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Sažetak 

 

Povezanost gena PHACTR1 sa nastankom i komplikacijama  

ateroskleroze kod čoveka 

 

 Ateroskleroza je hronična, poligenska, inflamatorna bolest krvnih sudova i u 
osnovi je većine kardiovaskularnih bolesti (KVB). KVB i njihove posledice, infarkt 
miokarda (IM) i cerebrovaskularni insult (CVI), su vodeći uzrok smrtnosti u Srbiji. Tokom 
poslednje decenije otkriveno je više od stotinu genskih lokusa povezanih sa KVB, među 
kojima i gen PHACTR1. Iako je povezan sa procesima nastanka i razvoja ateroskleroze, 
tačna uloga gena PHACTR1 u KVB još uvek nije potpuno razjašnjena.  
 Osnovni predmet i cilj ove doktorske disertacije je analiza povezanosti intronskih 
varijanti rs9349379, rs2026458 i rs2876300 gena PHACTR1, pojedinačno i u haplotipu, sa 
nastankom i komplikacijama ateroskleroze. U studiju su uključeni zdravi ispitanici i 
ispitanici sa aterosklerozom karotidnih (AKA) i koronarnih (AKOA) arterija. Takođe je 
ispitivan uticaj odabranih varijanti na nivo transkripcije gena u tkivu karotidnog plaka u 
grupi AKA i PHACTR1 i EDN1 u mononuklearnim ćelijama periferne krvi (MĆPK) 
ispitanika sa AKOA šest meseci nakon IM. Deo ispitanika sa AKOA prospektivno je 
praćen šest meseci u cilju ispitivanja povezanosti gena PHACTR1 sa remodelovanjem leve 
komore srca (LK).  
 Haplotipovi ispitivanih varijanti su asocirani sa prisustvom karotidnog plaka i 
nivoom iRNK PHACTR1 u karotidnom plaku i MĆPK ispitanika sa AKOA šest meseci 
nakom IM. Varijanta rs2876300 asocirana je sa višesudovnom bolešću srca, a haplotipovi 
AT i GC varijanti rs9349379 i rs2026458 sa višim vrednostima SYNTAX skora, što ukazuje 
na povezanost gena PHACTR1 sa teţim oblikom AKOA. Ispitivane varijante nisu 
asocirane sa remodelovanjem LK srca, kao ni sa IM i CVI.  
 Na osnovu dobijenih rezultata zaključili smo da je gen PHACTR1 asociran sa 
razvojem uznapredovale ateroskleroze i teţih oblika bolesti. 
 

 

 

Ključne reči: ateroskleroza, PHACTR1, genske varijante, haplotipska analiza, transkripcija 
gena, infarkt miokarda, karotidni plak, mononuklearne ćelije periferne krvi, 
remodelovanje, leva komora srca 
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Abstract 

 

Association of PHACTR1 gene with atherosclerosis development  

and subsequent complications in humans 

 

 Atherosclerosis is a chronic, polygenic, inflammatory disease which underlies 
most of the cardiovascular diseases (CVDs). CVDs and its consequences, myocardial 
infarction (MI) and cerebrovascular insult (CVI) are the leading cause of death in Serbia. 
Throughout the last decade there have been discovered more than hundred gene locuses 
associated with CVDs, including PHACTR1 gene. Eventhough, PHACTR1 is involved in 
atherosclerosis development and progression its exact role in CVDs is still unknown. 
 The main subject and aim of this doctoral dissertation was to investigate 
association of PHACTR1 intronic variants rs9349379, rs2026458 and rs2876300, individualy 
and in haplotype, with atherosclerosis development and subsequent complications. The 
study included healthy control group and subjects with carotid (CA) and coronary (COA) 
atherosclerosis. Also, we have investigated the effect of these variants on PHACTR1 
transcription level in carotid plaque and on PHACTR1 and EDN1 in periferal blood 
mononuclear cells (PBMCs) six months after MI. Subgroup of COA subjects has been 
followed for six months after MI to investigate the echocardigraphic parametrs of heart 
remodeling. 
 Haplotypes of investigated variants have been associated with carotid plaque 
presence and with PHACTR1 mRNA levels in carotid plaque and in PBMCs of COA 
subjects six months after MI. Variant rs2876300 has been associated with multi-vessel 
disease and rs9349379 and rs2026458 haplotypes AT and GC with SYNTAX score higher 
values, indicating a role of PHACTR1 in disease severity. There was no association of 
investigated variants either with MI and CVI or with heart remodeling.   
 Our results suggest that PHACTR1 gene is associated with development of 
advanced atherosclerosis and disease severity. 
 

 

 

Key words:  atherosclerosis, PHACTR1 gene, gene variants, haplotype analysis, gene 
transcription, myocardial infarction, carotid plaque, periferal blood mononuclear cells, 
remodeling, left ventricle  
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1. UVOD 

 

1.1. Ateroskleroza 

 

Ateroskleroza je hronična, kompleksna, poligenska, inflamatorna bolest krvnih 
sudova i nalazi se u osnovi većine kardiovaskularnih bolesti (KVB). KVB predstavljaju 
grupu bolesti srca i krvnih sudova i vodeći su uzrok smrtnosti u svetu. Najveće podgrupe 
medju njima čine: ishemijske bolesti srca, koje mogu dovesti do infarkta miokarda (IM) 
(srčani udar) i cerebrovaskularne bolesti, koje vode ka cerebrovaskularnom insultu (CVI) 
(moţdani udar). Prema poslednjim podacima Svetske zdravstvene organizacije, tokom 
2016. godine u svetu je od posledica KVB umrlo blizu 18 miliona ljudi, a od toga su u 85% 
smrtnih ishoda uzročnici bili infarkt miokarda ili cerebrovaskularni insult 
(https://www.who.int/cardiovascular-diseases). KVB su vodeći uzrok smrtnosti i u Srbiji, 
gde su prema podacima Instituta za javno zdravlje Srbije tokom 2019. godine, 
(http://www.batut.org.rs/download/publikacije/AKS2019.pdf) bile uzročnik blizu 52% 
smrtnih ishoda. 

 

1.1.1. Patogeneza ateroskleroze 

 

 Ateroskleroza je proces tokom kojeg usled interakcije cirkulišućih faktora i ćelija 
vaskularnog i imunskog sistema dolazi do formiranja aterosklerotskog plaka u srednjim i 
velikim krvnim sudovima. U osnovi ove doktorske disertacije bilo je ispitivanje 
ateroskleroze u karotidnim i koronarnim arterijama koje pripadaju grupi velikih elastičnih 
arterija [1]. Jedan niz endotelskih ćelija predstavlja barijeru između krvi i tri unutrašnja 
omotača koji čine zid krvnog suda: intime, medije i adventicije (Slika U1a). Endotel, u 
fiziološkim uslovima, učestvuje u regulaciji vaskularnog tonusa, kontroliše ćelijsku 
adheziju i proliferaciju glatkih mišićnih ćelija (GMĆ), kao i inflamaciju zida krvnog suda 
[2]. Različiti faktori mogu izazvati promene u funkcionisanju endotela i dovesti do 
endotelne disfunkcije koja je predznak razvoja ateroskleroze [3]. Intima je omotač u kome 
se, pored endotela koji leţi na bazalnoj lamini, nalazi tanko subendotelno vezivno tkivo 
uglavnom sačinjeno od kolagena i proteoglikana. Zatim sledi unutrašnja elastična lamina, 
pa medija, omotač u kome se nalaze elastična vlakna, vanćelijski matriks (VĆM) i GMĆ. 
Kod velikih, elastičnih arterija medija je najdeblji omotač u zidu krvnog suda, bogat 
elastinom i kolagenima, dok je kod perifernih, muskularnih arterija medija dosta tanja, ali 
sa izraţenim prisustvom GMĆ [1]. Oko spoljašnje elastične lamine nalazi se adventicija, 
omotač sačinjen od rastresitog vezivnog tkiva, u kome se mogu naći masne ćelije, nervna 
vlakna i krvni sudovi. 

Razvoj ateroskleroze započinje na mestima grananja krvnih sudova, gde je krvotok 
sporiji i gde dolazi do njegovog račvanja i turbulentnog protoka [4]. Rano u ţivotu na 
podloţnim mestima formiraju se adaptivna zadebljanja intime [5]. Unutar ovih 
zadebljanja, usled veće količine lipida u krvi, moţe doći do zadrţavanja lipoproteina male 
gustine (eng. Low-Density Lipoproteins (LDL) Cholesterol), što je označeno kao proces koji se 
nalazi u srţi nastanka ateroskleroze [6]. LDL sadrţi apolipoprotein B koji se u intimi 
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vezuje za proteoglikane i postaje podloţan različitim modifikacijama: oksidaciji, agregaciji, 
inkorporaciji u imunske komplekse i delovanju enzima [7]. Najčešća modifikacija je 
oksidacija LDL koja je direktna posledica oksidativnog stresa i formiranja reaktivnih vrsta 
kiseonika (eng. reactive oxygen species, ROS) [8]. Oksidovani LDL dovodi do aktivacije 
endotela, što podrazumeva da dolazi do lučenja hemoatraktanata i prikazivanja 
adhezionih molekula kao što su selektini i integrini. Oni zajedno privlače, vezuju i uvlače 
monocite i limfocite u unutrašnjost zida arterije, čime se, u odgovoru na zadrţavanje i 
modifikaciju LDL, inicira inflamacija, takođe ključan proces u nastanku ateroskleroze [9]. 

 

Slika U1. a) Omotači u zidu zdrave elastične arterije; b) Faze u razvoju aterosklerotskog plaka. 
Slika je modifikovana iz Bentzon i sar, Circ Res, 2014. [5]. 

 
U intimi, monociti se diferenciraju u makrofage koji pod uticajem okolnih faktora, 
ispoljavaju proinflamatorni (M1) i antiinfalmatorni (M2) fenotip [10]. M1 makrofagi 
sekretuju proinflamatorne citokine, ROS, proteoglikane i tako doprinose zadrţavanju, 
modifikaciji i nakupljanju LDL unutar zida krvnog suda. Takođe, makrofagi prikazuju 
receptore odgovorne za internalizaciju LDL posredstvom kojih akumuliraju veliku 
količinu lipida i prelaze u strukture koje se nazivaju penaste ćelije (eng. foam cells) [7]. 
Prisutnost nekoliko slojeva penastih ćelija, još uvek je začetak ateroskleroze, označen kao 
pojava „masnih pruga“. Dok je pojava nakupina lipida ispod slojeva penastih ćelija znak 
patološkog zadebljanja intime i formiranja aterosklerotskog plaka [5] (Slika U1b). Penaste 
ćelije su karakteristične, konstitutivne ćelije aterosklerotskog plaka, one sintetišu različite 
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molekule, kao što su citokini, faktori rasta, metaloproteinaze matriksa (MMP) i ROS, koji 
dovode do pojačanja imunskog odgovora, remodelovanja VĆM i uopšteno do progresije 
aterosleroze [11]. Vaţan korak u razvoju aterosklerotskog plaka je prelazak GMĆ iz medije 
u intimu zida krvnog suda [12]. GMĆ, u intimi, prelaze iz fiziološkog, kontraktilnog 
fenotipa u patološki, sekretorni fenotip i sintetišu većinu komponenti VĆM intime zida 
arterije, proteoglikane, elastin, kolagen, kao i enzime odgovorne za odrţavanje 
homeostaze ovih komponenti. Mnoge od komponenti VĆM mogu da vezuju lipoproteine i 
tako doprinose akumulaciji lipida u intimi zida krvnog suda. GMĆ, kao i makrofagi, 
akumuliraju lipide i prelaze u penaste ćelije. Nagomilavanje oksidovanih LDL aktivira 
proces apoptoze u penastim ćelijama. U uznapredovalom aterosklerotskom plaku proces 
eferocitoze postaje defektan [13], što znači da je uklanjanje ostataka apoptozom 
zahvaćenih penastih ćelija nepotpuno i tada dolazi do nekroze plaka [14]. Usled apoptoze 
i nekroze penastih ćelija formira se nekrotično lipidno jezgo, oslobođeno svih ćelijskih 
komponenti i potpornih vlakana, koje je izuzetno trombogeno u kontaktu sa 
komponentama krvi, jer sadrţi protrombogene oksidovane lipide i obloţeno je tkivnim 
faktorom [15]. Lipidno jezgo je od krvi koja protiče lumenom arterije razdvojeno tankom 
fibroznom kapom, u kojoj su pored kolagena i proteoglikana, prisutni makrofagi i GMĆ, a 
inflamacija je izraţena [7]. Kontinuirana inflamacija, nakupljanje lipida, remodelovanje 
VĆM, apoptoza i nekroza makrofaga i GMĆ, transformisanih u penaste ćelije, dovode do 
formiranja i uvećanja aterosklerotskog plaka. 
 Preko 40% unutrašnjosti uznapredovalog aterosklerotskog plaka čini veliko lipidno 
jezgro, poreklom od apoptoze i nekroze penastih ćelija, kao i nakupina lipida unutar VĆM 
intime [16]. Lipidnu srţ plaka prekriva tanka fibrozna kapa koja, kako napreduje razvoj 
plaka, postaje sve tanja i sa manjom količinom GMĆ i fibroznog vezivnog tkiva. Stabilnost 
plaka i fibrozne kape zavise od ravnoteţe između procesa produkcije i degradacije VĆM, 
koji je pod uticajem produkata znatnog broja inflamatornih ćelija prisutnih u fibroznoj 
kapi [17]. Takođe, procesi kalcifikacije i neovaskularizacije, koji su intenzivni u 
uznapredovalom aterosklerotskom plaku, mogu uticati na njegovu stabilnost. Proces 
kalcifikacije moţe zahvatiti i intimu i mediju zida krvnog suda [18]. Kalcifikacija u mediji 
smanjuje elastičnost i prilagodljivost zida krvnog suda [18], dok se kalcifikacija u intimi 
odnosi na plak. Kalcifikacije plaka koje su tačkaste i male povećavaju rizik za pucanjem 
plaka [19], dok veće kalcifikacije doprinose okluziji krvnog suda i češće su kod 
asimptomatskih i stabilnih oblika bolesti [19]. Kalcifikacija je proces koji se odvija u dve 
faze. U početku su kalcifikacije male, indukuju inflamaciju i povećavaju otpor protoku 
krvi, što je destabilišući faktor. Kasnije, kalcifikacije su veće i povećavaju stenozu krvnog 
suda [20]. Generalno posmatrano kalcifikacija je više znak povećanog aterosklerotskog 
opterećenja i sistemske podloţnosti aterosklerozi, nego što je obeleţje plaka sklonog 
pucanju [21]. Neovaskularizacija u svom začetku moţda doprinosi stabilnosti plaka 
dopremanjem nutrijenata i sprečavanjem nekroze, ali u uznapredovalom plaku pospešuje 
inflamaciju i moţe dovesti do krvarenja unutar plaka [7], koje je nezavisno asocirano sa 
budućim kardiovaskularnim (KV) događajima [22]. Pored bioloških procesa i dinamika 
protoka krvi, odnosno hemodinamički faktori, utiču na stabilnost plaka. Tako do pucanja 
plaka dolazi na mestima gde je otpor protoku krvi najveći, to su najčešće ivice plaka, koje 
obiluju penastim ćelijama, kao i mesta između tačkastih kalcifikacija [18]. Ukoliko 
trombogeni sadrţaj iz unutrašnjosti plaka dođe u kontakt sa komponentama krvi, dolazi 
do aktivacije krvnih pločica, njihove agregacije što moţe dovesti do tromboze. Postoje tri 
načina da se trombogeni sadrţaj izlije iz unutrašnosti plaka: pucanje plaka, erozija plaka i 
formiranje kalcifikovanog čvora [16, 23]. Pucanje plaka je najčešći mehanizam putem kojeg 
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ateroskleroza dovodi do tromboze i smrtnog ishoda [24, 25]. Prilikom pucanja plaka 
narušava se tanka fibrozna kapa, trombogeni sadrţaj se izliva i u stalnom je kontaktu sa 
nekrotičnim lipidnim jezgrom [16]. Regioni u kojima dolazi do pucanja plaka odlikuju se 
pozitivnim remodelovanje VĆM krvnog suda, te je tako stepen stenoze često nizak, do 
50%, na mestima pucanja plaka [26, 27]. Regioni u kojima dolazi do erozije plaka ili 
formiranja kalcifikovanog čvora imaju visok stepen stenoze, preko 70%, i odlikuju se 
negativnim remodelovanjem [25]. Faktori rizika i mehanizam kojim dolazi do erozije 
plaka drugačiji su i manje ispitani nego u slučaju pucanja plaka. Endotel je odsutan na 
mestima formiranja tromba usled erozije plaka [16], a inflamacija i velika količina 
makrofaga koji imaju glavnu ulogu u mehanizmu pucanja plaka, nisu prisutni kod erozije 
plaka. Formiranje kalcifikovanog čvora događa se kada je proces kalcifikacije intenzivan, 
pri čemu moţe doći i do okoštavanja. Tada, što se dešava vrlo retko, kalcifikovani čvor 
moţe probiti tanku fibroznu kapu plaka i dovesti do tromboze [16]. Ipak, ne dovodi svako 
izlivanje sadrţaja plaka do KV događaja, ali svakako doprinosi degradaciji zida krvnog 
suda i povećava njegovu podloţnost aterosklerozi [28]. 

 

1.1.2. Faktori rizika za nastanak i razvoj ateroskleroze 

 

 Na nastanak i razvoj ateroskleroze utiču različiti genski i sredinski faktori, kao i 
ţivotne navike. Naslednost ateroskleroze je 40-50% [29], tako da je porodična istorija KVB 
bitna za procenu rizika za nastanak bolesti. Uobičajenim faktorima rizika pripisuje se 
pribliţno 75% odgovornosti za razvoj kardiovaskularnih bolesti [30]. Ipak njihov efekat je 
kumulativan i nijedan se ne moţe izdvojiti kao poseban uzročnik bolesti, zbog čega 
ateroskleroza i jeste multifaktorijalna kompleksna bolest. Faktori rizika mogu se svrstati u 
dve grupe prema tome da li na njih moţemo uticati ili ne. Nepromenljivi faktori rizika, oni 
na koje se ne moţe uticati, su starenje, pol i porodična istorija bolesti. Starenje je jedan od 
značajnih faktora rizika, jer je ateroskleroza progresivna bolest, počinje u ranom ţivotnom 
dobu i razvija se dugi niz godina [31]. Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije, 
među osobama starijim od šezdeset godina, koronarna bolest i CVI zauzimaju dva vodeća 
mesta po broju umrlih u svetu. Generalno posmatrano, muškaraci u ranijem ţivotnom 
dobu nose veći rizik za razvoj KVB u odnosu na ţene, ali se nakon šezdesete godine 
ţivota, nakon menopauze kod ţena taj rizik i procenat obolelih izjednačava [32]. Ţene 
kasnije u ţivotu iskazuju simptome ateroskleroze u odnosu na muškarce, ali je ishod 
uglavnom teţi, u bilo kom ţivotnom dobu. Rasna i etnička pripadnost, takođe su faktori 
na koje se ne moţe uticati, ali su u jakoj sprezi sa soci-ekonomskim faktorima [33]. Faktori 
rizika na koje se moţe uticati prevencijom i promenom ţivotnih navika su: nivo lipida i 
šećera u krvi, krvni pritisak, pušenje, ishrana, gojaznost i fizička aktivnost [30]. 
 Faktori rizika, kao što su starenje, hipertenzija, dijabetes, hiperholesterolemija i 
pušenje, utiču na adaptivne mehanizme koji obezbeđuju adekvatnu perfuziju vitalnih 
organa i tako uticajem na strukturu i funkciju krvnih sudova omogućavaju razvoj 
ateroskleroze [34]. Faktori rizika povećavaju produkciju ROS i dovode do oksidativnog 
stresa koji sa jedne strane ugroţava bioaktivnost NO [35], a sa druge omogućava stvaranje 
oksidovanih LDL [36]. NO je glavni vazodilatator i njegova brojna korisna dejstva, kao što 
su antitrombogeni i antiinflamatorni efekat, štite kardiovaskularni sistem [37]. Gubitkom 
pozitivnih efekata NO dolazi do agregacije krvnih pločica, adhezije leukocita, proliferacije 
GMĆ i pojačane inflamacije, a formiranje oksidovanih LDL vodi endotelnoj disfunkciji i 
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stvaranju aterosklerotskog plaka [8]. Sama inflamacija povećava produkciju ROS i na taj 
način nastaje pozitivna povratna sprega kojom se omogućava promena u strukturi i 
funkciji krvnih sudova i razvoj ateroskleroze. 

   

1.1.3. Ateroskleroza karotidnih i koronarnih arterija  

  

 

Slika U2. Glavne arterije krvotoka mozga i srca. Slika je modifikovana sa medicalnewstoday.com

  
Ateroskleroza krvnih sudova koji snabdevaju dva vitalna organa, mozak i srce 

(Slika U2), slična je prema patogenezi i mestu nastanka plaka, što ukazuje na delovanje 
sistemskih medijatora u vaskularnim krvnim sudovima [38]. Morfologija plaka donekle se 
razlikuje, pa tako karotidni plak ima deblju fibroznu kapu, do 200 µm, dok je debljina 
fibrozne kape kod plaka u koronarnim arterijama, do 65 µm [39]. Karotidni aterosklerotski 
plak podloţniji je krvarenju unutar plaka i stvaranju ulceracija, u poređenju sa plakom u 
koronarnim arterijama [40]. Erozija plaka češća je u koronarnim u odnosu na karotidne 
arterije, ali je pucanje plaka u oba sistema glavni mehanizam koji dovodi do tromboze. 
Formiranje kalcifikovanog čvora, iako retka pojava, češće se događa u karotidnim 
arterijama nego u koronarnim [40]. Stepen stenoze u korelaciji je sa progresijom 
ateroskleroze u karotidnim arterijama, dok u koronarnim arterijama moţe doći do 
akutnog događaja i pri niskom stepenu stenoze [39], ipak totalna okluzija češća je u 
koronarnim arterijama [40]. Fakori rizika za nastanak i razvoj ateroskleroze isti su ovim 
arterijskim sistemima, ipak njihov uticaj se donekle razlikuje, pa je tako visok krvni 
pritisak glavni faktor rizika za CVI [41], dok je visok nivo lipida u krvi najznačajniji faktor 
rizika za razvoj koronarne bolesti (KB) [42]. Ateroskleroza karotidnih arterija 
dijagnostifikuje se kasnije u ţivotu, iako se rizik za CVI duplira sa svakom dekadom 
nakom 55 godine ţivota, i kod ţena i kod muškaraca [33]. Razvoj ateroskleroze u više od 
jednog sistema u organizmu svakako nosi povišen rizik od akutnih događaja, pa je tako 
IM glavni uzrok smrtnosti onih koji su preţiveli CVI [43], a asimptomatska stenoza 
karotidnih arterija je nosilac visokog rizika za IM [32]. 
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1.1.3.1. Cerebrovaskularni insult (CVI) 

 

 Cerebrovaskularni insult ili infarkt mozga, poznatiji kao šlog, treći je uzrok 
smrtnosti u svetu, prema podacima Svetske zdravstvene organizacije, sa blizu 6 miliona 
ţrtava godišnje, od čega oko 3 miliona ţena i preko 2,5 miliona muškaraca. Pored velike 
smrtnosti, CVI je jedan od najvećih uzročnika invaliditeta, jer se preko 50% preţivelih 
nikada ne vrati samostalnom funkcionisanju [44, 45]. CVI moţe biti ishemijski ili 
hemoragijski. Hemoragijski CVI nastaje kao posledica povrede moţdanih krvnih sudova i 
krvarenja, dok je ishemijski CVI posledica ateroskleroze karotidnih arterija koje 
snabdevaju mozak neophodnim nutrijentima i kiseonikom [46]. Ishemijski CVI je daleko 
zastupljeniji, preko 85% slučajeva CVI nastaju usled ateroskleroze i posledične ishemije 
mozga [33]. Aterosklerotski plak najčešće se formira na mestu račvanja zajedničke 
karotidne arterije na unutrašnju i spoljašnju karotidnu arteriju, gde je protok krvi usporen 
i nagomilavanje lipida omogućeno. Zakrčenjem karotidnih arterija oslabljen je ili 
onemogućen dotok kiseonika i hranljivih materija u prednji deo moţdanih hemisfera, 
optičke nerve i retinu, usled čega dolazi do odumiranja neurona i ishemijskog CVI [47]. 

  

1.1.3.2. Infarkt miokarda (IM) i proces remodelovanja srca 

 

 Infarkt miokarda, kao smrtonosna posledica koronarne bolesti, glavni je uzročnik 
smrtnosti u svetu. Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije, od posledica IM 
godišnje ţivot izgubi više od 7 miliona ljudi, skoro 4 miliona muškaraca i blizu 3,5 miliona 
ţena. Ateroskleroza koronarnih arterija dovodi do zakrčenja arterija koje snabdevaju srce 
nutrijentima i kiseonikom i omogućavaju funkcionisanje srčanog mišića. Srce se sastoji od 
tri sloja: epikarda, miokarda i endokarda. Miokard je srčani mišić, odnosno kontraktilna 
komponenta srca, koju čine kardiomiociti, VĆM i kapilarna mikrocirkulacija. Prilikom IM 
kardiomiociti odumiru, jer postoji neravnoteţa u dotoku kiseonika i njegovoj potraţnji, 
odnosno dolazi do ishemijske povrede srca. Uspostavljanjem normalnog srčanog 
krvotoka, u intervalu kraćem od 15-20 minuta, moţe se omogućiti da posledice ishemije ne 
budu trajne i da ne dođe do gubitka kardiomiocita [48]. Ishemija direktno utiče na 
kontraktilnu sposobnost kardiomiocita [49]. Na ovaj proces se troši najviše energije, pa se 
generišu neorganski fosfati i povećava acidoza u ćeliji, što onemogućava vezivanje 
kalcijuma za kontraktilne proteine, odnosno dolazi do inhibicije kontraktilnosti. Pored 
apoptoze i nekroze kardiomiocita, prisutan je i proces autofagije, ali nije sasvim jasno da li 
je on u funkciji ćelijske smrti ili preţivljavanja i pokušaja obnavljanja izvora energije [50]. 
IM dovodi do masovnog gubitka kardiomiocita koji se ogleda u modifikaciji geometrije 
zida leve komore srca [49]. 
 Odgovor srca na ishemijsku povredu je proces remodelovanja [51, 52] koji inicijalno 
predstavlja mehanizam za oporavak srca, uklanjanje ostataka kardiomiocita, stvaranje 
dodatnog, novog VĆM i formiranje oţiljnog tkiva, što ima za svrhu restauraciju prethodne 
strukture i funkcije zida leve komore srca. Proces remodelovanja odnosi se na oporavak 
tkiva koje je pogođeno ishemijom, ali i na teţnju okolnog tkiva da nadomesti gubitak, kroz 
hipertrofiju nepogođenih ćelija i dilataciju komore [49] (Slika U3). Na mestu povrede prvo 
počinje razgradnja VĆM, što omogućava ulazak inflamatornih ćelija, indukciju sinteze 
peptida i citokina. Fagociti obavljaju uklanjanje ostataka kardiomiocita i ujedno otpuštaju 
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antiinflamatorne faktore, označavajući završetak inflamatorne faze. Nakon inflamatorne 
faze, sledi proliferativna faza koju karakterišu proliferacija makrofaga i fibroblasta i 
produkcija komponenti VĆM, čime se stvara potpora za formiranje oţiljnog tkiva [53]. U 
fazi maturacije, dolazi do uklanjanja ćelija koje su učestvovale u reparaciji srca i do 
povezivanja komponenti VĆM u stabilno oţiljno tkivo [49]. Ukoliko se faze inflamacije i 
proliferacije prolongiraju proces remodelovanja moţe, od korisnog i neophodnog za 
preţivljavanje, postati maladaptivan. Preopterećenje srca pod pritiskom i zapreminom 
prispele krvi u periodu nakon IM, faktori su koji putem maladaptivnog remodelovanja 
vode srčanoj insuficijenciji [54]. Preopterećenje pritiskom vodi ka koncentričnom 
hipertrofičnom remodelovanju i povećanju količine kolagena u miokardu za tri do šest 
puta [55]. Remodelovanje pri preopterećenju zapreminom nije koncentrično, već je 
posledica izduţivanja hipertrofiranih ćelija i doprinosi dilataciji komore [56]. Pored 
mehaničkih faktora, pritiska i zapremine, na preoces remodelovanja utiču i različiti 
biohemijski faktori prisutni u tkivu miokarda, među kojima metaloproteinaze matriksa 
(MMP) imaju najznačajniju ulogu. Ravnoteţa u aktivnosti MMP i njihovih tkivnih 
inhibitora (TIMP) ključni je faktor u procesu remodelovanja, jer je regulator degradacije 
kolagena tipa I i III koji su osnovni konstituenti VĆM miokarda [53]. MMP mogu da, 
pored komponenti VĆM, degraduju i citokine, hemokine i faktore rasta, i na taj način 
učestvuju u regulaciji imunskog odgovora [57]. Takođe, lokalna aktivacija renin- 
angiotenzin-aldosteron sistema (RAAS), posebno njegovih komponenti, aldosterona i 
angiotenzina II, intenzivira fibrozu i srčanu hipertrofiju [56].  

 

Slika U3. Infarkt miokarda i remodelovanje srca. Slika je modifikovana iz Sciarretta i sar, J 
Am Coll Cardiol,  2018. [58]. 

 

1.1.4 Genetika ateroskleroze 

 

 Produbljivanje istraţivanja na polju ateroskleroze dovelo je do ispitivanja gena i 
mehanizama njihovog regulisanja koji se nalaze u pozadini procesa nastanka i razvoja 
ateroskleroze. Imajući u vidu jaku vezu između metabolizma lipida i ateroskleroze, 
genetičke studije asocijacije unutar familija dovele su do otkrivanja nekoliko gena 
uzročnika familijarne hiperholesterolemije, bolesti uz koju se rano razvija ateroskleroza 
usled vrlo povišenog nivoa lipida u krvi. Delecija u genu za LDL receptor, LDLR [59] i 
mutacije u genima APOB [60] i PCSK9 [61], retki su primeri gde je jedan gen uzročnik 
kompleksne bolesti. Mnogo češće, više gena dovodi do razvoja kompleksnih, čestih, 
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nezaraznih bolesti, kao što je ateroskleroza [62]. Razvoj nauke i tehnologije ubrzao je 
proces otkrivanja gena uzročnika kompleksnih bolesti i omogućio pretragu celokupnog 
genoma i više miliona varijanti u cilju asocijacije sa različitim fenotipova (eng. Genome 
Wide Association Studies, GWAS). Danas je moguće konstruisati panele sa čitavim nizom 
genskih varijanti koje doprinose razvoju određenog fenotipa i odrediti stepen genetičkog 
rizika za oboljevanje [63]. 

 

Slika U4. Novi lokusi povezani sa KB u GWA studijama. Slika je modifikovana iz Erdmann i sar, 
Cardiovasc Res, 2018. [64]. 

 
 Studije asocijacije celokupnog genoma (GWA studije) analiziraju izuzetno veliki 
broj genskih varijanti koje pripadaju grupi izmena jednog nukleotida (eng. single nucleotide 
variant) duţ celog genoma [65], što je postalo moguće nakon projekta HapMap koji je 
identifikovao i mapirao preko tri miliona genskih varijanti u humanom genomu [66]. Prve 
GWA studije primenjene su u kardiovaskularnim bolestima 2007. godine, kada su tri 
nezavisne studije asocirale lokus 9p21 sa povećanim rizikom za nastanak koronarne 
bolesti (KB) i infarkta miokarda [67-69]. Od tada su GWA studije rađene na sve većem 
broju ispitanika i na različitim fenotipovima kardiovaskularnih bolesti, uključujući KB, IM, 
cerebrovaskularni insult, kao i disekciju cervikalnih arterija. Do danas GWA studije su 
otkrile 163 novih lokusa asociranih sa KB [63] i pokazale su da najveći procenat genetičke 
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varijabilnsti KB nose upravo česte nekodirajuće genske varijante, a da dve trećine ove 
varijabilnosti nije u vezi sa tradicionalnim faktorima rizika (Slika U4). U proseku svaka od 
ovih varijanti nosi malu genetičku varijabilnost, oko 8%, ali je njihov kumulativni efekat 
ono što pravi razliku. Zajedno sa nekoliko stotina varijanti pri čijem otkrivanju je prag 
laţno pozitivnih rezultata podignut na 5% (eng. false discovery rate, FDR), ovih 163 novih 
lokusa, su odgovorni za oko 40% genetičke varijabilnosti KB. 

 

1.2. Reguator protein fosfataze i aktina 1 (PHACTR1) 

 

 

Slika U5. Funkcionalni domeni proteina PHACTR1. Slika je modifikovana iz Mouilleron i 
sar, Cell, 2012. [70]. 
 
 Reguator protein fosfataze i aktina 1 (eng. protein phosphatase and actin regulator 1, 
PHACTR1) pripada familiji od četiri proteina koji su aktin vezujući regulatori protein 
fosfataze 1 [71]. C-terminalni region ovih proteina izrazito je očuvan, on omogućava 
vezivanje protein fosfataze 1, a prethode mu tri RPEL motiva za koje se vezuje G-aktin. N-
terminalni region poseduje jedan RPEL motiv, a na oba kraja proteina nalaze se NLS (eng. 
nuclear localisation signals) sekvence (Slika U5) [72]. Protein fosfataza 1 (eng. protein 
phosphatase 1, PP1) je enzim, iz grupe serin/treonin fosfataza, uključen u širok spektar 
fizioloških procesa, što se postiţe postojanjem jedne katalitičke subjedinice (PP1c) i 
mnoštvom subjedinica koje svojim vezivanjem za PP1c određuju mesto njenog delovanja u 
ćeliji i/ili supstrat na koji će delovati. Identifikovano je preko pedeset ovakvih subjedinica 
i većina njih poseduje karakterističan domen (RVxF) kojim vezuje PP1c [73]. PHACTR1 je 
supstrat specifični jedarni aktivator protein fosfataze 1, a inhibira aktivnost PP1 prema 
njenom najčešćem supstratu, fosforilazi a [71]. Domen za vezivanje PP1c, LIRF, sličan je 
RVxF, a kod PHACTR1 se preklapa sa trećim aktin vezujućim RPEL3 motivom, zbog čega 
i postoji kompeticija između G-aktina i PP1c [74]. Subcelularna lokalizacija PHACTR1 
regulisana je citosolnom koncentracijom slobodnog G-aktina. U citoplazmi G-aktin se 
vezuje za PHACTR1 tako da, osim što onemogućava vezivanje PP1c, onesposobljava i 
interakciju importina α-β sa NLS sekvencama i translokaciju PHACTR1 u jedro. Rho-
indukovana polimerizacija G-aktina u F-aktin dovodi do ulaska PHACTR1 u jedro, gde je 
slobodan da veţe PP1c i idukuje formiranje aberantnih aktomiozinskih struktura [72]. 
Supstrati koji su meta PHACTR1/PP1c holoenzima nalaze se u jedru i uglavnom su 
komponente citoskeleta i njihovi regulatori. Vezivanje PHACTR1 C-terminalnog regiona 
dovodi do rearanţmana hidrofobnog dţepa PP1c i formiranja novog specifičnog 
katalitičkog mesta [74]. U primarnoj strukturi PHACTR1 uočeno je osam mesta za 
fosforilaciju protein kinazom A (PKA) i sedam za fosforilaciju protein kinazom C (PKC), 
lokalizovanih oko RPEL motiva. Fosforilacijom ovih mesta, potencijalno se na još jedan 
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način menja interakcija PHACTR1 sa aktinom i vrši regulacija veze PP1c sa supstratom 
[71]. 
 Posmatrajući organe i tkiva čoveka, protein PHACTR1 je najviše zastupljen u 
mozgu, a zatim slede pluća i testisi, a iRNK PHACTR1 najviše je zastupljena, takođe, u 
mozgu, ali i u krvi, a zatim u srcu i plućima [75]. Ovo su podaci sumirani iz nekoliko 
sveobuhvatnih baza podataka, ali su i pojedinačne studije na animalnim modelima i 
humanim panelima tkivnih uzoraka, došle do sličnih zapaţanja. Najviši nivo transkripcije 
gena PHACTR1, kod miša, bio je pronađen u mozgu, plućima, aorti, bubrezima i srcu [76]. 
Transkripti PHACTR1 bili su detektovani i u vaskularnom tkivu miša, u mišijim EĆ i 
GMĆ, kao i u aterosklerotskim lezijama [77]. Kod pacova, iRNK PHACTR1 bila je 
detektovana u najvećem obimu u mozgu, ali je bila prisutna i u srcu, plućima, testisima i 
bubrezima, dok je protein PHACTR1 bio detektovan samo u mozgu [71]. Relativni nivo 
transkripcije gena PHACTR1, u humanim tkivima, bio je visok u srcu, aorti i mozgu, a 
najviši u srcu nakon infarkta miokarda [78]. Prisustvo proteina PHACTR1, u arterijama 
zdravih ispitanika, bilo je detektovano u endotelskim i imunskim ćelijama, ali ne i u 
vaskularnim glatkim mišićnim ćelijama [79]. U arterijama obolelih od ateroskleroze, 
protein PHACTR1 bio je lokalizovan u aterosklerotskom plaku, ponajviše u makrofagima i 
penastim ćelijama, nešto manje u EĆ [79], i izuzetno slabo u GMĆ koronarnih arterija [80].  

 

1.3. PHACTR1 u aterosklerozi 

 

1.3.1. Studije asocijacije 

 

 Od 2009. godine gen PHACTR1 nalazi se u sferi interesovanja istraţivača koji 
proučavaju KVB, kada su Kathiresan i sar. [81] u velikoj  GWA studiji prvi put povezali 
gensku varijantu iz lokusa 6p24 sa ranim infarktom miokarda. GWA studija je obuhvatila 
oko tri hiljade ispitanika sa ranim IM i isto toliko zdravih ispitanika u prvoj fazi, dok je 
posle još tri faze validacije, urađena meta-analiza na ukupno dvadeset pet hiljada 
ispitanika. Varijanta u genu PHACTR1, rs12526453, dostigla je predodređenu GWAS 
značajnost (p < 5x10-8), i sa još osam genskih varijanti, od 1433 koje su prošle prvu GWAS 
fazu, pokazala povezanost sa ranim IM. Konzorcijum CARDIoGRAM je 2011. godine, 
okupio dvadeset dve hiljade ispitanika sa koronarnom bolešću i skoro tri puta više 

zdravih ispitanika evropskog porekla u najvećoj do tada GWA studiji iz oblasti 
kardiovaskularnih bolesti [82]. Trinaest novih lokusa, zajedno sa varijantama prethodno 
asociranim sa različitim fenotipovima KB, analizirano je kod dodatnih pedeset sedam 
hiljada ispitanika. U ovoj studiji validirana je asocijacija lokusa 6p24 sa koronarnom bolesti 
preko varijante rs12526453, u genu PHACTR1. Varijanta rs9349379 u genu PHACTR1, 
najjače je asocirana genska varijanta sa KB, u GWA studiji C4D konzorcijuma na preko 
četrdeset hiljada ispitanika [83], što ukazuje na to da je rs9349379 potencijalno bolji marker 
asocijacije lokusa 6p24 i gena PHACTR1 sa KB. Iste godine urađena je GWA studija koja je 
asocirala varijante u genu PHACTR1 sa kalcifikacijom koronarnih arterija (KKA) [84]. 
O'Donnel i sar. su pokazali asocijaciju varijanti rs9349379, rs2026458 i rs12526453, u genu 
PHACTR1, sa KKA na skoro deset hiljada učesnika u GWA studiji. Varijante koje su 
pokazale značajnu povezanost sa KKA, validirane su i u GWA studiji sa preko trideset 
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četiri hiljade ispitanika, od kojih je skoro sedam hiljada imalo IM [84]. Varijanta rs9349379 
u genu PHACTR1 izdvojila se kao genska varijanta najjače asocirana sa IM, a koja je 
prethodno bila asocirana sa KKA zajedno sa genskom varijantom iz lokusa 9p21. 
Asocijacija ove tri varijante u genu PHACTR1 sa KKA potvrđena je u GWA studiji 
Pechlivanis i sar. pri čemu se varijanta rs9349379 istakla kao vodeća [85]. Bevan i sar. su 
2012. godine ispitivali povezanost cerobrovaskularnog insulta i genskih varijanti, do tada 
asociranih u GWA studijama sa različitim fenotipovima KB. Varijanta rs12526453 u genu 
PHACTR1 asocirana je sa CVI, konkretno sa podtipom CVI velikih arterija (large vessel 
ateroslerotic stroke), na uzorku od skoro četiri hiljade ispitanika sa CVI i šest hiljada 
zdravih ispitanika [86]. Udruţeni konzorcijumi CARDIoGRAMplusC4D, 2012. godine, 
dostiţu preko 190000 ispitanika, a u studiji je identifikovano petnaest novih lokusa 
potencijalno značajnih za nastanak i razvoj koronarne bolesti [87]. Od 46 novih lokusa, do 
tad identifikovanih, 12 lokusa značajno je asocirano sa metaboličkim putevima lipida, 5 sa 
regulacijom krvnog pritiska, a nijedan sa dijabetesom. PHACTR1 lokus nije pokazao 
značajnu asocijaciju ni sa jednim od puteva povezanih sa tradicionalnim faktorima rizika. 
Analiza razgranatosti mreţe gena i njihove međusobne interakcije pokazala je da je većina 
ovih lokusa uključena u puteve koji su povezani sa metabolizmom lipida i inflamacijom, 
ukazujući na to da ovo jesu ključni procesi u razvoju koronarne bolesti. 

 GWA studije su izuzetno značajne jer mogu iznedriti nove ideje i pravce 
istraţivanja, ali zahtevaju validaciju rezultata i funkcionalne studije pogotovo kada 
ukazuju na gene koji ranije nisu povezivani sa ispitivanim fenotipom i faktorima rizika. 
Nakon GWA studija usledile su studije koje su ispitivale funkcionalnost novo-otkivenih 
varijanti. Studije asocijacije genskih varijanti sa fenotipom (eng. Phenome Wide Association 
Studies, PheWAS), za razliku od GWA studija koje su traţile asocijaciju jednog fenotipa 
među hiljadama varijanti, polazile su od genske varijante i traţile asocijacuju među 
hiljadama dobro definisanih fenotipova [88]. PheWA studija potvrdila je asocijaciju genske 
varijante rs9349379 sa KB i migrenom [89]. Zatim su usledile studije bazirane na drugom 
Mendelovom zakonu o slučajnom izboru (eng. Mendelian Randomization (MR) Studies) 
kojima je cilj bio da utvrde da li je asocijacija između biomarkera/genske varijante i 
fenotipa/bolesti uzročno-posledična [90]. Pokazale su se korisnim za neke od pronađenih 
genskih varijanti, jer su nedvosmisleno potvrdile ili opovrgle njihovu vezu sa ispitivanim 
fenotipom. Tako je pokazano da LDL holesterol, trigliceridi i lipoprotein (a) imaju 
uzročno-posledičnu vezu sa KB, dok HDL holesterol i C reaktivni protein (CRP) nemaju. 
Jedan od osnovnih preduslova pri odabiru varijanti za učešće u MR studiji bio je da 
genska varijanta utiče samo na jedan fenotip, tj. da nije plejotropna. To je automatski 
smanjilo broj kandidata iz GWA studija, jer je više od polovine novo-otkrivenih varijanti 
pokazivalo izraziti plejotropni efekat, uključujući i varijante u genu PHACTR1. Takođe, 
studije asocijacije celokupnog egzoma (eng. Exome Wide Association Studies, EWAS) [91], 
nisu imale značaja za PHACTR1 lokus, imajući u vidu da nijedna genska varijanta iz ovog 
regiona, koja je do sada bila asociarana sa KVB, nije u protein-kodirajućim regionima. 
Dalja istraţivanja, pored validacije pronađenih asocijacija u različitim populacijama, 
fokusirala su se na potencijalnu regulatornu funkciju ovog regiona i na analizu 
transkriptoma. 
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1.3.2. Funkcionale studije 

 

 PHACTR1 lokus asociran je sa KB [87], u čijoj osnovi je ateroskleroza, kompeksna, 
multifaktorijana bolest. Protein PHACTR1 po svojoj strukturi je u mogućnosti da 
interaguje sa dva izuzetno značajna ćelijska molekula PP1 i aktinom [71]. Imajući u vidu 
ove činjenice, nekoliko istraţivačkih grupa pristupilo je proučavanju funkcije PHACTR1 sa 
različitih strana. U većini studija kombinovana su istraţivanja na animalnim modelima i u 
kulturama ćelija, ali i provera uticaja njegovih genskih varijanti na humanim uzorcima. 

 

Slika U6. PHACTR1 u endotelskim ćelijama učestvuje u procesima ključnim za nastanak i razvoj 

ateroskleroze. Slika je modifikovana iz Jarray i sar, Biochimie, 2015. [92], i Zhang i sar, 

Atherosclerosis, 2018. [93]. 

 Istraţujući proces angiogeneze, Jarray i sar. otkrili su da je PHACTR1 jedan od šest 
gena specifično regulisanih u vaskularnim EĆ od strane vaskularnog endotelnog faktora 
rasta (eng. vascular endothelial growth factor, VEGF) [94]. Pokazano je da VEGF, potentni 
pro-angiogeni faktor, dovodi do povećane transkripcije gena PHACTR1 u EĆ. Koristeći 
utišavajući konstrukt RNK PHACTR1, pri čemu je u potpunosti smanjen nivo iRNK i 
proteina PHACTR1 u EĆ, pokazano je da odsustvo PHACTR1 dovodi do redukcije 
formiranja vaskularnih tubula, što je u osnovni procesa angiogeneze. Paralelno, primetili 
su da je odsustvo PHACTR1 iz EĆ indukovalo aktivaciju različitih aktivatora apoptoze, te 
je uticaj na apoptozu predloţen kao jedan od mehanizama kojim PHACTR1 reguliše 
formiranje vaskularnih tubula. Ista grupa istraţivača ukazala je na smanjenu aktivnost PP1 
u odsustvu PHACTR1, kao i na poremećenu organizaciju aktinskih filamenata [95]. 
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Zaključili su i da su različiti pro-aterogeni faktori značajno povišeni u EĆ u kojima je 
utišana transkripcija gena PHACTR1 [92] (Slika U6).  
 Studija na pacovima, kod kojih je indukovan IM, pokazala je da dolazi do smanjenja 
nivoa iRNK i proteina PHACTR1 nakon IM [96], pri čemu se nivo vraća na prethodno 
stanje nakon dve nedelje. Pretpostavka je da mehaničko izduţivanje miocita, do kog dolazi 
prilikom IM, dovodi do smanjenja nivoa iRNK PHACTR1, verovatno preko MAP 
kinaznog puta. Kelloniemi i sar. nastavili su istraţivanje na pacovima kojima su 
adenovirusnim konstruktima povećali nivo iRNK i proteina PHACTR1. Pokazali su da 
PHACTR1 utiče na odnos aktinskih izoformi prisutnih u srčanom tkivu, ali da ne utiče na 
ehokardiografski praćene parametre strukture i funkcije leve komore srca, i kod zdravih i 
kod pacova kod kojih je indukovan IM. Takođe su pokazali da povišen nivo iRNK 
PHACTR1 dovodi do značajnog povećanja vezivanja transkripcionog faktora SRF za DNK. 
SRF reguliše gensku ekspresiju proteina koji omogućavaju kontraktilnu funkciju srca, kao 
što su skeletni α-aktin, srčani α-aktin i teški lanac β-miozina. Deo studije obuhvatio je 
humane uzorke, te je detektovan povišen nivo proteina PHACTR1, ali ne i iRNK, na četiri 
uzorka srčanog tkiva obolelih od kardiomiopatije u poređenju sa dva uzorka zdravog 
srčanog tkiva. Uticaj varijante rs12526453 gena PHACTR1 na ehokardiografske parametre 
strukture i funkcije srca nije bio statistički značajan. 
 Aherrahrou i sar. su, imajući u vidu asocijaciju gena PHACTR1 sa kalcifikacijom 
koronarnih arterija, odlučili da ispitaju postojanje uzročno-posledične veze između 
kalcfikacije i nivoa iRNK i proteina PHACTR1 u kulturi GMĆ, poteklih od mišijih 
vaskularnih EĆ, a takođe i u kulturi GMĆ humane aorte [76]. Pokazalo se da pod uticajem 
kalcifikacije raste nivo transkripcije PHACTR1, i u mišijim i u humanim GMĆ. Dodatno je 
pokazano, u mišijim GMĆ, da stepen kalcifikacije prati nivo transkripcije PHACTR1, tj. pri 
stabilno niskom nivou transkripcije PHACTR1 nizak je i stepen kalcifikacije, a viši je pri 
stabilno visokom nivou transkripcije PHACTR1. Veza kalcifikacije, kao faktora rizika za 
progresiju ateroskleroze, i PHACTR1 ukazuje na potencijalni mehanizam delovanja 
PHACTR1 u KB. 
 Zhang i sar. ispitivali su uticaj PHACTR1 na oksidativni stres u kulturi endotelnih 
ćelija humane koronarne arterije [93]. Pod uticajem oksidovanih lipida nivo iRNK 
PHACTR1, kao i proteina PHACTR1, bio je značajno povišen. Primenom utišavajućeg 
konstrukta RNK PHACTR1, pokazali su da odsustvo PHACTR1 ublaţava oksidativni stres 
i regrutovanje monocita. Kroz interakciju sa još jednim RPEL proteinom, MRTF-A, 
PHACTR1 je učestvovao u aktivaciji NF-kB signalnog puta i indukciji inflamcije, izazvane 
uticajem oksidovanih LDL (Slika U6). 
 Najnovije funkcionalne studije u fokusu su imale uticaj gena PAHCTR1 na 
makrofage [97, 98]. Na modelu miševa sa odsustvom PHACTR1 (eng. knockout mice), Li i 
sar., su zaključili da odsustvo PHACTR1 dovodi do progresije ateroskleroze [97], 
povećanja nivoa transkripcije gena uključenih u procese inflamacije i ateroskleroze, kao i 
do transformacije makrofaga u penaste ćelije [97]. Takođe je u studiji pokazano da je nivo 
iRNK PHACTR1 bio povišen u cirkulišućim monocitima kod ispitanika sa IM u odnosu na 
ispitanike kontrole grupe [97]. Kasikara i sar., su u istraţivanje uključili i uticaj varijante 
rs9349379 na transkripciju gena PHACTR1 [98]. Pokazali su da je sniţen nivo transkripcije 
gena PHACTR1 u makrofagima sa ređim alelom G doveo do defekta u procesu eferocitoze, 
putem loše organizacije aktinskih filamenata ukjučenih u fagocitozu ćelija zahvaćenih 
apoptozom [98]. 

 Funkcionalne studije ukazale su na učešće PHACTR1 u različitim procesima u 
organizmu, kako fiziološkim, tako i patološkim. Endotelna disfukcija, inflamacija, 
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kalcifikacija, neovaskularizacija, organizacija citoskeleta i eferocitoza, samo su neki od 
procesa koji ukazuju na sistemsku povezanost gena i proteina PHACTR1 sa procesom 
ateroskleroze.  

 

1.4. Gen PHACTR1 

 

 

Slika U7. Transkripti gena PHACTR1. Slika je modifikovana iz Codina-Fauteux i sar, BMC Med 
Genet, 2018. [80]. 

 
Gen PHACTR1 lokalizovan je na kratkom kraku hromozoma šest, na poziciji 6p24.1. 

i vrlo je dugačak, sadrţi preko petsto sedamdeset hiljada baznih parova. Pokazano je da se 
sa gena PHACTR1 moţe prepisati šest protein-kodirajućih transkripata [80] (Slika U7). 
Dugački transkript, čija transkripcija počinje u egzonu 4, ima 1743 bp i kodira protein od 
580 ak, moţe se detektovati isključivo u mozgu. Postoje četiri transkripta srednje duţine: 
A+, A-, B+ i B-. Transkripcija A transkripata srednje duţine polazi sa egzona koji se ne 
prepisuje kod ostalih transkripata, dok B transkripti srednje duţine polaze sa egzona 8. 
Transkripti A+ i B+ specifični su jer poseduju egzon koji nije prepisan kod ostalih 
transkripata. Početak transkripcije kratkog transkripta je u egzonu 14, koji ostali 
transkripti ne poseduju. Kratki transkript, od 435 bp koji kodira protein od 144 ak, 
detektovan je samo u imunskim ćelijama, monocitima. Izrazito konzervirani C-terminalni 
region, koji uključuje domen za interakciju sa PP1c, prisutan je kod svih transkripata. 
Jedine dve studije koje su do danas detaljno analizirale PHACTR1 transkripte [79, 80], 
podudaraju se u tvrdnjama da se dugački transkript moţe detektovati samo u mozgu, a 
kratki u imunskim ćelijama, ipak protein generisan sa kratkog transkripta do sada nije 
detektovan. Transkripti srednje duţine daleko su varijabilniji, mogu se detektovati u 
makrofagima, EĆ i GMĆ i različitim tkivima.  
  
 



15 

 

1.4.1. Varijante gena PHACTR1 

 

 Katalog GWAS [99] je, u februaru 2021. godine, pokazao da su 63 varijante u genu 
PHACTR1 asocirane sa 40 humanih osobina ili stanja (bolesti) u skoro 80 GWA studija. 
Najveći broj asocijacija bio je sa stanjima vezanim za kardiovaskularni sistem, a posebno 
za koronarnu bolest, a samo nekolicina varijanti povezana je sa više različitih stanja ili 
asocirana sa istim stanjem u više studija. Varijanta rs9349379 istakla se kao vodeća genska 
varijanta u PHACTR1 lokusu i asocirana je najviše sa koronarnom bolešću [83, 87], pa 
zatim sa kalcifikacijom koronarnih arterija [84], sistolnim krvnim pritiskom [100], 
disekcijom cervikalnih arterija [101] i migrenom [102]. Varijanta rs12526453 prva je 
varijanta gena PHACTR1 koja je asocirana sa kardiovaskularnim fenotipom, sa ranim IM 
[81], zatim je povezana sa koronarnom bolešću [82], kalcifikacijom koronarnih arterija [84] 
i cerebrovaskularnim insultom [86]. Genska varijanta rs2026458 asocirana je sa 
kalcifikacijom koronarnih arterija [84, 85], kao značajnim faktorom rizika za razvoj i 
progresiju ateroskleroze. 

Gen PHACTR1 pokazao je plejotropnost, imajući u vidu da je varijanta rs9349379 
gena PHACTR1 asocirana sa više fenotipova. Zanimljivo je to da pokazuje različit pravac 
asocijacije sa dva tipa kardiovaskularnih fenotipova (Slika U8). Njen ređi alel asociran je 
sa rizikom za razvoj KV fenotipova u čijoj osnovi je ateroskleroza, tj. koronarna bolest, IM i 
KKA, a sa druge strane ima protektivan efekat na fenotipove u čijoj etiologiji nije 
ateroskleroza, kao što su disekcija cervikalnih arterija [101], fibromuskularna displazija 
(FMD) [103] i migrena [104]. Plejotropni efekat genske varijante rs9349379 najbolje je 
oslikan u meta-analizi u kojoj su upoređene GWA studije CARDIoGRAM i C4D 
konzorcijuma sa GWA studijom o migreni [105]. PHACTR1 lokus i genska varijanta 
rs9349379 pokazali su najjaču asocijaciju sa oba fenotipa i tako ukazali da KB i migrena 
imaju zajedničke genske faktore rizika, ali sa suprotnim pravcem delovanja. U prilog 
uticaju PHACTR1 na oba stanja govori i njegova rasprostranjenost u humanim organima 
koja je najveća u mozgu, srcu i arterijama. Zatim i uticaj na sinaptičku aktivnost i 
morfologiju dendritskih ćelija u mozgu [71], kao i učešće u procesima angiogeneze i 
endotelne disfunkcije u vaskularnom sistemu [95]. 

 

Slika U8. Plejotropni efekat varijante rs9349379 gena PHACTR1. Slika je modifikovana iz Adlam i 
sar, J Am Coll Cardiol,  2019. [106]. 
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 Kako se varijanta rs9349379, u više studija pokazala kao značajna varijanta u 
PHACTR1 lokusu, nekoliko istraţivačkih grupa posvetilo se ispitivanju njenog uticaja na 
transkripciju gena PHACTR1. Na uzorku od 25 koronarnih arterija Beaudoin i sar. [78] 
dokazali su da varijanta rs9349379 značajno utiče na transkripciju gena PHACTR1 (eng. 
expression quantitaive trait locus, eQTL). Takođe su ispitali da li je ova varijanta cis-eQTL za 
neki od protein-kodirajućih gena koji se nalaze na udaljenosti od 1 Mb oko varijante. 
Ispostavilo se da, u koronarnim arterijama, varijanta rs9349379 ne utiče na nivo 
transkripcije nijednog od okolnih gena: EDN1, GFOD1, HIVEP1, MCUR1, NOL7, RanBP9, 
SIRT5 i TBC1D7. Uticaj varijante rs9349379 na transkripciju gena PHACTR1 ispitan je na 44 
tkiva iz baze podataka GTEx (eng. Genotype-Tissue Expression Project [107]) i pokazano je 
da rs9349379 deluje kao tkivno-specifični eQTL za gen PHACTR1 u aorti, tibijalnoj i 
koronarnoj arteriji [108]. Karotidna arterija, iako podloţna razvoju i atreoskleroze i 
disekcije, nije bila predmet dosadašnjih istraţivanja. Osim sa PHACTR1, varijanta je 
pokazala asocijaciju,  još samo, sa genom TBC1D7 i nekodirajućom RNK RP1-257A7.5, u 
ispitivanim tkivima. Opseţna analiza lokusa 6p24 koju su sproveli Gupta i sar., takođe je 
izdvojila gensku varijantu rs9349379 kao vodeću u ovom lokusu [89]. Ipak njihovi rezultati 
bili su kontradiktorni u odnosu na dotadašnje, budući da su pokazivali da je varijanta 
rs9349379 eQTL za gen EDN1 i da nema nikakav uticaj na transkripciju gena PHACTR1 i 
okolnih gena. Studija je urađena na indukovanim pluripotentnim matičnim ćelijama 
(iPMĆ) diferenciranim u vaskularne ćelije endotela (EĆ) i glatke mišićne ćelije (GMĆ), pri 
čemu je eQTL efekat bio pedest puta izraţeniji u EĆ. Na osnovu ovog otkrića onu su 
predloţili čitav mehanizam regulatornog efekta rs9349379 na gen EDN1, a zatim i 
mehanizam delovanja proteina EDN1 na vaskularne bolesti sa kojima je lokus 6p24 
asociran. Nakon što su Wang i Musunuru replicirali prethodnu studiju, i nisu dobili iste 
rezultate [109], postalo je jasno da je potrebno još istraţivanja da bi se gen EDN1 proglasio 
uzročnikom asocijacije lokusa 6p24 sa vaskularnim bolestima. 

 

Slika U9. Pozicija varijante rs9349379 gena PHACTR1 u odnosu na okolne varijante i gene na 
hromozomu 6. Slika je modifikovana iz Debette i sar, Nat Genet, 2015. [101].  

 
 Nijedna varijanta iz protein-kodirajućih regiona gena PHACTR1 nije povezana sa 
KVB [78]. Međutim, intronske genske varijante rs9349379, rs2026458 i rs2876300 su do 
sada asocirane sa nekim od fenotipova vaskularne patologije [84, 87]. Sve tri ispitivane 
varijante utiču na nivo iRNK PHACTR1 u vaskularnom tkivu, odnosno u koronarnoj i 



17 

 

tibijalnoj arteriji. Prema bazi podataka GTEx ređi alel genske varijante rs2876300 ima 
suprotan efekat na nivo transkripcije gena PHACTR1 u odnosu na ređe alele genskih 
varijanti rs9349379 i rs2026458 [107]. Varijante gena PHACTR1, rs9349379, rs2026458 i 
rs2876300, imaju r2<0,5 [110], te se ne nalaze u jakoj neravnoteţi vezanosti (eng. linkage 
disequlibrium, LD) i omogućena je njihova haplotipska analiza (Slika U9). Haplotipska 
analiza daje veću snagu studiji i pruţa direktni uvid u odnos ispitivanih varijanti na 
hromozomu i omogućava uspostavljanje asocijacije kompleksne bolesti sa multi-alelnim 
genskim markerom. 



18 

 

2. HIPOTEZA I CILJEVI 

 

 Osnovna tema ove doktorske disertacije  je ispitivanje povezanosti gena PHACTR1 
sa nastankom i komplikacijama ateroskleroze kod čoveka. Obuhvaćene su ukupno tri 
intronske varijante, rs9349379, rs2026458 i rs2876300, kako bi se istraţila njihova 
povezanost sa aterosklerozom karotidnih (AKA) i koronarnih (AKOA) arterija u okviru 
ciljnih grupa ispitanika iz Srbije, kao i njihov uticaj na nivo transkripcije gena PHACTR1 u 
tkivu karotidnog aterosklerotskog plaka i mononuklearnim ćelijama periferne krvi 
(MĆPK) ispitanika sa  AKOA. 

 Hipoteza da su varijante gena PHACTR1 kao i nivo iRNK PHACTR1 uključeni u 
nastanak ateroskleroze u karotidnim i koronarnim arterijama i da doprinose razvoju 
uznapredovalog oblika bolesti, te da su potencijalni marker rizika za aterosklerozu, 
postavljena je na osnovu povezanosti gena PHACTR1 sa nekoliko kardiovaskularnih 
fenotipova u GWA studijama, kao i uključenosti proteina PHACTR1 u procese koji su 
povezani sa  homeostazom kardiovaskularnog sistema.  

 

Hipoteza je proverena kroz dva pristupa: 

 Ispitivanjem asocijacije varijanti rs9349379, rs2026458 i rs2876300 gena PHACTR1 
pojedinačno i u haplotipu sa AKA i AKOA, kao i parametrima teţine bolesti i 

 Ispitivanjem uticaja genskih varijanti rs9349379, rs2026458 i rs2876300 pojedinačno i 
u haplotipu na nivo transkripcije gena PHACTR1 u tkivu karotidnog 
aterosklerotskog plaka i MĆPK ispitanika sa AKOA šest meseci nakon prvog 
infarkta miokarda (IM) 

 
Postavljeni su sledeći ciljevi: 

1. Ispitivanje asocijacije varijanti gena PHACTR1 sa prisustvom karotidnog plaka. 

2. Analiza udruţenosti genskih varijanti sa prethodnim simptomatskim događajima i 
različitim, ultrasonografski definisanim, tipovima aterosklerotskog plaka kod 
ispitanika sa AKA. 

3. Ispitivanje udruţenosti izabranih genskih varijanti sa nivoom transkripcije gena 
PHACTR1 u tkivu karotidnog aterosklerotskog plaka kod ispitanika sa AKA. 

4. Analiza udruţenosti genskih varijanti sa prvim IM i parametrima teţine bolesti kod 
ispitanika sa AKOA. 

5. Ispitivanje udruţenosti genskih varijanti sa maladaptivnim remodelovanjem srca i 
ehokardiografskim parametrima strukture i funkcije srca kod ispitanika sa AKOA 
šest meseci nakon prvog IM. 

6. Analiza udruţenosti izabranih genskih varijanti sa nivoom transkripcije gena 
PHACTR1 i gena EDN1 u MĆPK kod zdravih ispitanika i ispitanika šest meseci 
nakon IM. 
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3. MATERIJAL I METODE 

 

 

Slika M1. Shematski prikaz toka eksperimentalnog dela doktorske disertacije. 
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3.1. Materijal 

 

 Istraţivanje uticaja varijanti gena PHACTR1 na njegovu transkripciju i udruţenosti 
sa nastankom i progresijom ateroskleroze kod čoveka obuhvatilo je ukupno 1348 
ispitanika, regrutovanih u okviru kontrolne i dve ciljne grupe ispitanika. Ispitanici su, od 
strane lekara specijalista, a prema kliničkim i biohemijskim parametrima definisani kao: 
ispitanici sa aterosklerozom karotidnih arterija (AKA) (n=501) i ispitanici sa 
aterosklerozom koronarnih arterija (AKOA) i prvim infarktom miokarda (IM) (n=537). 
Postavljanje dijagnoze, definisanje fenotipova i praćenje toka bolesti obavljeno je, za 
ispitanike sa AKA, tokom 2004. i 2005. godine na Klinici za vaskularnu hirurgiju Instituta 
za kardiovaskularne bolesti „Dedinje“, Beograd, Srbija i tokom 2008. i 2009. godine na 
Klinici za vaskularnu i endovaskularnu hirurgiju Kliničkog centra Srbije, Beograd, Srbija. 
Ispitanici sa AKOA primljeni su i praćeni, u periodu od 2011. do 2013. godine na 
Kliničkom odeljenju za kardiovaskularne bolesti Kliničko-bolničkog centra „Zvezdara“, 
Beograd, Srbija, i tokom 2013. godine na Klinici za kardiologiju Kliničkog centra Srbije, 
Beograd, Srbija. Deo ispitanika (n=157), primljenih u KBC „Zvezdara“, praćen je šest 
meseci nakon prvog IM, radi ispitivanja procesa remodelovanja leve komore srca. Svi 
ispitanici potpisali su informisani pristanak za učešće u studiji. 

 Na uzorcima periferne krvi, svih ispitanika, urađena je analiza genskih varijanti iz 
ekstrahovane jedarne DNK. Relativna kvantifikacija transkripcije gena PHACTR1 urađena 
je na 44 uzorka karotidnog aterosklerotskog plaka dobijenih od ispitanika sa AKA 
prilikom operacije endarterektomije. Takođe je, nivo transkripcije gena, ispitivan na 74 
uzorka periferne krvi ispitanika sa AKOA šest meseci nakon prvog IM, gde je ukupna 
RNK izolovana iz mononuklearnih ćelija periferne krvi (MĆPK).  

 Razlog za isključivanje ispitanika iz studije je bilo prisustvo: 

 kod ispitanika sa AKA: prethodne endarterektomije, karotidne aneurizme i 
simptomatskog događaja u prethodnih šest meseci (CVI, TIA, RIND, VBI); 

 kod ispitanika sa AKOA: prethodnog IM ili bilo koje druge bolesti srca; 

 kod svih ispitanika: hroničnog inflamatornog i autoimunskog oboljenja, bolesti 
bubrega i maligniteta. 

 Kontrolnu grupu (n=310), uključenu u studiju, činili su zdravi ispitanici nasumično 
izabrani prilikom kontrolnog zdravstvenog pregleda na teritoriji Beograda i Niša. Svaki 
ispitanik dobrovoljno je popunio upitnik o ličnim podacima i anamnezi i potpisao 
informisani pristanak za učešće u studiji. Ispitanicima su urađene standardne biohemijske 
analize krvi i uzeti uzorci periferne krvi za izolaciju DNK (n=310) i RNK (n=35). 

 Svi ispitanici su pripadnici kavkazoidne grupe ljudi sa teritorije Republike Srbije. 

 Etički komiteti medicinskih centara u kojima je vršeno sakupljanje uzoraka i 
kliničko-biohemijskih podataka odobrili su izvođenje studije. Studiju „Povezanost gena 
PHACTR1 sa nastankom i komplikacijama ateroskleroze kod čoveka“ odobrio je i etički 
komitet Instituta za nuklearne nauke „Vinča“- Institut od nacionalnog značaja za 
Republiku Srbiju, Univerzitet u Beogradu, Beograd, Srbija, u okviru kojeg je 
eksperimentalni deo studije urađen u Laboratoriji za radiobiologiju i molekularnu 
genetiku. 
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3.2. Metode 

 

3.2.1. Klinička karakterizacija uzoraka 

 

3.2.1.1. Dopler ultrasonografija karotidnih arterija 

 

Dijagnostifikovanje ateroskleroze karotidnih arterija i kod simptomatskih (CVI, 
TIA, RIND, VBI) i kod asimptomatskih (faktori rizika, koronarna i/ili periferna 
ateroskleroza) ispitanika urađeno je metodom Dopler ultrasonografije na aparatu Toshiba, 
PowerVision 6000, 7,5 MHz (Riverside, CA).  

Pregledom leve i desne strane vrata obuhvaćeni su: distalni deo zajedničke 
karotidne arterije u duţini od 2 cm, karotidni bulbus i proksimalni deo unutrašnje 
karotidne arterije u duţini od 2 cm. Procena stepena stenoze vršena je prema 
kriterijumima ECST (eng. European Carotid Surgery Trialists' Collaborative Group) [111].  

Aterosklerotski plak je definisan kao struktura koja zadire u lumen krvnog suda 
najmanje 0,5 mm ili 50% u odnosu na okolni IMT ili je to zadebljanje >1,5 mm mereno od 
granice medija - adventicija do granice intima - lumen [112]. Pomoću ultrasonografske 
analize, a na osnovu razlike u stepenu ehogenosti, definisana su dva podtipa plaka [113], 
hiperehogeni i hipoehogeni tip. Hiperehogeni tip plaka je struktura ispunjena fibroznim 
tkivom sa vrlo malo lipida, dok hipoehogeni tip plaka, predstavlja uznapredovalu 
aterosklerotsku leziju u kojoj je akumulirana velika količina lipida koju prekriva tanka 
fibrozna kapa [16]. 

Na osnovu utvrđenog stepena stenoze i karakterizacije karotidnog aterosklerotskog 
plaka procenjen je rizik za dalji razvoj cerebrovaskularne bolesti i potreba za karotidnom 
endarterektomijom. 

 

3.2.1.2. Elektrokardiografija 

 

 Elektrokardiografskim pregledom utvrdjena je podvrsta IM kod svih ispitanika sa 
AKOA: STEMI (eng. ST-Elevation Myocardial Infarction) i NSTEMI (eng. Non-STEMI). 
STEMI je IM sa elevacijom ST segmenta elektrokardiograma, što znači da je koronarna 
arterija potpuno blokirana i da veći deo srčanog mišića nije snabdeven krvlju. STEMI je 
teţi oblik MI od NSTEMI kod kog nema elevacije ST segmenta elektrokardiograma, a 
koronarna arterija je delimično blokirana. 

 

3.2.1.3. Dopler ehokardiografija 

 

Sto pedeset sedam ispitanika sa AKOA i prvim IM, kao posledicom ishemijske 
koronarne bolesti srca, iz KBC „Zvezdara“, praćeni su prospektivno šest meseci nakon 
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akutnog događaja, a 2D Dopler ehokardiografija im je urađena 3 do 5 dana po prijemu i na 
kontrolnom pregledu šest meseci nakon IM. Ehokardiografski podaci dobijeni su 
korišćenjem sistema Toshiba XG/Artida sa 2.5/3.0 MHz sondom (Toshiba Medical Systems, 
Otawara, Japan), a u skladu sa preporukama evropskog i američkog društva za 
ehokardiografiju (eng. European Association of Cardiovascular Imaging i American Society of 
Echocardiography) [114].  

Korišćenjem snimaka u M modu procenjeni su end-dijastolni i end-sistolni 
dijametar leve komore (LK), end-dijastolni i end-sistolni volumen LK, kao i procenat 
ejekcione frakcije LK. Deformitet miokarda procenjen je tokom sistole, tehnikom praćenja 
tačkica (eng. speckle tracking) [115], pomoću Toshiba 2D Tissue Tracking sistema. Parametri 
deformacije tkiva miokarda su: ukupni radijalni deformitet miokarda, ukupni 
longitudinalni deformitet miokarda i ukupni bazalni i apikalni cirkumferentni deformiteti 
miokarda. 

Na kontrolnom ehokardiografskom pregledu 6 meseci nakon IM ustanovljeno je 
prisustvo ili odsustvo maladaptivnog remodelovanja leve komore srca. Maladaptivno 
remodelovanje je definisano kao progresivna dilatacija LK sa porastom za preko 20% 
indeksa dijastolnog volumena LK zajedno sa očuvanom ili sniţenom ukupnom 
ejekcionom frakcijom LK, šest meseci nakon prvog ehokardiografskog pregleda, odnosno 
infarkta miokarda [116]. 

Razvoj srčane insuficijencije 6 meseci nakon prvog IM dijagnostifikovan je u skladu 
sa uputstvom za dijagnostiku i lečenje akutne i hronične srčane insuficijencije Evropskog 
društva za kardiologiju (eng. European Society of Cardiology) [117]. Stepen srčane 
insuficijencije određen je prema NYHA (eng. New York Heart Association) i Killip 
klasifikaciji:  

 

NYHA I - Nema simptoma kod svakodnevnog opterećenja 

NYHA II - Bez simptoma u miru i u toku srednjeg opterećenja 

NYHA III - Bez simptoma samo u miru 

NYHA IV - Simptomi se javljaju i u miru 

 

Killip I  - Bez simptoma srčane slabosti 

Killip II - Simptomi srčane slabosti 

Killip III - Plućni edem 

Killip IV - Kardiogeni šok 

 

3.2.1.4. Perkutana koronarna intervencija 

 

Svi ispitanici sa prvim IM bili su upućeni na perkutanu koronarnu intervenciju sa ili 
bez ugradnje stenta  (eng. percutaneous coronary intervention, PCI). Tokom intervencije 
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procenjena je se teţina ishemijske bolesti srca i stepen stenoze koronarnih arterija. Svi 
ispitanici su imali stenozu veću od 50% u bar jednoj koronarnoj arteriji. 

Višesudovna bolest (VSB) definisana je kao stepen stenoze veći od 50% u dve ili više 
koronarnih arterija.  

SYNTAX score (SS) kao parametar teţine i kompleksnosti koronarne bolesti [118] 
procenjen je na osnovu 12 karakteristika među kojima su broj i duţina lezija, stepen 
okluzije, bifurkacije, trifurkacije, stepen kalcifikacije i tromboza. Teţi oblik koronarne 
bolesti oslikavaju vrednosti iznad granične vrednosti 22 [119]. 

 

3.2.2. Biohemijske analize i anamneza 

 

Na prijemu, svim ispitanicima urađena je biohemijska analiza krvi prema 
standardnim laboratorijskim protokolima. Takođe, svima su uzeti demografski podaci, 
istorija bolesti i ispitano je prisustvo faktora rizika za nastanak i razvoj ateroskleroze.  

Kriterijum za dijagnozu diabetes melitus tipa II (DMTII) bio je nivo glukoze ≥ 7 
mmol/l, kao i uzimanje insulina ili oralnih hipoglikemijskih lekova. Arterijski krvni 
pritisak ≥ 140/90 mmHg ili terapija antihipertenzivnim lekovima uzeti su kao kriterijum 
za dijagnozu hipertenzije.  

 

3.2.3. Genetičke analize 

 

3.2.3.1. Ekstrakcija DNK 

 

 Ispitanicima je uzet uzorak periferne krvi iz kubitalne vene sa antikoagulansom 

EDTA i čuvan na -20C. Jedarna DNK ekstrahovana je jednom od navedenih metoda: 

 Ekstrakcija DNK fenol-hloroformskom metodom, koja daje visok prinos i kvalitet 
ekstrahovane DNK. Ekstrakcija se vrši iz 3 ml periferne krvi [120].  

 Ekstrakcija DNK primenom kita DNA BloodPrepTM (Applied Biosystems, SAD) na 
aparatu ABI PRISMTM 6100 Nucleic Acid PrepStation (Applied Biosystems, SAD), koja 

je brţa metoda. Ekstrakcija se vrši iz 150 l periferne krvi, a prema uputstvu 
proizvođača. 

 

3.2.3.2. Merenje koncentracije i procena kvaliteta ekstrahovane DNK 

 

Spektrofotometar BioSpec-nano (Shimadzu Biotech, Kyoto, Japan) koriščen je za 

merenje koncetracije ekstrahovane DNK u ng/l. Procena kvaliteta ekstrahovane DNK 
vršena je, na istom uređaju, merenjem apsorbancija ekstrahovane DNK na 260 nm, 230 nm 
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i 280 nm talasne duţine. DNK je zadovoljavajuće čistoće za dalje genetičke analize kada su 
odnosi A260/A230 i A260/A280 u referentnom opsegu od 1,8 do 2,2. 

 

3.2.3.3. Genotipizacija varijanti rs9349379 A/G, rs2026458 C/T i rs2876300 A/G gena 

PHACTR1  

 

 Genotipizacija je vršena korišćenjem metode umnoţavanja fragmenata DNK 
lančanom reakcijom DNK polimeraze (eng. Polymerase Chain Reaction, PCR) i metodom 
alelske diskriminacije na uređaju Real-time PCR sistem: Applied Biosystems 7500 (Applied 
Biosystems, SAD), pomoću TaqMan® tehnologije. TaqMan® eseji za alelsku diskriminaciju 
sastoje se od para amplimera i para alel-specifičnih proba. Amplimeri okruţuju segment 
DNK sa polimorfnim mestom. Jedna proba je komplementarna češćem alelu, a druga 
ređem i obojene su različitim fluorescentnim bojama na 5' kraju. Hibridizacija probe sa 
odgovarajućom sekvencom DNK dovodi do osobađanja boje i emitovanja signala 
specifičnog intenziteta za tu boju, što omogućava detekciju genske varijante. 

Korišćeni specifični TaqMan® eseji za alelsku diskriminaciju ispitivanih varijanti su: 

 C___1756707_10 za rs9349379 A/G 

 C___1756602_10 za rs2026458 C/T 

 C___1756702_10 za rs2876300 A/G 

 

 

Slika M2. Genotipizacija metodom alelske diskriminacije na uređaju Real-time PCR na primeru 

varijante rs2876300 A/G gena PHACTR1.  
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3.2.3.4. Ekstrakcija ukupne RNK 

 

 Ukupna RNK ekstrahovana je iz tkiva karotidnog aterosklerotskog plaka i 
mononuklearnih ćelija periferne krvi (MĆPK).  

 Tkivo karotidnog aterosklerotskog plaka se, pre ekstrakcije RNK, usitnjava 
homogenizacijom u tečnom azotu, čime se i inhibira aktivnost ribonukleaza. 

 Mononuklearne ćelije periferne krvi (MĆPK), odnosno limfociti i monociti, 
izdvojene su metodom separacije prema gradijentu gustine. Uzorak od 3 ml 
periferne krvi sa antikoagulansom EDTA centrifugiran je sa medijumom za 
separaciju limfocita (Lymphocyte Separation Medium, LSM 1077, PAA). 

 Iz pripremljenih uzoraka ekstrahovana je ukupna RNK pomoću reagensa TRI 
Reagent Solution®, prema protokolu proizvođača (Ambion, Austin, SAD). Ekstrahovana 

RNK čuvana je u zamrzivaču na -70C. 

 

3.2.3.5. Merenje koncentracije i procena kvaliteta ekstrahovane RNK 

 

  Merenje koncentracije u ng/l, kao i procena čistoće ekstrahovane RNK, prema 
izmerenim apsorbancijama na 260 nm, 230 nm i 280 nm talasne duţine, vršene su, kao i za 
DNK, na spektrofotometru BioSpec-nano (Shimadzu Biotech, Kyoto, Japan). Kvalitet i 
integritet ekstrahovane RNK provereni su elektroforezom na čipu, pomoću RNA 6000 
Nano Kit-a (Agilent, Palo Alto, SAD) na uređaju 2100 Bioanalyzer (Agilent, Palo Alto, 
SAD). RNK je zadovoljavajućeg integriteta kada su RIN (eng. RNA Integrity Number) 
vrednosti iznad 7. 

 

3.2.3.6. Reverzna transkripcija informacione RNK (iRNK) 

 

Informaciona RNK, odnosno frakcija ukupne RNK sa poliA repom, prepisana je u 
komplementarnu DNK (cDNK) metodom reverzne transkripcije. Uzorak se prvo tretira 
deoksiribonukleazom I (Fermentas, Vilnjus, Litvanija), koja uklanja zaostale jednolančane i 
dvolančane molekule DNK. Za izdvajanje RNK sa poliA repom korišćen je oligo-dT 

amplimer. Reverzna transkripcija urađena je iz 1 g ukupne RNK pomoću RevertAid 
Premium reverzne transkriptaze (Fermentas, Vilnjus, Litvanija). Ovim postupkom izdvaja 
se iRNK iz ukupne RNK i prema njoj se formiraju matrice DNK koje će posluţiti za 
kvantifikovanje transkripcije u reakciji Real-time PCR. 

 

3.2.3.7. Određivanje relativnog nivoa transkripcije gena PHACTR1 i EDN1 

 

Relativna kvantifikacija transkripcije gena PHACTR1 urađena je na uzorcima karotidnog 

plaka i MĆPK, dok je za gen EDN1 urađena na uzorcima MĆPK. Korišćena je TaqMan® 
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tehnologija na uređaju Real-time PCR sistem: Applied Biosystems 7500 (Applied Biosystems, 

SAD). TaqMan® eseji za relativnu kvantifikciju transkripcije sadrţe par amplimera i probu, 

specifičnu za ispitivanu sekvencu, obeleţenu fluorescentnom bojom na 5' kraju. Količina 

sintetisanog amplikona srazmerna je povećanju fluorescencije nakon dostizanja ciklusa na 

kome se detektuje fluorescentni signal koji prelazi prag (eng. Cycle treshold, Ct). Nivo 

transkripcije ciljnog gena u ispitivanom uzorku normalizovali smo u odnosu na nivo 

transkripcije PPIA (eng. Peptidylprolyl isomerase A), koji je uzet kao endogena kontrola. 

 Korišćeni specifični TaqMan® eseji za kvantifikaciju transkricije ispitivanih gena su: 

 Hs01116210_m1 za gen PHACTR1 

 Hs00174961_m1 za gen EDN1 

 Hs99999904_m1 za gen PPIA 

Korišćeni esej za gen PHACTR1 moţe da identifikuje 26 transkripata među kojima pet 
od šest transkripata koji su prepoznati kao funkcionalni u literaturi [79, 80], to su dugački 
transkript i sva četiri transkripta srednje duţine, ali ne i kratki transkript (Slika U7). 

 

3.2.4. Statističke metode 

 

Analiza eksperimentalno dobijenih podataka vršena je pomoću nekoliko 
kompjuterskih programa:  

 Statistica 8 [121] 

Distribucije frekvencija genotipova i alela između kontrola i pacijenata procenjene su 
pomoću χ2-testa, kao i odstupanje od Hardy–Weinberg (HW) ravnoteţe. χ2-test, takođe, je 
korišćen za poređenje kategorijskih varijabli. Vrednosti kategorijskih varijabli 
predstavljene su brojevima (n) i procentima (%), dok su vrednosti kontinualnih varijabli 
predstavljene srednjim vrednostima i standardnom devijacijom (sv ± SD). Kontinualne 
varijable čije vrednosti nisu u normalnoj raspodeli poređene su, između dve grupe, Mann–
Whitney U testom. Za poređenje kontinualnih varijabli, između dve grupe, čije su 
vrednosti u normalnoj raspodeli korišćen je t-test. Metodom logističke regresije utvrđena 
je povezanost genotipova sa ispitivanim fenotipom i urađena korekcija na faktore rizika. 
Povezanost je predstavljena odnosom šansi (eng. odds ratio, OR) sa 95% intervalom 
poverenja (eng. confidence interval, CI). Vrednost verovatnoće p < 0.05 smatrana je 
statistički značajnom, izuzev u slučaju višestrukih analiza (n) kada je prema Bonferoni 
korekciji vrednost verovatnoće p < 0.05/n smatrana statistički značajnom.  

 Thesias 3.1 [122] 

Haplotipska analiza urađena je pomoću kompjuterskog programa koji koristi model 
maksimalne verovatnoće uz primenu algoritma maksimalnog stohastičkog predviđanja 
(eng. stochastic expectation maximization) za procenu distribucije frekvencija haplotipova i 
efekta haplotipova na ispitivani fenotip. Frekvencije haplotipova u populaciji procenjuju 
se pomoću funkcije maksimalne verovatnoće, a Thesias koristi modifikaciju funkcije, 
stohastički algoritam [123]. Povezanost haplotipova sa kategorijskim varijablama 
predstavljena je kao OR [95% CI], a sa kontinualnim varijablama kao srednja vrednost sa 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5478
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95% intervalom poverenja, sv [95% CI]. Uticaj haplotipa na fenotip izraţen je po aditivnom 
modelu u poređenju sa refrentnim haplotipom, odnosno najčešćim haplotipom u 
kontrolnoj grupi. Haplotip čija je frekvencija u populaciji bila <0,05 nije bio uključen u 
statističku obradu rezultata. 

 LD link [110] 

Neravnoteţa vezanosti alela odabranih varijanti (eng. linkage dissequlibrium, LD), 
odnosno parametari D’ i r2, određeni su preko internet platforme LD link, koja koristi 
frekvencije alela tri odabrane varijante u evropskim populacijama, a prema podacima iz 
projekta 1000 genoma [124]. LD je predstavljen parametrima D’ i r2, čije vrednosti se kreću 
od 0 do 1. Parametar D’ određuje se na osnovu stepena rekombinacije između varijanti, 
dok parametar r2 pored stepena rekombinacije, uključuje i frekvenciju alela u populaciji. 
Kada je D’= 1 varijante su u kompletnom LDu, između njih nema rekombinacije i 
nasleđuju se zajedno. Vrednost r2 = 0,8 uzima se kao granična za određivanje nezavisnosti 
dve genske varijante, pa su varijante u jakom LDu ukoliko je r2 > 0,8. Kada je r2 = 1 
varijante su u savršenom LDu, frekvencije češćeg i ređeg alela u populaciji su iste i tada su, 
od teorijski moguća četiri haplotipa, u populaciji prisutna samo dva [125]. 

 GraphPad 

Odnos nivoa transkripcije gena između dve grupe ispitanika grafički je predstavljen 
pomoću programa GraphPad (www.graphpad.com). Svaka tačka na grafiku predstavlja 
vrednost 2-ΔCt za ispitivani uzorak. Program koristi Mann–Whitney U test za poređenje 
kontinualnih varijabli čije vrednosti nisu u normalnoj raspodeli između dve grupe, što je 
slučaj sa vrednostima 2-ΔCt. 

 PGA: Power for Genetic Association analyses [126] 

Statistička snaga studije, izraţena u procentima, procenjena je na osnovu veličine 
uzorka i prevalence oboljenja u srpskoj populaciji, a za stepen značajnosti 0,05. Snaga 
studije procenjena je retrogradno na osnovu pokazane značajne asocijacije sa prisustvom 
karotidnog plaka i višesudovnom bolešću. 
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4. REZULTATI 

 

4.1. Ateroskleroza karotidnih arterija (AKA) 

 

4.1.1. Asocijacija varijanti rs9349379, rs2026458 i rs2876300 gena PHACTR1 

sa prisustvom karotidnog plaka kod pacijenata sa AKA 

 

Osnovni demografski, biohemijski i klinički podaci ispitanika sa AKA i poređenje 
sa kontrolnom grupom predstavljeni su u Tabeli R1. Tabela je na engleskom jeziku 
objavljena u Kuveljić i sar., 2019. [127]. U odnosu na kontrolnu grupu ispitanici sa AKA su 
bili statistički značajno stariji i imali su viši nivo ukupnog holesterola, LDL holesterola i 
triglicerida, a niţi nivo HDL holesterola. Takođe, više njih je imalo hipertenziju, veći BMI i 
više njih su bili pušači. Blizu 40% ispitanika sa AKA nije nikada imalo simptomatske 
događaje (CVI, TIA, RIND, VBI). 

 Varijante u genu PHACTR1: rs9349379, rs2026458 i rs2876300 bile su u HW  
ravnoteţi u obe ispitivane grupe. Odabrane varijante su u umerenoj neravnoteţi vezanosti 
prema LD link internet platformi, zbog čega je bilo moguće analizirati ih i pojedinačno i u 
haplotipu:  

 r2=0,47, D’=0,76 za varijante rs9349379 i rs2026458 

 r2=0,28, D’=-1 za varijante rs9349379 i rs2876300 

 r2=0,18, D’=0,71 za varijante rs2026458 i rs2876300 

 U Tabeli R2 prikazana je brojčana i procentualna raspodela genotipova u okviru 
kontrolne grupe i grupe ispitanika sa AKA. Distribucija frekvencija genotipova ispitivanih 
varijanti se nije razlikovala između kontrolne grupe i grupe ispitanika sa AKA. Alel C 
varijante rs2026458 pokazao je statistički značajnu asocijaciju sa prisustvom karotidnog 
plaka, ali nakon Bonferroni korekcije zbog višestrukog testiranja ova asocijacija više nije 
bila značajna. Tabela je na engleskom jeziku objavljena kao dopunska tabela u Kuveljić i 
sar., 2019. [127]. 

 

Pojedinačno odabrane varijante gena PHACTR1 nisu pokazale značajnu povezanost 

sa prisustvom karotidnog plaka kod pacijenata sa AKA, kao ni sa prethodnim 

simptomatskim događajima i ultrasonografski definisanim tipovima aterosklerotskog 

plaka, tako da će na dalje biti predstavljeni rezultati haplotipske analize. 
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Tabela R1. Vrednosti osnovnih parametara u kontrolnoj grupi i kod ispitanika sa 
aterosklerozom karotidnih arterija (AKA) 

Parametar 
Kontrolna grupa  
n=310 

Ispitanici sa AKA  
n=501 

p 

Starost, godine 54,12 ± 14,17 66,04 ± 8,66 < 0,01* 

Pol ţ/m, % 44,6/55,4 41,5/58,5 ns 

BMI, kg/m2 25,09 ± 3,68 26,87 ± 6,32 < 0,01* 

TC, mmol/l 5,61 ± 1,30 5,84 ± 1,50 <0,05* 

HDLC, mmol/l 1,48 ± 0,86 1,22 ± 0,34 < 0,01* 

LDLC, mmol/l 3,31 ± 1,23 3,77 ± 1,12 < 0,01* 

TG, mmol/l 1,58 ± 1,09 1,93 ± 1,96 < 0,01* 

Hipertenzija, % 27,4 86,1 <0,01 

Pušenje, % 55,0 70,0 <0,01 

DMTII, % 0,0 21,9 N/A 

Stepen stenoze >70%, % 0,0 73,3 N/A 

Hipoehogeni tip plaka, % 0,0 29,4 N/A 

Kalcifikovan plak, % 0,0 57,1 N/A 

Simptomatski događaj ne/da, % N/A 38,9/61,1 N/A 

CVI, % N/A 26,0 N/A 

TIA, % N/A 21,4 N/A 

RIND, % N/A 6,8 N/A 

VBI, % N/A 13,8 N/A 

Vrednosti parametara su prikazane kao sv ± SD za: starost, BMI - indeks telesne mase (eng. Body 
Mass Index), TC - ukupni holesterol (eng. Total Cholesterol), HDLC - HDL holesterol (eng. High-
Density Lipoprotein Cholesterol), LDLC - LDL holesterol (eng. Low-Density Lipoprotein Cholesterol) i 
TG - trigliceridi; DMT II - diabetes melitus tip 2; CVI - cerebrovaskularni insult; TIA – prolazni 
ishemijski napad (eng. transient ishaemic attack); RIND – reverzibilni ishemijski neurološki deficit 
(eng. reversible ischemic neurological deficit); VBI – vertebrobazilarna isuficijencija (eng. vertebrobasilar 
insufficiency); χ2 test je korišćen za poređenje kategorijskih parametara; *– Mann-Whitney U test je 
korišćen za poređenje srednjih vrednosti parametara koje nisu u normalnoj raspodeli između 
kontrolne grupe i ispitanika sa AKA; ns – nije značajno (eng. non significant); N/A – nije 
primenljivo (eng. not applicable); vrednosti verovatnoće p < 0,05 su smatrane statistički značajnim.  
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Tabela R2. Distribucija frekvencija alela i genotipova varijanti gena PHACTR1: rs9349379, 
rs2026458  i rs2876300 u kontrolnoj grupi i kod ispitanika sa AKA 

PHACTR1 Kontrolna grupa, n (%) Ispitanici sa AKA, n (%)  p 

rs9349379 A/G N=298 N=481 
 

Genotipovi 
   

AA 104 (34,90) 193 (40,12) 0,164 

AG 138 (46,31) 219 (45,53) 
 

GG 56 (18,79) 69 (14,35) 
 

Aleli  
   

A 0,58 0,63 0,057 

G 0,42 0,37 
 

rs2026458 C/T N=308 N=501 
 

Genotipovi 
   

CC 96 (31,17) 194 (38,72) 0,067 

CT 147 (47,73) 223 (44,51) 
 

TT 65 (21,10) 84 (16,77) 
 

Aleli 
   

C 0,55 0,61 0,018 

T 0,45 0,39 
 

rs2876300 A/G N=310 N=495 
 

Genotipovi 
   

AA 148 (47,74) 214 (43,23) 0,439 

AG 132 (42,58) 232 (46,87) 
 

GG 30 (9,68) 49 (9,90) 
 

Aleli 
   

A 0,69 0,67 0,324 

G 0,31 0,33 
 

Primenom Bonferroni korekcije za višestruko testiranje vrednosti verovatnoće p < 0,017 su 
smatrane statistički značajnim.  

 

4.1.1.1. Asocijacija haplotipova varijanti gena PHACTR1 sa prisustvom karotidnog 

plaka kod ispitanika sa AKA 

 

 Haplotipska analiza ispitivanih varijanti u genu PHACTR1 urađena je u 
kompjuterskom programu Thesias. Distribucija frekvencija haplotipova varijanti gena 
PHACTR1 u kontrolnoj grupi i kod ispitanika sa AKA, kao i asocijacija haplotipova sa 
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prisustvom karotidnog plaka, predstavljeni su u Tabeli R3. Tabela je na engleskom jeziku 
objavljena u Kuveljić i sar., 2019. [127]. Haplotip ACA značajno i nezavisno je asociran sa 
prisustvom karotidnog plaka u poređenju sa referentnim haplotipom GTA (p = 0,02). 
Odnos šansi je korigovan na pol, starost, BMI, hipertenziju i ukupni holesterol. Za 
asocijaciju haplotipova varijanti gena PHACTR1 sa prisustvom karotidnog plaka na 
uzorku od 501 ispitanika sa AKA snaga studije je bila 80%.  

Tabela R3. Uticaj haplotipova varijanti rs9349379, rs2026458 i rs2876300 gena PHACTR1 
na prisustvo karotidnog plaka (PKP) kod ispitanika sa AKA 

PHACTR1 Frekvencija haplotipa 
  

Haplotipovia Kontrolna grupa Ispitanici sa AKA ORb [95%CI] p 

GTA 0,3558 0,3107 referentni haplotip 
 

ACG 0,2685 0,2987 1,16 [0,84 - 1,61] 0,37 

ACA 0,2178 0,2472 1,54 [1,07 - 2,21] 0,02 

GCA 0,0615 0,0602 1,04 [0,58 - 1,87] 0,89 

ATA 0,0543 0,0495 0,99 [0,57 - 1,76] 0,99 

ATG c 0,0398 0,0307 N/A N/A 

GCG c 0,0023 0,0030 N/A N/A 

GTG d / / N/A N/A 

a - Redosled alela u haplotipovima je sledeći: rs9349379 A/G, rs2026458 C/T i rs2876300 A/G; b - 
Korigovan odnos šansi; c - Haplotipovi sa frekvencijom < 0,05, u obe ispitivane grupe, nisu bili 
uključeni u statističku analizu; d - Thesias nije detektovao prisustvo haplotipa u ispitivanim 
grupama; N/A – nije primenljivo; vrednosti verovatnoće p < 0,05 su smatrane statistički 
značajnim. 

 

4.1.1.2. Asocijacija haplotipova varijanti gena PHACTR1 sa prethodnim simptomatskim 

događajima i ultrasonografski definisanim tipovima aterosklerotskog plaka 

 

 Cerebrovaskularni insult (CVI), kao akutni događaj u karotidnoj aterosklerozi, 
imalo je 26% ispitanika sa AKA. Distribucija frekvencija haplotipova odabranih varijanti 
gena PHACTR1 kod ispitanika sa AKA koji nisu i onih koji su imali CVI prikazana je u 
Tabeli R4. Nije pokazana statistički značajna asocijacija haplotipova varijanti rs9349379, 
rs2026458 i rs2876300 gena PHACTR1 sa prisustvom CVI u poređenju sa referentnim 
haplotipom.  

Karotidni aterosklerotski plak, prema stepenu ehogenosti koji oslikava njegov 
sadţaj, ultrasonografski se definiše kao hiperehogeni i hipoehogeni tip plaka. U Tabeli R5. 
prikazana je raspodela frekvencija haplotipova varijanti gena PHACTR1 kod ispitanika sa 
različitim tipom karotidnog plaka. Nije pokazana statistički značajna asocijacija 
haplotipova varijanti rs9349379,  rs2026458  i rs2876300 gena PHACTR1 sa ultrasonografski 
definisanim tipovima karotidnog plaka u poređenju sa referentnim haplotipom. 
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Tabela R4. Uticaj haplotipova varijanti rs9349379, rs2026458  i rs2876300 gena PHACTR1 
na pojavu prethodnog cerebrovaskularnog insulta (CVI) kod ispitanika sa AKA  

PHACTR1 Frekvencija haplotipova 
  

Haplotipovia bez CVI CVI OR [95% CI] p 

ACG 0,3026 0,3077 referentni haplotip 
 

GTA 0,2862 0,3608 1,18 [0,79 - 1,76]  0,43 

ACA 0,2637 0,2052 0,72 [0,44 - 1,20]  0,21 

GCA 0,0636 0,0563 0,85 [0,38 - 1,91] 0,70 

ATA 0,0524 0,0320 0,60 [0,25 - 1,44]  0,25 

ATGb 0,0267 0,0372 N/A N/A 

GTGb 0,0047 0,0009 N/A N/A 

GCGc / / N/A N/A 

a - Redosled alela u haplotipovima je sledeći: rs9349379 A/G, rs2026458 C/T i rs2876300 A/G; b - 
Haplotipovi sa frekvencijom < 0,05, u obe ispitivane grupe, nisu bili uključeni u statističku analizu; 
c - Thesias nije detektovao prisustvo haplotipa u ispitivanim grupama; N/A – nije primenljivo; 
vrednosti verovatnoće p < 0,05 su smatrane statistički značajnim. 

 

Tabela R5. Asocijacija haplotipova varijanti rs9349379, rs2026458 i rs2876300 gena 
PHACTR1 sa različitim tipom karotidnog plaka kod ispitanika sa AKA 

PHACTR1 Frekvencija haplotipova 
  

Haplotipovia Hiperehogeni plak Hipoehogeni plak OR [95% CI] p 

ACG 0,3044 0,2994 referentni haplotip 
 

GTA 0,3032 0,2936 0,99 [0,65 - 1,51]   0,96 

ACA 0,2523 0,2425 0,96 [0,60 - 1,53]  0,87 

GCA 0,0537 0,0842 1,60 [0,79 - 3,25]  0,19 

ATA 0,0513 0,0436 0,87 [0,36 - 2,08]  0,75 

ATGb 0,0296 0,0351 N/A N/A 

GTGb 0,0055 0,0016 N/A N/A 

GCGc / / N/A N/A 

a - Redosled alela u haplotipovima je sledeći: rs9349379 A/G, rs2026458 C/T i rs2876300 A/G; b - 
Haplotipovi sa frekvencijom < 0,05, u obe ispitivane grupe, nisu bili uključeni u statističku analizu; 
c - Thesias nije detektovao prisustvo haplotipa u ispitivanim grupama; N/A – nije primenljivo; 
vrednosti verovatnoće p < 0,05 su smatrane statistički značajnim. 
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4.1.2. Nivo transkripcije gena PHACTR1 u tkivu karotidnog plaka 

 

 Tkivo karotidnog plaka za ispitivanje nivoa transkripcije gena PHACTR1 uzeto je 
od 44 ispitanika sa AKA tokom operacije endarterektomije, a njihovi osnovni demografski, 
biohemijski i klinički podaci predstavljeni su u Tabeli R6. Tabela je objavljena na 
engleskom jeziku u Kuveljić i sar., 2019. [127]. 

 

Tabela R6. Vrednosti osnovnih parametara ispitanika sa aterosklerozom karotidnih 
arterija (AKA) od kojih je uzeto tkivo karotidnog plaka za ispitivanje nivoa transkripcije 
gena PHACTR1 

Parametar 
Ispitanici sa AKA 
 n=44 

Starost, godine 66,68 ± 8,03 

Pol ţ/m, % 34,09/65,91 

BMI, kg/m2 27,23 ± 6,54 

TC, mmol/l 5,79 ± 1,02 

HDLC, mmol/l 1,21 ± 0,28 

LDLC, mmol/l 3,78 ± 1,00 

TG, mmol/l 2,02 ± 0,89 

Hipertenzija, % 95,4 

Pušenje, % 90,9 

DMTII, % 20,4 

Hipoehogeni tip plaka, % 27,3 

Simptomatski događaj ne/da, % 68,2/31,8 

CVI, % 11,4 

TIA, % 18,2 

RIND, % 4,5 

VBI, % 4,5 

Vrednosti parametara su prikazane kao sv ± SD za: starost, BMI - indeks telesne mase (eng. Body 
Mass Index), TC - ukupni holesterol (eng. Total Cholesterol), HDLC - HDL holesterol (eng. High-
Density Lipoprotein Cholesterol) LDLC - LDL holesterol (eng. Low-Density Lipoprotein Cholesterol) i TG 
- trigliceridi; DMT II - diabetes melitus tip 2; CVI - cerebrovaskularni insult; TIA – prolazni 
ishemijski napad (eng. transient ishaemic attack); RIND – reverzibilni ishemijski neurološki deficit 
(eng. reversible ischemic neurological deficit); VBI – vertebrobazilarna insuficijencija (eng. 
vertebrobasilar insufficiency). 

 

 Analiza uticaja haplotipova varijanti gena PHACTR1 na nivo transkripcije gena 
PHACTR1 urađena je u kompjuterskom programu Thesias poređenjem srednjih vrednosti 
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(sv) ΔCt za svaki haplotip, što je i prikazano na Grafiku R1. Grafik je publikovan na 
engleskom jeziku u Kuveljić i sar., 2019. [127]. Haplotip ACG je statistički značajno 
asociran sa povišenim nivoom iRNK za PHACTR1 u tkivu karotidnog plaka u poređenju 
sa referentnim haplotipom GTA (p = 0,03). 

Daljom analizom haplotipske pozadine, pokazano je da aleli varijante rs2876300 
A/G prave značajnu razliku u nivou iRNK PHACTR1 između haplotipova sa 
haplotipskom pozadinom rs9349379A i rs2026458C, odnosno da haplotip ACG pokazuje 
statistički značajno viši nivo transkripcije gena PHACTR1 u odnosu na haplotip ACA (p = 
0,05). 

 

 

 
Grafik R1. Nivo transkripcije gena PHACTR1 u tkivu karotidnog plaka u odnosu na haplotipove varijanti 
gena PHACTR1 
Kvantifikacija transkripcije gena PHACTR1 urađena je na 44 uzorka karotidnog aterosklerotskog 
plaka. Rezultati haplotipske analize u kompjuterskom programu Thesias su predstavljeni kao 
srednje vrednosti (sv) ΔCt sa odgovarajućim intervalom poverenja [95%CI] za svaki haplotip. ΔCt 
je razlika između Ct vrednosti za PHACTR1 i Ct vrednosti za endogenu kontrolu, PPIA, za svaki 
analizirani uzorak karotidnog plaka. Na grafiku su rezultati prikazani kao 1/sv ΔCt, jer su Ct 
vrednosti obrnuto proprocionalne nivou transkripcije. Pokazano je da haplotip ACG ima značajno 

povišen nivo transkripcije gena PHACTR1 u odnosu na referentni haplotip GTA, sv ΔCt = 7,25; 

95%CI 6,57–7,92, p = 0,03. * - Referentni haplotip; Redosled alela u haplotipovima je sledeći: 
rs9349379 A/G, rs2026458 C/T i rs2876300 A/G; Haplotipovi GCA, ATG, GCG i GTG sa 
frekvencijom < 0,05, u obe ispitivane grupe, nisu bili uključeni u statističku analizu; vrednosti 
verovatnoće p < 0,05 su smatrane statistički značajnim. 

 

4.1.2.1. Nivo transkripcije gena PHACTR1 u odnosu na pojavu prethodnog 

simptomatskog događaja (CVI, TIA, RIND, VB) i tip ultrasonografski definisanog 

aterosklerotskog plaka  

 

 U grupi ispitanika sa AKA od kojih je uzeto tkivo karotidnog plaka blizu 70% nije 
imalo prethodne simptomatske događaje. Na Grafiku R2. prikazane su PHACTR1 2-ΔCt 
vrednosti za svaki analizirani uzorak karotidnog plaka. Razlika u nivou transkripcije gena 
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PHACTR1 između ispitanika sa AKA koji nisu i onih koji su imali prethodne 
simptomatske događaje nije bila značajna. 

 

                           

Grafik R2. Nivo transkripcije gena PHACTR1 u odnosu na pojavu prethodnog simptomatskog 
događaja 
Kvantifikacija transkripcije gena PHACTR1 urađena je na 29 uzorka karotidnog plaka ispitanika sa 
AKA koji nisu i 15 uzoraka onih koji su imali prethodne simptomatske događaje. Analiza u 
kompjuterskom programu GraphPad nije pokazala statistički značajnu razliku u nivou 
transkripcije gena PHACTR1 u odnosu na pojavu prethodnog simptomatskog događaja, p = 0,21.  

                     

 

                                   

Grafik R3. Nivo transkripcije gena PHACTR1 u odnosu na tip karotidnog plaka 
Kvantifikacija transkripcije gena PHACTR1 urađena je na 32 uzorka hiperehogenog plaka i 12 
uzoraka hipoehogenog plaka. Analiza u kompjuterskom programu GraphPad nije pokazala 
statistički značajnu razliku u nivou transkripcije gena PHACTR1 u odnosu na tip karotidnog plaka, 
p = 0,15. 

 

 



36 

 

Hipoehogeni tip plaka imalo je 27,3% ispitanika sa AKA od kojih je uzeto tkivo 
karotidnog plaka. Na Grafiku R3. prikazane su PHACTR1 2-ΔCt vrednosti za svaki 
analizirani uzorak karotidnog plaka. Nivo transkripcije gena PHACTR1, iako niţi u 
hipoehogenom plaku, nije bio značajno različit od nivoa transkripcije gena PHACTR1 u 
hiperehogenom karotidnom plaku. 
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4.2. Ateroskleroza koronarnih arterija (AKOA) 

 

4.2.1. Asocijacija varijanti rs9349379 A/G, rs2026458 C/T i rs2876300 A/G u 

genu PHACTR1 sa prvim infarktom miokarda (IM) 

 

 Ispitanici sa prvim IM bili su značajno stariji od ispitanika iz kontrole grupe, takođe 
među njima je bilo više pušača i hipertenzivnih osoba. Biohemijska analiza krvi pokazala 
je značajno viši nivo triglicerida i LDL holesterola kod ispitanika sa IM, a niţi nivo HDL 
holesterola. Ovi podaci prikazani su u Tabeli R7 koja je na engleskom jeziku objavljena u 
Kuveljić i sar., 2021. [128]. Više od 50% ispitanika imalo je višesudovnu bolest (VSB) srca, 
što je teţi oblik AKOA. 

 

Tabela R7. Vrednosti osnovnih parametara u kontrolnoj grupi i kod ispitanika sa 
aterosklerozom koronarnih arterija (AKOA) koji su imali prvi infarkt miokarda (IM)  

Parametar 
Kontrolna grupa  
n=310 

IM 
 n=537 

p 

Starost, godine 54,12 ± 14,17 58,43 ± 11,25 < 0,01* 

Pol, ţ/m, % 44,58/55,42 29,40/70,60 < 0,01 

BMI, kg/m2 25,09 ± 3,68 27,26 ± 3,99 < 0,01* 

TC, mmol/l 5,61 ± 1,30 5,58 ± 1,15 ns* 

HDLC, mmol/l 1,48 ± 0,86 1,10 ± 0,34 < 0,01* 

LDLC, mmol/l 3,31 ± 1,23 3,65 ± 1,03 < 0,01* 

TG, mmol/l 1,58 ± 1,09 1,89 ± 1,24 < 0,01* 

Hipertenzija, % 27,43 64,51 < 0,01 

Pušenje, % 55,04 69,24 < 0,01 

DMT II, % 0,00 21,72 N/A 

STEMI, % 0,00 89,74 N/A 

VSB, % N/A 51,25 N/A 

Vrednosti parametara su prikazane kao sv ± SD za: starost, BMI - indeks telesne mase (eng. Body 
Mass Index), TC - ukupni holesterol (eng. Total Cholesterol), HDLC - HDL holesterol (eng. High-
Density Lipoprotein Cholesterol), LDLC - LDL holesterol (eng. Low-Density Lipoprotein Cholesterol) i 
TG - trigliceridi; DMT II - diabetes melitus tip 2; STEMI - IM sa elevacijom ST segmenta 
elektrokardiograma; VSB - više-sudovna bolest srca; χ2 test je korišćen za poređenje kategorijskih 
parametara; *– Mann-Whitney U test je korišćen za poređenje srednjih vrednosti parametara koje 
nisu u normalnoj raspodeli između kontrole grupe i ispitanika sa IM; ns – nije značajno; N/A – 
nije primenljivo; vrednosti verovatnoće p < 0,05 su smatrane statistički značajnim. 
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 Ispitivane varijante gena PHACTR1: rs9349379, rs2026458  i rs2876300 nisu pokazale 
odstupanje od HW ravnoteţe u kontrolnoj grupi i kod ispitanika sa prvim IM. U Tabeli 

R8 prikazana je raspodela frekvencija genotipova i alela varijanti gena PHACTR1 u 
kontrolnoj grupi i kod ispitanika sa AKOA koji su imali prvi IM. Genotipovi i aleli 
odabranih varijanti nisu pokazali statistički značajnu asocijaciju sa IM. Tabela je na 
engleskom jeziku objavljena kao dopunska tabela u Kuveljić i sar., 2021. [128]. 

Tabela R8. Distribucija frekvencija alela i genotipova varijanti gena PHACTR1: rs9349379, 
rs2026458  i rs2876300 u kontrolnoj grupi i kod ispitanika sa prvim IM 

PHACTR1 Kontrolna grupa, n (%) IM, n (%) p 

rs9349379 A/G N=298 N=510 
 

Genotipovi 
   

AA 104 (34,90) 171 (33,48) 0,54 

AG 138 (46,31) 255 (50,11) 
 

GG 56 (18,79) 84 (16,41) 
 

Aleli 
   

A 0,58 0,59 0,85 

G 0,42 0,41 
 

rs2026458 C/T N=308 N=537 
 

Genotipovi 
   

CC 96 (31,17) 176 (32,77) 0,47 

CT 147 (47,73) 266 (49,53) 
 

TT 65 (21,10) 95 (17,69) 
 

Aleli 
   

C 0,55 0,58 0,32 

T 0,45 0,42 
 

rs2876300 A/G N=310 N=533 
 

Genotipovi 
   

AA 148 (47,74) 251 (47,09) 0,57 

AG 132 (42,58) 218 (40,90) 
 

GG 30 (9,68) 64 (12,01) 
 

Aleli 
   

A 0,69 0,68 0,53 

G 0,31 0,32 
 

Primenom Bonferroni korekcije za višestruko testiranje vrednosti verovatnoće p < 0,017 su 
smatrane statistički značajnim. 

 



39 

 

4.2.1.1. Uticaj haplotipova varijanti gena PHACTR1 na nastanak IM 

 

 Distribucija frekvencija haplotipova varijanti gena PHACTR1 u kontrolnoj grupi i 
kod ispitanika sa IM, predstavljeni su u Tabeli R9. Nijedan haplotip nije pokazao značajnu 
asocijaciju sa nastankom IM kod ispitanika sa AKOA u poređenju sa referentnim 
haplotipom. Tabela je na engleskom jeziku objavljena u Kuveljić i sar., 2021. [128]. 

 

Tabela R9. Uticaj haplotipova varijanti rs9349379, rs2026458  i rs2876300 gena PHACTR1 
na pojavu prvog IM kod ispitanika sa AKOA 

PHACTR1 Frekvencija haplotipova 
  

Haplotipovia Kontrolna grupa IM OR [95%CI] p 

GTA 0,3559 0,3508 referentni haplotip  

ACG 0,2698 0,2976 1,15 [0,90 - 1,48] 0,27 

GCA 0,0608 0,0753 1,31 [0,83 - 2,07] 0,25 

ATA 0,0553 0,0493 0,93 [0,55 - 1,58] 0,79 

ACA 0,2173 0,2005 0,97 [0,74 - 1,27] 0,82 

ATG b 0,0380 0,0215 N/A N/A 

GCG b 0,0021 0,0027 N/A N/A 

GTG b 0,0008 0,0023 N/A N/A 

a - Redosled alela u haplotipovima je sledeći: rs9349379 A/G, rs2026458 C/T i rs2876300 A/G; b - 
Haplotipovi sa frekvencijom < 0,05, u obe ispitivane grupe, nisu bili uključeni u statističku analizu; 
N/A – nije primenljivo; vrednosti verovatnoće p < 0,05 su smatrane statistički značajnim.  

 

4.2.1.2. Asocijacija varijanti gena PHACTR1 sa parametrima težine bolesti  

 

 VSB se definiše kao razvoj ateroskleroze u dve ili više koronarnih arterija. Varijanta 
gena PHACTR1, rs2876300, pokazala je povezanost sa razvojem višesudovne bolesti srca 
kod ispitanika sa AKOA. Raspodela genotipova varijante rs2876300, prema dominantnom 
modelu nasleđivanja (AA vs. AG+GG), kod ispitanika sa jednosudovnom i višesudovnom 
bolesti srca prikazana je u Tabeli R10. Alel G varijante rs2876300 je značajno i nezavisno 
asociran sa povećanim rizikom za razvoj višesudovne bolesti srca (p=0,03). Odnos šansi je 
korigovan na pol, starost, BMI, hipertenziju i ukupni holesterol. Snaga studije je bila 61% 
za asocijaciju varijante gena PHACTR1 sa VSB srca na uzorku od 490 ispitanika sa AKOA. 
Tabela je na engleskom jeziku objavljena u Kuveljić i sar., 2021. [128]. 
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Tabela R10. Asocijacija varijante rs2876300 A/G sa višesudovnom bolesti srca, prema 
dominantnom modelu nasleđivanja 

rs2876300 
 A/G 

JSB, n (%) VSB, n (%) OR [95%CI] p  ORa [95%CI] p 

AA 125 (52,30) 107 (42,63) ref. genotip 
0,03 

ref. genotip 
0,03 

AG + GG 114 (47,70) 144 (57,37) 1,48 [1,03 - 2,11] 1,64 [1,05 - 2,55] 

G 0,3 0,36 1,34 [1,02 - 1,75] 0,03 
  

a - Korigovan odnos šansi; JSB - jednosudovna bolest srca; VSB - višesudovna bolest srca; vrednosti 
verovatnoće p < 0,05 su smatrane statistički značajnim. 

 

SYNTAX score (SS) je parametar teţine i kompleksnosti koronarne bolesti. 
Vrednosti SS ≥ 22 oslikavaju teţi oblik bolesti. Distribucija frekvencija haplotipova 
varijanti gena PHACTR1 kod ispitanika sa IM, koji imaju vrednosti SS ispod i iznad 
granične vrednosti 22, predstavljeni su u Tabeli R11. Haplotipovi AT i GC značajno i 
nezavisno su asocirani sa vrednostima SS iznad 22 u poređenju sa referentnim haplotipom 
AC. S obzirom na to da su haplotipovi AT i GC pokazali, pojedinačno, značajnu asocijaciju 
sa višim SS koja je išla u istom smeru, uradili smo i analizu kojom mozemo pokazati da li 
je ovaj efekat homogen. Analiza je dokazala homogeni efekat haplotipova AT i GC u 
asocijaciji sa SS ≥ 22  u poređenju sa haplotipovima AC i GT. 

 

Tabela R11. Uticaj haplotipova varijanti rs9349379 i rs2026458 gena PHACTR1 na 
vrednosti parametra SYNTAX score (SS) 

PHACTR1 Frekvencija haplotipovaa 
  

Homogeni efekat c 

 
SS < 22 SS ≥ 22 ORb [95% CI] p OR [95% CI] p 

AC 0,5109 0,3735 referentni haplotip 
  

AT 0,0879 0,2299 3.36 [1.10 - 10.28]  0,03 
3.49 [1.48 - 8.27]  0,004 

GC 0,0705 0,1782 3.42 [1.07 - 10.98]  0,04 

GT 0,3307 0,2184 1.01 [0.44 - 2.35] 0,98 
  

a - Redosled alela u haplotipovima je sledeći: rs9349379 A/G i rs2026458 C/T; b - Korigovan odnos 

šansi na pol, starost, BMI, hipertenziju i ukupni holesterol; c - Homogeni efekat - poređenje 

haplotipova AT i GC sa haplotipovima AC i GT; vrednosti verovatnoće p < 0,05 su smatrane 

statistički značajnim.  
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4.2.2. Uticaj varijanti gena PHACTR1 na remodelovanje leve komore srca, 6 

meseci nakon IM  

 

 Remodelovanje srca 6 meseci nakon IM praćeno je tokom šest meseci u grupi od 157 
ispitanika sa AKOA. Njihovi osnovni parametri prikazani su u Tabeli R12, kao i 
poređenje između grupa ispitanika bez i sa razvijenim maladaptivnim remodelovanjem 
leve komore srca (mrlk) 6 meseci nakon IM. 

 

Tabeli R12. Vrednosti osnovnih parametara ispitanika bez i sa razvijenim maladaptivnim 
remodelovanjem leve komore srca (mrlk) 6 meseci nakon IM 

Parametar 
IM  
n=157 

bez mrlk 
n=109 

mrlk 
n=48 

p 

Starost, godine 55,47 ± 8,40 55,43 ± 8,22 54,75 ± 8,64 ns* 

Pol, ţ/m, % 23,16/76,84 25,00/75,00 20,83/79,17 ns 

BMI, kg/m2 27,49 ± 3,82 27,13 ± 3,86 28,15 ± 3,97 ns* 

TC, mmol/l 5,57 ± 1,12 5,46 ± 1,11 5,85 ± 1,19 ns* 

HDLC, mmol/l 1,08 ± 0,26 1,07 ± 0,24 1,10 ± 0,31 ns* 

LDLC, mmol/l 3,64 ± 1,04 3,48 ± 0,97 4,02 ± 1,18 < 0,01* 

TG, mmol/l 1,90 ± 1,13 1,99 ± 1,28 1,71 ± 0,75 ns* 

CKmax, U/l 1812,73 ± 1766,35 1508,58 ± 1432,20 2659,91 ± 2135,04 < 0,01* 

CK-MBmax, U/l 162,82 ± 146,57 144,62 ± 132,13 225,02 ±158,98 < 0,01* 

Tnmax, U/l 101,91 ± 110,09 103,70 ± 129,28 111,51 ± 67,45 ns* 

DMT II, % 33,33 32,41 37,50 ns 

Hipertenzija, % 54,24 52,38 57,45 ns 

Pušenje, % 76,84 81,13 81,25 ns 

STEMI, % 79,41 76,92 85,42 ns 

VSB, % 49,68 46,74 54,35 ns 

Kolaterale, % 11,49 12,50 11,36 ns 

Proksimalne lezije, % 45,14 43,68 53,66 ns 

Prednji zid, % 35,71 31,43 42,22 ns 

NYHA klasa ≥ 2, % 23,20 23,17 24,39 ns 

Killip klasa ≥ 2, % 10,76 11,46 8,70 ns 

Maladaptivno rlk, % 30,57 N/A N/A N/A 
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Vrednosti parametara su prikazane kao sv ± SD za: starost, BMI - indeks telesne mase (eng. Body 
Mass Index), TC - ukupni holesterol (eng. Total Cholesterol), HDLC - HDL holesterol (eng. High-
Density Lipoprotein Cholesterol), LDLC - LDL holesterol (eng. Low-Density Lipoprotein Cholesterol), TG 
- trigliceridi, CKmax - maksimalni nivo kreatin kinaze (eng. creatine kinase), CK-MBmax - maksimalni 
nivo izoenzima MB kreatin kinaze, karakterističnog za srčano tkivo i Tnmax - maksimalni nivo 
troponina; mrlk - maladaptivno remodelovanje leve komore srca; DMT II - diabetes melitus tip 2; 
STEMI - IM sa elevacijom ST segmenta elektrokardiograma; VSB - višesudovna bolest srca; NYHA 
klasa - klasifikacija stepena srčane insuficijencije prema New York Heart Association; Killip klasa - 
klasifikacija stepena srčane insuficijencije;  χ2 test je korišćen za poređenje kategorijskih 
parametara; *– Mann-Whitney U test je korišćen za poređenje srednjih vrednosti parametara koje 
nisu u normalnoj raspodeli između ispitanika bez i sa maladaptivnim remodelovanjem leve 
komore srca; ns – nije značajno; N/A – nije primenljivo; vrednosti verovatnoće p < 0,05 su 
smatrane statistički značajnim. 

 

U Tabeli R13 je prikazana raspodela haplotipova varijanti gena PHACTR1 kod 
ispitanika sa AKOA koji nisu i onih koji su razvili maladaptivno remodelovanje leve 
komore srca 6 meseci nakon IM, kao i uticaj haplotipova na razvoj maladaptivnog 
remodelovanja. Haplotipovi ispitivanih varijanti nisu pokazali značajnu asocijaciju sa 
maladaptivnim remodelovanjem leve komore srca u poređenju sa referentnim 
haplotipom. 

 

Tabela R13. Uticaj haplotipova varijanti rs9349379, rs2026458  i rs2876300 gena PHACTR1 
na razvoj maladaptivnog remodelovanja leve komore (rlk) srca kod ispitanika sa AKOA 6 
meseci nakon prvog IM 

PHACTR1 Frekvencija haplotipova 
  

Haplotipovia bez maladaptivnog rlk maladaptivno rlk OR [95% CI] p 

GTA 0,3199 0,3462 referentni haplotip 
 

ACG 0,2777 0,3086 0,88 [0,44 - 1,75]  0,72 

ACA 0,2265 0,1355 0,50 [0,23 - 1,11]  0,09 

GCA 0,0838 0,0885 0,91 [0,30 - 2,81]  0,87 

ATA 0,0567 0,0460 0,71 [0,15 - 3,43]  0,67 

ATGb 0,0320 0,0614 N/A N/A 

GCGb 0,0033 0,0137 N/A N/A 

GTGc / / N/A N/A 

a - Redosled alela u haplotipovima je sledeći: rs9349379 A/G, rs2026458 C/T i rs2876300 A/G; b - 
Haplotipovi sa frekvencijom < 0,05, u obe ispitivane grupe, nisu bili uključeni u statističku analizu; 
c - Thesias nije detektovao prisustvo haplotipa u ispitivanim grupama; N/A – nije primenljivo; 
vrednosti verovatnoće p < 0,05 su smatrane statistički značajnim. 
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U okviru doktorske disertacije ispitivali smo i povezanost haplotipova varijanti 

gena PHACTR1 sa promenom vrednosti () ehokardiografskih parametara strukture i 
funkcije leve komore srca koji su mereni na prijemu i na kontrolnom pregledu 6 meseci 
nakon IM. U Tabeli R14 su prikazane srednje vrednosti promene ehokardiografskih 
parametara strukture leve komore srca za svaki haplotip. Haplotip GCA povezan je, u 
poređenju sa referentnim haplotipom GTA, sa značajnim smanjenjem mase leve komore 
srca 6 meseci nakon IM. Nakon Bonferoni korekcije zbog testiranja više parametara ova 
asocijacija više nije bila značajna. U Tabeli R15 prikazane su srednje vrednosti promene 
ehokardiografskih parametara funkcije leve komore srca za svaki haplotip. Nijedan 
haplotip nije pokazao značajnu asocijaciju sa ukupno trinaest ispitivanih 
ehokardiografskih parametara. 

 

Tabela R14. Uticaj haplotipova varijanti rs9349379, rs2026458  i rs2876300 gena PHACTR1 
na promenu ehokardiografskih parametara strukture leve komore (LK) srca tokom 6 
meseci od IM 

Ehokardiografski parametar srednja vrednost [95% CI] p  

∆ end-dijastolnog volumena  LK, ml 
  

GTA -1,04 [-9,88 - 7,80] ref. haplotip 

ACG 3,86 [-5,98 - 13,70] 0,53 

ACA 5,16 [-10,86 - 21,16] 0,51 

GCA 9,96 [-19,12 - 39,06] 0,50 

ATA -4,50 [-31,50 - 22,46] 0,81 

∆ end-sistolnog volumena  LK, ml 
  

GTA -0,78 [-8,00 - 6,42] ref. haplotip 

ACG 3,82  [-4,02 - 11,68] 0,48 

ACA 4,36  [-4,68 - 13,42] 0,41 

GCA -0,66 [-24,64 - 23,32] 0,99 

ATA -1,44 [-26,60 - 23,72] 0,96 

∆ end-dijastolnog dijametra LK, mm 
  

GTA 1,74  [0,28 - 3,20] ref. haplotip 

ACG 0,42  [-1,34 - 2,18] 0,31 

ACA 1,14  [-1,00 - 3,28] 0,66 

GCA 0,46  [-2,98 - 3,90] 0,52 

ATA -3,42 [-8,82 - 2,00] 0,08 

nastavak Tabele R14 je na sledećoj strani 
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∆ end-sistolnog dijametra  LK, mm 
  

GTA 0,94  [-0,74 - 2,62] ref. haplotip 

ACG -0,54 [-2,84 - 1,74] 0,38 

ACA 0,18  [-2,72 - 3,08] 0,67 

GCA 2,54  [-1,48 - 6,56] 0,47 

ATA -7,80 [-16,50 - 0,90] 0,06 

∆ mase  LK, g 
  

GTA 0,12   [-19,08 - 19,32] ref. haplotip 

ACG 4,26   [-26,32 - 34,86] 0,84 

ACA -0,02  [-26,94 - 26,90] 0,99 

GCA -57,16 [-104,78 - -9,54] 0,03 

ATA -68,92 [-163,54 - 25,70] 0,17 

∆ dugačkog dijametra  LK, mm   

GTA 0,11  [-3,48 - 3,68] ref. haplotip 

ACG -0,61 [-4,80 - 3,58] 0,84 

ACA 4,62  [0,00 - 9,26] 0,19 

GCA 1,66  [-6,02 - 9,34] 0,70 

ATA -8,92 [-19,36 - 1,52] 0,14 

ATG 5,39  [-1,02 - 11,80] 0,14 

Prema Bonferroni korekciji, zbog testiranja 13 ehokardiografskih parametara strukture i funkcije 
leve komore srca, vrednosti verovatnoće p < 0,004 su smatrane statistički značajnim. 

 

Tabela R15. Uticaj haplotipova varijanti rs9349379, rs2026458  i rs2876300 gena PHACTR1 
na promenu ehokardiografskih parametara funkcije leve komore (LK) srca tokom 6 meseci 
od IM 

Ehokardiografski parametar srednja vrednost [95% CI] p  

∆ udarnog volumena  LK, ml 
  

GTA 8,28  [0,06 – 16,50] ref. haplotip 

ACG 3,52  [-4,28 – 11,32] 0,49 

ACA 6,40  [-6,02 – 18,82] 0,81 

GCA -0,12 [-15,96 – 15,70] 0,37 

ATA 3,40  [-27,50 – 34,32] 0,76 

nastavak Tabele R15 je na sledećoj strani 
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∆ ejekcione frakcije LK, % 
  

GTA 0,98  [-2,44 - 4,40] ref. haplotip 

ACG 1,58  [-2,58 - 5,72] 0,84 

ACA -1,18 [-4,72 - 2,34] 0,47 

GCA 1,52  [-9,96 - 13,00] 0,93 

ATA 5,90  [-6,92 - 18,74] 0,48 

∆ kratkog dijametra  LK, mm   

GTA 0,18   [-1,41 - 1,78] ref. haplotip 

ACG 0,18   [-1,68 - 2,03] 0,99 

ACA 1,17   [-2,61 - 4,97] 0,66 

GCA 0,72   [-6,87 - 8,31] 0,89 

∆ ukupnog radijalnog deformiteta 
miokarda, % 

  

GTA 3,19  [-0,58 - 6,96] ref. haplotip 

ACG 1,60  [-3,12 - 6,34] 0,68 

ACA 4,41  [-1,00 - 9,82] 0,73 

GCA -4,01 [-11,64 - 3,62] 0,10 

ATA 0,87  [-15,74 - 17,48] 0,80 

∆ ukupnog longitudinalnog deformiteta 
miokarda, % 

  

GTA -0,08 [-1,08 - 0,92] ref. haplotip 

ACG -0,95 [-2,28 - 0,38] 0,37 

ACA -1,50 [-3,56 - 0,56] 0,24 

GCA -0,37 [-4,10 - 3,36] 0,89 

ATA -0,39 [-5,58 - 4,80] 0,91 

∆ bazalnog cirkumferentnog deformiteta 
miokarda, % 

  

GTA -0,53 [-2,32 - 1,24] ref. haplotip 

ACG -1,76 [-4,02 - 0.48] 0,43 

ACA -3,37 [-6,02 - -0,72] 0,11 

GCA -1,05 [-6,42 - 4,30] 0,86 

∆ apikalnog cirkumferentnog deformiteta 
miokarda, % 

  

GTA 0,01  [-2,14 - 2,18] ref. haplotip 

ACG -1,21 [-3,62 - 1,20] 0,51 

ACA -3,55 [-7,00 - -1,00] 0,11 

GCA -1,89 [-7,44 - 3,66] 0,54 

Prema Bonferroni korekciji, zbog testiranja 13 ehokardiografskih parametara strukture i funkcije 
leve komore srca, vrednosti verovatnoće p < 0,004 su smatrane statistički značajnim. 
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4.2.3. Nivo transkripcije gena PHACTR1 u mononuklearnim ćelijama 

periferne krvi (MĆPK)  

 

 Analiza nivoa transkripcije ispitivanih gena u MĆPK urađena je na uzorcima 
periferne krvi 35 ispitanika iz kontrolne grupe i 74 ispitanika sa AKOA 6 meseci nakon 
prvog IM. Vrednosti i poređenje njihovih osnovnih podataka prikazani su u Tabeli R16. 
Tabela je objavljena na engleskom jeziku u  Kuveljić i sar., 2021. [128]. 

 

Tabela R16. Vrednosti osnovnih parametara u kontrolnoj grupi i kod ispitanika sa AKOA 
od kojih je uzeta krv 6 meseci nakon prvog IM 

Parametar 
Kontrolna grupa 
n=35 

IM  
n=74 

p 

Starost, godine 51,51 ± 9,68 54,47 ± 8,02 ns* 

Pol, ţ/m, % 51,35/48,65 23,68/76,32 < 0,01 

BMI, kg/m2 26,38 ± 3,63 27,33 ± 3,87 ns* 

TC, mmol/l 5,56 ± 0,99 5,42 ± 1,05 ns* 

HDLC, mmol/l 1,50 ± 0,30 1,07 ± 0,25 < 0,01* 

LDLC, mmol/l 3,54 ± 0,86 3,48 ± 1,08 ns* 

TG, mmol/l 1,29 ± 0,71 1,90 ± 1,23 < 0,01* 

DMT II, % 0,00 33,33 NA 

Hipertenzija, % 28,57 52,00 ns 

Pušenje, % 38,10 38,67 ns 

Vrednosti parametara su prikazane kao sv ± SD za: starost, BMI - indeks telesne mase (eng. Body 
Mass Index), TC - ukupni holesterol (eng. Total Cholesterol), HDLC - HDL holesterol (eng. High-
Density Lipoprotein Cholesterol), LDLC - LDL holesterol (eng. Low-Density Lipoprotein Cholesterol) i 
TG - trigliceridi; DMT II - diabetes melitus tip 2; VSB - više-sudovna bolest srca; χ2 test je korišćen 
za poređenje kategorijskih parametara; *– Mann-Whitney U test je korišćen za poređenje srednjih 
vrednosti parametara koje nisu u normalnoj raspodeli između kontrolne grupe i ispitanika sa IM; 
ns – nije značajno; NA – nije primenljivo; vrednosti verovatnoće p < 0,05 su smatrane statistički 
značajnim. 

 
 

Analiza nivoa transkripcije gena PHACTR1, nezavisno od ispitivanih varijanti gena 
PHACTR1, pokazala je da je nivo transkripcije gena PHACTR1 statistički značajno viši u 
MĆPK ispitanika 6 meseci nakon IM u odnosu na MĆPK ispitanika iz kontrole grupe, p = 
0,02. Na Grafiku R4 predstavljene su PHACTR1 2-ΔCt vrednosti za svaki analizirani uzorak 
MĆPK, podeljene prema kontrolnoj grupi i ispitanicima sa AKOA 6 meseci nakon IM. 
Grafik je je publikovan na engleskom jeziku u  Kuveljić i sar., 2021. [128]. 
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Grafik R4. Nivo transkripcije gena PHACTR1 u mononuklearnim ćelijama periferne krvi u kontrolnoj 
grupi i kod ispitanika sa AKOA 6 meseci nakon prvog IM 
Kvantifikacija transkripcije gena PHACTR1 urađena je na 35 uzoraka MĆPK ispitanika iz kontrole 
grupe i 74 uzorka MĆPK ispitanika sa AKOA 6 meseci nakon prvog IM. Analizom u 
kompjuterskom programu GraphPad pokazano je da je nivo transkripcije gena PHACTR1 značajno 
povišen u MĆPK ispitanika sa AKOA 6 meseci nakon IM, u odnosu na MĆPK ispitanika iz 
kontrole grupe, p = 0,02; vrednosti verovatnoće p < 0,05 su smatrane statistički značajnim.  
 

 Dalje smo ispitivali uticaj haplotipova varijanti rs9349379, rs2026458 i rs2876300 na 
nivo transkripcije gena PHACTR1 u MĆPK kod ispitanika sa AKOA 6 meseci nakon prvog 
IM. Na Grafiku R5 prikazane su srednje ΔCt vrednosti za svaki haplotip, kao i 
verovatnoće uticaja haplotipova ispitivanih varijanti na nivo transkripcije gena PHACTR1. 
Pokazano je da haplotip ACG ima statistički značajno viši nivo transkripcije gena 
PHACTR1 u MĆPK kod ispitanika 6 meseci nakon IM, u odnosu na referentni haplotip 
GTA (p = 0,04). Grafik je publikovan na engleskom jeziku u  Kuveljić i sar., 2021. [128]. 
 

 

 

 
Grafik R5. Nivo transkripcije gena PHACTR1 u mononuklearnim ćelijama periferne krvi (MĆPK) u 
odnosu na haplotipove varijanti gena PHACTR1 
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Kvantifikacija transkripcije gena PHACTR1 urađena je na 74 uzorka MĆPK ispitanika sa AKOA 6 
meseci nakon prvog IM. Na grafiku su rezultati prikazani kao 1/sv ΔCt, što su srednje vrednosti 
ΔCt za svaki haplotip. Pokazano je da haplotip ACG ima statistički značajno povišen nivo 
transkripcije gena PHACTR1 u MĆPK 6 meseci nakon IM, u odnosu na referentni haplotip GTA, 
sv ΔCt = 11,23; 95% CI 10,81–11,65, p = 0,04. * - Referentni haplotip; Redosled alela u 
haplotipovima je sledeći: rs9349379 A/G, rs2026458 C/T i rs2876300 A/G; Haplotipovi GCG i GTG 
sa frekvencijom < 0,05, u obe ispitivane grupe, nisu bili uključeni u statističku analizu; vrednosti 
verovatnoće p < 0,05 su smatrane statistički značajnim. 

 

4.2.4. Nivo transkripcije gena EDN1 u mononuklearnim ćelijama periferne 

krvi 

 

Analizom transkripcije gena EDN1 u MĆPK ispitanika iz kontrolne grupe i 
ispitanika sa AKOA 6 meseci nakon prvog IM, nezavisno od ispitivanih varijanti gena 
PHACTR1, ustanovili smo značajno povišeni nivo iRNK EDN1 kod ispitanika sa AKOA u 
odnosu na kontrolnu grupu, p = 0,03. Na Grafiku R6 predstavljene su EDN1 2-ΔCt 
vrednosti za svaki analizirani uzorak MĆPK, u okviru kontrolne grupe i i grupe ispitanika 
sa AKOA, 6 meseci nakon IM. 

 

 

Grafik R6. Nivo transkripcije gena EDN1 u mononuklearnim ćelijama periferne krvi u kontrolnoj 
grupi i kod ispitanika sa AKOA 6 meseci nakon prvog IM 
Kvantifikacija transkripcije gena EDN1 urađena je na 35 uzoraka MĆPK ispitanika iz kontrole 
grupe i 69 uzorka MĆPK ispitanika sa AKOA 6 meseci nakon prvog IM. Analizom u 
kompjuterskom programu GraphPad pokazano je da je nivo transkripcije gena EDN1 statistički 
značajno povišen u MĆPK ispitanika sa AKOA 6 meseci nakon IM, u odnosu na MĆPK ispitanika 
iz kontrole grupe, p = 0,03; vrednosti verovatnoće p < 0,05 su smatrane statistički značajnim. 
 

Analizirali smo uticaj PHACTR1 varijanti pojedinačno i u haplotipu na nivo 
transkripcije gena EDN1 u MĆPK kod ispitanika sa AKOA 6 meseci nakon prvog IM. 
Varijante rs9349379, rs2026458 i rs2876300 pojedinačno nisu imale uticaja na transkripciju 
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gena EDN1 (rezultati nisu prikazani). Na Grafiku R7 prikazane su srednje vrednosti ΔCt 
za svaki haplotip. Nijedan haplotip nije pokazao statistički značajnu asocijaciju sa nivoom 
transkripcije gena EDN1. 

 

    

 

 

Grafik R7. Nivo transkripcije gena EDN1 u mononuklearnim ćelijama periferne krvi (MĆPK) u odnosu na 
haplotipove varijanti gena PHACTR1 

Kvantifikacija transkripcije gena EDN1 urađena je na 69 uzorka MĆPK ispitanika sa AKOA 6 
meseci nakon prvog IM. Na grafiku su rezultati prikazani kao 1/sv ΔCt, jer je parameter Ct 
obrnuto proporcionalan nivou transkripcije. Nijedan haplotip nije imao značajan uticaj na nivo 
transkripcije gena EDN1 u MĆPK 6 meseci nakon IM, u odnosu na referentni haplotip GTA. * - 
Referentni haplotip; Redosled alela u haplotipovima je sledeći: rs9349379 A/G, rs2026458 C/T i 
rs2876300 A/G; Haplotipovi GCG i GTG sa frekvencijom < 0,05, u obe ispitivane grupe, nisu bili 
uključeni u statističku analizu; vrednosti verovatnoće p < 0,05 su smatrane statistički značajnim. 
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5. DISKUSIJA 

 

 Sedam miliona ljudi godišnje umre od posledica kardiovaskularnih bolesti (KVB), 

podaci su Svetske zdravstvene organizacije, dok daleko više ljudi doţivi akutni događaj, a 

kod skoro svake druge osobe razvija se subklinička, asimptomatska ateroskleroza. Iako su 

poznati brojni faktori rizika za nastanak, razvoj i komplikacije KVB, kako sredinski, tako i 

genski, i dalje je smrtnost, kao i broj obolelih izuzetno veliki. Uvođenje procene rizika, za 

nastanak fatalnih KV događaja u kliničku praksu, na osnovu tradicionalnih faktora rizika 

(starenje, pol, porodična istorija KVB, krvni pritisak, dijabetes, lipidni i pušački status) 

[129], svakako je doprinelo smanjenju smrnosti u poslednjih nekoliko decenija, ali i dalje 

nijedan genski marker nije uvršćen u standardnu kliničku praksu procene rizika. Mnoga 

znanja koja su proistekla iz genetičkih istraţivanja upotrebljena su u razvoju terapije za 

KVB, ali njihov potpuni potencijal nije iskorišćen i u svrhu dijagnostike i prevencije. Od 

2015. godine izvedeno je više studija [130, 131], koje su upoređivale procenu rizika za 

nastanak i razvoj koronarne bolesti (KB) na osnovu uobičajenih faktora rizika i na osnovu 

stepena genetičkog rizika, parametra određenog prema broju genskih varijanti asociranih 

sa KB [63]. Pokazalo se da je stratifikacija ispitanika prema stepenu genetičkog rizika 

jednaka, ako ne i efikasnija od stratifikacije na osnovu konvencionalnih metoda procene 

rizika za KB, ipak rutinska klinička primena još uvek nije preporučena zbog mogućih 

etničkih razlika jer je većina studija vršena na ispitanicima evropskog porekla, ali i na 

ispitanicima sa već potvrđenom KB. Prednosti procene stepena genetičkog rizika su da je 

nezavisan od starosti i uobičajenih faktora rizika i u korelaciji je sa subkliničkom 

ateroslerozom, a njegovo određivanje je lako dostupno i relatvno jeftino [63]. Danas se u 

kliničkoj praksi terapija uvodi tek kao sekundarna prevencija nakon akutnog događaja, a u 

budućnosti najviše koristi od procene stepena genetičkog rizika imaće osobe sa 

procenjenim visokim stepenom genetičkog rizika koje će zato biti uključene u sistem 

primarne terapijske prevencije, pre nego što potencijalno preţive prvi akutni događaj. 

 Većina genskih varijanti za koje je utvrđeno da nose deo genetičkog rizika za KB 

nalaze se u okviru gena čiji je tačan uticaj na KB nepoznat i rasvetljavanje njihovog 

mehanizma delovanja doprinelo bi znanju o aterosklerozi i uvećalo potencijal za razvijanje 

novih tretmana i terapija u prevenciji i lečenju KB. Jedan od gena za koji se ne zna tačan 

mehanizam dejstva, a koji je bio jako asociran sa aterosklerozom koronarnih arterija i IM 

[81] je PHACTR1. U ovoj doktorskoj disertaciji validirana je asocijacija gena PHACTR1 sa 

aterosklerozom koronarnih arterija, u srpskoj populaciji, a prvi put ispitivana asocijacija 

gena PHACTR1 sa aterosklerozom karotidnih arterija. Kao potencijalni marker rizika za 

aterosklerozu, gen PHACTR1 je u ovoj studiji ispitivan kroz tri izabrane genske varijante, a 

u dva različita tipa tkiva. Dosadašnja istraţivanja su otkrila da PHACTR1 ima uticaj na 

kardiovaskularni sistem, i u fiziološkom i u patološkom stanju, a naše istraţivanje ukazalo 

je na to da varijante gena PHACTR1 doprinose razvoju ateroskelroze i utiču na 

transkripciju gena PHACTR1 i u tkivu aterosklerotskog plaka i u cirkulaciji. 

 U ovoj doktorskoj disertaciji odredili smo frekvencije odabranih varijanti gena 

PHACTR1: rs9349379, rs2026458 i rs2876300, u srpskoj populaciji, na uzorku od 310 

ispitanika iz kontrolne grupe i konstatovali da su u skladu sa frekvencijama u ostalim 
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evropskim populacijama. Prema projektu 1000 genoma [124], globalno je alel G genske 

varijante rs9349379 ređi i njegova frekvencija je 0,38. Ipak distribucija frekvencija između 

populacija se vrlo razlikuje, tako da je alel A ređi alel u populacijama Istočne Azije, sa 

frekvencijom 0,31, dok je alel G toliko redak u afričkim populacijama da je skoro na nivou 

mutacije, sa frekvencijom 0,03. U srpskoj populaciji frekvencija ređeg alela G u kontrolnoj 

grupi je bila 0,42, što je nešto više u odnosu na prosečnu frekvenciju u evropskim 

populacijama koja je 0,40. Kod druge dve odabrane varijante distribucija frekvencija nema 

toliki raspon u svetskim populacijama, a ređi aleli su isti u svim populacijama. Ređi alel 

genske varijante rs2026458 je alel T i globalno je njegova frekvencija 0,35. U evropskim 

populacijama frekvencija ređeg alela je 0,47, a dobijeni podaci za srpsku populaciju sa 

frekvencijom 0,42 bili su nešto niţi nego u evropskim populacijama. Ređi alel genske 

varijante rs2876300 je alel G i globalno je njegova frekvencija 0,17, dok je u evropskim 

populacijama frekvencija alela G povećana i iznosi 0,30, a vrlo slično je bilo i u srpskoj 

populaciji, 0,31. 

 

Varijante gena PHACTR1 u aterosklerozi karotidnih arterija 

 

 Prisustvo karotidnog plaka (KP) je jasan znak uznapredovale karotidne 
ateroskleroze. U zavisnosti od tipa KP, on moţe biti faktor rizika za pojavu akutnog 
događaja, mnogo značajniji od povećanog zadebljanja regiona intima - medija (IMT) 
karotidne arterije [132]. IMT je dobar marker subkliničke ateroskleroze, jer prethodi 
nastanku plaka, ali se moţe javiti i nezavisno od aterosklerotskih procesa, npr. sa 
godinama ili kod obolelih od neaterosklerotskih tipova KVB, dok plak nastaje isključivo 
putem proaterogenih procesa. U ovoj doktorskoj disertaciji ispitivali smo povezanost 
odabranih varijanti gena PHACTR1 sa prisustvom karotidnog plaka kod ispitanika sa 
aterosklerozom karotidnih arterija (AKA). Pojedinačno, varijante gena PHACTR1 nisu 
pokazale značajnu asocijaciju sa prisustvom KP. Jedino je alel C varijante rs2026458 
asociran sa prisustvom KP kod ispitanika sa AKA, ali se značajnost izgubila nakon 
korekcije zbog višestrukog testiranja, odnosno ispitivanja tri genske varijante. Ipak, 
haplotipska analiza tri odabrane varijante gena PHACTR1 dala je značajne rezultate, 
imajući u vidu da je u ovoj doktorskoj disertaciji prvi put ispitivana asocijacija gena 
PHACTR1 sa aterosklerozom karotidnih arterija. Snaga studije je iznosila 80% za 
asocijaciju haplotipova varijanti gena PHACTR1 sa prisustvom KP na uzorku od 501 
ispitanika sa AKA. Pokazali smo značajnu i nezavisnu asocijaciju haplotipa ACA, varijanti 
gena PHACTR1, sa prisustvom karotidnog plaka u odnosu na referentni haplotip GTA 
[127]. Rezultat smo korigovali na pol, starost, BMI, hipertenziju i ukupni holesterol, čime 
smo pokazali da je uticaj haplotipa varijanti gena PHACTR1 na aterosklerozu karotidnih 
arterija nezavisan od uobičajenih faktora rizika. Prethodno je pokazan nezavisan uticaj 
varijante rs9349379 u koronarnim arterijama [78]. Asocirani haplotip ACA sadrţao je češće 
alele sve tri genske varijante, dok prisustvo haplotipa sa sva tri ređa alela, GTG, nije 
detektovano u ispitivanoj populaciji. Takođe, haplotipovi ATG i GCG, bili su slabo 
zastupljeni, sa frekvencijom <0,05, zbog čega nisu bili uključeni u statističku obradu 
rezultata.  
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 Kiando i sar., koji su ispitivali vezu između neaterosklerotskog fenotipa, 
fibromuskularne displazije (FMD), i varijante rs9349379 gena PHACTR1, u studiju su 
uključili i veliku grupu kontrolnih ispitanika, skoro dve i po hiljade [103]. Utvrdili su 
značajno povećanje IMT karotidne arterije kod zdravih nosilaca alela A varijante 
rs9349379, kao i značajno suţenje lumena krvnog suda. Kako povećanje IMT prethodi 
nastanku plaka, ovaj podatak, zajedno sa asocijacijom alela A, u haplotipu ACA, sa 
prisustvom KP govori u prilog povezanosti varijante rs9349379 sa promenama u zidu 
karotidne arterije. Promene u zidu krvnih sudova su u sprezi sa endotelnom disfunkcijom, 
a u nekoliko studija pokazano je da je PHACTR1 u vezi sa endotelnom disfunkcijom 
posredstvom uticaja na oksidativni stres i inflamaciju [92, 93]. Jarray i sar., ukazali su na to 
da je PHACTR1 preko regulacije funkcije protein fofataze 1 (PP1), bio uključen u proces 
produkcije NO [92], glavnog vazodilatatora i medijatora fiziološke funkcije endotela. 
Pokazali su da je utišavanje transkripcije gena PHACTR1 u EĆ dovelo do inhibicije 
fosforilišuće aktivnosti PP1 [95], što je prouzrokovalo nedostatak Ca2+ u ćeliji, jer je njegov 
unos preko CREB/Ca2+ zavisnog puta bio obustavljen. A pošto su i CREB i eNOS 
fosforlacija, posredstvom AMPK [92], takođe bile obustavljene, došlo je do smanjene 
produkcije NO, što  dovodi do endotelne disfunkcije. Takođe, metodom utišavanja 
transkripcije gena PHACTR1 u EĆ, Zhang i sar. su pokazali da dolazi do smanjenja 
produkcije NO, ali putem smanjenja fosforilacije p47phox, subjedinice NADPH oksidaze 
[93]. Pored toga, pokazali su vaţnu ulogu PHACTR1 u indukovanju inflamacije izazvane 
oksidativnim stresom, odnosno prisustvom oksidovanih LDL u EĆ. PHACTR1 je, 
zahvaljujući svojim RPEL domenima, učestvovao u MRTF-A posredovanoj translokaciji 
p65 u jedro, gde p65 indukuje transkripciju NF-kB, potentnog proinflamatornog faktora 
[93]. Oksidativni stres, endotelna disfunkcija i hronična inflamacija su procesi koji se 
nalaze u srţi nastanka i progresije ateroskleroze, a činjenica da PHACTR1 ima udela u 
njima ide u prilog pretpostavci da je PHACTR1 jedan od sistemskih medijatora 
ateroskleroze.  
 Ispitanici sa aterosklerozom karotidnih arterija u ovoj doktorskoj disertaciji su u 
proseku bili stariji od šezdeset pet godina, sa stenozom >70% i bez simptomatskih 
događaja u prethodnih šest meseci, što ukazuje na uznapredovalu, ali stabilnu AKA. Ovo 
je moglo biti jedno od objašnjenja zašto haplotipovi varijanti gena PHACTR1 nisu pokazali 
značajnu asocijaciju sa prethodnim CVI i sa ultrasonografski definisanim hipoehogenim 
tipom karotidnog plaka. Haplotip ACA, asociran sa prisustvom KP, imao je manju 
frekvenciju kod ispitanika koji su doţiveli CVI u odnosu na one koji nisu, a takođe i kod 
ispitanika sa hipoehogenim tipom plaka u odnosu na one sa hiperehogenim plakom. 
Vaţno je naglasiti da tokom progresije ateroskleroze dolazi do formiranja plakova sa 
velikim lipidnim jezgrom i tankom fibroznom kapom koji su skloni pucanju (hipoehogeni 
tip plaka) [16] i izazivanju akutnih događaja (CVI) [24], ali i do stvaranja plakova sa 
kalcifikacijama koji dovode do visokog stepena stenoze i okluzije krvnog suda. 
Kalcifikovani plakovi su manje skloni pucanju [133], te je veliki procenat kalcifikovanih 
plakova, blizu 60%, među našim ispitanicima, bio znak stabilne ateroskleroze. Naši 
rezultati ukazuju na to da su haplotipovi varijanti gena PHACTR1 povezani sa hroničnom 
inflamacijom i napredovanjem ateroskleroze više nego sa akutnim događajima. Ipak, treba 
napomenuti da je broj ispitanika koji je doţiveo CVI u našoj grupi ispitanika sa AKA bio 
relativno mali, tako da bi istraţivanje trebalo sprovesti na većoj grupi ispitanika. Takođe, 
za definisanje tipa karotidnog plaka korišćena je metoda Dopler ultrasonografije. Iako je 
podudarnost ultrasonografske procene podtipova karotidnog plaka bila stopostotna sa 
postoperativnim nalazom, uvođenjem kontrastne ultrasonografije ili dinamičke kontrastne 
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magnetne rezonance [134, 135], mogli bi se sagledati dodatni aspekti aterosklerotskih 
lezija, npr. prisutnost i razvijenost procesa neovaskularizacije. To bi doprinelo finijem i 
preciznijem definisanju plaka koji je potencijalno podloţan pucanju [136].  
 Proces neovaskularizacije koristi iste mehanizme kao proces angiogeneze. Okidač 
za neovaskularizaciju je hipoksija koja aktivira VEGF, a Jarray i sar., ukazali su da VEGF 
indukuje povećanje transkripcije gena PHACTR1, i da je PHACTR1 uključen u formiranje 
vaskularnih tubula [94]. Pokazali su da je utišavanje transkripcije gena PHACTR1 vodilo 
obustavljanju formiranja tubula krvnih sudova putem apoptoze [94]. Proces 
neovaskularizacije često je neusklađen i nedovoljno regulisan, te vodi formiranju 
defektnih krvnih sudova. Na taj način moţe doći do krvarenja unutar plaka, koje je faktor 
nestabilnosti, jer omogućava ulazak dodatnih inflamatornih ćelija i akumulaciju lipida u 
plaku. Neovaskularizacija, takođe, omogućava kalcifikaciju [136], jer novi krvni sudovi 
mogu da posluţe kao potpora osteoprogenitoskim ćelijama čija diferencijacija je pod 
uticajem citokina i angiogenih faktora, kao što je VEGF. Periciti, ćelije koje su odgovorne 
za sazrevanje i stabilnost krvnih sudova, takođe mogu da se diferenciraju u 
osteoprogenitorske ćelije, predvodnike procesa kalcifikacije. Pokazano je da su 
kalcifikacije bile prisutne samo na mestima obilne neovaskularizacije [137]. Pored učešća u 
procesu neovaskularizacije, pokazana je i direktna veza PHACTR1 sa procesom 
kalcifikacije. Naime, Aherrahrou i sar., su uvideli da je pod uticajem kalcifikacije rastao 
nivo transkripcije gena PHACTR1 u GMĆ aorte [76]. Dakle, PHACTR1 bi mogao, kroz 
svoju angaţovanost u procesima neovaskularizacije i kalcifikacije, da doprinosi razvoju 
uznapredovalog aterosklerotskog plaka, a samim tim i opštoj progresiji ateroskleroze.  

 Ispitujući uticaj varijanti gena PHACTR1 na nivo njegove transkripcije u 
karotidnom plaku, pokazali smo asocijaciju haplotipa ACG sa značajno povišenom 
transkripcijom gena PHACTR1 u karotidnom plaku, u poređenju sa referentnim 
haplotipom GTA [127]. Isti haplotip, ACG, asocirali smo sa povišenim nivoom 
transkripcije gena PHACTR1 i u mononuklearnim ćelijama periferne krvi (MĆPK) 
ispitanika sa aterosklerozom kornarnih arterija (AKOA) šest meseci nakon IM [128]. Ova 
saznanja u skladu su sa podacima GTEx projekta [107], prema kojima svaki od alela u 
haplotipu ACG pojedinačno dovodi do povećanja nivoa transkripcije gena PHACTR1 u 
aorti i tibijalnoj arteriji. Nekoliko studija je do sada ispitivalo transkripciju gena PHACTR1 
i uticaj genskih varijanti na nju, ali nijedna nije ispitivala uticaj haplotipova na nivo iRNK 
PHACTR1. Beaudoin i sar., pokazali su da je varijanta rs9349379 eQTL za gen PHACTR1 u 
koronarnim arterijama [78], a pretpostavljeni mehanizam delovanja je bio da ređi alel G 
narušava mesto vezivanja transkripcionog faktora MEF2A (eng. myocyte enhancer factor 2A) 
čime bi dovodio do smanjenja transkripcije gena PHACTR1 [78]. Transkripcioni faktor 
MEF2A [138] uključen je u rani razvoj kardiovaskularnog sistema kroz procese 
proliferacije ćelija, diferencijacije mišića i apoptoze. Vrlo visok nivo MEF2A bio je prisutan 
u endotelskim i glatkim mišićnim ćelijama arterija, a neke varijante gena MEF2A 
povezivane su sa KB [139]. Ipak, zbog izrazite konzerviranosti četiri proteina familije 
transkripcionih faktora MEF2, Beaudoin i sar., nisu mogli sa potpunom sigurnošću da 
utvrde da li se za mesto na DNK na kome se nalazi varijanta rs9349379 vezuje samo 
MEF2A ili i MEF2C [78]. Takođe, u još jednoj studiji koja je  rađena na kulturi ćelija 
humanih fibroblasta je pokazano da češći alel A genske varijante rs9349379 povećava 
transkripciju gena PHACTR1 [103]. 

Pošto smo prethodno haplotip ACA asocirali sa prisustvom karotidnog plaka, a 
haplotip ACG sa povišenom transkripcijom gena PHACTR1 u karotidnom plaku, uradili 
smo dodatnu analizu u kojoj smo ispitivali da li aleli A i G treće ispitivane varijante 
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rs2876300 menjaju uticaj haplotipa AC, koga čine češći aleli genskih varijanti rs9349379 i 
rs2026458, na nivo transkripcije gena PHACTR1. Pokazali smo da je transkripcija gena 
PHACTR1 značajno smanjena kod haplotipa ACA u odnosu na haplotip ACG. Kako se 
varijanta rs2876300 nalazi u okviru genskog pojačivača transkripcije (eng. gene enhancer, 
GH), to moţe značiti da ona ima uticaj na regulaciju transkripcije, bilo preko interakcije sa 
hromatinom ili izmenom vezujućeg mesta transkripcionih faktora. GH06J012893, 
pojačivač transkripcije u okviru kojeg se nalazi varijanta rs2876300, u mogućnosti je da 
veţe dvadeset četiri transkripcionih faktora i da učestvuje u regulaciji pet gena, uključujući 
gen PHACTR1 [140]. Osim varijante rs2876300, i genska varijanta rs9349379 nalazi se u 
okviru pojačivača transkripcije, GH06J012903, koji reguliše transkripciju šest gena. U 
okviru ENCODE projekta su ispitali četiri uzorka tkiva aorte [141], i pokazali da u 
hromatinu na mestu varijante rs9349379 postoji acetilacija lizina 27 na histonu 3 
(H3K27ac), što je epigenetsko obeleţje aktivnog pojačivača transkripcije. Od svih gena čiju 
tanskripciju su u mogućnosti da regulišu dva pomenuta pojačivača transkripcije, jedino je 
PHACTR1 protein-kodirajući gen, što dodatno ukazuje na to da on jeste gen preko kojeg 
su varijante u lokusu 6p24 povezane sa aterosklerozom. Ostali geni, čiju transkripciju 
potencijalno mogu da regulišu, kodiraju mikroRNK (miRNK) i dugačke nekodirajuće 
RNK (eng. long non-coding RNA, lncRNA). Imajući u vidu da su miRNK i lncRNK značajni 
regulatorni faktori, nije isključeno da bi ispitivane varijante mogle preko njih da utiču na 
kardiovaskularni sistem. Istraţivanja bi se na dalje mogla kretati u pravcu ispitivanja 
utcaja varijanti gena PHACTR1 na pomenute miRNK i lncRNK, kao obećavajućim 
markerima u dijagnostici i terapiji bolesti. 
 Zhang i sar., su jedini do sada uporedili nivo transkripcije gena PHACTR1 u 
zdravim karotidnim arterijama i karotidnim arterijama sa prisustvom plaka [93]. Iako na 
malom uzorku (3 vs. 3), pokazali su da je u obolelim karotidnim arterijama bio povišen 
nivo iRNK PHACTR1. Nivo proteina PHACTR1 takođe je bio povišen u plaku, a najviše je 
bio prisutan u endotelskim ćelijama [93]. Kasikara i sar., su u najnovijoj studiji o PHACTR1 
pokazali da je nivo iRNK PHACTR1 bio najviši u makrofagima i monocitima [98] u odnosu 
na ostale ćelije prisutne u plaku karotidne arterije. Kasikara i sar., su u makrofagima 
detektovali proteine PHACTR1 koji potiču i sa dugačkog transkripta, za koji se do sada 
smatralo da se moţe naći samo u mozgu [79, 80]. Pokazali su da alel G, ređi alel varijante 
rs9349379 gena PHACTR1, dovodi do smanjenja nivoa dugačkog transkripta u 
makrofagima, a ne utiče na ostale transkripte [98]. Ova tvrdnja je u suprotnosti sa 
dosadašnjim istraţivanjima, budući da su Reschen i sar., pokazali da isti alel dovodi do 
smanjenja nivoa kratkog transkripta, koji se jedini i moţe detektovati u makrofagima [79], 
dok su Codina-Fauteux i sar., pored kratkog detektovali i jedan transkript srednje duţine 
[80]. U ovoj doktorskoj disertaciji odabrali smo esej koji je u mogućnosti da detektuje sve 
transkripte gena PHACTR1, osim kratkog transkripta. Podaci iz literature [79, 80] 
ukazivali su na to da su detektovani transkripti srednje duţine, ipak nismo mogli da 
isključimo mogućnost da je detektovan i dugački transkript. A nova istraţivanja [98] 
potvrdila su tu mogućnost, pokazujući da je  polje transkriptomike gena PHACTR1 još 
nedovoljno ispitano i da zahteva podrobnija istraţivanja. 
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Varijante gena PHACTR1 u aterosklerozi koronarnih arterija 

 

 Gen PHACTR1 je bio asociran sa infarktom miokarda u GWA studijama i 
validacionim studijama koje su usledile ipak, u studiji na srpskoj populaciji, nismo 
validirali asocijaciju varijanti u genu PHACTR1 sa IM ni pojedinačno ni u haplotipu. Gen 
PHACTR1 je prvobitno bio povezan sa KVB preko varijante rs12526453 u GWA studiji na 
ispitanicima sa ranim IM [81]. Kasnije se varijanta rs9349379 istakla kao najznačajnija u 
PHACTR1 lokusu i bila je asocirana sa IM u studiji koja je obuhvatila sedam hiljada 
ispitanika evropskog porekla [84], uključujući i ispitanike iz studije sa ranim IM [81]. 
Opseţna studija Beaudoin i sar., na preko hiljadu ispitanika koji su doţiveli IM definitivno 
je potvrdila da je varijanta rs9349379 bila jače asocirana sa IM nego varijanta rs12526453 
[78]. Mora se istaći da je kriterijum za učešće u navedenim studijama bio manje specifičan 
po pitanju tipa infarkta miokarda od kriterijuma u našem istraţivanju u kojem su 
učestvovali samo ispitanici sa prvim IM i to isključivo kao posledicom ishemijske bolesti 
srca. Stroţiji odabir ispitanika i njihov relativno mali broj mogli bi biti glavni faktori koji su 
uticali na rezultat vezan za nepostojanje povezanosti varijanti u genu PHACTR1 sa IM u 
ovoj studiji. Međutim, vaţno je istaći da su naši rezultati u skladu sa GWA studijom 
CHARGE konzorcijuma u kojoj nije pokazana asocijacija gena PHACTR1 ni sa IM ni sa KB 
[142], naročito jer je u pitanju bila prospektivna studija u kojoj je jedan fenotip od interesa 
bio prvi IM. Na početku ove studije dvadeset četiri hiljade ispitanika bilo je bez KB i IM, a 
nakon u proseku osam godina, 10% ispitanika razvilo je KB, a više od 6% doţivelo je IM. 
Ni u jednoj od ovih grupa ispitanika nije pokazana asocijasija sa genskom varijantom iz 
PHACTR1 lokusa [142]. U našoj studiji je frekvencija ređeg alela G varijante rs9349379 u 
kontrolnoj grupi (0,42) nešto viša u odnosu na frekvenciju u evropskim populacijama 
(0,40) što bi moglo biti od značaja u asocijacionim studijama, pogotovo imajući u vidu da 
je povezanost rs9349379 gena PHACTR1 sa IM postignuta na jako velikom broju ispitanika 
[84] gde, u statističkom smislu, razlika u frekvenciji alela od samo nekoliko procenata 
moţe uticati na rezultat i dostići predviđenu značajnost. 
 U ovoj doktorskoj disertaciji, asocirali smo ređi alel G varijante rs2876300 gena 
PHACTR1 sa višesudovnom bolešću (VSB) srca [128], koja predstavlja teţi oblik bolesti, jer 
je povezana sa većom smrtnošću u odnosu na jednosudovnu bolest (JSB) [143]. Snaga 
studije je bila 61% za asocijaciju varijante gena PHACTR1 sa VSB na uzorku od 490 
ispitanika sa AKOA. Slična asocijacija pokazana je u libanskoj populaciji između varijanti 
u genu PHACTR1 i broja krvnih sudova sa stenozom [144], gde je jačina asocijacije rasla sa 
brojem krvnih sudova koji su imali stenozu. VSB je vaţan faktor u proceni odabira 
tretmana za obolelog [145], pogotovu kod obolelih sa STEMI IM, kod kojih blizu polovine 
obolelih ima VSB. Većina ispitanika u našoj studiji, blizu 90%, je imala STEMI IM, a preko 
50% ispitanika imalo je VSB. Rasprave na temu odabira najbolje metode revaskularizacije, 
kod obolelih od VSB, još uvek su otvorene, tako da bi identifikovanje genskih markera 
asociranih sa parametrima teţine bolesti doprinelo odgovoru na aktuelna pitanja u ovoj 
oblasti. Varijante u genu PHACTR1, rs9349379 i rs2026458, asocirane su sa još jednim 
dobro poznatim faktorom rizika za razvoj uznapredovale ateroskleroze, sa kalcijfikacijom 
koronarnih arterija (KKA) [84]. Pechlivanis i sar., potvrdili su asocijaciju ovih varijanti 
gena PHACTR1 sa stepenom KKA, a dodatno su gensku varijantu rs9349379 povezali i sa 
prisustvom kalcifikacije [85]. Takođe je genska varijanta rs9349379 bila asocirana sa 
stepenom KKA, u multietničkoj studiji koja je ispitivala parametre subkliničke 
ateroskleroze [146]. Varijanta je bila asocirana sa prisustvom i sa stepenom KKA samo kod 
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ispitanika evropskog porekla, ali ne i kod ispitanika afro-američkog, hispano i kineskog 
porekla. Asocijacija varijanti u genu PHACTR1 sa kalcifikacijom koronarnih arterija i sa 
višesudovnom bolešću, kandiduje ih za potencijalne modifikatore toka bolesti i faktore 
rizika za razvoj koronarne bolesti. Moguće je da upravo preko sistemske stenoze i 
kalcifikacije gen PHACTR1 posredno utiče na IM i koronarnu bolest. 
 U prilog našoj pretpostavci da varijante u genu PHACTR1 vode uznapredovalom 
obliku bolesti govori i pokazana značajna asocijacija haplotipova varijanti gena PHACTR1 
sa vrednostima SYNTAX skora (SS) koji je indikator teţine koronarne bolesti. SYNTAX 
skor koristi se za procenu postoperativnog toka bolesti i ima veliku ulogu u odabiru 
metode revaskularizacije kod obolelih od VSB. Za sada su, u kliničkoj praksi, vrednosti SS 
≥ 22, uz prisustvo dijabetesa, kod obolelih od VSB dovoljni za odluku da metod 
revaskularizacije bude ugradnja grafta, umesto perkutane koronarne intervencije (PCI) 
[119]. Što se tiče obolelih sa niţim vrednostima SS, pitanje tretmana i dalje je bez 
adekvatne i jasne preporuke. Potrebno je izvagati dobrobit i rizike između PCI, rutinske 
metode gde postoji rizik od ponovnog IM i ugradnje grafta, zahtevnije metode tokom koje 
postoji rizik od CVI. Uvođenje procene genetičkog rizika u kliničku praksu doprinelo bi 
individualizaciji pristupa u odabiru tretmana obolelih od VSB i uopšte u lečenju KB i 
ateroskleroze. Haplotipovi AT i GC, varijanti rs9349379 i rs2026458, gena PHACTR1 
pokazali su značajan homogeni efekat u asocijaciji sa SS, u smislu istog smera i jačine 
asocijacije sa ovim parametrom. Asocirani haplotipovi su kombinacija češćih i ređih alela 
ispitivane dve varijante gena PHACTR1, što je ukazalo na to da su te dve heterozigotne 
kombinacije nosioci rizika za uznapredovali oblik KB. Varijante gena PHACTR1 asocirane 
su i sa kalcifikacijom koronarnih arterija i sa višesudovnom bolešću, koje su bitni 
parametari pri izračunavanju SS, te se na osnovu ovih asocijacija posredno moţe sugerisati 
da varijante gena PHACTR1 doprinose razvoju uznapredovale ateroskleroze. Imajući u 
vidu da je većina ispitanika u našem istraţivanju preţivela akutni događaj, a da nismo 
pokazali asocijaciju varijanti u genu PHACTR1 sa akutnim aterosklerotskim događajima, 
ali jesmo sa vešesudovnom bolešću, kao i sa prisustvom karotidnog plaka, moţemo reći da 
su varijante u genu PHACTR1 značajne za razvoj i progresiju ateroskleroze. 

 Nakon IM dolazi do procesa remodelovanja tkiva, koji je u prvoj fazi protektivan 
proces, ali ako se produţi moţe dovesti do hroničnog narušavanja strukture i funkcije 
srca. U ranoj fazi se uklanjaju ostaci kardiomiocita, a stvaraju nove komponente VĆM kao 
potpora formiranju oţiljnog tkiva na mestu ishemijske povrede srca. U pokušaju da se 
nadomesti narušena struktura i funkcija srca, dolazi do hipertrofije preţivelih 
kardiomiocita i dilatacije leve komore. Ukoliko se proces remodelovanja prolongira, on 
postaje maladaptivan, a posledica su hronične srčane tegobe i srčana insuficijencija. U 
našem istraţivanju deo ispitanika sa AKOA smo prospektivno pratili šest meseci nakon 
IM sa ciljem da se ispita uticaj varijanti gena PAHCTR1 na proces remodelovanja leve 
komore srca. Ispitivali smo razliku u vrednostima ehokardiografskih parametara strukture 
i funkcije srca na prijemu (3-5 dana nakon IM) i na kontrolnom pregledu šest meseci 
nakon IM. Odabrali smo trinaest ehokardiografskih parametara koji opisuju stanje srca 
nakon ishemijske povrede i proces remodelovanja, a koriste se i za praćenje oporavka srca 
i predikciju budućih događaja. Ejekciona frakcija glavni je pokazatelj sistolne funkcije leve 
komore srca zajedno sa udarnim volumenom [147], dok su deformiteti miokarda, koji 
mogu biti radijalni, longitudinalni i cirkumferentni, značajni parametri određivanja 
sistolne funkcije kod ispitanika sa očuvanom ejekcionom frakcijom [148]. Dimenzije srca, 
opisane masom, volumenom i dijametrima u sistoli i dijastoli srca, standardni su 
parametri koji se koriste u dijagnostičke i prognostičke svrhe [149]. Nijedan haplotip 
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izabranih varijanti u genu PHACTR1 nije pokazao statistički značajanu asocijaciju sa 
promenama u ovim parametrima tokom šest meseci, u odnosu na referentni haplotip. Naši 
rezultati su u skladu sa do sada jedinim dostupnim istraţivanjem objavljenim u literaturi 
[96]. Naime, ispitivana je asocijacija varijante rs12526453 gena PAHCTR1, a koja nije 
analizirana u našoj studiji, sa ehokardiografskim parametrima strukture i funkcije srca 
između ispitanika sa poremećenom dijastolnom funkcijom srca i zdravih ispitanika [96] i 
pokazalo se da ova varijanta gena PHACTR1 nema značajan efekat na dijastolnu funkciju 
srca. U istoj studiji je, na animalnom modelu, pokazano da ni povišen nivo iRNK 
PHACTR1 ne utiče na ehokardiografske parametre strukture i funkcije leve komore srca 
pacova u periodu od dve nedelje nakon indukovanog IM.  
 Jedna trećina naših ispitanika razvila je maladaptivno remodelovanje šest meseci 
nakon IM. Analizirali smo da li haplotipovi varijanti gena PHACTR1 imaju uticaj na razvoj 
maladaptivnog remodelovanja, međutim pokazalo se da, u odnosu na referentni haplotip, 
nijedan haplotip nije statistički značajno asociran sa ovim fenotipom. Dosadašnja 
istraţivanja pokazala su da gen PHACTR1 posredno utiče na funkciju enzima 
metaloproteinaza matriksa (MMP) [92], koji su ključni regulatori homeostaze vanćelijskog 
matriksa (VĆM) i samim tim učestvuju u procesu remodelovanja. U ćelijama u kojima je u 
potpunosti bila utišana transkripcija gena PHACTR1, Jarray i sar., su primetili da je nivo 
tkivnih inhibitora MMP (TIMP 1 i 2) bio povišen. Inhibicijom enzima MMP zaustavlja se 
razgradnja VĆM, a u procesu remodelovanja to znači da dolazi do fibroze srčanog tkiva. 
Ovaj podatak, dodatno uz uticaj gena PHACTR1 na strukturu aktinskih filamenata u 
srčanom tkivu [95, 96], dao je osnov za istraţivanje gena PHACTR1 u procesu 
remodelovanja, međutim za sada se pokazalo da gen PHACTR1 nema značajan uticaj na 
proces oporavka srca nakon IM. Ipak treba uzeti u obzir relativno mali broj ispitanika koji 
je učestvovao u prospektivnom delu naše studije, kao i da bi naši rezultati na većem broju 
ispitanika dali precizniju procenu potencijalne povezanosti ovog gena sa procesom 
remodelovanja LK srca. 

 Kao što je već napomenuto, haplotip ACG  smo asocirali sa povišenim nivoom 
transkripcije gena PHACTR1 u mononuklearnim ćelijama periferne krvi (MĆPK) 
ispitanika sa AKOA šest meseci nakon IM [128]. Pored toga, pokazali smo da je nivo 
transkripcije gena PHACTR1 bio značajno povišen u MĆPK ispitanika sa AKOA šest 
meseci nakon IM u odnosu na nivo transkripcije gena PHACTR1 u MĆPK kontrolne grupe 
ispitanika [128]. Ovaj rezultat pokazao je da je povišen nivo iRNK PHACTR1 bio prisutan 
u cirkulaciji čak i šest meseci nakon akutnog događaja, što je ukazalo na potencijalnu 
kontinuiranu ulogu PHACTR1 u hroničnoj vaskularnoj inflamaciji i progresiji 
ateroskleroze. Naši rezultati su u skladu sa studijom koja je ukazala da postoji razlika u 
nivou transkripcije gena PHACTR1 između ispitanika koji u istoriji bolesti imaju IM i 
kontrolnih ispitanika [150]. Nedavno su Li i sar., na uzorku od devedeset ispitanika sa IM i 
trideset zdravih ispitanika, pokazali da je nivo iRNK PHACTR1 bio povišen u cirkulišućim 
monocitima ispitanika sa IM [97]. Takođe su pokazali da se nivo iRNK PHACTR1 u 
monocitima povećavao sa progresijom ateroskleroze, kao i da je nivo iRNK PHACTR1 u 
monocitima rastao sa brojem obolelih sudova, a bio je povišen i u monocitima ispitanika sa 
plakovima bogatim lipidima i prisutnom tankom fibroznom kapom. U daljim 
istrazivanjima na PHACTR1-/- miševima, zaključili su da je odsustvo gena PHACTR1 
vodilo ubrzanoj progresiji ateroskleroze [97]. Došlo je do povećanja sadrţaja lipida i do 
ekspanzije makrofaga pro-inflamatornog fenotipa, M1, što se ogleda u prikazivanju 
markera TNF-α, IL-6 i iNOS, a smanjenju broja anti-inflamatornih makrofaga, M2, čiji su 
markeri Arg-1, IL-10 and CD206. Ova izmena u fenotipu makrofaga bila je prisutna i kod 
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ispitanika sa IM u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika. Pretpostavka je bila da 
PHACTR1 utiče na MAPK ili CREB signalne puteve koji su regulatori polarizacije 
makrofaga i formiranja penastih ćelija [97]. Kasikara i sar., pokazali su da je nivo iRNK 
PHACTR1 u aterosklerotskoj leziji najviši u makrofagima anti-inflamatornog fenotipa [98]. 
Njihovo istraţivanje je pokazalo da je smanjenje transkripcije gena PHACTR1, kao 
posledica ređeg alela G varijante rs9349379, dovodilo do defekta u procesu eferocitoze 
[98]. Pošto je translokacija PP1 u jedro, posredstvom PHACTR1, bila smanjena, pojačavala 
se defosforilacija lakog lanca miozina, koji učestvuje u organizaciji citoskleta pri fagocitozi. 
Novija istraţivanja [97, 98] ukazala su na to da PHACTR1 ima ulogu u aterosklerotskim 
procesima i u makrofagima koji potiču od monocita, a ne samo u endotelskim ćelijama. 
 Mnoge studije na animalnim modelima i kulturama ćelija pokazale su da je nivo 
transkripcije gena PHACTR1 bio povišen u uslovima poremećene vaskularne homeostaze. 
Studija Erbilgin i sar., na miševima, pokazala je da je nivo iRNK PHACTR1 u 
aterosklerotskim lezijama aorte i mišijim endotelskim ćelijama aorte bio povišen [77]. 
Takođe, u odgovoru na indukovanu kalcifikaciju nivo iRNK PHACTR1 povećavao se u 
mišijim GMĆ, kao i u kulturi humanih GMĆ aorte [76], dok je u makrofagima i humanim 
endotelskim ćelijma dolazilo do povećanja nivoa iRNK PHACTR1 pod uticajem 
oksidovanih lipida i inflamatornih stimulusa, kao glavnih okidača razvoja procesa 
ateroskleroze [79, 93]. Samo je u studiji Kelloniemi i sar., pokazano smanjenje nivoa iRNK 
PHACTR1 kod pacova nakon indukovanog IM [96], pri čemu se nivo vratio na kontrolni 
posle dve nedelje. Ipak, isti autori, uvideli su povećanje nivoa proteina PHACTR1 u tkivu 
srca kod obolelih od kardiomiopatije u poređenju sa kontrolnom grupom. Iako je broj 
uzoraka bio mali (4 vs. 2) i rezultat se nije odnosio na iRNK, moţemo reći da se u većini 
studija došlo do zaključka da u patološkim uslovima dolazi do povećanja nivoa 
transkripcije gena PHACTR1. Naš rezultat potkrepio je ovu tvrdnju na uzorcima 
mononuklearnih ćelija periferne krvi ispitanika sa KB šest meseci nakon IM. 

  Gupta i sar., predloţili su mehanizam delovanja preko koga bi varijanta rs9349379 
mogla biti povezana sa koronarnom bolešću. Taj put delovanja je podrazumevao uticaj 
ove varijante na gen endotelin 1 (EDN1) [89], a ne na gen PHACTR1. Gen EDN1 lociran je 
kao i PHACTR1 na hromozomu 6p24.1, a studija Gupta i sar., jedina je do sada pokazala 
da varijanta rs9349379 utiče na transkripciju gena EDN1 i da ne utiče na transkripciju gena 
PHACTR1. Predloţeni mehanizam [89] podrazumevao bi povećanje transkripcije gena 
EDN1 preko ređeg alela G varijante rs9349379 i posledično povećanje nivoa proteina 
EDN1. Vezivanje proteina EDN1 za receptor EDN1A na vaskularnim endotelnim ćelijama 
dovodi do vazokonstrikcije, proliferacije, produkcije VĆM i fibroze, što su sve procesi koji 
doprinose razvoju ateroskleroze. I zaista nivo transkripcije gena EDN1, kao i gena 
PHACTR1, jeste bio značajno povišen kod ispitanika sa IM u našoj studiji, u odnosu na 
kontrolnu grupu, ali ispitivane varijante u genu PHACTR1 nisu bile asociarane sa nivoom 
iRNK EDN1 [128]. Prema Gupta i sar., genotip AA varijante rs9349379 bio je asociran sa 
smanjenom transkripcijom gena EDN1. Ipak, na našim uzorcima, kao i u još nekoliko 
studija [78, 109], varijanta rs9349379 nije imala statistički značajan uticaj na transkripciju 
gena EDN1, u MĆPK ispitanika sa IM, ni pojedinačno ni u haplotipu sa genskim 
varijantama rs2026458 i rs2876300 [128]. Podaci iz GTEx projekta [107] ukazuju na to da je 
varijanta rs9349379 tkivno-specifični eQTL za gen PHACTR1 u aorti, tibijalnoj i koronarnoj 
arteriji, ali ne i za gen EDN1. Beaudoin i sar., prvi su pokazali da je varijanta rs9349379 
eQTL za gen PHACTR1 u koronarnim arterijama i da ne utiče na transkripciju gena EDN1 
i još sedam gena koji se nalaze na udaljenosti od 1Mb oko ove varijante [78]. Wang i 
Musunuru replicirali su eksperiment Gupta i sar., koristeći isti tip ćelija - humane 
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vaskularne endotelne ćelije i istu metodu - CRISPR/Cas9 i nisu dobili isti rezultat [109], 
nego je i njihovo istraţivanje još jedna potvrda da je varijanta rs9349379 eQTL za gen 
PHACTR1. Gen EDN1 udaljen je 600 Kb od varijante rs9349379, što ne predstavlja 
prepreku, jer se različitim hromatinskim rearanţmanima udaljeni regioni mogu dovesti u 
vrlo blizak poloţaj. Ipak prema sprovedenim istraţivanjima Gupta i sar., u ovom slučaju je 
to izuzetno malo verovatno, te je predloţeno da do kontakta moţe doći posredno preko 
regiona pojačivača transkripcije koji se nalazi na pola puta između varijante rs9349379 i 
gena EDN1 [89]. Za dokazivanje ovakve pretpostavke o regulaciji gena EDN1 preko 
varijante rs9349379 potrebno je još istraţivanja. Naš rezultat u skladu je sa većinom studija 
koje govore u prilog uzročnoj vezi varijante rs9349379 i gena PHACTR1, i ukazao je na to 
da varijanta rs9349379 ne utiče na transkripciju gena EDN1 ni u cirkulaciji [128]. 
 
 Rezultate dobijene u ovoj doktorskoj disertaciji trebalo bi potvrditi i istraţivanje 
proširiti na veći broj ispitanika sa IM, kao i uzoraka tkiva karotidnog plaka, što bi pojačalo 
snagu studije. Broj prospektivno praćenih ispitanika bio je relativno mali i njegovo 
povećanje svakako bi doprinelo izučavanju procesa remodelovanja srca kroz uticaj gena 
PHACTR1 na ehokardiografske parametre strukture i funkcije srca. Dodatno, prikupljanje 
uzoraka zdravog tkiva karotidne arterije i ispitivanje relativnog nivoa transkripcije gena 
PHACTR1 u njima omogućilo bi poređenje sa našim rezultatima vezanim za karotidni 
plak. Validacija naših rezultata na drugim populacijama doprinela bi utvrđivanju 
asocijacije gena PHACTR1 sa aterosklerozom. Bilo bi od značaja za izučavanje 
ateroskleroze, kao inflamatorne bolesti, kada bi se u istraţivanje uključio i kratki transkript 
gena PHACTR1, budući da je on identifikovan isključivo u imunskim ćeljama. Takođe bi 
bilo značajno identifikovati prisustvo različitih transkripta gena PHACTR1 u ispitivanim 
tkivima, kao i uticaj odabranih genskih varijanti na njih. Potvrđivanje uticaja haplotipova 
ispitivanih genskih varijanti i na proteinskom nivou doprinelo bi upoznavanju 
mehanizma delovanja PHACTR1 u kardiovaskularnom sistemu. Kao i istraţivanje odnosa 
PHACTR1 sa drugim genima i proteinima sa kojima je umreţen. Proširivanje istraţivanja 
genske regulacije PHACTR1 na polje nekodirajućih elemenata, kao što su miRNK i 
lncRNK, moglo bi da bude perspektivno i značajno za buduću personalizaciju medicine.    
  
 Naši rezultati ukazuju na to da gen PHACTR1 doprinosi razvoju ateroskleroze i 
njenih komplikacija, ali nije direktno povezan sa akutnim događajima u aterosklerozi, ni 
sa procesom remodelovanja srca nakon IM. Gen PHACTR1 ima ulogu u aterosklerozi u 
humanim tkivima, budući da smo uvideli da je nivo transkripcije gena PHACTR1 povišen 
šest meseci nakon IM i da haplotipovi genskih varijanti rs9349379, rs2026458 i rs2876300 
utiču na nivo transkripcije gena PHACTR1 u karotidnom plaku, dakle direktno na mestu 
razvoja ateroskleroze, ali i u cirkulaciji, u mononuklearnim ćelijama periferne krvi.  
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6. ZAKLJUĈCI 

 
 

1. Haplotip ACA, varijanti rs9349379, rs2026458 i rs2876300, gena PHACTR1 značajno 
i nezavisno je asociran sa prisustvom karotidnog plaka u odnosu na referentni 
haplotip GTA. 

2. Ispitivane varijante gena PHACTR1 nisu asocirane sa akutnim događajima u 
aterosklerozi (infarktom miokarda i cerebrovaskularnim insultom), ni pojedinačno 
ni u haplotipu.  

3. Ređi alel G, varijante rs2876300, gena PHACTR1 asociran je sa višesudovnom 
bolesšću srca, odnosno teţim oblikom ateroskleroze koronarnih arterija. 

4. Haplotipovi AT i GC, varijanti rs9349379 i rs2026458 gena PHACTR1 pokazuju 
značajan homogeni efekat i nezavisnu asocijaciju sa višim vrednostima SYNTAX 
skora, odnosno lošijom prognozom kod ispitanika sa AKOA nakon perkutane 
koronarne intervencije.  

5. Haplotipovi ispitivanih varijanti gena PHACTR1 nisu asocirani sa promenama u 
ehokardiografskim parametrima strukture i funkcije srca, niti sa maladaptivnim 
remodelovanjem leve komore srca 6 meseci nakon infarka miokarda.  

6. Haplotip ACG, varijanti rs9349379, rs2026458 i rs2876300, gena PHACTR1 povezan 
je sa značajno višim nivoom transkripcije gena PHACTR1 u karotidnom plaku, kao i 
u mononuklearnim ćelijama periferne krvi kod ispitanika sa AKOA šest meseci 
nakon prvog IM, u odnosu na referentni haplotip GTA.  

7. Nivo transkripcije gena PHACTR1 i EDN1 u MĆPK kod ispitanika sa AKOA šest 
meseci nakon IM značajno je povišen u odnosu na ispitanike iz kontrolne grupe. 

8. Ispitivane varijante gena PHACTR1 nemaju značajan uticaj na transkripciju gena 
EDN1 u MĆPK kod ispitanika sa AKOA šest meseci nakon IM.  
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Lista skraćenica po abecednom redu 

 

AKA - ateroskleroza karotidnih arterija 

AKOA - ateroskleroza koronarnih arterija 

CRP - C reaktivni protein 

CVI - cerebrovaskularni insult 

EĆ - endotelske ćelije 

EDN1 - endotelin 1 

eQTL - eng. expression quantitaive trait locus 

FMD - fibromuskularna displazija 

GMĆ - glatke mišićne ćelije 

GTEx  baza podataka - eng. Genotype-Tissue Expression Project 

GWA studije - studije asocijacije celokupnog genoma (eng. Genome Wide Association Studies) 

IM - infarkt miokarda 

IMT - zadebljanje regiona intima - medija (eng. intima - media thickness)  

KB - koronarna bolest 

KKA - kalcifikacija koronarnih arterija 

KV događaj - kardiovaskularni događaj 

KVB - kardiovaskularne bolesti 

LD - neravnoteţa vezanosti (eng. linkage disequlibrium) 

LK srca - leva komora srca 

MĆPK - mononuklearne ćelije periferne krvi 

MMP - metaloproteinaze matriksa 

NLS sekvence - eng. nuclear localisation signals 

OR - odnos šansi (eng. odds ratio) 

PHACTR1 - reguator protein fosfataze i aktina 1 (eng. protein phosphatase and actin regulator 1) 

PP1c - katalitička subjedinica protein fosfataze 1 (eng. protein phosphatase 1) 

RIND - reverzibilni ishemijski neurološki deficit (eng. reversible ischemic neurological deficit)  

ROS - reaktivne vrste kiseonika (eng. reactive oxygen species) 

STEMI - infarkt miokarda sa elevacijom ST segmenta elektrokardiograma 

TIA – prolazni ishemijski napad (eng. transient ishaemic attack)  

TIMP - tkivni inhibitori metaloproteinaza matriksa 
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VBI - vertebrobazilarna isuficijencija (eng. vertebrobasilar insufficiency) 

VĆM - vanćelijski matriks 

VEGF - vaskularni endotelni faktor rasta (eng. vascular endothelial growth factor) 

VSB - višesudovna bolest 
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Дозвољавам да се објаве моји лични подаци везани за добијање академског звања доктора 

наука, као што су име и презиме, година и место рођења и датум одбране рада.  

Ови лични подаци могу се објавити на мрежним страницама дигиталне библиотеке, у 

електронском каталогу и у публикацијама Универзитета у Београду. 

 

                                   Потпис аутора  

У Београду, 26.05.2021. 

   _________________________ 
 
 
 



 

 

Изјава о коришћењу 

 

 

 

Овлашћујем Универзитетску библиотеку „Светозар Марковић“ да у Дигитални 

репозиторијум Универзитета у Београду унесе моју докторску дисертацију под насловом: 

 

   Повезаност гена PHACTR1 са настанком и компликацијама атеросклерозе код човека 

 

која је моје ауторско дело.  

Дисертацију са свим прилозима предао/ла сам у електронском формату погодном за трајно 

архивирање.  

Моју докторску дисертацију похрањену у Дигитални репозиторијум Универзитета у 

Београду могу да користе  сви који поштују одредбе садржане у одабраном типу лиценце 

Креативне заједнице (Creative Commons) за коју сам се одлучио/ла. 

1. Ауторство 

2. Ауторство - некомерцијално 

3. Ауторство – некомерцијално – без прераде 

4. Ауторство – некомерцијално – делити под истим условима 

5. Ауторство –  без прераде 

6. Ауторство –  делити под истим условима 

(Молимо да заокружите само једну од шест понуђених лиценци, кратак опис лиценци дат је 

на полеђини листа). 

 

                                                                                                                  Потпис аутора 

У Београду, 26.05.2021. 

        ____________________ 

 

 

 



 

 

 

1. Ауторство - Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и јавно саопштавање дела, и прераде, 

ако се наведе име аутора на начин одређен од стране аутора или даваоца лиценце, чак и у 

комерцијалне сврхе. Ово је најслободнија од свих лиценци. 

2. Ауторство – некомерцијално. Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и јавно 

саопштавање дела, и прераде, ако се наведе име аутора на начин одређен од стране аутора 

или даваоца лиценце. Ова лиценца не дозвољава комерцијалну употребу дела. 

3. Ауторство - некомерцијално – без прераде. Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и 

јавно саопштавање дела, без промена, преобликовања или употребе дела у свом делу, ако се 

наведе име аутора на начин одређен од стране аутора или даваоца лиценце. Ова лиценца не 

дозвољава комерцијалну употребу дела. У односу на све остале лиценце, овом лиценцом се 

ограничава највећи обим права коришћења дела.  

 4. Ауторство - некомерцијално – делити под истим условима. Дозвољавате умножавање, 

дистрибуцију и јавно саопштавање дела, и прераде, ако се наведе име аутора на начин 

одређен од стране аутора или даваоца лиценце и ако се прерада дистрибуира под истом 

или сличном лиценцом. Ова лиценца не дозвољава комерцијалну употребу дела и прерада. 

5. Ауторство – без прераде. Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и јавно саопштавање 

дела, без промена, преобликовања или употребе дела у свом делу, ако се наведе име аутора 

на начин одређен од стране аутора или даваоца лиценце. Ова лиценца дозвољава 

комерцијалну употребу дела. 

6. Ауторство - делити под истим условима. Дозвољавате умножавање, дистрибуцију и јавно 
саопштавање дела, и прераде, ако се наведе име аутора на начин одређен од стране аутора 
или даваоца лиценце и ако се прерада дистрибуира под истом или сличном лиценцом. Ова 
лиценца дозвољава комерцијалну употребу дела и прерада. Слична је софтверским 
лиценцама, односно лиценцама отвореног кода. 

 
 
 
 
 

 

 

 
 
 

 


