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APSTRAKT

Protrombin (Faktor II) je prekursor trombina, jednog od kljuénih molekula u
odrzanju hemostazne ravnoteze. Njegov poviSeni nivo dovodi do odstupanja od
hemostazne ravnoteZe u smeru hiperkoagulacije i shodno tome predstavlja faktor rizika
za pojavu tromboza. Kod pacijenata sa poviSenim nivoom protrombina identifikovano je
prisustvo G u A polimorfizma na 20210. mestu u 3’ nekodiraju¢em regionu gena (FII
G20210A). Istrazivanja su pokazala da 3’ kraj gena za protrombin ima nekanononsku
organizaciju, a za G20210A polimorfizam je dokazano da dovodi do povisene ekspresije
protrombina, §to za posledicu ima pojavu tromboza. Medutim, precizan mehanizam
kojim ovaj "3' gain of function" polimorfizam utice na ekspresiju gena i dovodi do
povisenog nivoa proteina jo§ uvek nije rasvetljen. Obzirom da brojni pacijenati imaju
poviseni nivo protrombina u plazmi, a ne nose G20210A polimorfizam, pretpostavlja se
da u 3’ kraju gena postoje i drugi polimorfizami koji mogu da uti€u na ekspresiju
protrombina.

Novija istrazivanja ukazuju da je uceSée 3’ kraja u regulaciji ekspresije gena
daleko kompleksnije nego Sto se pretpostavljalo i da se u okviru ovog regiona nalazi
veliki broj potencijalnih regulatornih elemenata.

U okviru ovog istrazivanja uradena je strukturna i funkconalna analiza 3’ kraj
gena za protrombin koja je imala za cilj da rasvetli mehanizme kojima 3’ kraj gena za
protrombin i polimorfizmi u okviru njega, uticu na ekspresiju protrombina i patogenezu
trombofilije.

Strukturna analiza je obuhvatila pretrazivanje 3’ kraja kod pacijenata sa
poviSenim nivoom protrombina i identifikovana su tri nova polimorfizma: T20063C,
C20068T 1 T20298C. Za ova tri polimorfizma kao i dva polimorfizma (A19911G i
C20221T) koji su u literaturi ve¢ povezivana sa patogenezom trombofilije, odredena je
ucestalost u grupi od 100 pacijenata sa trombofilijom i u kontrolnoj grupi od 100 zdravih
ispitanika. Za A19911G polimorfizam u homozigotnom obliku (OR 1,27, p=0,603) i
C20068T polimorfizam u heterozigotnom obliku (OR 2,14, p=0,687) je pokazano da su



ucestaliji u grupu pacijenta u odnosu na kontrolnu grupu, dok C20221T, T20063C i
T20298C polimorfizmi nisu detektovani ni kod jednog od ukupno 200 ispitanika.

U ovoj studiji je po prvi put, opisan somatski mozaicizam za G20210A

polimorfizam i otvoreno pitanje uloge mozaicizma u nastanku multifaktorijalnih bolesti.

Funkcionalna analiza je pokazala da konstrukat sa C20068T polimorfizmom ima
1,64 puta povecanu ekspresiju u odnosu na wr (wild type) konstrukt (p<0,05), dok je za
kontrukt sa T20063C polimorfizmom dokazano da nema razlike u ekspresiji u odnosu na
wt. Pokazano je da prisustvo dela 3°FR (flanking region) sekvence u kojoj se nalazi DSE
(downstream sequence element) regulatorni region dovodi do smanjenja ekspresije
protrombina. To smanjenje je najizrazenije kada se porede dva wt konstrukta, a najmanje
kada je u konstruktima prisutan 20068T polimorfizam. Pokazano je, da je prisustvo dela
3* FR sekvence sa DSE regionom neophodno da bi G20210A polimorfizam doveo do
povecane ekspresije protrombinskog gena. Takode, identifikovan je region u poslednjem
egzonu gena za protrombin koji moze biti potenicijalno znacajan u regulaciji ekspresije.

Na osnovu rezultata ove studije, jedan od novodetektovanih polimorfizama u 3’
kraju gena za protrombin-C20068T, predstavlja potencijalno znaCajan marker
trombofilije. Dobijeni rezultati ukazuju da deo 3” FR sekvence, koja sadrzi DSE element,
igra vaznu ulogu u regulaciji ekspresije gena za protrombin 1 da postoji slozena
interakcija izmedu ovog regulatornog elementa i polimorfizma u 3’ kraju gena za

protrombin, koju je potrebno dalje istraZivati.

Kljucne rei: protrombin, 3° kraj gena, regulacija ekspresije, trombofilija, G20210A,
C20068T, DSE regulatorni region



ABSTRACT

Prothrombin (Factor II) is a precursor of thrombin, and one of the key enzymes
involved in blood coagulation. Hyperprothrombinemia leads to hypercoagulability and
increased thrombosis risk.The G to A substitution at position 20210 of the 3’ untranslated
region of (UTR) the factor II gene (FII G20210A) is associated with increased
prothrombin level and enhanced blood coagulation. A recent studies of 3° end of FII gene
identified an unusual architecture of noncanonical sequence elements. However, the
precise mechanism by which G20210A 3’ gain of function polymorphism affects gene
expression and leads to elevated levels of protein remains unsolved. The elevated
prothrombin level is, also, present in patients, non-carriers of G20210A polymorphism,
indicating the presence of additional 3’ end polymorphisms in prothrombin gene.

3’ end of the gene and its impact on regulation of gene expression are far less studied in
relation to the 5 'end and promoter, although recent research suggests that this region
might have an important role in the gene expression regulation.

The aim of our study was to elucidate the mechanism by which 3’ end of
prothrombin gene, as well as polymorphisms in this region, affect the prothrombin gene
expression and pathogenesis of thrombophilia.

Screening of 3’ end of prothrombin gene in patients with thrombophilia
identified three new polymorphisms: T20063C, C20068T, and T20298C. In order to
examine the role of these three and two previously described polymorphisms (A19911G
and C20221T) in pathogeneses of thrombophilia a case-control study was carried out in a
group of 100 thrombophilic patients and 100 healthy blood donors. The homozygous
carriers for A19911G polymorphism (OR 1.27, p = 0.603) and heterozygous carriers for
C20068T polymorphism (OR 2.14, p = 0.687) were more frequent in the patient group
compared to the controls, while C20221T, T20063C and T20298C polymorphisms were

not detected.



For the first time, we described somatic mosaicism for G20210A polymorphism
and open the question of possible role of mosaicism in the pathogenesis of multocaftorial
diseases.

Functional assays revealed that constructs with the C20068T polymorphism
increased expression level 1.64 times compared to the wild type construct (p <0.05),
while construct with T20063C polymorphism showed no difference in expression. We
have shown that the presence of 3'FR (flanking region) sequence with the DSE
(downstream sequence element) in constructs leads to decreased prothrombin expression.
Our results, also showed that DSE element is necessary for gain of function effect of
prothrombin G20210A polymorhism. We have identified a last exon region of
prothrombin gene which may play role in regulation of prothrombin expression.

Our results showed that C20068T polymorphism may be a potentially important
marker for thrombophilia. Also, our findings suggest that DSE region within 3 FR
sequence of prothrombin gene, might have an important role in the regulation of gene
expression. It is obvious that complex interactions between polymorphisms and
regulatory elements in 3° end of prothrombin gene exist, which needs further

investigations.

Keywords: prothrombin, 3’end, gene expression regulation, thrombophilia, G20210A,
C20068T, DSE region
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1. Uvod




Uvod

1.1 TROMBOFILIJE
1.1.1 Hemostaza

Hemostaza predstavlja jedan od mehanizama odrZavanju homeostaze citavog
organizma. Njena uloga je da obezbedi te¢no stanje krvi i njen nesmetani protok kroz
cirkulaciju, a u slucaju o$teéenja krvnog suda, da omogudi stvaranje krvnog ugruska 1
zaustavljanje krvarenja. Radi se o veoma kompleksnoj i osetljivoj ravnotezi u c¢ijem
odrzavanju uCestvuje viSe faktora: éelije krvnih sudova, trombociti, faktori koagulacije,

inhibitori koagulacije i sistem fibrinolize [1] (slika 1).

> endo/tel Krvno o

Slika 1 Ucesnici hemostaze:
Celije krvnih sudova, trombociti, faktori koagulacije i sistem fibrinolize
[www.bayer.tevnouvelles.ca]

Endotel krvnih sudova odvaja lumen krvnog suda od subendotelske zone i
prirodna je barijera isticanju krvi. Pri povredi krvnog suda dolazi do vazokonstrikcije, a
Celije endotela sintetiSu ucesnike hemostaze. Vaznu ulogu ima i membrana endotelskih
Celija, koja je negativno naelektrisana, §to omoguéava da se u normalnim fizioloSkim
uslovima za nju ne vezuju trombociti i fibrin [2,3].

Trombociti se u cirkulaciji nalaze u neaktivhom obliku: pojedinacni i

neadherirani. Tek nakon povrede krvnog suda dolazi do njihove transformacije koja se


http://www.bayer.tevnouvelles.ca
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odvija u Cetiri faze: adhezija, aktivacija, sekrecija i agregacija. Ove Cetiri faze dovode do

slepljivanja trombocita i formiranja trombocitnog ugruska [1,3] (slika 1).

= @ = , - ST

“Phospholipidls. ! Fibrinogen

Slika 2 Koagulaciona kaskada i proces formiranja krvnog uguska
[www].giagen.com]

Sistem za koagulaciju ima centralnu ulogu u stvaranju fibrina koji omoguéava
formiranje krvnog ugruSka. Ovaj proces se uobicajeno predstavlja kao niz enzimskih
reakcija u kojima se aktiviraju neaktivni faktori koagulacije, po kaskadnom principu, a
kao krajnji proizvod nastaje fibrin koji dalje dovodi do stvaranja ugruska. Medutim,
proces koagulacije je mnogo kompleksniji i regulisan je mehanizmima pozitivne i
negativne povratne sprege (slika 2).

Faktori koagulacije se u cirkulaciji nalaze u neaktivhom obliku (profaktori). Tek
nakon aktivacije oni se vezuju za fosfolipide membrana trombocita i endotela, gde

zajedno sa jonima kalcijuma stvaraju aktivne komplekse. Postoje dva nacina aktivacije
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sistema za koagulaciju: unutrasnji i spoljasnji put [4,5] (slika 2). Trombin predstavlja
centralni regulatorni molekul procesa koagulacije, koji pored prevodenja fibrinogena u
fibrin, mehanizmima pozitivne i negativne povratne sprege utiCe na Ccitav proces
koagulacije [6.7]. Za odrzavanje normalne hemostaze veoma je vazna i precizna
regulacija inhibicije koagulacije. Postoji veliki broj inhibitora, a najznacajniji su:
antitrombin, protein C, protein S, trombomodulin (u interakciji sa trombinom), inhibitor
tkivnog puta (TFPI) i drugi [1] (slika 2).

Sistem fibrinolize ima ulogu da uklanja fibrin iz cirkulacije. Centralni enzim ovog
sistema je plazmin koji nastaje aktivacijom plazminogena. Aktivnost plazmina regulisana
je 1 inhibitorima fibrinolize. NajznaCajniji medu njima su: inhibitori aktivatora
plazminogena (PAI-1 i PAI-2) i ay-antiplazmin [8].

Poremecaji hemostaze nastaju u slu¢aju nedostatka ili izmenjene funkcije jednog
ili vise ucesnika ovog procesa. Usled poremecdaja dolazi do odstupanja od hemostazne
ravnoteZe u smeru hipo- ili hiperkoagulacije, $to za posledicu ima krvarenje (hemoragija)

ili zacepljene krvnog suda ugruskom (tromboza).

1.1.2 Tromboze i trombofilija

Tromboze predstavljaju patolosko stanje kod koga dolazi do stvaranja krvnog
ugruska (tromba), koji dovodi do zacepljenja krvnog suda. Stvaranje tromba nastaje kao
posledica poremecene ravnoteze izmedu celija krvnog suda, trombocita, kogulacionog 1
fibrinolitickog sistema. Tromboze se dele na arterijske i venske, a zbog razlike izmedu
venskog i arterijskog krvotoka, razlikuju se i tipovi tromba nastali u njima. U arterijama
je protok krvi mnogo brzi, pa je arterijski, takozvani “beli tromb”, bogatiji trombocitima,
a siromasniji fibrinom, dok se u venama, gde je cirkulacija mnogo sporija, formira
“crveni tromb”, bogatiji fibrinom i eritrocitima [9]. Najéesce posledice arterijskih
tromboza su infarkt miokarda i mozdani udar, dok su tromboze dubokih vena i pluéni
embolizam najcesée manifestacije venskih tromboza. Tromboze dubokih vena imaju
ucestalost od 1 na 1000 stanovnika godisnje i najéeséi su uzrok smrti trudnica, porodilja i
hospitalizovanih bolesnika [1,10].

Tromboze su multifaktorijalno oboljenje i nastaju u interakciji veceg broja faktora

koji mogu biti nasledni ili ste¢eni. Kod arterijskih tromboza najznacajniji steceni faktori
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rizika su: hipertenzija, puSenje, diabetes, gojaznost, hiperholesterolemija. U slucaju
venskih tromboza to su: hirurSke intervencije, traume, imobilizacija, malignitet,
imunizacija, trudnoéa i puerperijum [10,11].

Trombofilija u najSirem smislu obuhvata sva nasledna i ste€ena klini¢ka stanja
koja dovode do povecane sklonosti ka nastanku tromboze. U klinickoj praksi ovaj termin
se najcesce upotrebljava da oznali sklonost pacijenta ka hiperkoagulaciji i ponavljanju

tromboza [12].

1.1.3 Nasledni faktori rizika za nastanak trombofilije

Na mogucéu ulogu naslednih faktora u patogenezi trombofilije ukazale su tzv.
familijarne tromboze, odnosno sklonost ka trombozama kod veéeg broja Elanova
porodice. Prvi nasledni poremecaj, koji je doveden u vezu sa trombofilijom bio je
nedostatak antitrombina III i opisan je od strane Edeberga 1965. godine [13]. Nedostaci
druga dva inhibitora procesa koagulacije, proteina C i proteina S, koji takode imaju
naslednu osnovu, opisani su osamdesetih godina proslog veka [14,15].

Prekretnica u istrazivanju naslednih trombofilija predstavlja otkrice G1691A-
Leiden mutacije u genu za faktor V (FV). FV G1691A mutacija dovodi do zamene
aminokiseline arginin glutaminom na poziciji 506. Posledica ove zamene je mnogo
sporija inaktivacija faktora V i njegovo produzeno prokoagulantno dejstvo, ¢ime se
hemostazna ravnoteza pomera ka hiperkoagulantnom stanju [16,17]. Mutacija je prisutna
u 15-50% pacijenata sa venskim trombozama i u oko 5% osoba u opstoj populaciji
belaca, dok je u drugim rasama veoma retka. Heterozigotni nosioci ove mutacije imaju 3-
7 puta povecéani rizik za nastanak tromboza, dok je kod homozigota ovaj rizik 80-90 puta
veci u odnosu na opStu populaciju [18,19]. Pored FV Leiden mutacije, znacajan geneticki
faktor rizika za nastanak trombofilije predstavlja i polimorfizam u 3’ nekodiraju¢em delu
gena za protrombin, odnosno faktor II (FII)- FII G20210A. Ova genska varijanta je
povezana sa povecanim nivoom protrombina u krvi, Sto dovodi do poremecaja
hemostazne ravnoteze i pojave hiperkaogulacije. Kod nosilaca ovog polimorfizma rizik
za pojavu tromboza je povecan 2-3 puta [20,21]. Nedostatak antitrombina, proteina S i C
su veoma retki poremecaji, dok su FV Leiden i FII G20210A varijante, zbirno, pronadene

kod viSe od dve trecine pacijenata sa trombofilijom [10].
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Metilen tetrahidrofolat reduktaza (MTHFR) je enzim iz opSteg metaboli¢kog puta
(prevodenje homocisteina u metionin) i ne pripada koagulacionoj kaskadi. Medutim,
C677T mutacija u ovom genu dovodi do sinteze termolabilne forme enzima koja ima
64% manju aktivnost u odnosu na wild type (wt) protein, $to dovodi do
hiperhomocisteinemije. Hiperhomocisteinemija dovodi do ostecenja endotela krvnih
sudova i samim tim aktivacije hemostaze i hiperkoaguabilnosti [22].

U poslednjih desetak godina opisan je veliki broj genetickih faktora rizika koji su
povezani sa trombofilijom. Iz grupe onih koji utiu na nivoe kaogulacionih faktora
najznacajniji su: faktor XIII (FXIII) Val34Leu, fibrinogen y C10034T, fibrinogen B -
455G/A. Homozigotni nosioci promene u FXIII genu imaju za ~30% smanjeni rizik od
pojave tromboza, dok su genske varijante fibrinogena povezane sa 1,2 -2 puta poveéanim
rizikom za trombozu [23,24]. Medu polimorfizmima koji dovode do poremecaja
fibrinolize izdvaja se 4G/5G polimorfizam u promotoru PAI-1 gena, koji dovodi do
povecane ekspresije PAI-1 proteina i samim tim povecane inhibicije fibrinolize [25].

Nedavno je objavljena studija koja je analizirala 20000 SNPs (single nucleotide
polymorphisms) u okviru vise od 11000 gena kod 3000 pacijenta sa trombozama i 5000
zdravih osoba. U ovoj studiji je identifikovano viSe polimorfizama u regionima:
CYP4V2, SERPINCI, Faktor IX i Glikoprotein 6 gena, za koje je pokazano da su
ucestaliji kod pacijenata sa trombozama [26].

Obzirom da su tromboze multifaktorijalno oboljenje, od posebnog je znacaja
ispitivanje uticaja kombinacije dva i viSe genskih polimorfizama. Pacijenti koji su
heterozigoti za FV Leiden i FII G20210A, imaju 2,6 puta povecani rizik za pojavu
venskih tromboza, nego nosioci samo FV Leiden mutacije [27].

Iako je opisan veliki broj polimorfizama, njihova primena kao markera
trombofilije je ograni€ina. Za velinu novoopisanih polimorfizama nije nedvosmisleno
utvrdena udruzenost sa pojavom bolesti, pa se danas u dijagnostici trombofilije najéesce
koriste: utvrdivanje deficita prirodnih antikoagulanasa (antitrombina III, proteina C i S),
FV Leiden i MTHFR C677T mutacija i G20210A polimorfizam u genu za protrombin
[28,29].
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1.2. PROTROMBIN (FAKTOR II)

1.2.1 Gen za protrombin

Gen koji kodira protrombin (Entrez Gene 2147), duzine 20,3 kb, nalazi se na
hromozomu 11, na poziciji pl1-ql12 i sekvenciran je od strane Degena i saradnika 1987.
godine. Sastoji se od 14 egzona duZine od 25 do 315 bp, razdvojenih sa 13 introna, ¢ije se
duzine kre¢u od 84 do 9447 bp. Sa njega se sintetiSe iRNK duzine 2046bp [30,31]. Gen
za protrombin se predominantno eksprimira u jetri. U daleko manjoj meri se eksprimira u
mozgu, dijafragmi, bubrezimi kao i u placentalnom i adrenalnom tkivu [32,33].

Promotor gena za protrombin pripada grupi promotora koji ne sadrze konsenzusni
TATA-blok [31]. U okviru promotorskog regiona identifikovana su dva regulatorna
elementa. Prvi je lociran u 400 baznih parova uzvodno od starta transkripcije i za njega
pokazano da je odgovoran za bazalnu aktivnost promotora [34]. Za drugi, uzvodnije
postavljeni element (-922 do -845) je pokazano da ima ulogu pojacivaca (enhancer) i da
moze znacajno da utice na nivo ekspresije u hepatocitima [35,36]. Potvrdeno je da se za
ovaj region vezuju jedarni faktori hepatocita HNF (hepatocyte nucler factors): HNFAla,
HNEF3B, HNF4a, kao i opsti transkripcioni faktori Sp (specificity protein) 112 [35,37].

3’ kraj gena za protrombin ima nekanonsku organizaciju i detaljno je opisan u
poglavlju 1.3.3.

Trombin, aktivna forma protrombina, ima veoma vaznu ulogu u odrZavanju
hemostaze i mutacije u ovom genu mogu dovesti do znalajnih poremeéaja hemostazne
ravnoteze. Poremecaji mogu biti u smeru hipo- ili hiperkoagulacije.

Mutacije koje za posledicu imaju smanjenje koli¢ine i/ili aktivnosti protrombina
dovode do hipokoagulacije i pojave krvarenja. Medu prvim hemoragijskim sindromima
koji su povezani sa protrombinom, opisan je “urodeni disfunkcionalni protrombin
Quick™”, za koga je kasnije utvrdeno da je kombinovani heterozigot za Arg382Cys i
Gly558Val zamene [38,39,40]. U kodiraju¢em regionu gena je opisan veci broj mutacija
koje dovode do hipoprotrombinemije i kao posledica toga, povecane sklonosti ka
krvarenju. Neke od najées¢ih varijanti, pored Quick I (Arg382Cys) i II (Gly558Val), su:
protrombin Barcelona (Arg271Cys), Denver-I (Glu300Lys) i Denver-II (Glu309Lys),
Himi-I (Met337Thr) i Himi-II (Arg338His) [41,42,43].
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Kada je u pitanju hiperkoaguabilnost, u kodiraju¢em regionu gena do sada nisu
identifikovane mutacije koje dovode do povecane aktivnosti proteina ili njegove
povecane ekspresije. Sa povecanom ekspresijom protrombinskog gena povezani su

polimorfizmi u 3’ kraju gena. Oni su detaljno opisani u poglavlju 1.3.4.

1.2.2 Struktura i funkcija protrombina
Protrombin je prekursor trombina (EC 3.4.21.5), jednog od klju¢nih faktora u
odrzavanju hemostazne ravnoteze. To je sekretorni protein od 622 amino kiseline (~72
kDa) koji se nakon sinteze u jetri izluCuje u krvotok. Pripada grupi vitamin K zavisnih
enzima. U jetri dolazi do njegove postranslacione modifikacije u regionu GLA (gamma-
carboxyglutamic) domena, gde se 10 glutaminskih kiselina gama-karboksiluje u prisustvu
vitamina K [44] (slika 3). Zahvaljujuéi ovoj modifikaciji protrombin moZze da se veze za
negativno naelektrisane fosfolipide membrane, Sto je neophodno da bi zapoeo proces
prevodenja protrombina u trombin. Jedan od najces$ée primenjivanih antikoagulantnih
lekova-varfarin, deluje tako §to inhibira vitamin K zavisnu karboksilaciju, Sto onda
dovodi do sprecavanja faktora koagulacije, medu kojima je i protrombin, da se vezu za
membranu i aktiviraju [45].
Protrombin se prevodi u trombin najpre isecanjem protrombinskih fragmenata 1 i 2
(F1 1 F2) od strane protrombinaznog komleksa koga Cine aktivirani faktora X (FXa) i
aktivirani faktor V (FVa) uz prisustvo dvovalentnih kalcijumovih jona koji pospesuju
vezivanje protrombina za fosfolipide membrane [46]. U okviru F1 i F2 fragmenata nalaze
se dva Kringle domena (slika 3). Kringle domeni su relativno cesti kod proteina
koagulacione kaskade i pretpostavlja se da imaju ulogu u vezivanju za druge ucesnike
kaskade ili za membranu endotela [47]. Za Kringle domen u F1 se smatra da ucestvuje u
interakciji sa FVa u okviru protrombinaznog kompleksa, dok je za Kringle domen u F2
pokazano da inhibira interakciju trombina i antitrombina III, kao i da utie na aktivaciju

proteina C [48,49,50].



Uvod

protrombin

| |
O Kingle.1 1957151 e s Peplidase. o1
& 100 140 B o %0 300 340 180 £0 462 %00

ProTombMSI  ProTombimsk]
fragment 1 fragment 2

2 540 580 620

disulfidni
most
T - ekt Tanac
laki lenac a-trombin
disulfidni
B
i B
e "~ tesk lanac
laki lznac B-trombin .
Sline >degr’adacua
L most —-i
v

laki lenac y-trombin

Slika 3 Sekundarna struktura protrombina i Sematski prikaz prevodenja u trombin i

degradacije trombina
[www.sigmaaldrich.com]

S obzirom da nastaju u procesu aktivacije protrombina, odnosno njegovog
prevodenja u trombin, fragmenti F1 i F2 se koriste u dijagnosticke svrhe kao markeri
aktivirane hemostaze [51]. Nakon isecanja F1 i F2 fragmenata dobija se pretrombin 2,
koga FXa seCe na dva lanca laki (49 amino kiselina) i teSki (259 amino kiselina) i time
omogucava formiranje aktivnog katalitickog mesta. Nakon toga, trombin sam iskraja svoj
laki lanac za 13 amino kiselina i na taj nacin formira aktivni trombin (Cesto se susrece i
naziv o-trombin) [52]. Sema sekundarne strukture protrombina i proces iskrajanja
trombina prikazani su na slici 3.

Degradacija trombina se delom vrsi autokataliticki, pri ¢emu nastaju forme [ i y-
trombina. Za ove forme je pokazano da zadrZavaju deo katalicke aktivnosti i mogu da
ucestvuju u aktivaciji FXIII ili samog protrombina [53,54] (slika 3).

Trombin pripada familiji S1 proteaza i njegov S1 proteazni domen je smeSten u
okviru teSkog lanca. Katalicko mesto je Ser525 i isecanja vr§i nakon aminokiseline Arg-.

Kao 1 svi predstavnici S1 familije, trombin formira disulfidne mostove koji u njegovom


http://www.sigmaaldrich.com
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slutaju povezuju laki i teSki lanac [53]. Na slici 4 je prikazana trodimenzionalna struktura

humanog trombina, sa obeleZenim katalitickim mestom.

anjon-vezujuci
domen IT anjon-vezujuci

domen I

Kataliticko
mesto

kataliticki

Slika 4 3D struktura humanog trombina sa prikazanim katalitickim mestom
Anjon-vezujuéi domeni ucestvuju u vezivanju trombina za membranu krvnog suda i u interakciji sa
drugim faktorima koagulacije
[Crawley JT, et al. The central role of thrombin in hemostasis. ] Thromb Haemost 5:95-101]

Trombin je jedan od centralnih molekula u koagulacionoj kaskadi (slika 5). Njegova
uloga je, pre svega, u aktivaciji fibrinogena i njegovom prevodenju u fibrin. On vrsi
specifi¢no isecanje Arg-Gly veza u okviru fibrinogena, pri ¢emu nastaje aktivni fibrin i
dva fibrinopeptida A i B [55]. Takode, on ucestvuje u aktivaciji faktora V, VII, VIII, XIII
kao i trombinom aktiviranog faktora fibrinolize (TAFI) [56,57]. U interkaciji sa
glikoproteinom Iba. koji se nalazi na povrsini trombocita, trombin vr$i njihovu aktivaciju
[58]. Medutim, kada je u kompleksu sa trombomodulinom, aktivira protein C, ¢ime
negativnom povratnom spregom uti¢e na zaustavljanje koagulacione kaskade [59].
Svojim pro- i antikoagulantnim delovanjem protrombin ima veoma vaznu regulatornu

ulogu u odrzavanju hemostazne ravnoteze (slika 5).
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Slika 5 Centra uloga trombina u procesu koagulacije
aktivacija €~ inhibicija
[Gustafsson D, et al. A new oral anticoagulant: the 50-year challenge. Nature Rev Drug Discov 2004;3:649-59]

Pored uloge u procesu koagulacije, trombin ucestvuje i u procesima imunog
odgovora, angiogeneze, zarastanja rana kao i u diferencijaciji neurona [60,61,62]. U
interakciji sa PAR (protease-activated receptor) receptorima, pre svega PAR-1, uti¢e na
proliferaciju i aktivaciju endotelnih éelija, neutrofila i monocita. Takode, ucestvuje i u
procesima akutne i hroni¢ne inflamacije [60,63]. Nedavno je pokazano da je preko NFkB

puta ukljucen i u regulaciju ekspresije matriksmetaloproteinaze 9 (MMP9) u monocitima
[64].
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1.3 3 KRAJ GENA INJEGOVA ULOGA U
REGULACIJI GENSKE EKSPRESIJE KOD EUKARIOTA

Regulacija genske ekspresije kod eukariota predstavlja veoma slozen proces koji
ima za zadatak da pravovremeno obezbedi svakoj éeliji potrebnu koli¢inu odgovarajucih
proteina [65]. Ovaj proces je regulisan na vise razli¢itih nivoa i mehanizmi koji su
ukljuCeni u regulaciju ekspresije gena jos uvek nisu do kraja rasvetljeni [66]. IstraZivanja
regulacije ekspresije na nivou primarne strukture DNK su se uglavnom odnosila na
analizu 5’kraja gena, dok se 3’ kraj relativno od nedavno intenzivnije proucava. Novija
istrazivanja ukazuju da je njegov znacaj u regulaciji ekspresije daleko veéi nego Sto se

pretpostavljalo [65,67].

1.3.1 Struktura 3’ kraja gena

3” kraj gena se sastoji iz dva regiona: dela sekvence koja se nakon Stop kodona
prepisuje u procesu transkripcije i nakon obrade ostaje u sastavu zrele iRNK i sekvence
koja se samo delom prepisuje, ali biva iskrojena u procesu obrade iRNK. Prvi deo je
oznalen kao 3’ nekodirajuci region, odnosno 3° UTR (untranslated region), dok se drugi
deo najéece naziva 3’ FR (flanking region).

U okviru najveéeg broja 3’ nekodirajuéih regiona nalaze se dva regulatorna
elementa: visokokonzervisani signal za poliadenilaciju i uzvodno u odnosu na njega,
manje konzervisani region, koji se najceS¢e oznaava sa USE (upstream sequence
element) [68,69]. 3° UTR se zavrSava nukleotidom iza koga se vrsi iskrajanje pre-iRNK.
Studije su pokazale da nukleotidi nisu ravnomerno rasporedeni na ovoj poziciji, odnosno
da se A najCeS¢e nalazi na mestu iskrajanja, T i C rede, dok se G na toj poziciji nalazi
daleko rede od ostalih nukleotida [70]. Nukleotid koji prethodi mestu iskrajanja je u
najve¢em broju slucajeva C, tako da se iskrajanje najéesce vrsi iza CA dinukleotida [71].

U okviru FR regiona 3’ kraja nalazi se regulatorni element oznacen kao DSE
(downstream sequence element). DSE region je bogat timinom u nekodirajuem lancu i
na pre-IRNK generiSe mesto vezivanja proteinskog kompleksa koji stimulise iskrajanje
[67,69]. Deo 3’ FRa nizvodno od DSE elementa je daleko manje proucen, mada se

pretpostavlja postojanje potencijalno znacajnih regulatornih elementa i u ovom regionu
[72].
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Vise od polovine sisarskih gena ima veci broj poliadenilacionih signala i podleze
alternativnoj obradi ovog regiona [73]. Pokazano je da su poliadenilacioni signali koji su
udaljeniji u odnosu na Stop signal, bogatiji AT nukleotidima i sadrZe vie potencijalnih

regulatornih elemenata [73,74].

a 10-30m <30t

mrGeeee —— N\ —{AAUARA}l—{A I s

mesto isecanja

m7GpppG

isecanje i

m7GpppG

poliadenilacija

Slika 6 Proces 3’ obrade i poliadenilacije iRNK,
a) Sematski prikaz 3’ kraja pre-iRNK, b) Iskrajanje 3’ kraja 1 poliadaenilacija
1IRNK, CFST-cleavage and polyadenylation specificity factor, CstF-cleavage stimulation factor,CF-
cleavage factor, PAB-poly(A) binding proteins, PAP-poli(A) polimeraza.
[Danckwardt S, et al. 3" end processing of the prothrombin mRNA in thrombophilia. Acta Haematol. 2006;115:192-7]
Obrada 3’ kraja pre-iRNK je jedan od esencijalnih procesa u sazrevanju iRNK.

Pokazano je da u humanim celijama viSe od 90 proteina ucestvuje u ovom sloZenom

procesu [75]. U toku obrade, najpre se vrsi iskrajanje 3’ kraja pre-iRNK, a zatim i
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dodavanja niza adenina, takozvanog poli(A) repa. Sve iRNK, izuzev nekih histonskih,
podlezu dodavanju poli(A) niza koji je neophodan za njihovu dalju funkciju.

CPSF proteinski kompleks (cleavage and polyadenylation specificity factor) se
specifi¢no vezuje za centralni strukturni element 3° UTRa, visokokonzervisani signal za
poliadenilaciju, koji se nalazi 10-30bp od Stop signala (crveno obelezen na slici 6) [76].
Vezivanje CPSF predstavlja inicijalni korak koji dalje omogucéava determinaciju mesta
iskrajanja. Za vecinu gena iskrajanje se vrs$i 10-30bp nizvodno, preferencijalno iza CA
dinukleotida [71,76]. Na oko 30bp nizvodno od mesta iskrajanja nalazi se DSE, za koga '
se vezuje CstF (cleavage stimulation factor) (obelezen svetlo plavo na slici 6). Za
optimalno vezivanje ovog kompleksa veoma je vazan broj U nukleotida u okviru DSE
elementa.

CstF pospesuje iskrajanje koje obavljaju proteini CFI i CFII (cleavage factor 1, II)
(obelezeni zeleno na slici 6). Odmah nakon isecanja, poli(A) polimeraza (PAP) pocinje sa
dodavanjem ~200 adenina [76]. Za rastuéu poli(A) rep vezuju se PAB II (poly(4)
binding) proteini, koji imaju vaznu ulogu u odredivanju duzine poli(A) repa, kao i kasnije
u translaciji, po$to ostaju vezani za zrelu iRNK i nakon njenog transporta u citoplazmu

[65,76).

1.3.2 Uloga 3’ kraja gena u regulaciji genske ekspresije

3’ kraj gena je ukljuen u regulaciju ekspresije na viSe razlicitih nivoa: 1)
transkripcija, 2) obrada 3° kraja traskripta, 3) translacija, 4) stabilnost, transport iz jedra i
lokalizacija zrele iRNK u citoplazmi [77] (slika 7). Novija istrazivanja pokazuju da su
proces transkripcije 1 obrade 3’ kraja primarnog transkripta potpuno integrisani i da mogu
znacCajno uticati jedan na drugog, kao i na regulaciju ekspresije [78]. Takode, pokazano je
da poslednji intron moze znacajno da utie na ekspresiju, tako S$to interaguje sa

poliadenilacionim signalom i pospesuje iskrajanje [79,80,81].
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Slika 7 Razliciti nivoi regulacije ekspresije gena u koje je ukljuCen 3’ kraj gena
[Mignone Fet al. Untranslated regions of mRNAs. Genome Biol 2002;3(3):50004]

Sam proces poliadenilacije ima veoma vaznu ulogu u regulaciji ekspresije. Pre
svega, oCuvana arhitektura poliadenilacionog signala je esencijalna za zavrSetak procesa
obrade 3’ kraja [82,83]. Postojanje viSe poliadenilacionih signala u jednom genu
omogucava alternativnu obradu 3’ kraja i pojavu viSe izoformi iRNK. Za ovaj proces je
pokazano da moZe imati ulogu u regulaciji ekspresije istog gena u razliitim tkivima
[73,74]. Takode, alternativna poliadenilacija moZe igrati veliku ulogu u procesu
embriogeneze i diferincijacije ¢elija [76].

Posebno vaznu ulogu u stabilnostu iRNK i procesu translacije ima poli(A) rep.
Poli(A) rep je neophodan za uspesni eksport iRNK iz nukleusa u citoplazmu gde se
odvija proces translacije [84]. DuZina poli(A) repa i njegova ,zaStienost” PAB
proteinima uticu na poluZivot iRNK [83]. KratkoZivede iRNK imaju krace poli(A) repove
i odlikuju se AU bogatim motivima u 3’ nekodiraju¢im regionima. Pretpostavlja se, da
kod ovih iRNK, PAB proteini migriraju i vezuju se za AU bogate regione na 3’ kraju
ostavljajuci poli(A) rep nezasticen i podlozan degradaciji [85,86].

Veoma znacajna za regulaciju ekspresije je i interakcija 3* kraja sa microRNK
(miRNK). miRNK su 20-30bp dugi, jednolan¢ani molekuli RNK koji su komplementarni
delovima iRNK za koje se vezuju i onemogucavaju proces translacije. Analizom 207

razli¢itih humanih miRNK, za ¢ak 43,5% je pokazano da su komplementarne
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konzervisanim osmomerima identifikovanim uporednom studijom 3’ kraja gena kod
razlicitih sisara [72,87].

S obzirom na znacajnu ulogu koju 3’ nekodiraju¢i region ima u regulaciji
ekspresije gena, promene u ovom regionu mogu znacajno da uticu na nivo ekspresije
proteina i samim tim dovedu do nastanka raznih patoloskih stanja.

Polimorfizmi u poliadenilacionom signalu imaju za posledicu smanjenje
ekspresije ili ¢ak odsustvo proteina, jer dovode do poremecaja u vezivanju kompleksa
CPSF koji inicira iskrajanje. Veliki broj razli¢itih promena u okviru poliadenilacionog
signala, opisan je kod a- i B-talasemija [88,89,90]. Promene u poliadenilacionom signalu
Foxp3 (Forkhead box P3) gena, takode dovode do smanjenja njegove ekspresije.
Smanjena ekspresija ovog gena se klini¢ki ispoljava kao IPEX (immunodysregulation
polyendocrinopathy enteropathy X-linked) sindrom [91].

3’ kraj gena za o-galaktozidazu je medu retkim sisarskim genima koji nemaju 3’
UTR 1 kod koga je poliadenilacioni signal smesten u kodirajuéoj sekvenci. Delecija dva
adenina u poliadenilacionom signalu ovog gena onemogudava 3’ obradu, a posledica je
potpuno odsustvo proteina. Kod pacijenata kod kojih je delecija prisutna na oba alela
dolazi do razvoja Fabry bolesti [92].

Posebnu grupu promena u 3’ kraju ¢ine gain of function polimorfizmi koji dovode
do povecane ekspresije gena. Oni su daleko redi i mehanizme njihovog delovanja je teze
objasniti. Poort i saradnicu su opisali polimorfizam G20210A u 3’ kraju gena za
protrombin koji se nalazi na mestu iskrajanja preRNK i dovodi do poviSene ekspresije
proteina [20]. Ovaj polimorfizam je detaljno opisan u poglavlju 1.3.4. U DSE regionu 3’
kraja gena za fibrinogen identifikovan je polimorfizam C10034T za koga je takode

pokazano da dovodi do povecane ekspresije proteina [93].
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1.3.3 Struktura 3’ kraja gena za protrombin

3 nekodiraju¢i region gena za protrombin ima specifiénu, nekanonsku
organizaciju. U poredenju sa ’’klasi¢nom’’arhitekturom, kod 3’ kraja protrombina
prisutni su aktivniji USE element sa jedne strane, a sa druge strane manje efikasano
mesto iskrajanja i DSE regulatorni element siroma3an timinima.

Za USE element protrombinskog gena je pokazano da igra veoma vaznu ulogu u
regulaciji ekspresije [94.95]. Ovaj element, duzine 15 nukleotida, smeSten je 17bp
uzvodno od poliadenilacionog signala i sadrzi veliki procenat timina u nekodiraju¢em
lancu (slika 8). Ovakvi USE elementi su prvo opisani kod virusnih 3’ nekodirajucih
regiona i pokazano je da imaju ulogu u pospesivanju obrade 3° kraja [96]. Nedavno je
pokazano da i u humanom genomu, kod gena koji imaju nekanonsku organizaciju 3’
kraja, postoje USE elementi sa istom ulogom. Opisani su u genima za lamin B2, kolagen,
C2 komplement 1 ciklooksigenazu-2 [97,98,99,100]. Delecija USE element
protrombinskog gen dovodi do odsustva obrade 3’ kraja [94]. Njegova pozicija u odnosu
na poladenilacioni signal takode znacajno utiCe na ekspresiju protrombina.
Eksperimentalno postavljanje USE elementa blize poliadenilacionom signalu dovodi do
povecanja ekspresije, a ukoliko je USE element postavljen uzvodnije od 17bp dolazi do
smanjenja ekspresije. Moriera i saradnici su na primeru gena za komplement C2,
postavili hipotezu da je za regulatornu ulogu USE elemenata nekanonski organizovanih
3’ krajeva gena, vazan veliki procenat U nukleotida [99]. Medutim, za USE element
protrombina je dokazano da smanjenje ili povecanje broja U nukleotida dovodi do
smanjenja ekspresije. Za USE element u protrombinskoj iRNK se vezuju proteini koji
ucestvuju u iskrajanju: U2AF65 (U2 small nuclear ribonucleoprotein particle auxiliary
Jfactor 65 kDa subunit), U2AF35 (U2 small nuclear ribonucleoprotein particle auxiliary
factor 35 kDa subunif) 1 hnRNP1/PTB (heterogenous nuclear ribonucleoprotein
/polypyrimidine tract binding protein) [95]. Za U2AF65 protein je, takode, pokazano da
interaguje sa poli(A) polimerazom i proteinom CF I [79,100]. Ovo ukazuje da su proces
iskrajanja poslednjeg egzona i pospeSavanja obrade 3’ kraja kod protrombina
kompleksno povezani sa USE regulatornim elementom [95].

Za razliku od vecine eukariotskih iRNK kod kojih se isecanje vr$i nakon CA

dinukleotida, kod wr sekvence protrombina isecanje se vrsi iza CG dinukleotida (slika 9).
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U in vitro uslovima je dokazano da je isecanje iza ovog dinukleotida manje efikasno u
odnosu na CA, a da se G nukleotid najrede nalazi na mesti iskrajanja [70,71]. Za
protrombinski gen je pokazano da ukoliko se wt nukleotid (G) na mestu iskrajanja,
zameni sa bilo kojim nukleotidom (A, C ili T) dolazi do povecane ekspresije gena u sva
tri slucaja [94].

Suprotno od USE, DSE regulatorni element u FR 3’ kraja gena za protrombin je
daleko siromasniji T nukleotidima u odnosu na druge sisarske gene, ¢ime je smanjena i
njegova sposobost za vezivanje CstF proteinskog kompleksa na iRNK, pa samim tim i

njegova efikasnost u procesu iskrajanja [94] (slika 8).

siromasni
region

Slika 8 Prikaz organizacije 3’ kraja iRNK za protrombin, nt-nukleotid, USE-upstream

sequence element, DSE-downstream sequence element, U-uridin
[Danckwardt S, et al. 3' end processing of the prothrombin mRNA in thrombophilia. Acta Haematol 2006;115:192-7]

Na osnovu ovoga postavljen je model po kome su iskrajanje i poliadenilacija kod
3’ kraja gena za protrombin regulisani balansom pozitivnih i negativnih regulatora koji

¢ine nekanonsku organizaciju ovog regiona [101] (slika 8).
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1.3.4 Polimorfizmi u 3’ kraju gena za protrombin i njihov uticaj na
ekspresiju protrombina

Nekanonska organizacija 3’ kraja gena za protrombin, u kome postoje regioni
manje efikasni u procesu iskrajanja iRNK u poredenju sa drugim genima, ¢ini ovaj region
potencijalnim mestom za nastanak funkcionalnih polimorfizama koji dovode do poveéane
ekspresije gena (gain of function).

Medu do sada opisanim polimorfizmima u 3’ kraju gena za protrombin
najznacajniji je G20210A (slika 9). Poort i saradnici su sekvenciranjem svih egzona, kao i
5’- 1 3’- nekodiraju¢ih regiona gena za protrombin, kod 28 pacijenata sa
dokumentovanom venskom trombozom i pozitivnom porodiénom anamnezom,
identifikovali samo G/A promenu i to u 3’ nekodirajuéem regionu gena na poziciji 20210
koja predstavlja mesto iskrajanja iRNK. Ovaj polimorfizam je bio prisutan kod 18%
pacijenata, 1 kod 1% zdravih ispitanika, Sto ga ¢ini faktorom rizika od 2,8 za nastanak
venskih tromboza. Kod svih nosilaca FII G20210A polimorfizma detektovan je poviseni
nivo protrombina u plazmi (>od 115 U/dL) [20]. Za ovaj polimorfizam je pokazano da
predstavlja znacajan faktor rizika za nastanak venskih tromboza [102,103]. To je posebno
izrazeno kod pacijenata sa idiopatskim trombozama portne vene, gde je frekvenca ovog
polimorfizma viSe od osam puta poveéana u odnosu na kontrolu grupu [108], kao i kod
pacijentkinja u trudno¢i ili na hormonskoj terapiji [104,105,106]. Takode je pokazano da
ova protrombinska varijanta moze da predstavlja znacaj faktor rizik za pojavu spontanih
pobacaja 1 smrti fetusa u uterusu [107,108,109]. Uloga FII G20210A polimorfizma u
nastanaku arterijskih tromboza je daleko manja. META analize pokazuju da predstavlja
blagi faktor rizika za pojavu infarkta miokarda i mozdanog udara, naro¢ito u slu¢ajevima
kada je udruzen sa sredinskim faktorima [110,111].

Na osnovu zbirnog pregleda rezultata iz 11 centara u kojima je testirano 5527
ljudi na prisustvo ovog polimorfizma, utvrdeno je da je njegova frekvencija oko 2% u
opsStoj populaciji. Medu osobama koji ne pripadaju populaciji belaca frekvencija FII
G20210A polimorfizma je iznosila svega 0,67% [112]. Pracenjem Cetiri intragenska
polimorfna markera, u grupi od 243 subjekta iz razli¢itih etni¢kih grupa, pokazano je da

FII G20210A polimorfizam kod svih ispitivanih nosilaca ima isto poreklo (single origin),
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a kako je zastupljen u daleko vedem procentu kod beleca, verovatnije je da je nastao
nakon S§to su se rase razdvojile [113].

U regionu iskrajanja kod pripadnika crne rase opisana je C20209T varijanta [114]
(slika 9). Medutim, njena ucestalost iznosi svega 0,4%, dok je kod belaca opisana samo
kod nekoliko pacijenata. Iako je otkrivena kod pacijenata sa trombozama, nije dokazana
njena povezanost sa trombofilijom [115]. In vitro funkcionalni eseji su dali kontraverzne
rezultate. Naime, prema rezultatima grupe iz Lajdena, 20209T varijanta ne dovodi do
povecanja, ve¢ do blagog smanjenja ekspresije [116]. Sa druge strane, istrazivali iz
Hajdelberga su pokazali da je C20209T funkcionalni polimorfizam koji dovodi do

povecane ekspresije gena [117].

DSE
()
13egzon | I3intron | 14 egzon JUIR YFR
T C20201T
Al9911G 202097 G20210A

AN
A2218G  TI0219A

Slika 9 Polimorfizmi u 3’ kraju gena za protrombin

USE- upstream sequence element;PA- poliadenilacioni signal, DSE-downstream sequence
element; UTR-untranslated region; FR-flanking region

U okviru DSE regiona 3’ kraja gena za protrombin opisani su A20218G,
T20219A 1 C20221T polimorfizmi [118,119,120] (slika 9). A20218G varijanta je opisan
kod svega dve pacijentkinje sa trombozama, od kojih je jedna bila nosilac FII G20210A i
FV Leiden mutacija [118,119]. T20219A je otkriven kod jedne pacijentkinje sa
trombozom nakon porodaja [119], dok je C20221T polimorfizam opisan kod ne$to vedeg
broja pacijenata, ali do sada nije uradena studija o njegovoj frekvenciji, veé su pacijenti
sporadi¢no opisivani [120,121,122].

Za polimorfizam A19911G, koji je lociran u poslednjem intronu gena za
protrombin, takode je pokazano da dovodi po povisenog nivoa protrombina [123] (slika

9). Studije su pokazale da je polimorfizam zastupljeniji kod pacijenata sa trombozama, ali
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da sam po sebi predstavlja vrlo blagi faktor rizika za nastanak tromboza. Medjutim, u
kombinaciji sa drugim polimorfizmima (FII G20210A i FV Leiden) moZze biti dodatni
faktor rizika [123,124,125].
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Cilj

Sve vecdi broj istrazivanja poslednjih godina ima u fokusu prouavanje uloge 3’
kraja gena u regulaciji ekspresije. Njihovi rezultati ukazuju da je uceSée 3’ kraja u
regulaciji ekspresije gena daleko kompleksnije nego Sto se pretpostavljalo i da se u okviru
ovog regiona nalazi veliki broj potencijalnih regulatornih elemenata ¢ija se struktura i
mehanizmi delovanja razlikuju od do sada opisanih.

IstraZivanja su pokazala da 3 kraj gena za protrombin ima nekanonsku
organizaciju. Za G20210A polimorfizam, koji se nalazi u ovom regionu, je dokazano da
dovodi do poviSene ekspresije protrombina, koja dalje za posledicu ima poremecaj
hemostazne ravnoteze i pojavu tromboza. Medutim, precizan mehanizam kojim ovaj "3’
gain of function" polimorfizam uti¢e na ekspresiju gena i dovodi do poviSenog nivoa
proteina jo§ uvek nije rasvetljen. Veliki broj pacijenata koji nisu nosioci G20210A
polimorfizma ima poviSeni nivo protrombina, pa se pretpostavlja da u 3’ kraju postoje i
drugi polimorfizami koji mogu da uti¢u na ekspresiju protrombinskog gena.

Ova studija je usmerena na strukturnu i funkcionalnu analizu 3’ kraja gena za

protrombin, kao 1 na povezanost promena u ovom regionu sa pojavom trombofilije.

Ciljevi su definisani na slede¢i nacin:

1. Pretrazivanje 3’ kraja gena za protrombin kod pacijenata koji nisu nosioci FII
G20210A polimorfizma, a imaju poviSeni nivo protrombina, sa ciljem identifikacije
novih polimorfizama.

2. Odredivanje zastupljenosti polimorfizama 3’ kraja gena za protrombin u grupi
pacijenata sa trombofilijom, kao i u odgovarajucoj kontrolnoj grupi zdravih ispitanika.

3. Funkcionalna analiza polimorfizama u 3’ kraju gena za protrombin u cilju
odredivanja njihovog efekta na ekspresiju gena.

4. Analiza uticaja polimorfizama na ekspresiju gena u kontekstu razli¢itih regiona
3’ kraja, sa ciljem rasvetljavanja mehanizma kojim 3’ kraj utie na ekspresiju gena za
protrombin.

5. Identifikovanje novih potencijalnih markera trombofilije sa ciljem njihove

eventualne dijagnosticke primene.
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metode




Materijal i metode

3.1 ISPITANICI

Prvi deo ove studije je obuhvatio pretrazivanje 3’ kraja gena za protrombin sa
ciljem da se identifikuju novi polimorfizmi u ovom regionu. U ’skrining’’ je ukljuceno
54 pacijenata sa trombofilijom (36 Zena i 18 muskaraca; starosti 42+8,6 godina), koji nisu
nosioci FII G20210A polimorfizma, a kod kojih je prisutan poviseni nivo protrombina u
plazmi, definisan kao protrombinska aktivnost >120%. (Protrombinska akivnost se
definiSe u odnosu na vrednost protrombinske aktivnosti standardnog uzorka plazme koja
se iskazuje kao 100%). Obzirom da protrombin pripada proteinima akutne faze, odnosno
njegov poviseni nivo moze biti posledica postojanja nekog inflamatornog procesa u
organizmu, kao dodatni kriterijum izabran je nivo fibrinogena u plazmi. U studiju su
ukljuéeni samo pacijenti kod kojih nivo fibrinogena nije bio povisen (referentna vrednost:
<5 mg/mL). Protrombinska aktivnost, kao i nivo fibrinogena, odredivani su u Institutu za
transfuziju krvi Srbije i Institutu za hematologiju Klinickog centra Srbije, koriS¢enjem
standardnih biohemijskih metoda. Sva merenja su vrSena bar Sest meseci nakon
trombotickog dogadaja. Pacijenti nisu primali antikoagulantnu terapiju.

Utvrdivanje ucestalosti svih analiziranih polimorfizama u 3’ kraju gena za
protrombin, vrSeno je u grupi od 100 pacijenata sa dokumentovanom trombofilijom (18
zena i 82 muskarca; starosti 39,4+10,4 godina). Grupu su Cinili pacijenti sa trombozama
dubokih vena, plu¢nim embolizmom i/ili ponovljenim spontanim pobacajima nepoznatog
uzroka, kojima je dijagnoza postavljena u Institutu za hematologiju Klini¢kog centra
Srbije ili Institutu za transfuziju krvi Srbije. Kontrolnu grupu je Cinilo 100 zdravih,
dobrovoljnih davalaca krvi, koji su po polu i godinama starosti odgovarali grupi
pacijenata.

Za izolaciju DNK pacijenata koriS¢eni su limfociti periferne krvi, kao 1 celije
bukalne sluzokoze i korena dlake. Krv pacijenata uzimana je sa 3,8% Na-citratom kao
antikoagulansom, u odnosu 9:1. Uzorci bukalne sluzokoZe su uzimani sterilnim Stapi¢em
za bris, dok su celije korena dlake uzimane sa vlasi kose. Plazma pacijenata koja je
koriS¢ena za kvantifikaciju proteina, dobijena je centrifugiranjem pune krvi uzete sa Na-
citratom kao antikoagulansom na 3000obrt/min u trajanju od 10 min.

Ovo istrazivanje je odobrio Eticki komitet Instituta za transfuziju krvi Srbije.
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3.2 MATERIJAT,
3.2.1 Celijske linije
U okviru funkcionalne analize polimorfizama u 3° kraju gena za protrombin
koriS¢ena je permenentna celijska linija: Cos-7. Ova c¢elijska linija je nastala

imortalizacijom ¢elija bubrega africkog zelenog majmuna virusom SV40 1 komercijalno

je dostupna.

3.2.2 Bakterijski sojevi

U studiji funkcionalne analize koriS¢eni su sojevi E. coli: XL1-Blue (supE44
hsdR17 recAl endAl gyrd46 thi reldl lac’F [proAB” lacl® lacZAM15 TnlO(tet)]) i
DHSa (supE44 AlacU169 (¢p80lacZAM1S) hsdR17 recAl endA1 gyrA96 thi-1 relAl).

3.2.3 Plazmidni vektori
U ovom radu je koriS¢en ekspresioni vektor pCl-neo (Promega) velic¢ine 5472bp,
koji nosi citomegalovirusni enhenser/promotor koji omogucava konstitutivnu ekspresiju

kloniranog fragmenta u sisarskim ¢elijama (slika 10).

pCl-neo SV4D Late Xb:
Vector poly(A) \ |sail (1120
T

Slika 10 Cirkularna mapa pCI-neo vektora

[www.promega.com]

Vektor sadrzi gen za neomicin fosfotransferazu koja omogucava rezistenciju sisarskih
¢eija na antibiotik G-418. Za propagaciju u prokariotskim ¢elijama vektor poseduje f1

"origin" replikacije i ampicilinsku rezistenciju. Da bi se obezbedila efikasna ekspresija u
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sisarskim Celijama vektor sadrzi citomegalovirusni enhensersko/promotorski region i

poliadenilacion signal iz SV40 virusa za koji je pokazano da ima visoku efikasnost.

3.2.4 Oligonukleotidi

U razli¢itim PCR reakcijama koris¢eni su odgovarajuci specifi¢ni oligonikleotidi,
¢iji su nazivi i sekvence navedeni u Tabeli 1. Za umnoZavanje fragmenta analiziranog
SSCP metodom kori$éeni su prajmeri Ptl 1 Pt2.
Fragment 3’ kraja gena za protrombin koji je sekvenciran umnoZavan je prajmerima

FII13a i A6b, dok je u reakciji sekvenciranja koriSéen FII13a prajmer.

Tabela 1. Prajmeri koris¢eni za SSCP, PCR-RFLP analizu i sekvenciranje odgovarajucih
regiona 3’ kraja gena za protrombin

naziv prajmera sekvenca prajmera

FII13a 5'-GGAAACGAGGGGATGCCTGT-3'
Pt1 5-GGATGGGAAATATGGCTTCTAC-3'
Fllpsm 5-GCTTCTACACACATGTGTTGC-3'
FlIpsm2 5"TGGCTTCTACACACATGAG-3'

FII'1 5-TCTAGAAACAGTTGCCTGGC-3'

FII 2 5-TCTAGAAACAGTTGCCTGGC-3'
P2 5"TCAATGCTCCCAGTGCTATTC-3'
ASb 5-GGCTGAGGTGGGAGGAT-3'

A6b S-GTGAGAGGAAAGATGGCAGG-3'

Tabela 2. Prajmeri koriSc¢eni za reakcije in situ dirigovane mutageneze

naziv prajmera sekvenca prajmera
mut20063 5"TCTACACACATGTGCTCCGCCTGAAGAAGTGGAT-3'
mut20068 5-ACACATGTGTTCCGTCTGAAGAAGTGGATACAG-3'

U Tabeli 2 dati su prajmeri kori$éeni za in situ dirigovanu mutagenezu plazmida, dok su

prajmeri i probe koriS¢eni u Real-time PCRu predstavljeni u Tabeli 3.
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Tabela 3. Prajmeri i obelezene probe koriS¢eni u reakcijama Real-Time PCRa.
MGBNFQ-Minor groove binder/Non-fluorescent quencher,VIC- boja kojom je obelezena proba

naziv prajmera sekvenca prajmera

RT418a 5'-CCGGTCTTGTCGATCAG-3'

RT418b 5-TGAGCCTGGCGAACAGTTC-3'
G418-proba VIC-ATG CTC TTC GTC CAG AT-MGBNFQ
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3.3. METODE

3.3.1 Metode za >’skrining’’ i detekciju polimorfizama u 3’ kraju gena
za protrombin

Za >’skrinig’’ je koriS¢en metod konformacionog polimorfizma jednolanéane
DNK (SSCP-Single Strand Conformation Polymorphism), dok su za detekciju

polimorfizama koris¢ene PCR-RFLP (Polimerase chain reaction-Restriction fragment

length polymorphism) i sekvenciranje.

Izolacija DNK iz periferne krvi
[referenca 126, protokol za QIAamp DNA Mini Kit-QIAGEN]

= [zolacija cetiltrimetilamonium bromidom (CTAB)- referenca 126
U 200 pl periferne krvi dodavano je 400pul pufera za lizu (8% CTAB, 1,5M NaCl,

100mM Tris-HCI, pH 8,5, 50mM EDTA, pH 8) koji je prethodno zagrejan na 68°C.
SmeSa je inkubirana 20min na 68°C. Zatim je dodavana jedna zapremina hloroforma
(600pl) 1 smesa centrifugirana 10min na 12000obrt/min. Po centrifugiranju, gornja faza,
koja sadrzi DNK, je prebacivana u drugu mikrocentrifusku epruvetu, u koju je dodavan
5%CTAB; 0,1M NaCl do finalne koncentracije 0,1% i jedna zapremina sterilne vode.
Smesa je centrifugirana na 12000obrt/min u trajanju od 10min. Talog je resuspendovan u
300pl 1,2M NaCl, a zatim je dodavano 2,5 zapremine apsolutnog etanola i smeSa
centrifugirana na 12000obrt/min u trajanju od 10min. Po centrifugiranju, talog DNK je
ispiran 70% etanolom i ponovo centrifugiran na 12000 obrt/min u trajanju od 10min.

Talog je suSen u vakuum centrifugi, a zatim rastvaran u 30ul sterilne vode.

= Izolacija DNK komercijanim kitom-protokol za QIAamp DNA Mini Kit-QIAGEN
U mikrocentrifusku epruvetu sa 200ul uzorka krvi je dodavano po 20pl QIAGEN

proteaze 1 200pl pufera AL. SmesSa je vorteksovana 15sek i zatim inkubirana na 56°C
10min, da bi celije lizirale i DNK oslobodila od proteina. Nakon toga je dodavano 200pul
apsolutnog etanola i smesa ponovo vorteksovna 15sek. SmeSa je nanoSena na QlAamp
kolonu i centrifugirana na 8000obrt/min u toku Imin. Nakon odbacivanja eluata (DNK se
vezuje za kolonu), dodavano je 500ul pufera AWI i kolona centrifugirana na 8000

obrtmin u toku Imin. Eluat je odbacivan, a kolona prebacivana u epruvetu za sakupljanje
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eluata. U slede¢cem koraku, dodavan je pufer AW2 koji dodatno oslobada DNK od
necistoca i kolona centrifugirana na 13000obrt/min u toku 3 min. Nakon toga kolona je
prebacivana u novu epruvetu i ponovo centrifugirana na istoj brzini u toku Imin kako bi
se uklonili tragovi pufera. U poslednjem koraku kolona je prebacivana u distu
mikrocentrifusku epruvetu. DNK je spirana sa kolone dodavanjem 200pl sterilne vode.
Nakon dodavanja vode kolona je Imin inkubirana na sobnoj temperaturi, a zatim

centrifugirana na 6000 obrt/min u toku 1min.

Izolacija DNK iz ¢elija bukalne sluzokoze
[protokol za QIAamp DNA Mini Kit-QIAGEN]

Deo Stapi¢a za uzimanje bukalnog brisa sa vaticom na kojoj se nalaze celije
bukalne sluzokoZe je smeStan u epruvetu zapremine 2mL. U nju je dodavano 400puL
1xPBS pufera (137mM NaCl, 3,375mM KCI, 1,76mM KH,PO4, 10mM Na,HPO,, pH
7,5) 1 20puL QIAGEN Protease. Zatim je dodavano jos 400puL pufera AL i smeSa odmah
vorteksovana 15sek. Nakon toga, smeSa je inkubirana 10min na 56°C, dodavano po
400pL etanola (96%-100%) i cela smesSa izvorteksovana. 700pul smeSe je nanoSeno na
kolonu 1 ona je centrifugirana na 8000obrt/min u toku Imin. Eluat je odbacivan i jo§ 700
pL smeSe je nanoSeno na istu kolonu uz ponovljeno centrifugiranje. U sledecem koraku
je dodavano 500pL pufera AWI i kolona centrifugirana na 8000obrt/min u toku Imin.
Nakon odbacivanja eluata, dodavano je 500uL pufera AW2. Kolona je centrifugirana
140000brt/min u toku 3min. Nakon toga kolona je prebacivana u novu epruvetu i ponovo
cenfrifugirana na istoj brzini u toku Imin kako bi se uklonili tragovi pufera. Po zavrSetku
centrifugiranja, kolona je prebacivana u Cistu epruvetu. Na kolonu je dodavano po 200ul
sterilne vode. Kolona je Imin inkubirana na sobnoj temperaturi, a zatim centrifugirana na

60000brt/min u toku Imin, ¢ime je DNK eluirana sa kolone.

Izolacija DNK iz ¢elija korena kose
[modifikovani protokol za QIAamp DNA Mini Kit-QIAGEN]

Pri izolaciji DNK iz celija korena kose, dlake sa oCuvanim korenom su najpre

potapane u 400pl 1xPBS pufera (137mM NaCl, 3,375mM KCI, 1,76mM KH,POy,
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10mM Na,HPO4, pH 7,5). Pufer sa cdelijama korena dlake je premestan u
mikrocentrifusku epruvetu i dodavano je 20pL QIAGEN Protease. Postupak je dalje

nastavljan po protokolu za izolaciju DNK iz éelija bukalne sluzokoze.

Analiza DNK na agaroznom gelu
[referenca 127]

Analiza DNK je vrSena na horizontalnom agaroznom gelu odgovarajuée
koncentracije (0,8- 2%), u zavisnosti od veli¢ine molekula DNK koje treba razdvojiti. U
gelove je pre polimerizacije dodavan etidijum bromid (Spg/ml). Elektroforeza je tekla u
TAE puferu (40mM Tris, 20 mM Na-acetat, ImM Na,EDTA), pri naponu od 4-7 V/cm.
DNK je vizuelizovana osvetljavanjem gela UV svetlom talasne duzine 266 nm. Nakon
elektroforeze gelovi su dokumentovani CCD kamerom sa BioDocAnalyze sistemom. Za
odredivanje veli¢ine fragmenata DNK koris¢eni su odgovarajué¢i komercijalni DNK

markeri (NE BioLabs).

Analiza konformacionog polimorfizma jednolancane DNK
[referenca 128]

Metoda konformacionog polimorfizma jednolancane DNK (SSCP) se koristi za
detekciju promena u sekvenci kradih fragmenata DNK, duzine 150-250bp. Metoda se
zasniva na principu da sekundarna struktura jednolancane DNK zavisi od njene sekvence.
Jednolan¢ani fragmenti iste duZine, ali razliCite primarne strukture, imace razliitu
sekundarnu strukturu, a samim tim ¢e i drugacije putovati tokom elektroforeze. SSCP je
indirektna metoda, njome se moze utvrditi postojanje promene u analiziranom fragmentu,
ali da bi se ona ta¢no odredila potrebno je sekvencirati fragmenat u kome je uocena
promena. Za ’’skrinig’> 3’kraja gena za protrombin SSCP metodom najpre je PCR

reakcijom umnozavan fragment 3’ kraja gena duzine 204bp.
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PCR reakcije su radene u finalnoj zapremini od 25pl sadrzavale su:

-200-500ng DNK

-PCR pufer (50 mM Tris-HCI pH 9; 0,1% Triton X-100)
-MgCl, (5SmM)

-dNTPovi (100uM svaki)

-prajmeri (10pmol svaki)

-Taq polimeraza (1U)

Temperaturni profil PCR reakcije:
95°C/5min
(94°C/1min, 61°C /1min, 72°C/1min) 30 ciklusa
72°C/10min

Da bi se DNK denaturisala, produkti PCR reakcije su kuvani sa formamidom 10min na
95°C i nakon toga drzani na ledu do nanoSenja na gel. Elektroforetsko razdvajanje
fragmenata vrSeno je na 10% gelu od poliakrilamida sa 5%(w/v) glicerolom.
Elektroforeza se odvijala pri konstantnom naponu od 120V, u trajanju od 18 sati na +4°C.

Po zavrSetku elektrofoteze DNK je vizuelizivana bojenjem gelova solima srebra.

PCR-RFLP metoda
[reference 129 i 130]

PCR-RFLP (Polimerase chain reaction - Restriction fragment length
polymorphism) je metoda koja se koristi za direktnu detekciju mutacija i polimorfizama.
Zasniva se na tome da postojanje promene u sekvenci kreira novo ili ukida postojece
mesto prepoznavanja nekog restrikcionog enzima. Na taj nacin, umnozeni fragment DNK
¢e nakon obrade restrikcionim enzimom imati razliCite duzine u zavisnosti od
prisustva/odsustva polimorfizma. Reakcija lananog umnozavanja DNK (PCR-
Polymerase Chain Reaction), omogucava umnoZzavanje zeljenog fragmenta DNK iz

minimalne koli¢ine pocetnog materijala, koris¢enjem termostabilne 7ag polimeraze.
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Ukoliko se reakcija lancanog umnoZzavanja odvija direktno iz pune krvi, bez prethodne
izolacije DNK, na pocetku se koristi “hot start”, odnosno nekoliko ciklusa grejanja i
hladenja, kako bi se omogucila liza ¢elija i oslobadanje DNK.

Metoda PSM (Polymerase chain reaction-mediated site-directed Mutagenesis) se
zasniva na moguénost Taq polimeraze da uvede promenu u sekvenci DNK tokom
reakcije lan€anog umnozavanja i to na taj nacin Sto jedan od prajmer koji se koristi nije
potpuno komplementaran DNK matrici. Ta se razlika ogleda u jednom nukleotidu na
kraju sekvence koja se umnoZava. Na taj nafin omogucava se stvaranje novog
restrikcionog mesta u umnozenom segmentu ¢ije ¢e postojanje zavisiti od prisustva ili
odsustva mutacije koja se analizira. PSM metoda je koriS¢ena za detekciju FII G20210A,
FII T20063C 1 FII C20068T polimorfizama.

PCR reakcije, radene u finalnoj zapremini od 25pul sadrzale su:

-200-500ng DNK ili 1pl pune krvi

-PCR pufer (50 mM Tris-HCI pH 9; 0,1% Triton X-100)
-MgCl, (5mM)

-dNTPovi (100uM svaki)

-prajmeri (10pmol svaki)

-Taq polimeraza (1U)

Temperaturni profil PCR reakcije kada je umnozavanje radeno iz DNK:
95°C/5min
(94°C/1min, Ta/Imin, 72°C/1min) 30 ciklusa
72°C/10min

a kada je umnozavanje vrseno direkto iz pune krvi:
(98°C/3min, 55°C/3min) 5 ciklusa
95°C/5min
(94°C/Imin, Ta/Imin, 72°C/1min) 30 ciklusa
72°C/10min

(T s-temeratura vezivanja prajmera, navedena u Tabeli 4)
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U Tabeli 4 navedeni su odgovarajuci parovi prajmera i temperature vezivanja prajmera
koriS¢ene u detekciji polimorfizama u 3’ kraju gena za protrombin.

Tabela 4 Parovi prajmera i odgovarajuce temperature vezivanja prajmera koriséeni u

detekciji polimorfizama u 3’ kraju gena za protrombin

polimorfizam naziv : temeratura
: sekvenca prajmera s
prajmera anilinga
Al19911G Ell 1 TCTAGAAACAGTTGCCTGGC 56°C
FIL2 TCTAGAAACAGTTGCCTGGC
T20063C Fllpsm2 TGGCTTCTACACACATGAG 53°C
Pt2 TCAATGCTCCCAGTGCTATTC
T20068T Fllpsm GCTTCTACACACATGTGTTGC 6l1°C
Bt2 TCAATGCTCCCAGTGCTATTC
& G20210A FII'1 TCTAGAAACAGTTGCCTGGC 56°C
E FII2 TCTAGAAACAGTTGCCTGGC
i C20221T Ptl GGATGGGAAATATGGCTTICTAC 60°C
i ASb GGCTGAGGTGGGAGGAT
T20298C Ptl GGATGGGAAATATGGCTTCTAC 61°C
ASb GGCTGAGGTGGGAGGAT

Produkti PCR reakcije su proveravani na 2% agaroznom gelu, a zatim su digerirani

odgovaraju¢im restrikcionim enzimima. Sastavi smeSa za digestiju restrikcionim

enzimima kao i uslovi digestaja dati su u Tabeli 5.

Tabela 5 Sastavi reakcionih smes$a i uslovi digestije restrikcinim enzimima

polimorfizam | A19911G | T20063C | C20068T | G20210A | C20221T | T20298T
PCR produkt | 15pl 15pl 15pl 15ul 15ul 15ul

10x pufer Neb4 Nebl Neb4 Neb2 Neb3 Neb2
gisztirrl:cmm EcoNI | Sael Hhal | HindlI | Mwol Hinfl
BSA = lpg/mL | Ipg/mL | - 5 s

finalna

e 20ul 20pl 20pul 20pl 20pul 20pl
e 37°C/16h | 37°C/16h | 37°C/16h | 37°C/16h | 60°C/16h | 37°C/16h
digestije

Produkti digestije DNK restrikcionim enzimima analizirani su vertikalnom

elektroforezom na 10% poliakriamidnim gelovima. DNK je vizuelizovana bojenjem

gelova solima srebra.
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Analiza DNK na poliakrilamidnom gelu
[referenca 131]

Fragmenti DNK su razdvajani na nedenaturiSu¢im 10% poliakrilamidnim
gelovima (9,7%(w/v) akrilamid, 0,3% (w/v) N,N-metilenbisakrilamid, 100mM Tris,
83mM borna kiselina, ImM EDTA pH 8; 0,1% (w/v) amonijumpersulfat, 0,01% (v/v)
TEMED). Elektroforeza je tekla pri naponu od 10 V/cm u TBE puferu (100mM Tris, 83
mM borna kiselina, ImM EDTA pH 8). Po zavrSetku elektroforeze, gelovi su bojeni

solima srebra.

Vizuelizacija DNK u poliakrilamidnim gelovima srebronitratom
[refernca 132]

Vizuelizacija DNK u poliakrilamidnim gelovima vrSena je bojenjem
srebronitratom. Poliakrilamidni gelovi su, nakon elektroforeze, najpre fiksirani 30 minuta
u rastvoru 10% etanola i 0,5% siréetne kiseline. Nakon toga, gelovi su bojeni u 0,1%
rastvoru srebronitrata 10 min. ViSak srebra je uklanjan ispiranjem najpre u redestilovanoj
vodi, a zatim u razvijacu, koji je bio sledeceg sastava: 1,5% natrijumhidroksid, 0,01%
natrijumborhidrid i 0,048% formaldehid. Gelovi su u razvijacu inkubirani 20 minuta.
Fiksiranje dobijenih traka vrSeno je potapanjem gelova u 0,75% rastvor

natrijumbikarbonata u trajanju od 20min.

Kapilarna elektroforeza na DNA Labchip-u
[protokol za DNA 500 Assay kit-AGILENT TECHNOLOGY]

Elektroforetsko razdvajanje fragmenta nakon digestije restrikcionim enzimima
vrSeno je 1 na aparatu Agilent 2100 Bioanalyzer, metodom kapilarne elektroforeze. U
prvom koraku pripreman je Cip na koji su zatim nanoSeni uzorci. Po 9ulL Gel-Dye miksa
nanoSeno je u odgovarajuce obelezena lezista na Cipu. Koriste¢i Chip Priming Station
Gel-Dye miks je razliven u kapilare ¢ipa. Na ovako pripremljeni Cip, po SplL markera je
nanoSeno u leziSta namenjena za uzorke i lestvicu. Zatim je 1pL lestvice nanoSeno u

odgovaraju¢e obelezeno mesto. Uzorci su nanoseni u zapremini od IplL. Nakon



Materijal i metode

nanosSenja uzoraka, Cip je vorteksovan jedan minut na 2400obrt/min. Tako pripremljeni
Cip je analiziran je na aparatu Agilent 2100 Bioanalyzer. Rezulatati su obradivani

koris€¢enjem 2100 Expert Software.

Sekvenciranje DNK
[protokol za BigDye Terminator Ready Reaction Kita- APPLIED BIOSYSTEMS]

Za sekvenciranje DNK koris¢en je kit BigDye'™ Terminator Version 3.1 Ready
Reaction (Applied Biosystems). Metoda se bazira na umnozavanju DNK u prisustvu
jednog prajmera i dideoksinukleotida, tako da se dobija serija jednolanc¢anih fragmenata
C¢ija se duzina razlikuje za jedan bazni par. Svaki od 4 dideoksinukleotida obelezen je
razliCitom fluorescentnom bojom cime se reakcija sekvenciranja i detekcija produkata
vrSe u jednoj reakciji (umesto Cetiri odvojene, kada su svi dideoksinukleotidi obelezeni
istom bojom). Produkti reakcije sekvenciranja su analizirani kapilarnom elektroforezom
na aparatu 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Fragment 3’ kraja gena za protrombin duzine 715bp najpre je umnozavan
metodom PCR-RFLP, prajmerima FIl13a i A6b.

PCR smesSa finalne zapremine 50 pl sadrzala je slede¢e komponente:

-200-500 ng DNK

-PCR pufer (50 mM Tris-HCI pH 9; 0,1% Triton X-100)
-MgCl, (5 mM)

-dNTPovi (finalna koncentracija svakog 100 pM)
-prajmeri (10 pmol)

-Taq polimeraza (1U)

Temperaturni profil PCR reakcije:

94°C/5min
(94°C/45s, 61°C/45s, 72°C/45s) 35 ciklusa

72°C/10min

36



Materijal i metode

Nakon provere PCR produkta na 2% agaroznom gelu, vrSeno je preciS¢avanje DNK na

koloni (QIAquick PCR Purification kit, Qiagen) prema uputstvu proizvodaca.

Smesa za reakciju sekvenciranja, finalne zapremine 8pl, sadrzala je sledece

komponente:

-10 ng preciS¢enog PCR produkta
-prajmer za sekvenciranje FII13a (3,2 pmol)

-3ul Ready Reaction Mix (Applied Biosystems)

Temperaturni profili PCR reakcije za sekvenciranje:

96°C/1min
(96°C/10s, 50°C/5s, 60°C/4min) 25 ciklusa
4°C/

Posle zavrSene reakcije sekvenciranja uzorci su preciSéavani Na-acetatnom
precipitacijom. U 8uL smeSe je dodavano po 40uL 0,1M Na-acetata pH 5,2, rastvorenog
u etanolu. Zatim je vrSeno centrifugiranje na 13000obrt/min u toku 10min, uz odlivanje
supernatana. Talog je ispiran dva puta sa po 200ul. 70% etanola, uz centrifugiranje
130000br/min/10min i odlivanje supernatanta. Nakon toga je u potpunosti osuSen.
Osuseni talog je rastvaran u 25ul HiDi Formamide (Applied Biosystems) 1 celokupna

zapremina je nanoSena na aparat za automatsko sekvenciranje.

Statisticka obrada podataka
[Statistical Package for Social Sciences]

Za statisticku obradu podataka korid¢eni su: % test i Studentov t-test, sa nivoom
statisticke znacajnosti od 0,05. Odredivani su p vrednost, OR (Odds Ratio) 1 95%CI
(Confidence Interval). Za statisti¢ku obradu podataka koriséen je programski paket SPSS

(Statistical Package for Social Sciences), verzija 10.

37




Materijal i metode

3.3.2 Metode za funkcionalnu analizu polimorfizama u 3’ kraju gena za
protrombin

U okviru funkcionalne analize polimorfizama 3’ kraja gena za protrombin, najpre
su metodama kloniranja i PCR-dirigovane mutageneze dizajnirani konstrukti koji su
obuhvatili razli¢ite duzine 3’ kraja gena i u okviru njih identifikovane polimorfizme. Sa
ovim konstruktima uradene su stabilne transfekcije Cos-7 celijske linije 1 izolovana je
RNK. Uticaj 3’ kraja na ekspresiju protrombinskog gena je pracen preko relativne
kvantifikacije RNK metodom Real-Time PCRa.

Kultivacija bakterija
[referenca 133]

Bakterije soja E. coli DH5a i XL1-blue su gajene u teénom LB (Luria-Bertani)
medijumu (1% tripton, 1% NaCl, 0,5% ekstrakt kvasca) ili na ¢vrstoj LB podlozi (1%
tripton, 1% NaCl, 0,5% ekstrakt kvasca i 1,5% bacto-agar). Svi koriS¢eni medijumi su
sterilisani autoklaviranjem.

Bakterije su gajene na temperaturi od 37°C. U te¢ne i u ¢vrste medijume dodavan je

ampicilin u finalnoj koncentraciji od 100pg/ml.

In situ PCR dirigovana mutageneza
[modifikovani protokol za QuickChange Site-Directed Mutagenesis Kit-STRATAGENE]

In situ PCR dirigovana mutageneza je metoda koja omogucava uvodenje tackaste
mutacija, male delecije ili insercije u DNK sekvencu ukloniranu u dvolancani vektor. Za
izvodenje ove metode koris¢ena je modifikacija uputstva za QuickChange Site-Directed
Mutagenesis Kit (Stratagene). Metoda obuhvata: PCR reakciju u kojoj se koristi prajmer
koji nosi mutaciju, digestiju dobijnog PCR produkta Dpn [ enzimom i transformaciju
kompetentnih bakterijskih celija digestionom smesom. Prajmeri moraju biti fosforilisani
na 5’0OH 1 pozeljno je da budu dugi 25-45 nukleotida. Mutacija koja se uvodi trebalo bi

da bude pozicionirana u sredini prajmera. Kao matrice za umnozavanje koristi se vektor

38



Materijal i metode

sa ukloniranom sekvencom u koju se uvodi mutacija. Kako bi se osiguralo umnozavanje
kompletnog vektora, koristi se miks DNK polimeraza Pfu i Vent. Nakon umnozavanja,
vrsi se digestija Dpn I enzimom (ciljna sekvenca: 5°Gm°ATC-3") koji digerira samo
metilovanu DNK. To omogucava uklanjanje DNK matrice, odnosno pocetnog vektora
koji ne sadrzi zeljenu mutaciju, dok se novosintetisanim vektorom koji nosi mutaciju vrsi
transformacija kompetentnih bakterijkih celija.

U okviru ove studije metodom in situ dirigovane mutageneze uvedene su T20063C i
C20068T zamene. Prajmeri koji su kori$¢eni dati su u Tabeli 3.

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

-100 ng plazmidne DNK

-1x reakeini pufer (50 mM Tris-HCI pH 9; 0,1% Triton X-100)
-100 ng prajmera

- dNTP mix (0,5 mM svaki)

-1U Pful polimeraze (Fermentas)

-1U Vent polimeraze(NE BioLabs)

Temperaturni profil PCR reakcije:

95°C/1min
(95°C/60s, 55°C/60s, 65°C/15min) 30 ciklusa
4°C/ oo

Produkti PCR reakcije podvrgavani su digestiji Dpn I restricionim enzimom. U smesu je
dodavano 10U Dpn I enzima i reakcija digestije se odvijala 16 sati na 37°C. Nakon toga,
digestiona smeSa je koriS¢ena za transformaciju kompetentnih bakterijskih celija. 1z
transformanata je izolovana plazmidna DNK, a uspesnost in situ mutageneze proveravana
je sekvenciranjem regiona u koji su uvodene mutacije. U reakciji sekvenciranja koriscen

je FII13a prajmer.
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Priprema kompetentnih bakterijskih Celija za transformaciju

[referenca 134]

Ova metoda ima za cilj da se celijska membrana bakterija u¢ini propustljivijom, kako bi

se omoguéilo ,ubacivanje” strane DNK, odnosno transformisale bakterijske Ccelije

odgovarajué¢im vektorom.

Pripremanje kompetentnih bakterijskih celija za transformaciju toplotnim Sokom:
Sveze, pojedinacne bakterijske kolonije, koriS¢ene su za inokulisanje 10mL medijuma
LB u kome su zatim gajene preko no¢i na 37°C na 180obrt/min. Sa 2mL ove
prekonocne kulture inokulisano je 200mL LB medijuma. Kultura je gajena na 37°C
na 200 obrt/min dok nije dostigla ODgo>0,3. Po dostizanju odgovaraju¢eg OD600
kultura je centrifugirana 10min na 4°C i 2500 obrt/min. Dobijeni talog je
resuspendovan u 10mL 0,IM CaCl, i inkubiran na ledu 15min. Nakon toga je
suspenzija ponovo centrifugirana 10min na 4°C 1 25000brt/min. Talog je
resuspendovana u 2mL rastvora RF2 (10mM MOPS,1 mM RbCI, 75SmM CaCl; 15%
glicerol), 1 inkubiran na ledu 15min. Po 50-200pL smesSe je alikvotirano hladnim

nastavcima u hladne epruvete na ledu i zamrznuto na -80°C.

Pripremanje kompetentnih bakterijskih celija za transformaciju elektroporacijom:
Po 10pL gliceroskog bakterijskog stoka koriS¢eno je za inokulaciju 10mL LB
medijuma. Prekono¢na kultura je gajena na 37°C na 180obrt/min. Sa 5 mL
prekono¢ne kulture inokulirano je 500mL LB medijuma i kultura je gajena na
37°C/2200brt/min do dostizanja ODggo 0,5-0,7. Nakon toga kultura je podeljena u
dva dela i centrifugirana 15min na 5000rpm/4°C. Dobijeni talog je rastvaren u 250mL
hladne sterilne vode. Posle ponovljenog centrifugiranja (15min/4°C /50000brt/min),
talozi su rastvarani u 125 mL hladne vode. Nakon rastvaranja, smeSe su
centrifugirane 15min na 4°C i 4000obrt/min. Talozi su resuspendovani u 10mL 10%
hladnog glicerola i spojenu u jednu epruvetu. Zatim su centrifugirani 15min na
70000brt/min/4°C. Po zavrSetku centrifugiranja talog je resuspendovan u 1,25mL

hladnog 10% glicerola. Tako dobijene celije su razdeljivane u alikvotima od 50uL i

zamrzavane na -80°C.
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Transformacija kompetentnih bakterijskih celija
[referenca 134]

Ovom metodom se u bakterijske celije ubacuje strana DNK. Zahvaljujuéi ¢injenici da
bakterije replikuju podjednako efikasno kako sopstvenu tako i ubacanu plazmidnu DNK,
ova metoda obezbedjuje velike koli¢ine plazmidne DNK. U okviru ove studije koris¢ene

su metode transformacije toplotnim Sokom i elektroporacijom.

= Transformacija kompetentnih bakterijskih ¢elija toplotnim Sokom:

U smeSu kompetentnih bakterijskih celija (200pl) dodavano je 10pl plazmidne DNK.
Smesa je inkubirana jedan sat na ledu, a zatim izlagana toplotom Soku: 42°C (2min), led
(5min). Ovako transformisanim celijama dodavano je po 800ul LB medijuma bez
antibiotika i njihov oporavak je favorizovan gajenjem na 37°C u toku jednog sata. Nakon
toga 100-500ul bakterijske kulture je utrljavano na ¢vrstu LB podlogu. Bakterijske celije
su gajene na ¢vrstoj podlozi preko noéi na 37°C. Iz pojedinaénih kolonija su izolovani

ciljni plazmidi.

* Transformacija kompetentnih bakterijskih celija elektroporacijom:

Smesi kompetentnih bakterijskih ¢elija dodavano je 1-2pL plazmidne DNK. Smesa je
inkubirana na ledu Imin, a zatim prebacivana u kivete za Gene Pulsar elektroporator (Bio
Rad). Elektroporacija je vrSena na 1,25kV. Odmah po transformaciji u smesu je dodavano
Iml SOC medijuma (972ul LB, 5pL 0,5M KCI, 10pL 1M MgSOy, 3,3uL 3M MgCl,,
10pL 2M glukoze) i bakterije su inkubirane jedan sat na 37°C/2250br/min. Po 100-500pl1
bakterijske kulture je potom utrljavano na ¢vrstu LB podlogu. Bakterije gajene preko noci
na 37°C. Ciljni plazmidi su izolovani iz pojedinacnih kolonija koje su izrasle na petri

Soljama.

Izolovanje plazmidne DNK na maloj skali
[protokol za QIAprep Spin Miniprep Kit -QIAGEN]

Pojedinacne bakterijske kolonije zasejavane su u 5Sml te¢nog LB medijuma sa

ampicilinom i inkubirane preko no¢i na 37°C/180obrt/min. Prekonoé¢na kultura je

41



Materijal i metode

centrifugirana 2min na 13000obrt/min, i dobijeni bakterijski talog je resuspendovan
vorteksovanjem u 250pl pufera P1. U resuspendovani talog dodavano je 250pl pufera P2
i 350ul pufera N3 uz meSanje invertovanjem. Nakon toga je smeSa centrifugira na
130000brt/min u trajanju od 10min. Supernatan je prebacivan na QIAprep kolonu, koja
je centrifugirana na 13000obrt/min u toku Imin. Na ovaj nacin je DNK vezana za
kolonu, i u naredna dva koraka preciS¢avana dodavanjem 0,75SmL pufera PE i
centrfugiranjem na 13000obrt/min u trajanju od 1 minita. Da bi se odstranili 1 poslednji
tragovi pufera, kolona je ponovo centrifugirana na 13000obrt/min u trajanju od 1 min.
DNK je eluirana sa kolone dodavanjem 100pl sterilne vode i centrifugiranjem na

130000brt/min u trajanju od 1 minuta.

Detekcija plazmida koji nosi Zeljenu mutaciju

Prisustvo zeljene mutacije potvrdjivano je reakcijom sekvenciranja. Nakon izolacije
plazmidna DNK je sekvencirana koriS¢enjem prajmera FII13a. Sekvenciranjem je
proveravano ne samo da li je Zeljena mutacija prisutna u sekvenci plazmida, ve¢ i da
prilikom replikacije u bakterijskim ¢elijama nije doSlo do dodatnih, nezeljenih promena

u sekvenci.

Cuvanje transformanata
[referenca 134]

Dobijeni transformanti su vijabilni na ¢vrstim LB podlogama svega nekoliko
nedelja, tako da su za duze Cuvanje pripremani i zamrzavani glicerolski stokovi. U
ependorf epruvetu sa 150ul sterilnog 100% glicerola dodavano je po 850ul tecne
prekonocne bakterijske kulture i smeSa je zamrzavana u tecnom azotu. Glicerolski

stokovi koji se Cuvaju na -80°C su vijabilni duzi niz godina.
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Priprema plazmidne DNK za transfekciju celija u kulturi
[protokol za EndoFree Plasmid Maxi Kit-QIAGEN]

Sa ¢vrste selektivne podloge su zasejavane pojedinacne bakterijske kolonije u SmL
LB medijuma i inkubirane 8 sati na 37°C/3000brt/min. 100uL ove kulture je zasejavano u
100mL LB medijuma i inkubirano 12-16 sati na 37°C/3000brt/min. Bakterijske ¢éelije su
taloZzene centrifugiranjem na 47000brt/min/ 4°C /25 min. Talog je resuspendovan u 10mL
pufera P1, zatim je dodavano po 10mL pufera P2, uz meSanje invertovanjem. Smesa je
inkubirana na sobnoj temperaturi Smin. Nakon toga dodavano je 10mL pufera P3 i smesa
invertovana 4-6 puta. Dobijeni Celiski lizat je nanoSen na QIAfilter Maxi, inkubiran
10min na sobnoj temperaturi, a zatim profiltriran. U filtrirani lizat je dodavano 2,5mL
pufera ER, smeSa promeSana invertovanjem i inkubirana na ledu 30min. Za to vreme je
kolona QIAGEN-tip 500 ekvilibrisana dodavanjem 10mL pufera QBT. Na ekvilibrisanu
kolonu nanoSen je filtrirani lizat. DNK vezana za kolonu je dva puta ispirana sa 30mL
pufera QC i eluirana puferom QN. Eluirana DNK je precipitirana dodavanjem 10,5mL
izopropanola i centrifugiranjem na 8000obrt/min, 30min na 4°C. Nakon toga u talog je
dodavano SmL 70% etanola i smesa centrifugirana 10 min na 80000brt/min/4°C. Talog je
suSen na vazduhu 10-30min, rastvaren u 200pL endotoxin-free pufera TE i nakon

merenja koncentracije plazmidna DNK je ¢uvana na -20°C.

Kultivacija permanentnih Celijskih linija
[referenca 135]

Permanetna celijska linija Cos-7 pripada grupi adherentnih éelijskih linija i gajena
Je u odgovaraju¢im sterilnim sudovima u inkubatoru sa automatskim protokom 5%CO,,
na temperaturi od 37°C, uz sve propisane mere sterilnog rada. Celije su gajene u
medijumu DMEM (Dullbecco’s Modified Minimum Essencial Medium) uz dodatak 10%
fetalnog teleceg seruma i 50pug/mL gentamicina.

Zasejavanje Celija vrSeno je brzim otapanjem celija Guvanih u te€nom azotu i

njihovim resuspendovanjem u zagrejanom kompletnom déelijskom medijuma.
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Zamena medijuma vrSena je po potrebi, aspiriranjem postojeceg i dodavanjem
svezeg medijuma zagrejanog na 37°C.

Pasaziranje Celija vrSeno je na svaka 3-4 dana, odnosno kada dostignu priblizno
80% konfluentnosti. Stepen konfluentnosti je proveravan pod mikroskopom. Najpre je
aspiriran postoje¢i medijum i ¢elije su dva puta prane PBS puferom (137mM NaCl,
3,375mM KCl, 1,76mM KH,PO,, 10mM Na,HPO,, pH 7,5). Nakon toga ¢elije su
tretirane 0,1% rastvorom tripsinaEDTA u PBS-u, do potpunog odvajanja od podloge.
Tripsin je inhibiran dodavanjem svezeg medijuma, a celije su zasejavane u odnosu 1:3,
il 125,

Broj ¢elija nakon pasaziranja je odredivan na hemocitometru.

Zamrzavanje celija je vrSeno u medijumu za zamrzavanje koji sadrzi
krioprotektivni agens-dimetilsulfoksid (DMSO) 1 fetalni tele¢i serum u odnosu 1:9.
Nakon tripsinizacije, celije su resuspendovane u svezem medijumu, prebacivane u
epruvetu i centrifugirane na 1200obr/min, 2 minuta na sobnoj temperaturi. Talog od 1-
2x10° éelija je rastvaran u ImL medijuma za zamrzavanje i prebacivan u epruvete za
zamrzavanje. Samo zamrzavanje je obavljano postepeno. Tek nakon toga, epruvete sa

zamrznutim ¢éelijama su skladiStene u tenom azotu (-196 °C).

Transtekcija Cos-7 ¢elijske linije plazmidnom DNK
[protokol za PolyFect Transfection Reagent-QIAGEN]

Za transfekciju permanentne celijske linije Cos-7 koriSéen je reagens Polyfect
(Qiagen). Polyfect je molekul sferi¢ne arhitekture sa "granama" koje se radijalno pruzaju
iz centralnog dela sfere i zavrSavaju naelektrisanim aminogrupama za koji se vezuje
DNK. Ovako nastali, pozitivno naelektrisani kompleks se vezuje za negativno
naelektrisane receptore na membrani Celije, cime se omogucava ulazak plazmidne DNK u
celiju.

Za eksperimente transfekcije 4x10° Cos-7 Celija je zasejavano u T-25 flask 1
gajeno pod standardnim uslovima 24h. Odgovaraju¢i plazmidi, koji su izolovani po
protokolu za EndoFree izolaciju, su najpre podvrgnuti digestiji restrikcionim enzimom

Notl u trajanju od 16h. Linearizacija plazmida je vrSena da bi se omogucila laksa
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integracija plazmidne DNK u genom celija. Linearizovani plazmidi su prec¢iS¢avani na
koloni (QIAquick PCR Purification kit, Qiagen) i rastvarani u puferu TE (10mM Tris,
ImM EDTA, pH 8,0). 2,5ug plazmidne DNK je rastvoreno u 150pL. medijuma DMEM
(bez seruma i antibiotika jer oni ometaju stvaranje kompleksa). Po dodavanju 15puL
PolyFect reagensa i vorteksovanja, smeSa je inkubirana 5-10min na sobnoj temperaturi
kako bi se oformili kompleksi izmedu Polyfect-a i plazmidne DNK. Zatim su kompleksi
pomesSani sa ImL kompletnog medijuma i celokupna smeSa je prebacivana u flask sa
éelijama, kojima je pre toga dodato 3mL svezeg kompletnog medijuma. Celije su zatim

gajene pod standardnim uslovima 48h.

Gajenje stabilnih transformanata Cos-7 celijske linije

Cetrdeset osam sati nakon transfekcije odgovarajuéim plazmidnim vektorom, ¢elije
su pasazirane, prebacivane u novi flask sud sa 10 puta ve¢om zapreminom (T-175) i
gajene u standardnom kompletnom medijumu kome je dodavan antibiotik G418 u
finalnoj koncentraciji Img/mL. Paralelno sa transfekovanim celijama, pod istim uslovima
su gajene 1 kontrolne ¢elije, kojima je u procesu transfekcije dodat samo medijum, bez
plazmidne DNK. Celijama je po porebi menjan medijum ili su pasaZirane. Nakon prve
nedelje, pod ovim uslovima gajenja, kontrolne celije nisu prezivljavale, dok su
transfekovane ¢elije formirale ostrvca deljenjem celija koje su rezistentne na antibiotik.
Celije su gajene 4-5 nedelja u prisustvu antibiotika, do postizanja fluktuentnog rasta,

nakon ¢ega je po 2x10° ¢elija zasejavano za izolaciju RNK, a ostatak éelija zamrzavan.

Izolacija celokupne RNK iz ¢elija u kulturi
[protokol za RNeasy Plus Mini Kit-QIAGEN]

Po 2x10° stabilno transfekovanih Cos-7 ¢elija, zasejavano je u Iml standardnog
kompletnog medijuma uz dodatak Img/mL antibiotika G418. Celije su gajene na
5%C0,/37°C 48 sati, a zatim su lizirane dodavanjem 350pL pufera RTL Plus. Lizat je

homogenizovan na QIAshredder koloni i centrofugiranjem 2min na 130000brt/min. Da bi
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se izbegla DNK kontaminacija, homogenizovani lizat je nanoSen na gDNA Elimintor
kolonu 1 centrifiguran 0,5min na 13000obrt/min. Nakon toga je u eluat dodavano po
350uL 70% etanola 1 celokupna zapremina prebacivana na Rneasy kolonu za koju se
vezuje RNK. Ova kolona je centrifugirana 15sek na 130000bt/min, a zatim je dodavano
70puL pufera RW1 i kolona ponovo centrifugirana 15sek na 130000bt/min.U narednom
koraku je RNK ispirana dva puta sa po 500pL pufera RPE. Kolona je centrifugirana 2min
na 13000obt/min, a nakon toga jo$ jednom 1 min, kako bi se uklonili svi tragovi pufera.
RNK je sa kolone eluirana sa 50puL sterilne vode, centrifugiranjem Imin na
130000brt/min. Prinos 1 kvalitet izolata RNK je proveravan horizontalnom
elektroforezom na 2% agaroznom gelu i merenjem koncentracije na spektrofotometru.

Izolati RNK su ¢uvani na -20°C.

Preciséavanje RNK
[protokol za DNA-free Kit-AMBION]

Za analizu RNK metodom Real-time PCRa, veoma je vazno da izolovana RNK
nije kontaminirana sa DNK. Iz tog razloga su RNK izolati pre¢iS¢avani DNA-free kitom.
U izolate je dodavan DNase pufer i 1pL enzima rDNasel. SmeSe su inkubirane 20-30min
na 37°C. Zatim je enzim inaktiviran dodavanjem 0,1 volumena DNase I inaktivirajuéeg
agensa. Nakon 2min na sobnoj temperaturu, smesSe su centrifugirane na
130000brt/min/1,5min. PreciS¢ena RNK, koja se nalazi u supernatanu, je prebacivana u

novu epruvetu.

Sinteza cDNK
[protokol za High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit- APPLIED BIOSYSTEMS]

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit sadrzi reverznu transkriptazu i
nasumicne (random) prajmere i omogucava prevodenje celokupne iRNK u ¢cDNK. Ovako
dobijena cDNK se moze dalje koristiti za kvantifikaciju metodom Real-time PCRa.

Kao matrica za reakcije reverzne transkripcije koris€eni su uzorci RNK izolovani iz

stabilnih éelijskih transfektanata Cos-7 Celijske linije.
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Reakcije reverzne transkripcije radene su u zapremini od 20pL, su bile sledeceg sastava:

10x RT Buffer 2ol
25x dNTP Mix (100mM) 0,8 puL
10x Random prajmeri 2 pL

MultiScribe reverzna transkriptaza 1 pL
RNK 10 pL

Temeraturni profil reakcije reverzne transkripcije:

25°C 25 minuta

37°C 120 minuta

85°C 5 sekundi
4°C 0

Uzorci cDNK su ¢uvani na -20°C.

Kvantifikacija iRNK metodom Real-Time PCRa
[protokol za TagMan Gene Expression Assays-APPLIED BIOSYSTEMS i referenca 136]

Metoda Real-time PCRa se zasniva na reakciji lan¢anog umnozavanja polimerazom
(PCR), pri ¢emu je zahvaljujuci reagensima koji se koriste i optickim karakteristikama
aparata omoguceno pracenje kinetike ove reakcije. Detektovanjem koli¢ine produkta koji
je nastao PCR reakcijom, moguce je kvantifikovati koli¢inu pocetne matrice (DNK,
cDNK, RNK) sa koje je umnozavanje vrSeno. Dva osnovna pristupa za detekciju su: 1)
koriS¢enje reagensa (fluorescentne boje) koji emituje fluorescentni signal nakon
vezivanja za molekul dvolancene DNK. Signal koji se dobija je srazmeran koli¢ini
dvolan¢anog produkta PCR reakcije i nije zavisan od primarne sekvence umnozenog
DNK fragmenta. Najcesc¢e koriS¢eni reagens iz ove grupe je SYBERGreen, 2)
koris¢enjem oligonukleotidnih proba koje su obelezene fluorescentnom bojom, a
komplemenatrne su delu sekvence koja se umnoZava. Na taj nacin se signal detektuje

samo pri specificnom umnozavanju. NajéeSce se koriste Taq Man probe obelezene sa
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FAM ili VIC bojom. U kvantifikaciji (DNK, RNK, cDNK) metodom Real-time PCRa
postoje dva pristupa: 1) apsolutna kvantifikacija, gde se dobijani fluorescentni signal
poredi sa signalima dobijenim od seta standarda poznatih koncentracija i 2) relativna
kvantifikacija, gde se rezultat iskazuje u odnosu na vrednosti dobijene za uzorak odabran
kao kalibrator. Kako je koli¢ina dobijenih PCR produkata direktno zavisna od koli¢ine
matrice, da bi se obezbedila normalizacija, uporedo sa umnoZavanjem sa sekvence target
gena vrsi se i umnozavanje takozvane endogene kontrole. Endogena kontrola je gen koji
se bira po kriterijumu da njegova ekspresija ne zavisi od tretmana u toku eksperimenta.

Reakcije Real-time PCRa radene su na aparatu 7500 Real-Time PCR (Applied
Biosystems). Za pracenje uticaja polimorfizama u 3’ kraju na ekspresiju gena za
protrombin koris¢en je Taq Man prisutup uz metod relativne kvantifikacije. Za detekciju
target molekula-protrombina koris¢en je TagMan Gene Expression Assays (Applied
Biosystems). Kao endogena kontrola izabran je gen za neomicinN-transferazu, koji
omogucava rezistenciju na G418 antibiotik.

Real-time PCR je raden je u multipleks reakciji, ukupne zapremine 10pL sladeceg

sastava:
2xUniverzalni PCR MasterMix SuL
20xTagMan Gene Expression Assays 0,5uL
(2 neobelezena prajmera, 900nM finalno svaki, FAM/MGB proba, finalno 250nM)
RT418a prajmer (18pmol/pL) 0,5pL
RT418b prajmer (18pmol/pnl) 0,5nL
G418 proba 0,5pL
cDNK 1510

Temeraturni profil reakcije:
50°C 2 minuta

95°C 10 minuta
(95°C 15 sekundi, 60°C 1 minit) 40 ciklusa.
Za obradu dobijenih rezultata koriS¢en je 7500 System Software (Applied Biosystems).
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Elektroforeza proteina u denaturisSucem gelu
[referenca 137]

SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) je
metoda koja omogucava razdvajanje proteina prema molekulskoj tezini.

Ova metoda je koriS¢ena za razdvajanje proteina plazme pacijenata kod kojih su
detektovani polimorfizmi u 3’ kraju gena za protrombin. Za njihovo radzdvajanje je
koris¢en diskontinuirani SDS poliakrilamidni gel koji se sastoji se iz gela za
koncentrovanje (stacking gel) koji omogucava homogenizaciju uzoraka 1 gela za
razdvajanje (running gel) u kome se proteini iz uzorka razdvajaju po svojoj masi.

Gel za razdvajanje je bio sledeceg sastava: 12% poliakrilamid, 375mM Tris, pHS8,8 1
0,1% SDS, 0,1% amonijumpersulfat i 0,01% TEMED. Sastab gela za koncentrovanje je
bio: 6% poliakrilamid, 0,5M Tris HCI, pH 6,8, 0,1% SDS, 0,1% amonijumpersulfat i
0,01% TEMED. Proteini plazme su najpre rastvarani u puferu za uzorak (50mM Tris, pH
6,8, 2%SDS, 10%glicerol, 0,1% bromfenolplavo) i denaturisani kuvanjem 5Smin na 95°C.
Uzorci su zatim nanoSeni na gel, a elektroforeza se odvijala u puferu TG (25mM Tris, pH
8,8, 250mM glicin, 0,1% SDS), pod konstantnim naponom od 100V u gelu za
koncentrovanje i 180V u gelu za razdvajanje. Zajedno sa uzorcima na gel je nanoSen
marker odgovaraju¢ih molekulskih tezina (Frementas), Po zavrSetku elektroforeze

proteini razdvojeni na gelu su dalje analizirani metodom Western blota.

Analiza proteina Western blot metodom
[referenca 138]

Western blot je metoda koja omogucava imunodetekciju ciljnog proteina u uzorku.
Metoda se sastoji iz: razdvajanje proteina elektroforezom, transfera razdvojenih proteina
na membranu i imunodetekcije proteina na mebrani. Detekcija target proteina se najcesce
vrsi u dve faze — koriS¢enjem primarnog i sekundarnog antitela. Primarno antitelo (I Ab)
je specificno za odredeni epitop target proteina, dok sekundarno antitelo (II Ab)
"prepoznaje" primarno antitelo i najcesce je specifiCano za epitop imonoglobulina

zivotinje iz koje je izolovano I Ab. Sekundarno antitelo je konjugovano sa molekulom
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pomocu kojeg se moze izvrsiti detekcija signala (biotin, alkalna fosfataza, peroksidaza
rena, itd).

Proteini plazme pacijenata su nakon razdvajanja elektroforezom na SDS-
poliakrilamidnom gelu prenoSeni PVDF Immobilon membarnu (Millipor) na koris¢enjem
sistema za polusuvi transfer (Biometra). Gel je inkubiran u katodnom puferu (25mM
Tris/HCI pH 9.4, 40mM glicin, 20% metanol). Membrana je aktivirana potapanjem u
metanol 1-2s, zatim ispirana u vodi 5min 1 inkubirana u anodnom puferu II (25mM
Tris/HCI pH 10,4, 20% metanol) 5Smin. Na anodnu plocu, koja je najpre nakvasena
anodnim puferom I (300 mM Tris/HCI pH 10,4, 20% metanol) stavljano je po 2 sloja 3
MM papira, nakvaSenih u anodni pufer I. Preko ovog sloja stavljan je po 1 3MM papir
natopljen u anodni pufer II. Zatim je stavljana aktivirana membrana, preko nje gel. Kao
poslednji sloj stavljana su po 3 3MM papira natopljena u katodni pufer. Transfer je trajao
40 min pri maksimalnoj struji od SmA po lem” membrane.

Po zavrSetku transfera membrane je inkubirana u 10% nemasnom mleku
rastvorenom u puferu PBST (80mM Na,HPO,4, 20mM NaH,PO,4, 100mM NaCl, pH 7,5,
0,1% Tween20) preko no¢i, da bi se blokiralo nespecificnog vezivanja antitela. Nakon
toga membrana je kratko ispirana u puferu PBST i inkubirana sa primarnim antitelom
Thromin K-20- goat polyclonal antibody (Santa Cruz Biotehnology), jedan sat, uz
Sejkiranje, Ovo primarno antitelo prepoznaje sredi$nji region humanog trombina i moze
se koristiti za detekciju kako trombina tako i protrombina. Primarno antitelo je koris¢eno
1 razblazenju 1:1000 u 5% mleku rastvorenom u PBST puferu. Nakon inkubiranja,
primarno antitelo je ispirano prvo 15min, a zatim 3x5min u PBST puferu, uz neprestano
Sejkiranje. Membrana je zatim inkubirana jedan sat u sekundarnom antitelu Anti-Goat
IgG, peroxidase conjugate (Sigma), razblazenom 1:80 000 u 5% mleku rastvorenom u
PBST puferu, takode uz Sejkiranje. Sekundarno antitelo je ispirano kao i primarno 15 min
i 3 x5 min u PBST puferu. Peroksidaza rena sa kojom je konjugovano sekunadrno
antitelo katalizuje reakciju peroksidacije odgovaraju¢eg supstrata pri ¢emu nastaje
hemiluminiscentni signal. Membrana je najpre 5 minuta inkubirana sa supstratom -

Immobilon Western (Millipor).
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Detekcija signala je vriena na fotosenzitivnom filmu. Relativna kvantifikacija
signala, koji odgovara koli¢ini protrombina vrSena je na CCD kameri uz koriS¢enje

softvera BioDocAnalyze (Biometra).
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Rezultati

4.1 STRUKTURNA ANALIZA 3° KRAJA GENA ZA
PROTROMBIN KOD PACIJENTA SA TROMBOFILIJOM

Strukturna analiza je obuhvatila pretrazivanje 3’ kraja gena za protrombin
metodom SSCP i sekvenciranja, sa ciljem da se identifikuju novi polimorfizmi u ovom
regionu. Nakon toga, odredivana je ucestalost ovih polimorfizama u grupi pacijenata sa
trombofilijom i u kontrolnoj grupi koju su €inili dobrovoljni davaoci krvi. Odredivana je i
ucestalost ranije opisanih polimorfizma u 3’ kraju gena za protrombin: G20210A,

A19911G1i T20221C.

selekcija pacijenata sa povisenim

nivoom protrombina u plazmi

!
skrining 3' kraja gena za
protrombin/SSCP

|

sekvenciranje/identifikacija novih
polimorfizama

. |

odredivanje ucestalosti novih 1 poznatih
polimorfizama u 3°kraju gena za protrombin
u grupi pacijenata sa trombofilijjom
1 kontrolnoj grupi

Slika 11 Sematski prikaz eksperimenata strukturne analize 3’ kraja gena za
protrombin

4.1.1 Skrining 3’ kraja gena za protrombin

Kod 54 pacijenta sa trombofilijom koji nisu nosioci FII G20210A polimorfizma, a
kod kojih je prisutan poviSeni nivo protrombina u plazmi (izmerena protrombinska
aktivnost >120%) uradeno je pretrazivanje regiona duzine 715bp 3’ kraja gena za
protrombin. Ovaj region je obuhvatao deo egzona 13, poslednji intron, egzon 14, 3° UTR,
kao 1 235bp 3’ FR sekvence.

Kod 43 pacijenta skrining 3’ kraja je uraden metodom SSCP, a zatim su
sekvenciranjem identifikovane promene u uzorcima DNK pacijenta kod kojih je uocen
razli¢it obrazac traka. Kod preostalih 11 pacijenata direktno je sekvenciran analizirani

region duZine 715bp.
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U prvom koraku standardizovani su uslovi za izvodenje SSCP metode. Kao
pozitivna kontrola koriS¢eni su uzorci koji su heterozigoti ili homozigoti za FII G20210A
polimorfizam koji se nalazi u ovom regionu. Genotip uzoraka koji su koriS¢eni kao
pozitivne kontrole je najpre odreden PCR-RFLP metodom, a zatim su ovi uzorci
sekvencirani kako bi se isklju¢ilo postojanje dodatnih polimorfizama, koji bi mogli da
uti¢u na konformaciju analizirinog fragmenta u SSCP metodi. Uslovi elekroforeze, kao 1
sastav gelova su standardizovani tako da su omogudéavali detekciju razlike izmedu

heterozigota i homozigota za FII G20210A polimorfizam i wt sekvence.

5 W

Slika 12 Skrining 3’ kraja gena za protrombin metodom SSCP
1,3,5,6-homozigot za wrt alel; 2-hetreozigot za FII G20210A polimorfizam; 4-homozigot
za FII G20210A polimorfizam; 7-nosilac polimorfizma koji nije FIIG20210A

Od testirana 43 pacijenta samo je kod jednog uoCen obrazac traka koji se
razlikovao od kontrolnog uzorka sa wt alelom (slika 12, uzorak 7). Sekvenciranjem je

utvrdeno da se radi o heterozigotu za C20068T polimorfizam (slika 13).

C20068T q

l

Slika 13 Deo sekvence 3’ kraja gena za protrombin sa C20068T polimorfizmom
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Ovaj polimorfizam je lociran u poslednjem egzonu gena za protrombin i dovodi
do zamene trede baze u kodonu koji kodira aminokiselinu arginin na poziciji 607 u
proteinu. Polimorfizam dovodi do zamene CGC u CGT, Sto je takode kodon za arginin,
tako da ne dovodi do aminokiselinske zamene na nivou proteina. Polimorfizam je
detektovan kod pacijentkinje koja je razvila masovnu trombozu noge nakon prvog
porodaja, bez predhodnih tromboti¢kih manifestacija. Izmerena protrombinska aktivnost
je iznosila 136%. Sekvencirani su i uzorci DNK oba roditelja pacijentkinje. Majka je
takode heterozigotni nosilac C20068T polimorfizma 1 kod nje je izmerena protrombinska
aktivnost od 113%.

Kod 11 pacijenata sa poviSenom protrombinskom aktivnoScu direktno je
sekvenciran region duZine 715bp u 3’ kraju gena za protrombin. Kod jedne pacijentkinje
su detektovana dva polimorfizma koja nisu do sada opisana: T20063C i T20298C (slika
14). Pacijentkinja je imala dva idiopatska spontana pobacaja u razmaku od 6 godina i
nakon toga jednu uspe$nu trudnocu. Nije imala drugih trombotickih manifestacija.
Izmerana aktivnost protrombina je iznosila 123%. Uzorci njenih roditelja i deteta su
takode sekvencirani, medutim ni jedan od polimorfizama nije detektovan.

T20063C polimorfizam se nalazi u poslednjem egzonu gena za protrombin i
dovodi do zamene fenilalanina izoleucinom (TTC/CTC) na mestu 606 u proteinu. Drugi
polimorfizam T20298C se nalazi u 3* FR regionu, tako da ne dovodi do aminokiselinske
zamene. U ovom delu 3’ kraja protrombinskog gena joS uvek nisu opisani regulatorni

elementi koji bi mogli da uti¢u na ekspresiju.

- | T20063C | B T20298C

nlM |

"

Slika 14 Deo sekvence 3’ kraja gena za protrombin sa:
A) T20063C i B) T20298C polimorfizmima
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4.1.2 Odredivanje ucestalosti polimorfizama A19911G, T20063C,
C20086T, G20210A, C20221T i T20298C u genu za protrombin

Ucestalost polimorfizama u 3’ kraju gena za protrombin odredivana je u
kontrolnoj grupi od 100 dobrovoljnih davalaca krvi i kod pacijenta sa trombofilijom (100
ispitanika). Grupe su formirane tako da odgovaraju po polu (p=0,62) i godinama starosti
ispitanika (p=0,72).

Detekcija polimorfizama je vrSena PCR-RFLP metodom. Za detekcuju A19911G
i G20210A polimorfizama kori§¢eni su ranije opisani prajmeri (20,139), dok su za
detekciju T20063C, C20068T, C20221T i T20298C polimorfizama najpre dizajnirani
prajmeri i standardizovana metoda za njihovu detekciju. U tabeli 6 date su duZine
umnozavanih PCR produkata, kao i odgovarajuce duZine fragmenta DNK nakon digestija

restrikcionim enzimima zavisno od prisustva polimorfizama.

Tabela 6 Duzine fragmenata DNK nakon digestije restrikcionim enzimima za
analizirane polimorfizme u 3’ kraju gena za protrombin

dusina PCR duzine fragmenata (bp)
produkta polimorfizam
(bp) = —
prisutan nije prisutan
A19918A 345 345 326+19
T20063C 192 171421 192
C20068T 190 190 170420
G20210A 345 322423 345
C20221T 323 215+108 195+108+20
T20298C 325 171+154 171+96+58

Na slici 15 prikazani su restrikcioni profili analiziranih polimorfizama. Kao
kontrolni uzorci kori§¢eni su heterozigoti za odgovarajuci polimorfizam, izuzev kod
detekcije C20221T polimorfizma, gde je uzorak sa wt sekvencom koriS¢en kao kontrolni.
Za sve kontrolne uzorke odgovaraju¢i genotip je predhodno potvrden metodom

sekvenciranja.
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A A19911G

C C20068T

L-standard molekulskih duzina, M-mutirani alel, N- wt alel

Slika 15 Detekcija polimorfizama u 3 kraju gena za protrombin

Podaci o u€estalosti analiziranih polimorfizama prikazani su u tabeli 7. T20063C,

C20221T 1 T20298C varijante nisu detektovane ni kod jednog ispitanika.

G20210A

varijanta je u heterozigotnom obliku detektovana kod 11% pacijenata i 3% ispitanika iz

kontrolne grupe (OR=3,99, p=0,047).

Tabela 7 Ucestalost detektovanih polimorfizama u 3’ kraju gena za protrombin

OR-Odds Ratio, p-statisti¢ka znacajnost

genotip

pacijenti sa kontrolna OR p
trombofilijom grupa, (95%CI)
(n=100), % (n=100),%
{ FII 19911AG ” 51 ” 51 ‘L — || =
FII 19911GG 0%} 19 127 0,603
(0,64-2,52)
| FII 20063TC/CC j| 0 H 0 |L B || i
FII 20068TC 3 1 2,14 0,687
(0,64-7.32)
[ FI120068TT I 0 Il 0 I 5 =
FII 20210GA 11 3 3,99 0,047
(1,08-14,79)
[ FII20210AA 1| 0 || 0 || = |r i
‘ FII 20221CT/TT ﬂ‘ 0 || 0 I i |r o
[ FI120298TC/CC I 0 I 0 i % |




Rezultati

Genotipovi 19911GG i 20068CT su takode ucestaliji u grupi pacijenata, ali ta

razlika nije stasticki zna€ajna (p=0,603 1 p=0,687).

Alelske frekvence testiranih polimorfizama date su u Tabeli 8. Statistica
znacajnost detektovana je samo kod G20210A polimorfizma (OR=3,03, 95%CI 1,05-
13,91, p=0.04). OR vrednost za T alel kod C20068T polimorfizma iznosi takode 3,03
(95%CI 0,31-29,38), medutim nije dostignuta statisticka znacajnost (p=0,34).

Tabela 8 Alelska ucestalost polimorfizama u 3’ kraju gena za protrombin
OR-Odds Ratio, p-statisti¢ka znacajnost

polimorfizam alel pacijentisa  Kkontrolna grupa OR P
trombofilijom (n=100) (95%CI)
(n=100)
FII A19911AG A 0,52 0,56 Ll 0,42
G 0,48 0,44 (0,79-1,74)
FII T20063C T 1 1 - 1
& 0 0
FII C20068T € 0,98 0,99 3,03 0,34
T 0,02 0,01 (0,31-29,38)
FII G20210A G 0,95 0,98 3,03 0,04
A 0,05 0,02 (1,05-13,91)
| FITC20221T & 1 1 - 1
1 0 0
FII T20298C T 1 1 - 1
C 0 0

Kombinacija dva polimorfizma detektovana je kod ukupno 18 ispitanika: 14

pacijenata i 4 ispitanika iz kontrolne grupe. Svi detektovani haplotipovi su bili

kombinacija heterozigotnih genotipova. Statisticka znacajnost nije zabelezena ni za jednu

kombinaciju. Nijedan ispitanik nije bio nosilac tri polimorfizma (tabela 9).
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Tabela 9 Ucestalost kombinacija FII G20210A, A19911G i C20068T polimorfizama u

grupi pacijenata sa trombofilijom i u kontrolnoj grupi
OR-0Odds Ratio, p-statisticka znacajnost

genotip pacijenti sa kontrolna OR P
! trombofilijom grupa (95%CI)
(n=100) (n=100)
| (%) (%)
FI120210GA
FII19911AA g ! - o
FII 20210GA 2,43
FIT 19911AG ! . (0,61-9.69) L
 FII 20210GA 0 5 . x
 FII19911GG
| FII20068CT
FII19911AA : - - 0
FII20068CT ) 1 2,02
FII1 19911AG (0,18-22,64)
FII20068CT 0 0 - .
FII19911GG
sva tri
‘polimorfizma 0 0 % =

4.1.3 Somatski mozaicizam za FII G20210A polimorfizam

Prilikom testiranja na prisustvo G20210A polimorfizma pacijentkinje stare 48
godina, koja je nakon pocetka uzimanja hormonske terapije razvila rekuretni pluéni
embolizam, dobijena su dva razli¢ita rezultata na uzorcima DNK izolovanim iz razli¢itih
tkiva. U uzorku iz periferne krvi detektovan je homozigot za wr alel, dok je u uzorku iz
bukalne sluzokoze detektovan G20210A polimorfizam u heterozigotnoj varijanti. Nakon
Sto je ponovljeno testiranje potvrdilo ovu razliku, uzeti su i analizirani novi uzorci
periferne krvi i bukalne sluzokoze, kao i uzorak korena kose. Izabrani uzorci su razli¢itog
embionalnog porekla i testiranje je imalo za cilj da se utvrdi da li je polimorfizam bio
prisutan na stadijumu blastule, kada diferencijacija nije jo§ zapocela, ili je nastao u
nekom kasnijem stadijumu razvica. Iz sva tri uzorka je izolovna DNK i uradena detekcija
G20210A. Nakon digestije restrikcionim enzimom (HindIIl) detekcija fragmenata je
vrSena kaplarnom elektroforezom na cipu DNA 500, na aparatu Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent) (slika 16). Fragment 3’ kraja gena za protrombin, veli¢ine 715bp
je sekvenciran kod sva tri uzorka. U uzorku periferne krvi, G20210A polimorfizam nije

detektovan ni PCR-RFLP metodom ni metodom sekvenciranja. U ¢elijama bukalne
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sluzokoZe polimorfizam je detektovan sa obe metode, dok je kod celija korena kose, traka

koja odgovara mutiranom alelu detektovana u minimalnoj koli¢ini PCR-RFLP metodom,

a u dobijenoj sekvenci signal koji bi odgovarao mutiranom alelu je na nivou background-
a (Suma) (slika 16).

Rezultati

G20210A

C20061T

e Dl
il ol
bl ol

Slika 16 Prikaz somatskog mozaicizma za G20210A polimorfizam u 3’ kraju gena za
protrombin: elektroforetska analiza na ¢ipu DNA 500 (Agilent) i delovi sekvence u kojima
se nalaze FIT G20210A i C20061T polimorfizam.

A) kontrolni uzorak, heterozigotni nosilac G20210A polimorfizma

B) uzorak izolovan iz ¢elija periferni krvi pacijenta
C) uzorak izolovan iz ¢elija bukalne sluzokoze pacijenta
D) uzorak izolovan iz éelija korena dlake pacijenta
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Analizom sekvenci utvrdeno je i prisustvo novog polimorfizma C20061T, koji je
detektovan u uzorku bukalne sluzokoZe (slika 16). Ovaj polimorfizam do sada nije
opisan, 1 nalazi se u poslednjem egzonu gena za protrombin, gde zamenom GTG u GCG,
dovodi do zamene valina alaninom na mestu 605 u proteinu. Kloniranjem PCR produkta
u pGEM-T Easy vektor i sekvenciranjem dobijenih klonova, pokazano je da se oba
polimorfizma nalaze na istom lancu DNK. Protrombinska aktivnost nije odredivana jer je
pacijentkinja bila na antikoagulantnoj terapiji varfarinom koji utie na aktivnost
koagulacionih faktora. Deda, otac i stric pacijentkinje su umrli od infarkta miokarda, a
otac je imao i dva mozdana udara, tako da njihovi uzorci nisu bili dostupni za testiranje.
Majka, brat i dvoje dece pacijentkinje su testirani i ni jedan od ova dva polimorfizama

nije detektovan kod njih, ni u uzorcima periferne krvi, ni u uzorcima bukalnog brisa.
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4.2 FUNKCIONALNA ANALIZA POLIMORFIZAMA U 3°
KRAJU GENA ZA PROTROMBIN

Uticaj detektovanih polimorfizama na ekspresiju gena za protrombin pracen je na
nivou iRNK koris¢enjem metode Real-Time PCRa. Sematski prikaz eksperimenata je dat
na slici 17. Najpre su napravljeni konstrukti sa odgovarajué¢im polimorfizmima i njima
stabilno transfekovane celije permanentne celijske linije Cos-7. Iz njih je izolovana
celokupna RNK, koja je posluzila kao matrica za sintezu ¢cDNK. Dobijena cDNK je
koriS¢ena za relativnu kvantifikaciju ekspresije, metodom Real-Time PCRa. Plazma
pacijenata sa detektovanim polimorfizmima je koriS¢ena za relativnu kvantifikaciju

koli¢ine protrombina u plazmi.

konstrukti/ razli¢ite duzine
3kraja/polimorfizmi

stabilna transfekcija/RNK
pracenje uticaja na ekspresiju/
Real-time PCR

Slika 17 Sematski prikaz eksperimenata funkcionalne analize 3’ kraja gena za
protrombin

4.2.1 Pripremanje konstrukata

Za funkcionalu analizu 3’ kraja gena za protrombin koriscen je vektor pClneo
(Promega) kome je deletiran region duzine 226bp sa SV40 poliadenilacionim signalom-
pCIneoASV40. Uklanjanjem virusnog poliadenilacionog signala sprecen je njegov uticaj
na ekspresiju kloniranog gena. U ovoj studiji je koriséen vektor pCIneoASV40 u koji je
uklonirana celokupna c¢cDNK za protrombin: signalna sekvenca, 14 egzona 1 3’

nekodiraju¢i region zakljuéno sa nukleotidom iza koga se wvrSi iskrajanje-
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pCIneoASV40Pt. Ukupna duzina ukloniranog regiona iznosila je 2018bp [140,141].
Takode je koris¢en vektor kod koga je uklonirana sekvenca cDNK produZena za 50bp 3’
FR regiona protrombinskog gena nizvodno od mesta iskrajanja-pClnecASV40Pt+50
[141].

U pClneoASV40Pt konstrukt su metodom in-sifu mutageneze uvedene zamene
na 20068 i 20210 nukleotidu (Pt serija konstrukata). U duZi, pCIneoASV40Pt+50
konstrukt su istom metodom uvedene zamene na 20063, 20068 i 20210 nukleotidu
(Pt+50 serija konstrukata). Brojevi nukleotida su prema nomenklaturi Degena i saradnika
(30). Na slici 18 dati su Sematski prikazi konstrukata. Kao kontrola koriSéen je

pCIneoASV40 vektor bez inserta.

Vekior

pCIneoASV40Pt-wt

pCineoASV40Pt-20210A

pCIneoASV40Pt-20068T

pCIneoASV40Pt+50bp-wi

pClneoAS V40 Pt+50bp-20210A

pClneoASV40P1+50bp-20068T

AEH  pClneoS VAOPt+50bp-20063C

Slika 18 Sematski prikaz konstrukata kori§¢enih za transfekciju cos-7 celijske linije
e-egzon, UTR-nekodirajuci region, @ pozicija polimorfizma

4.2.2 Stabilna transfekcija permanentne celijske linije cos-7

Celije permanentne Celijske linije Cos-7 su transfekovane dobijenim
konstruktima (ukupno 7, slika 18) i pCIneoASV40 vektorom bez inserta. Svi vektori su
pre transfekcije linearizovani kako bi se olakSala integracija vektora u genom i dobili
stabilni transfektanti. Zahvaljujuéi Cinjenici da vektor nosi gen za neomicin-N-

transferazu, gajenjem celija u medujumu sa G418 antibiotikom selektovane su
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transfektovane celije. Celije su gajene 3-4 nedelje pod konstantnim selektivnim pritiskom
(Img/mL G418 antibiotika). Kontrolne netransfekovane celije su zasejavane u istom
broju i u procesu transfekcije tretirane samo medijumom. Na slici 19 prikazane su
transfekovane i netransfekovane celije nakon 24 sata i nakon 8 dana gajenja u medijumu
sa G418 antibiotikom. 24 sata nakon transfekcije broj Celija je priblizno isti (slika 19A i
B). Medutim, nakon 8 dana gajenja u medijumu sa antibiotikom, medu netransfekovanim
Celijama nema prezivelih (slika 19C), dok transfekovane celije formiraju *’ostrvea’ i

pocinju sa deobom (slika 19D). U periodu od 3-4 nedelje ¢elije su viSe puta pasaZirane.

Slika 19 Celije Cos-7 gajene u kompletnom medijumu sa G418 (1mg/mL)

24 sata: A) netransfekovane Celije, B) transfekovane éelije
8 dana: C) netransfekovane, ¢elije D) transfekovane celije
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Stabilno transfekovane celije su dostigle fazu fluktuentnog rasta, odnosno njihova
brzina rasta i deobe u medijumu sa antibiotikom se nije razlikovala od netransfekovanih
Cos-7 celija gajenih u standardnom medijumu.

Za svaki vektor su radene po tri nezavisne transfekcije, a zatim su iz svake, tako

dobijene stabilno transfekovane ¢elijske linije uradene po tri nezavisne izolacije RNK.

4.2.3 Pracenje ekspresije gena za protrombin relativhom
kvantifikacijom iRNK metodom Real-Time PCR

Iz stabilno transfekovanih celija Cos-7 izolovana je ukupna RNK koja je
kori§¢ena kao matrica za dobijanje pula cDNK, koji je zatim kori$¢en u reakcijama Real-
Time PCRa, po protokolu opisanom u poglavlju Materijal i metode.

Prvo je uraden pilot eksperiment u kome su kao matrice za Real-Time PCR
reakciju kori$¢eni plazmidi pCIneoASV40Pt-wt, pCIneoASV40Pt-A i pClneoASV40 u
dve koncentracije 20 ng/pL i 60 ng/uL.

R2
Q

o LA

Slika 20 Relativna kvatifikacija razli¢itih koncentracija plazmida metodom Real-Time
PCR: kalibrator uzorak 3 (I1xpClneoASV40Pt-wt)
1) 1x pCIneoASV40Pt-A, 2) 3x pCIneoASV40Pt-A, 3) 1x pCIneoASV40Pt-wt,

4) 3x pCIneoASV40Pt-wt, 5)1x pCIneoASV40P 6) 3x pCIneoASV40Pt
RQ-relative quantification

Ciljevi ovog eksperimenta su bili: da se utvrdi da li je normalizacija na endogenu

kontrolu uspesna, da li postoji razlika u normalizaciji u slu¢aju dva razli¢ita konstrukta i
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da li se signal sa target gena (protrombina) moze detektovati ikod plazmida bez inserta.
Na slici 20 prikazani su rezultati koji pokazuju da u odnosu na 1x pClneoASV40Pt-wt
vektor (20 ng/uL), koje je uzet kao kalibrator, nije detektovano umnozavanje u
reakcijama sa plazmidom bez inserta u oba koncentracije (20 ng/puL 1 60 ng/uL).
Dobijene RQ (relative quantification) vrednosti za ostale konstrukte se krecu u intervalu
0,98-1,05 u odnosu na 1 (koliko iznosi vrednost dodeljena kalibratoru), $to se moze

okarakterisati kao uspe$na normalizacija na endogenu kontrolu (slika 20).

Tabela 10 RQ i vrednosti dobijene Real-Time PCRom
RQ-relative quantification , CI- Confidence Interval

kalibrator konstrukt RQ 95%CI
3 pt-wt min max
pt-wt 1 0,871 1,149
pt-20068T 0,633 0,592 0,702
pt-20210A 0,811 0,649 0,947
pt+50bp -wit 0,224 0,224 0,310
pt+50bp-20063C 0,287 0,253 0,326
pt+50bp-20068T 0,433 0,325 0,577
pt+50bp-20210A 0,435 0,408 0,465
kalibrator pt-wt 3,393 3,302 4,356
pt+50bp -wt pt-20068T 2,445 2,245 2,663
pt-20210A 3,076 2,644 3,592
pt+50bp -wt 1 0,850 1,117
pt+50bp-20063C 1,089 0,960 1,236
pt+50bp-20068T 1,643 1,234 2,188
pt+50bp-20210A 1,651 1,547 1,763

Dobijeni uzoraci cDNK su analizirani u triplikatu u reakcijima Real-Time PCRa.
Reakcije su radene kao multipleks, odnosno detekcija signala za protrombin i endogenu
kontrolu je radena u istom uzorku, na istoj cDNK matrici. Kao kontrole su koriS¢eni
uzorci dobijeni iz ¢elija transfekovanih pClneoASV40 plazmidom bez inserta, kao i

reakcije bez dodate cDNK matrice.
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Rezultati su obradeni koriSéenjem 7500 System Software. Dobijene RQ vrednosti,
kada su kao kalibratori koriséeni Pt-wt i Pt+50-wt konstrukti, prikazane su u tabeli 10.

Kada je prisutan samo 3’ UTR gena za protrombin, bez nizvodne sekvence (Pt
serija), najvecu ekspresiju pokazuje wt plazmid. Polimorfizmi, ukljucujuc¢i i 20210A ne
dovode do povecane ekspresije. Ekspresija sa kontrolnog plazmida bez inserta nije
detektovana (slika 21).

U poredenju sa Pt-wt konstruktom, Pt-20210A mutirani konstrukt ima priblizno
istu ekspresiju (0,811 u odnosu na 1 koliko je dodeljena kalibratoru), dok je RQ vrednost
za Pt-20068T bila ¢ak i znacajno niza: 0,64 vs 1 (95%CI 0,592-0,702, p<0,05) (slika 21).

fhenal - - 0 . - e B

1.40 |— s —

120 b—— ST e

0.80

Pt-20068T Pt-20210A Pt-wt pPCIneocASV40

Slika 21 Relativna kvantifikacija ekspresije gena za protrombin metodom Real-Time

PCR za pCIneoASV40Pt konstrukte.
kalibrator: Pt-wt, pClneoASV40- vektor bez inserta, RQ-relative quantification

Medutim, kada se uporede vrednosti dobijene za duze fragmente slika je potpuno
drugacija (slika 22). Kada je prisutan 3’ UTR i region od 50bp 3’ FR protrombinskog
gena (serija Pt+50bp), najveca ekspresija je detektovana kod konstrukta koji sadrZzi
20210A polimorfizam. U poredenju sa Pt+50bp-wt konstruktom, Pt+50bp-20210A ima
1,65 (95%CI 1,547-1,763, p<0,05), a Pt+50bp-20068T 1,64 puta (95%CI 1,234-2,188
p<0,05) vecu ekspresiju. Za konstrukt Pt+50bp-20063T je dobijena ista ekspresija kao 1
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za Pt+50bp-wt (RQ 1,09). I u ovom eksperimentu, ekspresija sa kontrolnog plazmida bez
inserta nije detektovana (slika 22).

Kada je poredena ekspresija izmedu dve serije konstrukata, poveéana ekspresija je
detektovana za sve krace konstrukte u odnosu na konstrukte koji su sadrzali dodatnih

50bp nizvodne sekvence (slika 23).

1.60

1.20

0.80

0.40

| sk ><
PT+50bp- pCIneoASV40

wt

PT+50bp- PT+50bp- PT+50bp-
20063C 20068T 20210A

<
=
[
e
=
=3

Slika 22 Relativna kvantifikacija ekspresije gena za protrombin metodom Real-Time

PCR za pCIneoASV40Pt+50bp konstrukte.
kalibrator: Pt+50bp -wt, pClneoASV40- vektor bez inserta, RQ-relative quantification

Poredenje Pt+50bp-wt i Pt-wt kostrukata pokazuje da odsustvo fragmenta od 50bp
FR sekvence u kome se nalazi DSE element protrombinskog 3’ kraja, dovodi do skoro 4
puta vece ekspresije kraceg konstrukta. Njegovo odustvo ima neSto manji efekat kada je

prisutan 20210A polimorfizam, odnosno u poredenju sa Pt+50bp-20210A, Pt-20210A
kostrukt ima 2,45 puta (95%CI 2,00-2,638) vecu ekspresiju.
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Najmanji efekat je detektovan pri poredenju Pt+50bp-20068T sa Pt-20068T gde je
dobijena razlika u ekpresiji od 1,49 (95%CI 1,366-1,621). Histogrami ovih poredenja

prikazani su na slici 23.

P(-20210A 5 Pt+50bp-20210A
4

Pt-20068T g Pt=50bp-20068T

Slika 23 Relativna kvantifikacija ekspresije konstrukata Pt i Pt+50bp serije metodom
Real-Time PCR

A) kalibrator: Pt+50bp-wt, B) kalibrator: Pt+50bp-20210A, C) kalibrator: Pt+50bp-20068T
RQ-relative quantification
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4.2.4 Kvantifikacija kolic¢ine protrombina u plazmi

Kod pacijenata koji su nosioci C20068T polimorfizma kvantifikovana je koli¢ina
protrombina u uzorcima plazme. U tu svrhu je koriS¢en metod relativne kvantifikacije
signala dobijenog Western blot analizom. Standardna komercijalna plazma je koriS¢ena
kao kontrolni uzorak u odnosu na koji su iskazivane dobijene vrednosti.

Nakon razdvajanja elektroforezom na SDS-poliakrilamidnom gelu i transfera na
membranu, proteini uzoraka standardne plazme 1 plazme pacijenata sa C20068T
polimorfizmom inkubirani su sa primarnim antitelom za protrombin i sekundarnim
antitelom konjugovanim sa peroksidazom rena. Vizuelizacija signala je vrSena
hemiluminescentnim supstratom, a detekcija je vrSena na fotosenzitivnom filmu (slika
24). Relativna kvantifikacija signala koji odgovara koli¢ini proteina, vrena je uz pomoc¢
softvera BioDocAnalyze, koji je u sklopu sistema za dokumentaciju gelova (CCD kamera
Biometra).

Radi preciznije kvantifikacije na gel je nanoSen standradni uzorak u tri razliCite
koli¢ine i to 50% (0,5uL), 100% (1pL) i 150% (1,5uL) standardne plazme 1 po 1uL
plazme pacijenata. Kvantifikacija je radena na uzorcima plazme dva pacijenta koji su
nosioci C20068T polimorfizma. Pacijenti nisu bili pod antikoagulantnom terapijom u

vreme uzimanja uzoraka.

Slika 24 Western blot analiza nivoa protrombina u plazmi pacijenata koji su nosioci

FII C20068T polimorfizma

1) 0,51L standardne plazme, 2) 1uL standardne plazme, 3) 1,5 uL standardne plazme,
4)15) 1L plazme pacijenta sa FIT C20068T polimorfizmom

U odnosu na standardnu plazmu (referentna vrednost 100) u plazmi pacijenata sa
C20068T polimorfizmom detektovan je poviSeni nivo protrombina 125,5+18,3, §to je

graficki prikazano na slici 25.
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strandardna plazma FII C20086T polimorfizam

Slika 25 Relativna kvantifikacija koli¢ine protrombina u plazmi pacijenata koji su
nosioci FII C20068T polimorfizma u odnosu na uzorak standardne plazme
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Diskusija

Uticaj 3° kraja na ekspresiju gena je daleko manje proucen u odnosu na 5' kraj i
promotorski region. Medutim, novija istrazivanja ukazuju na to da je u¢esce ovog regiona
u regulaciji ekspresije daleko kompleksnije nego Sto se predpostavljalo 1 da se u okviru
njega nalazi veci broj potencijalnih regulatornih elemenata, ¢iji mehanizmi delovanja jo$
uvek nisu rasvetljeni.

Ova studija je obuhvatila strukturnu i funkcionalnu analizu 3° kraja gena za
protrombin sa ciljem rasvetljavanja mehanizama kojima 3’ kraj i polimorfizmi lociranu u

okviru njega, uti¢u na ekspresiju protrombina i patogenezu trombofilije.

5.1 STRUKTURNA ANALIZA 3° KRAJA GENA ZA
PROTROMBIN

Strukturna analiza je obuhvatila skrining 54 pacijenta sa trombofilijom koji nisu
nosioci FII G20210A polimorfizma, a kod kojih je detektovana poviSena aktivnost
protrombina. Protrombin je jedan od reaktanata akutne faze, pa njegova poviSena
aktivnost moze biti izazvana i nekim inflamatornim procesom u organizmu. Stoga su iz
grupe pacijenata koja je analizirana iskljuceni svi koji su imali poviSeni nivo fibrinogena,
koji je, takode, reaktant akutne faze. Medutim, uprkos strogoj selekciji novi polimorfizmi
su identifikovani samo kod dva pacijenta (3,7%). Jedno od mogucih objaSnjenja je
Cinjenica da 3’ kraj gena predstavlja samo jednu od brojnih komponenti koje u€estvuju u
regulaciji genske ekspresije kod eukariota. Region promotora ima veoma znacajnu ulogu
u tom procesu. Identifikovan je pojacivaé (enhacencer) u 5’kraju, lociran oko 1kb od start
kodona protrombinskog gena, koji bi potencijalno mogao da utice na njegovu ekspresiju.
U ovom regionu se vezuje vise transkripcionih faktora, ali u okviru njega, do sada, nisu
identifikovani polimorfizmi koji su povezani sa patogenezom nekog oboljenja,
ukljucujudi i trombofiliju [35,37). PoviSena aktivnost proteina takode moze biti rezultat
mutacija u kodirajuem regionu gena koje dovode do njegove vece aktivnosti. Medutim,
sve mutacije koje su do sada opisane u kodirajuéem delu gena za protrombin dovode do
njegove smanjene aktivnosti i/ili smanjene koli¢ine proteina. Naravno, treba imati u vidu
1 ¢injenicu da je u okviru ove studije pretrazivan samo region veli¢ine 415bp nizvodno

od Stop kodona gena za protrombin. Rezultati novijih istrazivanja pokazuju da je duzina
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3 kraja eukariotskih gena mnogo veca od pretpostavljene i da tek predstoji proucavanje
uloge udaljenih regiona [67,68]. To ostavlja moguénost da je poviSena aktivnost
protrombina kod nekih pacijenata iz ove grupe posledica postojanja polimorfizama u

nizvodnim regionima 3’ kraja protrombinskog gena, koji nisu analizirani u ovoj studiji.

5.1.1 Analiza ucestalosti polimorfizama 3’ kraja gena za
protrombin

Analiza ucestalosti polimorfizama 3’ kraja gena za protrombin obuhvatila je
G20210A polimorfizam, za koga je dokazano da predstavlja faktor rizika za nastanak
trombofilije, kao i dva polimorfizma (A19911G, i C20221T) koji su u literaturi vec
povezivani sa patogenezom trombofilije. Takode su analizirana i tri polimorfizma koji su
detekovani skiningom 3’ kraja protrombinskog gena u ovoj studiji. Polimorfizmi
T20063C, T20298C i C20068T su u ovoj studiji po prvi put razmatrani kao moguci

faktori rizika za nastanak trombofilije. PoloZaj analiziranih polimorfizama je dat na slici

26.

T20063C T20298C
l USE PA DSE
- & =

C20068T G20210A C20221T
A19911G

Slika 26 PoloZzaj analiziranih polimorfizama u 3’ kraju gena za protrombin

® polimorfizmi ranije povezani sa patogenezom trombofilije; polimorfizmi koji

su u ovoj studiji povezani sa patogenezom trombofilije: ® ranije opisani, ® opisani prvi
put i ovoj studiji
USE- upstream sequence element;PA- poliadenilacioni signal; DSE-downstream sequence
element; UTR-untraslated region; FR-flanking region

Analiza ucestalosti FII G20210A polimorfizma je potvrdila da on predstavlja
statisticki znacajan faktor rizika za nastanak trombofilije (OR 3,99, p=0,047). Detektovan

je kod 11% pacijenata i 3% ispitanika kontrolne grupe. Ovi rezultati su u skladu sa
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objavljenim frekvencama za naSu populaciju, kao i sa frekvencama dobijenim u drugim
populacijama [142,143,144].

FII A19911G polimorfizam, opisan 2001. godine, nalazi se u poslednjem intronu
protrombinskog gena i pokazano je da dovodi do blagog povecanja nivoa protrombina u
plazmi. Nosioci GG genotipa, imaju nivo protrombina od 107,2 U/dL u odnosu na 99,0
U/dL koliko je izmereno kod nosilaca AA genotipa [123]. Iako je u viSe studija ispitivana
ucestalost ovog polimorfizma u drugim populacijama [123,124,125,145], njena
zastupljenost u nasoj populaciji do sada nije analizirana. U okviru na$e studije, A19911G
polimorfizam je detektovan kod 74 pacijenta sa trombofilijom i 70 ispitanika kontrolne
grupe. U obe grupe je otkriven po 51 heterozigotni nosilac, dok je homozigota bilo 23%
u grupi pacijenta i 19% u kontrolnoj grupi (OR 1,27, p=0,603). Dobijene ucestalosti
odgovaraju ranije publikovanim podacima za evropske populacije [123,124,125]. Perez-
Ceballos i saradnici su u $panskoj populaciji utvrdili da homozigotni GG genotip
predstavlja faktor rizika od 1,37 (p=0,179) [124]. U velikoj MEGA studiji, koja je
obuhvatila skoro 5000 pacijenata i 5000 kontrola iz viSe razli€itih zemalja, pokazano je
da je 19911GG genotip faktor rizika od 1,43 (95%CI 1,27-1,67) u odnosu na 19911AA
[145]. Studije su takode pokazale da postoji linkage disequilibrium izmedu A19911G i
G20210A polimorfizma koji je lociran u njegovoj blizini. U pomenutoj MEGA studiji,
19911GG genotip nije detektovan ni kod jednog homozigotnog nosioca G20210A
polimorfizma, dok je kombinacija 19911GG/20210GA detektovana samo kod jednog
pacijenta. U italijanskoj studiji, koja je obuhvatila 367 ispitanika, ova kombinacija
(19911GG/20210GA) je detektovana kod dva pacijenta [125]. U naSoj studiji, 19911GG
genotip nije detektovan ni kod jednog nosioca drugih ispitivanih polimorfizama. Iako su
neke studije pokazale da prisustvo A19911G polimorfizma u heterozigotnom obliku
povecava rizik za nastanak tromboza kod nosilaca 20210GA genotipa [123,145], nasi
rezulati to ne potvrduju. U naSoj populaciji 20210GA genotip predstavlja faktor rizika od
3,99 (95%CI 1,08-14,79), dok ta vrednost za haplotip 19911AG/20210GA iznosi 2,43
(95%CI 0,61-9,69). Nasi rezultate su u skladu sa rezultatima Martinelli i saradnika koji se
odnose na italijansku populaciju [125]. Rezultati nase studije, dobijeni za kombinaciju
A19911G i1 C2068T polimorfizama takode pokazuju da prisutvo 19911GA genotipa ne

dovodi do povecanja rizika za nastanak tromboza kod nosioca C20068T polimorfizma.
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FII C20221T polimorfizam nije detektovan ni kod jednog ispitanika u naSoj
studiji. Ovaj polimorfizam je prvi put opisan 2001. godine kod devetogodiSnjeg decaka
koji je razvio trombozu nakon transplantacije bubrega, usled cega je doslo do odbacivanja
transplantiranog organa. Kod njega je detektovana aktivnost protrombina od 119%. Otac i
mlada sestra su bili asimptomatski heterozigotni nosioci ovog polimorfizma [120].
Godinu dana kasnije, opisan je dvadesetosmogodidnji pacijent sa Budd-Chiari
sindromom, koji je takode bio heterozigotni nosilac C20221T polimorfizma. Izmerena
protrombinska aktivnost je iznosila 115%. Njegova dva asimptomatska brata su takode
bila heterozigotni nosioci ovog polimorfizma [121]. Treéi opisani slu¢aj je pacijentkinja
sa viSe spontanih pobacaja i trudnocom koja se zavrsila u 35. nedelji, rodenjem bebe sa
interuterinim zastojem u rastu. Autori navode da je izmerena aktivnost protrombina kod
nje bila 134% [122]. Do sada nisu publikovani podaci o ucestalosti ovog polimorfizma ni
za jednu populaciju, tako da su rezultati ove studije prvi na tom polju. Oni ukazuju na to
da se radi o retkom polimorfizmu. Prema rezultatima ove studije, s obzirom da nije
detektovan ni kod jednog od 100 pacijenata i 100 ispitanika kontrolne grupe, njegova
ucestalost u nasoj populaciji je niza od 1%.

FII T20063C i FII T20298C, su novi polimorfizmi detektovani skriningom 3’
kraja protrombinskog gena u okviru ove studije. T20063C varijanta je smeStena u
poslednjem egzonu i dovodi do zamene aminokiseline fenilalanina na poziciji 606
aminokiselinom izoleucinom. T20298C polimorfizam se nalazi u delu 3* FR sekvence.
Oni predstavljaju novootkrivene polimorfizme tako da nema podataka o njihovoj
ucestalosti. U okviru ove studije oni su pronadeni kod jednog od 54 pacijenata sa
poviSenim nivoom protrombina u plazmi. Medutim, nisu detektovani ni kod jednog od
100 pacijenata i 100 zdravih subjekata u okviru kontrolne grupe, tako da se
najverovatnije radi o retkim polimorfizmima ¢ija je ucestalost manja od 1%.

Polimorfizam C20068T, koji se nalazi u poslednjem egzonu gena za protrombin,
je takode detektovan skriningom u okviru ove studije. U NCBI/SNP bazi podataka
utvrdeno je da je ovaj polimorfizam registrovan pod brojem rs3136532. Detektovan je u
okviru PGA-Europen-Panel grupe (PGA-Programs for Genomic Apllications) gde je od
22 testirana subjekta bele rase, jedan bio heterozigotni nosilac ovog polimorfizma (4,5%).

HapMap grupa (deo internacionalnog Haplotype Map projekta) je analizom 60 ispitanika
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iz Evrope detektovala ovaj polimorfizam kod 1 ispitanika (1,7%). U okviru naSe studije
C20068T je u heterozigotnom obliku detektovan kod 3% pacijenta i 1% zdrave
populacije. Heterozigotni nosioci su tri puta ucestaliji u grupi pacijenata u odnosu na
ispitanike kontrolne grupe, ali ta razlika nije statisticki znacajna (p=0,687). Homozigotni
nosioci ovog polimorfizma nisu detektovani. U okviru PGA-African-Panel grupe, koja je
obuhvatila 21 ispitanika, ovaj polimorfizam nije detektovan. HapMap grupa ga takode
nije detektovala na uzorku od 90 ispitanika iz Azije 1 60 iz Afrike. Ovi rezultati ukazuju
da je C20068T, sli¢no kao 1 G20210A polimorfizam, prisutan kod belaca, a veoma redak
kod drugih rasa. U okviru naSe studije, analogno G20210A polimorfizmu, C20068T nije
detektovan u kombinaciji sa 19911GG homozigotnim genotipom, dok kombinacija
19911AG/20068CT predstavlja faktor rizika od 2,02 (95%CI0,18-22,64), $to je vrlo
sli¢no faktoru rizika koji nosi kombinacija 19911AG/2021GA 2,43 (95%CI 0,61-9,69).

5.1.2 3’ kraj protrombinskog gena i somatski mozaicizam

Termin mozaicizam ozna¢ava da u okviru jednog organizma postoji deo ¢elija ¢ija
se DNK razlikuje od ostalih, pri ¢emu nije re¢ o ¢elijama koje su maligno transformisane
[146]. S obzirom da mogu da se detektuju citogenetskim tehnikama, prvi su opisani i
najintenzivnije prouc¢avani mozaicizmi na nivou hromozoma (bilo da se radi o razlici u
broju hromozoma ili o hromozomskim aberacijama), dok se mnogo manje zna o
mozaicizmu na nivou pojedinaénih baznih zamena [146].

Opste je prihvaéeno da mozaicizam predstavlja redak dogadaj. Do sada je kod oko
30 monogenskih oboljenja potvrdeno postojanje mozaika [146,147]. Medutim, prisustvo
mozaicizma kod multifaktorijalnih bolesti i njegov eventualni uticaj na patogenezu ovih
oboljenja, da sada nisu razmatrani.

G20210A polimorfizam u 3° kraju protrombinskog gena predstavlja potvrdeni
faktor rizika za pojavu trombofilije i deo je rutinskih dijagnostickih testova. U okviru ove
studije, po prvi put je opisan somatski mozaicizam za ovaj polimorfizam. Kod jedne
pacijentkinje, G20210A polimorfizam je detektovan u uzorku koji je izolovan iz celija
bukalne sluzokoze, nije detektovan u uzorku DNK iz periferne krvi, dok je u uzorku

izolovanom iz ¢elija korena kose, traka koja odgovara mutiranom alelu detektovana u
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minimalnoj koli¢ini. Oba roditelja pacijentkinje nisu testirana, tako da se ne moze sa
sigurno$éu govoriti 0 tome da li je mozaik nastao de novo ili reverzijom nasledenog
polimorfizma, ali obzirom da je G20210A polimorfizam prisutan u dva od tri testirana
uzorka pacijentkinje, verovatnije je da se radi o reverziji. Ovakvoj interpretaciji dobijenih
rezultata, indirektno ide u prilog i pozitivna porodi¢na anemneza (deda, otac i stric
pacijentkinje su imali tromboti¢ke manifestacije).

Ovo je prvi somatski mozaicizam koji je opisan kod gena &iji su polimorfizmi
povezani sa nastankom trombofilije. Kod pacijentkinje nisu identifikovani drugi
trombofilni faktori rizika, tako da se otvara pitanje kako razmatrati mozaicizam u
kontekstu postojecih algoritama terapije, koji se razlikuju ukoliko su prisutni nasledni
faktora rizika. Takode se otvara pitanje Sta predstavlja adekvatni uzorak na kome treba
vriiti testiranje. Kako se protrombin predominantno sintetiSe u jetri, pretpostavlja se da
prisustvo polimorfizma u delijama jetre ima presudan uticaj na njegovu ekspresiju.
Medutim, uzimanje uzorka jetre nije primenljivo u rutinskoj dijagnostici trombofilija. U
velini laboratorija se testiranje na prisustvo ovog polimorfizma vrs$i na uzorku periferne
krvi koja je mezodermalnog porekla, dok je jetra endodermalnog porekla [148,149]. Na
taj naCin, postoji mogucnost da se prisustvo eventualnog mozaika za G20210A
polimorfizam, koji predstavlja faktor rizika za pacijenta, ne detektuje u standardnom
testiranju. Razmatrano iz ugla embrionalnog porekla, celje bukalne sluzokoze su
adekvatniji uzorak jer su kao i jetra endodermalnog porekla [150].

U okviru ove studije, kod jedne pacijentkinje su detektovana dva nova
polimorfizma T20063C 1 T20298C u haplotipu. Medutim, ni jedan od ovih
polimorfizama nije otkriven ni kod jednog od roditelja. Metodom tipizacije DNK
potvrdeno je roditeljstvo, pa pretpostavljamo da su ova dva polimorfizma nastala de
novo. Testiranjem uzoraka DNK izolovanih iz krvi i bukalne sluzokoze pokazano je da su
polimorfizmi prisutni samo u DNK izolatu iz krvi, odnosno da su ova dva polimorfizma,
takode somatski mozaicizam u genu za protrombin, koji je nastao de novo. Za sada u
literaturi nema podataka o de novo polimorfizmima u genu za protrombin.

U somatskom mozaiku za G20210A polimorfizam, koji je opisan u nasoj studiji,

G20210A je, takode, detektovan u haplotipu sa novim polimorfizmom C20061T. Da li
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haplotip ima neku posebnu ulogu u pojavi mozaicizma u 3’ kraju gena ostaje da se utvrdi
u daljim istrazivanjima.

3’ kraj gena je u odnosu na kodirajuéi region i 5' kraj gena daleko manje rigidna
struktura. Razmatrano sa evolucionog stanovista, ve¢i stepen slobode koji postoji u ovom
regionu pruza moguénost modulacije "sudbine" gena i samim tim razvoj potencijalno
novih mehanizama regulacije ekspresije [151]. Pojava de novo ili reverzija polimorfizama
moze predstavljati jedan od moguéih mehanizama. U nedavno objavljenoj studiji,
Gottleib 1 saradnici su detektovali SNPs u okviru BAKI1 gena na uzorcima DNK
izolovanim iz tkiva abdominalne aorte pacijenata sa aneurizmima i zdravih ljudi, kao i na
odgovarajuéim uzorcima periferne krvi ovih ispitanika. Detektovali su razlidite
polimorfizme u tkivu i perifernoj krvi i kod pacijenata i kod zdravih kontrola [152].
Moguce je da je uzrok niske frekvence do sada detekovanih mozaika na nivou
polimorfizama, u nedovoljno osetljivim tehnikama, ali verovatno udeo u tome ima i
nedostatak istrazivanja na tom polju. Sa izuzetkom kancera, testiranje uzoraka razlicitog
embionalnog porekla kod istog pacijenta nije deo rutinskog postupka.

Na osnovu dva primera u ovoj studiji ne moZe se zaklju€ivati o ulestalosti
mozaicizma u 3’ kraju protrombinskog gena kao ni eventualnom uticaju na ekspresiju i
patogenezu trombofilija. Medutim, ova studija po prvi put ukazuje na moguéi znacaj
mozaicizma u patogenezi multifaktorijlnih bolesti, i svakako treba nastaviti istrazivanja u

tom pravcu.

5.1 FUNKCIONALNA ANALIZA POLIMORFIZAMA 3 KRAJA
GENA ZA PROTROMBIN I ZNACAJ ANALIZIRANIH
POLIMORFIZAMA KAO MARKERA TROMBOFILIJE

U okviru ove studije kao metod za funkcionalnu analizu polimorfizama 3” kraja
gena za protrombin, odabrana je relativna kvantifikacija iRNK Real-Time PCRom. Sa
ciljem da se izbegnu mogudi artefekti koji su posledica himernih sekvenci, umesto
koriScenja reporter gena, izabran je eksperimentalni sistem koji prati uticaj 3’ kraja

protrombinskog gena na ekspresiju samog protrombina.
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Jedan od klju¢nih elemenata za pracenja ekspresije metodom Real-time PCRa
jeste izbor adekvatne endogene kontrole koja ée sluziti za normalizaciju dobijenih
rezultata [153]. Odlucili smo se da koristimo gen za neomicinN-transferazu koji nije
uobicajan izbor za endogenu kontrolu, pogotovu §to se on u naSem eksperimentalnom
sistemu eksprimira sa ukloniranih konstrukata. Medutim takav izbor ima vise prednosti.
Ekspresija gena za neomicinN-transferazu je nezavisna od prisustva polimorfizama ili
odredenih regiona 3” kraja, koji su target ovog istrazivanja, $to je osnovni zahtev koji
endogena kontrola treba da ispuni [153,154]. Koli¢ina sintetisane iRNK za ovaj enzim je
direktno srazmerna broju insertovanih kopija konstrukta u genom transfekovanih éelija
Sto omogucéava da ovako izabrana endogena kontrola predstavlja ujedno i kontrolu
uspesnosti transfekcije (u vektoru se nalazi u odnosu 1:1 sa cDNK za protrombin, ¢ija se
ekspresija prati).

Sa druge strane, ovakav izbor targeta i endogene kontrole ima i oteZavajuce
elemente. Obzirom da se ekspresija vrs$i sa konstrukata koji sadrzi ¢cDNK, uobicajni
pristup da se dizajniranjem prajmera na egzon/egzon spoju izbegne uticaj DNK
kontaminacije se ne moze primeniti. Da bi se izbegla eventualna kontaminacija sa DNK,
RNK izolati su tretirani DNAzom.

Kao potencijalni trombofilni markeri u okviru ove studije, analizirani su ranije
opisani: A19911G i C20221T polimorfizmi, kao i tri polimorfizma detektovana u ovoj
studiji: T20063C, T20298C i C20068T, od kojih su na funkcionalnom nivou analizirani
T20063C 1 C20068T polimorfizmi (slika 26).

A19911G

Sve dosadasnje studije u kojima je odredivan nivo protrombina u plazmi nosioca
A19911G polimorfizma su pokazale da njegova prisustvo dovodi do blago poviSenog
nivoa protrombina [123,125,145]. Medutim, jos uvek nije u potpunosti razjasnjen
mehanizam kojim on dovodi do poviSenog nivoa proteina. Pokazano je da poslednji
intron moze da uti¢e na efikasnost 3’ obrade, i da prisustvo GGG motiva (Sto je slucaj
kada je A19911G polimorfizam prisutan) u okviru introna predstavlja motiv koji
povecava efikasnost iskrajanja pre-iIRNK transkripta [155,156]. Funkcionalnu analizu
A19911G polimorfizma uradili su von Ahsena i Oelleric koristeci sistem reporter gena

luciferaza/pB-galaktozidaza [139]. Ovako postavljeni eksperiment je pokazo da je G
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nukleotid na 19911. mestu za oko 30% efiksaniji u iskrajanju introna. Medutim, kada su
iza gena za luciferazu uklonirali duzu protrombinsku sekvencu, za konstrukt koji je
sadrzao 19911G-20210G kombinaciju detektovana je manja ekspresija u odnosu na
konstrukt 19911A-20210G, §to je u suprotnosti sa in vivo dobijenim podacima. Deo
objasnjenja moze da lezi u ¢injenici da nastali fuzioni proteini mogu da uti¢u na aktivnost
reporter gena nezavisno od ukloniranih polimorfizama, tako da zabeleZena razlika potice
od njihove novonastale interakcije koja in vivo nije prisutna [157].

U okviru nase studije odredena je ucestalost A19911G polimorfizma koja je
pokazala da se radi o veoma Cestom polimorfizmu (frekvenca G alela je 0,48 u grupi
pacijenta i 0,44 u Kkontrolnoj grupi). Takode, na$i rezultati ukazuju da A19911G
predstavlja mali faktor rizika za nastanak trombofilije (OR 1,27, p=0,603) 1 da nema
osnova da se ukljuéi u rutinski panel testova. Eventualno ga treba uzeti u razmatranje
kada je u kombinaciji sa drugim polimorfizmima.

FII C20221T

Danckwardt i saradnici su, koristeéi konstrukte u kojima je deo 3” kraja [3-
globinskog gena zamenjen 3’ krajem gena za protrombin, pokazali da prisustvo C20221T
polimorfizma dovodi do poveéane ekspresije [(-globinskog gena. To su objasnili
¢injenicom da polimorfizam uvodi dodatni T nukleotid u DSE region, koji je u genu za
protrombin siromasan T nukleotidima [94]. Cinjenica da C20221T nismo detektovali ni
kod jednog ispitanika u nasoj studiji ukazuje da je u naSoj populaciji redak. Obzirom da
se radi o funkcionalnom polimorfizmu, njegov znacaj kao potencijalnog dijagnostickog
markera za trombofiliju ne treba u potpunosti odbaciti. Medutim, imajuci u vidu njegovu
ucestalost nema osnova da bude ukljucen u rutinski panel testova, ve¢ ga treba razmatrati
kod pacijenata kod kojih je detektovan poviSeni nivo protrombina.

T20063C i T20298C

T20063C polimorfizam je lociran u poslednjem egzonu protrombinskog gena. U
literaturi za sada ne postoje podaci da se u ovom delu gena nalaze neki regulatorni
elementi koji bi mogli da utiCu na ekspresiju. Na nivou proteina, ovaj polimorfizam
dovodi do zamene fenilalanina izoleucinom na poziciji 606 u proteinu, u S1 proteaznom
domena, ali u delu koji se ne nalazi u katalitickom regionu. Predikcija sekundarne

strukture koja je uradena uz pomo¢ PSIPRED v2.6 programskog paketa je pokazala da
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prisustvo ovog polimorfizma ne dovodi do promene u strukturi proteina (slika 27). To je

donekle bilo i o¢ekivano s obzirom da on dovodi do zamene dve neutralne aminokiseline.

cont: 11 NURNNNRu-punnRRRNRNURARNORRunni0ilst ... }_moMANDMemmsnnnnRRRGRRRNRNRRNDnceRRGlst
E =, — Pred: N .
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Slika 27 Predikcija sekundarne strukture protrombina u regionu od 560-620
aminokiseline u prisustvu T20063C polimorfizma

Funkcionalna analiza uradena u ovoj studiji je pokazala da kostrukt Pt+50bp-
20063C ima skoro identi¢nu ekspresiju kao i wt i da ne dovodi do poveéane ekspresije.

Za sada nije poznato da li se u 3’ FR regionu protrombinskog gena u kome se
nalazi T20298C polimorfizam nalaze i neki regulatorni elementi koji mogu da utiu na
ekspresiju. Prema bazi podataka NCBI/SNP u blizini ovog polimorfizma je opisan joS$
jedan polimorfizam A20300G sa frekvencom heterozigota od 0,4%, ali on nije za sada
povezan sa patogenezom nekog oboljenja.

S obzirom da su T20063C i T20298C polimorfizmi veoma retki u naSoj
populaciji (nisu detektovan ni kod jednog od 100 pacijenta i 100 ispitanika iz kontrolne
grupe) i oni ne predstavljaju potencijalno znacajan trombofilni marker. Funkcionalna
analiza za T20063C polimorfizam, takode pokazuje da nema razlike u ekspresiji
kostrukta sa ovim polimorfizmom u odnosu na wt konstrukt. Medutim, ova dva
polimorfizma su detektovana u haplotipu, pa postoji moguénost da je za ispoljavanje

njihovog uticaja na ekspresiju gena za protrombin potrebna njihova interakcija.
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C20068T

C20068T pripada grupi silence polimorfizama, odnosno dovodi do zamene trece
baze u kodonu, ali ne dovodi do aminokiselinske zamene na nivou proteina.
Funkcionalna analiza C20068T u okviru ove studije je pokazala da u poredenju sa
pt+50bp-wt konstruktom, konstrukt koji sadrzi ovaj polimorfizam dovodi do 1,64 puta
poveéane ekspresije (p<0,05). Ovo povecanje ekspresije je vrlo slicno povecanju
detektovanom kod kostrukta koji sadrzi 20210A varijantu, a za koga je dokazano da
predstavlja faktor rizika za nastanak trombofilije (1,65). Relativnom kvantifikacijom
koli¢ine protrombina u plazmi pacijenata koji su nosioci ovog polimorfizma potvrdeno je
da oni imaju povecani nivo ovog proteina (125,5+18,3 u odnosu na 100, koliko e
referentna vrednost za standardnu plazmu). Pored toga, analiza udestalosti je pokazala da
je ovaj polimorfizam tri puta ucestaliji u grupi pacijenta u odnosu na kontrolnu grupu
koju ¢ine zdravi ispitanici.

U poslednjih desetak godina, sve je viSe studija koje pokazuju da koncept o
silence polimorfizmima kao ne funkcionalnim jer ne dovode do promene na proteinskom
nivou treba modifikovati. Sve CeSée se termin silence, koji naglasava da oni nemaju
funkciju, zamenjuje terminom syrnonymous koji ih bolje opisuje [158,159]. Najvise
podataka ima o uticaju sinonimnih polimorfizama na ekspresiju gena preko uticaja na
iskrajanje iRNK, pre svega tako $to njihovo postojanje generiSe ektopi€no mesto za
iskrajanje [160]. Takode je opisan i mehanizam u okviru koga prisustvo sinonimnog
polimorfizma dovodi do generisanja retkog kodona, $to onda direkno uti¢e na brzinu
sinteze nekog proteina, i time potencijalno remeti proces za koji je neophodno prisustvo
tog proteina [159]. Za viSe sinonimnih polimorfizama je pokazano da uticajem na obradu
iRNK mogu biti ukljuéeni u patogenezu multiple skleroze ili autizma [161,162].

Sta je u osnovi mehanizma kojim C20068T polimorfizam dovodi do povisenog
nivoa protrombina, tek treba rasvetliti, ali prema rezultatima ove studije on predstavlja

potencijalno znacajni marker trombofilije.
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5.3. ANALIZA UTICAJA RAZLICITIH REGIONA 3° KRAJA
NA EKSPRESIJU GENA ZA PROTROMBIN

Za eksperimente analize uticaja razliCitih regiona 3’ kraja gena na ekspresiju,
dizajnirane su dve serije konstrukata: 1) oni koji su sadrzali 3 UTR sa USE regulatornim
elementom (Pt konstrukti) i 2) oni kojima je region 3° UTRa produzen za 50bp FR
regiona u okviru kojih se nalazi DSE regulatorni element (Pt+50bp konstrukti), tako da su
sadrzali oba opisana regulatorna elementa. USE element 3’ kraja gena za protrombin je
relativno dobro prouéen, dok o ulozi DSE elementa ima manje podataka [94,98]. Ovako

dizajnirani konstrukti su omogucili bolje rasvetljavanje funkcije DSE elementa.

5.3.1 Uticaj DSE elementa na ekspresiju protrombinskog gena

Kod gena sa nekanonskom organizacijom 3’ kraja kao Sto su protrombin, lamin
B2, kolagen i C2 komplement, uloga DSE regulatornog elementa nije do kraja
razja$njena. Sachchithananthan i saradnici su pokazali da se iskrajanje i poliadenilacija
protrombinske iRNK obavlja i kada konstrukti sadrze samo cDNK za protrombin,
zakljuéno sa 3° UTRom, odnosno, da DSE element, za razliku od USE elementa, nije
neophodan za ekspresiju protrombina [94,141]. Rezultati naSe studije su to i potvrdili, jer
je ekspresija detektovana kod serije Pt konstrukata, bilo da se radi o wt sekvenci ili su
prisutni polimorfizmi. Medutim, kada se uporede ekspresije konstrukata serije Pt i
Pt+50bp svi konstrukti koji sadrze dodatnih 50bp nizvodne sekvence .imaju nizu
ekspresiju. Ta razlika je najuoéljivija kada se porede dva wt konstrukta i iznosi skoro 4
puta. Da prisustvo 3” FR sekvence protrombinkog gena dovodi do smanjenja ekspresije
pokazali su i Danckwardt i saradnici koji su za konstrukt fglobinski gen-protrombinski
3’ UTR-protrombinski3’ FR dobili 3,9 puta manju ekspresiju nego za konstrukt fglobinski
gen-protrombinski3’ UTR-fglobinski3’ FR [94]. Nasi rezultati su u saglasnosti sa
njihovim, kao i sa ranije postavljenim modelom nekononske organizacije 3’ kraja gena za
protombin, u okviru koga je DSE element manje efikasan u iskrajanju zbog manje
sposobnosti da veze proteinski kompleks CstF [94]. Suprotno naSim rezultatima
Sachchithananthan i saradnici su u svojoj studiji za kraéi konstrukt koji se zavrSava sa 3’

UTRom dobili ne$to manju ekspresiju u odnosu na konstrukt koji sadrzi 1 DSE sekvencu
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(1.5 u odnosu na 1,7) [141]. Jedno od objasnjenja ove razlike moze biti u €injenici da su
nasa i studija Danckwardt-a radene na diferenciranim ¢elijskim linijama (Cos-7 1 HeLa),
dok je u studiji Sachchithananthan-a i saradnika koriS¢ena HEK-293 ¢elijska linija, koja
vodi poreklo od celija bubrega humanog embriona [40,147]. Pokazano je da je proces
embriogeneze i diferencijacije Celija povezan sa koriS¢enjem alternativnih
poliadenilacionih signala, i da zavisno od stepena diferencijacije postoji razlika u
koriS¢enju udaljenih poliadenilacionih signala, §to u in vitro uslovima moze da utie na
generisanje kriptiénih poliadenilacionih signala u regionu vektorske sekvence koji onda
uticu na ekspresiju [76,163].

U na3oj studiji, poredenjem vrednosti dobijenih za Pt-20210A i Pt+50bp-20210A
konstrukte, pokazano je da prisustvo DSE regiona, takode dovodi do smanjenja
ekspresije, ali za razliku od poredenja dva wr kostrukta, kada su u pitanju dva kostrukta sa
20210A polimorfizmom, to smanjenje iznosi priblizno 2,5 puta (p<0.05). Ako ove
rezultate razmotrimo iz ugla modela nekanonske organizacije 3° kraja protrombinskog
gena, najvece smanjenje ekspresije je detektovano u slucaju prisustva "obe greske",
odnosno manje efikasnog mesta iskrajanja (20210G) i DSE elementa koji nije efikasan u
3° obradi, dok u sluéaju 20210A polimorfizma dolazi do "popravke jedne greske" i
manje razlike u ekspresiji.

Kod Pt+50bp-20068T kostrukta detektovana je oko 1,5 puta manja ekspresija u
odnosu na Pt-20068T. Najmanja razlika koja je zabelezena za ove konstrukte moze biti
posledica udaljenosti DSE elementa od C20068T polimorfizma i samim tim manjeg

uticaja, ali i razli¢itih mehanizama interakcije izmedu ovih elemenata.

5.3.2 Interakcija izmedu DSE elementa i G20210A polimorfizma
G20210A polimorfizam predstavlja znacajan faktor rizika za nastanak
trombofilije 1 sve dosadasnje analize su potvrdile da se radi o funkcionalnom
polimorfizmu. I pored velikog broja studija, tatan mehanizam kojim on dovodi do
poviSenog nivoa proteina jo$ uvek nije do kraja rasvetljen.
Rezultati ove studije, po prvi put ukazuju na znacaj DSE elementa za ispoljavanje
efekta G20210A polimorfizma na ekspresiju gena. Poredenjem serije konstrukata koji

sadrze samo 3” UTR protrombinskog gena detektovana je slicna ekspresija konstrukata

85



Diskusija

koji sadrze wt i 20210A polimorfizam (RQ 1 vs. RQ 0,81). Nasuprot tome, kod
konstrukata koji pored 3° UTRa sadrze i 50bp nizvodne sekvence, u okviru koje se nalazi
DSE element, za konstrukt sa 20210A polimorfizmom deketovana je 1,65 puta povecana
ekspresija u odnosu na wt.

Gehring 1 saradnici su prvi ukazali na znaCaj polimorfizma G20210A, kao
potpuno novog genetiCkog mehanizma u okviru koga zamena jednog baznog para u 3’
kraju gena dovodi do povisene ekspresije gena, a time i do nastanka oboljenja. Oni su u
svojim eksperimentima koristili konstrukte kod kojih je 3’ kraj B globinskog gena
zamenjen regionom koji je sadrzao 3 UTR i 62bp 3’ FR sekvence gena za protrombin i
njima su transfekovali HepG, ¢elijsku liniju. Northen analizom i kvantifikacijom iRNK
za B globin pokazali su, da kostrukt koji sadrzi varijantu 20210A dovodi do 1.8 puta
poveéane ekspresije u odnosu na wt [164]. U okviru naSe studije koristili smo nesto
drugaciji eksperimentalni pristup. Nismo koristili reporter gen, ve¢ smo uticaj
polimorfizma G20210A pratili kvantifikacijom same iRNK za protrombin. Konstrukti
kori$éeni u nasoj studiji su takode bili neznatno kraé¢i (3 UTR i 50bp 3° FR sekvence) i
za transfekciju je koriS¢ena Cos-7 Celijska linija. Medutim, rezultati koje smo dobili
poredenjem ekspresije wr 1 konstrukata sa varijantom 20210A (1,65 puta povecanje
ekpresije) su potpuno u saglasnosti sa rezultatima Gehringove studije. Analogne rezultate
dobili su Ceelie i saradnici koji su koristili dual-reporter assay (Fireflye luciferase/Renilla
luciferase). Oni su 3’ kraj gena za luciferazu zamenili sa 3> UTR i 88bp 3’ FRa gena za
protrombin i tim konstruktom transfekovali HepG, celijsku liniju. Merenjem luciferazne
aktivnosti su pokazali da prisustvo 20210A polimorfizma dovodi do 1,2 puta poveéane
ekspresije reporter gena [165].

Carter i saradnici su u svojim eksperimentima koristili konstrukte koji su sadrzali
cDNK za protrombin, zakljuéno sa krajem 3’ UTRa, bez nizvodne sekvence FR. Njima
su stabilno transfekovali NIH-3T3 £elije i koristili su Real-Time metod za kvantifikaciju
protrombinske iRNK, uz kori$¢enje ribozomalne RNK kao endogene kontrole. Njihovi
rezultati pokazuju da u ovako postavljenom eksperementu konstrukt sa 20210A
polimorfizmom dovodi do 2,8 puta poveéane ekspresije u odnosu na wt konstrukt [140],
Sto je u suprotnosti sa rezultatima nase studije koji pokazuju da nema razlike u ekspresiji

wt 1 20210A konstrukta u Cos-7 celijama kada DSE element nije prisutan. Medutim, u
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ovoj studiji su koris¢eni pClneo vektori kojima SV40 virusni poliadenilacioni signal nije
deletiran, tako da se njegov uticaj ne moze iskljuciti. Takode, s obzirom da su stabilno
transfekovane Celije dobijane meSanjem klonova, postavlja se pitanje normalizacije
dobijenih rezultata. Rezultati Real-time PCRa su direktno zavisni od broja insertovanih
kopija konstrukta u genom celije domacina, tako da je kontrola uspesnosti transfekcije
neophodna, a ribozomalna RNK nije odgovarajuéi parametar.

U prilog naSim rezultatima da je za ispoljavanje ’‘efekta G20210A
polimorfizma neophodan DSE element, ide i podatak da nema razlike u selekciji mesta
isecanja transkripta kod wr i 20210A konstrukata ukoliko DSE element nije prisutan. Tek
u konstruktima koji sadrze i 50bp FRa sa DSE elementom dolazi do alelspecifiénog
obrasca iskrajanja 3’ kraja iRNK transkripta [141].

Slican efekat DSE elementa na ekspresiju uoCen je 1 kod C20068T
polimorfizma. Povecana ekspresija u odnosu na wf varijantu je detektovana samo u
poredenju Pt+50bp-20008T i Pt+50bp-wt kostrukata, dok je poredenjem kratkih
kostrukata u kojima DSE element nije prisutan, mutirani konstrukt ima za skoro 40%
nizu ekspresiju (p<0,05). Ovo upuéuje na slozenu interakciju izmedu DSE elementa i

ovog polimorfizma, koju je potrebno dalje istrazivati.

5.3.3 Kraj poslednjeg egzona protrombinskog gena kao

potencijalno znacajni regulatorni region

U okviru ove studije detektovano je vise polimorfizama 3’ kraja protrombinskog
gena u od kojih su C20061T, T20063C i C20068T locirani u neposrednoj blizini (kodoni
za 605., 607. i 608. aminokiselinu), u poslednjem egzonu. To ukazuje da ovaj region
moze biti potencijalno znacajan za regulaciju ekspresije.

U literaturi postoji viSe studija koje potvrduju da poslednji intron i egzon imaju
znacajnu ulogu u obradi 3’ kraja i da su transkripcija i iskrajanje integrisani procesi koji
bitno utiCu jedan na drugi [79,80,155]. Za protrombinski gen je pokazano da su proces
iskrajanja poslednjeg egzona i pospeSivanje obrade 3’ kraja kompleksno povezani sa
regulatornim elementom USE, uz uce$ce specifiénih proteina vezanih za iskrajanje iRNK
[95].

87



Diskusija

Kompijterska predikcija vezivanja transkripcionih faktora za poslednji egzon u
kome se nalaze analizirani polimorfizmi, programskim paketima TFSEARCH i
MATINSPECTOR, nije pokazala nikakvu razliku u odnosu na wt sekvencu.

Predikcija vezivanja proteina koji ucestvuju u iskrajanju i obradi iRNK, uz pomo¢
SpliceAid baze podataka prikazana je na slici 28.

Za wt sekvencu ovog regiona se potencijalno vezuju sledeéi proteini: ETR-3,
CUG-BP 1 Srp40. Svi oni pripadaju grupi proteina koji ucestvuju u alternativnoj obradi
pre-iRNK transkripta. ETR-3 (elav-type ribonucleoprotein) i CUG-BP (CUG binding
protein) prepoznaju CUG ponovke na RNK i eksprimirani su u vecem broju tkiva
[166,167]. SRP-40, Cesto se naziva i SFRSS (splicing factor, arginiﬁe/serine-rich S
takode ima ulogu u iskrajanju transkripta [168] (slika 28).

Prisustvo C20068T polimorfizama ukida mesto vezivanja za SRP-40 protein, dok
prisustvo T20063C polimorfizma kreira mesto za vezivanje RBM4 (RNA binding motif
protein 4) proteina, za koga je pokazano da ucestvuje u translaciji, procesima utiavanja
RNK (RNA silencing), kao i u alternativnoj obradi transkripta [169]. Kada je C20061T
polimorfizam prisutan, predikcija pokazuje da se za ovaj region potencijalno vezuje samo
SRP-40 protein (slika 28).

Predikcija ukazuje da je analizirani region poslednjeg egzona protrombinskog
gena potencijalno ukljuen u mehanizme alternativne obrade pre-iRNK, medutim
potrebna su dalja istrazivanja kako bi se ti mehanizmi rasvetlili i samim tim objasnila

uloga polimorfizama locirnih u ovom regionu.
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Slika 28 Predikcija vezivanja proteina koji uestvuju u iskrajanju i obradi iRNK
A) C20061T, 1-Srp40; B) T20063C, 2-RBM4C, 3-ETR3; C) C20068T, 4- ETR3, 5-CUG-BP;

D) wt sekvenca
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Zakljucci

1.

Pretrazivanjem 3’ kraja gena za protrombin identifikovana su tri nova
polimorfizma:
a) T20063C lociran u poslednjem egzonu i dovodi do zamene fenilalanina
izoleucinom na poziciji 606,
b) C20068T lociran u poslednjem egzonu i kako je tre¢a baza u kodonu ne
dovodi do aminokiselinske zamene,
c) T20298C lociran u 3’ FR regionu (u delu za koji do sada nisu opisani

regulatorni elementi).

2. U grupi pacijenata sa trombofilijom i u kontrolnoj grupi odredene su frekvence

(U8)

za dva ranije opisana polimorfizama u 3’ kraju gena za protrombin, kao i za tri
nova polimorfizma:
a) A19911G polimorfizam u homozigotnom obliku je zastupljen kod 23%
kod pacijenta 1 19% kod kontrolnih ispitanika (OR 1,27, p=0,603)
b) C20068T polimorfizam u heterozigotnom obliku je zastupljen kod 3%
pacijenta i 1% kod kontrolnih ispitanika (OR 2,14, p=0,687)
c) C20221T, T20063C 1 T20298C polimorfizmi nisu detektovani ni kod
jednog ispitanika.

U okviru strukturne analize 3’ kraja protrombinskog gena, po prvi put je opisan
somatski mozaicizam za G20210A polimorfizam, ¢ime je otvoreno pitanje

znaCaja mozaicizma u patogenezi multifaktorijalnih bolesti.

Funkcionalna analiza konstrukata sa C20068T polimorfizmom je pokazala da
njegovo prisustvo dovodi do 1,64 puta povecane ekspresije u odnosu na
nemutirani konstrukt (p<0,05). Za kontrukt sa T20063C polimorfizmom je

pokazano da nema razlike u ekspresiji u odnosu na nemutirani konstrukt.
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W

Funkcionalnom analizom je pokazano da prisustvo dela 3° FR sekvence u kojoj
se nalazi regulatorni region DSE dovodi do smanjene ekspresije protrombina. To
smanjenje je najizrazenije kada se porede dva nemutirana konstrukta (=4 puta),
manje je kod konstrukata koji sadrze 20210A alel (=2,5 puta) i najmanje kod
konstrukata sa 20068T alelom (=1,5 puta).

Deo 3" FR sekvence (sa DSE regionom) je neophodan da bi G20210A

polimorfizam doveo do povecéane ekspresije protrombinskog gena.

Deo poslednjeg egzona gena za protrombin (region od 20061-20068. nukleotida)

je identifikovan kao potenicijalno znalajan regulatorni region.

. Na osnovu strukturne i funkcionalne analize C20068T polimorfizam je

identifikovan kao novi, potencijalno zna¢ajni marker trombofilije.
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