u post-transkripcionoj regulaciji [116].
1.2.1 Struktura 3" kraja gena eukariota

Osnovne regione 3' kraja gena cukariota ¢ine 3' netranslatirajuci region (3' UTR,
engl. 3' untranslated region) koji obuhvata sekvencu od stop kodona do mesta
iskrajanja i koji nakon transkripcije ostaje u zreloj RNK i 3' nekodirajuéi region (3' FR,
engl. 3' flanking region) koji se prepisuje tokom transkripcije, ali se iskraja prilikom
procesovanja RNK i ne ulazi u sastav zrele RNK.

U okviru 3' kraja gena nalaze se tri glavna regulatorna elementa: heksanukleotid
AAUAAA Kkoji predstavlja signal za poliadenilaciju, mesto iskrajanja i nizvodni
regulatorni element DSE (engl. downstream sequence element) [117,118]. Cesto su za
efikasnu poliadenilaciju potrebni 1 pomo¢ni elementi koji se nalaze uzvodno ili
nizvodno od mesta iskrajanja [119]. Shematski prikaz 3' kraja iIRNK kod eukariota i

trans-faktora ukljucenih u proces iskrajanja i poliadenilacije dat je na slici 5.
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CSPF160 o 2 NA»P\M\"'
Pg?\‘.\l P~P‘P\
Mesto
ahh
e
CFlim , Asa
5 .UGUA=UGUA

& _'." O\?
m AAU u AAA \ 0“6\?

Poliadenilacioni \
signal % k.

Slika 5 Struktura 3' kraja iRNK i proteini maSinerije za iskrajanje i poliadenilaciju kod

eukariota. Preuzeto i modifikovano iz Hollerer i saradnici, 2014 [120]
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Poliadenilacioni signal je pozicioniran 10-30 nukleotida uzvodno od mesta
iskrajanja. Motiv. AAUAAA je visoko konzervisan 1 prisutan kod vecine
poliadenilovanih iIRNK. Manji procenat iRNK sadrzi UAUAAA, AACAAA, ili
ACUAAA kao poliadenilacioni signal, dok histonske iRNK ne podlezu poliadenilaciji,
ve¢ na svom 3' kraju imaju petlju [120,121]. Oc¢uvanost sekvence poliadenilacionog
signala je klju¢na za efikasnu obradu i poliadenilaciju iRNK. Proteinski kompleks
CPSF (engl. cleavage and polyadenilation specifity factor) specificno prepoznaje
poliadenilacioni signal i vezuje se za njega svojom CPSF-160 subjedinicom, dok
pomocu ostalih subjedinica interaguje sa drugim faktorima, koji su takode ukljuceni u
proces poliadenilacije i obrade primarnog transkripta [118].

Nizvodni regulatorni element DSE se nalazi u 3' FR regionu i lokalizovan je 30
do 45 nukleotida nizvodno od AAUAAA heksanukleotida [122]. Evolutivno je manje
konzervisan u odnosu na poliadenilacioni signal i predstavlja region bogat uridinom ili
UG dinukleotidnim ponovcima. Za ovaj element se vezuje CstF (engl. cleavage
stimulation factor) koji interaguje sa CPSF kompleksom [118,123].

Udaljenost DSE i AAUAAA heksanukleotida odreduje poziciju poli(A) mesta,
na kome se iseca pre-iRNK i dodaje poli(A) rep, i najcesée se nalazi u regionu od
priblizno 13 nukleotida izmedu ova dva eclementa [124]. Dinukleotid CA je
najoptimalnije mesto iskrajanja prisutno kod vec¢ine pre-iRNK ki¢menjaka, ali se na
ovoj poziciji u manjem broju slu¢ajeva mogu na¢i U ili C, a najrede G [125].

Da bi otpoceo proces isecanja i1 poliadenilacije, osim interakcije izmedu CPSF 1
CstF neophodno je da se vezu CF I i CF II (engl. cleavage factor) koji stabilizuju
kompleks i omogucavaju vezivanje poli-A polimeraze (PAP) koja vrs$i dodavanje
poli(A) repa. Osim PAP, za efikasno dodavanje poli(A) repa neophodni su i poli(A)-
vezujuci proteini (PABP, engl. poly-A binding protein) [118].

Osim poliadenilacionog signala 1 DSE, u odredenom broju gena prisutni su
pomo¢ni cis-elementi bogati uridinima, GU ili AU dinukleotidima koji se nalaze
uzvodno ili nizvodno od mesta isecanja. Ovi elementi imaju pojacavacki efekat kod
gena sa slabim poliadenilacionim signalom, a takode imaju ulogu u odabiru mesta
iskrajanja ukoliko je prisutno viSe poliadenilacionih signala. Najbolje okarakterisan
pomo¢ni elemenat USE (engl. upstream sequence element) se nalazi uzvodno od

poliadenilacionog signala i predstavlja uridinima bogatu sekvencu u primarnom
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transkriptu iIRNK, za koju se vezuju trans-faktori koji stabilizuju masineriju potrebnu za
obradu primarnog transkripta i poliadenilaciju [119]. Najpre su opisani u mnogim
virusnim iRNK [126], ali je kasnije utvrdeno njihovo prisustvo i u nekim iRNK ¢oveka
medu kojima su iRNK za ciklooksigenazu 2 (COX-2), komplement C2, lamin B2,
kolagen (COL1A1, COL1A2, COL2A1), 2'-5' oligo(A) sintetazu i protrombin [127-
132]. Jos$ jedan pomocéni uzvodni element je UGUA koji predstavlja vezujuce mesto za
poliadenilacioni faktor CF | [133]. Medu distalnim pomo¢nim elementima do sada je
opisana guanidinima bogata sekvenca GRS (engl. G-rich sequence) ¢iji mehanizam nije
u potpunosti razjasnjen, ali se pretpostavlja da ucestvuje u stabilizaciji vezivanja CstF
faktora za DSE [134].

1.2.2 Uloga 3' kraja u regulaciji ekspresije gena

Znacaj 3' kraja u regulaciji ekspresije gena ogleda se kroz njegovu ulogu u
brojnim mehanizmima na nivou transkripcije, obrade primarnog transkripta, transporta
iz jedra i lokalizacije iIRNK u citoplazmi [135], stabilnosti IRNK [136] i translacije
[137]. U okviru 3' kraja nalaze se brojni regulatorni elementi za koje se vezuju
specificni RNK-vezivni proteini (RBP, engl. RNA binding proteins), miRNK i druge
nekodiraju¢e RNK, koji zajedno post-transkripciono regulisu ekspresiju gena [138].

Sam proces poliadenilacije je vazan za efikasan zavrSetak transkripcije.
Ocuvanje konzervisanosti poliadenilacionog signala obezbeduje efikasnu obradu
primarnog transkripta [118]. Pored toga, prisustvo viSe poliadenilacionih signala u
jednom genu je znaajno za odgovor ¢elije na spoljasnje stimuluse [120]. Tokom
procesa alternativne poliadenilacije koriste se razli€iti poliadenilacioni signali, a kao
rezultat toga nastaju iRNK sa razli¢itom duzinom 3' kraja. Time je omoguéeno stvaranje
dovoljne koli¢ine odgovarajuce izoforme iRNK i proteina koji su neophodni tokom
odredenog fizioloskog procesa. Pokazano je da su izoforme sa kra¢im 3' krajem
uglavnom prisutne u ¢elijama tokom ranih stadijuma razvi¢a, tokom reprogramiranja
indukovanih pluripotentnih ¢elija i u visoko proliferiSu¢im tkivima [139]. Suprotno
tome, tokom kasnijih stadijuma razvi¢a i u diferenciranim celijama uglavnom su
prisutne izoforme sa duzim 3' krajem [140]. Alternativna poliadenilacija je prisutna kod
vecéine sisarskih gena i smatra se vaznim mehanizmom u regulaciji genske ekspresije

koji doprinosi kompleksnosti transkriptoma i proteoma [120].
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Po zavrsetku poliadenilacije, na 3" kraju se formira poli(A) rep koji je kljuc¢an za
zaStitu 3' kraja od degradacije nukleazama, znaCajan je za transport iRNK kroz
nukleusne pore do citoplazme i za stimulaciju procesa translacije. Za poli(A) rep na 3'
kraju IRNK su vezani PABP koji interaguju sa elF4G (engl. eucaryotic initiation factor
4G) proteinom koji je vezan za 5' kapu IRNK preko interakcije sa elFAE, i koji regrutuje
malu subjedinicu ribozoma tokom inicijacije translacije. Interakcijom proteina vezanih
za 3' i 5 kraj iRNK dolazi do njene cirkularizacije, usled ¢ega je omoguceno da se
ribozom nakon disocijacije sa 3' kraja nade u neposrednoj blizini 5' Kraja i zapo¢ne novi
ciklus translacije [137].

Regulacija genske ekspresije putem miRNK najéeSée se ostvaruje njihovom
interakcijom sa 3' UTR-om iRNK. Klasa miRNK obuhvata male nekodirajuce
jednolan¢ane RNK, duzine od priblizno 22 nukleotida. Interakcija sa ciljnom iRNK se
ostvaruje po principu baznog sparivanja. Klju¢nu ulogu u prepoznavanju ciljne iRNK

igra region od 2. do 8. nukleotida u miRNK, tzv. region ,,semena“ (Slika 6).

>15 nukleotida Bhoiina
— T
ORF |s===mmmmmmmmas NNNNNENREN [0 NSNNNNNA - « - - - - o o e AAAAAA iRNK
T L
NNNNNNRNNNN  NERRRRRRN - miRNK
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6 13 "7 8 1
< > A,
3' komplementarnost jegien -
.Semena

Slika 6 Prikaz interakcije iRNK sa miRNK. Komplementarno sparivanje u $rafiranom regionu
miRNK (crveno) i iRNK (zeleno) predstavlja region ,,semena“. Preuzeto i modifikovano iz
Filipowicz i saradnici, 2008 [141]

Skoro perfektno sparivanje miRNK i iRNK indukuje degradaciju iRNK, dok
izostanak sparivanja u srednjem delu miRNK dovodi do inhibicije translacije i/ili
destabilizacije iIRNK [142,143]. Medutim, U odredenim fizioloskim uslovima, MIRNK
mogu dovesti i do aktivacije translacije [144,145]. Analizom sekvenci utvrdeno je da
iRNK koje se prepisuju sa gena koji su ukljuceni u osnovne celijske procese imaju
kratke 3' UTR regione koji uglavnom ne sadrze vezuju¢a mesta za miRNK. Medutim, 3'

UTR regioni su duzi kod iRNK koje se prepisuju sa gena koji su vazni za odvijanje
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odredenih procesa tokom razvica i poseduju brojna vezujuca mesta za miRNK [146]. To
ukazuje da je kod sisara prirodna selekcija mogla delovati u smeru povecanja broja
iRNK c¢ija se aktivnost reguliSe preko miRNK.

Za pravilnu sintezu proteina tokom translacije, neophodno je da sekvenca i
arhitektura cis-elemenata u 5' i 3' kraju IRNK bude oc¢uvana. Mutacije u 3' kraju iIRNK
koje remete stop kodon, poliadenilacioni signal, vezivanje miRNK ili RNK-vezivnih
proteina ili dovode do promene u sekundarnoj strukturi iRNK se odrazavaju na proces
translacije i funkcionalnost proteina [147].

Pojava prevremenog ili odlozenog stop kodona odrazava se na duzinu 3' UTR
regiona i sintezu polipeptida, Sto za posledicu moze imati razli¢ita patoloska stanja.
Aniridija je kongenitalni poremecaj koji se manifestuje delimi¢nim ili potpunim
izostankom irisa i drugim poremecajima kao $to su katarakta i glaukom. Nastaje tokom
embrionalnog razvi¢a usled mutacije koja dovodi do pojave prevremenog stop kodona u
PAX6 (engl. paired box 6) genu koji ima vaznu ulogu tokom procesa formiranja ociju
kod fetusa. Do razvoja ove bolesti moze do¢i i ukoliko se mutacija pojavi u samom stop
kodonu PAX6 gena umesto koga nastaje kodon za leucin koji se ugraduje u C-kraj
polipeptidnog lanca [148,149]. U genima koji kodiraju za keratin opisane su sli¢ne
mutacije koje dovode do autozomno dominantnog oboljenja EBS (lat. epidermolysis
bullosa simplex), odnosno keratinske bolesti [150,151].

Mutacije u poliadenilacionom signalu onemogucavaju zavrSetak transkripcije,
pravilnu obradu primarnog transkripta i poliadenilaciju, usled ¢ega se proteinski
produkat ne sintetiSe 1ili se sintetiSe u znacajno manjoj meri. Promene u
poliadenilacionom signalu u genima koji kodiraju a-2 i B globin uzrokuju talasemije
[152,153]. IPEX sindrom (engl. immune dysfunction, polyendocrinopathy and
enteropathy, X-linked) je skup autoimunih poremecaja koji su posledica mutacije u
poliadenilacionom signalu FOXP3 gena. U prisustvu mutacije sintetiSe se nestabilna
forma iRNK, usled Cega je koli¢ina FOXP3 proteina smanjena, a funkcija T limfocita
narusena [154].

Odrzavanje sekundarne strukture iRNK obezbeduje interakciju sa trans-
faktorima koji ucestvuju u lokalizaciji iRNK i procesu translacije. Ukoliko je mutacija
prisutna u 3' UTR-u, sekundarna struktura iRNK moze biti izmenjena i pristup

translacione masinerije moze biti otezan. Primer toga su mutacije u GATA4 genu koje
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menjaju sekundarnu strukturu iRNK i uti¢u na njen transport i lokalizaciju [155].
Izmene u sekundarnoj strukturi mogu uciniti vezivna mesta za odredene miRNK ili
RNK-vezivne proteine manje ili viSe dostupnim i time se odraziti na njihove interakcije
sa IRNK. Na primer, koronarna arterijska bolest je povezana sa mutacijom u 3' UTR
regionu MRAS gena koja olaksava vezivanje miR-195 za svoju ciljnu sekvencu u
okviru ovog gena i smanjuje nivo M-ras proteina [156].

Razvoj bolesti nije povezan isklju¢ivo sa smanjenom efikasnosti cis-elemenata
lokalizovanih u 3' kraju gena, ve¢ moze biti i posledica mutacija prisutnin u ovom
regionu koje dovode do povecane ekspresije gena (engl. gain of function). Jedna takva
genska varijanta (FII G20210A) detektovana je u genu za protrombin i nalazi se na
mestu iskrajanja pre-iRNK [157]. Mehanizam FII G20210A varijante i njen uticaj na

ekspresiju gena bice detaljno opisani u poglavlju 1.2.5.
1.2.3 Struktura 3" kraja gena za protrombin

Za razliku od vecine sisarskih gena, 3' kraj gena za protrombin ima nekanonsku
organizaciju. Shematski prikaz ove organizacije dat je na slici 7. Specifi¢nost ovakve
organizacije se ogleda u aktivnom pomo¢nom USE elementu kojim se nadomescuje
smanjena efikasnost glavnih elemenata u procesu obrade 3' kraja u koje spadaju mesto
iskrajanja i DSE regulatorni element [157].

U 3' kraju gena za protrombin, USE element ima funkciju pozitivnog regulatora
procesa obrade primarnog transkripta [157,158]. Ovaj element, duzine 15 nukleotida,
predstavlja region bogat uridinima koji je pozicioniran 17 bp uzvodno od
poliadenilacionog signala u sekvenci iIRNK. U okviru USE elementa nalazi se
konzervisana sekvenca od 9 nukleotida koja se sastoji od dva motiva, UAUUUUU i
UUUUGU, koja se medusobno preklapaju. Izostanak nekog od navedenih motiva
remeti proces obrade 3' kraja iRNK za protrombin. U in vitro eksperimentima je
pokazano da je za funkcionalnost USE elementa klju¢no o€uvanje sekvence 1 da svako
povecéanje ili smanjenje broja uridina u ovom elementu remeti obradu i formiranje 3'
kraja IRNK. Promena polozaja USE elementa u odnosu na poliadenilacioni signal
odrazava se na brzinu obrade 3' kraja. Pomeranje ovog elementa nizvodno uti¢e na
povecanje efikasnosti procesovanja, dok suprotno tome, ukoliko je element postavljen
uzvodnije gubi svoju funkcionalnost i izostaje obrada 3' kraja. Ovo ukazuje da je veca

efikasnost obrade 3' kraja iIRNK za protrombin postignuta evolucijom optimalne
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sekvence i pozicije USE elementa. U okviru USE sekvence nalaze se vezuju¢a mesta za
trans-faktore koji ucestvuju u iskrajanju i poliadenilaciji primarnog transkripta. U
faktore iskrajanja koji se vezujuju za pre-iRNK za protrombin spadaju U2AF35 (engl.
splicing factor U2AF 35-kDa subunit), U2AF65 (engl. splicing factor U2AF 65-kDa
subunit) i hnRNPI/PTB (engl. heterogenous nuclear ribonuclearprotein
I/polypyrimidine tract-binding protein 1). Drugu klasu vezuju¢ih proteina USE
elementa Cine subjedinice CPSF 1 CstF faktora koji pripadaju poliadenilacionoj
masineriji. Ove dve klase proteina uti¢u pozitivno jedna na drugu, pa je tako pokazano
da U2AF65 faktor interaguje sa PAP i CF Im, ¢ime su procesi iskrajanja poslednjeg
egzona i obrade 3' kraja iRNK za protrombin blisko povezani i regulisani USE
elementom [158]. Pored toga, USE element moze imati znacajnu ulogu u regulaciji
ekspresije gena za protrombin u odgovoru celije na stresne stimuluse. U fizioloSkim
uslovima aktivnost USE elementa je blokirana pomo¢u FBP2 i FBP3 inhibitornih
proteina. Medutim, u uslovima stresa, u ¢eliji se aktivira p38MAPK kinaza koja
indirektno, preko fosforilacije FBP2 i FBP3 proteina i njihove disocijacije sa USE
elementa, omogucava vezivanje U2AF35, U2AF65 i hnRNPI/PTB faktora [159].

Za razliku od ,klasi¢ne” strukture vecine eukariotskih iRNK, koje na mestu
isecanja poseduju CA dinukleotid, u wild-type sekvenci iRNK za protrombin, mesto
isecanja predstavlja dinukleotid CG [158]. Zamenom drugog nukleotida na mestu
iskrajanja i poredenjem njihove efikasnosti u in vitro uslovima, pokazano je da ukoliko
se G nukleotid nalazi na toj poziciji, efikasnost isecanja je znacajno manja u poredenju
sa rezultatima dobijenim za A, C, T nukleotide [124,125]. Ukoliko se G nukleotid na
mestu isecanja u genu za protrombin zameni bilo kojim drugim nukleotidom, stepen
ekspresije protrombina se povecéava [157].

U 3' FR regionu gena za protrombin nalazi se DSE regulatorni element koji je u
odnosu na vecinu sisarskih gena karakteristican po maloj zastupljenosti timina, odnosno
uridina u molekulu pre-iRNK. Usled toga, tokom procesa obrade primarnog transkripta
sposobnost DSE elementa da veze CstF faktor je smanjena, zbog ¢ega se ovaj element
smatra negativnim regulatorom ekspresije gena za protrombin. U in vitro
eksperimentima je pokazano da obogacivanje ovog regiona uridinom, povecava njegovu
efikasnost u obradi primarnog transkripta [157]. Na osnovu svega navedenog, predlozen

je model po kome efikasnost iskrajanja i obrada 3' kraja primarnog transkripta
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protrombina zavise od ravnoteze izmedu USE elementa kao pozitivnog regulatora i

mesta iskrajanja i DSE elementa kao negativnog regulatora [160].

17nt 20nt 21nt
— — >

m7GpppG U bogati region T siroLrjnaéni 3

region

USE DSE

Slika 7 Prikaz organizacije 3' kraja iRNK za protrombin. nt-nukleotid; USE-uzvodni regulatorni
element (engl. upstream sequence element); DSE-nizvodni regulatorni element (engl.
downstream sequence element); U-uridin; Preuzeto i modifikovano iz Danckwardt i saradnici,
2006 [160]

1.2.4 Genske varijante u 3" kraju gena za protrombin i njihova uloga u
patogenezi trombofilije

Ekspresija gena za protrombin regulisana je ravnotezom izmedu pozitivnih i
negativnih regulatora u 3' kraju ovog gena koji ima specifi¢énu nekanonsku arhitekturu.
Posledica toga je prisutvo elemenata u wild-type sekvenci gena za protrombin Koji
imaju smanjenu efikasnost §to €ini ove regione ,,ranjivim®, odnosno podloznim za
nastanak funkcionalnih genskih varijanti koje uti¢u na povecanje ekspresije protrombina
(engl. gain-of function) [157]. Genske varijante, opisane u ovom regionu, prikazane su
na slici 8.

Poort i saradnici su kod pacijenata sa trombofilijom prvi put opisali FII
G20210A varijantu u 3' kraju gena za protrombin ¢ije prisustvo uti¢e na povecanje
ekspresije gena. Njen znacaj kao faktora rizika za trombofiliju opisan je u poglavlju
1.1.4. Ova varijanta dovodi do zamene G u A na poziciji isecanja primarnog transkripta
[106], tako da je manje efikasno CG mesto koje je prisutno u wild-type 3' kraju
zamenjeno efikasnijim CA dinukleotidom. Posledica ovakve zamene je bolje

prepoznavanje mesta isecanja od strane masinerije koja vrsi obradu 3' kraja. Usled toga,
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pospesen je proces iskrajanja i poliadenilacije pre-IRNK, sto se dalje odrazava na veéu

koli¢inu zrele iRNK i sintezu proteinskog produkta protrombina [160].

c.1787G>A  30068T
c.1787G>T
€.1786C>T
_[ USE PA DSE
[— —
[ il egzon | xiil intron | XV egzon | m— | —
A19911G c.*64_*66del /‘ /‘ \
€20209T A20218G €20221T
G20210A T20219A

Slika 8 Shematski prikaz genskih varijanti u 3' kraju gena za protrombin. USE-uzvodni
regulatorni element; PA-poliadenilacioni signal; DSE-nizvodni regulatorni element; UTR-

netranslatiraju¢i region; FR-flanking region

U regionu iskrajanja, opisana je takode FII C20209T (rs72550707) varijanta
koja je prvi put detektovana u afro-americ¢koj populaciji kod pacijenata sa trombozama
dubokih vena ili mozdanim udarom [161]. Nekoliko sluc¢ajeva je kasnije prijavljeno i u
beloj populaciji, medu kojima jedna pacijentkinja sa ponovljenim spontanim
pobacajima, heterozigotni nosilac ove varijante, sa normalnim nivoom protrombina
[162]. Ucestalost FII C20209T varijante u afro-ameri¢koj populaciji je oko 1%, dok je u
populaciji belaca veoma retka sa ucestalos¢u manjom od 1% [163]. lako je opisana kod
pacijenata sa trombotiCkim manifestacijama, njen mehanizam 1 povezanost sa
trombofilijom nisu u potpunosti rasvetljeni. In vitro funkcionalni eseji dali su opre¢ne
rezultate. Van der Putten i saradnici su pokazali da C20209T varijanta dovodi do blagog
smanjenja ekspresije [164]. Suprotno tome, prema rezultatima istrazivata iz
Hajdelberga ova varijanta dovodi do povecane ekspresije gena [165].

U okviru DSE elementa 3' kraja gena za protrombin opisano je vise genskih
varijanti: FIl A20218G, FII T20219A i FIlI C20221T [166-168]. Varijanta FII
A20218G (referentna sekvenca NM_000506.4; c.*105A>G) je detektovana kod dve
pacijentkinje sa trombozama, kod kojih su bili prisutni i drugi protromboticki faktori
rizika, tako da uloga FIl A20218G varijante u etiologiji tromboza nije jasna [166,167].
Varijanta FI1 T20219A (referentna sekvenca NM_000506.4; ¢.*106T>A) je prvi put
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detektovana kod pacijentkinje koja je nakon porodaja razvila trombozu dubokih vena
[167]. Varijanta FIl C20221T (rs562369397) je detektovana u tri studije kod
pojedina¢nih pacijenata sa tromboti¢kim manifestacijama [168-170]. In vitro studije su
pokazale da mehanizam FII C20221T varijante, dodatkom jednog timina umesto
citozina utice na vecu efikasnost DSE elementa i time povecava ekspresiju gena za
protrombin [157].

U poslednjem intronu gena za protrombin opisana je FI1 A19911G (rs3136516)
varijanta koja takode dovodi do poviSenog nivoa protrombina, ali to povecanje nije
statistiCki znacajno, zbog Cega se smatra blagim faktorom rizika za nastanak tromboza
[171]. Medutim, ukoliko su prisutne FIl G20210A i FV Leiden mutacije, FII A19911G
varijanta moze predstavljati dodatni faktor rizika [171-173]. S obzirom da poslednji
intron moze da utie na efikasnost obrade 3' kraja, pretpostavlja se da bi prisustvo GGG
motiva, Koji se javlja u sluaju zamene adenozina na poziciji 19911 guanozinom,
povecalo efikasnost iskrajanja pre-iIRNK [174,175].

Poslednji egzon gena za protrombin ima znacajnu ulogu tokom procesa obrade
3' kraja primarnog transkripta [158]. Takode, ovaj region je sastavni deo katalitickog
domena trombina koji je znacajan za interakciju sa Na™ i antitrombinom [56]. Zbog toga
se smatra da bi prisustvo genskih varijanti u ovom regionu moglo imati znacajan uticaj
na nivo ekspresije i funkciju protrombina.

U poslednjem egzonu je opisana C20068T sinonimna varijanta koja dovodi do
povisene ekspresije protrombina. Njena ucestalost je do sada odredena samo u srpskoj
populaciji, gde je detektovana kod 0,52% zdravih ispitanika i 3,39% pacijenata sa
trombozama. U plazmi pacijenata koji su nosioci ove varijante detektovana je povecana
koli¢ina protrombina. To ukazuje, sa statisticki znacajno pove¢anom ucestalosti kod
pacijenata, da C20068T varijanta moZe predstavljati faktor rizika, ali su potrebne studije
u drugim populacijama kako bi se rasvetlila njena uloga u patogenezi trombofilije [176].

Nedavno je u japanskoj populaciji detektovana varijanta u poslednjem egzonu
gena za protrombin koja je povezana sa hiperkoagulacijom. Uocena je kod pacijentkinje
koja je imala tromboze u odsustvu drugih protrombotickih faktora rizika. Ova missense
varijanta dovodi do nukleotidne zamene guanina sa timinom (c.1787G>T), §to se na
nivou proteina manifestuje aminokiselinskom zamenom arginina na poziciji 596

leucinom (Protrombin Yukuhashi Arg596Leu). Prisustvo ove varijante remeti vezivanje
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antitrombina za trombin (rezistencije na antitrombin) [177]. Pozicija Arg596 (Arg221
po himotripsinogen nomenklaturi [178]) je takode =znaCajna za elektrostatiCke
interakcije izmedu Na* i trombina [56,177].

U Laboratoriji za molekularnu biologiju, Instituta za molekularnu genetiku i
geneticko inzenjerstvo (IMGGI), nedavno je opisana FlIc.1787G>A varijanta
(Protrombin Beograd) koja dovodi do aminokiselinske zamene arginina glutaminom
(Arg596Glu), na istoj poziciji kao Yukuhashi varijanta. Kod nosilaca Fllc.1787G>A je
takode utvrdena rezistencija na antitrombin, ali mehanizam ove genske varijante jo$
uvek nije rasvetljen [179].

U Laboratoriji za molekularnu biologiju, IMGGI, takode je opisana
Fllc.*64 *66del varijanta kod pacijentkinje sa pluénim embolizmom [180]. Varijanta
Flic.*64_*66del se nalazi u 3' UTR-u gena za protrombin i predstavlja deleciju tri
adenozina u regionu koji se nalazi izmedu poliadenilacionog signala i mesta seCenja
primarnog transkripta. Mehanizam ove varijante i njen potencijalni uticaj na ekspresiju

gena za protrombin za sada su potpuno nerasvetljeni.
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Kao posledica nekanonske organizacije 3' kraja gena za protrombin, ovaj region
je podlozan nastanku genskih varijanti koje mogu imati znacajnu ulogu u regulaciji
ekspresije i funkcije protrombina. Veéina do sada opisanih genskih varijanti u ovom
regionu je povezana sa povisenom ekspresijom protrombina, koja moze dovesti do
poremecaja hemostazne ravnoteze u smeru hiperkoagulacije i povecane sklonosti ka
trombozama, odnosno trombofilije. U Laboratoriji za molekularnu biologiju, IMGGI,
nedavno su u 3' kraju gena za protrombin opisane Fllc.1787G>A i Fllc.*64 *66del
genske varijante, ¢iji mehanizam do sada nije rasvetljen.

Varijanta Fllc.1787G>A je lokalizovana u poslednjem egzonu koji je znacajan
za nativnu konformaciju i funkciju protrombina. Varijanta Fllc.*64_*66del se nalazi u
3" UTR-u gena koji je veoma vazan za regulaciju ekspresije gena. Na osnhovu
lokalizacije navedenih varijanti u razli¢itim strukturnim elementima gena, pretpostavlja
se da su mehanizmi njihovog delovanja razli€iti.

Ova studija je usmerena na rasvetljavanje mehanizama navedenih varijanti i
ispitivanje njihove povezanosti sa pojavom trombofilije. U skladu sa tim, ciljevi ove
doktorske disertacije su definisani na sledeci nacin:

1. Odredivanje ucestalosti genskih varijanti FIlc.1787G>A i Fllc.*64 *66del
kod pacijenata sa trombofilijom i u odgovaraju¢oj kontrolnoj grupi ispitanika u srpskoj
populaciji.

2. Odredivanje uticaja FlIc.1787G>A i Fllc.*64_ *66del varijanti na raspolozivi
nivo i funkciju protrombina ex vivo.

3. In vitro ispitivanje mehanizma FlIc.1787G>A i Flic.*64_*66del varijanti kroz
odredivanje njithovog uticaja na profil ekspresije protrombina.

4. Ispitivanje znacaja FIIc.1787G>A i Fllc.¥*64 *66del varijanti kao

potencijalnih markera trombofilije.
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3.1 Ispitanici

U studiju odredivanja ucestalosti FIlc.1787G>A 1 Fllc.*64 *66del genskih
varijanti je bilo ukljuc¢eno ukupno 603 ispitanika, od toga 353 pacijenta i 250 ispitanika
kontrolne grupe.

Pacijenti su odabrani pretrazivanjem podataka iz biorepozitorijuma za
trombofilije Laboratorije za molekularnu biologiju, IMGGI. Biorepozitorijum sadrzi
vise od 4500 uzoraka pacijenata sa razliitim trombotickim manifestacijama koji su
nakon biohemijskih testova za trombofiliju upuceni na IMGGI radi genetickog
testiranja na prisustvo FIl G20210A i FV Leiden mutacije. Kriterijumi za ukljucivanje u
studiju podrazumevali su objektivno dijagnostikovanu, najmanje jednu, epizodu
tromboze dubokih vena, pluénog embolizma ili spontanog pobacaja. Iz asocijativne
studije su iskljuceni pacijenti sa malignitetom i pacijenti sa deficijencijom inhibitora
koagulacije-antitrombina, proteina C i proteina S, kao i ispitanici koji su u medusobnom
srodstvu. Od ovako selektovana 353 pacijenta, 94 je bolovalo od tromboze dubokih
vena, 104 je imalo izolovani plué¢ni embolizam, 49 pacijenta je imalo kombinovane
tromboticke poremecaje, dok je grupu sa spontanim pobacajima cCinilo 106 Zena.
Kontrolnu grupu je ¢inilo 250 zdravih ispitanika oba pola, sa geografskog podrucja
Srbije. Kontrolna grupa za pacijentkinje sa spontanim pobacajima je formirana
odabirom 154 Zene iz opste kontrolne grupe, po kriterijumu da su po starosti odgovarale
pacijentkinjama, a nisu imale istoriju spontanih pobacaja.

U deo ove studije koji je obuhvatio ex vivo ispitivanja, ukljuceni su i ¢lanovi
porodica nosilaca FlIc.1787G>A i Fllc.*64_*66del varijanti. U ispitivanje
Fllc.1787G>A varijante bilo je uklju¢eno 19 ¢lanova jedne porodice, dok je studija o
Fllc.*64_*66del varijanti obuhvatila po 4 ¢lana iz tri razli¢ite porodice.

Za analize u okviru ove studije koris¢eni su uzorci DNK i plazme ispitanika. Za
izolaciju DNK koriS¢eni su limfociti periferne krvi 1 ¢elije bukalne sluzokozZe. Krv je
uzimana sa 3,8% Na-citratom kao antikoagulansom, dok su uzorci bukalne sluzokoze
uzimani sterilnim S$tapi¢em za bris. Izolovana DNK je cuvana na +4°C. Plazma
pacijenata je izdvojena centrifugiranjem uzoraka pune Kkrvi uzete sa Na-citratom kao
antikoagulansom, 10 min na 3000 rpm (engl. rotations per minute) i ¢uvana na -80°C do
analize. Ova studija je odobrena od strane Etickog odbora IMGGI (O-EO-004/2015/1) i

od svih ispitanika uklju¢enih u studiju dobijena je pisana saglasnost.
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3.2 Materijal
3.2.1 Celijske linije

Za funkcionalne analize ¢.1787G>A i c.*64_*66del varijanti u genu za
protrombin koriS¢ene su komercijalno dostupne permanentne celijske linije: Cos-7
(ATCC® CRL-1651™) i HepG2 (ATCC® HB-8065™). Permanentna delijska linija
Cos-7 je nastala transformacijom éelijske linije CV-1 (ATCC® CCL-70™), koja je
dobijena od fibroblasta izolovanih iz bubrega africkog zelenog majmuna, pomoc¢u SV-
40 virusa. HepG2 permanentna celijska linija je dobijena imortalizacijom epitelnih
neoplasti¢no transformisanih ¢elija jetre poreklom od muske osobe starosti 15 godina

koja je bolovala od hepatocelularnog karcinoma.
3.2.2 Bakterijski sojevi

U studiji je koris¢en DHS5a E. coli soj kompetentnih Celija (genotip: SupE44
AlacU169 (480lacZAM15) hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl). Prisustvo
lacZAM15 omogucava plavo/belu selekciju kolonija pomoc¢u X-gala ili Bluo-gala, dok
recAl obezbeduje povecanu stabilnost inserta i spreCava nezeljenu rekombinaciju, a
endA1 uti¢e na povecan prinos i kvalitet plazmidne DNK.

3.2.3 Plazmidni vektori

U ovoj studiji koris¢eni su ekspresioni vektori pCIl-neo (Promega) i
pcDNAZ3.1(+) (Invitrogen).

Vektor pCl-neo, veli¢ine 5472 bp, sadrzi citomegalovirusni promotor, ¢ime je
omogucena konstitutivna ekspresija ukloniranog fragmenta u sisarskim celijama.
Selekcija uspesno transfekovanih celija omogucena je genom za neomicin
fosfotransferazu koji se nalazi na ovom vektoru i koji obezbeduje otpornost na
antibiotik geneticin (G-418). Vektor poseduje i virusni SV40 signal za poliadenilaciju,
koji uti¢e na povecanu efikasnost obrade i translacije kloniranih DNK fragmenata. Za
propagaciju u prokariotskim ¢elijama vektor sadrzi gen za rezistenciju na ampicilin 1
“origin” replikacije poreklom od bakteriofaga f1. Cirkularna mapa pCl-neo vektora je
prikazana na slici 9A.

Vektor pcDNA3.1(+), velic¢ine 5428 bp, takode poseduje citomegalovirusni
promotor koji obezbeduje efikasnu ekspresiju u razli¢itim sisarskim c¢elijama (Slika 9B).

Kao i pCl-neo vektor, sadrzi gen za rezistenciju na ampicilin za selekciju u bakterijskim
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sojevima i na antibiotik G418 za selekciju u sisarskim c¢elijama, kao i virusni SV40

signal za poliadenilaciju.

A Byl
ori a0 Sdfl
CMV
I-Ppol -
Pojacavac Promotor y 174
Mihel 1085
. Khaol 1091
Intron EcoRl |1096
[ oy v s G |
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| 54725 - Accl 121
\ (b4720p) TN s 1127
. Hor/ ]| Notl 1131 =1 pcDNA3.1 (+/-) £
inteticki T = 5428/5427 bp

poli(4a) SV40 Pojacavaé’

Promotor

BarmHI

Slika 9. Cirkularna mapa A) pCl-neo vektora; Preuzeto i modifikovano sa www.promega.com;
B) pcDNAS3.1(+) vektora; Preuzeto i modifikovano sa www.invitrogen.com

3.2.4 Antitela
Spisak antitela koriS¢enih u ovoj studiji dat je u Tabeli 1.

Tabela 1 Pregled koris¢enih primarnih i sekundarnih antitela

Antitelo Poreklo/tip antitela  Proizvoda¢ (kataloski broj)

Anti-humani protrombin/trombin Kozje poliklonalno Santa Cruz Biotechnology (sc-16972)

Anti-humani alpha-1-antitrypsin Kozje poliklonalno Abcam (ab7633)

Anti-kozje-1gG-HRP* Zecje poliklonalno Sigma-Aldrich (A5420)

*Antitelo konjugovano sa peroksidazom rena, HRP (engl. Horseradish peroxidase)
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3.2.5 Oligonukleotidi

Nazivi i sekvence koriS¢enih oligonukleotida dati su u Tabeli 2.

Tabela 2 Nazivi i sekvence kori§¢enih oligonukleotida

Naziv Sekvenca Eksperiment
Flls 5-ATGTGACCTTGAACTTGACT-3' 1
Flisb 5-CTACCTATGTCTTCCAGTAA-3' 1
Flipsm3 5-GAAAGAATTATTTTTGTGTTTGTA-3' 1
Pt2 5-AGTTACGAGGGTCACGATAAG-3' 1,2
Fl113a 5'-GGAAACGAGGGGATGCCTGT-3' 2
A6b 5-CACTCTCCTTTCTACCGTCC-3' 2
D3 5-TCTAGAAACAGTTGCCTGGC-3' 2
BGN-R 5-TTCAAAGCCACTGTTCTCCAG-3' 2
Ptl 5-GGATGGGAAATATGGCTTCTAC-3' 2
RT418a 5-CCGGTCTTGTCGATCAG-3 3
RT418b 5-CTTGACAAGCGGTCCGAGT-3' 3
G418-proba | 5-VIC-ATGCTCTTCGTCCAGAT-MGBNFQ-3' 3
Ab5a 5'-GGCTCCTGGAACCAATCCCG-3' 4,5
A8b 5-CACAAAGATTTTGATACCAA-3' 4,5
Fliwtdel3A | 5-TATTTTTGTGTTTCTAAAACTATGGTTCCCAATAA-3' 4,56
Flldel3A 5-TATTTTTGTGTTTCTACTATGGTTCCCAATAA-3' 4,56
Ptl FAM 5-FAM-GGATGGGAAATATGGCTTCTAC-3' 7
Pt2 FAM 5-AGTTACGAGGGTCACGATAAG-FAM-3' 7

1-PCR-RFLP, 2- Sekvenciranje DNK, 3- PCR u realnom vremenu, 4-DNK-protein interakcije,
5-DNK-RNK interakcije, 6- In situ mutageneza, 7- Fragment analiza
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3.3  Metode
3.3.1 Metode za detekciju Fl1c.1787G>A i Fllc.*64_*66del varijanti

Genske varijante Fllc.1787G>A i Fllc.*64_*66del su kod pacijenata i ispitanika
kontrolne grupe detektovane koris¢enjem PCR-RFLP metode (engl. Polimerase chain

reaction-Restriction fragment length polymorphism) i sekvenciranjem DNK.

Izolacija DNK iz periferne krvi

[protokol za QIAamp DNA Mini Kit-QIAGEN]

U mikrotube je najpre dodavano 200 pL uzorka periferne krvi, zatim 20 pL
QIAGEN proteinaze K i 200 uL pufera AL koji omoguéava liziranje ¢elija. Smesa je
vorteksovana 15 s, a potom inkubirana 10 min na 56°C kako bi doslo do lize ¢elija i
oslobadanja DNK od proteina. Nakon toga, dodavano je 200 pL etanola, smeSa je
vorteksovana 15 s, a zatim nanoSena na QlAamp kolonu i centrifugirana 1 min na 8000
rpm. Dodavanjem 500 pL pufera AWL1 i centrifugiranjem 1 min na 8000 rpm,
precis¢avana je DNK koja se vezala za kolonu. U slede¢em koraku, nastavljeno je
precis¢avanje dodavanjem pufera AW2 i centrifugiranjem 3 min na 13000 rpm. Nakon
toga, kolona je prebacivana u novu mikrotubu i ponovo centrifugirana 1 min na istoj
brzini, kako bi se uklonili tragovi pufera. U poslednjem koraku kolona je prebacivana u
novu mikrotubu. Dodavanjem 200 uL sterilne vode, inkubiranjem 1 min na sobnoj

temperaturi i centrifugiranjem 1 min na 8000 rpm DNK je spirana sa kolone.

Izolacija DNK iz ¢elija bukalne sluzokoze

[protokol za QIAamp DNA Mini Kit-QIAGEN]

Deo Stapi¢a za uzimanje bukalnog brisa sa vaticom, na kojoj se nalaze Celije
bukalne sluzokoze, stavljan je u mikrotubu. U nju je dodavano najpre 400 uL 1xPBS
pufera (137 mM NacCl; 3,375 mM KCI; 1,76 mM KH2PO4; 10 mM NaxHPOg4; pH 7,5), a
potom 20 pL QIAGEN proteinaze K i 400 uL AL pufera za lizu. Smesa je vorteksovana
15 s, potom inkubirana 10 min na 56°C i nakon dodavanja 400 uL etanola ponovo
vorteksovana. Na kolonu je naneta maksimalna zapremina smeSe 1 ona je centrifugirana
1 min na 8000 rpm. Eluat je uklonjen i ostatak smeSe je nanosen na istu kolonu uz
ponovno centrifugiranje. U slede¢em koraku je dodavano 500 pL pufera AWL1 i kolona
je centrifugirana 1 min na 8000 rpm. Nakon odbacivanja eluata, dodavano je 500 pL
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pufera AW2 uz ponovno centrifugiranje 3 min na 13000 rpm. Visak pufera je uklonjen
prebacivanjem kolone u sterilnu mikrotubu i ponovnim centrifugiranjem 1 min na istoj
brzini. Kolona je prebacivana u novu mikrotubu i nakon dodavanja 200 pL sterilne vode
inkubirana 1 min na sobnoj temperaturi, a zatim centrifugirana 1 min na 8000 rpm, ¢ime

je DNK sprana sa kolone.

PCR-RFLP metoda

Prema referencama [181,182]

PCR-RFLP (engl. Polimerase chain reaction-Restriction fragment length
polymorphism) je metoda koja se koristi za detekciju genskih varijanti. Zasniva se na
tome da postojanje promene u sekvenci kreira novo ili ukida postojeCe mesto
prepoznavanja od strane nekog restrikcionog enzima. Na taj nacin, umnozeni DNK
fragmenti nakon delovanja restrikcionog enzima imaju razli¢ite duzine u zavisnosti od
prisustva/odsustva genske varijante. Reakcija lanéanog umnozavanja DNK (PCR, engl.
Polymerase Chain Reaction), omogu¢ava umnozavanje Zzeljenog fragmenta DNK
definisanog grani¢nicima koji su komplementarni krajevima tog fragmenta. Metoda
PCR-PSM (engl. Polymerase chain reaction-mediated site-directed mutagenesis) se
zasniva na mogucnosti Taq polimeraze da uvede promenu u sekvenci DNK tokom
reakcije lanCanog umnozavanja usled nepotpune komplementarnosti jednog od
grani¢nika sa DNK matricom. Time je omoguceno stvaranje novog restrikcionog mesta
u umnozenom fragmentu, koje je zavisno od prisustva/odsustva genske varijante koja se

analizira. PCR smese u finalnoj zapremini od 25 pL , sadrzale su:

200-500ng DNK ili 1 puL pune krvi

10xPCR pufer (Qiagen) 2,5uL
25mM MgCl; 2,5uL
2mM dNTP-ovi 2,5uL
grani¢nici (10pmol/uL svaki) 0,5 uL
5 U/uL Taq polimeraza (Qiagen) 0,2 uL

U Tabeli 3 navedeni su parovi grani¢nika i temperature vezivanja grani¢nika koriS¢enih

u detekciji FlIc.1787G>A i Fllc.*64_*66del varijanti.
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Tabela 3 Parovi grani¢nika i temperature vezivanja grani¢nika u PCR reakciji za

detekciju Fllc.1787G>A i Fllc.*64_*66del varijanti

genska varijanta naziv grani¢nika B P2 A L N
grani¢nika (Tvc)
Flls .
c.1787G>A Flisb 56°C
Fllpsm3
C.*64_*66del °
- Pt2 °8°C

Temperaturni profil PCR reakcije iz DNK:

95°C/5 min

(94°C/30 s, Tvc /30 s, 72°C/30 s) x 35 ciklusa

72°C/10 min

Temperaturni profil PCR reakcije, direktno iz pune krvi, bio je:

(97°C/2 min, 55°C/3 min) x 3 ciklusa

95°C/5 min

(94°C/30's, Tve /30 s, 72°C/30 s) x 35 ciklusa

72°C/10 min

Umnozeni PCR fragmenti su proveravani na 2% agaroznom gelu, a potom

podvrgnuti digestiji odgovaraju¢im restrikcionim enzimima. Sastavi smeSa za digestiju,

finalne zapremine 25 pL , i uslovi digestija dati su u Tabeli 4.

Tabela 4 Sastavi reakcionih smesa i uslovi digestije restrikcionim enzimima

Genska varijanta
c.1787G>A c.*64_*66del
PCR produkt 15 uL 15 uL
10x pufer (Fe-[;ne%c;as) 2,5 L (Fetr?negn(ias) 2,5 uL
e [ HEOUI o | TR IU oo
uslovi digestije 37°C/16 h 37°C/16 h
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Produkti digestije DNK razdvajani su na osnovu veli¢ine fragmenata
vertikalnom elektroforezom na 10% poliakrilamidnim gelovima. DNK je vizuelizovana

bojenjem gelova solima srebra.

Analiza DNK na agaroznom gelu

Prema referenci [183]

Analiza prinosa PCR reakcije je vrSena na 2% agaroznom gelu horizontalnom
elektroforezom. Vizuelizacija DNK omogucena je dodavanjem etidijum bromida (5
ug/mL) u gel pre polimerizacije. Elektroforeza je vrsena u TAE puferu (40 mM Tris; 20
mM siréetna kiselina; 1 mM NaEDTA), pri naponu od 4-7 V/cm. DNK je
vizuelizovana osvetljavanjem gela UV svetlom na CCD kameri sa BioDocAnalyze
sistemom. Za odredivanje veliine fragmenata DNK koriS¢eni su odgovarajuci

komercijalni DNK markeri (NE BioLabs).

Analiza DNK na poliakrilamidnom gelu

Prema referenci [183]

Fragmenti DNK su razdvajani na nedenaturiSu¢im 10% poliakrilamidnim
gelovima (9,7% akrilamid; 0,3% N,N-metilenbisakrilamid; 100 mM Tris; 83 mM borna
kiselina; 1 mM EDTA pH 8; 0,1% amonijumpersulfat; 0,01% TEMED). Elektroforeza
je vrsena pri naponu od 10 V/cm u 1XTBE puferu (100 mM Tris; 83 mM borna kiselina;
1 mM EDTA pH 8). Poliakrilamidni gelovi su nakon elektroforeze bojeni solima srebra.

Vizuelizacija DNK u poliakrilamidnim gelovima srebro-nitratom

Prema referenci [184]

Vizuelizacija DNK fragmenata u poliakrilamidnim gelovima omogucena je
bojenjem srebro-nitratom, usled interkaliranja soli srebra u molekul DNK.
Poliakrilamidni gelovi su po zavrSetku elektroforeze fiksirani 20 min u rastvoru 10%
etanola i 0,5% sircetne kiseline. Nakon toga, gelovi su inkubirani 10 min u 0,1%
rastvoru srebro-nitrata. ViSak rastvora srebro-nitrata uklanjan je ispiranjem u
destilovanoj vodi dva puta. Vizuelizacija dobijenih traka je vrSena inkubiranjem gelova
20 min u rastvoru 1,5% natrijumhidroksida, 0,01% natrijumborhidrida i 0,048%

formaldehida.
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Sekvenciranje DNK

[protokol za BigDyeTerminator Ready Reaction Kit- Applied Biosystems]

Metoda sekvenciranja omogucava odredivanje redosleda nukleotida u DNK
sekvenci. Automatsko direktno sekvenciranje radeno je po Sangerovoj metodi [185]
koja se zasniva na umnozavanju ciljnog DNK fragmenta u prisustvu jednog grani¢nika i
smese dezoksiribonukleotida i didezoksiribonukleotida. Reakcija sinteze se zaustavlja
ugradivanjem didezoksiribonukleotida koji ne poseduju 3-OH grupu u molekulu
dezoksiriboze neophodnu za elongaciju molekula DNK, tako da se kao produkt reakcije
sekvenciranja dobija niz jednolancanih fragmenata ¢ija se duzina razlikuje za jedan
nukleotid. Svaki od cetiri didezoksiribonukleotida je obelezen razli¢itom
fluorescentnom bojom, ¢ime se reakcija sekvenciranja i detekcija produkata vrSe u
jednoj reakciji. Produkti reakcije sekvenciranja su analizirani kapilarnom
elektroforezom na aparatu 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Fragment duzine 715 bp koji obuhvata poslednji intron, poslednji egzon, 3' UTR
i 3' FR gena za protrombin je umnoZzavan PCR metodom, pomocu grani¢nika FII13a i

A6b. PCR smesa finalne zapremine 25 pL sadrzala je:

200-500ng DNK ili 1 puL pune krvi

10x PCR pufer (Qiagen) 2,5puL
25 mM MgCl; 2,5uL
2 mM dNTP-ovi 2,5uL
10 pmol/uL F1113a 0,5 uL
10 pmol/uL A6b 0,5 uL
5 U/uL Taq polimeraza (Qiagen) 0,2 uL

Temperaturni profil PCR reakcije, iz DNK, bio je:
94°C/5 min

(94°C/45 s, 61°C/45 s, 72°C/45 s) x 35 ciklusa
72°C/10 min
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Temperaturni profil PCR reakcije, iz pune Kkrvi, bio je:
(97°C/2 min, 55°C/3 min) x 3 ciklusa

95°C/5 min

(94°C/1 min, 61°C/1 min, 72°C/1 min) x 30 ciklusa
72°C/10 min

Nakon provere PCR produkata na 2% agaroznom gelu, vrSena je reakcija
sekvenciranja pomoc¢u komercijalnog BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems). Kao matrica u reakciji sekvenciranja korisc¢en je dvolancani PCR
produkt dobijen u prethodnoj reakciji umnozavanja. SmeSa za sekvenciranje, finalne

zapremine 8 pL, sadrzala je:

10 ng PCR produkta
3,2 pmol D3/Pt2 grani¢nika
2 uL Ready Reaction Mix (Applied Biosystems)

Temperaturni profil PCR reakcije za sekvenciranje:
96°C/1 min

(96°C/10 s, 50°C/5 s, 60°C/4 min) x25 ciklusa
4°C/

Produkti reakcije sekvenciranja su preci§¢avani Na-acetatnom precipitacijom. U
8 uL smese dodavano je po 40 puL 0,1 M Na-acetata pH 5,2 rastvorenog u etanolu i
centrifugirano 10 min na 13000 rpm, nakon ¢ega je uklonjen supernatant. Talog je zatim
ispiran dva puta sa po 200 uL. 70% etanola, uz centrifugiranje 10 min na 13000 rpm i
odlivanje supernatanta, a potom osusen. Pre nanoSenja na sekvencer, talog je rastvaran u
25 pL HiDi Formamide (Applied Biosystems) i celokupna zapremina je naneta na aparat
za kapilarnu elektroforezu 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Za analizu
dobijenih sekvenci kori$¢en je Sequencing Analysis Software v5.3.2 with KB Basecaller
v1.4 (Applied Byosistems).

39



Materijal i metode

Statisticka obrada podataka

[SPSS 13.0]

Za statisticku obradu podataka kori$¢eni su: za diskontinuirane varijable Fisher's
exact test, za kontinuirane varijable sa normalnom distribucijom Student t-test, a za
kontinuirane varijable bez normalne distribucije Mann Whitney U test. Shapiro-Wilk test
je koris¢en za ispitivanje normalnosti distribucije kontinuiranih varijabli. U studiji
asocijacije ispitivanih genskih varijanti sa trombotickim fenotipom odredivani su OR
(engl. Odds Ratio) i 95%CI (engl. Confidence Interval). Kao mera statisticke
znacajnosti uzimana je P vrednost manja od 0,05. Statisticka obrada podataka uradena je
programskim paketom SPSS, verzija 13.0 (IBM SPSS Statistics, Chicago, USA). Za
odredivanje Hardi-Vajnbergove ravnoteze koriséen je Hi-kvadrat test nezavisnosti (x>

test) u programu Hardy-Weinberg equilibrium calculator.
3.3.2 Metode za ex vivo analizu genskih varijanti FI1c.1787G>A i Fllc.*64_*66del

Ex vivo analize su koriS¢enje za ispitivanje uticaja Fllc.1787G>A i
Fllc.*64_*66del varijanti na promene u aktivnosti, koli¢ini i funkcionalnosti
protrombina u plazmi ispitanika. Promene u funkcionalnosti protrombina ispitivane su
koris¢enjem testa generacije trombina i testova rezistencije trombina na antitrombin i

trombomodulin.

Test aktivnosti protrombina u humanoj plazmi

[protokol za HemosIL PT-Fibrinogen HS Plus test- Instrumentation Laboratory]

Aktivnost protrombina je ispitivana koriS¢enjem jednostepenog koagulacionog
testa. Princip ove metode se zasniva na poredenju vremena potrebnog ispitivanoj i
standardnoj plazmi da dovedu do stvaranja fibrina u smesi sa plazmom deficijentnom za
protrombin (HemosIL Factor Il Deficient Plasma) [186]. Kao agens za aktiviranje
protrombina u trombin kori$éen je tromboplastin sa kalcijum hloridom (HemosIL PT-
Fibrinogen HS Plus). Aktivnost protrombina je merena na aparatu IL Coagulometer
ACL 7000 (Instrumentation Laboratory). Test aktivnosti protrombina je raden u saradnji

sa Klinikom za hematologiju, Klini¢ckog centra Srbije.
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Kvantifikacija kolicine protrombina u humanoj plazmi

Prema referenci [187]

Western blot metoda obuhvata: razdvajanje proteina na osnovu njihove
molekulske mase na denaturiSuéem dvokomponentnom poliakrilamidnom gelu-SDS-
PAGE (engl. Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis), transfer
razdvojenih proteina sa gela na membranu i imunodetekciju proteina na membrani. Ova
metoda je KoriS¢ena za relativhu kvantifikaciju koli¢ine protrombina u plazmi
ispitanika.

Uzorci plazme su najpre rastvoreni u sterilnoj vodi u odnosu 1:20, pomesani sa
puferom za nanoSenje uzoraka (50 mM Tris, pH 6,8, 2% SDS, 10% glicerol, 0,1%
bromfenolplavo), a zatim denaturisani kuvanjem 5 min na 95°C. Pripremljeni uzorci su
nano$eni na dvokomponentni gel, koji se sastoji iz gela za koncentrovanje, koji
omogucava homogenizaciju uzoraka i gela za razdvajanje u kome se proteini iz uzorka
razdvajaju po svojoj masi. Sastav gela za razdvajanje bio je: 12% poliakrilamid, 375
mM Tris, pH 8,8 i 0,1% SDS, 0,1% amonijumpersulfat i 0,01% TEMED. Sastav gela za
koncentrovanje bio je: 6% poliakrilamid, 0,5 M Tris HCI, pH 6,8, 0,1% SDS, 0,1%
amonijumpersulfat i 0,01% TEMED. Elektroforeza se odvijala u puferu TG (25 mM
Tris, pH 8,8, 250 mM glicin, 0,1% SDS), pod konstantnim naponom od 100 V u gelu za
koncentrovanje i 180 V u gelu za razdvajanje. Kao negativna kontrola kori$¢ena je
protrombin deficijentna plazma HemoslIL (Instrumentation Laboratory), a kao pozitivha
kontrola na gel je nanoSena standardna humana plazma (Siemens). Zajedno sa uzorcima
na gel je nanoSen marker odgovarajuc¢ih molekulskih tezina (Fermentas).

U sledec¢em koraku, proteini su sa SDS-poliakrilamidnog gela prenoSeni na
Immobilon-P  membranu od poliviniliden fluorida (Millipor) pomocu sistema za
polusuvi transfer (Biometra). Gel je inkubiran u katodnom puferu (25 mM Tris/HCI pH
9,4, 40 mM glicin, 20% metanol). Membrana je najpre aktivirana potapanjem u metanol
1-2s, zatim ispirana 5 min u vodi i inkubirana 5 min u anodnom puferu Il (25 mM
Tris/HCI pH 10,4, 20% metanol). Na anodnu ploc¢u, nakvasenu anodnim puferom I (300
mM Tris/HCI pH 10,4, 20% metanol) stavljano je po dva sloja 3MM papira, natopljenih
anodnim puferom 1. Preko ovog sloja stavljan je po jedan 3MM papir natopljen

anodnim puferom Il. Zatim je stavljana aktivirana membrana, a preko nje gel. Kao
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poslednji sloj stavljana su po tri 3MM papira natopljena katodnim puferom. Trajanje
transfera bilo je 40 min pri maksimalnoj struji od 5mA/cm? membrane.

Po zavrSetku transfera, membrana je inkubirana preko no¢i na +4°C u 5% BSA
(albumin iz seruma goveceta, engl. Bovine serum albumin) rastvorenom u puferu PBST
(80 mM NazHPO4, 20 MM NaH2PO4, 100 mM NaCl, pH 7,5, 0,1% Tween20) kako bi
se blokiralo nespecifi¢no vezivanje antitela. Nakon toga membrana je kratko ispirana u
PBST puferu i uz blago meSanje inkubirana 1 h sa primarnim poliklonalnim antitelom
Thromin K-20 (Santa Cruz Biotechnology), razblaZzenja 1:3000 u 2% BSA rastvorenog
u PBST. Membrana je potom ispirana tri puta po 10 min u PBST puferu uz blago
mesanje. U sekundarnom antitelu Anti-Goat 1gG, peroxidase conjugate (Sigma),
razblazenja 1:80 000 u 2% BSA rastvorenog u PBST, membrana je inkubirana 1 h 15
min, takode uz blago meSanje. Ispiranje je ponovljeno na isti nac¢in kao i nakon
inkubacije sa primarnim antitelom. Za detekciju hemiluminiscentnog signala koris¢en je
Imobilion™ Western Chemiluminiscent HRP Substrate (Millipore). Membrana je
inkubirana sa ovim reagensom 5 min, a nakon toga je signal detektovan na filmovima za
radiografije zaSticenim od dejstva svetlosti. Koli¢ina protrombina odredivana je
relativnom kvantifikacijom signala pomoc¢u Image Studio Lite softvera, proizvodaca LI-

COR.

Test generacije trombina

[protokol za INNOVANCE ETP - Instrumentation Laboratory; i CAT
Thrombinoscope BV- Thrombinoscope BV]

Test generacije trombina spada u globalne testove hemostaze koji omoguéavaju
merenje dinami¢nih interakcija izmedu razli¢itih komponenata hemostaze [188,189].
Test generacije trombina se zasniva na kontinuiranom merenju procesa stvaranja
trombina u uzorku ispitivane plazme nakon aktivacije protrombina. Ovo merenje se vrsi
detekcijom signala dobijenog od specificnog hromogenog (endogeni trombin potencijal-
ETP test) ili fluorescentnog supstrata (kalibrisana automatizovana trombografija- CAT)
koji biva iseCen nastalim trombinom [190,191]. Kao rezultat ovog testa dobija se kriva
koja je definisana sa nekoliko parametara: t lag (lag vreme) predstavlja fazu koja
prethodi fazi inicijacije 1 definiSe se kao vreme potrebno da se stvori priblizno jedna

Sestina (1/6) maksimalne koncentracije trombina; t max je vreme proteklo do dostizanja
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maksimalnog nivoa trombina (pika); ¢c_max (visina pika) je maksimalni nivo stvorenog
trombina u datom uzorku plazme; endogeni potencijal trombina (ETP) predstavlja
povrsinu ispod krive (engl. area under the curve-AUC) [192] i ,,poCetak repa“ (engl.
start tail) definiSe vreme proteklo od pocetka reakcije do trenutka kada kriva
generisanog trombina dostigne nultu vrednost na kraju reakcije [193]. Shematski prikaz
testa generacije trombina dat je na slici 10.
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Slika 10 Parametri testa generacije trombina: t lag- vreme proteklo do pocetka
stvaranja trombina; t_max - vreme proteklo do dostizanja maksimalnog nivoa trombina;
c_max - maksimalani nivo stvorenog trombina; ETP - endogeni trombin potencijal;

,»pocetak repa““- vreme proteklo od pocetka do kraja reakcije. Preuzeto i modifikovano

iz Rugeri i saradnici, 2007 [1].

Test generacije trombina koriS€en je za ispitivanje trombogenog potencijala
Fllc.1787G>A i Fllc.*64 *66del varijanti. Analize su uradene u saradnji sa Nagoja
Univerzitetom u Japanu i Institutom za transfuziju krvi Srbije, koriS¢enjem dve
komercijalno dostupne verzije ovog testa (Thrombinoscope BV i INNOVANCE ETP). U
testu kalibrisane automatizovane trombografije (Thrombinoscope BV) kao aktivator
koris¢en je tkivni faktor u finalnoj koncentraciji 5 pmol/L, a standardna plazma je
koris¢ena kao kontrola. Reakcije su pracene 2 h pomocu aparata Fluoroscan Ascent FL
(Thermo LabSystems) pri talasnoj duzini ekscitacije na 390 nm i emisije na 460 nm
koris¢enjem Thrombinoscope softvera (Thrombinoscope BV).
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Esej INNOVANCE ETP (Siemens Healthcare Diagnostics) je primenjen po
uputstvu proizvodaca. Za normalizaciju testa koriS¢en je komercijalno dostupni
standard (Innovance ETP Standard) dobijen iz citratne plazme u kojoj je vrednost svih
faktora 100%. Za merenje je koris¢en BCS XP analizator (Siemens Healthcare
Diagnostics). Pri svakom merenju istovremeno je na aparat nanoSen uzorak standardne i
hipokoagulabilne plazme. Referentne srednje vrednosti podesene od strane proizvodaca

bile su: ETP (%)=100, ETP (mA)=410.3, c_max (%)=94 i ¢_max (mA/s)=103.2.

Test rezistencije na antitrombin

Prema referenci [194]

Za ispitivanje uticaja FlIc.1787G>A varijante na interakciju trombina sa
njegovim inhibitorom antitrombinom, u saradnji sa Nagoja Univerzitetom u Japanu,
koriSéen je test rezistencije na antitrombin. Esej se bazira na merenju rezidualne
aktivnosti trombina, koja je posledica nemoguénosti njegove inaktivacije
antitrombinom. Test se sastoji iz sledecih koraka: aktivacije protrombina, inaktivacije
trombina antitrombinom i merenja rezidualne aktivnosti trombina.

U prvom koraku, otrov zmije Oxyuranus scutellatus (Sigma Aldrich) je koris¢en
kao aktivator protrombina. Plazma pacijenta je razblazena 100 puta u puferu (50
mmol/L Tris—=HCI 0,2 mol/L NaCl, pH 8.1) u zapremini od 500 uL. Razblazena plazma
je zatim pomeSana sa 100 uL smese fosfolipida (50% PTT-Reagent RD) i CaCl> (15
mmol/L) i sa 100 pL aktivatora protrombina (0,1 mg/mL). Celokupna smesa je
inkubirana 2 min na 37°C. U slede¢em koraku, trombin je inaktiviran dodatkom
antitrombina (Mitsubishi Tanabe Pharma), u visku 100 pL (75 ug/mL), dok je u
kontrolnoj reakciji umesto antitrombina dodavan fizioloSki rastvor. Period pracenja
inaktivacije bio je 30 min. Rezidualna aktivnost trombina je odredivana dodavanjem
200 pL hromogenog trombinskog supstrata (0,5 mmol/L) S-2238 (Chromogenix) i
merenjem promene u apsorbanci/min (AA/min) na talasnoj duZini 405 nm na
spektrofotometru TBA-180 (Toshiba Medical Systems). Kao kontrola testa koriSéena je

standardna plazma u istom razblazenju kao i plazma ispitanika.
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Test rezistencije na trombomodulin

Prema referenci [195]

Test za ispitivanje interakcija trombina i trombomodulina je za potrebe ove
studije uraden u saradnji sa Nagoja Univerzitetom u Japanu. Test obuhvata najpre
aktivaciju protrombina u trombin u plazmi ispitanika, a potom dodavanje
rekombinantnog trombomodulina (rTM). Dodavanjem rTM formira se kompleks
trombin-trombomodulin i inhibira se aktivnost trombina. Istovremeno se u odvojenoj
reakciji kao kontrola, umesto rTM u plazmu pacijenta dodaje fizioloski rastvor (-rTM).
Nakon toga, u obe smese se dodaje fibrinogen i meri se vreme formiranja fibrinskog
koncica u obe epruvete. Vrednost rezidualne aktivnosti trombina u prisustvu
trombomodulina (RRAT-tm), odnosno efikasnost trombina da prevodi fibrinogen u
fibrin, izrazava se kroz odnos ova dva vremena (rTM/-rTM).

Plazme pacijenta su najpre razblazene u odnosu 1:9 u puferu (50 mmol/L Tris—
HCI, pH 7,4), a potom je 10 uL razblazene plazme pomeSano sa 10 pL aktivatora
protrombina (50 pg/mL) i 10 uL. smeSe CaClz (30 mmol/L) i 25% fosfolipida (PTT-
Reagent RD). Kao aktivator koris¢en je komercijalno dostupan otrov zmije (Sigma
Aldrich). Celokupna smesa je inkubirana 2 min na 37°C kako bi doslo do konverzije
protrombina u trombin. Nakon toga, u jednu smesu je dodato 10 pL rTM (20 ug/mL)
(Asahi Kasei Pharma), a istovremeno je u drugu smesu dodat fizioloski rastvor i smese
su inkubirane 1 min na 37°C. U obe smese je dodato 40 pL fibrinogena (420 mg/dL),
nakon ¢ega je pomocu spektrofotometra mereno vreme koagulacije, odnosno formiranja
fibrinskog konc¢ica na aparatu IL Coagulometer ACL 7000 (Instrumentation
Laboratory).

3.3.3 Metode za in vitro analizu genskih varijanti FI1c.1787G>A i Fllc*64_*66del

U okviru in vitro funkcionalne analize FlIc.1787G>A i Fllc*64_*66del
varijanti, analiziran je njihov uticaj na ekspresiju protrombinskog gena na nivou IRNK i
proteina. Takode, ispitivan je uticaj Fllc.*64 *66del varijante na protein/DNK

interakcije i vezivanje miRNK.
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Kultivacija bakterija

Prema referenci [183]

Bakterije soja E. coli DH5a su gajene na 37°C u te¢nom LB (Luria-Bertani)
medijumu (1% tripton, 1% NaCl, 0,5% ekstrakt kvasca) ili na ¢vrstoj LA podlozi (1%
tripton, 1% NaCl, 0,5% ekstrakt kvasca i 1,5% agar). Prilikom gajenja bakterija
transformisanih plazmidom koji sadrzi gen za rezistenciju na ampicilin, ovaj antibiotik

je dodavan u te¢ne i u ¢vrste medijume u finalnoj koncentraciji od 100 pg/mL.

In situ PCR dirigovana mutageneza

[modifikovani protokol za Quick Change Site-Directed Mutagenesis Kit-
STRATAGENE]

In situ PCR dirigovana mutageneza je metoda koja omogucava uvodenje
taCkaste mutacije, male delecije ili insercije u DNK sekvencu ukloniranu u dvolan¢ani
vektor. Za izvodenje ove metode koris¢ena je modifikacija uputstva za QuickChange
Site-Directed Mutagenesis Kit (Stratagene). Kao matrica za umnoZzavanje Kkoristi se
vektor sa ukloniranom sekvencom u koju se uvodi genska varijanta. Kako bi se
osiguralo umnozavanje kompletnog vektora, koristi se miks DNK polimeraza Pfu i
Vent. Nakon umnozavanja, vr$i se digestija restrikcionim enzimom koji specifi¢no iseca
samo metilovanu DNK. Na taj nacin, uklanja se pocetni vektor koji ne sadrzi gensku
varijantu od interesa. Novosintetisanim vektorom, vrsi se transformacija kompetentnih
bakterijskih ¢elija. Grani¢nici koji su koris¢eni dati su u Tabeli 2.

PCR smesa finalne zapremine 50 pL, sadrzala je slede¢e komponente:

100 ng plazmidne DNK*

10x reakcioni pufer (50 mM Tris-HCI pH 9; 0,1% Triton X-100) 5uL
100 pmol/uL grani¢nika 0,5 uL
25 mM dNTP mix 1 uL
5U Pful polimeraze (Fermentas) 0,5 uL
5U Vent polimeraze (NE BioLabs) 0,5 uL

*za mutagenezu c.1787G>A: pcDNA3.1(+) sa cDNK za protrombin; za mutagenezu
c.*64_*66del dva pClneo vektora sa: 1. cDNK za protrombin i 2. cDNK za protrombin sa
dodatnih 50 bp 3' FR regiona
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Temperaturni profil PCR reakcije:

95°C/1 min

(95°C/60s, 55°C/60s, 65°C/120s/1kb plazmida) x 30 ciklusa

4°C/ o

Produkti PCR reakcije podvrgavani su digestiji Dpnl restrikcionim enzimom. U
smesu je dodavano 10U Dpn | (Fermentas) enzima i reakcija digestije se odvijala 16h
na 37°C. Nakon toga, digestiona smesa je koriS¢ena za transformaciju kompetentnih
bakterijskih ¢elija. 1z transformanata je izolovana plazmidna DNK, a uspe$nost in situ
mutageneze proveravana je sekvenciranjem regiona u koji su uvodene genske varijante

od interesa.

Priprema kompetentnih bakterijskih éelija za transformaciju

Prema referenci [183]

Primenom ove metode povecava se propustljivost ¢elijske membrane bakterijske
¢elije uz ocuvanje vijabilnosti. Na taj na¢in, omoguceno je ,,unoSenje* strane DNK,
odnosno transformacija bakterijske ¢elije odgovaraju¢im vektorom.

Priprema kompetentnih bakterijskih ¢elija za transformaciju podrazumevala je
inokulaciju te¢nog LB medijuma (10 mL) sa pojedina¢nim bakterijskim kolonijama u
kome su potom gajene na 37°C preko noci uz konstantno mesanje na 180 rpm. Iz ove
prekono¢ne kulture 2 mL je kori§¢eno za inokulaciju 200 mL LB medijuma. Kultura je
gajena na 37°C, uz meSanje na 200 rpm. Kada je opticka gustina kulture dostigla
odgovarajucu vrednost 0,3<ODg00<0,5, kultura je centrifugirana 10 min na 4°C i 2500
rpm. Dobijeni talog je resuspendovan u 10 mL 0,1 M CaClz i inkubiran na ledu 15 min,
a nakon toga centrifugiranje je ponovljeno pri istim uslovima. Talog je resuspendovan u
2 mL pufera RF2 (10 MM MOPS, 1 mM RbCI, 75 mM CaCl215% glicerol) i inkubiran
na ledu 15 min. Po 50-200 pL smese je alikvotirano na ledu i zamrznuto na -80°C do

upotrebe.
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Transformacija kompetentnih bakterijski/ celija

Prema referenci [183]

Bakterije podjednako efikasno replikuju kako sopstvenu tako i uneSenu
plazmidnu DNK, usled ¢ega primena ove metode obezbeduje produkciju velike koli¢ine
ciljane plazmidne DNK. U ovoj studiji koriS¢ena je metoda transformacije toplotnim
Sokom (engl. heat shock transformation). U suspenziju svezih kompetentnih
bakterijskih ¢elija (200 uL) dodavano je 10 uL plazmidne DNK. Smesa je inkubirana
1h na ledu, nakon Cega je izlagana toplotom Soku najpre 2 min na 42°C, a potom 5 min
na ledu. Oporavak ¢elija se odvijao gajenjem 1 h na 37°C, nakon dodavanja 800 uL LB
medijuma bez antibiotika. Bakterijska kultura (100-500 pL) je utrljavana na LA
podlogu i gajena na 37°C preko noéi. Iz pojedina¢nih kolonija su izolovani ciljni

plazmidi.

Izolovanje plazmidne DNK na maloj skali

[protokol za QIAprep Spin Miniprep Kit -QIAGEN]

Pojedina¢ne bakterijske kolonije zasejavane su u 5 mL te¢nog LB medijuma sa
ampicilinom i inkubirane na 37°C preko no¢i, uz konstantno meSanje na 180 rpm.
Prekono¢na kultura je centrifugirana 2 min na 13000 rpm i dobijeni talog je
resuspendovan u 250 pL pufera P1, a zatim je dodavano 250 pL pufera za lizu P2 i 350
uL pufera N3, nakon Cega su tube blago izmeSane. Smesa je centrifugirana 10 min na
13000 rpm. Supernatant je prebacivan na QIAprep kolonu i centrifugiran 1 min na
13000 rpm. Tec¢nost koja je prosla kroz kolonu je odlivena, a DNK vezana na koloni je
precis¢avana dodavanjem 750 pL pufera PE i centrifugiranjem 1 min na 13000 rpm.
Tecénost iz epruvete za sakupljanje je uklonjena i precis¢avanje kolone je ponovljeno na
isti nacin. Kolona je potom prenesena u sterilnu mikrotubu i DNK je sprana sa kolone

dodavanjem 50 pL sterilne vode i centrifugiranjem 1 min na 13000 rpm.

Detekcija plazmida koji nosi Zeljenu varijantu

[protokol za BigDyeTerminator Ready Reaction Kit- Applied Biosystems]

Provera pripremljenih konstrukata na prisustvo Fllc.1787G>A i Fllc.*64_*66del

varijanti vrSena je sekvenciranjem plazmidne DNK. Za detekciju Fllc.1787G>A
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varijante kori$¢en je grani¢nik BGN-R, dok je za proveru prisustva Fllc.*64_*66del
varijante kori§¢en Ptl grani¢nik (Tabela 2).

Smesa za sekvenciranje, finalne zapremine 8 pL , sadrzala je:

150-200 ng plazmidne DNK
1pmol/uL grani¢nika BGN-R/Pt1 3,2ulL
Ready Reaction Mix (Applied Biosystems) 2 uL

Nakon reakcije sekvenciranja uzorci su precis¢avani Na-acetatnom
precipitacijom i analizirani na 3130 GeneticAnalyser aparatu (AppliedBiosystems)

prema ve¢ opisanom protokolu.

Priprema plazmidne DNK za transfekciju celija u kulturi

[protokol za EndoFree Plasmid Mini Kit-QIAGEN]

Za pripremu plazmidne DNK za transfekciju permanentnih celijskih linija
koris¢en je komercijalni EndoFree Plasmid Mini Kit (Qiagen). Pojedina¢ne bakterijske
kolonije zasejavane su u 5 mL LB medijuma sa ampicilinom (100 mg/mL) i inkubirane
8 sati na 37°C uz mesanje na 300 rpm. Iz te kulture alikvotirano je 100 uL i zasejano u
100 mL LB medijuma, a potom su bakterije gajene 12-16 h na 37°C uz meSanje na 300
rpm. Bakterijska kultura je centrifugirana 25 min na 4°C/4700 rpm. Talog je
resuspendovan u 10 mL pufera P1, zatim je dodavano 10 mL pufera P2 i smesa je blago
izmesana. Nakon inkubacije od 5 min na sobnoj temperaturi, dodavano je 10 mL pufera
P3 i smesa je blago izmeSana invertovanjem. Dobijeni ¢elijski lizat je inkubiran 10 min
na sobnoj temperaturi, a potom profiltriran pomoc¢u QIAfilter Maxi. U filtrirani lizat je
dodato 2,5 mL pufera ER, smesa je blago izmeSana i inkubirana na ledu 30 min. Za to
vreme je dodavanjem 10 mL pufera QBT pripremljena kolona QIAGEN-tip 500. Na
pripremljenu kolonu nanoSen je filtrirani lizat. Nakon propustanja smeSe, DNK koja se
vezala za kolonu je isprana dva puta sa 30 mL pufera QC. Kolona je nakon toga
prenesena u tubu za centrifugiranje i DNK je sprana puferom QN. Precipitacija eluirane
DNK je vrSena dodavanjem 10,5 mL izopropanola i centrifugiranjem 30 min na 4°C i
8000 rpm. Supernatant je odliven, a talog je ispran dodavanjenm 5 mL 70% etanola i

centrifugiran 10 min na 4°C i 8000 rpm. Preostali talog je suSen na vazduhu 10-30 min
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pri sobnoj temperaturi, a potom rastvoren u 200 uL endotoxin-free pufera TE.
Plazmidna DNK je ¢uvana na -20°C do upotrebe.

Kultivacija permanentnih celijskih linija

Prema referenci [196]

Celije su gajene u medijumu DMEM (Dullbecco’s Modified Minimum Essencial
Medium) GlutaMAX (Gibco) koji sadrzi L-glutamin, visoku koncentraciju glukoze (4,5
g/L) i piruvate. Medijum je obogacen sa 10% fetalnog govedeg seruma (FBS, Gibco) i
dodat je antibiotik gentamicin (50 pg/mL). Prilikom gajenja HepG2 ¢elija u medijum su
dodavane i 1x DMEM neesencijalne aminokiseline (Sigma). Uslovi gajenja u
inkubatoru podrazumevali su automatski protok 5% CO-, na temperaturi od 37°C, uz
sve propisane mere sterilnog rada. Koris¢ene permanentne ¢elijske linije Cos-7 i HepG2
spadaju u adherentne Ccelijske linije. Pasaziranje celija je vrSeno po dostizanju
konfluentnosti ¢elija od priblizno 80%. Najpre je uklanjan medijum, a potom su celije
ispirane dva puta PBS puferom (137 mM NacCl; 3,38 mM KCI; 1,76 mM KH2POg; 10
mM NazHPO4 pH 7,5). Celije su odvajane od podloge inkubacijom 3-5 min sa 0,1%
rastvorom tripsin-EDTA, nakon ¢ega je delovanje enzima zaustavljeno dodatkom
ekvivalentne koli¢ine medijuma u odnosu na dodatu koli¢inu tripsina. Broj ¢elija nakon
pasaziranja odredivan je na hemocitometru. Celije su pripremane za zamrzavanje
centrifugiranjem 10 min na 1200 rpm i resuspendovanjem taloga celija u 1 mL
medijuma za zamrzavanje koji sadrzi krioprotektivni agens, 10% dimetilsulfoksid

(DMSO) rastvoren u FBS. Suspenzija ¢elija je u kriotubama ¢uvana u tenom azotu.

Izolacija proteina nukleusnoq i citoplazmatskog ekstrakta HepG2 Celijske linije

Prema referenci [197]

Izolacija proteina nukleusnog (NE) i citoplazmatskog (CE) ekstrakta iz HepG2
éelijske linije je radena po modifikovanoj metodi Dignama i saradnika [197]. Celije su
gajene pod standardnim uslovima u plasti¢noj posudi pre¢nika 100 mm, do dostizanja
konfluentnosti od priblizno 80%, a zatim isprane i resuspendovane u 500 uL PBS
pufera. Nakon centrifugiranja 5 min/900 rpm na +4°C, ¢elije su resuspendovane u 200
pL pufera A (10 mM Hepes-KOH pH 7,8; 1,5 mM MgCl;; 10 mM KCI; 0,5 mM DDT;
inhibitor proteaze (1:1000, 50x inhibitor proteaze). Smesa je inkubirana 10 min na ledu,

nakon ¢ega je dodat 10% Triton X-100 u koli¢ini koja odgovara 1/30 volumena pufera
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A. Centrifugiranjem 1 min/11000 rpm na +4°C, razdvojeni su citoplazmatski ekstrakt (u
supernatantu) i nukleusni ekstrakt (u vidu taloga). Supernatant je prenesen u novu
mikrotubu i dodat je pufer B (0,3 mM Hepes-KOH pH 7,8; 30 mM MgCly; 1,4 mM
KCI; inhibitor proteaze (1:1000, 50x inhibitor proteaze) u zapremini koja odgovara 1/10
prethodno dodate zapremine pufera A. Talog je resuspendovan u puferu C (20 mM
Hepes-KOH pH 7,8; 1,5 mM MgCly; 0,42 mM NaCl; 25% glicerol; 0,2 mM EDTA; 0,5
mM DTT; inhibitor proteaze (1:1000, 50x inhibitor proteaze) u zapremini koja
odgovara 1/5 volumena dodatog pufera A. Uzorci (NE i CE) su inkubirani 15 min na
4°C uz mesanje, a zatim centrifugirani 15 min/14000 rpm, na 4°C. Iz oba uzorka je
sakupljen supernatant i izmerena koncentracija proteina. Izolovani proteini su ¢uvani na

-80°C.

Merenje koncentracije proteina

Prema referenci [198]

Koncentracija proteina je odredivana metodom po Bradford-u koja se zasniva na
vezivanju boje komazi plavo (engl. Coomassie Brilliant Blue) za proteine i poredenju
intenziteta boje sa vrednostima dobijenim za uzorke BSA poznate koncentracije.

Koncentracija ukupnih proteina u ekstraktima odredivana je koriS¢enjem
komercijalnog reagensa Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Biorad). U 10 pL
izolovanih proteina dodavano je 200 pL reagensa. Nakon 10 min inkubacije na sobnoj
temperaturi, ocCitavana je apsorbanca uzorka na talasnoj duzini od 595 nm na
spektrofotometru Infinite 200 PRO multiplate reader (TECAN). Na osnovu ocitane
apsorbance, koncentracija proteina u merenim uzorcima automatski je odredivana
intrapolacijom sa standardne krive koja je dobijena za uzorke proteina BSA poznatih
koncentracija u opsegu od 0,1 do 1 mg/mL, pri ¢emu je uziman u obzir faktor

razblaZenja uzoraka.

Izolacija celokupne RNK iz HepG2 celijske linije

[Modifikovani protokol za TRI Reagent Solution-Ambion]

HepG2 ¢elije su gajene pod standardnim uslovima u plasti¢noj posudi prec¢nika
100 mm, do dostizanja konfluentnosti od priblizno 80%. Iz posude je uklonjen medijum
i ¢elije su potom homogenizovane dodavanjem 1mL TRI Reagent Solution (Ambion) i

mehani¢kim odlepljivanjem sa posude pomocu silikonske strugalice (engl. scraper).
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Odlepljene ¢elije su resuspendovane nastavkom i smesa je preneta u sterilnu mikrotubu.
Nakon toga, uzorci su centrifugirani 10 min na +4°C/12200 rpm. Supernatant je
prenesen u sterilnu mikrotubu, a talog je odbacivan. U supernatant je dodavano 200 uL
hladnog hloroforma i tuba je izmeSana nekoliko puta, a zatim je smeSa inkubirana na
sobnoj temperaturi 15 min. Radi razdvajanja faze sa RNK od faza u kojima se nalaze
DNK i proteini, smesa je centrifugirana 15 min na 4°C/12200 rpm. Gornja faza u kojoj
se nalazi RNK je prenesena u sterilnu mikrotubu, u koju je potom dodavano 500 uL
hladnog izopropanola. Smesa je vorteksovana 10 s, potom inkubirana 10 min na sobnoj
temperaturi i nakon toga centrifugirana 8 min na 4°C/12200 rpm. Supernatant je
uklonjen, a u preostali talog je dodavano 1 mL hladnog 75% etanola rastvorenog u
sterilnoj vodi koja sadrzi 0,1% dietilpirokarbonat (DEPC). Tube su potom
centrifugirane 10 min na 4°C/12200 rpm i etanol je uklonjen. Talog je prosusen na
sobnoj temperaturi, a zatim resuspendovan u 20 pL sterilne vode. Koncentracije RNK

izolata izmerene su na spektrofotometru NanoVue.

Transfekcija Cos-7 celijske linije plazmidnom DNK

[Protokol za Lipofectamine 2000 Transfection Reagent-Thermo Fisher

Scientific]

Za transfekciju permanentne cCelijske linije Cos-7 koris¢en je reagens
Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher Scientific). Lipofectamine 2000 je pozitivno
naelektrisani lipozom koji omogucava s jedne strane interakciju sa negativno
naelektrisanim nukleinskim kiselinama formiraju¢i na taj nacin kompleks sa
plazmidnom DNK, dok s druge strane olakSava vezivanje tog kompleksa za negativno
naelektrisanu membranu ¢elije 1 ulazak plazmidne DNK u ¢eliju.

Za eksperimente tranzijentne transfekcije 5x10° Cos-7 éelija je zasejavano u
mikrotitar plo¢e sa 6 bunarica 1 gajeno pod standardnim uslovima kultivacije u trajanju
od 24 h. Nakon toga, vrSena je kotransfekcija sa odgovarajué¢im plazmidima u wild-type
ili mutiranoj formi i pcDNA-A1AT-wt plazmidom. Vektor pcDNA-A1AT-wt je
koris¢en kao kontrola, jer je alfa-1l-antitripsin sekretorni protein, kao i protrombin.
Celije su kotransfekovane sa po 1,5 pg kontrolnog plazmida i 1,5 ug plazmida sa
odgovaraju¢im insertom koji su najpre pomeSani sa 250 uL medijuma Optimem

(Invitrogen). U odvojenoj smesi pripremljeno je 10 uL reagensa Lipofectamine 2000 sa
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250 pL. Optimem-a i inkubirano 5 min na sobnoj temperaturi. Nakon toga, smesa sa
reagensom je pomesana sa smeSom koja sadrzi plazmidnu DNK i inkubirana 20 min na
sobnoj temperaturi kako bi se formirao kompleks izmedu Lipofectamin 2000 i
plazmidne DNK. Celijama je uklonjen medijum u kome su gajene prethodna 24 h,
isprane su PBS puferom i potom im je dodato 1,5 mL DMEM/F12 medijuma (Gibco).
U medijum je po zavrSetku inkubacije dodato 500 pL smese formiranog kompleksa.
Celije su zatim gajene u takvom medijumu 24 h pri standardnim uslovima. Nakon toga,
medijum je zamenjen sa 2 mL svezeg DMEM/F12 medijuma i ¢elije su gajene narednih
24 h. Medijum iznad transfekovanih ¢elija koji sadrzi sekretovani protrombin i alfa-1-
anitripsin je pokupljen i zamrznut na -80°C, a celije su lizirane i iz njih je vrSena

izolacija celokupne RNK.

Izolacija celokupne RNK iz transfekovanik éelija u kulturi

[protokol za RNeasy Plus Mini Kit-QIAGEN]

Cos-7 ¢elije su najpre lizirane dodavanjem 350 pL pufera RTL Plus, a potom
homogenizovane pomoc¢u QlAshredder kolone i centrifugirane 2 min na 13000 rpm.
Kako bi se sprecila potencijalna kontaminacija sa DNK, homogenizovani lizat je
nanos$en na gDNA Eliminator kolonu i centrifiguran 30 s na 13000 rpm. Nakon toga, u
eluat je dodavano po 350 uL 70% etanola i celokupna zapremina je prebacivana na
RNeasy kolonu za koju se vezuje RNK. Ova kolona je centrifugirana 15 s na 13000
rpm, a zatim je dodavano 700 uL pufera RW1 i kolona je ponovo centrifugirana pri
istim uslovima.U narednom koraku, RNK koja se vezala za kolonu, ispirana je dva puta
sa po 500 uL pufera RPE i centrifugirana 2 min na 13000 rpm uz odlivanje eluata. Kako
bi se uklonili svi tragovi pufera, ponovljeno je centrifugiranje 1 min na 13000 rpm.
Dodavanjem 50 puL sterilne vode i centrifugiranjem 1 min na 13000 rpm vrseno je

spiranje RNK sa kolone u sterilnu mikrotubu. Izolati RNK su ¢uvani na -80°C.

Precis¢cavanje RNK

[protokol za DNA-free Kit-AMBION]

Izolovana RNK je u jo$ jednom koraku preciS¢avana od DNK kontaminacije
pomoc¢u DNA-free kita (Ambion). U izolate RNK je dodavan DNase pufer u zapremini

10 puta manjoj u odnosu na zapreminu RNK izolata i 1 uL enzima rDNasel. Smese su

53



Materijal i metode

inkubirane 30 min na 37°C. Enzim je inaktiviran dodavanjem 0,1 volumena DNasel
inaktiviraju¢eg agensa u odnosu na zapreminu smesSe. Nakon inkubacije 2 min na
sobnoj temperaturi, smese su centrifugirane 1,5 min na 13000 rpm. Talog je odbacivan,
a preciS¢ena RNK koja se nalazi u supernatantu, je prebacivana u novu mikrotubu.
Prinos i kvalitet izolovane RNK je proveravan horizontalnom elektroforezom na 2%

agaroznom gelu i merenjem koncentracije na spektrofotometru NanoVue.
Sinteza cDNK

[protokol za High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit- Applied
Biosystems]

Za prevodenje celokupne iRNK u ¢DNK koris¢en je High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) koji sadrzi reverznu transkriptazu i
nasumicne (engl. random) grani¢nike. RNK izolovana iz tranzijentno transfekovanih
Cos-7 ¢elija koriscena je kao matrica u reakciji reverzne transkripcije, finalne zapremine

20 pL. Reakcija je bila sledeceg sastava:

10x RT Buffer 2 ul
25X dNTP mix 0,8 uL
10x random graniénici 2 ul
MultiScribe reverzna transkriptaza (50 U/uL) 1 uL
RNK lug

Temperaturni profil reakcije reverzne transkripcije:
25°C/25 min

37°C/120 min

85°C/5's

4°C/oo

Po zavsetku reakcije, uzorci cDNK su ¢uvani na -20°C.

Kvantifikacija iRNK metodom PCR-a u realnom vremenu

[protokol za TagMan Gene Expression Assays-Applied Biosystems]

Uticaj FlIc.1787G>A i Fllc.*64_*66del varijanti na ekspresiju gena za
protrombin na nivou iRNK ispitivan je metodom PCR-a u realnom vremenu (engl. Real

time PCR) uz koris¢enje TagMan Gene Expression Assays (Applied Biosystems).
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Dobijeni rezultati su obradeni primenom metode relativne kvantifikacije. Kao endogena
kontrola izabran je gen za neomicin fosfotransferazu, koji se nalazi na plazmidu kojim
je vrSena transfekcija. Ekspresija ovog gena u svim transfekovanim ¢elijama ne zavisi
od prisustva ispitivanih genskih varijanti. Pored toga, koli¢ina raspolozive iRNK za
neomicin fosfotransferazu je direktno srazmerna broju kopija plazmidnog vektora ¢ime
je ova endogena kontrola u isto vreme i kontrola uspesnosti transfekcije. PCR u realnom
vremenu je raden u multipleks reakciji, koriS¢enjem iste cDNK za detekciju signala

ciljnog i referentnog gena. Reakcija finalne zapremine 10 uL bila je sledeéeg sastava:

2x Univerzalni PCR MasterMix 5uL
20x TagMan Gene Expression Assays 0,5 uL
(900 nM svakog neobelezenog granicnika,250 nM Tagman MGB proba obelezena FAM-om)
18pmol/uL RT418a grani¢nik 0,5 uL
18pmol/uL RT418b grani¢nik 0,5 uL
G418 proba (250 nM Tagman MGB proba obelezena VIC-om) 0,5uL
cDNK 1,5 uL

Temperaturni profil reakcije:

50°C/2 min

95°C/10 min

(95°C/15s, 60°C/1 min)x 40 ciklusa.

Reakcije PCR-a u realnom vremenu radene su na aparatu 7500 Real-Time PCR
(Applied Biosystems). Dobijeni rezultati su obradeni upotrebom ABI Prism 7500
softvera (Applied Biosystems).

Koncentrovanje proteina iz medijuma transfekovanih celija

[protokol za Amicon Ultra-0,5mL-Millipore]

Medijumi u kojima su gajene transfekovane celije su koncentrovani priblizno 22
puta pomo¢u Amicon Ultra 30K kolone (Millipore). Medijumi iz tri nezavisne
kotransfekcije su zajedno pomesSani kako bi se dobila srednja vrednost za koli¢inu
sekretovanog protrombina i alfa-1-antitripsina. Nakon toga, 500 pL smese medijuma sa

proteinima je naneto na kolonu i centrifugirano 10 min na 12300 rpm na sobnoj
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temperaturi, dok na koloni ne ostane 23 uL finalne zapremine medijuma. Potom je
kolona invertovana, prenesena u mikrotubu za sakupljanje uzorka i centrifugirana 2 min
na 3300 rpm. Finalna zapremina od 23 pL ukoncentrovanog medijuma je ¢uvana na -80
°C.

Kvantifikacija kolicine protrombina u medijumu transfekovanih celija

Prema referenci [187]

Koncentrovani medijumi Cos-7 transfekovanih celija naneti su na 12% SDS-
PAGE gel. Sastav gela, uslovi transfera proteina sa gela na membranu i blokiranje
nespecifiénog vezivanja antitela prethodno su detaljno opisani u protokolu za SDS-
PAGE i Western blot. Nakon inkubacije membrane preko no¢i u 5% BSA rastvorenog u
PBST puferu, membrana je jednom isprana sa PBST puferom. U odnosu na poziciju
ciljnih proteina na membrani (protrombin-72 kDa, alfa-1-antitripsin-52 kDa), odredenu
na osnovu markera odgovaraju¢e molekulske mase, delovi membrane sa protrombinom
I alfa-1-antitripsinom su razdvojeni i inkubirani sa razli¢itim primarnim antitelima. Za
detekciju protrombina membrana je inkubirana 1 h 15 min u primarnom poliklonalnom
Thrombin K-20 antitelu (Santa Cruz Biotechnology), razblazenog 10000 puta u PBST
puferu sa 2% BSA. Za detekciju alfa-1-antitripsina kori§¢eno je kozje poliklonalno
primarno antitelo Anti-alpha-1-Antitrypsin (Abcam), razblazeno pod istim uslovima i sa
istim vremenom inkubacije kao i za protrombin. Nakon toga, membrane su ispirane tri
puta u trajanju od 10 min sa PBST puferom uz blago mesanje. Kao sekundarno antitelo
koris¢eno je zeCje Anti-Goat IgG peroxidase conjugate antitelo (Sigma), razblazeno
80000 puta u PBST puferu sa 2% BSA, sa kojim su membrane inkubirane 1 h na sobnoj
temperaturi, takode uz blago meSanje. ViSak sekundarnog antitela uklonjen je
ispiranjem tri puta po 10 min u PBST puferu. Uzorci su nano$eni na gel u triplikatu u tri
nezavisna eksperimenta. Hemiluminiscentni signal je detektovan na isti nacin kao $to je
opisano u protokolu za detekciju proteina iz plazme pacijenata. Relativna koli¢ina
protrombina izraZena je u odnosu na koli¢inu alfa-1-antitripsina, koji je koriS¢en kao
kontrola za normalizaciju dobijenih rezultata (engl. loading control). Kao negativna
kontrola koris¢en je medijum celija koje su kotransfekovane sa alfa-1-antitrpsinom i

odgovarajuc¢im vektorom koji ne sadrzi insert za protrombin. Za relativnu kvantifikaciju
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koli¢ine protrombina i alfa-1-antitripsina u medijumima transfekovanih ¢elija koris¢en
je softver ImageJ 1.41 (National Institute of Health, SAD).

In silico analize Fllc.*64 *66del varijante

Da bi se usmerila dalja funkcionalna analiza uticaja ove genske varijante na
ekspresiju protrombina, uradene su in silico analize uticaja Fllc.*64_*66del genske
varijante na moguce protein/DNK interakcije, promene u sekundarnoj strukturi iRNK i
potencijalna mesta vezivanja miRNK.

Za ispitivanje uticaja ove genske varijante na vezivanje proteina za 3' UTR gena
za protrombin koris¢en je program SpliceAid (Polytechnic University of Marche,
Italija). Ovaj program vrsi predikciju koris¢enjem baza podataka proteina koji ucestvuju
u iskrajanju i obradi iRNK. U predikciji su korisé¢ene i medusobno poredene nemutirana
(wt) sekvenca 3' UTR gena za protrombin, duzine 97 nukleotida i mutirana sekvenca sa
Fllc.*64 66del varijantom, duzine 94 nukleotida.

Predikcija sekundarne strukture uradena je pomocu dva softverska paketa:
RNAfold (Institute for Theoretical Chemistry, University of Vienna, Austrija) i Mfold
(The RNA Institute, College of Arts and Sciences, SAD). Oba programa se zasnivaju na
merenju minimalne slobodne energije sparivanja (AG). Programi su konstruisani na
osnovu polazne pretpostavke da nativna sekundarna struktura ima najmanju vrednost
slobodne energije, §to je Cini termodinamicki najstabilnijom. Algoritmi za izraCunavanje
AG uzimaju u obzir komplementarno sparivanje baza unutar linearne sekvence, kao 1
potencijalno nekomplementarno sparivanje baza i nekanonske sekundarne strukture
poput pseudo ¢vorova. U predikciji je poredena sekvenca poslednjeg egzona i 3' UTR-a
gena za protrombin duzine 240 bp u prisustvu i odsustvu Fllc.*64_66del varijante.

Predikcija uticaja Fllc.*64 *66del varijante na potencijalna mesta vezivanja
mMiRNK u 3' UTR-u iRNK za protrombin procenjena je koriséenjem nekoliko programa:
miRWalk 2.0 (Ruprecht-Karls-Universitit Heidelberg, Medizinische Fakultdt
Mannheim, Nemacka), miRBase (Faculty of Biology, Medicine and Health, The
Univeristy of Manchester, Velika Britanija), miRmap (Swiss Institute of Bioinformatics,
Université de Genéve, Svajcarska), TargetScan (Whitehead Institute for Biomedical
Research, SAD), miRanda (Memorial Sloan Kettering Cancer Center, SAD). Za

predikciju je koris¢ena sekvenca iRNK za trombin, duzine 2018 nukleotida

57



Materijal i metode

(NM_000506.3), nakon ¢ega su poredene potencijalne razlike u mestima vezivanja
odredenih miRNK u 3' UTR-u u zavisnosti od prisustva Fllc.*64_*66del varijante.

Ispitivanje uticaja Fllc.*64 *66del varijante na protein/DNK interakcije

Prema referenci [176]

Za ispitivanja protein/DNK interakcije koris¢en Footprinting Primer-PCR (FP-
PCR) esej [176]. Metoda FP-PCR se zasniva na ¢injenici da ukoliko postoji vezivanje
proteina za ciljni DNK region, on ¢e biti zasticen od delovanja nukleaza i na taj nacin
moguce je utvrditi da li postoji mesto vezivanja proteina za sekvencu od interesa. FP-
PCR metoda se koristi za ispitivanje interakcije proteina sa jednolancanim DNK
fragmentom. Region DNK koji je bio zasticen od delovanja nukleaza vezanim
proteinima koristi se kao jedan od grani¢nika u PCR reakciji. Detekcija PCR produkta
odgovarajuce duzine je potvrda da je doSlo do vezivanja proteina u ispitivanom regionu
DNK.

Za ispitivanje potencijalnog mesta vezivanja proteina nukleusnog i
citoplazmatskog ekstrakta HepG2 Ccelijske linije za region u kome se nalazi
Fllc.*64 *66del varijanta kori$¢eni su oligonukleotidi: FIlwtdel3A-u kome je varijanta
Flic.*64_*66del odsutna (wt) i Flldel3A-koji sadrzi c.*64 *66del varijantu (mut)
(Tabela 2). U prvom koraku, izolovani proteini su inkubirani sa wt (wt-exp) i mut (mut-
exp) oligonukleotidom. Negativne kontrole su podrazumevale inkubaciju odgovarajuc¢ih
oligonukleotida bez dodatka proteina (-K-wt, -K-mut).

Sastav ove reakcione smese 1, finalne zapremine 32 uL bio je:

wt-exp i mut-exp -K-wt i —K-mut

Proteini (2 pg/ul) 10 uL /

Fliwtdel3A/ Flldel3A (10 pmol/uL) 10 uL Flidel3A/ Flidel3A (10 pmol/uL) 10 uL

4xpufer za vezivanje* 8 uL 4x pufer za vezivanje* 8 uL

Inkubacija 1 h na 37 °C/650 rpm

*Sastav pufera za vezivanje: 5 mM Tris-HCI pH 7,9; 10 mM KCI; 1,25 mM MgCly; 2% glicerol;
0,1 mM EDTA pH 8,0; 0,1 mM DTT i 1 ug poly(dIdC).
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Reakciona smeSa 1 je tretirana S1 nukleazom. Reakciona smesa 2, finalne

zapremine 45 pL bila je sledeceg sastava:

Reakciona smesa 1 32 uL
S1 nukleaza (2 U/uL) (Fermentas) 0,5ulL
7,4x pufer S1 nukleaze (Fermentas) 6,1 uL.

Inkubacija 30 min na 37 °C
Inaktivacija S1 nukleaze 10 min na 70 °C sa dodavanjem 4 uLL EDTA (2 mM)

Kako bi se iz smeSe uklonili proteini, ukljucujuéi i protein(e) koji se vezao za
zasti¢eni fragment DNK, u narednom koraku je u reakcionu smesu 2 dodato 5 pL
proteinaze K (Fermentas) i smesa je inkubirana 15 min na 55°C. Fragment DNK, koji je
ostao zaStiCen vezanim proteinima, je iz smeSe precCiSéavan Na-acetatnom
precipitacijom po ve¢ opisanom protokolu, a potom je resuspendovan u 15 pL sterilne
vode. Ovako dobijeni oligonukleotid koris¢en je kao grani¢nik u PCR reakciji, sa
drugim fluorescentno obeleZzenim graniénikom, na matrici koja obuhvata region
Fllc.*64 *66del varijante. PCR smesa, finalne zapremine 25 pL, bila je sledeceg

sastava:

Matrica (715 bp-3' kraj protrombina) 750 ng

10x PCR pufer 2,5 uL

25 mM MgCl; 2,5 uL

2 mM dNTP-ovi 2,5 uL

10 pmol/pL Pt2-fam 2,5 uL
grani¢nik*® 6 uL

5 U/uL Taq polimeraza 0,2 uL

*graninik dobijen precipitacijom reakcione smese 2

Temperaturni profil PCR reakcije bio je:

(97°C/2 min, 55°C/3 min) x 3 ciklusa
(94°C/1 min, 56°C/1 min, 72°C/1 min) x 40 ciklusa
72°C/10 min
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Fragment analiza na 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) kori$éena je za
detekciju i odredivanje duzine PCR produkta, na osnovu ¢ega je utvrdivana pozicija
zaSticenog fragmenta, odnosno regiona vezivanja proteina. LIZ500 (Applied
Biosystems) je koriS¢en kao standard za duzinu DNK, a za obradu rezultata je koris¢en

Gene Mapper 4.0 softver (Applied Biosystems).

Ispitivanje uticaja Fllc.*64 *66del varijante na vezivanje miRNK

Ova metoda ima za cilj ispitivanje vezivanja malih RNK, uklju¢ujué¢i i miRNK
za ciljnu sekvencu. Ovakav eksperimentalni pristup je prvi put dizajniran u okviru ove
studije i zasniva se na slicnom principu kao FP-PCR metoda. Bazira se na ¢injenici da
ukoliko postoji vezivanje odredenih malih RNK za ciljnu sekvencu, nakon formiranog
dvolan¢anog DNK/RNK hibrida, ta sekvenca ¢e biti zasti¢ena od delovanja S1 nukleaze
koja specifi¢no iseca jednolancanu DNK.

U preostalom DNK/RNK hibridu se delovanjem RNAze H, uklanja vezana RNK,
a jednolancani region DNK, koji je prethodno bio zastiCen vezanom RNK, se koristi kao
grani¢nik u PCR reakciji. Na taj nacin moguce je utvrditi da li postoji mesto vezivanja
malih RNK za sekvencu od interesa (Slika 11).

Eksperimentalni dizajn je podrazumevao inkubaciju celokupne RNK izolovane
iz HepG2 ¢elijske linije sa jednolan¢anim oligonukleotidima koji obuhvataju region u
kome se nalazi Fllc.*64_*66del varijanta sa wt (wt-exp) i mutiranom sekvencom (mut-
exp). Provera metode vr$ena je uz prisustvo odgovarajuéih negativnih kontrola (-K-wt-

exp; -K-mut-exp). Koriséeni oligonukleoti su prikazani u Tabeli 2.
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Jednolanéana DNK proba

=

[

ukupna izolovana RNK iz HepG2 éelijske linije

Inkubacija 45min/50 °C, potom 30min/37 °C

. I

S1 nukleaza 30min/37°C

Inaktivacija $1 nukleaze 10min/70°C/EDTA

RNAza H 2h/37°C

j :

Inaktivacija RNAze H 10min/60°C

Zasti¢eni jednolanéani DNK fragment
se koristi kao grani¢nik u PCR reakciji

__E_

PCR reakcija sa fluorescentno (F) obeleienim grani¢nikom

Odredivanje sekvence zasti¢enog jednolanéanog DNK fragmenta fragment analizom

Slika 11 Shematski prikaz eseja za ispit
DNK

U prvom koraku, izolovana RNK je inkubirana sa wt i mut jednolan¢anim DNK

fragmentom. Reakciona smesa 1, fin

ivanje interakcije vezivanja miRNK za jednolancanu

alne zapremine 20 pL je sadrzala:

. -K-wt-exp i
wt-exp i mut-exp
-K-mut-exp
RNK
5ulL /
(3 pg/uL)
Fllwtdel3A/Flidel3A Fllwtdel3A/Flidel3A
10 uL 10 uL
(20 pmol/uL) (10 pmol/uL)

Inkubacija najpre 45 min na 50°C, potom 30 min na 37°C
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Nakon inkubacije, nevezana jednolancana DNK je uklonjena tretiranjem smese sa

S1 nukleazom. Reakciona smesa 2, finalne zapremine 40 puL je bila sledeceg sastava:

Reakciona smesa 1 20 uL
S1 nukleaza (2 U/uL) (Fermentas) 0,5 uL
7,4x pufer S1 nukleaze (Fermentas) 54 uL

Inkubacija 30 min na 37°C
Inaktivacija S1 nukleaze 10 min na 70°C sa dodavanjem 4 uL. EDTA (2 mM)

Kako bi se uklonio EDTA iz uzoraka i omogucilo delovanje RNAze-H, nakon
inakvitacije S1 nukleaze, vrsena je Na-acetatna precipitacija. U 40 uL reakcione smese 2
dodavano je po 200 uL 0,1 M Na-acetata pH 5,2, rastvorenog u etanolu i celokupna
smesa je centrifugirana 10 min/13000 rpm, nakon ¢ega je uklonjen supernatant. Talog je
zatim ispiran dva puta sa po 200 uL 70% etanola, uz centrifugiranje 10 min/13000 rpm.
Supernatant je odliven i talog u potpunosti osusen. Dobijeni talog je koris¢en u sledecoj

reakcionoj smesi 3, finalne zapremine 40 pL:

Talog reakcione smese 2
RNAza-H (5 U/uL) (Fermentas) 1ul
10x pufer RNAze-H (Fermentas) 4 uL

Inkubacija 2 h na 37°C
Inaktivacija RNAze-H 10 min na 60°C

Nakon inaktivacije RNAze-H, preostali jednolan¢ani DNK fragment iz reakcione
smese 3 je ponovo preciS¢en Na-acetatnom precipitacijom na isti nacin, talog je
prosuSen, a potom resuspendovan u 3 pL sterilne vode. Sve reakcije su radene u
petoplikatu u 3 nezavisna eksperimenta. Da bi se povecao prinos ciljnog fragmenta i
omogucila njegova detekcija, reakcije iz jednog eksperimenta u petoplikatu, koje su se
odvijale istovremeno pod istim uslovima, su spojene u finalnu zapreminu od 15 pL .
Dobijeni jednolancani fragment kori$¢en je u PCR reakciji, u kojoj je drugi grani¢nik
bio fluorescentno obeleZzen (Pt2-fam). Na taj nacin, mogucée je fragment analizom
odrediti duZinu umnoZenog PCR produkta, odnosno poziciju grani¢nika dobijenog u
eksperimentu. Pored negativnih kontrola eksperimenta, u ovaj korak ukljucena je i

negativna kontrola PCR reakcije (-K-PCR). Kao matrica je koris¢en dvolancani
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fragment koji obuhvata 715 bp 3' kraja gena za protrombin koji je umnozen po vec

opisanom protokolu. PCR reakciona smesa, finalne zapremine 25 pL , bila je sledeceg

sastava:

wt-exp i mut-exp -K-wt-exp i -K-mut-exp -K-PCR

matrica 750 ng | matrica 750 ng | matrica 750 ng
10x PCR pufer 2,5 uL | 10x PCR pufer 2,5uL | 10x PCR pufer 2,5 uL
25 mM MgCl, 2,5ulL | 25 mM MgCl, 2,5uL | 25 mM MgCl, 2,5ulL
2 mM dNTP-ovi 2,5uL | 2mM dNTP-ovi 25uL | 2mMdNTP-ovi 2,5l
Pt2-fam ® 0,5uL | Pt2-fam?® 0,5uL | Pt2-fam® 0,5uL
grani¢nik* 6 uL grani¢nik* 6 uL /

5 U/uL Taq pol. 0,2 uL 5 U/uL Taq pol. 0,2 uL | 5U/uL Taq pol. 0,2 uL

$ koncentracija grani¢nika 10 pmol/uL ; *grani¢nik dobijen precipitacijom reakcione smese 3

Temperaturni profil PCR reakcije bio je:

(97°C/2 min, 55°C/3 min) x 3 ciklusa

(94°C/1 min, 56°C/1 min, 72°C/1 min) x 40 ciklusa

72°C/10 min

PCR produkti su ponovo tretirani S1 nukleazom na opisani na¢in i nakon toga

precis¢eni Na-acetatnom precipitacijom. Ovaj dodatni tretman je uraden da bi se

umanjio signal koji poti¢e od jednolancanih fragmeta umnozenih Pt2-fam grani¢nikom,

kako bi detekcija specifi€nog signala bila olakSana. DuZina dobijenih PCR produkata sa

fluorescentim grani¢nikom detekovana je fragment analizom uz koriS¢enje LIZ500

standarda i dobijeni rezultati su obradeni pomocu Gene Mapper 4.0 softvera na 3130

Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
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41  Odredivanje ucestalosti FI11c.1787G>A i Fllc.*64_*66del varijanti

Prvi deo ove studije obuhvatao je odredivanje ucestalosti genskih varijanti
Flic.1787G>A i Fllc.*64_*66del u grupi od 603 ispitanika (353 pacijenata i 250
zdravih ispitanika).

Na osnovu postavljenih Kriterijuma za studiju, odabrana je grupa od 353
pacijenta (starost 38,64+11,75 godina), koju je ¢inilo 117 muskaraca (m) i 236 zena (Z).
Medu njima, kod 247 pacijenta (starost 40,32+13,26 godina; 117m 1 130z) bile su
prisutne razli¢ite tromboticke manifestacije, a 106 Zena (34,80+5,59) je imalo spontane
pobacaje nepoznate etiologije. Pacijenti ukljueni u studiju su imali ukupno 851
tromboticki dogadaj (prosec¢no 2,41 trombotickih dogadaja po pacijentu), a njih 140
(39,66%) je imalo pozitivnu porodiénu anamnezu. S ciljem da se ispita da li
Fllc.1787G>A 1 Fllc.*64 *66del varijante mogu imati znacajnu ulogu u etiologiji
odredenog trombotickog dogadaja, grupa pacijenata je stratifikovana na nekoliko
podgrupa. Podgrupa pacijenata sa trombozom dubokih vena obuhvatila je 94 ispitanika
(starost 38,22+12,54 godina; 42m i 537), podgrupu sa izolovanim pluénim embolizmom
¢inilo je 104 pacijenta (starost 42,30+14,40 godina; 56m 1 48%), dok je 49 pacijenata
(starost 40,13+11,52 godina; 19m i 297) imalo kombinovane tromboticke poremecaje,
odnosno dva ili vise razli¢itih dogadaja (tromboze dubokih vena, pluéni embolizam,
mozdani udar, infarkt miokarda ili spontane pobacaje).

U opstu kontrolnu grupu bilo je ukljuceno 250 zdravih ispitanika (starost
40,37+13,78 godina; 92m 1 154%7), dok je kontrolnu grupu za grupu pacijentkinja sa
spontanim pobacajima ¢inilo 154 Zzene koje nisu imale spontane pobacaje (starost
38,17+12,16 godina). Kontrolne grupe su bile formirane tako da po polu i godinama
starosti odgovaraju grupama pacijenata. Karakteristike ispitanika koji su bili ukljuceni u

studiju date su u Tabeli 5.
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Tabela 5 Karakteristike uc¢esnika u studiji

Odnos Pozitivna
Prose¢na )
Tromboticki polova porodi¢na Broj
n starost
poremecaj anamneza | TD/SP
(godine £SD) m V4
(%)
36
TDV 94 38,22+12,54 42 | 52 >181
(37,89)
41
PE 104 42,30+14,40 56 | 48 >114
(39,42)
- 22
= KTP 49 40,13£11,52 19 | 30 106
Z (45,83)
|
—
5 99
b PTP 247 40,32+13,26 | 117 | 130 >461
o (40,08)
41
SP 106 34,80+5,59 /| 106 390
(38,68)
140
> 353 38,64+11,75 | 117 | 236 >851
(39,66)
< 15
=z OKG 250 40,37+13,78 92 | 154 /
3 & ©
x >
=
Z O 3
o KG-SP 154 38,17+12,16 /[ | 154 /
¥4 (1,95)

n-broj ispitanika u grupi; SD-standardna devijacija; m-muski pol; z-zenski pol;

TD/SP-tromboti¢ki dogadaj ili spontani pobacaj; TDV-tromboza dubokih vena; PE-

pluéni embolizam; KTP-kombinovani tromboti¢ki poremecaji; PTP-pacijenti sa

tromboti¢kim poremecajima (obuhvata TDV, PE i KTP grupu); SP-spontani pobacaji;

Y-ukupan broj pacijenata; OKG-opsta kontrolna grupa; KG-SP-kontrolna grupa za

spontane pobacaje
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Varijanta Fllc.1787G>A se nalazi u poslednjem egzonu gena za protrombin i
dovodi do aminokiselinske zamene Arg596GIn, dok je varijanta Fllc.*64_*66del
pozicionirana u 3' UTR-u i predstavlja deleciju 3 nukleotida. Prisutvo ovih genskih
varijanti kod ispitanika utvrdivano je metodom PCR-RFLP ili sekvenciranjem DNK. Za
detekciju Fllc.1787G>A varijante PCR-RFLP metodom, umnozavan je fragment duzine
175 bp. Razdvajanjem produkata restrikcione digestije detektovano je prisustvo wild-
type (wt) alela (109 i 66 bp) i mutiranog alela (175 bp) (Slika 12C).

) 3'-GGCTGTGACCEGGATGGGAAA.5. 1 >"
Bﬂ FIl c.1787G>A C175bp :n-/: N/N N/N -L_‘ _

Slika 12 Detekcija Fllc.1787G>A varijante A) Shematski prikaz pozicije Fllc.1787G>A
varijante u poslednjem ezgonu 3' kraja gena za protrombin; B) Deo sekvence 3' kraja gena za
protrombin sa Flic.1787G>A varijantom u heterozigotnom obliku; C) PCR-RFLP analiza
Fllc.1787G>A varijante: L-marker molekulskih duzina; N-wt alel; M-mutirani alel
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U slucaju Fllc.*64 *66del genske varijante, restrikcioni profili umnozenih
fragmenata nakon PCR-RFLP-a bili su: za wild type alel-83 bp, a za mutirani alel- 55 i
25 bp (Slika 13C). Za detekciju ovih varijanti metodom sekvenciranja DNK,
umnozavan je i sekvenciran region 3' kraja protrombinskog gena duzine 715 bp koji
obuhvata poslednji egzon i 3' UTR (Slika 12B i 13B).

A
Poslednji egzon 3'UTR

sle sle

Fll c.*64_*66del

&
<

B FIl c.*64_*66del c L M/N N/N N/N N/N

200bp

10069 e e e i s3p

55bp

Slika 13 Detekcija Fllc.*64 *66del varijante A) Shematski prikaz pozicije Fllc.*64 *66del
varijante u 3' UTR-u gena za protrombin; B) Deo sekvence 3' kraja gena za protrombin sa
Flic.*64_*66del varijantom u heterozigotnom obliku; C) PCR-RFLP analiza Fllc.*64_*66del

varijante: L-marker molekulskih duzina; N-wt alel; M-mutirani alel
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Podaci o ucestalosti genotipova FlIc.1787G>A i Flic.*64_*66del genskih

varijanti kod pacijenata i kontrolnih ispitanika dati su u Tabeli 6.

Tabela 6 Ucestalost genotipova Flic.1787G>A | Flic.*64_*66del varijanti kod pacijenata sa

trombofilijom i kontrolnih ispitanika

Fllc.1787G>A

Fllc.*64_*66del

Pt p?
Tromboticki n n OR! OR?
poremecaj (%) (%)
NN | MIN | MM NN | MIN [ wim | (5%eCh e (95%Ch)
TDV 94 94
n=95) | (00) ' T / / ! /
PE 104 / / 103 1 / / o
(n=104) | (100) | (0,00) (99,04) | (0,96) (0.29-170.71)
E K 47 2 ) 49 / / 20é0337 /
Z | (n=49) | (95,92) | (4,08) (100) (1.24-558,01)
.—, ) )
S | PTP 245 2 ) 246 1 | g’ig g’gg
O | (n=247) | (99,19) @ (0,81) (99,59) | (0,40) (024.10682) | (012.76.20)
0,07*
SP 106 / | 103 3 / ) 10.25%
(n=106) | (100) | (0,00) 97,17) | (2,83) (0.53-204.43)
> 351 2 ) 349 4 / ggé g’ig
(n=353) | (99,43) | (0,57) (98,87) | (1,13) (017.7455) | 035.120.36
S OKG 250 / / 250 / /
3 (n=250) | (100) | (000) (100) | (0,00)
=
Z ® KG-SP | 154 / ) 154 / )
O | (n=154) | (100) | (0,00) (100) | (0,00)

n-broj pacijenata u grupi; TDV-tromboza dubokih vena; PE-plué¢ni embolizam; KTP-kombinovani tromboticki

poremecaji; PTP-pacijenti sa trombotickim poremecajima (obuhvata TDV, PE i KTP grupu); SP-spontani

pobacaji; X-ukupan broj pacijenata; OKG-opsta kontrolna grupa; KG-SP-kontrolna grupa za spontane

pobacaje; N-wt alel; M-mutirani alel; P-statisticka znaéajnost; OR-Odds Ratio; Cl-interval poverenja; za

poredenje ucestalosti koris¢en je Fisher's exact test; 1-poredenje grupe pacijenata u odnosu na kontrolnu

grupu za Fllc.1787G>A varijantu; 2-poredenje grupe pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu za

Fllc.*64_*66del varijantu; * poredenje SP grupe u odnosu na kontrolnu grupu KG-SP za Flic.*64_*66del

varijantu
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Grupe pacijenata u kojima su detektovane ispitivane varijante bile su u Hardi-
Vajnbergovoj ravnotezi. Za obe genske varijante detektovana je vrlo mala ucestalost
kod pacijenata, dok u kontrolnim grupama nije detektovan nijedan nosilac. Bez obzira
na ovu cinjenicu, rezultati su statisticki obradeni, imajuc¢i u vidu da su ucestalosti
Fllc.1787G>Ai Fllc.*64_*66del varijanti prvi put odredivane u ovoj studiji, te dobijeni
podaci predstavljaju smernice za dalje istrazivanje. Za statisticku obradu je, zbog male
ucestalosti ispitivanih varijanti, koriS¢en Fisher's exact test.

Genska varijanta Fllc.1787G>A je u heterozigotnoj formi detektovana kod dva
ispitanika u grupi pacijenata. Detektovani nosioci su pripadali grupi pacijenata sa
kombinovanim tromboti¢kim poremecajima, dok u ostalim ispitivanim grupama sa
trombozom dubokih vena, izolovanim pluénim embolizmom 1 Zenama sa spontanim
pobacajima nosioci ove varijante nisu bili prisutni. Homozigotni nosioci Fllc.1787G>A
nisu detektovani u ispitivanim grupama. Ucestalost FIlc.1787G>A genske varijante u
grupi pacijenta sa kombinovanim trombotickim poremecajima (4,08%), bila je
statisticki znacajno povecana (P=0,03) u poredenju sa kontrolnom grupom ispitanika.

U slucaju Fllc.*64 *66del varijante detektovana su 4 nosioca u heterozigotnom
obliku, dok nijedan homozigotni nosilac nije detektovan. Sva 4 nosioca su detektovana
u grupi pacijenata od kojih jedan medu pacijentima sa izolovanim pluénim
embolizmom, a u grupi Zena sa spontanim pobacajima 3 nosioca ove varijante.
Povecana ucestalost ove varijante zabeleZena je kod pacijenata sa izolovanim plu¢nim
embolizmom (0,96%) 1 sa spontanim pobacajima (2,83%), u odnosu na odgovarajuce

kontrolne grupe (0%), ali bez statisticke znacajnosti.
4.1.1 Porodicne studije

U cilju funkcionalne analize Flic.1787G>A i Fllc.*64 *66del varijanti, u
studiju su ukljuceni ¢lanovi porodica detektovanih nosilaca ovih varijanti, ¢iji su uzorci
plazme koris¢eni u ex vivo analizama. Za dalju funkcionalnu analizu Fllc.1787G>A
varijante bili su dostupni ¢lanovi porodice jednog od dva detekovana nosioca. Pored
probanda (IV-15) u analizu je ukljuceno jos§ 18 ¢lanova porodice (Slika 14). Proband
IV-15 je imala najpre TDV u svojoj 16. godini, a potom ponovljenu trombozu tokom
trudnoce u 23. godini, akutnu mezenterijalnu trombozu u 33. godini i infarkt miokarda u
45. godini starosti [199]. Dodatnih 18 ¢lanova porodice (obelezenih trouglom na slici

14) su testirani na prisustvo Fllc.1787G>A varijante, i zajedno sa probandom

70



Rezultati

detektovano je ukupno 10 nosilaca ove varijante (6 simptomatskih i 4 asimptomatska),

dok 9 testiranih ¢lanova porodice nisu bili nosioci.

Slika 14 Porodi¢no stablo detektovanog nosioca Fllc.1787G>A varijante. Proband (IV-15) je
oznaden strelicom. Srafirani objekti predstavljaju lanove porodice koji su imali tromboticki
poremecaj; beli objekti predstavljaju ¢lanove koji nisu imali tromboti¢ki poremecaj, a sivim
objektima su predstavljeni ¢lanovi porodice za koje nisu bili dostupni podaci. Trouglovima su
oznaeni testirani ¢lanovi porodice: crnim- heterozigotni nosioci Fllc.1787G>A varijante,
belim-testirani ¢lanovi koji nisu nosioci. Kosa crta oznacava preminule ¢lanove porodice: *-
poginulih u ratu, ®-umrlih prirodnom smréu. Slika objavljena na engleskom jeziku u Miljic,
Gvozdenov i saradnici, 2017 [200]

Prose¢na starost u vreme pojave prvog trombotickog poremecaja kod
simptomatskih nosilaca bila je 26,5 (12-41) godina, dok je proseCna starost
asimptomatskih nosilaca u vreme uzimanja uzoraka bila 18,5 (8-62) godina. Ukupan
broj trombotickih poremecaja kod simptomatskih nosilaca bio je 12, od kojih su 8 TDV,

a u jednom slucaju TDV pracene pluénim embolizmom. Kod dva nosioca ustanovljena
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je dijagnoza akutne mezenterijalne tromboze. Testiranjem svih ispitanika iz ove
porodice na rutinske testove za trombofiliju nije utvrdeno prisustvo drugih faktora
rizika, osim kod supruznika (IV-14) i ¢erke (V-11) probanda, za koje je detektovano da
su asimptomatski nosioci FI1 G20210A mutacije u heterozigotnom obliku.

U funkcionalnu analizu Fllc.*64 *66del varijante bili su ukljuceni ¢lanovi
porodica 3 detektovana nosioca u grupi zena koje su imale spontane pobacaje. Clanovi
porodice nosioca ove varijante sa izolovanim plu¢nim embolizmom nisu bili dostupni
za dalje analize. Za sve c¢lanove porodica koji su ucestvovali u studiji (ukupno 9),
prikupljeni su anamnesticki podaci i uradeno je testiranje na prisustvo Fllc.*64 *66del
varijante. U porodici A (Slika 15), proband je u 31. i 32. godini imala dva spontana
pobacaja nepoznatog uzroka, oba u Sestoj nedelji trudnoée. Tome je prethodila uspesna
trudnoca u 28. godini kada je na jednom jajniku detektovan tromb. Proband iz porodice
B je takode imala ponovljene spontane pobacaje do kojih je doslo u 8. i 12. nedelji
trudnoce usled pojave hematoma i zastoja sr¢anog rada ploda. Nakon toga, imala je dva
uspeSna porodaja carskim rezom. Proband iz porodice C do sada nije imala uspeSne
trudnoce i nakon dva pokusaja in vitro fertilizacije doslo je do gubitka ploda u 7. i 18.
nedelji trudnoce. Sistemske bolesti nisu bile prisutne kod probanda iz porodice B i C,

dok je proband iz porodice A imala hipotireozu.

A B C

n o—® |m

M 11 11
I 1 I o @

Slika 15 Porodi¢na stabla detektovanih nosilaca Fllc.*64_*66del varijante. Probandi (I-2) iz 3
porodice (A, B, C) su oznadeni strelicom. Srafirani objekti predstavljaju ¢lanove porodice koji
su imali tromboticki poremecaj; beli objekti predstavljaju ¢lanove koji nisu imali tromboticki
poremecaj; trouglovima su oznaceni testirani ¢lanovi porodice: crnim- heterozigotni nosioci
Fllc.1787G>A varijante, belim-testirani ¢lanovi koji nisu nosioci. Kosa crta oznac¢ava preminule

¢lanove porodice
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Anamnesti¢ki podaci su ukazali da u ispitivanim porodicama nije bilo ranijih
slu¢ajeva spontanih pobacaja. U porodicama A i B, zabelezena je istorija infarkta
miokarda i mozdanih udara, dok je u porodici C kod oca probanda dijagnostifikovana
arterijska hipertenzija. Varijanta Fllc.*64_*66del je u heterozigotnoj formi detektovana
kod majke probanda u porodici A i B, za koje je pokazano da su asimptomatski nosioci
ove varijante sa prethodnim uspesnim trudno¢ama. U porodici C je utvrdeno da je otac

probanda takode asimptomatski nosilac FIIc.*64_*66del varijante.
4.2  Exvivoanalize Fl1c.1787G>A i Fllc.*64_*66del varijanti

Da bi se ispitao potencijalni uticaj Flic.1787G>A i Fllc.*64_*66del varijanti na
aktivnost, raspolozivost protrombina i njegovu funkciju, na uzorcima plazme ispitanika
su radeni testovi koji ukljuCuju odredivanje aktivnosti protrombina, koli¢inu
protrombina i test generacije trombina. Zbog pozicije Fllc.1787G>A varijante u
kodiraju¢em delu gena za protrombin, u regionu koji je znacajan za interakcije trombina
sa drugim komponentama hemostaznog sistema, koris¢enjem testova rezistencije na
antitrombin i trombomodulin, odredivan je uticaj ove varijante na funkcionalnost
trombina. Fllc.*64 *66del varijanta se nalazi u nekodirajuem regionu gena, zbog ¢ega
njen uticaj na ovu vrstu interakcija nije ispitivan.

Za ispitivanje Fllc.1787G>A varijante koris¢eni su uzorci plazme 19 ispitanika
1z prethodno opisane porodice: proband 1 jo$ 9 nosilaca ove varijante (5 simptomatskih 1
4 asimptomatska) i 9 ispitanika koji nisu nosioci. U ispitivanje Fllc.*64_ *66del
varijante, ukljuéeni su uzorci plazme ukupno 12 ispitanika iz 3 opisane porodice koji su
obuhvatili 3 detektovana probanda, 3 asimptomatska nosioca i 6 ispitanika koji nisu bili

nosioci ove varijante.
4.2.1 Odredivanje aktivnosti protrombina u plazmi ispitanika

Aktivnost protrombina je merena kori§¢enjem standardnog komercijalnog testa,
sa referentnim vrednostima u opsegu od 75 do 150%.

Detektovana aktivnost protrombina kod nosilaca Fllc.1787G>A varijante bila je
u opsegu od 46-70%, dok je kod ¢lanova porodice koji nemaju ovu varijantu, aktivnost
protrombina bila u referentnom opsegu (84-105%) (Slika 16). Poredenjem srednjih

vrednosti pokazano je da su svi nosioci ove varijante imali statisticki znacajno
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(P<0,001) smanjenu aktivnost protrombina (49%=+4,1) u poredenju sa ispitanicima Koji
nisu bili nosioci ove varijante (96%=2,2).

100+

80+

Aktivnost Fll (%)

N/N M/N Fllc.1787G>A

Slika 16 Aktivnosti protrombina u uzorcima plazme ispitanika porodice nosioca Fllc.1787G>A
varijante. Fll-faktor 1I; N-wt alel; M-mutirani alel; N/N- nisu nosioci Fllc.1787G>A varijante;
M/N FllIc.1787G>A- heterozigotni nosioci Fllc.1787G>A varijante; Histogrami su prikazani sa
jednom standardnom devijacijom (+SD); ***-P<0,001

Kod svih 12 ispitanika iz 3 porodice ukljucene u studiju Fllc.*64 *66del
varijante, izmerena aktivnost protrombina je bila u referenthom opsegu i nije se

razlikovala izmedu nosilaca i nenosilaca.

4.2.2 Odredivanje koli¢ine protrombina u plazmi ispitanika

Za ispitivanje uticaja Fllc.1787G>A i Fllc.*64_*66del genskih varijanti na
koli¢inu protrombina u plazmi ispitanika ukljucenih u ex vivo analize, koris¢ena je
metoda relativne kvantifikacije signala dobijenog Western blot analizom. Dobijene
vrednosti su normalizovane u odnosu na komercijalnu standardnu humanu plazmu
(Siemens) kao referentnu vrednost od 100%. U cilju preciznije kvantifikacije dobijenih
rezultata, uzorak svakog ispitanika i1 standardne plazme je nanoSen na SDS-
poliakrilamidni gel u triplikatu u tri nezavisna eksperimenta. Relativna kvantifikacija

signala koji odgovara koli¢ini protrombina vrSena je pomocu softvera Image Studio Lite
(LI-COR).
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U analizi FIIc.1787G>A varijante nije detektovana statisticki znacajna razlika
(P=0,31) u koli¢ini protrombina u uzorcima plazme nosilaca (137,4%=+31,8) u
poredenju sa ispitanicima kod kojih ova varijanta nije prisutna (127,9%+26,2).
Detektovana koli¢ina protrombina nije se razlikovala u uzorcima asimptomatskih i
simptomatskih nosilaca. Kod dva ispitanika (1VV-14; V-11) koji su heterozigotni nosioci
FIl G20210A varijante, nivo protrombina (160,0%+28,5) je bio statisticki znacajno
povisen (P<0,01) u odnosu na ispitanike koji su imali wild-type genotip za protrombin
(Slika 17).

A 1 2 3 4 5 6 7
B

200-

150- l

Relativna kolic¢ina protrombina
u plazmi

T
Standardna  N/N M/N M/N
plazma c1787G>A  G20210A

Slika 17 Odredivanje koli¢ine protrombina u plazmi ispitanika porodice nosioca Fllc.1787G>A
varijante. A) Western blot analiza nivoa protrombina u plazmi ispitanika: 1-protrombin
deficijentna plazma; 2,3,4-standardna plazma; 5,6,7- heterozigotni nosioci FIl ¢.1787G>A
varijante B) Relativna kvantifikacija koli¢ine protrombina u uzorcima plazme. N-wt alel; M-
mutirani alel; N/N- nisu nosioci Fllc.1787G>A varijante; M/N Flic.1787G>A- heterozigotni
nosioci Fllc.1787G>A varijante; M/N FIl G20210A- heterozigotni nosioci FII G20210A
varijante; Histogrami su prikazani sa jednom standardnom devijacijom (£SD); **-P<0,01; Slika

objavljena na engleskom jeziku u Miljic, Gvozdenov i saradnici, 2017 [200]
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Detektovan nivo protrombina u plazmi nosilaca Flic.*64_*66del varijante
(109,4%=+14,9) nije se statisticki znacajno razlikovao (P=0,676) u odnosu na nivo
protrombina u uzorcima ispitanika koji nisu nosioci ove varijante (107,8%+13,0) (Slika
18).
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Slika 18 Odredivanje koli¢ine protrombina u plazmi ispitanika iz porodica nosilaca
Fllc.*64_*66del varijante. A) Western blot analiza nivoa protrombina u plazmi ispitanika:
1,2,3-standardna plazma; 5,6- heterozigotni nosioci Fllc.*64_*66del varijante B) Relativna
kvantifikacija koli¢ine protrombina u uzorcima plazme. N-wt alel; M-mutirani alel; N/N- nisu
nosioci  Fllc.*64_*66del varijante; M/N  Fllc.*64_*66del- heterozigotni  nosioci
Flic.*64_*66del varijante; Histogrami su prikazani sa jednom standardnom devijacijom (£SD)

4.2.3 Odredivanje endogenog potencijala trombina u plazmi ispitanika

Za odredivanje trombogenog potencijala FlIlc.1787G>A i FIl c¢.*64_*66del
varijanti koriS¢en je test generacije trombina koji spada u globalne testove hemostaze.
Na osnovu parametara testa koji su opisani u delu Metode, pracene su sve tri faze u

procesu stvaranja trombina i poredene su dobijene vrednosti endogenog potencijala
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trombina kod nosilaca sa ispitanicima koji nisu nosioci Fllc.1787G>A, odnosno Fll
c.*64_*66del varijante.

Dobijene vrednosti povrSine grafika ispod krive (ETP-a) bile su statisti¢ki
znaajno povecane (P<0,001) kod svih nosilaca Fllc.1787G>A varijante
(simptomatskih i1 asimptomatskih) u poredenju sa ispitanicima koji nisu nosioci. Do
povecéanja ETP je doSlo usled statisticki znacajne razlike (P<0,001) u vremenu
proteklom od pocetka reakcije do terminalne faze kada vrednost krive dostigne nultu
vrednost (,,poCetak repa*) kod nosilaca FIIc.1787G>A varijante u poredenju sa
nenosiocima. Prisustvo FlIc.1787G>A varijante nije statisticki znacajno uticalo na
vreme pocetka reakcije (lag vreme, P=0,93) i koli¢inu stvorenog trombina (visina pika,
P=0,05) (Slika 19 i Tabela 7).

350 1

250

150

Trombin (nM)

wn
o

40 60

(
-50 -
Vreme (min)

Slika 19 Test generacije trombina sa krivama koje predstavljaju srednje vrednosti endogenog
potencijala trombina u plazmi: nosilaca Fllc.1787G>A varijante-roze linija (1); nenosilaca
Fllc.1787G>A varijante-svetloplava linija (2); standardnoj plazmi-tamnoplava linija (3); Grafik
objavljen na engleskom jeziku u Miljic, Gvozdenov i saradnici, 2017 [200]
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Tabela 7 Odredivanje endogenog potencijala trombina u plazmi ispitanika porodice

nosioca Fllc.1787G>A varijante

Heterozigotni nosioci Nisu nosioci Standardna
Fllc.1787G>A Fllc.1787G>A lazma P
medijana (opseg) medijana (opseg) P
Lag vreme (min) 3,1(2,6-3,6) 3,2 (2,7-4,2) 2,5 0,93
Visina pika (nM) 301(273-373) 283 (246-310) 309 0,05
ETP (nM/min) 3645 (3105-4233) 1653 (1482-2025) 1408 <0,001
Pocetak repa (min) 60,0 (51,0-78,7) 24,0 (22,0-25,7) 21 <0,001

lag vreme-vreme proteklo do faze inicijacije; ETP- povrSina ispod krive; visina pika- maksimalni
nivo stvorenog trombina; pocetak repa-vreme proteklo od pocetka reakcije do dostizanja nulte
vrednosti krive generisanog trombina; P-statistiCka znacajnost; Poredenje nosioci vs. nenosioci je
vrseno Mann-Whitney U testom. Tabela objavljena na engleskom jeziku u Miljic, Gvozdenov i

saradnici, 2017 [200]

Ispitivanje trombogenog potencijala FlIlc.*64 *66del varijante radeno je u

uzorcima plazme 6 nosilaca (3 simptomatska i 3 asimptomatska), a kao kontrola je

koris¢ena standardna plazma. Praceni su parametri: t lag- vreme proteklo do faze

inicijacije (lag vreme), ¢_max- maksimalni nivo stvorenog trombina (visina pika),

AUC-povrsina ispod krive (ETP). Test generacije trombina je pokazao da je kod

nosilaca u odnosu na standardnu plazmu povecéana visina pika (112,1 mA/s vs 94,36
mA/s; P=0,286) i ETP (388,9 mA vs 351,54 mA; P=0,256), ali razlike nisu statisticki

znacajne. Izmerena vrednost za lag vreme bila je skoro identiéna kod nosilaca

Flic.*64_*66del varijante (21,4 s) i standardne plazme (19,1 s) (Tabela 8).

Tabela 8 Odredivanje endogenog potencijala trombina u plazmi nosilaca

Flic.*64_*66del varijante

Nosioci
Fllc.*64_*66del Standardna plazma P
medijana (opseg)
Lag vreme (t_lag) (s) 21,4 (18,1-25,2) 19,1 0,517
Visina pika (c_max) (mA/s) 112,1 (96,5-133,0) 94,4 0,286
ETP (AUC) (mA) 388,9 (349,6-432,1) 351,5 0,256

t_lag-vreme proteklo do faze inicijacije; t_max-period vremena do dostizanja maksimalnog
nivoa nastalog trombina; c_max-maksimalni nivo nastalog trombina; ETP-povrsina ispod krive;
P-statisti¢ka znacajnost; Poredenje nosioci vs. standardna plazma je vrSeno Mann-Whitney U

testom
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4.2.4 Odredivanje rezistencije na antitrombin u plazmi ispitanika

Prethodni rezultati predikcije i pilot studije su pokazali da prisustvo
Fllc.1787G>A varijante remeti vezivanje trombina i njegovog inhibitora antitrombina,
usled Cega je inaktivacija trombina onemogucena [199]. U ovoj studiji, za ispitivanje
uticaja Fllc.1787G>A varijante na inaktivaciju trombina koris¢en je test rezistencije na
antitrombin. Test se sastojao iz tri koraka: 1. aktivacije trombina u uzorcima plazme
ispitanika; 2. inaktivacije trombina dodatkom antitrombina u visku i1 3. pracenja
relativne rezidualne aktivnosti trombina (RRAT) koji nije inaktiviran antitrombinom,

pomoc¢u hromogenog supstrata.
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Slika 20 Odredivanje rezistencije na antitrombin u plazmi ispitanika porodice nosioca
Fllc.1787G>A varijante. Brojevi uzoraka prikazani na desnoj strani grafika odgovaraju
brojevima prikazanim u porodi¢nom stablu ispitivane porodice ukljucene u ex vivo analizu
Flic.1787G>A varijante (Slika 16). Punim linijama su predstavljeni heterozigotni nosioci
Flic.1787G>A varijante; isprekidanim linijama su predstavljeni ispitanici koji nisu nosioci
Fllc.1787G>A varijante i uzorak standardne plazme; Grafik objavljen na engleskom jeziku u
Miljic, Gvozdenov i saradnici, 2017 [200]
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U analizu je bilo uklju¢eno ukupno 19 uzoraka porodice u kojoj je detektovana
Fllc.1787G>A varijanta: 10 uzoraka plazme nosilaca i 9 uzoraka plazme ispitanika koji
nisu nosioci ove varijante. U svim tatkama merenja (0-30 min) dobijene vrednosti
RRAT nosilaca su bile znac¢ajno povecane u poredenju sa kontrolnom plazmom i
plazmom nenosilaca (Slika 20). Nakon 30 min od pocetka testa, RRAT kod svih
nosilaca (simptomatskih i asimptomatskih) su bile 50,9-54,7%, dok su detektovane

vrednosti u kontrolnoj plazmi i kod nenosilaca bile ispod 10%.
4.2.5 Odredivanje rezistencije na trombomodulin u plazmi ispitanika

Uticaj FllIc.1787G>A varijante na potencijal trombina da izvrSi svoju
antikoagulantnu funkciju ispitivan je testom rezistencije na trombomodulin. Test se
sastoji u aktivaciji trombina u plazmi ispitanika, koji se u narednom koraku inaktivira
trombomodulinom, dok se istovremeno u paralelnoj kontrolnoj reakciji umesto
trombomodulina dodaje pufer. Rezidualna aktivnost trombina, koji nije inaktiviran u
prethodnoj reakciji, meri se nakon dodatka fibrinogena i izrazava se kroz odnos
vremena potrebnog da se izvr$i konverzija fibrinogena u fibrin u reakcijama sa i bez
dodatka trombomodulina [201].
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Slika 21 Odredivanje rezistencije na trombomodulin u plazmi ispitanika porodice nosioca
Fllc.1787G>A varijante. N/N- nisu nosioci Fllc.1787G>A varijante; M/N Fllc.1787G>A-

heterozigotni nosioci Fllc.1787G>A varijante; ***-P<0,001
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Primenom opisanog testa na uzorcima plazme ispitanika uklju¢enih u ex vivo
analizu Fllc.1787G>A varijante, pokazano je da prisustvo ove varijante dovodi do
statisticki znacajno (P<0,001) povecane relativne rezidualne aktivnosti trombina U
prisustvu trombomodulina (RRAT-tm) (18,942,3) u poredenju sa dobijenim
vrednostima u uzorcima ispitanika kod kojih ova varijanta nije prisutna (14,542,9)
(Slika 21). Dobijene RRAT-tm vrednosti kod simptomatskih i asimptomatskih nosilaca

su bile veoma sli¢ne.

4.3 In vitro analize Fl1c.1787G>A i Fllc.*64_*66del varijanti

Uticaj FlIc.1787G>A i Fllc.*64_*66del varijanti na ekspresiju gena za
protrombin pracen je na nivou iRNK i na nivou proteina. Najpre su konstruisani
ekspresioni vektori koji sadrze cDNK za protrombin sa varijantama Fllc.1787G>A ili
Fllc.*64_*66del i njima je vrsena tranzijentna transfekcija permanentne cCelijske linije
Cos-7. Iz transfekovanih celija je izolovana RNK, koja je koriS¢ena za relativhu
kvantifikaciju ekspresije protrombina primenom PCR-a u realnom vremenu. Imajuéi u
vidu da je protrombin sekretorni protein, za odredivanje uticaja ispitivanih genskih
varijanti na nivo ekspresije proteina koriS¢eni su medijumi u kojima su gajene
transfekovane Cos-7 ¢elije. Koli¢ina protrombina u medijumu odredivana je relativnom

kvantifikacijom signala dobijenih Western blot analizom.
4.3.1 Ekspresioni konstrukti

Za funkcionalnu analizu FllIc.1787G>A varijante koriS¢en je pcDNA3.1(+)
vektor u koji je uklonirana celokupna wild-type cDNK za protrombin koja je sadrzala
signalnu sekvencu i svih 14 egzona (pcDNAPt-wt) [177], a in-situ mutagenezom je
uvedena Fllc.1787G>A varijanta i dobijen je pcDNAPt-mut konstrukt. Sekvenciranjem
konstrukta potvrdeno je prisustvo zamene G u A na 1787. mestu. Kao kontrola korisé¢en
je pcDNAS3.1(+) vektor bez inserta (Slika 22).

U funkcionalnoj analizi Fllc.*64_*66del varijante korisé¢en je vektor pClneo iz
koga je uklonjen SV40 poliadenilacioni signal duzine 226 bp (pClneoASV40) [202],
kako bi se spre¢io njegov uticaj na ekspresiju kloniranog gena. KoriS¢ena su dva tipa
konstrukta pClneoASV40 vektora: prvi pClneoASV40Pt-wt, koji je sadrzao celokupnu
cDNK za protrombin (signalnu sekvencu, 14 egzona, 3' UTR) i drugi
pCIneocASV40Pt+50-wt koji je sadrzao i dodatnih 50 bp 3' FR regiona. U oba tipa
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konstrukta je metodom in-situ mutageneze uvedena Fllc.*64_*66del varijanta i
formirani su odgovaraju¢i konstrukti u mutiranoj formi (pCIneocASV40Pt-mut i
pCIneocASV40Pt+50-mut). Prisustvo Flic.*64 *66del u konstruktima potvrdeno je
sekvenciranjem plazmida. Kao kontrola koris¢en je pCIneoASV40 vektor bez inserta.
Vektor pcDNA3.1(+) u koji je uklonirana celokupna cDNK za alfa-1-antitripsin
(PcDNA-A1AT-wt) je koriséen u kotransfekcijama kako bi omogucio sa jedne strane
kontrolu transfekcije, a sa druge strane odgovaraju¢u loading kontrolu za Western blot

analizu [203]. Shematski prikazi koriS¢enih konstrukata dati su na slici 22.

protrombin pcDNAPt-wt

protrombin m pcDNAPt-mut

protrombin | sutr pClnec ASV40Pt-wt

protrombin I 3'Um pCIneoASWIOPt-mut
protrombin [3UTR [ iy pCineoASV40Pt+50-wt
protrombin [3uzg T sy pCineoASV40Pt+50-mut
B, PCDNA-ALAT-wt

Slika 22 Shematski prikaz konstrukata kori$¢enih u transfekciji Cos-7 permanentne celijske

linije. e-egzon; UTR-netranslatirajuci region; < pozicija genske varijante

4.3.2 Odredivanje uticaja na ekspresiju gena za protrombin na nivou iRNK

U cilju ispitivanja potencijalnog uticaja FlIc.1787G>A i Fllc.*64_*66del
varijanti na ekspresiju protrombina na nivou iRNK, iz tranzijentno transfekovanih Cos-
7 ¢elija je najpre izolovana celokupna RNK, koja je dalje koriS¢ena kao matrica za
sintezu cDNK. Dobijena cDNK je zatim analizirana PCR-om u realnom vremenu
metodom relativne kvantifikacije (RQ, engl. relative guantification). Reakcije su radene
u multipleksu, ¢ime je omoguéena istovremena detekcija signala za protrombin i

endogenu kontrolu (neomicin-fosfotransferazu) sa iste matrice. Kao negativna kontrola
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su korisc¢eni uzorci cDNK poreklom iz ¢elija transfekovanih odgovarajué¢im plazmidom
bez inserta ()cDNA3.1(+) ili pClneoASV40).

Uticaj Fllc.1787G>A varijante na nivo iRNK pracen je poredenjem rezultata za
wt konstrukt (pcDNAPt-wt) sa odgovaraju¢im mutiranim konstruktom koji sadrzi ovu
varijantu (pcDNAPt-mut). Na osnovu dobijenih rezultata, nema razlike u nivou
ekspresije izmedu pcDNAPt-wt i pcDNAPt-mut konstrukta (za oba RQ 1,14+0,006)
(Slika 23).
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Slika 23 Relativna kvantifikacija ekspresije gena za protrombin metodom PCR-a u realnom

vremenu za pcDNAPt konstrukte; Histogrami su prikazani sa jednom standardnom devijacijom
(£SD)

Imajuéi u vidu da se Fllc.*64 *66del varijanta nalazu u 3' UTR-u gena, njen
uticaj na ekspresiju gena za protrombin pracen je u prisustvu i odsustvu nizvodnog DSE
regulatornog elementa. KoriS¢ena su dva para konstrukta: 1. pClneoASV40Pt-wt i
pCIneoASV40Pt-mut koji sadrze ,,samo” 3' UTR i 2. pCIlneoASV40Pt+50-wt i
pClneoASV40Pt+50-mut koji sadrze i dodatnih 50 bp 3' FR regiona u okviru kojih je
DSE element.

Poredenjem prvog para konstrukata koji sadrze ,,samo* 3' UTR (Slika 24A)
pokazano je da FII ¢.*64 *66del varijanta dovodi do statisti¢ki znac¢ajnog (P=0,001)
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smanjenja nivoa iIRNK (RQmut 1,09+0,01) u poredenju sa wild-type konstruktom
(RQwt 1,11+ 0,01).
Poredenjem konstrukata kod kojih je prisutan region od 50 bp 3' FR-a,

detektovano je statisti¢ki znacajno (P<0,001) smanjenje nivoa iRNK za protrombin
(RQ+50mut 1,09+0,01 vs. RQ+50wt 1,14+0,02) (Slika 24B).
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Slika 24 Relativna kvantifikacija ekspresije gena za protrombin metodom PCR-a u realnom
vremenu za A) pClneoASV40Pt-wt i  pClneoASV40Pt-mut  konstrukte;  B)
pCIneoASV40Pt+50-wt i pCIneoASV40Pt+50-mut konstrukte; Histogrami su prikazani sa

jednom standardnom devijacijom (£SD); ***-P<0,001

4.3.3 Odredivanje uticaja na ekspresiju gena za protrombin na nivou proteina

Potencijalni efekat Flic.1787G>A i FIl c.*64_*66del varijanti na ekspresiju
gena za protrombin ispitivan je na nivou proteina primenom Western blot analize. S
obzirom da je protrombin sekretorni protein, analiza je radena u uzorcima medijuma u
kojima su transfekovane Cos-7 celije gajene tokom 24h. Dobijene vrednosti za
protrombin, normalizovane su u odnosu na vrednosti dobijene za alfa-1-antitripsin
(ALAT). Alfa-l-antitripsin je takode sekretorni protein, a eksprimiran je sa
ekspresionog vektora kojim su Cos-7 c¢elije kontransfekovane sa ciljem da se na taj
nacin obezbedi odgovaraju¢a kontrola Western blot analize. Kao negativna kontrola za
oba proteina (protrombin i AIAT) koriS¢en je medijum netransfekovanih Ccelija.

Medijumi iz tri nezavisne kotransfekcije su sakupljeni i zajedno ukoncentrovani kako bi
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se povecala koncentracija ciljnih proteina i omogucéila njihova detekcija Western blot
analizom. Dobijeni rezultati Western blot analize su obradeni relativnom
kvantifikacijom signala koji odgovaraju koli¢ini protrombina i A1AT.

Nakon normalizacije koli€ine protrombina u odnosu na koli¢inu A1AT,
detektovan je slican nivo wild-type protrombina (1,12+0,16) u poredenju sa c.1787A

mutiranim protrombinom (0,97+0,24), Sto je graficki prikazano na slici 25.

1 2 3 4 5 6 7
protrombin .m~
aar - - -

1,204

1,00+

0,80+

0,60+

0,40+

0,20

Relativnakolicina protrombinau
medijumu

pcDNAPt-wt pcDNAPt-mut

Slika 25 Western blot analiza i relativna kvantifikacija protrombina u medijumu za pcDNAPt
konstrukte. A) Western blot analiza. protrombin: 1-pcDNA3.1(+) vektor bez inserta; 2,3,4-
pcDNAPt-wt; 5,6,7-pcDNAPt-mut; alfa-1-antitripsin: 1-7 pcDNA-A1AT-wt; B) Relativna
kvantifikacija nivoa pcDNAPt-wt i pcDNAPt-mut protrombina; ALlAT-alfa-1-antitripsin;
Histogrami su prikazani sa jednom standardnom devijacijom (xSD); Slika objavljena na

engleskom jeziku u Gvozdenov i saradnici, 2017 [204]
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U poredenju sa nivoom ekspresije kod wt konstrukata bez (1,02+0,13) i sa DSE
elementom (0,81+0,28), wvarijanta Fllc.*64 *66del dovodi do
protrombina u oba slu¢aja (bez DSE: 0,89+0,14; sa DSE: 0,73+0,17), ali je to smanjenje

snizenog nivoa

statisticki znacajno (P=0,028) samo za konstrukt bez DSE elementa (Slika 26C).

Relativna koli¢ina protrombina u
medijumu

B
i1 ¥ & 4 § & 1 2 3 4 5 6 7 8
protrombin oeweoe@e protrombin N Wwue
s D OO alar W00 aas
D
3
1,204 @ 1,20
* 3
1,00+ 1,00
0,80+ g 080"
5
g =
0,60+ G @ 060
g E
0,40+ g 0,40
0,20 ks 0,204
0. = 0-

pQneoASVAOPt-wt  pCineoASVA0Pt-mut pClineocASVAOPH50-wt  pCineoASVA0PH50-mut

Slika 26 Western blot analiza i relativna kvantifikacija protrombina u medijumu za
pCIneoASV40Pt i pCIneoASV40Pt+50 konstrukte. A) Western blot analiza za pCIneoASV40Pt
konstrukte. protrombin: 1,2,3- pCIneoASV40Pt-wt; 4,5,6- pCIlneoASV40Pt-mut; alfa-1-
antitripsin: 1-6 pcDNA-ALAT-wt; B) Western blot analiza za pClneoASV40Pt+50 konstrukte.
protrombin:  1-pCIneoASV40 vektor 2,3,4- pCIneoASV40Pt+50-wt; 5-
netransfekovane Cos-7 c¢elije; 6,7,8- pClneoASV40Pt+50-mut; alfa-1-antitripsin: 1-4 i 6-8-

bez inserta;

pcDNA-ALAT-wt; 5- netransfekovane Cos-7 celije; C) Relativna kvantifikacija nivoa
pClneoASV40Pt-wt i pClneoASV40Pt-mut protrombina; D) Relativna kvantifikacija nivoa
pClneoASV40Pt+50-wt i pClneoASV40Pt+50-mut protrombina; Histogrami su prikazani sa

jednom standardnom devijacijom (£SD); *-P<0,05

4.3.4 Insilico analize Fllc.*64_*66del varijante

Zbog specifiéne pozicije FIIc.*64_*66del varijante u 3' UTR-u gena za

protrombin, dalje smernice za ispitivanje mehanizma dobijene su uz pomo¢ in silico
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predikcije uticaja Fllc.*64_*66del varijante na moguée protein/DNK interakcije,
promene u sekundarnoj strukturi IRNK i potencijalna mesta vezivanja miRNK.

Predikcija vezivanja proteina za 3' UTR sekvencu gena za protrombin uradena je
u SpliceAid programu koji koristi bazu podataka proteina koji ucestvuju u iskrajanju i
obradi iIRNK. Rezultati analize su pokazali da prisustvo Fllc.*64_*66del varijante
dovodi do razlike u vezivanju proteina (Slika 27).

A Hiadbeta
K38 Hiralapha ETR3 AL
Ce ] Hihetsl  Hiazbetal Noal — TIAL Sermt8 Sam68
HR  QUGEPL FrRNP K
hrRNP CL
hRNPHL  HGR ANPCL HuB
hrRNP H2
amvz hRNPC2
Samis8
Hifazhetal
Hiazhatsl HiraZakpha ETR3 A1
S5

hnRNP K
mReHL  HR hoRNP C1 HuB
NP H2 hnRNP 2
S22
Sami8

Slika 27 Predikcija vezivanja proteina za sekvencu 3' UTR gena za protrombin: A) wt sekvenca,
B) mutirana sekvenca, koja sadrzi FIlc.*64 *66del gensku varijantu. Pozicija proteina Sam68
koji se po predikciji vezuje za wt sekvencu, a ¢ije mesto vezivanja je ukinuto kod mutirane

sekvence (crvena strelica). Pozicija genske varijante Fllc.*64_*66del (crveni pravougaonik)
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Protein Sam68 se, prema predikciji, vezuje za wt sekvencu, dok u slucaju
mutirane sekvence, dolazi do gubitka njegovog mesta vezivanja u regionu u kome se
nalazi Fllc.*64_*66del varijanta.

Predikcijom sekundarne strukture u RNAfold i Mfold softveru analizirana je
sekvenca koja je obuhvatila poslednji egzon i 3' UTR-a gena za protrombin. Rezultati
predikcije RNAfold softvera pokazali su da Fllc.*64_*66del varijanta uzrokuje promene
u sekundarnoj strukturi (Slika 28A). Minimalna slobodna energija wt sekvence iznosila
je -52,40 kcal/mol, dok je u slucaju kada je prisutna Fllc.*64 *66del varijanta
minimalna slobodna energija iznosila -59,90 kcal/mol. Predikcija uradena pomocu
Mfold softvera je pokazala da prisustvo Fllc.*64_*66del varijante ne menja nivo
minimalne slobodne energije (-65,70kcal/mol) i ne uti¢e na znacajne promene u
sekundarnoj strukturi (Slika 28B).

0 1
[ 1 n

VEROVATNOCA SPARIVANIA BAZA

L N

wt Flic.*64_*66del wt Fllc.*64_*66del

Slika 28 Predikcija sekundarne strukture poslednjeg egzona i 3' UTR-a iRNK za protrombin
pomocu: A) RNAfold softvera; B) Mfold softvera

Predikcija vezivanja humanih miRNK za 3' UTR iRNK za protrombin, u okviru
koga se nalazi Fllc.*64_*66del varijanta, uradena je primenom nekoliko algoritama:
miRWalk 2.0, miRmap, TargetScan i miRanda. Lista miRNK koje se u najve¢em broju
primenjenih algoritama vezuju za 3'UTR region i za region Fllc.*64_*66del varijante
data je u tabeli 9.
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Tabela 9 Lista miRNK koje se prema rezultatima in silico analize sa najve¢om
verovatnocom Vvezuju za 3' UTR u IRNK protrombina (*) i za region Fllc.*64_*66del

varijante (¢)

MiIRNK miRWalk miRmap TargetScan miRanda
hsa-miR-1292 * * * *
hsa-miR-509-1 * * *
hsa-miR-659 * * * *
hsa-miR-509-2 * * *
hsa-miR-665 * * * *
hsa-miR-509-3 * * * *
hsa-miR-663b * * *
hsa-miR-548c * *
hsa-miR-218-1 * * *
hsa-miR-2052 ¢

Uz pomo¢ predikcije uradene u miRanda programu, odredene su pozicije
vezivanja ovih miRNK za 3' UTR gena za protrombin. Na slici 29 su prikazane miRNK
¢iji je mirSVR rezultat manji ili jednak -1,2, §to je postavljeno kao grani¢na (cut-off)
vrednost. Ovaj parametar je znacajan u predikciji, jer se pomocu njega odreduje efekat
miRNK na regulaciju ciljne iRNK. Drugi parametar je PhastCons, ¢ija vrednost moze
biti od 0 do 1, kojim se detektuje stepen konzervisanosti Zeljene sekvence. Dobijeni
rezultati su pokazali da se za region Fllc.*64_*66del varijante vezuje hsa-miR-2052, sa

mirSVR rezultatom -1,05 i PhastCons rezultatom 0,56.

Koagulacioni faktor Il (trombin)

R-494

76 CCRAAUAARAGUGACUCUCAGCG o7

Slika 29 Predikcija vezivanja miRNK u 3' UTR-u iRNK za protrombin sa mirSVR rezultatom <
-1,2. Strelicom je oznacen region Fllc.*64 *66del varijante
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4.3.5 Ispitivanje uticaja Fllc.*64_*66del varijante na protein/DNK interakcije

Prisutvo potencijalnog mesta vezivanja proteina za region u okviru koga se
nalazi Fllc.*64_*66del varijanta ispitivano je FP-PCR metodom. Ova metoda
omogucava ispitivanje vezivanja proteina za jednolan¢ani DNK fragment od interesa.
Metoda se zasniva na Cinjenici da interakcija proteina i DNK fragmenta omogucava
zaStitu mesta vezivanja od delovanja nukleaza. Zasticeni DNK fragment se u daljoj
analizi koristi kao grani¢nik u PCR reakciji, tako da je detekcija PCR produkta
odgovarajuce duzine potvrda postojanja protein/DNK interakcije.

Ova metoda je primenjena za ispitivanje mesta vezivanja proteina nukleusnog i
citoplazmatskog ekstrakta HepG2 celijske linije u regionu Fllc.*64 *66del varijante.
Pri uslovima koji su detaljno opisani u delu Materijal i metode, nisu detektovani
odgovaraju¢i PCR produkti, Sto ukazuje da za ispitivane ekstrakte proteina HepG2

¢elijske linije nije detektovano mesto vezivanja ni u wild-type niti u mutiranoj sekvenci.
4.3.6 Ispitivanje uticaja Fllc.*64_*66del varijante na miRNK/iRNK interakcije

Na osnovu dobijene predikcije za vezivanje miRNK u 3' UTR-u gena za
protrombin, dalje in vitro funkcionalne analize su bile usmerene ka odredivanju uticaja
Fllc.*64_*66del varijante na interakciju miRNK/IRNK. Kao eksperimentalni pristup
odabrana je metoda bazirana na principu FP-PCR metode. Ona omogucava ispitivanje
vezivanja malth RNK, uklju¢ujué¢i 1 miRNK za jednolan¢anu DNK sekvencu od
interesa. Analogno FP-PCR metodi, ukoliko postoji interakcija, nastali DNK/RNK
hibrid ¢e biti zasticen od dejstva S1 nukleaze, dok njegovo izlaganje RNAzi H
omogucava dobijanje ciljnog DNK fragmenta koji se dalje koristi kao grani¢nik u PCR
reakciji. Detekcija PCR produkta odgovarajuée duzine je potvrda postojanja interakcije
malih RNK sa sekvencom od interesa.

Za proveru mesta vezivanja miRNK u regionu Fllc.*64 *66del varijante
koriS¢ena su dva razlicita oligonukleotida od kojih je jedan imao wild-type sekvencu
(Fllwtdel3A-35 nukleotida), dok je u drugom bila prisutna Fllc.*64_*66del varijanta
(F1ldel3A-33 nukleotida). Fragmenti su inkubirani sa ukupnom RNK izolovanom iz

HepG?2 ¢elijske linije.
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Uz odgovarajuée negativne kontrole eksperimenta, opisane u poglavlju Metode,
jednolancani fragmenti preostali nakon tretmana sa RNAzom H su koris¢eni u PCR
reakciji sa fluorescentno obelezenim grani¢nikom. Ocekivane duzine umnozenog PCR
produkta bile su do 75 bp za wt, odnosno 72 bp za c.*64_*66del mutirani fragment
(Slika 30).

e — wt-75 bp S
c.*64_*66del-72 bp

e 2
)

Qgggecacteatatrigggetoctygeaceaatoeeg paaagaatiatitty it tAAAACEIgticceaateaaagiactoivageg | aqeccaatyetcecagtqetaticatnggeage oictyggetcaggaagagecagiaatac e gataaa

&=

Slika 30 Sematski prikaz 3' kraja gena za protrombin sa grani¢nicima korii¢enim u
eksperimentu vezivanja miRNK za jednolan¢ani DNK fragment. Na slici je Zutim oznacen 3'
UTR gena za protrombin, plavim-deo sekvence 3' FR regiona. Plavim strelicama predstavljeni
su graniCnici koriS¢eni u eksperimentu, sa odgovaraju¢im usmerenjem, duZzine strelica su

proporcionalne broju nukleotida u grani¢niku. Ocekivane duzine PCR produkata oznacene su na

slici za svaki par graniénika (FIIwtdel3A i P2-FAM; FlIdel3A i Pt2-FAM); “® pozicija genske

varijante

Dobijene duzine PCR produkta iznosile su 72 bp za Fllwtdel3A fragment i 69
bp za Flldel3A fragment, dok PCR produkt nije detektovan u negativnim kontrolama
(Slika 31).

Na osnovu ovih rezultata, pokazano je da u regionu Fllc.*64_*66del varijante
dolazi do vezivanja neke od malih RNK. Rezultati takode upucuju da se ta mala RNK
vezuje za ciljni region i u prisutvu i u odsustvu Fllc.*64_*66del varijante, s obzirom da
se duzina wt 1 mutiranog fragmenata razlikuje za 3 bp koji odgovaraju duzini delecije.
Poredenjem maksimalne duzine ocekivanih PCR produkata (wt-75 bp, mut-72 bp) sa
duzinama dobijenim u eksperimentu (wt-72 bp, mut-69 bp), pokazano je da 3

nukleotida sa 5' kraja ispitivanog fragmenta nije bilo zasticeno vezivanjem male RNK.
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Ova metode ne omoguc¢ava odredivanje regiona zastite na 3' kraju ispitivanog
fragmenta, tako da nije bilo moguce precizno identifikovati duzinu i sekvencu male

RNK Kkoja se vezala.
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Slika 31 Duzine PCR produkata nastalih PCR reakcijom u kojoj je kao jedan od grani¢nika
koris¢en fragment zaSticen od dejstva RNAze H vezivanjem male RNK; Plavi pik:
protrombinski fragment; Narandzasti pik: marker duzine; wt-exp- za vezivanje koriS¢en wt
oligonukleotid; del-exp- za vezivanje koris¢en oligonukleotid koji sadrzi deleciju; -K- negativna

kontrola eksperimenta

Na osnovu ovoga, pozicioniran je deo sekvence potencijalno zasticenog regiona
DNK koji je prikazan na slici 32A. Poredenjem predikcije vezivanja hsa-miR-2052 za
IRNK protrombina (Slika 32B), sa rezultatima eksperimenta, utvrden je region
preklapanja $to ukazuje na moguée mesto vezivanja ove miRNK. Region preklapanja
oznacen je na slici 32 crvenim pravougaonikom. U okviru ovog fragmenta, crvenim

slovima je obelezen region delecije.
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A
Potencijalno mesto vezivanja miRNK za region Flic.*64_*66del varijante
S-TTTIGTGTTTCTAAAACTATGGTTGCCAATAA3! DNK sekvenca vezivanja
5'~}JUUUGUGUUUCUAAAAC|JAUGGUUCCCAAUAA—3" iRNK sekvenca vezivanja
B
hsa-miR-2052/F2 Alignment
3 -CuTnv:-\Tn-TuT.-T.['T.’T o' Nsa-mik-Z05Z MIrSVR score:  -1.0549
(1L sill | |
I o= I PhastCons score: 0.5629
/a9 QRAYJUUUUGUGUUUCUARARUL o 14

Slika 32 Odredivanje potencijalnog mesta vezivanja miRNK za region Fllc.*64 *66del
varijante A) Zasticena DNK sekvenca dobijena u eksperimentu vezivanja miRNK za
oligonukleotid i odgovaraju¢a iRNK sekvenca; B) Predikcija vezivanja hsa-miR-2052 za iRNK
protrombina dobijena pomoc¢u miRBase programa; Crveni pravougaonik oznac¢ava poklapanje u

sekvenci;
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Prvi deo ovog istrazivanja imao je za cilj odredivanje ucestalosti Fllc.1787G>A
i Fllc.*64 *66del genskih varijanti kod pacijenata sa razliitim trombotickim
manifestacijama, pacijentkinja sa spontanim pobacajima kao i u zdravoj srpskoj
populaciji.

Drugi deo studije obuhvatio je ex vivo analize u uzorcima plazme u okviru kojih
je ispitivan uticaj navedenih genskih varijanti na aktivnost, koli¢inu i funkciju
protrombina.

Tre¢i deo istrazivanja obuhvatio je funkcionalne in vitro analize ispitivanih
genskih varijanti, s ciljem detaljnijeg rasvetljavanja njihovih mehanizama. U okviru
ovog dela studije, na model sistemu permanentnih ¢elijskih linija, ispitivan je uticaj na
profil ekspresije protrombina na nivou iRNK i proteina, kao i potencijalni efekat na

interakcije proteina i miRNK sa 3' krajem gena za protrombin.
5.1  Ucdestalost FlIc.1787G>A i Fllc.*64_*66del genskih varijanti

Analiza ulestalosti FIIc.1787G>A i Fllc.*64 *66del genskih varijanti kod
pacijenata sa tromboti¢kim dogadajima uradena je na odabranoj, homogenoj grupi
pacijenata iz repozitorijuma za trombofiliju, Laboratorije za molekularnu biologiju,
IMGGI, koja sadrzi vise od 4500 uzoraka. Da bi se ispitala ucestalost ovih varijanti u
grupi pacijenata sa razliitim trombotickim poremecajima 1 njihov znacaj kao
potencijalnih faktora rizika za odredeni tip tromboti¢kog dogadaja, u ovu studiju je bilo
ukljuceno 603 ispitanika, od toga 353 pacijenata i 250 zdravih ispitanika kontrolne
grupe. S obzirom da su Fllc.1787G>A i Fllc.*64_*66del varijante nedavno opisane
[179,180], u okviru ove studije su dati prvi podaci o ucestalostima ovih varijanti u
razli¢itim grupama ispitanika.

Grupe su formirane imaju¢i u vidu ucestalost 1 specifi€nost ovih tipova
trombotickih poremecaja. Tromboze dubokih vena predstavljaju najceséu tromboticku
manifestaciju 1 njihova povezanost sa genetickim faktorima rizika je do sada najviSe
izu¢avana [205]. U priblizno jednoj trecini slu¢ajeva, tromboza dubokih vena moze biti
pracena pluénim embolizmom koji nastaje kada se tromb ,,otkine” sa mesta nastanka i
cirkulacijom dospe do plu¢a. Ovakav tip kombinovanog trombotickog poremecaja se
oznacava kao venski tromboembolizam [206]. Takode, deo pacijenata koji su imali
trombozu dubokih vena tokom Zivota razvije i arterijsku trombozu (sr€ani udar,

mozdani udar) ili ima spontani pobacaj. Imaju¢i u vidu da kod ovih pacijenata postoji
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sklonost ka razli¢itim trombotickim dogadajima izdvojeni su u posebnu grupu- Sa
kombinovanim trombotickim poremecajima. Novija istrazivanja su ukazala da tromboze
dubokih vena i pluéni embolizam ne moraju uvek biti povezani tromboticki dogadaji i
da se geneticki faktori rizika za ove dve tromboti¢ke manifestacije mogu razlikovati.
Pokazano je da je mutacija FV Leiden ucestalija kod pacijenata sa trombozom dubokih
vena u odnosu na pacijente sa izolovanim pluénim embolizmom, §to je u literaturi
poznato kao FV Leiden paradoks [207,208]. 1z tog razloga smo odlucili da u okviru ove
studije izdvojimo posebnu grupu pacijenata sa izolovanim pluénim embolizmom.
Trombofilne mutacije predstavljaju znacajne faktore rizika za pojavu spontanog
pobacaja. Tokom trudnoée ravnoteza hemostaznog sistema je fizioloSki pomerena ka
stanju hiperkoagulacije [158]. Prisutvo trombofilnih mutacija, uzrokuje jos veci otklon
od hemostazne ravnoteze u smeru hiperkoagulacije, usled ¢ega dolazi do poremecaja u
uteroplacentalnom protoku krvi. To dalje moze dovesti do zastoja u rastu fetusa,
preeklampsije i spontanog pobacaja [209,210]. Iz tog razloga, kao Cetvrta grupa
pacijenata odabrane su Zene sa spontanim pobacajima, s ciljem da se ispita povezanost

Fllc.1787G>A 1 Fllc.*64 *66del varijanti sa etiologijom ovog poremecaja.
5.1.1 Ucestalost Fllc.1787G>A varijante

Varijanta Fllc.1787G>A (protrombin Beograd) je prvi put opisana u Laboratoriji
za molekularnu biologiju, IMGGI, 2012. godine. Nalazi se u poslednjem egzonu gena
za protrombin i dovodi do aminokiselinske zamene Arg596GIn u proteinu [179].
Pripada grupi varijanti koje dovode do rezistencije na antitrombin medu koje, osim
Fllc.1787G>A, spadaju i protrombin Yukuhashi (Flic.1787G>T, p.Arg596Leu) i
protrombin Padua 2 (Fl1c.1786C>T, p.Arg596Trp) [177,211].

U okviru ove studije ucestalost FlIc.1787G>A varijante je odredivana u
kontrolnoj grupi od 250 zdravih ispitanika, medu kojima nije detektovan nijedan
nosilac, Sto znaci da je ucestalost FI1c.1787G>A varijante u zdravoj srpskoj populaciji
manja od 0,4%. Na osnovu pretrazivanja ExAC (Exome Aggregation Consortium),
NCBI/SNP (National Center for Biotechnology Information/Single Nucleotide
Polymorphism) baza, za sada nema podataka 0 ucestalosti ove varijante kod zdravih
ispitanika u drugim populacijama. U¢estalosti protrombin Yukuhashi i Padua 2 varijante
odredivane su u grupama od po 100 zdravih ispitanika iz japanske 1 italijanske

populacije, ali nijedan nosilac nije detektovan. Na osnovu toga, pretpostavlja se da je
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ucestalost do sad opisanih genskih varijanti koje dovode do rezistencije na antitrombin
u opstoj zdravoj populaciji manja od 1%, $to bi trebalo potvrditi u budu¢im studijama u
koje ¢e biti ukljucen veci broj ispitanika iz razlicitih etnickih grupa.

U okviru ove studije u ukupnoj grupi od 353 pacijenta, detektovana su 2
heterozigotna nosioca, dok homozigotni nosioci nisu detektovani. Na$i rezultati
pokazuju da je ucestalost FlIc.1787G>A varijante povecana kod pacijenata sa
trombotickim poremecajima (0,57%) u poredenju sa kontrolnom grupom (0%). Takode,
rezultati studije ukazuju da prisustvo Flic.1787G>A varijante potencijalno povecava
rizik za pojavu trombotickih poremecaja. Medutim, zbog niske ucestalosti ove varijante,
rezultati nisu dostigli nivo statisticke znacajnosti (P=0,51). U japanskoj i indijskoj
populaciji do sada su opisani samo pojedinacni slucajevi heterozigotnih nosilaca
Fllc.1787G>A varijante medu pacijentima [212,213]. Takode, nema podataka o
ucestalosti za protrombin Yukuhashi varijantu kod pacijenata sa trombotickim
poremecajima [177]. U svojoj studiji, Bulato i saradnici su pokazali da je ucestalost
protrombin Padua 2 varijante oko 0,5%. U grupi od 400 pacijenata sa trombozama,
detektovana su dva heterozigotna nosioca ove varijante [211].

Ucestalost Fllc.1787G>A varijante je takode analizirana i u podgrupama
pacijenata koje su formirane na osnovu tipa tromboti¢kog poremecaja. Kod pacijenata
sa trombozom dubokih vena, izolovanim plu¢nim embolizmom i spontanim pobacajima
nije detektovan nijedan nosilac FlIc.1787G>A varijante. Medu pacijentima koji su imali
dva ili viSe kombinovanih tromboti¢kih dogadaja, detektovana su dva heterozigotna
nosioca FllIc.1787G>A varijante. Jedan od nosilaca je kao tromboticke manifestacije
imao ponovljeni venski tromboembolizam 1 spontane pobacaje, dok je drugi nosilac
imao ponovljene tromboze dubokih vena, akutne mezenterijalne tromboze i infarkt
miokarda. Kod nosilaca FIIc.1787G>A varijante nisu detektovani drugi protromboticki
faktori rizika, Sto dodatno ukazuje na njenu ulogu u etiologiji tromboze kod ovih
pacijenata. Nasi rezultati su pokazali da Fllc.1787G>A varijanta predstavlja znacajan
faktor rizika za nastanak kombinovanog tromboti¢kog poremecaja, ¢ak i uz ogranicenje
koje poti¢e od malog broja pacijenata u ovoj grupi.

Kod oba nosioca ove varijante prvi tromboti¢ki dogadaj je zabelezen tokom
perioda adolescencije (16 i 17 godina starosti). Kod nosioca Fllc.1787G>A varijante u

japanskoj populaciji, takode je zabelezen trend pojave prvog trombotickog dogadaja u
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ranoj mladosti i retromboziranje pacijenta uprkos antikoagulantnoj terapiji [213]. U
indijskoj populaciji ova varijanta je detektovana kod SezdesetogodiSnjeg muSkarca sa
trombozom dubokih vena, ali klinicki podaci o vremenu pojave tromboze 1 moguéim
prethodnim trombotickim poremecajima nisu opisani [212]. Prisustvo protrombin
Yukahasni i protrombin Padua 2 varijante takode je povezano sa pojavnom
kombinovanih trombotic¢kih dogadaja, razvojem prve tromboze u ranoj starosnoj dobi i
pojavom retromboza [177,211].

Detektovana ucestalost FlIc.1787G>A varijante u naSoj studiji je sli¢na
ucestalostima publikovanim za deficijencije prirodnih antikoagulanasa koje
predstavljaju retke, ali veoma snazne protromboticke faktore rizika. Deficijencija
antitrombina ima ucestalost ispod 0,2% [214], ali je pokazano da ¢ak 70% pacijenata
razvije neki tromboticki poremecaj pre pedesete godine starosti [215]. Deficijencija
proteina C sa ucestalosti 0,2-0,5% u opstoj populaciji, poveéava rizik za pojavu
tromboze 8 do 10 puta [215,216]. Sli¢no tome, mutacije u genu koji kodira protein S,
¢ija je ucestalost niza od 0,2%, povecavaju rizik za trombofiliju od 7 do 8,5 puta
[215,217,218]. Godisnja ucestalost pojave tromboza kod pacijenata sa deficijencijom
prirodnih antikoagulanasa je 0,55% na osnovu rezultata retrospektivnih, odnosno 0,92%
kod prospektivnih studija [219]. U nasSoj retrospektivnoj studiji, godi$nja ucestalost za
pojavu prvog trombotickog dogadaja kod nosilaca Fllc.1787G>A varijante bila je 2,2%,
ali imaju¢i u vidu da je prosecna starost asimptomatskih nosilaca u trenutku analize bila
manja od godina pojave prve tromboze kod simptomatskih, ova ucestalost je verovatno
veca.

Nasi rezultati pokazuju da je ucestalost Fllc.1787G>A varijante u srpskoj
populaciji niza od 1%, ali da njeno prisustvo povecava rizik za pojavu kombinovanih
tromboti¢kih poremecaja. Kao takva, FlIc.1787G>A varijanta predstavlja znacajan
trombofilni marker kod pacijenata koji imaju izrazenu tendenciju pojave prvog
trombotickog dogadaja u ranom zivotnom dobu i sklonost ka njegovom ponavljanju. Na
osnovu rezultata ove studije moZe se zakljuciti da je dijagnosticki znacaj Fllc.1787G>A
varijante u istom rangu sa deficijencijama prirodnih antikoagulanasa koji predstavljaju

retke, ali veoma potentne trombofilne faktore rizika.
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5.1.2 Ucestalost Fllc.*64_*66del varijante

Varijanta Fllc.*64_*66del predstavlja deleciju tri bazna para u 3' UTR-u gena za
protrombin. Pretrazivanjem EXAC i NCBI/SNP baza podataka utvrdeno je da u 3' UTR-
u gena za protrombin nije prijavljena nijedna varijanta tipa delecije ili insercije.
Fllc.*64_*66del varijanta je prvi put opisana u Laboratoriji za molekularnu biologiju,
IMGGI, u pilot studiji koja je obuhvatila sekvenciranje 3' kraja gena za protrombin kod
pacijenata sa izolovanim plu¢nim embolizmom [180].

U okviru ove studije, u grupi od 250 zdravih ispitanika nije detektovan nijedan
nosilac Fllc.*64_*66del varijante. Na osnovu tih podataka ucestalost ove varijante kod
zdravih ispitanika je manja od 0,4% u srpskoj populaciji, dok u drugim populacijama do
sada nije ispitivana.

U grupi pacijenata ova varijanta je detektovana u heterozigotnoj formi kod 4
ispitanika (1,13%), jednog iz grupe sa izolovanim plu¢nim embolizmom i tri iz grupe sa
spontanim pobacajima. Rezultati nase asocijativne studije ukazuju da Fllc.*64_*66del
varijanta moze biti povezana sa etiologijom izolovanog plu¢nog embolizma, ali imajuci
u vidu nisku ucestalost, njen znacaj kao faktora rizika treba potvrditi u studijama sa
veéim brojem ispitanika. Ovo je posebno znacajno zbog Cinjenice da je kod 20%
pacijenata nepoznat uzrok nastanka ovog tromboti¢kog dogadaja [220]. S obzirom da je
Fllc.*64 *66del varijanta detektovana samo kod pacijenata sa izolovanim plu¢nim
embolizmom, a ne i u grupi sa trombozama dubokih vena, nasi rezultati idu u prilog
hipotezi da je etiologija ova dva poremecaja razlicita.

U grupi od 106 pacijentkinja koje su imale spontane pobacaje, detektovana su 3
heterozigotna nosioca Fllc.*64_*66del varijante (2,83%), dok u kontrolnoj grupi od 154
Zzene bez istorije spontanih pobacaja nije detektovan nijedan nosilac. NajceSce
trombofilne mutacije koje predstavljaju znacajne faktore rizika za pojavu spontanog
pobacaja su FV Leiden i FII G20210A. Ucestalost Fllc.*64_*66del varijante koju smo
detektovali kod pacijentkinja u naSoj studiji je niza od ucestalosti za FV Leiden (oko
30%) i FIl G20210A (4-9%) mutacije [102]. Rezultati ukazuju da bi ova varijanta
mogla biti potencijalni faktor rizika za pojavu spontanih pobacaja, ali zbog niske
ucestalosti nije dostignuta statisticka znaCajnost u nasoj asocijativnoj studiji koja je

obuhvatila ukupno 260 ispitanica.
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Flic.*64_*66del varijanta je do sada detektovana samo u srpskoj populaciji i na
osnovu prvih podataka o njenoj ucestalosti radi se o retkoj varijanti. Na$i rezultati
ukazuju da bi ova varijanta mogla biti faktor rizika za pojavu izolovanog plu¢nog
embolizma 1 spontanih pobacaja, ali je neophodno uraditi studije sa ve¢im brojem
ispitanika i u drugim populacijama. Dosadasnji rezultati upucuju da Fllc.*64 *66del

varijanta najverovatnije ne predstavlja znacajni trombofilni marker.
5.2  Exvivo analize Fllc.1787G>A i Fllc.*64_*66del varijanti
5.2.1 Exvivo analize Fl1c.1787G>A varijante

U okviru ove studije, jedan od pocetnih koraka u rasvetljavanju mehanizma
Fllc.1787G>A varijante bile su ex vivo analize u uzorcima plazme ispitanika.
Analizama je obuhvaceno ispitivanje aktivnosti i nivoa protrombina, endogenog
trombinskog potencijala kao i utvrdivanje interakcije sa antitrombinom i
trombomodulinom. U ovu studiju je uklju¢eno 19 ¢lanova porodice jednog od ukupno
dva detektovana nosioca ove varijante. Pored probanda, Fllc.1787G>A varijanta je
detektovana kod jo§ 9 ¢lanova porodice- ukupno 10 (6 simptomatskih i 4
asimptomatska), dok 9 ispitanika nisu bili nosioci testirane varijante i nisu imali
tromboti¢ke dogadaje. Da bi se ispitao uticaj drugih faktora na rezultate ex vivo analiza,
svim ispitanicima koji su ukljuCeni u studiju prethodno su uradeni rutinski testovi
trombofilije. Dobijene vrednosti ovih testova su za sve ispitanike bile u referentnom
opsegu.

Rezultati su pokazali da je aktivnost protrombina bila statisticki znacajno
smanjena (P<0,001) kod svih nosilaca Fllc.1787G>A varijante na priblizno 50%, dok je
kod ispitanika koji nisu nosioci iznosila oko 96%. Kod detektovanih nosilaca
Fllc.1787G>A varijante u japanskoj i indijskoj populaciji, aktivnost protrombina nije
odredivana [212,213]. Rezultati studije Bulato i saradnika su pokazali da je kod nosilaca
Padua 2 varijante aktivnost protrombina smanjena na 60-70% referentne vrednosti
[211]. Poredenjem rezultata nase studije sa Padua 2 varijantom, uocava se da je
smanjenje u aktivnosti izraZenije u slucaju Fllc.1787G>A varijante. Na osnovu toga,
moze se pretpostaviti da zamena arginina na poziciji 596 glutaminom (protrombin
Beograd), remeti prokoagulantnu aktivnost trombina u vecoj meri nego zamena

triptofanom (protrombin Padua 2). Rezultati dobijeni na rekombinantnim protrombin
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Yukuhashi, Beograd i Padua 2 su pokazali da svaka od ovih varijanti dovodi do
smanjene protrombinske aktivnosti. Medutim, na osnovu ovih rezultata, rekombinantni
Padua 2 protein ima ve¢i efekat na smanjenje prokoagulantne aktivnosti nego
protrombin Beograd [195]. Uticaj svake od ovih aminokiselinskin zamena na
elektrostati¢ke interakcije, vodoni¢ne i disulfidne veze unutar Na* vezujuéeg mesta i
posledi¢no razli¢itu protrombinsku aktivnost mutiranih proteina je potrebno dalje
ispitati.

Do sada opisane varijante u genu za protrombin koje su povezane sa smanjenom
aktivnosti protrombina u plazmi dovode do krvarenja kao klinicke manifestacije [86].
Kod nosilaca Fllc.1787G>A varijante, pojava krvarenja nije zabelezena Cak ni u
prisustvu provokativnih faktora kao Sto su operacija i porodaj, bez obzira na
detektovanu smanjenu aktivnost protrombina.

Da bi se utvrdilo da li smanjena aktivnost protrombina poti¢e od njegove
smanjene raspolozivosti, relativnom kvantifikacijom signala dobijenih Western blot
analizom odredivana je koli¢ina protrombina u plazmi ispitanika. Nasi rezultati su
pokazali da se detektovana koli¢ina protrombina kod nosilaca Fllc.1787G>A varijante
(137,4£31,8) ne razlikuje u odnosu na ispitanike koji nemaju ovu varijantu
(127,9£26,2). Sli¢ni rezultati su dobijeni i za Padua 2 varijantu za koju je nivo
protrombina bio u referentnom opsegu i kod nosilaca i kod nenosilaca [211]. U okviru
naSe studije, znacajno poveCanje u nivou protrombina (160,0+£28,5; P<0,01)
detektovano je samo kod dva ¢lana porodice koji su bili heterozigotni nosioci FlI
G20210A varijante, §to je u skladu sa literaturnim podacima [106].

Dobijeni rezultati ukazuju da FIlc.1787G>A varijjanta s jedne strane uti¢e na
znacajno smanjenje aktivnosti protrombina, dok S druge, ne utiCe na promenu u
njegovoj koli¢ini. Na osnovu toga, moze se zakljuciti da se uticaj Flic.1787G>A
varijante odrazava na poremecaj prokoagulantne funkcije, uz odrZzanje normalnog nivoa
raspolozivog protrombina u plazmi. Ovakvi rezultati mogu se objasniti pozicijom
Fllc.1787G>A varijante koja uzrokuje zamenu na mestu Arg596, u regionu znac¢ajnom
za vezivanje Na' [178,221]. Interakcija trombina sa Na" je kljuéna za alosteri¢nu
regulaciju njegove pro- i antikoagulantne aktivnosti. Dang i saradnici su metodom in
situ dirigovane mutageneze ukazali da promene koje onemogucavaju vezivanje Na*

remete prelazak trombina iz antikoagulantne u prokoagulantnu formu [222]. Na osnovu
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toga i dobijenih rezultata u okviru ove studije, najverovatnije je da Fllc.1787G>A
varijanta izaziva slian efekat, odnosno da onemogucava adekvatno vezivanje Na' i
time uti¢e na stvaranje protrombina ¢ija je prokoagulantna aktivnost poremecena.

Primenom testa generacije trombina odredivan je trombogeni potencijal
Fllc.1787G>A varijante. On pripada grupi globalnih testova hemostaze i omogucava
procenu koagulacionog potencijala [223]. Standardni koagulacioni testovi, kao §to su
protrombinsko vreme ili aktivirano parcijalno tromboplastinsko vreme, ne daju
celokupan uvid u stanje hemostaznog sistema. Ovim testovima se meri vreme potrebno
da u ex vivo uslovima nastane fibrinski ugrusak, za $ta je dovoljan nivo stvorenog
trombina od svega 5% ukupne koli¢ine [224]. U tom trenutku, usled male koli¢ine
trombina, sistem proteina C jo$ uvek nije aktiviran i antitrombin jo§ uvek u potpunosti
ne ispoljava svoje inhibitorno dejstvo. Test generacije trombina je osetljivija metoda
kojom je moguée pratiti dinamiku stvaranja trombina i nakon zapocetog procesa
formiranja fibrinskog ugruska, kao i interakcije sa antitrombinom i proteinom C [225].
Kao rezultat ovog testa dobija se kriva koja omogucava oéitavanje viSe parametara.
Pracenjem uticaja koagulacionih, antikoagulacionih faktora i tkivnog faktora (TF) na
parametre testa generacije trombina, pokazano je da su povrSina ispod krive i visina
pika direktno srazmerni koli¢ini stvorenog trombina. U odsustvu FVIII i FIX ovi
parametri su znacajno smanjeni. Sa povecanjem nivoa fibrinogena srazmerno Se
povecavaju i povrsina ispod krive i visina pika, a smanjenjem njegove koncentracije
produzava se vreme do pojave pika. Povecana koncentracija proteina S produzava ovo
vreme. Ukoliko se smanji koncentracija antitrombina, nivoi svih parametara testa se
povecéavaju, jer se povecava koli¢ina raspolozivog trombina [226]. Na taj nacin, moguce
je pratiti dinamiku kompleksnih interakcija u okviru hemostaznog sistema.

Rezultati nase studije su pokazali da varijanta Fllc.1787G>A utice na statisticki
znacajno (P<0,001) poveéanje povrsine ispod krive (ETP) kod nosilaca (3645 nM/min)
u odnosu na ispitanike koji nisu nosioci ove varijante (1653 nM/min) i standardnu
plazmu kao kontrolu (1408 nM/min). Period vremena proteklog od pocetka reakcije do
nulte vrednosti krive, odnosno parametar ,,poCetak repa“ (,start tail”) kod nosilaca
Fllc.1787G>A varijante iznosi 60 min, Sto je statisticki znacajno povecanje (P<0,001) u
poredenju sa vrednostima za ispitanike koji nisu nosioci i standardnu plazmu (24 i 21

min). Rezultati su takode pokazali da prisustvo navedene varijante ne uti¢e znacajno na
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lag vreme i ne dovodi do promena u maksimalnoj koli¢ini stvorenog trombina (visini
pika). Na osnovu ovih rezultata, moze se zakljuciti da FIlc.1787G>A varijanta ne utice
na inicijalni korak prevodenja protrombina u trombin. S druge strane, vece vrednosti za
parametar ,, start tail“ ukazuju da ona znacajno utice na sporiju inaktivaciju trombina.
Pretpostavlja se da upravo na taj nacéin, Fllc.1787G>A varijanta ispoljava SVvOj
trombogeni potencijal, jer su povisene vrednosti za ETP odraz povecanog ,,start tail
parametra. Ovi rezultati su potvrdeni i u studiji sa rekombinantnim protrombin Beograd
proteinom [195]. Kod Padua 2 varijante vrednosti ,,start tail*“ su takode bile znacajno
povisene kod nosilaca (33-40 min), u odnosu na zdrave ispitanike (18,3-23,7 min) i
standardnu plazmu (18,7 min), ali nije postojala razlika u ETP vrednostima [211].
Povecéanje ETP-a i ,,start tail-a* za protrombin Yukuhashi i Padua 2 je detektovano za
heterozigotnu formu rekombinantnih proteina, dok je visina pika bila smanjena u
poredenju sa standardnom plazmom i wild-type rekombinantnim proteinom. U slucaju
homozigotnih formi razlike u nivoima svih parametara su bile jo§ izrazenije za obe
varijante [177,211]. U studiji Tagaki i saradnika, gde su uporedno analizirani
rekombinantni protrombin Yukuhashi, Beograd i Padua 2, ,, start tail “ parametar je bio
povisen kod svih varijanti. Medutim, vrednost ETP-a je bila povisena samo za
protrombin Beograd varijantu, jer je visina pika za druge dve bila znac¢ajno smanjena
[195]. Ovo upucuje da, u poredenju sa Yukuhashi i Padua 2, protrombin Beograd
varijanta ima najizrazeniji trombogeni potencijal.

Da bi se ispitao mehanizam kojim Fllc.1787G>A varijanta dovodi do sporije
inaktivacije trombina, dalje ex vivo analize su podrazumevale odredivanje uticaja ove
varijante na interakciju trombina sa njegovim inhibitorom antitrombinom. U fizioloSkim
uslovima, antitrombin se u cirkulaciji nalazi u formi koja ima slabu inhibitornu
aktivnost. U prisutvu heparina i heparan-sulfata potencijal antitrombina da izvr$i svoju
inhibitornu aktivnost uvec¢an je do 1000 puta. Slobodni heparin se ne nalazi u cirkulaciji
ve¢ se koristi u terapeutske svrhe, dok je endogeni heparan-sulfat vezan za membranu
endotelnih ¢elija [214]. Antitrombin se u prvom koraku aktivira kroz interakciju sa
pentasaharidnom sekvencom heparina, S$to indukuje konformacionu promenu u
antitrombinu 1 izlaganje tzv. ,,zglobnog regiona* reaktivne centralne petlje (RCL, engl.
reactive central loop). U narednom koraku, aktivirani antitrombin preko RCL petlje

ostvaruje interakciju sa aktivnim katalitickim mestom, y-petljom i sa Na" vezuju¢im
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mestom trombina na pozicijama Arg22la i Lys224 [83]. Za ireverzibilnu inhibiciju
trombina, neophodna je i njegova interakcija sa heparinom vezanim za antitrombin,
¢ime se formira stabilan tercijarni kompleks koji se brzo uklanja iz cirkulacije [214]. U
studiji u kojoj je vrSena mutageneza 79 aminokiselina u trombinu pokazano je da,
izmenom u kodonu za aminokiseline u okviru antitrombin vezuju¢ih mesta na
pozicijama Trp50, Glu229 i Arg233, dolazi do smanjene osetljivosti trombina za
inhibiciju antitrombinom. Ukoliko su mutirani kodoni za Arg89, Arg93, Glu94, Arg98,
Arg245, Lys248, Lys252, Asp255, Glu256 u prisustvu heparina dolazi do rezistencije
na antitrombin, dok su tre¢u grupu obuhvatile izmene na pozicijama Glu25, Argl78,
Argl80, Aspl83, Glu202, koje su uzrokovale povecanu osetljivost na inhibiciju
antitrombinom [227].

Saradnici sa Nagoja Univerziteta u Japanu su pokazali da osim protrombina
Yukuhashi, genske varijante u kodonu za Arg na poziciji 596 (Arg22la po
himotripsinogen nomenklaturi), koje bi dovele do aminokiselinske zamene 596GlIn,
596Trp ili 596Gly, takode uzrokuju rezistenciju mutiranog trombina na antitrombin
[195]. Prisustvo izmene na ovoj poziciji odrazava se na gubitak vodoni¢nih veza izmedu
Arg596 u trombinu i Asn265 u antitrombinu, koje su klju¢ne za formiranje trombin-
antitrombin kompleksa [177]. Test rezistencije na antitrombin je pokazao da je relativna
rezidualna aktivnost trombina (RRAT) nakon 30 min za wild-type rekombinantni
trombin bila 11-19%, dok je za sve Cetiri varijante ova vrednost bila iznad 80% [195].
Primenom istog testa, Murata i saradnici su pokazali da je kod nosilaca protrombin
Yukuhashi varijante, RRAT nakon 30 min iznosila vise od 48%, dok je kod zdravih
ispitanika ta vrednost bila znacajno smanjena (do 16%) [194]. Sli¢ni rezultati su
dobijeni za protrombin Padua 2 varijantu. Opseg zabeleZenih vrednosti RRAT u
uzorcima plazme nosilaca ove varijante bio je visi (34-45%) u poredenju sa rezultatima
dobijenim za nenosice (23-29%) [211]. U okviru nase studije dobijene vrednosti RRAT,
nakon 30 min merenja, kod simptomatskih i asimptomatskih nosilaca Fllc.1787G>A
varijante (50,9%-54,7%) bile su znacajno povecane u poredenju sa rezultatima za
ispitanike koji nemaju ovu varijantu, u kojima je RRAT bila manja od 10%. Dobijeni
rezultati potvrduju prethodnu pilot studiju koja je ukazala da Fllc.1787G>A varijanta

moze dovesti do rezistencije na antitrombin [179].
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Uticaj FlIc.1787G>A varijante na funkcionalnost protrombina ispitivan je i na
nivou interakcije sa trombomodulinom. U kompleksu sa trombomodulinom, trombin
aktivira protein C, koji potom zajedno sa proteinom S inaktivira FVa i FVIlla ¢ime se
zaustavlja koagulaciona kaskada [74]. Pored toga, formiranjem kompleksa trombin-
trombomodulin, onemogucena je interakcija trombina sa PAR-1 receptorom trombocita,
kao i proteoliticko isecanje fibrinogena [82]. Poremecaji u funkciji trombina ili
trombomodulina mogu se odraziti na formiranje kompleksa, ¢ime se viSestruko remeti
antikoagulantni efekat trombina u hemostazi. U genu koji kodira trombomodulin do
sada je opisan veci broj varijanti koje su povezane sa pojavom arterijskih i1 venskih
tromboza kod pacijenata [228]. Za interakciju sa trombinom znacéajni su EGF-sli¢ni
(engl. Epidermal growth factor-like) domeni 5 i 6 [77], §to ukazuje da bi prisustvo
mutacija u tom regionu naruSilo stabilnost ili moguénost formiranja trombin-
trombomodulin kompleksa [229]. Mutacije u okviru EGF-sliénog domena 4, koji je
kljuan za interakciju trombomodulina sa proteinom C, takode remete strukturu
aktivnog mesta za koje se vezuje trombin [230]. Postojanje varijanti u protrombinu koje
bi mogle da remete formiranje kompleksa trombin-trombomodulin do skoro nisu bile
opisane. Tek nedavno, u studiji Takagi i saradnika je pokazano da protrombin
Yukahasni varijanta, osim rezistencije na antitrombin, dovodi i do rezistencije na
trombomodulin. Dizajniranjem testa, koji se zasniva na slicnom principu kao i test za
odredivanje rezistencija na antitrombin, odredivana je relativna rezidualna aktivnost
trombina u prisustvu trombomodulina (RRAT-tm). Rezultati su pokazali da je RRAT-
tm rekombinantnog protrombina Yukahasni 44%, dok je ta vrednost za wild type 8,4%,
Sto ukazuje da protrombin Yukahasni varijanta ometa efikasno formiranje trombin-
trombomodulin kompleksa [201]. Grupa saradnika iz Japana je takode pokazala da
rekombinantni protrombin Yukuhashi, Beograd i Padua 2 ispoljavaju trombomodulin
rezistenciju. Rezultati ove studije su pokazali da je mehanizam Fllc.1787G>A varijante
udruzen sa rezistencijom na trombomodulin. RRAT-tm je kod nosilaca ove varijante
(18,9£2,3) bila statisticki znacajno povecana u odnosu na vrednosti kod ispitanika koji
nisu nosioci (14,5+2,9), $to je u saglasnosti sa rezultatima dobijenim za rekombinantni
protrombin Beograd [195].

Sagledavanjem svih dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da je trombofilni

mehanizam FlIc.1787G>A varijante veoma kompleksan. Smanjena prokoagulantna
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aktivnost nadomescuje se: duzom perzistencijom mutiranog trombina u cirkulaciji zbog
njegove onemogucéene inaktivacije antitrombinom 1 smanjenom antikoagulatnom
funkcijom usled rezistencije na trombomodulin. IzraZzeni trombogeni potencijal ove
varijante ,,otvara vrata“ hipotezi da se smanjena prokoagulantna aktivnost nadomesc¢uje
jo$ nekim trombofilnim mehanizmom koji nije obuhvacen ovim ex vivo analizama. U
prilog tome je i ¢injenica da se u svim primenjenim testovima, dobijene vrednosti nisu
razlikovale izmedu asimptomatskih i simptomatskih nosilaca Fllc.1787G>A varijante.
To upucuje da trombofilni mehanizam koji je odgovoran za razlike u fenotipu kod
ispitanika, nije obuhvaden ovim testovima. Jedna od hipoteza je da ova varijanta utice
na interakciju trombina sa trombocitima tako $to produzenom perzistencijom mutiranog
trombina dovodi do veée aktivacije 1 agregacije trombocita, Sto bi trebalo
eksperimentalno potvrditi.

Na osnovu uradenih ex vivo analiza, Fllc.1787G>A varijanta predstavlja
znacajan novi trombofilni marker koga treba ukljuciti u panel testova za trombofilije
kod pacijenata koji imaju izrazenu sklonost ka trombozama, smanjenu aktivnost

protrombina, a vrednosti ostalih faktora koagulacije u referentnom opsegu.
5.2.2 Exvivo analize Fllc.*64_*66del varijante

U cilju ispitivanja mehanizma ove varijante uradene su ex vivo analize koje su
obuhvatile odredivanje aktivnosti 1 koli¢ine protrombina, kao 1 trombogenog potencijala
Fllc.*64 *66del varijante. Analize su radene na ukupno 12 wuzoraka plazme,
prikupljenih iz 3 porodice simptomatskih nosilaca Fllc.*64 *66del varijante (3
probanda i po 3 cClana iz svake porodice). Od 9 ¢lanova porodica, detektovana su 3
asimptomatska nosioca, dok 6 ispitanika nisu bili nosioci ove varijante.

Brojne studije su do sada potvrdile da nivo sintetisanog proteina umnogome
zavisi od 3' UTR regiona koji je uklju¢en u razlicite nivoe regulacije genske ekspresije
[231]. Genske varijante koje dovode do nukleotidne zamene, delecije ili insercije koje
remete arhitekturu 3' UTR regiona, mogu znacajno da utiCu na koli¢inu sinetisanog
proteina i pojavu razli¢itih patologija. U 3' UTR regionu gena za protrombin opisana je
G20210A varijanta koja uti¢e na povecanu koli¢inu protrombina u plazmi i predstavlja
faktor rizika za tromboti¢ke poremecaje i spontane pobacaje [106,232].

Prvi korak u ex vivo analizama Fllc.*64_*66del varijante obuhvatio je

odredivanje njenog uticaja na raspolozivu koli¢inu i aktivnost protrombina u plazmi
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ispitanika. Uticaj Fllc.*64 *66del varijante na koli¢inu protrombina je odredivan
relativnom kvantifikacijom signala Western blot analize. Nivo protrombina se nije
znacajno razlikovao u prisustvu (109,44%=14,93) i odsustvu Fll c.*64_*66del varijante
(107,84%=*13,03), na osnovu ¢ega se zakljuuje da ova varijanta ne uti¢e na koli¢inu
protrombina u plazmi. Saglasno sa tim, izmerene vrednosti za aktivnost protrombina
bile su u referentnom opsegu kod svih 12 ispitanika, odnosno nije detektovana razlika
izmedu nosilaca i1 nenosilaca Fllc.*64 *66del varijante. Nasa studija ukazuje da
mehanizam FllIc.*64 *66del varijante u heterozigotnom obliku ne ukljucuje promenu u
koli¢ini protrombina u plazmi i samim tim njegove aktivnosti. Ove rezultate treba
razmatrati uzimajuci u obzir da je u ove analize bilo uklju¢eno ukupno 12 ispitanika.

U cilju dalje analize uticaja FIl c.*64_*66del varijante na funkciju protrombina,
odredivan je njen trombogeni potencijal. Test generacije trombina je primenjen na
slican nacin kao i za FIIc.1787G>A varijantu i praceni su lag vreme, visina pika i ETP.
Rezultati su pokazali da Fllc.*64_*66del varijanta dovodi do blagog povecanja visine
pika (112,1 vs. 94,4, P=0,286) i ETP-a (388,9 vs. 351,5; P=0,256) u odnosu na
standardnu plazmu, ali ta razlika nije statisticki znacajna. U poredenju sa jasno
izrazenim trombogenim potencijalom, Koji je u ranijim studijama pokazan za FlI
G20210A [233] i za Fllc.1787G>A varijantu, u ovoj studiji FIl c.*64_*66del varijanta
ima vrlo blago povecani trombogeni potencijal.

Rezultati ex vivo analize su pokazali da mehanizam FII c.*64_*66del varijante
ne uti¢e na promene u nivou i aktivnosti protrombina u plazmi nosilaca i ima blago
izrazeni trombogeni potencijal. Za razliku od kodirajuéeg regiona, ¢ija oCuvanost je
klju¢na za funkcionalnost proteina, i 5' UTR-a koji je znacajan za vezivanje kompleksa
translacione masinerije, 3' UTR je manje rigidna struktura. Ovaj region, usled manje
izloZenosti evolutivhom pritisku, poseduje veci stepen slobode da regulise ,,sudbinu‘
iRNK §to mozZe biti osnova za razvoj potencijalno novih mehanizama regulacije
ekspresije gena [234]. Zbog toga je dalje rasvetljavanje mehanizma Fllc.*64_*66del

varijante bilo usmereno ka in vitro analizama.
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5.3 Invitro analize Fl1c.1787G>A i Fllc.*64_*66del varijanti

Da bi se detaljnije rasvetlili mehanizmi Flic.1787G>A 1 Fllc.*64_*66del
varijanti, ovom studijom su bile obuhvaéene in vitro analize njihovog uticaja na
ekspresiju gena za protrombin na nivou iRNK i proteina. Kao model sistem kori$¢ena je
tranzijentno transfekovana Cos-7 ¢elijska linija. Za obe ispitivane varijante odabrani su
plazmidni vektori u kojima je uklonirana cDNK za protrombin pod kontrolom
citomegalovirusnog promotora koji obezbeduje efikasnu ekspresiju. Prilikom stabilne
transfekcije gen od interesa se integriSe u genom odredene celijske linije, ¢ime je
omoguceno pracenje ekspresije Zeljenog gena nakon replikacije ¢éelije, Sto je znacajna
prednost u odnosu na tranzijentnu transfekciju [235]. Medutim, u mnogim sisarskim
¢elijskim linijama je pokazano da prilikom stabilne transfekcije dolazi do metilacije
CMV promotora, kao imuni odgovor ¢elije na prisustvo virusa, usled ¢ega gen od
interesa biva utiSan [236-238]. S obzirom da su u naSem radu koris$¢eni vektori u kojima
je gen od interesa pod kontrolom ovog promotora opredelili smo se za tranzijentnu

transfekciju.

5.3.1 Invitro analize Fl1c.1787G>A varijante

Iskrajanje poslednjeg egzona je znacajno za proces obrade i poliadenilacije 3'
kraja pre-iRNK za protrombin i genske varijante u ovom egzonu mogu znacajno uticati
na regulaciju njegove ekspresije [158]. U okviru ove studije, in vitro analize su
obuhvatile ispitivanje uticaja Fllc.1787G>A varijante iz poslednjeg egzona na
ekspresiju gena za protrombin na nivou iRNK i proteina.

Uticaj ove varijante na nivo iRNK odredivan je PCR-om u realnom vremenu.
Prilikom odabira ove metode za pracenje nivoa ekspresije gena od interesa, vazan je
izbor odgovaraju¢e endogene kontrole u odnosu na koju se vr$i normalizacija dobijenih
rezultata. U ovoj studiji, odabran je gen za neomicin-fosfotransferazu koji se eksprimira
sa konstrukata kojima je vrsena transfekcija. Iako ovakav pristup nije uobiajen, profil
ekspresije gena za neomicin-fosfotransferazu ne zavisi od tipa ¢elijske linije ili samog
tretmana, ¢ime je ispunjen najvazniji kriterijjum za pravilno odabranu endogenu
kontrolu [239]. Prednost ovakvog pristupa je, takode, §to odabrana endogena kontrola
ujedno predstavlja i kontrolu uspesnosti transfekcije, jer je odnos gena za neomicin-

fosfotransferazu i gena od interesa u okviru konstrukta 1:1. Time je eleminisan uticaj
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potencijalne razlike u efikasnosti transfekcije vektora sa wild-type i mutiranom
sekvencom protrombina na dobijene rezultate.

U studijama koje su ispitivale mehanizam protrombin Yukuhashi i protrombin
Padua 2 nije odredivan uticaj ovih varijanti na nivo iRNK [177,211]. U nasSoj studiji,
najpre su formirani konstrukti koji sadrze ukloniranu cDNK za protrombin sa wild-type
sekvencom i sekvencom koja sadrzi FIIc.1787G>A varijantu. Rezultati su pokazali da
ova varijanta ne dovodi do promene u nivou ekspresije, jer je detektovani nivo iRNK
bio identi¢an kod wt i mutiranog konstrukta.

Koli¢ina protrombina odredivana je relativnom kvantifikacijom signala
dobijenih Western blot analizom. S obzirom da je protrombin sekretorni protein, za
odredivanje koli¢ine proteina in vitro, koris¢eni su medijumi u kojima su gajene
transfekovane ¢elije. Za pravilnu interpretaciju dobijenih rezultata Western blot metode,
neophodno je koriS¢enje odgovarajuce kontrole (engl. loading control) u odnosu na
koju se normalizuje koli¢ina proteina od interesa. Iz tog razloga, odlucili smo se za
kontransfekciju Cos-7 permanentne celijske linije sa odgovaraju¢im protrombinskim
vektorima i vektorom koji sadrzi ¢cDNK za alfa-1-antitripsin. Alfa-1-antitripsin je
takode sekretorni protein i koriS¢en je kao kontrola u odnosu na koju je vrSena
normalizacija koli¢ine protrombina.

Rezultati Western blot analize su pokazali da su relativne vrednosti za koli¢inu
wild-type protrombina (1,12+0,16) vrlo sli¢ne vrednostima za koli¢inu mutiranog
protrombina (0,97+0,24). Miyawaki i Bulato su u svojim studijama takode koristili
pcDNA3.1(+) vektor za dizajniranje konstrukata sa protrombin Yukuhashi i protrombin
Padua 2 varijantom. Razlike u odnosu na na$§ dizajn studije obuhvatile su koriS¢enje:
stabilne transfekcije HEK293 permanentne Celijske linije i ELISA testa kao metode za
kvantifikaciju koli¢ine rekombinantnog protrombina. Bez obzira na razlike u
eksperimentalnom pristupu, dobijeni rezultati za rekombinanti protrombin Yukuhashi i
protrombin Padua 2 bili su sli¢ni kao i za Fllc.1787G>A varijantu [177,211].

Rezultati in vitro analiza FIlc.1787G>A varijante su u saglasnosti sa rezultatima
dobijenim nakon ex vivo analiza u uzorcima plazme. S obzirom da su medu ispitanicima
detektovani samo heterozigotni nosioci FlIc.1787G>A varijante, rekombinantni

mutirani ¢.1787A protrombin bi mogao da oponasa homozigotnu formu ove varijante.
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Budu¢i da ni u tom sluc¢aju nismo detektovali promenu u nivou protrombina, moze se

zakljuciti da FIlIc.1787G>A varijanta ne uti¢e na nivo ekspresije.
5.3.2 Invitro analize Fllc.*64_*66del varijante

Zbog nekanonske organizacije, 3' UTR i DSE regulatorni element imaju
znacajnu ulogu u regulaciji ekspresije protrombina. Pozicija Fllc.*64_*66del varijante u
okviru 3' UTR-a ¢ini je interesantnom za ispitivanje njenog uticaja na ekspresiju gena za
protrombin.

U okviru ove studije, efekat Fllc.*64 *66del varijante na profil ekspresije
protrombina ispitivan je na nivou iRNK i proteina. Kori§¢enjem pClneoASV40 vektora
formirani su konstrukti sa celokupnom cDNK za protrombin u wild-type i
Fllc.*64 *66del mutiranoj formi. Da bi se ispitalo da li DSE element modulise
ekspresioni profil Fllc.*64_*66del varijante, formirani su wild-type i mutirani
konstrukti koji sadrze 50 bp 3' FR regiona, u okviru koga se nalazi ovaj element.

Uticaj Fllc.*64 *66del varijante na nivo iRNK u prisustvu/odsustvu DSE
elementa odredivan je relativnom kvantifikacijom rezultata dobijenih PCR-om u
realnom vremenu. Nasi rezultati su pokazali da je kod konstrukata koji ne sadrze DSE
element, relativni nivo iRNK statisti¢ki znacajno (P=0,001) smanjen kod mutiranog
(RQmut 1,09+0,01) u odnosu na wild-type konstrukt (RQwt 1,11+ 0,01). Razlika je bila
jos§ izrazenija (P<0,001) medu konstruktima sa DSE elementom (RQwt 1,14+0,02 vs.
RQmut 1,09+£0,01). Time je pokazano da Fllc.*64_*66del varijanta dovodi do
smanjenja ekspresije protrombina na nivou iRNK 1 da je ta razlika u ekspresiji veca
ukoliko je prisutan DSE regulatorni element. Ovo upuéuje da DSE potencijalno ima
ulogu u modulaciji efekta Fllc.*64 *66del varijante i dodatno doprinosi smanjenju
ekspresije protrombina. To bi se delimi¢no moglo objasniti prethodno opisanim
modelom nekanonske organizacije 3' kraja gena za protrombin koja se odlikuje manje
efikasnim DSE usled njegove smanjene sposobnosti za veze CstF kompleks [158].

Znacaj DSE elementa za ispoljavanje efekta genskih varijanti u 3' kraju gena za
protrombin dokazan je za FIl G20210A varijantu. Primenom eksperimentalnog pristupa
koji je slican nasoj studiji, pokazano je da se nivo ekspresije protrombina ne razlikuje
izmedu wt 1 mutiranog 20210A konstrukata u odsustvu DSE. U daljim analizama je
pokazano da je za ispoljavanje efekta FII G20210A varijante neophodno prisustvo ovog

elementa. Poredenjem wt i mutiranog konstrukata koji su imali DSE element,
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zabelezeno je povecanje ekspresije protrombina od 1,65 puta kod mutiranog konstrukta.
DSE element moze da moduliSe ekspresiju gena za protrombin u interakciji sa
FI1C20068T varijantom. FIIC20068T varijanta dovodi do smanjenja ekspresije kada su
koris¢eni konstrukti koji nemaju DSE element, dok prisustvo ovog elementa menja
efekat varijante i za te konstrukte je detektovana povecana ekspresija [240].

Za odredivanje uticaja Fllc.*64 *66del varijante na nivo proteina koris¢en je isti
eksperimentalni pristup kao za Fllc.1787G>A varijantu. Koli¢ina protrombina
detektovana za mutiranu formu bila je smanjena u odnosu na wild-type kod oba tipa
konstrukta, ali je razlika bila statisticki znacajna samo izmedu konstrukata koji ne
sadrze DSE element (P=0,028). Ovo moze biti posledica vece osetljivosti i preciznosti
PCR-a u realnom vremenu u odnosu na relativnu kvantifikaciju Western blot analize.

U in vitro analizama je detektovano smanjenje koli¢ine protrombina kada su
koriS¢eni mutirani konstrukti. Suprotno tome, nivo protrombina je bio sli¢an u plazmi
svih ispitanika nezavisno od Fllc.*64 *66del varijante. Ovakav rezultat se moze
Objasniti ¢injenicom da mutirani konstrukt u nasem in vitro eksperimentu oponasa
homozigotno stanje za Fllc.*64_*66del varijantu, koje samim tim moze imati veci
uticaj na profil ekspresije protrombina u odnosu na efekat koji detektujemo u
heterozigotnoj formi kod pacijenata.

U cilju daljeg rasvetljavanja mehanizma, uradene su in silico analize. Kori$¢eni
su softveri za odredivanje uticaja Fllc.*64_*66del varijante na promene sekundarne
strukture iIRNK, protein/DNK interakcije i postojanje mesta vezivanja miRNK u
regionu ove varijante.

Prema RNAfold softveru Fllc.*64 *66del varijanta izaziva odredeni stepen
promena u sekundarnoj strukturi iRNK i koli¢ini slobodne energije, dok prema Mfold
programu nema znacajnih razlika. Na osnovu predikcija, ispitivanje uticaja
Fllc.*64 *66del varijjante na sekundarnu strukturu iRNK nije uvrSteno u dalje
eksperimentalne analize.

In silico analizom je ispitivano da li Fllc.*64 *66del varijanta moze uticati na
mesto vezivanja proteina koji u€estvuju u iskrajanju 1 obradi iRNK. Rezultati predikcije
su pokazali da se za wild-type sekvencu vezuje protein Sam68 (engl. Src-associated in
mitosis 68 kD), dok prisustvo Flic.*64_*66del varijante ukida mesto vezivanja ovog

proteina. Literaturni podaci upucuju da protein Sam68 ima znacajnu ulogu u post-
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transkripcionoj regulaciji brojnih gena i da se u vecini slucajeva vezuje za UAAAA
motiv u okviru 3' UTR regiona iRNK. Pored toga, Sam68 ucestvuje u regulaciji
signalne transdukecije i ¢elijskog ciklusa u fizioloskim uslovima, a takode ima i znacajnu
ulogu u procesu tumorogeneze [241,242]. Prema najnovijim literaturnim podacima,
protein SLM-2 (engl. Sam68-like mammalian protein 2) se vezuje za motiv UAAA Koji
je skoro identi¢an motivu vezivanja Sam68. Oba proteina pripadaju familiji STAR RNK
vezujuc¢ih proteina 1 mogu da dimerizuju na nacin netipican za ovu familiju. Njihova
interakcija prilikom dimerizacije je neophodna za odabir specifi¢nih targeta i regulaciju
obrade iRNK. Medutim, potencijalna uloga ova dva proteina u regulaciji ekspresije
gena za protrombin i povezanost sa trombofilijom do sada nije opisana [243].

U okviru ove studije, koris¢ena je FP-PCR metoda za ispitivanje protein/DNK
interakcija. Uzevs§i u obzir da se regulacija ekspresije protrombina odvija u
hepatocitima, u studiji su za ispitivanje protein/DNK interakcije koriS¢eni proteini
izolovani iz HepG2 permanentne ¢elijske linije. Kao ciljni jednolanc¢ani DNK fragment
koris¢en je oligonukleotid koji obuhvata sekvencu u okviru koje se nalazi
Fllc.*64 *66del varijanta. Primenom ove metode, u nasoj studiji nije detektovano
vezivanje proteina ni za wild-type, ni za mutiranu sekvencu. Zastupljenost frakcije Sam
68/SLM-2 proteina u odnosu na ukupne proteine nije poznata tako da ne mozemo
iskljuciti moguénost da vezivanje nije detektovano zbog premale koncentracije proteina.
Takode, u ovoj analizi protein/DNK interakcije su ispitivane samo sa proteinima
izolovanim iz HepG2 ¢elija koja ima profil ekspresije maligne celije.

Imajuéi u vidu poziciju Fllc.*64_*66del varijante u 3' UTR-u, jedna od hipoteza
je da ova varijanta ostvaruje svoj uticaj na ekspresiju gena za protrombin preko
modulacije vezivanja miRNK. Uloga miRNK u regulaciji ekspresije protrombina do
sada nije analizirana. Povezanost miRNK sa hemostazom i trombozama je delimi¢no
rasvetljena i dosada$nja istrazivanja predstavljaju samo ,,vrh ledenog brega®“ [244]. In
vitro studijama je potvrdeno da iRNK za tkivni faktor, koji predstavlja glavni inicijator
koagulacione kaskade, u svom 3' UTR regionu sadrzi mesto vezivanja za miR-19b
[245]. Nivo FXI u jetri obrnuto je proporcionalan nivou miR-181a-5p koja se takode
vezuje za njegov 3' UTR i uti¢e na smanjenje ekspresije [246]. Na modelu misa je
pokazano da odredene miRNK mogu predstavljati modulatore hemostaznog sistema

tokom razvica. Primer toga je regulacija antitrombina ¢iji nivo tokom razvica raste, dok
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nivoi miR-18a i miR-19b opadaju [247]. Sli¢ni rezultati su pokazani i za druge faktore
koagulacije (FVII, FIX, EXII i EXIII), kao i za faktore fibrinolize (plazminogen, PAI-1)
Ciji nivoi ekspresije su takode regulisani vezivanjem odredenih miRNK koje se
eksprimiraju u jetri [247,248].

U okviru nase studije, in silico analize su pokazale da se u 3' UTR-u iRNK za
protrombin vezuje veéi broj miRNK, od kojih se hsa-mir-2052 vezuje za region u kome
se nalazi Fllc.*64_*66del varijanta. Da bi se rezultati predikcije potvrdili in vitro
analizama, u ovoj studiji je dizajnirana metoda koja omogucava ispitivanje vezivanja
malih RNK. Princip metode podrazumeva upotrebu jednolan¢anog DNK fragmenta
kojim se oponaSa zeljeni fragment iRNK u okviru koga se ispituje potencijalno
vezivanje sa odredenom malom RNK. Primenom ove metode, nasi rezultati su pokazali
da u regionu FIlc.*64 *66del varijante postoji mesto vezivanja za male RNK, ¢ija
sekvenca odgovara rezultatima predikcije za mesto vezivanja hsa-miR-2052. Ovo su
prvi rezultati koji ukazuju na potencijalnu ulogu miRNK u regulaciji ekspresije
protrombina. Medutim, mehanizam kojim bi Fllc.*64_*66del varijanta mogla da utice
na miRNK/iRNK interakcije i ekspresiju protrombina jo$ uvek nije poznat. Takode,
treba imati u vidu da primenom ove metode nije moguce dobiti informaciju o vrsti RNK
molekula koji se vezuje i precizna pozicija vezivanja. Veliko ograni¢enje metode je $to
fragment koji se ispituje mora biti u formi oligonukleotida kako bi nastao DNK/RNK
hibrid, tako da nije moguce iskljuciti uticaj komponenti koje razlikuju DNK i RNK
molekul na sam rezultat.

Nasi rezultati upuéuju da bi hsa-miR-2052 mogla biti jedan od kandidata za
ispitivanje interakcije sa iRNK za protrombin u daljim in vitro analizama. Literaturni
podaci 0 hsa-miR-2052 su oskudni, ali je poznato da se gen koji kodira ovu miRNK
nalazi na hromozomu 8 i da se ona najverovatnije eksprimira u plu¢ima i placenti [249].
Zanimljivo je ista¢i da su u naSoj studiji detekovani nosioci Fllc.*64 *66del varijante
bili iz grupa pacijenata sa izolovanim plu¢nim embolizmom 1 spontanim pobacajima.
Medutim, za sada nema literaturnih podataka koji bi mogli da potkrepe povezanost hsa-
miR-2052 sa ovim tipovima trombotic¢kih dogadaja.

Do sada su medu cirkuliSu¢im miRNK kao potencijalni biomarkeri akutnog
pluénog embolizma detektovani miR-1233 u serumu [250] i miR-134 u plazmi

pacijenata [251]. Tokom trudnoce, odredene miRNK, ¢ija ekspresija zavisi od nivoa
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estrogena, tzv. estrogen-zavisne miRNK, ucestvuju u regulaciji hemostaznog sistema.
Ukoliko je nivo estrogena tokom trudnoce visi nego Sto bi trebalo, moze do¢i do
poremecaja u nivou ekspresije estrogen-zavisninh miRNK, koje potom snizavaju nivo
odredenih inhibitora koagulacione kaskade i povecavaju rizik za pojavu tromboze
tokom trudnoée [252]. Na osnovu in silico analiza, protrombin i tkivni faktor bi
potencijalno mogli da budu kandidati cija bi ekspresija bila regulisana estrogen
zavisnom miR-1912, ali ova predikcija jo§ uvek nije potvrdena funkcionalnim
analizama [252]. Osim estrogen zavisnih, opisano je vise od 500 miRNK koje se
eksprimiraju u placenti i koje imaju znacajnu ulogu u regulaciji njenog razvoja tokom
trudnoce [253]. Brojne miRNK poreklom od placente imaju drugaciji profil ekspresije
kod pacijentkinja koje su imale spontani pobacaj u poredenju sa kontrolnom grupom
Zena [254-256]. Medutim, jo§ uvek nema literaturnih podataka o ulozi ove grupe
miRNK u regulaciji ekspresije protrombina i povezanosti sa spontanim pobacajima.

Na osnovu naSih rezultata moze se postaviti hipoteza da mehanizam
Fllc.*64 *66del varijante moZe u odredenim fizioloskim uslovima uticati na interakciju
miRNK sa iRNK za protrombin i time doprineti pojavi izolovanog plu¢nog embolizma

ili spontanog pobacaja, ali to je potrebno ispitati daljim analizama.

5.4  Smernice za dalje funkcionalne analize Fl1c.1787G>A i Fllc.*64_*66del

varijanti

Zbog svoje nekanonske organizacije, 3' kraj gena za protrombin je predmet
istrazivanja velikog broja studija, ali regulacija njegove ekspresije malim nekodiraju¢im
RNK nije bila u fokusu. Po prvi put, u ovoj studiji eksperimentalno je utvrdeno
vezivanje malih RNK za region 3' UTR-a u genu za protrombin i hsa-miR-2052 je
oznacena kao jedan od kandidata. To otvara novo polje istrazivanja 0 ulozi 3' kraja gena
za protrombin na regulaciju njegove ekspresije. U daljim analizama prvo bi trebalo
utvrditi da li ova miRNK utice na ekspresiju gena za protrombin 1 da li Fllc.*64 *66del
varijanta moduliSe tu interakciju. Imajué¢i u vidu mogucu povezanost Fllc.*64 *66del
varijante sa patologijom spontanih pobacaja, u narednim in vitro analizama trebalo bi
ispitati potencijalne interakcije ovog dela gena za protrombin sa malim RNK

izolovanim iz ¢elija placente.
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Ozbirom da nasi rezultati pokazuju da FlIc.1787G>A varijanta dovodi do
poremecaja i u smeru hipo- i hiperkoagulacije, a izraziti tromboticki fenotip je prisutan
kod nosilaca, bez pojave krvarenja, postavlja se pitanje da li je mehanizam u potpunosti
rasvetljen ili nedostaje ,,deo slagalice koji doprinosi trombogenosti. Na osnovu
dobijenih rezultata, dalje analize bi trebalo usmeriti ka rasvetljavanju mehanizma
trombomodulin rezistencije i njenog uticaja na inhibiciju koagulacione kaskade
aktiviranim proteinom C. Takode, trebalo bi ispitati hipotezu po kojoj bi duza
perzistencija mutiranog trombina u cirkulaciji mogla da dovede do produzenog perioda
aktivacije trombocita kroz direktnu interakciju trombina sa trombocitnim receptorima i
intenzivnijeg stvaranja ugruska.

Imajuéi u vidu kompleksnost hemostaznog sistema postavlja se pitanje ucesca
drugih cinilaca koji bi mogli dodatno da moduliSu efekat Fllc.1787G>A varijante. U
nasoj studiji detektovali smo 4 asimptomatska nosioca ove varijante ¢iji su rezultati ex
vivo analiza bili u istom opsegu kao i kod simptomatskih nosilaca. Ovo je ukazivalo da
u nastanku fenotipskih razlika kod ovih ispitanika verovatno u€estvuju dodatni ¢inioci,
ukljucujuéi i moguce geneticke modifikatore. Da bismo ovo ispitali, odabrana su tri
Clana iz ispitivane porodice i u saradnji sa kompanijom Complete Genomics
(Kalifornija, SAD), uradeno je sekvenciranje celokupnog genoma (WGS, engl. whole
genome sequencing). S obzirom da je prose¢na starost za pojavu prve tromboze u ovoj
porodici 26,5 godina, za dalju analizu izabran je asimptomatski nosilac koji je stariji od
ovog proseka (IV-2; 62 godine). Osim njega, u analizu je ukljucen njegov rodeni brat
(IV-3; 58 godina) koji je simptomatski nosilac Fllc.1787G>A varijante i ¢erka (V-1; 38
godina) koja je takode simptomatski nosilac (Slika 16). Od kompletnih rezultata, za
pilot analizu je odabrano 53 gena koji su znacajni za odrzanje hemostazne ravnoteze.

Analizirani su geni ¢iji produkti ucestvuju u koagulacionoj kaskadi, inhibiciji
koagulacije, aktivaciji trombocita i fibirinolitickom sistemu. Od 53 analizirana gena,
varijante u kodiraju¢im regionima su pronadene u 24 gena koji su prikazani u tabeli 10
(pobrojani su abecednim redom): a-2A-adrenergicki receptor (ADRA2A), trombinom
aktivirani inhibitor fibrinolize-TAFI (CPB2), FX (F10), A lanac FXIII (F13A1), B lanac
FXIII (F13B), protrombin (F2), proteazom aktivirani receptor 2-PAR-2 (F2RL1), FV
(F5), FVII (F7), Fc fragment 1gG receptora lla (FCGR2A), B lanac fibrinogena (FGB),
aZ subjedinica G proteina (GNAZ), B3 subjedinica G proteina (GNB3), glikoprotein VI
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trombocita (GP6), allb subjedinica integrina (ITGA2B), B3 subjedinica integrina
(ITGB3), Janus kinaza 2 (JAK2), endotelni trombocitni agregacioni receptor (PEAR1),
urokinaza-tip aktivatora plazminogena- u-PA (PLAU), receptor u-PA (PLAUR),
plazminogen (PLG), ciklooksigenaza-1-COX-1 (PTGSL1), receptor za tromboksan A2
(TBXAZ2R), Vav guanidin nukleotidni izmenjujuéi faktor 3 (VAV3).

Plavom bojom su oznafeni geni Cije su varijante bile prisutne kod
simptomatskih nosilaca, a ne kod asimptomatskog, dok su narandzastom bojom

oznaceni geni ¢ije su varijante detektovane samo kod asimptomatskog nosioca.

Tabela 10. Detektovane varijante u odabranim genima ukljucenih u odrzanje

hemostazne ravnoteze

Cerka asimptomatskog

Asimptomatski (1V-2) Simptomatski (1V-3)

on | e % | a2 | erjana
NP_000672.3
ADRAZA (Gly37Arg) M/N / /
NP_000672.3 M/N / /
(Ala38Pro)
CPB2 rs3742264 M/N rs3742264 M/N rs3742264 M/M
F10 / / Npé)ggis)aal MI/N
F13A1 / / rs5985 M/N
F13B rs6003 M/M rs6003 M/M rs6003 M/M
Protrombin Protrombin Protrombin
F2 Beograd M/N Beograd M/N Beograd M/N
Arg596GIn Arg596GIn Arg596GIn
F2RL1 / / rs2243072 M/N
/ rs9332695 M/N rs6032 M/N
/ / rs4524 M/N
/ / rs4525 M/N
/ / rs6030 M/N
F7 / Niaoffslé)z'l M/N /

- geni u kojima su varijante detektovane samo kod simptomatskih nosilaca; - geni u
kojima su varijante detektovane samo kod asimptomatskog nosioca; M/N-heterozigot; M/M-

homozigot; /-varijante nisu detektovane
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Asimptomatski (1V-2)

Cerka asimptomatskog

Simptomatski (1V-3)

rs1801274 M/N rs1801274 M/N rs1801274 M/N
rs201218628 M/N / rs201218628
FCGR2A
rs9427397 M/N / rs9427397
rs9427398 M/N / rs9427398 M/N
FGB rs4220 M/N / rs4220 M/N
GNB3 rs5442 M/N / rs5442 M/N
oAz | / stz MN | (Giusocy) MM
rs2304166 M/N / rs2304166 M/N
rs2304167 M/M rs2304167 M/M rs2304167 M/M
rs1613662 M/M rs1613662 M/M rs1613662 M/M
GP6 rs1654412 M/M rs1654412 M/M rs1654412 M/M
rs1654416 M/M rs1654416 M/M rs1654416 M/M
rs1671150 M/M rs1671150 M/M rs1671150 M/M
/ / rs10418074 M/N
ITGA2B rs5911 M/N / rs5911 M/N
ITGB3 rs5918 M/N rs5918 M/N /
JAK?2 rs41316003 M/N rs41316003 M/N rs41316003 M/N
rs1952294 M/M rs1952294 M/M rs1952294 M/M
rs12137505 M/N rs12137505 M/N /
/ rs11264581 M/N rs822442 M/N
/ / rs41299597 M/N
PLAU / NP_(()SEZ%E?O&l M/N /
PLAUR / / rs4760 M/N
PLG / / rs4220 M/N
e rs1236913 M/M rs1236913 M/M rs1236913 M/M
rs3842788 M/N rs3842788 M/N rs3842788 M/N
TBXA2R ?':@93%309838')2 M/N / /
rs12410676 M/N / rs12410676 M/M
VAV3 rs12403266 M/N / rs12403266 M/M
rs7528153 M/N rs7528153 M/M rs7528153 M/M

- geni u kojima su varijante detektovane samo kod simptomatskih nosilaca; - geni u

kojima su varijante detektovane samo kod asimptomatskog nosioca; M/N-heterozigot; M/M-

homozigot; /-varijante nisu detektovane
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U genima koji kodiraju za FV, aZ subjedinicu G proteina i endotelni trombocitni
agregacioni receptor detektovano je 10 varijanti koje su bile prisutne samo kod
simptomatskih nosilaca, ali nijedna od njih nije detektovana kod oba. Osim rs4524
(Lys858Arg) varijante u FV koja je okarakterisana kao potencijalni faktor rizika za
pojavu tromboze u vise studija [257], za sve ostale varijante nema podataka da su jasno
povezane sa trombotickim fenotipom ili su okarakterisane kao benigne [257-262].

U genima koji kodiraju za a-2A-adrenergicki receptor i receptor za tromboksan
A2 detektovane su varijante koje su bile prisutne samo kod asimptomatskog nosioca.
Pored ostalih uloga, a-2A-adrenergicki receptor je eksprimiran na povrsini trombocita i
kuplovan je sa proteinima iz G familije sa kojima sinergisticki utice na aktivaciju i
agregaciju trombocita [262]. U nasoj studiji detektovane su dve varijante, Gly37Arg i
Ala38Pro, koje do sada nisu opisane. Ove dve varijante se nalaze u prvom
transmembranskom domenu (TM1) koji je najvarijabilniji sa svega 30% konzervisanih
aminokiselina, dok je u drugim transmembranskim domenima taj procenat skoro 80. S
obzirom da je TM1 udaljen od mesta vezivanja liganda, ne ucestvuje u interakciji
receptor-ligand, ali moze biti indirektno ukljucen u formiranje ovog mesta i samim tim
uticati na funkciju a-2A-adrenergickog receptora [263].

Receptor za tromboksan A2 se sintetiSe sa gena TBXAZ2R i pripada familiji
prostaglandinskih G protein kuplovanih receptora. Aktivira se vezivanjem tromboksana
A2 1 preko aktivacije viSe signalnih puteva dovodi do agregacije trombocita. Ovaj
receptor kod Coveka ima dve izoforme (o i B) koje nastaju alternativhom obradom
primarnog transkripta i razlikuju se u duzini C-kraja (o izoforma ima 343, a 3 407
aminokiselina). C-kraj receptora za tromboksan A2 pripada citoplazmatskom domenu i
veoma je znacajan za pravilno kuplovanje G proteina [264,265]. U nasoj studiji, kod
asimptomatskog nosioca FlIc.1787G>A varijante detektovana je nova Arg350Cys
varijanta, koja se nalazi u citoplazmatskom domenu p izoforme. S obzirom da se
novodetektovana Arg350Cys varijanta nalazi u citoplazmatskom domenu receptora,
mozemo pretpostaviti da bi ova zamena mogla da se odrazi na poremecaj u transdukciji
signala i posledi¢no smanjenu agregaciju trombocita.

Uporedna analiza detektovanih varijanti kod asimptomatskog i simptomatskih
nosilaca Fllc.1787G>A varijante pruzila je Siru sliku o drugim ucesnicima hemostaze

koji mogu doprineti razli¢itom trombotiCkom fenotipu. Dobijeni rezultati dodatno
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potkrepljuju naSu hipotezu o mogucéoj ulozi trombocita u trombogenom mehanizmu
Fllc.1787G>A varijante. Promene u ADRA2A i TBXAZ2R genima detektovane su samo
kod asimptomatskog nosioca. Ranije opisane varijante u ovim genima povezivane su sa
smanjenom aktivacijom i agregacijom trombocita. Imaju¢i u vidu potencijalni efekat
novodetektovanih varijanti, aktivacija i agregacija trombocita bi kod asimptomatskog
nosioca mogle biti smanjene. U tom slucaju, smanjena funkcija trombocita bi imala
zaStitni efekat kojim bi se kompenzovala intenzivnija aktivacija trombocita uzrokovana
duzim poluzivotom mutiranog trombina. Na ovaj nafin bi se mogao objasniti
asimptomatski status ispitanika 1V-2, a detektovane varijante u ovim genima bi
predstavljale modifikatore mehanizma protrombin Beograd varijante. Da bi se ova
hipoteza potvrdila, potrebno je ispitati uticaj mutiranog trombina na funkciju
trombocita, kao i efekat detektovanih varijanti u receptoru za tromboksan A2 i a-2A-
adrenergiCckom receptoru, na aktivaciju i agregaciju trombocita. Dalja analiza
kompletnih rezultata WGS-a ¢e omoguditi identifikovanje eventualnih dodatnih faktora
koji mogu biti povezani sa mehanizmom FIIc.1787G>A varijante 1 ucestvovati u

ispoljavanju trombogenog fenotipa.

119



Zakljucci



Zakljuéci

1. U grupi pacijenata sa trombofilijom i u grupi zdravih ispitanika odredene su

ucestalosti Fllc.1787G>A i Fllc.*64_*66del varijanti u srpskoj populaciji:

U grupi zdravih ispitanika Fllc.1787G>A 1 Fllc.*64_*66del varijante nisu
detektovane.

Ucestalost Fllc.1787G>A varijante u celokupnoj grupi pacijenata iznosi
0,57%; u grupi pacijenata sa kombinovanim trombotickim poremecajima
4,08%, dok u ostalim grupama nosioci nisu detektovani.

Ucestalost FlIc.*64 *66del varijante u celokupnoj grupi pacijenata iznosi
1,13%; u grupi pacijenata sa izolovanim pluénim embolizmom 0,96%, u
grupi pacijentkinja sa spontanim pobacajima 2,83%, dok u ostalim grupama
nisu detektovani nosioci ove varijante.

Povecéana ucestalost Fllc.1787G>A i Fllc.*64 *66del varijanti je detektovana
kod pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu, ali je to povecanje statisticki
znaajno samo za FIIc.1787G>A varijantu u grupi pacijenata sa

kombinovanim tromboti¢kim poremecajima (P= 0,03).

2. Ex vivo analize su pokazale da Fllc.1787G>A varijanta ima kompleksni

protrombogeni mehanizam. U plazmi nosilaca ove varijante, u odnosu na

nenosioce, detektovano je statisticki znacajno (P<0,001):

smanjenje protrombinske aktivnosti, bez uticaja na nivo protrombina
povecanje endogenog potencijala trombina
smanjenje inaktivacije trombina- rezistencija na antitrombin

smanjenje interakcije sa trombomodulinom- rezistencija na trombomodulin

3. Ex vivo analize u plazmi ispitanika su pokazale da Fllc.*64_*66del varijanta

nema izrazeni protrombogeni mehanizam, jer ne utie na promene u aktivnosti i

nivou protrombina 1 dovodi do blago povecanog endogenog potencijala u

odnosu na nenosice ove varijante.

In vitro analizama na sistemu tranzijentno transfekovanih Cos-7 ¢elija pokazano

je da FlIc.1787G>A varijanta ne dovodi do promene u ekspresiji gena za

protrombin.
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In vitro analizama na sistemu tranzijentno transfekovane Cos-7 permanentne
¢elijske linije je pokazano da Fllc.*64 *66del varijanta utice na statistiCki
znacajno smanjenje ekspresije gena za protrombin na nivou iRNK (P=0,001) i
proteina (P=0,028).

Prisustvo nizvodnog regulatornog elementa (DSE) modulise efekat
Fllc.*64_*66del varijante i doprinosi dodatnom smanjenju ekspresije

protrombina na nivou iRNK.

U ovoj studiji je po prvi put primenjena modifikovana FP-PCR metoda, za
ispitivanje vezivanja malih RNK za jednolancani oligonukleotid. Pokazano je
da u regionu Fllc.*64_*66del varijante postoji mesto vezivanja male RNK koje

se preklapa sa predikovanim mestom vezivanja za hsa-mir-2052.

. Fllc.1787G>A varijanta predstavlja znacajni trombofilni marker, dok

Fllc.*64_*66del varijanta ne predstavlja marker trombofilije.

. Fllc.1787G>A varijjantu treba ukljuciti u panel trombofilnih testova kod
pacijenata koji imaju izraZzenu sklonost ka trombozama, uprkos smanjenoj

prokoagulantnoj aktivnosti protrombina.
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hipertenzijom u uslovima normalne i blokirane sineteze azotnog monoksida“ uradila je
u Laboratoriji za kardiovasklularnu fiziologiju, Instituta za medicinska istrazivanja,
Univerziteta u Beogradu. Godine 2012. upisala je doktorske studije na BioloSkom
fakultetu, studijski program Molekularna biologija, smer Molekularna biologija
eukariota. Iste godine je otpocela izradu eksperimentalnog dela doktorske teze u
Laboratoriji za molekularnu biologiju, Instituta za molekularnu genetiku i geneti¢ko
inZenjerstvo, Univerziteta u Beogradu. Ucesnik je nacionalnog projekta “Kompleksne
bolesti kao model sistem za proucavanje modulacije fenotipa-strukturna i funkcionalna
analiza molekularnih biomarkera” (MPNTR Republike Srbije, 173008). Tokom svog
rada, bila je ucesnik Cetiri medunarodna projekta: 1) FP7-REGPOT-2012-2013-1
project N0316088 "Strengthening the Research Potential of IMGGE through
Reinforcement of Biomedical Science of Rare Diseases in Serbia—in route for
innovation"- SERBORDISin, 2013-2016; 2)"The role of prothrombin in colon cancer”,
research project within scientific and technological cooperation between Republic of
Serbia and Republic of Croatia, 2016-2017; 3) CA15120 "Open Multiscale Systems
Medicine (OpenMultiMed)”, 2016-2020; 4) CA15205 "Gene Regulation Ensemble
Effort for the Knowledge Commons", 2016-2020. Clan je Drustva geneticara Srbije i
Internacionalnog druStva za trombozu i hemostazu (International Society on
Thrombosis and Haemostasis). U toku dosadasnjeg nau¢nog rada Maja Gvozdenov je
objavila 10 radova u casopisima medunarodnog znacaja, 2 rada U cCasopisima

nacionalnog znacaja 1 ima 19 kongresnih saopstenja.



Mpwnor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

Mme n npesnme aytopa __Maja (Bo3aeHoOB

Bpoj nHaekca M3001/2012

UsjaBrbyjem
[a je JOKTopCKa aucepTaumja nog HacroBoOM

®dyHKUMOHaNHa aHanuaa reHckux sapujaHTu Flic.1787G>A (npoTpom6buH Beorpaa) u

Flic.*64_*66del n -uxoBa noBe3aHOCT ca Tpombocunujom

e pe3ynTtart CoOnCTBeHOr UCTpaXXKnBavkor paaa,

e [a aucepTauumja y LenuHU HU Y fenoBuMa Huje Guna npeanoxeHa 3a cTuuake
Apyre AunnoMe npeMa CTyAMCKUM nporpamuma ApYrux BUCOKOLLIKOSICKUX
yCTaHOBa;

e [1aCcy pesynTaTh KOPeKTHO HaBeaeHU U

e [a HucaM KpLluuo/na ayTopcka npaea U KOPUCTUO/MAa WHTENEKTyanHy CBOjuHY
APYrux nuiua.

MoTtnuc aytopa

Y Beorpagy, 20.02.2017.

Gosgent 1o
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Mpwunor 2.

U3jaBa 0 UCTOBETHOCTU WITaMMNaHe U eNIeKTPOHCKEe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Wme n npesnme aytopa __ Maja 'Bo3aeHoB

Bpoj nHaekca M3001/2012

CTtyaujcku nporpam MonekynapHa 6uonoruja

Hacnos paga __ ®yHKunoHanHa aHanusa reHckux sapujantu Fllc.1787G>A
(npotpombuH Beorpan) u Flic.*64_*66del n kunxoBa nosesaHOCT ca Tpombodunujom
MeHTOp Ap BaneHntuHa hophesuh u ap Aparvua Pagojkosuh

Motnucanu/a Maja XK. 'Bo3aeHOB

WsjaBrbyjem aa je wramnaHa Bepsnja Mor AOKTOPCKOr paja UCTOBETHA E€NEKTPOHCKO]
BEP3UjU KOjy cam npefao/na pagu noxpaweHa y [UrutanHoOM peno3uTopujymy
YHuBep3uteTta y Beorpaay.

[losBorbasam aa ce objaBe Moju NUYHM Nopauu BesaHn 3a gobujare akagemckor
HasnBa AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe U npesume, roamHa u Mecto pofierwa u gatym
oabpaHe paga.

OBM nuyHn nopgaum mory ce o6jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHuuama aurutanHe
BGubnunoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTanory u y nybnukauujama YHuBepauteta 'y beorpagy.

MoTnuc aytopa

Y Beorpaay, 20.02.2017.
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Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHuepsutetcky 6ubnuoteky ,CBeTtosap Mapkosuh" ga y [urutantu
penosuTopujyM YHusepsuTeTa y Beorpagy yHece Mojy AOKTOpPCKYy AucepTauujy nog
Hacnosom:

®yHKUMOHaNHa aHanusa reHckux sapujanTu Flic.1787G>A (npoTpom6GuH Beorpaa) u

Fllc.*64_*66del n HsmxoBa noBesaHOCT ca TpoMbodunujom
i p ]

Koja je Moje ayToOpCKO AEeso.

[vcepTauujy ca cBuM npunosnma npegao/na cam y enekrpoHckoMm dopmaTty norogHom
3a TpajHO apxmBMpame.

Mojy nokTtopcky Auceptauujy noxpaweHy Yy [urutanHom  penosutopujymy
YHuBepsuTeTa y beorpagy u OOCTYNHY y OTBOPEHOM NPUCTYMY MOry Aa KOpUCTE CBU
Koju nowtyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatuBHe 3ajegHuue
(Creative Commons) 3a Kojy cam ce ogny4uo/na.

1. AytopctBo (CC BY)
2. AytopcTtBo — HekomepuumjanHo (CC BY-NC)
@AyTopCTBo — HekoMepuujanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOopCcTBO — HEKOMepUMjanHo — genuTtu nog uctum ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopcTtBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AyTopcTBO — Aenutn nog uctum ycnosuma (CC BY-SA)

(Monumo pa 3a0pr>KMTe'caM0 jeaHy of wecT noHyheHnx nuueHuw.
KpaTak onuc nuueHum je cactaBHU 4e0 OBe usjase).

MoTtnuc aytopa

Y Beorpagy, 20.02.2017.

Bagend o
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1. AyTtopcTBo. [lo3BosbaBare yMHOXaBawe, AUCTPUOYUMjy M jaBHO caoniuTaBake
Aena, u npepaje, ako ce HaBeJe UMe aytopa Ha HauuH oppefeH of cTpaHe ayTopa
uwnu pnaeaoua nuueHue, Yak u 'y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnobogHuja og cBux
nmueHum.

2. AyTopcTBO — HeKkoMepuujanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBatse, OUCTPUBYLMjy W
jaBHO caonwiTaBake fena, u npepage, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH
OA CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He J03BOIbaBa KoMepLujanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTopcTBO — HekomepumujanHo — Ge3 npepapa. [103BorbaBaTe YMHOXaBake,
AncTpubyunjy n jaBHO caonwTaBawe fnena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa unu
ynotpebe fgena y CBOM Aery, ako Ce HaBeae MMe ayTopa Ha HauMH oapeheH of
CTpaHe ayTopa wunu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [03BOrbaBa KoMepuujandy
ynoTtpeby nena. Y ofHoCy Ha cBe ocTare nuueHue, OBOM NIMUEHLOM ce orpaHuyasa
Hajsehun obum npaea kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO — HEeKOMepLUjanHo — AenuTyu nog UCTUM ycnoeuma. [lossorbaBsarte
yMHOXaBawe, AncTpubyuunjy v jaBHO caonwiTaBawe fena, U npepaje, ako ce Hasene
ume ayTopa Ha HauuH ofpefleH of CTpaHe ayTopa unu fgaBaoula NULEHLIE U aKo ce
npepaga Aauctpubympa noa WCTOM WM CNMYMHOM nuueHuom. OBa nuueHua He
fo3Borbasa komepumjanHy ynotpedy aena v npepaga.

5. AytopcTBo — 6e3 npepapa. [lo3BorbaBate yMHOXaBawe, AUCTPUBYLMjy 1 jaBHO
caonwTaBake gena, 6es npomeHa, npeobnukosara unu ynotpebe fenay cBom geny,
ako ce HaBede WMe ayTopa Ha HauvuH ogpefleH of cTpaHe ayTopa wnuv AasBaoua
nuueHue. OBa nuueHLUa Ao3BorbaBa koMepuujaniy ynotpedy gena.

6. AyTOpCTBO — OenuTU noA MCTUM ycnoBuMma. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe,
ANCTPUBYLIMjY 1 jaBHO caonLuTaBarke gena, U npepage, ako Ce HaBeade UMe ayTopa Ha
HauMH ogpeheH o cTpaHe ayTtopa wWnu fasBaola NUUEHLE M ako ce npepaaa
Avctpubynpa nog WCTOM WNM CnNMYHOM  nvueHuom. OBa nuueHua [03BoSbasa
komepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CnuyHa je codpTBEpPCKMM nuuUeHLama,
O[HOCHO NULeHuama OTBOPEHOT Koaa.




