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Ispitivanje povezanosti polimorfizama gena koji reguliSu fibrinolizu i integritet vancelijskog
matriksa sa efektima terapije ishemijskog moZzdanog udara rekombinovanim tkivnim
aktivatorom plazminogena

SAZETAK

Uvod: Ishemijski mozdani udar (IMU) nastaje usled okluzije krvnog suda embolusom, ili trombozom
in situ u odredenim regionima mozga. Centralna zona ishemije, sa terapijskog aspekta, od pocetka je
izgubljena, ali oko nje se nalazi zona penumbre u kojoj su neuroni poremecene funkcije, ali
strukturalno intaktni i gde je joS uvek mogué oporavak njihove funkcije. Terapija izbora u akutnoj
fazi IMU je intravenska primena rekombinovanog tkivnog aktivatora plazminogena (rtPA). Uprkos
¢injenici da samo mali broj pacijenata sa akutnim IMU primi rtPA, pacijenati u terapijskom prozoru
za primenu iste, imaju vece dugoro¢no prezivljavanje i niZze stope mortaliteta, kao 1 bolji funkcionalni
oporavak nakon IMU. Sa druge strane, kod odredenog broja pacijenata koji su primili rtPA, dolazi
do hemoragijske transformcije (HT) ili simptomatske intrakranijalne hemoragije (sICH),
najozbiljnijih komplikacija ove terapije povezanih sa visokom stopom morbiditeta i mortaliteta.
Razlozi zasSto neki pacijenti bolje, a drugi lo$ije odgovore na rtPA terapiju su brojni, ali 1 dalje nisu
do kraja razjaSnjeni. Genski polimorfizmi mogu biti u osnovi razli¢itog nivoa ekspresije gena, ili
aktivnosti genskog produkta, pa posredno mogu uticati na fiziologiju i funkcionalnost ¢éelija, ali 1 na
odgovor na primenjenu terapiju. Cilj ove disertacije bio je da se kod osoba sa IMU lecenim rtPA
terapijom utvrdi ucestalost genotipova i alela izabranih polimorfizama u genima koji reguliSu
fibrinolizu (PAI-1 i ACE) i intergritet vancelijskog matriksa (MMP-2, MMP-9 i TIMP-2), kao i da se
analizira povezanost ispitivanih polimorfnih genskih varijanti sa efikasnoS¢u 1 pojavom

hemoragijskih komplikacija nakon rtPA terapije.

Metod: IstraZivanje je sprovedeno po tipu hibridne panel studije. Studija je sprovedena od avgusta
2016. godine do avgusta 2018. godine u Specijalnoj bolnici za cerebrovaskularne bolesti ,,Sveti
Sava’ u Beogradu, dok su molekularno-geneticka istraZzivanja obavljena na Institutu za humanu
genetiku Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Inicijalna studija preseka je ukljucila sve
pacijente koje su imali IMU lecen rtPA terapijom prvih Sesnaest meseci studije 1 obuhvatila je 94
pacijenta. Finalno, u studiju je uklju¢eno 166 konsekutivna pacijenta sa IMU lecenih rtPA terapijom.
Funkcionalni oporavak kod svih bolesnika pracen je preko modifikovanog Rankin skora (mRS). MRS
je odredivan svakom pacijentu po otpustu iz bolnice i tri meseca nakon IMU. Efikasnost rtPA terapije
je procenjivana na osnovu povoljnog funkcionalnog oporavka, definisanog mRS skorom 0 ili 1, tri
meseca nakon IMU. Svim pacijentima 24h nakon rtPA terapije uraden je kontrolni CT snimak.
Prisustvo hemoragijske transformacije na kontrolnom CT snimku definisano je u skladu sa ECASS

IT kriterijumima. U slucaju naglog pogorSanja neuroloskog stanja, kontrolni CT snimak je hitno



uraden. Prisistvo sICH definisano je u skladu sa ECASS III kriterijumima. Genotipizacija odabranih
polimorfizama obavljena je koristi¢i metode reakcije lancane polimerizacije (PCR), reakcije lan¢ane
polimerizacije-polimorfizmi duzine restrikcionih fragmenata (PCR-RFLP) i metodom reakcije
lanCane polimerizacije u realnom vremenu (real time PCR). Statisticka obrada podataka uradena je

SPSS softverom 22.0 (SPSS, Chicago, IL, USA, 2009).

Rezultati: Ucestalosti genotipova 1 alela kod pacijenata sa IMU leCenim rtPA terapijom za sve
ispitivane polimorfizme su u saglasnosti sa prijavljenim ucestalostima u NCBI bazi. Ucestalost C
alela TIMP-2 -418 G/C polimorfizma u nasoj populaciji je veoma niska. Dodatno je uoc¢eno da su
MMP-2 -1575 G/A 1 MMP-2 -1306 C/T polimorfizmi blisko vezani lokusi. U naSoj studiji nije uo¢ena
statisticki znacajna asocijacija izmedu genotipova i alela izabranih polimorfizama i efikasnosti rtPA
terapije kod pacijenata sa IMU. Sa druge strane, uoCena je povezanost genotipova odredenih
polimorfizama sa intrakranijalnim 1 ekstrakranijalnim krvarenjima nakon rtPA terapije.
Intrakranijalna hemoragija (proSirena iz ishemicnih hemoragija- intraventrikularna krvarenja ili
SAH) kod osoba sa IMU le¢enim rtPA statisticki znacajno cesce se javila kod osoba TT genotipa
MMP-9 -1562 C/T polimorfizma, u odnosu na osobe drugih genotipova ispitivanog polimorfizma.
Osobe sa istim genotipom (TT genotip) navedenog polimorfizma su statisti¢ki znacajno ¢eS¢e imale
1 parenhimski hematom tip 2, kao podtip HT. Parenhimski hematom tip 1, kao podtip HT, statisticki
znacajno ceSce se javio kod osoba sa GCT haplotipom (-1575 G/A, -1306 C/T, -790 T/G) MMP-2
gena. Sa druge strane, uoceno je da su se sistemsko krvarenje, ali i agitacija, kao komplikacije rtPA
terapije, statisticki znacajno ¢esée javile kod osoba 5G/5G genotipa PAI-1 4G/5G polimorfizma.
Dodatno, sistemsko krvarenje nakon rtPA terapije statisticki znacajno ¢eSc¢e se javilo kod ispitanika
D/D genotipa ACE 1/D polimorfizma. Pored efikasnosti i komplikacija rtPA terapije, analizirana je i
povezanost genotipova izabranih polimorfizama i prethodnog IMU. U naSoj studiji uoceno je da su
osobe kojima je ovo ponovni IMU statisticki znacajno rede imale GG genotip MMP-2 -1575 G/A,
CC genotop MMP-2 -1306 C/T ili TT genotip MMP-2 -790 T/G polimorfizama. Ovo je 1 potvrdeno
analizom haplotipova pomenutih polimorfizama, gde je pokazano da su osobe kojima je ovo bio
rekurentni IMU statisticki znacajno rede imale GCTC haplotip (-1575 G/A, -1306 C/T, -790 T/G, -
735 C/T) MMP-2 gena, §to moze da ukaze na njegovo protektivno dejstvo. Finalno, osobe sa HT,
sICH, kao 1 osobe kod kojih su se javila druga intrakranijalna krvarenja (proSirena iz ishemicnih
hemoragija- intraventrikularna krvarenja ili SAH) nakon tromboliticke terapije statisticki znac¢ajno
ceS¢e imale TT genotip TIMP-2 -303 C/T polimorfizma i TT genotip MMP-9 -1562 C/T, kao i da su
sve osobe sa sistemskim krvarenjem istovremeno imale GG genotip MMP-2 -1575 G/A polimorfizma

1 CC genotip TIMP-2 -303 C/T polimorfizma.



Zakljuéak: Nasi rezultati su pokazali da su odredeni genotipovi izabranih polimorfizama povezani
sa rtPA indukovanim hemoragijskim komplikacijama kod pacijenata sa IMU, ali ne i sa efikasnos$¢u
rtPA terapije. Dodatno je uoceno da je ucestalost C alela TIMP-2 -418 G/C polimorfizma izuzetno
niska u naSoj populaciji i da su MMP-2 -1575 G/A i MMP-2 -1306 C/T polimorfizmi blisko vezani

lokusi.

Kljucne rec€i: ishemijski mozdani udar; rekombinovani tkivni aktivator plazminogena; hemoragijska
transformacija; farmakogenetika; genski polimorfizmi; matriks metaloproteinaze, tkivni inhibitor

matriks metaloproteinaza; inhibitor aktivatora plazminogena 1; angiotenzin konvertujuci enzim.
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Analysis of the association between polymorphisms within genes which regulate fibrinolysis
and extracellular matrix integrity with the effects of ischemic stroke therapy with
recombinant tissue plasminogen activator

ABSTRACT

Introduction: Ischemic stroke (IS) occurs due to an embolus or thrombosis causing vascular
occlusion in situ in certain brain parts. From the therapeutic point of view, the central zone of ischemia
is irrelevant, since nerve cells cannot be saved. However, it is surrounded by a penumbra, an area
where the neurons are functionally disturbed, but structurally intact, with the possibility for the
recovery of their function. The therapy of choice in the acute phase of IS is an intravenous
administration of recombined tissue plasminogen activator (rtPA). Even though only a small number
of patients with acute IS receive rtPA, patients within the therapeutic window for its application have
higher long-term survival and lower mortality rates, as well as better functional recovery. On the other
hand, a certain number of patients who have received rtPA develop symptomatic intracranial
hemorrhage (sICH) or hemorrhagic transformation (HT), as the most severe complications of this
therapy - associated with high morbidity and mortality rates. The reasons why some patients respond
to rtPA therapy better, and others worse are numerous, but still not fully elucidated. Gene
polymorphisms could have different effects on gene expression, or the activity of a gene product, and
can indirectly affect the physiology and functionality of cells, and also the response to applied
therapy. This study aimed to determine the frequency of genotypes and alleles of selected
polymorphisms in genes that regulate fibrinolysis (PA/-1 and ACE) and extracellular matrix integrity
(MMP-2, MMP-9, and TIMP-2) in individuals with IS treated with rtPA therapy, as well as to analyze
the association of the studied polymorphic gene variants with the rtPA efficacy and occurrence of

hemorrhagic complications after rtPA therapy.

Method: This is a hybrid panel study. It was conducted from August 2016 to August 2018 at the
Special Hospital for Cerebrovascular Diseases "St. Sava" in Belgrade, while molecular genetic
researches were performed at the Institute of Human Genetics of the Medical Faculty of the
University of Belgrade. The initial cross-sectional study included all patients who had IS treated with
rtPA therapy during the first sixteen months of the study and involved 94 patients. Finally, 166
consecutive patients with IS treated with rtPA therapy were enrolled in the study. Functional recovery
in all patients was estimated by a modified Rankin score (mRS). MRS for each patient was determined
at hospital discharge and 3 months after IS. The efficacy of rtPA therapy evaluation was based on the
favorable functional recovery, defined by mRS score 0 or 1, three months after IS. All patients
underwent a control CT scan 24 hours after rtPA therapy. The presence of HT on the control CT scan

was defined in accordance with the ECASS II criteria. In case of a sudden worsening of the



neurological condition, a control CT scan was done urgently. The appearance of sICH was defined
according to the ECASS III criteria. Genotypisation of the selected polymorphisms was performed
using the polymerase chain reaction (PCR), polymerase chain reaction-restriction fragment length
polymorphism (PCR-RFLP), and real-time polymerase chain reaction (real-time PCR) methods.
Statistical analysis was performed using SPSS software 22.0 (SPSS, Chicago, IL, USA, 2009).

Results: The frequencies of genotypes and alleles in patients with IS treated with rtPA therapy for
all examined polymorphisms are in accordance with the reported frequencies in the NCBI database.
Tthe frequency of C allele of TIMP-2 -418 G/C polymorphism in our population is very low.
Additionally, MMP-2 -1575 G/A and MMP-2 -1306 C/T polymorphisms are closely related loci. In
our study, no statistically significant association was observed between genotypes and alleles of
selected polymorphisms and the efficacy of rtPA therapy in patients with IS. The association of
genotypes of certain polymorphisms with intracranial and extracranial hemorrhages after rtPA
therapy was observed. Intracranial hemorrhage in patients with IS treated with rtPA was statistically
significantly more often in patients with TT genotype of the MMP-9 -1562 C/T polymorphism,
compared with subjects with other genotypes. Patients with TT genotype of the same polymorphism
were statistically significantly more likely to have parenchymal hematoma type 2, as a subtype of
HT. Parenchymal hematoma type 1, as a subtype of HT, was statistically significantly more frequent
in individuals with the GCT haplotype (-1575 G/A -1306 C/T -790 T/G) of the MMP-2 gene. On the
other hand, it was observed that patients with systemic bleeding but also agitation, as complications
of the thrombolytic therapy, had 5G/5G genotype of the PAI-1 4G/5G polymorphism statistically
significantly more often. In addition, it was observed that patients with systemic bleeding after rtPA
therapy had statistically significantly more often a D/D genotype of the ACE I/D polymorphism
compared to patients with other genotypes. Furthermore, the association of prior IS and genotypes of
selected polymorphisms were analyzed. We have shown that patients with previous IS had
statistically significantly less often the GG genotype of MMP-2 -1575 G/A, CC genotype of MMP-2
-1306 C/T, or TT genotype MMP-2 -790 T/G polymorphisms. This was confirmed by the haplotype’s
analysis of the mentioned polymorphisms, where it was noticed that patients who had a recurrent IS
had statistically significantly less often the GCTC haplotype (-1575 G/A -1306 C/T -790 T/G -735
C/T) of the MMP-2 gene, which may indicate its protective effect. Finally, patients with HT, sICH,
and patients who experienced other intracranial hemorrhages after thrombolytic therapy had
statistically significantly more often the TT genotype of 7IMP-2 -303 C/T polymorphism and the TT
genotype of MMP-9 -1562 C/T polymorphism, as well as that all individuals with systemic bleeding,
as a rtPA complication, had the GG genotype of the MMP-2 -1575 G/A polymorphism and the CC
genotype of the 7/MP-2 -303 C/T polymorphism at the same time.



Conclusion: Our results showed that certain genotypes of selected polymorphisms were associated
with rtPA-induced hemorrhagic complications in patients with IS, but not with the efficacy of rtPA
therapy. Additionally, it was observed that the frequency of the C allele of the 7IMP-2 -418 G/C
polymorphism is extremely low in our population and that MMP-2 -1575 G/A and MMP-2 -1306 C/T

polymorphisms are closely related loci.

Keywords: ischemic stroke; recombinant tissue plasminogen activator; hemorrhagic transformation,;
pharmacogenetics; genetic polymorphisms; matrix metalloproteinase, tissue inhibitors of

metalloproteinases; plasminogen activator inhibitor 1; angiotensin-converting enzyme.
Scientific field: Medicine
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1. UVOD

1.1. MOZDANI UDAR

1.1.1. Definicija i klasifikacija mozdanog udara

Akutni mozdani udar (AMU) se definiSe kao fokalni ili globalni poremecaj mozdane funkcije
koji naglo nastaje, traje duze od 60 minuta, a posledica je poremec¢aja mozdane cirkulacije ili stanja
u kome protok krvi nije dovoljan da zadovolji metabolicke potrebe neurona za kiseonikom i

glukozom (1).
Mozdani udar, u odnosu na nacin nastanka, deli se na (2):

e ishemijski mozdani udar (IMU);
e hemoragijski mozdani udar koji se deli na intracerebralnu hemoragiju (ICH) i

subarahnoidalnu hemoragiju (SAH).

Ishemijski mozdani udar ¢ini 87% svih mozdanih udara (MU), 10% je ICH, dok se SAH javlja

kod 3% pacijenata sa mozdanim udarom (3).

Prema TOAST (engl. Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment) klasifikaciji, a u odnosu

na etiologiju nastanka, IMU se moze podeliti na sledece kategorije (4):

e MU kao posledica ateroskleroze velikih arterija

e IMU kao posledica kardioembolizacije

e IMU kao posledica okluzije malih arterija- lakuarni IMU

e [MU kao posledica ostalih poznatih uzro¢nika (disekcija, vaskulitis, poznati geneticki
poremecaji i drugi)

e [MU nepoznate etiologije

Ucestalost etioloskih podtipova IMU znacajno varira Sirom sveta. Kardioembolijski tip IMU
je najceS¢i kod evropskih pacijenata, dok su lakunarni IMU ¢e$¢i u azijskoj populaciji. Razlicita
ucestalost etioloskih podtipova IMU u razli¢itim regionima sveta moze se pripisati, kako geneti¢kim
faktorima, tako i stilu Zivota, odnosno postojanju razli€ititih faktora rizika izmedu rasa i naroda druge

etnicke 1 kulturoloske pripadnosti (5).



1.1.2. Epidemiologija mozdanog udara

Produzeni zivotni vek, kao i brojni faktori rizika, doveli su do povecanja prevalencije
mozdanog udara, za koji se smatra da je trenutno jedan od vodecih zdravstvenih problema u svetu
ocekuje se da ¢e se ovakav trend odrzati sve do 2030. godine (10). Dodatno, MU je tre¢i vode¢i uzrok
invaliditeta u svetu (11). Incidencija, kao 1 stope mortaliteta od MU znacajno se razlikuju izmedu
drzava, ali i geografskih regiona; sa smanjenjem incidencije u razvijenim zemljama, i povecanjem
incidencije u srednje razvijenim i nerazvijenim zemljama, iako ne statisticki znacajno (8). Smrtnost
od MU je tri do Cetiri puta veca u nerazvijenim zemljama u poredenju sa razvijenim (6). U Republici
Srbiji, MU je i dalje najces¢i uzrok smrtnosti kod osoba zenskog pola i drugi naj¢es¢i kod osoba

muskog pola (12).

1.2.  ISHEMIJSKI MOZDANI UDAR

1.2.1. Definicija ishemijskog mozdanog udara

Ishemijski moZzdani udar (IMU) nastaje usled smanjenog, ili potpunog prekida cirkulacije u
odredenim regionima mozga zbog okluzije krvnog suda embolusom, ili razvojem tromboze in situ
(2). Centralna zona ishemije, sa terapijskog aspekta, od pocetka je izgubljena, ali oko nje se nalazi
zona penumbre u kojoj su neuroni poremecene funkcije, ali strukturalno intaktni 1 gde je joS uvek
mogu¢ oporavak njihove funkcije (Slika 1). Medutim, ukoliko se rekanalizacija ne uspostavi na
vreme, dolazi do ireverzibilnog strukturnog i funkcionalnog ostecenja, odnosno ishemijske nekroze

u zoni penumbre, $to znacajno povecava neuroloski deficit tj. stepen invaliditeta (13).

[ Infarktno jezgro j

Zona penumbre ) -
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Slika 1. Shematski prikaz infarktnog jezgra i zone penumbre kod IMU (modifikovano). (Slika

dostupna na https://learn.pharmacy.unc.edu/strokecare/node/78)
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Ishemisjki mozdani udar i tranzitorni ishemijski atak (TIA) su dva klini¢ka entiteta sa veoma
sli¢nim patofizioloskim mehanizmima nastanka (14). TIA podrazumeva postojanje kratkotrajnih
epizoda neuroloskih ispada nastalih usled mozdane ili retinalne ishemije, koji traju manje od jednog
Casa, najces¢e nekoliko minuta 1 bez postojanja znakova infarkta mozga nakon snimka nuklearne
magnetne rezonance (NMR), ili ukoliko nema uslova za NMR, onda kompjuterizovane tomografije
(CT) endokranijuma (15). TIA se moze smatrati ozbiljnim upozorenjem za predstoje¢i IMU. Rizik je
najvedi u prvim satima i danima nakon TIA (17), a oko 5% osoba ¢e imati IMU unutar 48 ¢asova od

nastanka prvih simptoma TIA (17).
1.2.2. Patogeneza ishemijskog mozdanog udara

Krvno-mozdana barijera (KMB) se karakteriSe visokospecificnom strukturom sacinjenom od
endotelnih ¢elija centralnih kapilara medusobno povezanih interendotelnim okludentnim zonulama,
bez formiranja endotelnih fenestri, kontinuirane bazalne lamine endotela i astroglijalne bazalne
lamine centralnog nervnog sistema (CNS). Na ovaj na¢in KMB odrzava cerebralnu homeostazu tako
S$to kontroliSe para- i transcelularni protok vode, jona i velikih molekula u parenhimu mozga (18).
Osnovna uloga krvno-mozdane barijere je restrikcija ulaska molekula i ¢elija imunog sistema u CNS.
Osnovnu ulogu u regulaciji cerebrovaskularne homeostaze obavlja azot-oksid (NO), produkt
endotelnih celija. Azot-oksid kontroliSe tonus 1 rast glatkih miSiénih ¢éelija u zidu krvnog suda,
inhibira agregaciju trombocita kao i adheziju leukocita (19). Permeabilnost KMB sa godinama se
povecava, S$to moze biti jedan od znacajnijih mehanizama u inicijaciji, ili pogorSanju
cerebrovaskularnih bolesti (CVB) (20). Patoloska stanja, kao §to je IMU, mogu znacajno da izmene
propustljivost krvno-moZdane barijere i1 interakciju izmedu endotelnih ¢elija (21). Kroz oSteenu
KMB krv pocinje da ulazi u mozdani parenhim dovode¢i do oSte¢enja mozga, cerebralnog edema 1

vazomotorne/hemodinamske disfunkcije (22).

Ishemijski moZdani udar je veoma kompleksno oboljenje ¢ijem nastanku doprinose brojni
¢inioci, kao Sto su starost, faktori rizika, geneticki faktori, a u poslednje vreme uocava se sve veca
uloga inflamacije u patogenezi i progresiji ateroskleroze, rupture plaka i formiranja tromba dovodeci
do IMU. Endotelna disfunkcija, kojoj dodatno doprinose oSteenja izazvana prekomernom
proizvodnjom reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (engl. reactive oxygen species- ROS) prisutnih tokom

oSte¢enja mozdanog parenhima (Slika 2), doprinosi pogorSanju aterosklerotskih lezija (18).
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Slika 2. Razli¢iti mehanizmi ukljuceni u patofiziologiju ishemijskog mozdanog udara

(modifikovano) (18)

Tromboza in situ, okluzija cerebralnog krvnog suda embolusom ili hipoperfuzija mozga
(hemodinamski IMU) dovode do delimic¢ne ili potpune redukcije krvnog protoka u delu mozga koji
on snabdeva (23). Stepen redukcije krvnog protoka zavisi, pre svega, od postojanja i funkcionisanja
rezidualne perfuzije preko kolateralnog krvotoka (moze biti izmenjena kod odredenih oboljenja), od
zahvacene arterije, ali 1 od sistemskog krvnog pritiska. Potpun prekid krvnog protoka dovodi do smrti
tog regiona mozga za 4 do 10 minuta, protok manji od 16-18ml krvi/100g mozdanog tkiva u minuti
dovodi do infarkta mozga unutar jednog ¢asa, dok protok manji od 20ml krvi/100g mozdanog tkiva
u minuti izaziva cerebralnu ishemiju, ali bez znakova infarkta, osim ako se to stanje nastavi nekoliko
sati, ili dana (24). Zona penumbre, ishemijsko, ali reverzibilno disfunkcionalno mozdano tkivo,
okruzuje centralni deo oko okluzije - infarktno jezgro. Ishemijska penumbra ¢e postati deo infarktnog

jezgra ukoliko se u njoj ne uspostavi krvni protok pravovremeno (25).

Efekti ishemije nastupaju vrlo brzo usled prekida snabdevanja neurona glukozom,
nepostojanja depoa glukoze u nervnim c¢elijama i onemogucéenosti neurona da obavljaju aerobni
metabolizam (18,26). Cerebralna ishemija pokrefe niz slozenih biohemijskih 1 molekularnih

mehanizama koji dovode do ozbiljnog naruSavanja nervnih funkcija usled onemogucenog odrzavanja
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normalnog transmembranskog jonskog gradijenta i homeostaze. Ovo aktivira ekscitotoksi¢nu
glutamatergicnu signalizaciju, jonski disbalans, oksidativni i nitrozativni stres, inflamaciju i apoptozu
(23,27,28). Pomenuti patofizioloski procesi dovode do ozbiljnih poremecaja neurona, glije i
endotelnih ¢elija, medusobno su povezani, aktiviraju jedan drugi preko mehanizama pozitivne

povratne sprege, a finalno dovode do destrukcije neurona (27-29).

Na celularnom nivou, ishemija dovodi do zaustavljanja oksidativne fosforilacije i1 sinteze
adenozin-trifosfata (ATP). Celokupan ATP u neuronima potrosi se u roku od dva minuta od pocetka
ishemije. To negativno uti¢e na natrijum-kalijumovu (Na"/K") pumpu, dovodi do depolarizacije
¢elijske membrane, otpustanja jona kalijuma (K") u vancelijski prostor i ulaska jona natrijuma (Na")
u ¢elije (30). Takode, tokom ishemije, dolazi do oSte¢enja kalcijumske pumpe i drasti¢nog porasta
jona kalcijuma (Ca?") unutar neurona. Ovakav infuks Ca?" u neuronima aktivira nekoliko proteina
koji pokreéu ¢elijsku smrt, kao $to su Ca?*-zavisne proteaze, lipaze i dezoksiribonukleaze, rezultujuéi
smréu neurona u infarktnom jezgru (31). Jedan od razloga za veliku osetljivost mozga na ishemiju je
taj Sto mozdano tkivo sadrzi visoke koncentracije glutamata, a mnogi neuroni se aktiviraju preko
glutamatskih receptora. Prilikom IMU, glutamat je krucijalni molekul za neuronsku degeneraciju
(32), kada deluje kao neurotoksi¢ni ekscitatorni neurotransmiter i ima klju¢nu ulogu u ishemiji preko
ekscitotoksi¢ne patogeneze (23). Poznato je da je inicijalni influks Ca*" okida¢ intracelularnog
toksi¢nog nakupljanja Ca®", §to je povezano sa smréu neurona. Joni kalcijuma su esencijalni za
glutamatsku neurotoksi¢nost (33). Naime, aktivacija N-metil-D-aspartatskih (NMDA) i a-amino-3-
hidroksi-5-metil-4-izoksazolepropionskokiselinskih (AMPA) tipa glutamatskih receptora dovodi do
depolarizacije membrane neurona, influksa Ca*>" u neurone i posledi¢no do ekscitotoksi¢nosti (34—
36). Pokazano je da su NMDA receptori (NMDAr) odgovorni za oSte¢enje neurona nakon IMU, a
ujedno su i Ca*"-najpermeabilniji jonotropni glutamatski receptori (32). Tokom ekscitotoksi¢nosti,
poveéana koncentracija Ca®" unutar mitohondrija dovodi do stvaranja ROS (37), depolarizacije
mitohondrija, mitohondrijalne disfunkcije 1 prekida stvaranja energije (38), apoptoze mitohondrija, a

finalno do neuronske smrti (39).

Mehanizmi koji u€estvuju u oSte¢enju mozga tokom ishemije su kompleksni (40), sa NMDAr-

posredovanom ekscitotoksi¢noscéu kao kljuénim faktorom (40,41).

Do oksidativnog i nitrozativnog stresa dolazi kada stvaranje slobodnih radikala, kao §to su
ROS 1 reaktivne azotne vrste (engl. Reactive nitrogen species- RNS), nadjata endogeni
antioksidativni sistem. Brojne studije su pokazale da su kod svih tipova IMU koli¢ine slobodnih
radikala znacajno povecane (42), a ROS i RNS molekuli vazni faktori oSte¢enja mozdanog tkiva

prilikom ishemije (43). Nekoliko razli¢itih mehanizama dovodi do stvaranja slobodnih radikala,
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ukljucujuéi i NMDAr-posredovanu ekscitotoksi¢nost, influks Ca?", mitohondrijalnu disfunkciju, kao
i aktivaciju azot-oksid sintaze (44). Prekomerna koli¢ina ROS molekula dovodi do razarajucih efekata
na celularne makromolekule 1 doprinosi aktivaciji dodatnih signalnih puteva, ostecenja
dezoksiribonukleinske kiseline (DNK), koji rezultiraju neuronskom smréu. ROS aktivira i celije
mikroglije koje se transformiSu u fagocite i1 oslobadaju citotoksicne, ali i citoprotektivne molekule i
u tom slucaju moze do¢i do oporavka neuronske funkije, ukoliko ostali delovi ¢elije nisu u prevelikoj

meri oSteceni (45) (Slika 3).
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Slika 3. Prikaz signalnih puteva ukljucenih u patofiziologiju ishemijskog mozdanog udara:
ATP - adenozin-trifosfat, DNK - dezoksiribonukleinska kiselina, iNOS - inducibilna NOS, NMDA -
N-metil-D-aspartat, ROS - reaktivne kiseoni¢ne vrste, NOjs - nitratni jon, O3 - jon kiseonika, NO -
azot-oksid, NOS - NO sintaza, , nNOS - neuronalna NOS (modifikovano) (46)



1.2.3. Faktori rizika ishemijskog mozdanog udara

Iako su se u poslednjih dvadeset godina incidencija IMU, kao i mortalitet i godine Zivota
korigovane u odnosu na nesposobnost tzv. DALY (engl. Disability adjusted life years) usled IMU,
smanjile zahvaljuju¢i napretku sistema zdravstvene zaStine, lekovima novijih generacija, novim
smernicama u terapiji, uvecanje svetske populacije, produzenje zivotnog veka, kao i brojni faktori

rizika doprineli su da globalno optere¢enje IMU i dalje raste (47—49).

Faktori rizika za razvoj IMU se mogu podeliti u dve grupe. Prvu grupu ¢ine faktori rizika na
koje ne moze da se utiCe 1 tu spadaju starost, pol, rasna/etnicka pripadnost i geneticki faktori. Sa druge
strane, faktori rizika kao S$to su hipertenzija (HTA), dijabetes melitus (DM), atrijalna fibrilacija (AF),
dislipidemija, ishemijska bolest srca (IBS), puSenje, ishrana, fizicka aktivnost i ostali, mogu se
modifikovati (8,48). Iako je patofiziologija IMU dobro poznata i proucena, devet od deset IMU
nastaje usled prisustva nekog od faktora rizika koji se moZe modifikovati (49). Smanjenje ovih faktora
rizika zna€ajno smanjuje rizik od nastanka IMU (50). Zato su rana identifikacija i korigovanje faktora

rizika imperativ u prevenciji IMU.

Kao $to je ve¢ navedeno, i geneticki faktori imaju ulogu u nastanku IMU. Javljanje IMU kod
roditelja ili ¢lanova porodice znacajno povecava rizik za nastanak IMU (51). Iako se na geneticke
faktore rizika ne moze uticati, novija istrazivanja pokazuju da se epigeneticki faktori mogu

modifikovati (48).

Faktori koji doprinose nastanku IMU predstavljeni su na Slici 4.

Stil zivota
(pusenje, nezdrava ishrana)

Komorbiditeti
(dijabetes melitus,
hipertenzija)

Geneticki faktori

Slika 4. Shematski prikaz multifaktorskog porekla ishemijskog mozdanog udara



1.2.4. Klinicka slika i dijagnoza ishemijskog mozdanog udara

Neuroloski simptomi naglo nastali, jasno lokalizovani, gotovo sigurno ukazuju na IMU ili
TIA. Fokalni neuroloski deficit nastaje kao posledica disfunkcije dela mozga u kome je cirkulacija
kompromitovana. Shodno tome, dolazi do javljanja razliitih simptoma i1 znakova u zavisnosti od
lokalizacije zahvacenog krvnog suda (14). OsteCenje govora, koji pacijenti Cesto opisuju kao
nerazumljiv govor, ili nemoguénost pronalaska adekvatnih reci, slabost ekstremiteta ili lica, gubitak
vida na jednom oku, pojava duplih slika, poremecaj ravnoteze, kao i razliCiti senzitivni ispadi su
najcesca simptomatologija IMU (52). U zavisnosti od lokalizacije i stepena okluzije arterije, varira i

klinicka slika IMU.

Kod pacijenata sa gore navedenim simptomima, prvo treba napraviti razliku da li se radi o
TIA ili IMU. Za razliku od pacijenata sa IMU, kod pacijenata koji imaju TIA, simptomi se najcescée
povlace nakon nekoliko minuta, do jednog sata i ne postoje znaci infarkta na CT ili NMR snimku
endokranijuma (15). lako pomenuti simptomi u preko 95% govore u prilog IMU ili TIA, znatno rede
mogu da se jave i1 kod drugih oboljenja. Diferencijalno dijagnosticki najcesce treba posumnjati na
konvulzije, sinkopu, tumore mozga, septicko stanje praceno visokom febrilnoséu i poremecéenim

stanjem svesti, metabolicke poremecaje (hipoglikemija) i drugo (53).

Dijagnoza akutnog ishemijskog mozdanog udara (AIMU) se postavlja urgentno, a na osnovu
klinicke slike, neuroloskog pregleda i CT ili NMR snimka endokranijuma. Precizno vreme pocetka
prvih simptoma je jedan od klju¢nih anamnesti¢kih podataka koji je bitan neurologu za procenu da li
je pacijent stigao u terapijskom prozoru za primanje tromboliticke terapije (1,54). Ukoliko je pacijent
ispunio kriterijume za primenu tromboliticke terapije, a nakon saglasnosti pacijenta, ili porodice u
pratnji, ista mu se ordinira. Nakon dobijene terapije, u daljem toku se preduzima ispitivanje koje
podrazumeva laboratorijske analize krvi, elektrokardiogram (EKG), posebno kod mladih pacijenata,
dopler krvnih sudova, po potrebi angiografija, ehokardiografija, a sve u cilju utvrdivanja etiologije

mozdanog udara (1,53).
1.2.5. Terapija ishemijskog moZdanog udara

Ishemijski mozdani udar se moZe prevenirati, ali 1 le€iti. U proSlosti, najces¢e koriS¢ena
terapija AIMU bila je davanje antiagregacionih lekova (smanjuju aktivaciju i agregaciju trombocita,
kao 1 nastanak tromba), ali sa skromnim ucinkom (55). Formiranje specijalizovanih Jedinica za
mozdani udar, koje podrazumevaju multidisciplionarni, protokolisani, timski pristup svakom
pacijentu 1 adekvatan 1 pravovremeni rehabilitacioni tretman, dodatno je poboljSalo oporavak

pacijenata sa IMU (56). U poslednje dve decenije, terapija AIMU je doZivela velike izmene usled
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pojave opcija leCenja baziranih na smanjenju i daljem Sirenju mozdane ishemije (57). Tri osnovna

nacela u le¢enju AIMU su:

1. Postizanje blagovremene rekanalizacije okludirane arterije i reperfuzije ishemijskog tkiva;
2. Uspostavljanje kolateralnog krvotoka;

3. Sprecavanje sekundarnih oSte¢enja mozdanog tkiva (57).

Tretman pacijenata sa AIMU treba zapoc¢eti odmah po postavljanju dijagnoze IMU na terenu,
na osnovu klinicke slike i neuroloskog pregleda. Nakon brzog transporta u odgovarajuéu ustanovu,
kod pacijenata u terapijskom prozoru, a bez kontraindikacija (koje su definisane postojecim
vodi¢ima) zapocinje se sa trombolitickom terapijom (57). Najnovija istrazivanja preporucuje da
terapijski prozor, vremenski okvir unutar kog se smatra da primena tromboliticke terapije ima vecu
korist u odnosu na moguée nezeljene efekte, iznosi tri do Cetiri i po sata (58). Studije su ukazale da
je vreme od pocetka simptoma do primene tromboliti¢ke terapije izuzetno vazno i da je krace vreme
od pojave prvih simptoma do primene ove terapije povezano sa boljim ishodom, ali i redom pojavom

simptomatske intrakranijalne hemoragije (59).

Tromboliticka terapija je savremena terapija lecenja AIMU koja ima za cilj rekanalizaciju
okludiranog krvnog suda kako bi se ponovo uspostavila normalna funkcija ¢elija penumbre (60).
SpaSavanje celija penumbre je cilj svih revaskularizacionih terapija. lako je poslednjih 20 godina
koriS¢ena kao rutinska terapija AIMU, prve studije o tromboliti¢koj terapiji i AIMU publikovane su
Jo$ 1958. godine (61), a prvo uspesno klinicko ispitivanje deset godina kasnije (62). Veliki broj studija
se bavio proucavanjem streptokinaze, kao tromboliti¢kog leka za le¢enje IMU, medutim, usled veceg
mortaliteta zbog hemoragijskih cerebralnih komplikacija u poredenju sa placebo grupom, njena
primena je zaustavljena (63). Nakon niza klinic¢kih studija, alteplaza (rekombinovani tkivni aktivator
plazminogena- rtPA) je 1996. godine postala prvi licencirani trombolitic¢ki lek za lecenje AIMU u
Sjedinjenim Americkim Drzavama (SAD) i Evropi (64,65), iako je pre toga, od 1987. godine
koriS¢ena za le¢enje akutnog infarkta miokarda (AIM), kao 1 za leCenje masivnih plu¢niih embolija
od 1990. godine (66). Intravenska tromboliticka terapija sa rtPA predstavlja zlatni standard u lecenju
AIMU, jer deluje tako Sto direktno razlaze krvni ugruSak. Rana rekanalizacija i reperfuzija su osnov
za le¢enje AIMU i dovode do smanjenog oste¢enja mozdanog tkiva kao posledice ishemije, a samim
tim 1 do smanjenja neuroloskih oStec¢enja i nesposobnosti kod pacijenata (67). Rekanalizacija se
definiSe stepenom ponovnog otvaranja okludirane arterije, dok se reperfuzija meri stepenom protoka
koji se dostize u prethodno hipoperfuzionim regionima mozga (68). Usled akutno nastalog prekida u
protoku krvi, oko 32 hiljade neurona umre u svakoj sekundi, odnosno oko 1,8 miliona neurona svakog

minuta u zahva¢enom regionu, sve do trenutka kada se protok ponovo ne uspostavi (’’vreme je
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mozak’’) (69). Imaju¢i u vidu da se radi o terapiji sa potencijalno teskim nezeljenim efektima,
prvenstveno hemoragijskim, kriterijumi za primenu tromboliticke terapije su strogo definisani (1,70)
(Tabela 1). Alteplaza se daje intravenski (i.v.), najkasnije do Cetiri i po sata nakon pojave prvih
simptoma IMU, u dozi 0,9mg alteplaze/kg telesne mase, ali sa napomenom da ukupna doza leka ne
sme da prede 90mg. Deset posto leka se daje odmah, kao i.v. bolus injekcija, dok se ostatak leka daje

u infuzionom rastvoru u trajanju od 60 minuta (71).
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Tabela 1. Inkluzioni i ekskluzioni kriterijumi za primenu intravenske tromboliticke trapije sa rtPA

(1

Inkluzioni i ekskluzioni Kriterijumi za primenu intravenske rtPA

Inkluzioni Kriterijumi

1. IMU sa jasnim vremenom pocetka simptoma

2. Neuroloski deficit koji je merljiv po NIHSS (eng. National Institutes of Health
Stroke Scale) skali

3. Starost > 18 godina

4. Bez znakova hemoragije na CT endokranijuma

5. Aplikacija intravenske rtPA unutar Cetiri i po sata od pojave simptoma.

Ekskluzioni kriterijumi

—

IMU sa nejasnim vremenom pocetka simptoma

Neuroloski simptomi koji se povlace nakon nekoliko sekundi ili minuta
Simptomi koji ukazuju na SAH i pored negativnog nalaza na CT endokranijuma
Prethodna krvarenja u endokranijumu

Ozbiljna trauma glave ili mozdani udar unazad tri meseca

Intrakranijalna neoplazma, arteriovenska malformacija ili aneurizma

Skorasnja intrakranijalna ili spinalna operacija

PoviSen krvni pritisak (sistolni > 185 mm Hg ili dijastolni >110 mm Hg)

A A AT L o

Aktivno unutra$nje (gastrointestinalno ili urogenitalno) krvarenje

[—
S

. Arterijska punkcija na nedostupnom mestu za kompresiju prethodnih nedelju dana

—_—
—_—

. Broj trombocita < 100 000/mm?

[S—
N

. KoriS¢enje heparina unutar 48 sati koji dovodi do produzenog aPTT

[S—
(98]

. Kori$¢enje antikoagulantnih lekova sa INR > 1,7 ili protrombinsko vreme > 15s

[S—
AN

. Vrednost glukoze < 2,7 mmol/l ili >22,2 mmol/l

[—
W

. Akutni infarkt miokarda u prethodna tri meseca

[—
N

. Lumbalna punkcija unazad nedelju dana

17. Ozbiljne hirurSke operacije unazad 14 dana

INR- protrombinsko vreme/Internacionalni normalizovani odnos, aPTT- aktivirano parcijalno

tromboplastinsko vreme
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Samo 1-8% svih pacijenata sa AIMU primi tromboliti¢ku terapiju. Ovo je znatno ispod
ocekivanih 20% za koje se smatra da bi ispunili inkluzione kriterijume i imali korist od tromboliticke
terapije. Kao osnovni razlog za ovako mali procenat pacijenata smatra se kasno prepoznavanje
simptoma IMU 1 odloZen dolazak u jedinice mozdanog udara (72—74). Za pacijenate kod kojih postoji
bar jedan ekskluzioni kriterijum za tromboliticku terapiju, leCenje AIMU podrazumeva adekvatnu
hemodinamsku terapiju, monitoring, leCenje edema mozga i rano otkrivanje i leCenje sistemskih
komplikacija (intrahospitalnih infekcija, sréane aritmije, popustanja sré¢anog misi¢a, venskih
tromboembolija) (74). Na isti nacin se nastavlja sa leCenjem 1 kod pacijenata koji su primili rtPA. Sa
druge strane, mehanicka ekstrakcija tromba (trombektomija) predstavlja metod izbora za lecenje
AIMU u sluc¢ajevima kada, usled kontraindikacija, nije moguce dati rtPA. Za razliku od tromboliti¢ke

terapije, terapijski prozor za trombektomiju je Sest sati (75).

1.2.5.1.  Tkivni aktivator plazminogena

Aktivatori plazminogena, tkivni aktivator plazminogena (tPA) i urokinaza (uPA), pripadaju
grupi serin proteaza. Oba enzima katalizuju konverziju inaktivhog enzima plazminogena u aktivni
enzim - plazmin, koji razgraduje fibrin u solubilne produkte razgradnje fibrina (Slika 5). Ovaj proces
se naziva fibrinoliza (76). TPA i uPA se razlikuju po mestu delovanja, gde uPA uglavnom katalizuje
stvaranje plazmina u ekstravaskularnom prostoru, a tPA unutar samog krvnog suda. U serumu su
koncentracije tPA veoma niske, ali se poveéavaju, kako lokalno, tako i sistemski kao odgovor na
potrebu za povecanjem fibrinoliticke aktivnosti (okluzija krvnog suda, epinefrin, nikotinska kiselina
i drugo). Lucenje tPA iz endotelnih ¢elija krvnih sudova u kojima se sintetiSe regulisano je
kompleksnim fizickim 1 hormonskim faktorima kao Sto su venski pritisak, vazoaktivne supstance, ali
1 glavnim enzimom u koagulacionoj kaskadi - trombinom. U fizioloSkim uslovima balans izmedu
formiranja i razgradnje tromba bazira se na ¢injenici da stimulansi za formiranje tromba istovremeno
stimuliSu oslobadanje tPA, supstance koja posledi¢no dovodi do njegove lize (77). Sinteza plazmina
od strane tPA predstavlja fizioloski odgovor na rekanalizaciju okludiranog krvnog suda, samim tim
olakSava reperfuziju zahvacenog tkiva. Inhibicija fibrinolitickog sistema moze da se dogodi na nivou
aktivatora plazminogena delovanjem specifi¢nog inhibitora aktivatora plazminogena (PAI), ili na

nivou plazmina delovanjem inhbitora plazmina (a2-antiplazmin) (78).
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PAI-1

( Plazminogen

Fibrin

Produkti
razgradnje
fibrina

[lnhibitori plazmina)

Slika 5. Prikaz fibrinolitickog sistema: PAI-1 - inhibitor aktivatora plazminogena 1, #PA - tkivni

aktivator plazminogena

Endogeni tPA, veli¢ine 72 kDa, jednolancani je glikoprotein koji pripada superfamiliji serin
proteaza. Kao i ostale serin proteaze, tPA postoji u jednolan¢anom i dvolan¢anom obliku. Pod
dejstvom endogenih proteaza (plazmin, kalikrein i1 druge), tPA se proteolizom arginina na poziciji
275 cepa na dvolanc¢ani molekul sacinjen od teskog (A lanac) i lakog lanca (B lanac). Dva lanca tPA
molekula su povezana disulfidnom vezom. Za razliku od veéine serin proteaza, obe forme tPA su
proteoliticki aktivne. TPA je sacinjen od pet razlicitih strukturnih domena, koji su u jednolan¢anom
tPA povezani sa 17 disulfidnih veza. N-terminalni kraj tPA pocinje domenom u obliku prsta, takode
nazvanim 1 fibronektin domen. Na njega se nastavlja epidermalnom faktoru rasta-slican (engl.
Epidermal growth factor- EGF) domen koji omogucava aktiviranje EGF receptora nakon interakcije
sa tPA. Slede¢a su dva ,kringl”> domena (proteinski strukturni domeni koji formiraju veliku
proteinsku petlju za protein-protein interakciju) oznacena kao K1 i K2. Kringl domeni se uglavnom
nalaze u proteinima uklju¢enim u koagulacionu kaskadu i fibrinolizu. Unutar kringl domena nalaze
se aktivna mesta sa visokim afinitetom za lizinske ostatke. Fibronektin domen 1 K2 domen primarno
su odgovorni za vezivanje tPA za fibrin, dok se tPA preko fibronektin domena moze vezati i za
odredene membranske receptore. Sva Cetiri navedena domena nalaze se na teSkom lancu. Laki lanac
tPA se sastoji od jednog velikog domena unutar koga se nalazi aktivno kataliticko mesto sa serin
proteaznom aktivno$éu (Slika 6). Kataliti¢ko mesto se sastoji od asparaginske kiseline*”!, histidina®*?
i serina*’®, medusobno razdvojenih u primarnoj strukturi tPA, ali prilikom aktivacije i konformacione
promene tPA, ove aminokiseline dolaze u blizak kontakt i raskidaju Arg>*!-Val®®? vezu unutar
plazminogena, pretvaraju¢i ga u plazmin. Fibrinoliza je signal za konformacionu promenu tPA iz
jednolan¢anog u dvolancani molekul. Tako imaju sli¢nu aktivnost, uPA 1 tPA se znacajno strukturno
razlikuju. Enzimska aktivnost tPA znacajno je povecana u prisustvu fibrina u poredenju sa uPA.

Fibrin dovodi do povecanja enzimske aktivnosti tPA promenom konformacijskog oblika nakon §to
13



se tPA veZe za fibrin, §to dodatno povecava interakciju tPA 1 plazminogena na povrSini fibrina. I tPA
i plazminogen se vezuju direktno za fibrin preko kringl domena, dok se tPA vezuje i preko fibronektin

domena (79-82).

a)
K2d =
st Mesto konverzije
\ dvolan¢anog u jednolancani tPA
I
K1 domen
= SP domen
\\\,_ —
[~ I
'
EGF - slican domen———
r
F domen = —— Disulfidne veze
3 Ser'”® * Konformacionom promenom
NH/ COOH i stvaraju kataliticko mesto ;
b) Tezak lanac Laki lanac
(A lanac) (B lanac)
NH, F domen EGEF - sli¢an domen K1 domen K2 domen SP domen COOH
Plazmin
) Kalikrein
Jednolancani tPA (aktivni oblik)

F domen E’Gg - slican K1 domen K2 domen
omen

K1 domen K2 domen

Slika 6. Shematski prikaz a) primarne strukture tPA sa oznacenim domenima; b) jednolancanog

Dvolancani tPA (aktivni oblik)

EGF - sli¢an

F domen d
omen

tPA 1 mesta konverzije u dvolancani tPA; c) prikaz jednolancane i dvolancane forme tPA: tPA -
tkivni aktivator plazminogena, F- fibronektin (domen u obliku prsta), EGF - epidermalni faktor

rasta, K1 - kringl 1, K2 - kringl 2, SP- serin proteaza (modifikovano) (80)
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1.2.5.2.  Rekombinovani tkivni aktivator plazminogena - rtPA

Alteplaza predstavlja prvi rekombinovani tkivni aktivator plazminogena (rtPA) i zajedno sa
ostalim rtPA spada u grupu serin proteaza. Alteplaza je nastala rekombinovanom DNK tehnikom
koriste¢i komplementarnu DNK iz tPA izolovanog iz humanih melanocita. Izgradena je od 527
aminokiselina. Glikozilacija pojedinih ostataka asparagina obezbeduje njenu hidrosolubilnost (66).
N-terminalni teski lanac i C-terminalni laki lanac sa aktivnim katalitickim mestom povezani su
disulfidnim mostom izgradenim od cisteinskih ostataka. RtPA ima identi¢nu strukturu i mehanizam
dejstva kao tPA 1 sastoji se od istih pet domena, gde fibronektin i kringl domeni obezbeduju visok
afinitet vezivanja sa plazminogenom (Slika 6). Kataliticka aktivnost alteplaze se ogleda u raskidanju
peptidne veze izmedu aminokiselina arginin i valin na pozicijama 561 i 562 unutar plazminogena,
¢ime se on konvertuje u plazmin. Nakon §to nastane, plazmin, aktivni proteoliticki enzim, dalje
razlaze tromb na produkte razgradnje fibrina, dovode¢i do dezintegracije krvnog ugruska i ponovnog
uspostavljanja cirkulacije u krvnom sudu (Slika 7). Fibrinski monomeri, medusobno povezani u
mrezu preko boc¢nih lanaca lizina, predstavljaju osnovu grade tromba (66). Poput plazminogena, i
alteplaza ima visok afinitet za vezivanje za boc¢ne ostatke lizina unutar tromba. Na ovaj nacin
formiraju se tercijarni kompleksi sacinjeni od alteplaze, plazminogena i fibrina. Specifi¢nost alteplaze
za vezivanje za plazminogen osigurava da se njegovo prevodenje u plazmin odvija pretezno u
trombovima sa najmanjom koncentracijom cirkuliSu¢eg plazmina. Prednost alteplaze u odnosu na
starije generacije trombolitickih lekova je njena visoka specifi¢nost za fibrin koja je, u preko 80%
slucajeva, posredovana fibronektin domenom (63). Alteplaza se preko EGF-slicnog, fibronektin i K1
domena vezuje za glikoproteinske receptore na hepatocitima. Trodimenzionalni prikaz alteplaze
predstavljen je na slici 8. lako se alteplaza veoma brzo metaboliSe u jetri, njena farmakodinamska
dejstva su produzena. 1z tog razloga aplikacija drugih antikoagulantnih lekova se ne preporucuje
najmanje 24 Casa nakon rtPA terapije usled povecanog rizika od hemorgijskih komplikacija (67).

Vise od 80% alteplaze se eliminiSe urinom, 18h nakon aplikacije (66).
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— . Produkti

Fibrinoliza = razgradnje
( Fibrinska mreza Y fibrina

@ Vezivanje rtPA za plazminogen unutar tromba
@ Konverzija plazminogena u plazmin i aktivacija fibrinolize

@ Razgradnja fibrina na produkte razgradnje fibrina

Slika 7. Mehanizam delovanja rtPA unutar tromba: rtPA - rekombinovani tkivni aktivator

plazminogena

Slika 8. Trodimenzionalni prikaz alteplaze (Slika dostupna na https://s3-us-west-

2.amazonaws.com/drugbank/protein_structures/full/DB00009.png?1266600394)

Terapija rekombinovanim tkivnim aktivatorom plazminogena je povezana sa znacajnim
smanjenjem invaliditeta i mortaliteta, ali se kod 40% pacijenata rekanalizacija uops$te ne dogodi, ili

se dogada kasno (83). Takode, zbog destruktivnog dejstva rtPA na bazalnu membranu i vancelijski
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matriks, moze do¢i do popustanja KMB 1 najozbiljnije komplikacije tromboliticke terapije-

hemoragijske transformacije (HT) (84).

Hemoragijska transformacija je definisana kao bilo koje krvarenje u regionu ishemije nakon
IMU, koje moze da varira od mikroskopski vidljivih krvarenja do velikih hemoragija (85), a koja se
u 3% slucajeva zavrSava smrtnim ishodom (67). Posttromboliticka HT nastaje kao posledica vise
kompleksih patofizioloSkih mehanizama medu kojima su ishemijska lezija, naruSavanje KMB,
koagulopatija i reperfuzione povrede (86). Hemoragijska transformacija moze da se javi neposredno
nakon IMU, ali 1 nekoliko dana kasnije i ne mora uvek da bude pra¢ena neuroloskim pogorSanjem.
Takode, moze da se javi i1 kod pacijenata koji nisu le¢eni trombolitickom terapijom, iako je njena

ucestalost kod pacijenata leCenih sa rtPA znacajno veca (87).

U skladu sa ECASS 1I kriterijumima, a na osnovu radiografskih nalaza, hemoragijska

transformacija se deli na (88):

1. Hemoragijski infarkt tip 1 (HI-1) - petehijalna krvarenja;

2. Hemoragijski infarkt tip 2 (HI-2) - konfluentna petehijalna krvarenja;

3. Parenhimski hematom tip 1 (PH-1) - parenhimski hematom koji obuhvata <30% ishemije
sa malim efektom mase;

4. Parenhimski hematom tip 2 (PH-2) - parenhimski hematom koji obuhvata >30% ishemije

sa Sirenjem u podrucije van ishemije sa znacajnim efektom mase.

Simptomatska intrakranijalna hemoragija (sICH) je najteza komplikacija tromboliticke
terapije, a koja se javlja sa ucestaloS¢u izmedu 2% 1 7% u razli¢itim populacijama. U skladu sa
ECASS III (engl. European Cooperative Acute Stroke Study) kriterijumima, sICH je definisana kao
bilo koji tip intrakranijalne hemoragije koji dovodi do neuroloSkog pogorSanja u vidu povecanja
NIHSS skora za Cetiri ili viSe poena unutar sedam dana od primene tromboliticke terapije, ili dovodi
do smrtnog ishoda pacijenta, kao direktnim uzrokom (89). Sve HT koje ne ispunjavaju kriterijume za

sICH po ECASS III kriterijumima su ozna¢ene kao nesimptomatske HT.

NeZeljena dejstva tromboliticke terapije u vidu ekstrakranijalnih krvarenja se, takode, javljaju,
ali sa uglavnom blagom klinickom slikom u vidu petehija na povrsini koZe, epistaksom ili krvarenjem
u gingivama. Ne tako Cesto, moze do¢i i do ozbiljnijih ekstrakranijalnih krvarenja, poput onih u
gastrointstinalnom traktu koja se javljaju sa u€estalo$¢u od priblizno 1% (90). Kod odredenog broja
pacijenata dolazi do javljanja alergijske reakcije na rtPA. NajceS¢e su u vidu lokalizovane ili
generalizovane urtikarije, a znatno rede se javlja angioedem ili anafilakticki Sok, koji predstavljaju
Zivotno-ugrozavajuca stanja (91).
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Epilipticki napad je josS jedan nezeljeni efekat rtPA terapije. lako epilepticki napadi nisu Cesti
nakon AIMU, ucestalost njihovih javljanja nakon AIMU le¢enog trombolitickom terapijom je nesto

vecéa i povezana je sa losijih oporavkom pacijenata (92).

Efikasnost tromboliticke terapije se gleda u odnosu na brzinu aktivacije plazminogena od
strane rtPA unutar tromba; sposobnosti prodiranja plazminogena u krvni ugrusak; odnosa rtPA i
njegovih inhibitora, kao i brzine eliminacije rtPA. Pored navedenih mehanizama, za efikasnost rtPA
terapije bitno je i vreme za koje se postize rekanalizacija, ali i sam obim rekanalizacije, posebno kod
IMU. Sa druge strane, efikasnost rtPA terapije je smanjena usled pojave nezeljenih efekata, kao Sto
su HT, reokluzija krvnog suda, neuroloska ekscitotoksi¢nost ili oste¢enja KMB koja vode dodatnom

ostecenju mozdanog parenhima (93).

U cilju poboljSanja sigurnosti 1 ishoda terapije rekombinovanim tkivnim aktivatorom
plazminogena, sve je veCe interesovanje za pronalazak novih biomarkera, kao potencijalnih
prediktora hemoragijske transformacije 1 drugih nezeljenih ishoda ove terapije. Identifikacija faktora
koji predvidaju efikasnost rtPA bila bi znacajna za tretman pacijenata sa IMU, posebno onih za koje
se ispostavi da nemaju odgovaraju¢i odgovor na rtPA, jer kod ovih pacijenata, primena rtPA sa

dodatnim koadjuvantim lekovima mogla bi biti efikasnija nego lecenje samo sa rtPA.
1.2.6. Farmakogenetika

Farmakogenetika predstavlja modernu discpilinu koja objedinjuje oblasti farmakologije i
genetike, a fokusira se na otkrivanje individualnih genskih varijanti koje uti€u na efikasnost ili
toksicnost lekova (94,95). Farmakogenetika se moze podeliti na dve oblasti. Prva oblast se bavi
prouCavanjem genskih polimorfizama koji dovode do razlika u farmakokinetici (apsorpcija,
distribucija, metabolizam 1ili elimininacija) leka. Druga oblast je fokusirana na polimorfizme koji
utiCu na farmakodinamska svojstva (izmena ciljnog mesta delovanja ili ometanje bioloSkih puteva)

lekova, nezavisno od koncentracije samog leka (95).

Nakon §to su objavljeni prvi radovi o farmakogenetici, pocelo je sve vece interesovanje za
ovu disciplinu §to je dodatno podstaknuto znacajnim napretkom tehnika genotipizacije 1 povecanog
interesovanja za razvoj ciljanih farmaceutskih lekova. Ne zadugo, Americka agencija za hranu 1
lekove (engl. The Food and Drug Administration- FDA) unela je promene u sazetku o svakom leku,
gde su dodate potencijalne farmakogenetske varijacije koje bi mogle da objasne razli¢it odgovor na

lek izmedu osoba (96).
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Primarni cilj farmakogenetike je detekcija onih pacijenata za koje je veca verovatnoca da ¢e
imati koristi od odredene intervencije koriS¢enjem njihovih genetickih informacija za odabir
odgovarajuceg tretmana le¢enja. Imajuci takav cilj, bolje razumevanje genetickih determinanti koje
uti¢u na individualne strategije leCenja i odgovor na terapiju kod IMU u velikoj meri ¢e pomo¢i da se
poboljsa bezbednost i efikasnost, ali i smanje troskovi leCenja (97). Farmakogenetika omogucéava
lecenje pacijenata sa IMU obezbedivanjem pravog leka i prave doze. Postoje primeri bolesti kod kojih
se leCenje pacijenata odgovaraju¢im lekom ili odgovarajuéom dozom bazira na njithovom genotipu,

Sto umnogome pomaze poboljSanju prednosti lecenja i smanjenju nezeljenih reakcija (98).

1.3.  GENETICKA OSNOVA ISHEMIJSKOG MOZDANOG UDARA

Brojne studije su pokazale da geneticki faktori imaju znacajnog udela u nastanku IMU. Taj
uticaj je jo§ veci kada su, pored genetickih faktora, prisutni i poznati faktori rizika za IMU, kao §to
su hipertenzija, pusenje, dijabetes melitus, gojaznost i drugi (99,100). Kao jo$ jednu potvrdu
genetiCke pozadine u nastanku IMU dale su blizanacke studije i studije sprovedena unutar ¢lanova
porodica (101). Blizanacke studije su pokazale da je prevalencija IMU kod jednojajcanih blizanaca
pet puta veca u odnosu na prevalenciju IMU kod dvojaj¢anih blizanaca (102). U cilju poboljSanja
strategija prevencije i leCenja IMU, ali i smanjenja javnozdravstvenog optere¢enja IMU, otkrivanje

genetickih determinanti je veoma znacajno.

Genska ispitivanja kod osoba sa IMU se sprovode sa razli¢itim ciljevima. Neki od njih su
pronalazak monogenskih varijanti koje dovode do IMU ili genskih varijanti koje dovode do IMU-
sli¢nih sindroma. Jedan broj studija baziran je na ispitivanju genskih varijanti poznatih faktora rizika
za IMU (AF, HTA, DM 1 drugi). Pracenje javljanja IMU unutar porodice i posmatranje epigenetickih
uticaja na ekspresiju gena tokom AIMU su tema istraZivanja drugih studija. Ispitivanja povezanosti

genskih varijanti sa oporavkom nakon IMU 1 farmakogenetika su sve viSe u Zizi interesovanja kao

buduénost personalizovane terapije (103).

Metode molekularne genetike kljucne za ova ispitivanja su, pre svega, studije ispitivanja gena
kandidata i studije asocijacije kompletnog genoma (engl. Genome Wide Association Studies-
GWAS), studije analize ribonukleinskih kiselina (RNK) i proteina, kao i savremene analiticke
kompjuterske metode za ispitivanje statisticko znacajne povezanosti. U novije vreme, napretkom
tehnologije, doslo je 1 do unapredenja molekularnih tehnika, a samim tim 1 dodatnih saznanja o

genetici IMU. U moderne tehnike spadaju analize kompletnog genoma, metode sekvenciranja nove
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generacije (engl. Next-generation sequencing- NGS), metode sekvenciranje celog genoma (engl.

Whole genome sequencing- WGS) i druge (103). GWA studijama identifikovan je odredeni broj

genetickih faktora povezanih sa rizikom od nastanka IMU (3,104). Nesto manje od 1% svih IMU

nastaje kao posledica monogenskih oboljenja (retka mutacija jednog gena dovoljna je da izazove

IMU) 1 u vecini slucajeva se javlja u odsustvu poznatih faktora rizika za IMU (104,105). Ovaj

procenat je nesto veci kod mladih pacijenata sa IMU (106). Najces¢a monogenska oboljenja kod kojih

je IMU, pored drugih simptoma, jedan od osnovnih klini¢kih manifestacija bolesti, predstavljena su

u tabeli 2 (107):

Tabela 2. Monogenska oboljenja kod kojih je IMU jedan od osnovnih znakova bolesti (107)

Oboljenje

Monogenska oboljenja koja dovode do lakunarnog IMU

- Cerebralna autozomno dominantna arteriopatija sa
subkortikalnim infarktima i leukoencefalopatijom (CADASIL)

- Cerebralna autozomno recesivna arteriopatija sa
subkortikalnim infarktima i1 leukoencefalopatijom (CARASIL)

- Retinalna vaskulopatija sa cerebralnom leukodistrofijom
(RVCL)

Monogenska oboljenja koja dovode do IMU kao posledice
ateroskleroze malih ili velikih arterijskih krvnih sudova

- Srpasta anemija
- Homocistinurija
- Fabrijeva bolest

- Pseudoksantoma elastikum (PXE)

Monogenska oboljenja koja dovode do IMU nejasne etiologije

- Elers-Danlos sindrom

- Marfanov sindrom

*najcesci oblik
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S obzirom da je IMU u ve¢ini slucajeva multifaktorsko oboljenje i ne sledi Mendelov obrazac
nasledivanja, interakcije gen-gen ili gen-okolina su odgovorne za razvoj bolesti. Odredeni genski
lokusi u interakciji sa drugim genskim lokusima mogu doprineti razvoju kompleksnih bolesti, izmedu
ostalih 1 IMU, medutim, efekti svakog lokusa su nedovoljni da bi mogli da budu pojedinacno
opservirani (108,109). U vecini sluCajeva geneticki faktori u interakciji sa faktorima sredine
doprinose riziku od nastanka IMU, kao deo multifaktorskog nasledivanja (Slika 4) (104).
Epigeneticki faktori mogu uticati na gensku ekspresiju preko metilacije DNK ili izmene histona
(proteina koji ucestvuju u pakovanju DNK). Promene u molekulu DNK mogu obuhvatiti ceo ili ve¢i
deo hromozoma (citogeneticke promene). Ovakve promene su mikroskopski vidljive i u velikom
broju slucajeva inkompatibilne sa Zzivotom. Izmena DNK srednje veli¢ine vidljiva je na
submikroskopskom nivou. Najmanje molekularne promene podrazumevaju varijaciju u samo jednom

nukleotidu (103).

Normalna varijabilnost u nukleotidnoj sekvenci gena koja se javlja u populaciji sa ucestalos¢u
vec¢om od 1% predstavlja genski polimorfizam, sa druge strane sve varijabilnosti sa ucestalos¢u
manjom od 1% predstavljaju genske mutacije (110). Genski polimorfizmi mogu biti u osnovi
razli¢itog nivoa ekspresije gena, ili aktivnosti genskog produkta, pa posredno mogu uticati na
fiziologiju i funkcionalnost ¢elija, a u perspektivi i na sklonost ka odredenom oboljenju, odgovoru na
primenjenu terapiju, patogenezu i ishod same bolesti (110). Do danas je identifikovan veliki broj gena
¢iji su produkti ukljuceni u procese angiogeneze, koagulacije/fibrinolize i inflamacije (111,112). U
ovim genima javljaju se varijacije u vidu polimorfizama pojedina¢nih nukleotida (engl. Single
Nucleotide Polymorphism- SNP), inserciono-delecionih variajnti (INDLs), ili polimorfizama
nukleotidnih ponovaka. Do dana$njeg dana, veliki broj studija o uticaju geneti¢kih faktora na IMU

bavio se istrazivanjem SNP (113).
1.3.1. Geni povezani sa rizikom od IMU i sa efektima rtPA terapije IMU

U studijma udruZenosti gena kandidata otkriveno je nekoliko gena sa potencijalnom ulogom
u nastanku IMU. Uoceno je da genski ¢inioci imaju veci znacaj kod IMU pacijenata mladih od 70
godina, nego kod onih starijih. Geneticki faktori imaju vise znacaja i kod IMU nastalog kao posledica
ateroskleroze velikih i malih krvnih sudova u odnosu na IMU nejasne etiologije (114,115). Studije
udruzenosti gena kandidata bile su, pre svega, fokusirane na ispitivanje SNP varijanti gena kod kojih
je prethodno uocena povezanost sa kardiovaskularnim oboljenjima (116,117). Za nekoliko SNP
varijanti je potvrdeno da su povezane sa nastankom IMU velikih krvnih sudova i kardioembolijskim

IMU (Tabela 3) (103). Takode, veliki broj SNP varijanti razliitih gena ukljucenih u procese
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inflamacije, ateroskleroze, renin-angiotenzin sistem, hemoglobinopatije, metabolizam lipida, izmedu

ostalog, bile su povezane i sa IMU (118).

Tabela 3. Primeri SNP varijanti povezanih sa rizikom za nastanak IMU (103)

Region SNP Gen (SNP)
4925 PITX2 (rs1906591)
Tp21 HDACY (rs11984041)
9p21 CDKN2A/B (1s4977574 )
12p13.33 NINJ (rs11833579)
12q24.12 NAA25/C120rf30 (rs17696736)

GWA studije omogucavaju identifikaciju genskih lokusa povezanih sa oboljenjem od
interesa, bez postojanja prethodne hipoteze o postojanju odredenog molekularnog puta. Uprkos ovoj
prednosti, samo mali broj GWAS sproveden je kod pacijenata sa IMU (105), dok se nijedna GWA
studija nije bavila ispitivanjem povezanosti genskih varijanti i funkcionalnog oporavka nakon IMU

(119).

Klini¢ki ishod nakon IMU je veoma razliit, a razlog za ove varijacije Cesto se ne mogu
objasniti. Oporavak nakon IMU zavisi od mnogo faktora (120), kao $to su starost pacijenta, vreme
zapocinjanja terapije, lokalizacija zahvacenog dela mozga, kao i tezina IMU (121). Do funkcionalnog
oporavka nakon IMU moze se do¢i brzo, a moze da traje mesecima i godinama. Takode, stepen
oporavka moze znacajno da varira od potpunog oporavka do trajne i teSke onesposobljenosti ili
smrtnog ishoda. Procena ishoda je, prema tome, veoma teska i nepouzdana i zavisi od vise faktora,
sa nejasnim ili ograni¢enim uticajem. Geneticki faktori su jedan od tih faktora, a uticaj njihove
varijabilnosti na mogucnost i1 stepen funkcionalnog oporavka nakon IMU sve je viSe u Zzizi

interesovanja.

Farmakogenetika IMU se bazira na ispitivanju polimorfizama razli¢itih gena kako bi se
utvrdio njihov uticaj na razlicit odgovor na terapiju kod pacijenata. Najve¢i broj studija bio je usmeren
na analizu odgovora pacijenata sa IMU na terapiju aspirinom, klopidogrelom i varfarinom (98,122).
Aspirin je najceS¢e koriS€en antiagregacioni lek za prevenciju prvog, ali 1 rekurentnog IMU.
Medutim, kod odredenog broja pacijenata dolazi do aspirinske rezistencije, koja moze biti posledica
postojanja alternativnih metabolickih puteva na koje ne deluje aspirin, ili genetickih faktora. Do
danas, nekoliko gena je povezano sa aspirinskom rezistencijom. U nekim sluc¢ajevima, klopidogrel se

koristi zajedno sa aspirinom kao dvojna antiagregaciona terapija za prevenciju rekurentnog IMU.
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Medutim, 1 ovde su opisane genske varijante kod kojih dolazi do loSijeg odgovora na terapiju
klopidogrelom, kao i povecanog rizika od ponovnog IMU kod odredenih osoba. Varfarin je lek izbora
za prevenciju IMU kod osoba sa atrijalnom fibrilacijom. Kako bi se osigurala optimalna efikasnost
varfarina, a smanjio rizik od krvarenja, potrebno je redovno kontrolisanje INR vrednosti. Medutim,
studije su pokazale da su genske varijante, u vidu polimorfizama 1 mutacija razli¢itih gena, u 30% -
35% slucajeva razlog loSijeg odgovora na terapiju kod odredenih pacijenata (98,122). Takode je
aducin Trp460 varijanta G460W polimorfizma (rs4961) ADDI gena povezana sa smanjenim
mortalitetom nakon IMU ili AIM kod pacijenata lecenih diureticima (123). Dok je druga studija
ukazala da su osobe, nosioci alela 4 izrazito polimorfnog regiona 25. introna COL3A41 gena, ne samo
povezane sa smanjenom ucestalo§¢u IMU, ve¢ i sa redim javjanjem HT kod pacijenata leCenih

glikoprotein 2B/3 A inhibitorima (124).

Odredeni genski polimorfizmi povezani su sa razliitim stepenom oporavka pacijenata sa

IMU.

Metilen-tetrahidrofolat reduktaza (MTHFR) kodirana je MTHFR genom i odredeni
polimorfizmi ovog gena su ve¢ povezani sa rizikom od IMU. Sa druge strane, rs868014 SNP varijanta

ovog gena povezana je sa loSijim oporavkom kod pacijenata nakon IMU (125).

Neurotrofni mozdani faktor (engl. Brain derived neurotrophic factor- BDNF) ukljucen je u
cerebralnu regeneraciju i neuroplasticnost, a SNP varijanta (Val66Met) unutar BDNF gena je
povezana sa boljim oporavkom nakon IMU (126). Sa druge strane, SNP unutar APOE ¢4 gena

povezan je sa lo$ijim oporavkom pacijenata nakon IMU (127).

U velikoj internacionalnoj studiji uocena je statisticki znacajna povezanost izmedu SNP
(rs1842681) LOC105372028 gena 1 funkcionalnog oporavka tri meseca nakon IMU, kao 1 moguca

povezanost sa nekoliko SNP varijanti koju treba dodatno potvrditi (119).

lako je opisana ogromna interindividualna varijabilnost u odgovoru na rtPA terapiju kod
pacijenata sa IMU (62), veoma mali broj studija se bavio farmakogenetikom rtPA. Nekoliko studija
udruZenosti gena kandidata koriS¢ene su za ispitivanje moguce povezanosti razli¢itih polimorfizama

1 odgovora na rtPA terapiju.

Posebnu paznju u novije vreme privlaci ispitivanje polimorfizama gena koji reguliSu
fibrinolizu i integritet vancelijskog matriksa, imajuéi u vidu da su produkti tih gena dovedeni u vezu
sa rizikom za IMU, ali i razli¢itim stepenom oporavka nakon IMU. Identifikacija genskih varijanti

povezanih sa rekanalizacijom, a samim tim 1 efikasnos¢u rtPA terapije je od izuzetne znacajnosti.
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1.3.2. Struktura, funkcija i polimorfizmi PAI-1 gena

Protrombinsko stanje se definiSe kao bilo koje stanje sa pojac¢anom sklonos¢u ka stvaranju
krvnih ugrusaka. Protrombinska stanja mogu biti uzrokovana endotelnom disfunkcijom,
abnormalnostima u koagulacionom sistemu, smanjenom sposobnosSc¢u fibrinolitiCkog sitema da
razgradi tromb, ili bilo kojim drugim abnormalnostima koje narusavaju normalnu hemostazu (128).
Abnormalnosti fibrinolitickog sistema imaju vaznu ulogu u patogenezi aterosklerotskih oboljenja,

kao Sto su akutni infarkt miokarda i akutni ishemijski mozdani udar (129,130).

Inhibitor aktivatora plazminogena-1 (PAI-1) predstavlja glavni inhibitor endogene
fibrinoliticke aktivnosti tako Sto se vezuje za tkivni aktivator plazminogena (tPA), zajedno
formirajuci neaktivan kompleks (131) i od sustinske je vaznosti za regulaciju fibrinolitickog sistema.
Interakcija izmedu primarnog medijatora fibrinolize- tPA i njegovog inhibitora- PAI-1 direktno

reguliSe stvaranje ili razgradnju tromba (Slika 5) (132).

PAI-1 pripada superfamiliji inhibitora serinskih proteaza (serpinska superfamilija). SintetiSe
se u aktivnom obliku, ali se u cirkulaciji spontano prevodi u inaktivni oblik sa polu-zivotom od jednog
do dva sata u fizioloskim uslovima (133). PAI-1 se stvara u brojnim organima i ¢elijama, ukljucujuci
jetru, slezinu, adipocite, endotelne Celije, dok su astrociti glavni izvor PAI-1 u mozdanom tkivu.
Njegova sinteza je regulisana od strane nekoliko faktora kao §to su insulin, lipidi status, nivo glukoze,
endotoksina 1 inflamatornih citokina (134). PAI-1 molekul sadrzi tri moguca mesta glikozilacije.
Stanja razlicte glikozilacije mogu da uti¢u na stabilnost aktivnog oblika PAI-1, dok glikolizirani PAI-
1 ima jacu inhibitornu aktivnost na tPA u odnosu na neglikolizirani PAI-1 (135). Eksperimentalne
studije na miSevima su pokazale da PAI-1, otpuSten od strane astrocita, moze smanjiti
ekscitotoksi¢nost 1 smrt neurona ograni¢avanjem prekomerne aktivnosti tPA u parenhimu mozga
(136), a dodatno mozZe uticati na aktivnost KMB direktno ojac¢avajuéi okludentne veze izmedu Celija

(137). Ova saznanja jo§ uvek nisu potvrdena u humanoj populaciji.

Kao jedan od centralnih molekula u patogenezi i progresiji razli¢itih vaskularnih oboljenja
koja nastaju formiranjem tromba, izmedu ostalih i IMU, i kao glavni endogeni inhibitor tPA, PAI-1
bi mogao biti povezan sa efikasno$¢u reperfuzije 1 rizikom od HT nakon terapije rekombinovanim
tkivnim aktivatorom plazminogena kod pacijenata sa IMU. RtPA dovodi do znac¢ajnog povecanja
nivoa plazmina u krvi §to dovodi do povecanja produkata razgradnje fibrina uz propratno smanjenje
koncentracije fibrinogena i az-antiplazmina u plazmi. Smanjenje nivoa plazminogena i povecani nivoi
PAI-1 ogranicavaju efekte rtPA terapije. Koncentracija PAI-1 u novoformiranom trombu su i do

nekoliko hiljada puta ve¢e u odnosu na njegove koncentracije u fiziolo§kim uslovima i tako dovoljne
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da inhibiraju rtPA doze koris¢ene za trobolizu (138). U plazmi, rtPA se nalazi u slobodnom obliku,
ali i vezan za odredene proteine plazme, medu kojima i za PAI-1 (Slika 9). Na ovaj nacin, ovi proteini
mogu znacajno uticati na volumen distribucije, klirens i metabolizam rtPA (66). PAI-1 se vezuje

preko svog centralnog dela za aktivno mesto na rtPA tako Sto negativno naelektrisana pukotina na
296-302

PAI-1 molekulu direktno ulazi u pozitivno naelektrisanu petlju koju formiraju aminokiseline

unutar rtPA (Slika 10) (93).

e

Eliminacija

Lumen
krvnog suda

Slika 10. Trodimenzionalni prikaz vezivanja rtPA (levo) i PAI-1 (desno) (93)

PAI-1 je kodiran PAI-1 genom smesStenim na 7. hromozomu u regionu q21.3—q22 (Slika 11)
(139). Velicine je 12,2 kilobaze (kb) i sadrzi devet egzona i osam introna (140). Opisano je nekoliko
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polimorfizama unutar PAI-1 gena koji uticu na nivo PAI-1, od kojih je -675 4G/5G polimorfizam

(rs1799889) najvise proucavan.

q22.1

Hromozom 7

(CHITIN BN Cf EiN CTEEN O N O

PAI-1 gen

Slika 11. Shematski izgled hromozoma 7 i polozaj PAI-1 gena (modifikovano). (Slika dostupna na
https://ghr.nlm.nih.gov/gene/SERPINE 1 #location )

Inserciono-delecioni polimorfizam jednog nukleotida guanina (G) na -675 mestu u
promotorskom regionu PAI-1 gena (4G/5G) direktno utice na nivo transkripcije gena, a posledi¢no i
na nivo PAI-1 u plazmi. 5G alelska forma se sastoji od pet nuklotida G, dok 4G ima sekvencu od
cetiri G na -675 bp uzvodno od pocetka transkripcije. Obe alelne forme sadrze mesta za vezivanje
aktivatora transkripcije, ali 5G alelna varijanta vezuje 1 aktivatore 1 sadrZi dodatno mesto vezivanja
represornog inhibitornog proteina, odsutnog u 4G alelskoj formi, Sto vodi smanjenom
transkripcionom odgovoru kod 5G alela (141,142). Kao rezultat, 4G alelna varijanta dovodi do veée
ekspresije PAI-1 gena u odnosu na 5G varijantu, proizvodi i do Sest puta viSe informacione RNK

(1IRNK) u in vitro uslovima i povezana je sa viSim nivoima PAI-1 u plazmi (Slika 12) (142).
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Slika 12. Shematski prikaz 4G/5G polimorfizma PAI-1 gena (modifikovano) (143)

1.3.3. Struktura, funkcija i polimorfizmi ACE gena

Sistem renin-angiotenzin je deo hormonske signalizacije, a angiotenzin konvertuju¢i enzim
(ACE) predstavlja znacajan enzim u renin-angiotenzin-aldosteron (RAAS) i kinin-kalikrein sistemu
(144). ACE 1ima znacajnu ulogu u vaskularnom remodelovanju, aterosklerozi, razvoju hipertenzije 1

cerebrovaskularnih bolesti, uklju¢ujuéi ishemijski mozdani udar (145-147).

Angiotenzin konvertujuéi enzim spada u grupu Zn*" zavisnih metalopeptidaza, nalazi se u
serumu, ali je Siroko rasprostranjen i na povrsini endotelnih 1 epitelnih ¢elija, gde katalizuje hidrolizu
dipeptida His-Leu na karboksilnom kraju velikog broja oligopeptida (148). Najvazniju kataliticku
aktivnost ACE ostvaruje prilikom prevodenja neaktivnog angiotenzina I u aktivni angiotenzin II koji
direktno ucestvuje u regulaciji tonusa krvnih sudova (149). Angiotenzin I nastaje od prekursora
angiotenzinogena (sintetisanog u jetri), koji nastaje delovanjem renina, enzima sekretovanog iz
jukstaglomerularnih éelija bubrega kao odgovor na smanjene glomerularnog protoka, smanjenje Na*,
ili usled B-adrenergicke stimulacije. Aktivacija angiotenzina I od strane ACE, ne dovodi samo do
aktivacije angiotenzina I i posledi¢ne vazokonstrikcije preko interakcije angiotenzin II- AT receptora
na vaskularnim glatkim misi¢nim ¢elijama, ve¢ podstiCe i lu¢enje aldosterona (reguliSe homeostazu
vode 1 elektrolita) iz kore nadbubrezne Zlezde (150). Navedeni efekti direktno dovode do povecanja
koli¢ine tecnosti u krvi, nadoknaduju¢i gubitak volumena i dovode do povecanja krvnog pritiska

(Slika 13) (151).
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ACE ima veoma vaznu ulogu i u kinin-kalikrein sistemu. U ovom sistemu ACE metabolise
bradikinin, snazni vazodilatator, pretvarajuci ga u inaktivni oblik. Angiotenzin konvertuju¢i enzim,
dakle, ima prominentnu ulogu u regulaciji krvnog pritiska i preko ovog puta, takode. Bradikinin se
formira iz kininogena aktivacijom preoteaze kalikrein, a inaktivira se delovanjem ACE (Slika 13)
(152). U ostale produkte delovanja ACE spadaju gonadotropin oslobadaju¢i hormon (GnRH),
suptanca P, neurotenzin, ali njegova uloga ovde nije u potpunosti jasna (153). ACE je inicijalno

izolovan iz plazme, ali u velikim koncentracijama se nalazi i u bubrezima, plu¢ima, testisma (154).

| Kininogen ‘ | Angiotenzinogen l
Kalikrsi>—>} e
| Bradikinin | | Angiotenzinl |
—GD—

Neaktivni | Angiotenzin 11 ‘
bradikinin

v v v v

Tubularna reapsorpcija/
ekskrecija elektrolita

T Aldosteron Vazokonstrikcija T ADH

Slika 13. Shematski prikaz uloge ACE u renin-angiotenzin-aldosteron i kinin-kalikrein sistemu

Istrazivanja su ukazala da su koncentracije ACE u plazmi ustaljene prilikom vise uzastopnih
merenja kod istog pojedinca, ali su primecene velike interindividualne razlike (155). Ovo sugeriSe da

je dugoroc¢na kontrola nivoa ACE u plazmi najverovatnije genskog porekla.

Gen za ACE smesten je na dugom kraku hromozoma 17 (17q23), veli¢ine je 21 kb 1 sadrzi 26
egzona 1 25 introna (Slika 14). Do danas je poznato viSe od 160 polimorfizama unutar ACE gena,
vec¢ina kao SNP varijante. Samo 34 polimorfizama smesteno je u kodiraju¢im regionima ovog gena,

dok 18 predstavljaju missense mutacije (zamena jedne aminokiseline drugom) (151).

U 16. intronu ACE gena nalazi se funkcionalni inserciono/delecioni (I/D) polimorfizam koji
endogenih fibrinolitickih faktora (156). Insercioni alel (I) ima Alu sekvencu od 287 bp koja kod
delecionog alela (D) izostaje. Vrednosti ACE u serumu su priblizno dva puta veée kod osoba D/D
genotipa u odnosu na osobe I/1 genotipa. Osobe sa I/D genotipom su imale srednje vrednosti ACE u
plazmi, ukazuju¢i na kodominantnost I i D alela (157). Alel D, ne samo da je povezan sa viSim

nivoima ACE u serumu, posledi¢no i angiotenzina II, ve¢ i sa viS§im vrednostima PAI-1, dok je u
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homozigotnom obliku povezan sa smanjenim koncentracijama fibrinogena i faktora koagulacije VII
1 X, Sto ukazuje na moguci antikoagulantni efekat ovog polimorfizma (158). Angiotenzin II dovodi
do povecane sinteze PAI-1 u glatkim miSi¢nim i endotelnim ¢elijama (159). PAI-1 je jedan od
osnovnih inhibitora fibrinolize, osnovnog mehanizma delovanja rtPA terapije. Preko ovih endogenih
fibrinolitickih faktora, mogu¢ je uticaj I/D polimorfizma ACE gena na efikasnost i bezbednost

primenjene rtPA terapije nakon IMU (158,160,161).
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Slika 14. Shematski izgled hromozoma 17 i polozaj ACE gena (modifikovano). (Slika dostupna na
https://ghr.nlm.nih.gov/gene/ACE)

1.3.4. Struktura, funkcija i polimorfizmi gena za matriks metaloproteinaze

Matriks metaloproteinaze (MMP) pripadaju familiji Zn?" zavisnih endopeptidaza, koje imaju
ulogu u remodelovanju i razgradnji brojnih proteina vancelijskog matriksa (VCM) i bazalne
membrane (BM). Remodeluju¢i vancelijski matriks, MMP su ukljuene u fizioloSke procese
embrionalnog rasta i razvoja, angiogeneze, migracije primordijalnih germinativnih ¢elija, regenerciji
1 reparaciji tkiva, ali 1 u brojne patoloske procese (162), izmedu ostalih i IMU (163). MMP mogu da
uti¢u 1 na aktivnost molekula na povrsini ¢elija, 1 na taj nacin na razliite intracelularne signalne
puteve (164). Ravnoteza izmedu MMP i njihovih tkivnih inhibitora (engl. Tissue inhibitor of
metalloproteinases- TIMP) je veoma znac¢ajna. NaruSavanje ove ravnoteze dovodi do nekotrolisane
aktivnosti matriks metaloproteinaza 1 razgradnje proteina vancelijskog matriksa u razlicitim
patoloSkim stanjima (162), a kod IMU dovodi do narusavanja krvno-mozdane barijere Sto za

posledicu moZe imati hemoragijske komplikacije (165).

Familija matriks metaloproteinaza je veoma homogena i sastoji se od najmanje 25 enzima
Siroko rasprostranjenih u brojnim humanim tkivima. Enzimi unutar MMP familije imaju oko 40%
istu primarnu strukturu 1 sli¢nu strukturu jezgra (166). Sve matriks metaloproteinaze su izgradene od

tri domena: N-terminalnog domena, katalitickog domena i C-terminalnog domena. Kod najveceg
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broja MMP, N-terminalni domen sac¢injen je od oko 80 aminokiselina i ima ulogu u odrZavanju
enzima u inaktivnom obliku. Kataliticki domen se sastoji od oko 170 aminokiselina. Unutar
katalitickog mesta nalazi se Zn*"-vezujuéi region koji povezan sa metioninom gradi metioninsku
petlju. Kataliticki domen sadrzi dva mesta za vezivanje Zn" i tri Ca®"-vezujuéa mesta. Joni cinka su
posebno vazni za kataliticku aktivnost MMP, dok su joni kalcijuma neophodni za stabilizaciju
katalitickog domena. Kataliticki domen je preko fleksibilnog zglobnog regiona, bogatog prolinom,
povezan za C-terminalni domen. Duzina zglobnog regiona znac¢ajno varira u broju aminokiselina kod
razli¢itih matriks metaloproteinaza i njegova ta¢na uloga nije u potpunosti ispitana. C-terminalni
domen (hemopeksin-slican domen) saCinjen je od oko 200 aminkiselina, strukturno sli¢nih proteinima
iz porodice hemopeksina, sa relativno velikom povrSinom za protein-protein interakciju. Matriks
metaloproteinaze se sintetiSu u razliCitim celijama kao proenzimi, ¢ime se izbegava hidroliza
intracelularnih proteina. Aktivacija MMP se vrsi ekstracelularno, proteolitiCkim uklanjanjem N-
terminalnog domena serin proteazom- plazminom (pod kontrolom plazminogena 1 aktivatora
plazminogena), ali i drugih proteaza. Aktivacija matriks metaloproteinaza predstavlja osnovni nivo
regulacije MMP, ali pored nje, za regulaciju MMP su od izuzetne vaznosti TIMP i ax-makroglobulin,
glavni inhibitor matriks metaloproteinaza u serumu. Jedini izuzetak gde se direktno stvaraju aktivne

forme enzima su membranske matriks metaloproteinaze (MT-MMP) (163,166—168).

Podela matriks metaloproteinaza se najceSe bazira u odnosu na specificnost supstrata, ili

njihove strukturne sli¢nosti. Na osnovu ovoga, sve matriks metaloproteinaze se mogu podeliti na:

Kolagenaze ( MMP-1, MMP-8, MMP-13);

Zelatinaze ( MMP-2, MMP-9);

Stromelizine ( MMP-3, MMP-10);

Matrilizine ( MMP-7);

Membranske MMP ( MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24, MMP-25);
Ostale MMP (MMP-11, MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-23) (163,169).

AT

1.34.1. Struktura, funkcija i polimorfizmi MMP-2 i MMP-9 gena

Matriks metaloproteinaza 2 (MMP-2) i matriks metaloproteinaza 9 (MMP-9) spadaju u grupu
Zelatinaza 1 iako pripadaju velikoj familiji matriks metaloproteinaza sa dosta sli¢nosti sa ostalim

MMP, kako u strukturi, tako 1 u enzimskoj aktivnosti, ove zelatinaze imaju svoje osobenosti.

Zelatinaza A je drugi naziv za matriks metaloproteinazu 2. Ulazi u sastav bazalne membrane,
veli¢ine je 72 kDa i primarna uloga joj je da vrsi hirolizu kolagena tip IV, ali i kolegana tipa V, VII,

X, X1V, kao i fibronektina i elastina. Pored toga, MMP-2 razgraduje i insulinu-sli¢ne faktore rasta,
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koji imaju snaZzan uticaj na celijsku proliferaciju 1 inhibiciju apoptoze (170,171). Matriks
metaloproteinaza 9 se naziva i Zelatinaza B. Veli¢ine je 92 kDa, a primarno razgraduje kolegen tip
IV iV, ali i aktivira brojne proinflamatorne citokine (faktor nekroze tumora o - TNFa i interleukin

1B — IL-1P) (163).

Slicno kao 1 ostale matriks metaloproteinaze, i Zelatinaze se sintetiSu unutarcelijski u
inaktivnom obliku. Sacinjene su od N-terminalnog domena unutar kog se nalaze cisteinski ostataci,
katalitickog domena sa jonima cinka, zglobnog regiona i C-terminalnog domena. Preko cisteinskih
ostataka, N-terminalni domen je povezan sa katalitickim domenom, onemogucéavajuc¢i njihovu
intracelularnu aktivaciju. Pored prisustva Zn>" u katalitickom domenu, u njemu se, kod Zelatinaza,
nalaze i tri fibronektin tip II-vezujuéa mesta, $to ih izdvaja od drugih MMP. Aktivacija Zelatinaza
zapocinje oksidacijom cisteinskih ostataka i dovodi do konformacijske izmene polipeptida koja sada
omogucava njihovu proteoliticku aktivaciju. Proteoliza zimogena se deSava na dva mesta: unutar N-

terminalnog domena i na mestu spoja N-terminalnog i katalitickog domena (Slika 15) (168).

Inaktivni oblik MMP-2/9 > Aktivni oblik MMP-2/9

X R __ N-terminalni kraj a0 =

C-terminalni kraj

B Signalna sekvenca

B N-terminalni propeptid
Q‘ Kataliti¢ki domen
W  Fibronektin tip 2-vezujuca mesta
mw  Fleksibilni zglobni region
== Hemopeksin-sli¢an domen

Slika 15. Aktivacija zelatinaza (modifikovano) (168)

Pokazano je da su matriks metaloproteinaze uklju¢ene u kompleksnu patofiziologiju IMU, ali
1 javljanja kompikacija u vidu hemoragijske transformacije kod pacijenata lecenih rtPA terapijom.
Sazrevanje 1 ruptura aterosklerotskog plaka, naruSavanje krvno-mozdane barijere, formiranje edema
su neki od mehanizama preko kojih MMP ucestvuju u patogenezi IMU (172). Nakon IMU, izmenjena
je ekspresija 1 aktivacija MMP. Proinflamatorni citokini, oslobodeni tokom ishemije, stimuliSu
lokalnu produkciju MMP, posebno MMP-2, ¢iji su povecani nivoi, najveéim delom, sekretovani iz
astrocita. Sa druge strane, visoki nivoi MMP-9, tokom ishemije, povezani su sa migracijom

granulocita iz cirkulacije u region inflamacije i njihovom degranulacijom (31,173).
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RtPA povecava rizik od HT nakon ishemijskog mozdanog udara preko brojnih mehanizama
vezivajudi se za receptore na povrsini ¢elija. Ovakva interakcija dovodi do poveéanja nivoa MMP-2,
MMP-3 i najvise MMP-9. RtPA se vezuje i aktivira proteazni receptor tip 1 i poveéava ekspresiju
MMP-9 preko NFkB (engl. Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
transkripcionog faktora. Interakcija rtPA i lipoproteinskog receptora (engl. lipoprotein receptor
protein- LRP) na povrSini endotelnih ¢elija je jo§ jedan mehanizam preko kog rtPA povecava
ekspresiju MMP-9, ali i MMP-3. Vezivajuéi se za PDGF-C (engl. Platelet-derived growth factor C)
receptor na povrsini astrocita, rtPA dovodi do povecane sinteze MMP-2. Rekombinovani tkivni
aktivator plazmonogena stimuliSe i neutrofilnu degranulaciju i oslobadanje brojnih proteaza u
cirkulaciju, izmedu ostalih i MMP-9 (85,174,175). Prekomerno i produzeno oslobadanje ovih enzima
vodi dodatnom oste¢enju mozdanog parenhima (176) preko razgradnje kolagena tip IV, laminina i
fibonektina, osnovnih komponenti KMB (173). Pokazano je da su u prva 24h nakon IMU
koncentracije MMP-2 i njenog tkivnog inhibitora (TIMP-2) najvece, dok koncentracije MMP-9 i
njenog tkivnog inhibitora (TIMP-1) dostizu pik nakon 48h (173).

Iako rana reperfuzija smanjuje rizik od nastanka HT (85), ne tako retko, dolazi do razvoja rane
hemoragijske transformacije. Rana HT se javlja kao rezultat uspostavljanja recirkulacije usled
pomeranja krvnog ugruska, sto dovodi do reperfuzije preko leptomeningealnih anastomoza (177). Sa
druge strane, odlozena reperfuzija povecava rizik od hemoragijske transformacije. ROS, MMP-9 iz
neutrofila i MMP-2 iz astrocita imaju najvazniju ulogu u ranom oste¢enju krvno-mozdane barijere i
pojavi HT. Sa druge strane, vaskularno remodelovanje od strane matriks metaloproteinaza iz mozga
1 drugih proteaza, ROS 1 neuroinflamacija doprinose kasnijem oSte¢enju krvno-moZzdane barijere 1

javljanja hemoragijske transformacije (85).

Matriks metaloproteinaza 2 je kodirana MMP-2 genom smeStenom na dugom kraku
hromozoma 16 (16q13) (Slika 16). U okviru ovog gena, duzine 17 kb, nalazi se 13 egzona razlic¢itih
veli¢ina (110 -901 bp) i 12 introna veli¢ina od 175 - 4350 bp (178). Unutar MMP-2 gena opisano je

24 SNP varijanti, od kojih se Sest nalazi unutar promotora (179).
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Slika 16. Shematski izgled hromozoma 16 i polozaj MMP-2 gena (modifikovano). (Slika dostupna
na https://ghr.nlm.nih.gov/gene/MMP2)

Promotor MMP-2 gena sadrzi AP-2 (engl. Activating protein 2), p53, Sp-1 (engl. Specificity
protein 1) i Sp-3 (engl. Specificity protein 3) mesta za vezivanje transkripcionih faktora. Polimorfne
genske varijante u MMP-2 regionu promotora mogu uticati na ekspresiju gena (180). Cetiri od 3est
promotorskih polimorfizama predstavljaju i polimorfizme od najviSeg interesa (-1575 G/A, -1306
C/T, -790 T/G, -735 C/T). Polimorfizam -1575 G/A utiCe na vezivanje receptora estrogena, a
karakteriSe ga tranzicija guanina (G) u adenin (A) na poziciji -1575 uzvodno od mesta pocetka
transkripcije. Alel A pomenutog polimorfizma je povezan sa ve¢om aktivno$¢u promotora i ve¢om
stopom transkripcije (181). Kao produkt funkcionalnih -1306 C/T i -735 C/T SNP varijanti nastaju
dva izoformna oblika MMP-2 enzima. U oba navedena polimorfizma dolazi do supstitucije citozina
(C) timinom (T). Ranije in vitro studije su ukazale da supstitucija bazau -735 C/T polimorfizmu utice
na stepen transkripcije MMP-2 gena. Druge studije su potvrdile da je tranzicija C u T kod oba
polimorfizma povezana sa smanjenom genskom ekspresijom usled ukidanja Spl mesta za koje se
vezuju transkripcioni faktori (182). Polimorfizam -1306 C/T smesten je unutar CCACC sekvence
Spl-vezujuéeg mesta, pa C alelna varijanta dovodi do 1,6 puta vece genske ekspresije u poredenju sa
T alelnom varijantom (179). Polimorfna varijanta -790 T/G dovodi do trasverzije T u G. Lokalizovana
je u obrnutom GATA-1 elementu (CTATCT) 1 smatra se da je jedino ovaj polimorfizam

nefunkcionalan (179).

Matriks metaloproteinazu 9 je produkt MMP-9 gena lokalizovanom na 20. hromozomu u
regionu 20q11.2-q13.1 (Slika 17) i sastoji se od 13 egzona i 12 introna (183). Unutar MMP-9 gena
opisano je nekoliko SNP varijanti koje mogu dovesti do izmenjene funkcije MMP-9 enzima i na taj

nacin uticati na remodelovanje vancelijskog matriksa.
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Slika 17. Shematski izgled hromozoma 20 i polozaj MMP-9 gena (modifikovano). (Slika dostupna
na https://ghr.nlm.nih.gov/gene/MMP9)

Polimorfizam -1562 C/T (rs3918242) je jedna od SNP varijanti MMP-9 gena, koji sadrzi
mesto za vezivanje inhibitornih transkripcionih faktora na poziciji -1562. Tranzicija C u T dovodi do
ukidanja ovog mesta i prekida vezivanje inhibitornih transkripcionih faktora Sto posledi¢no vodi
vecoj promotorskoj aktivnosti T alelne varijante (184). Ovo potvrduju i visi nivoi MMP-9 u plazmi
kod osoba TT genotipa -1562 C/T polimorfizma (185,186). Imajuci u vidu da su studije pokazale da
se radi o funkcionalnom polimorfizmu koji utice na nivo MMP-9 u plazmi, moguca je povezanost
ovog polimorfizma i odgovora na rtPA terapiju kod pacijenata sa IMU, kao i javljanja HT nakon

primene gore pomenute terapije.
1.3.5. Struktura, funkcija i polimorfizmi TIMP-2 gena

Tkivni inhibitori matriks metaloproteinaza zajedno sa MMP imaju znacajnu ulogu u

fizioloSkom odrzavanju i reorganizaciji vancelijskog matriksa.

TIMP protein se sastoji od N-terminalnog 1 C-terminalnog domena. Dve tre¢ine proteina se
sastoji od velikog N-terminalnog domena izgradenog od oko 125 aminokiselina preko koga TIMP
inhibira matriks metaloproteinaze. Ostatak polipeptida ¢ini manji, C-terminalni domen, sainjen od
oko 65 aminokiselina. Domeni su povezani sa po tri unakrsne disulfidne veze, dok su medusobno
razdvojeni kratkim spejserom izmedu Sestog 1 sedmog cisteina u zrelom tkivnom inhibitoru matriks
metaloproteinaza koji ogranicava fleksibilnost izmedu domena (187). Do sada je izolovano Cetiri tipa
TIMP proteina (TIMP-1 — TIMP-4) (188). Koncentracija TIMP-a u tkivima povecana je tokom
fizioloskog remodelovanja u embriogenezi i odrzavanja vancelijskog matriksa, ali i tokom brojnih
patoloskih stanja koja dovode do osteéenja VCM (189). Cetiri razli¢ita TIMP proteina medusobno se
razlikuju prema tipu kompleksa koji formiraju preko C-terminalnog domena sa MMP. Tako se TIMP-
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2 cvrsto vezuje za neaktivni oblik MMP-2 zajedno sa membranskim MMP (MT-MMP) i formira

vazan kompleks neophodan za aktivaciju MMP-2 na povrsini Celije.

Zapravo, odnos izmedu MMP-2 i TIMP-2 ne funkcioniSe na klasi¢an nacin na principu
inhibitor/supstrat. Veza izmedu MMP-2 1 TIMP-2 zavisi od koncentracije ova dva proteina. U
uslovima niske koncentracije TIMP-2, preko C-terminalnog domena, TIMP-2 se nekovalentnim
vezama vezuje istovremeno za MT1-MMP i za hemopeksin-slican domen unutar MMP-2. Na ovaj
nacin formira se kompleks koji dovodi do aktivacije MMP-2 na povrsini ¢elije. Sa druge strane,
visoka koncentracija TIMP-2, dovodi do vezivanja MMP-2 i TIMP-2 preko N-terminalnog domena
1 na taj nacin se stvara MMP-2/TIMP-2 inhibitorni kompleks (190,191). Odnos izmedu MMP-2 i
TIMP-2 je unikatan i zbog toga mnogi fizioloski, ali i patoloski procesi zavise od ravnoteze ova dva

proteina.

TIMP-2 protein je kodiran istoimenim genom, smestenim na dugom kraku hromozoma 17
(17925.3) (Slika 18). TIMP-2 gen je veli¢ine je 72,4 kb 1 sastoji se od pet egzona medusobno

razdvojenih sa Cetiri introna (192).
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Slika 18. Shematski izgled hromozoma 17 i polozaj TIMP-2 gena (modifikovano). (Slika dostupna

na https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TIMP2 )

[zmene u ekspresiji TIMP-2 gena uti¢u na nivo TIMP-2, a posledi¢no na aktivnost MMP-2,
ali 1 drugih MMP u serumu, a potencijalno mogu biti povezane sa povecanim rizikom od IMU 1
javaljnja HT (173). Kao posledica neravnoteze izmedu MMP-2 i TIMP-2 kod odredenih
cerebrovaskularnih bolesti, moze do¢i do razgradnje i disfunkcije zida krvnog suda, stvaranja
mozdane aneurizme, poremecaja KMB, destabilizacije ateroskleroticnog plaka (193), ali 1

transformacije cerebralne ishemije u HT nakon rtPA terapije (194).

35


https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=TIMP2

Kod rtPA-posredovane neutrofilne degranulacije u mozdanom tkivu nakon IMU i oslobadanja
MMP i drugih proteaza, neravnoteza izmedu TIMP i proteaza iz neutrofilnih granula moze dovesti
do ireverzibilnih oSte¢enja mozdanog parenhima (174). Sa druge strane, uporedo sa pikom neutrofilne
degranulacije, uocena je visoka koncentracija TIMP, predstavljaju¢i moguci protektivni odgovor na
povecanu koncentraciju sekretovanih MMP (Slika 19) (176). Medutim, razliciti polimorfizmi 7/MP-
2 gena mogu dovesti do strukturnih promena u TIMP-2 proteinu, ili uticati na njegovu transkripciju i
dovesti do sinergistickog dejstva TIMP-2 i MMP, brzZeg naruSavnja krvno-mozdane barijere i veceg

rizika od HT nakon IMU (173).

Neuron A rocitno stopalo Povecana
rouli ekspresija
Mikroglija | pericit Abtitaia e MMP  Aktivna
mikroglija ; c= RN,
| 5 :
\ | " g;, b — = -8
1 -
\\\ /’f f/’ g;f.:jl" : &D
/@’}\\ FaA
M
_ER _ER %7 Endotelna
‘¢ o~ celija
- - . rtPA MMP
Osteceny_e KMB > . Okludentna
P £ 1
u ranoj fazi == }é‘ zonula Aktivna TINMP
= i%’ MMP '
! o N Receptor .
. - - ) —
X,
Ting,, Y7y ’i”f,', ,;'-:\
f’”‘m /' O Ostecenje Normalna
My "_\‘.’41:‘, KMB KMB
Inaktivna :
“\il\lu' Y, -‘(‘rf
&= \{,I’f%
o )
‘Qf&;’ L Aktivna TIMP Inaktivna
0 — ——— Neutrofilni MV A .
Neutrofil MMP MMP
Ostecenje KMB leukocit &< + — 9=

Slika 19. Ostecenje krvno-mozdane barijere nakon IMU lecenog rtPA; Ravnoteza izmedu matriks

metaloproteinaza (MMP) i njihovih tkivnih inhibitora (TIMP) (modifikovano) (194)

Unutar 7/MP-2 gena nalazi se viSe polimorfizama. U promotoru 7/MP-2 gena utvrdena je

funkcionalna SNP varijanta (-418 G/C) koja nakon transverzije G u C ukida mesto za vezivanje Sp-
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1 transkripcionog faktora. Sp-1 se vezuje za sekvencu DNK prisutnu u brojnim ¢elijama i1 povecava
transkripcionu aktivnost gena unutar kojih se nalazi CCACC blok. Dodatno, Sp-1 je povezan sa NF-
kB transkripcionim faktorom koji pojacava transkripciju gena kao odgovor na inflamaciju. Sp-1 i NF-
kB deluju sinergisticki na stepen transkripcije, stoga bilo kakve promene u interakciji Sp-1 1 DNK
mogu da dovedu do izmene genske ekspresije (195). C alelska varijanta -418 G/C polimorfizma ukida

Sp-vezujuce mesto Sto vodi smanjenju transkripcione aktivnosti 7IMP-2 gena (192,196).

Studije su ukazale da -303 C/T polimorfna varijanta, smeStena unutar 3. egzona T/MP-2 gena,
ne utice na ekspresiju gena samostalno, medutim postoje dokazi da je u asocijaciji sa drugim 7/MP-

2 polimorfizmima ovaj SNP funkcionalan (197).

Izmene u ekspresiji mogu da dovedu do razli¢itih nivoa TIMP-2 u serumu i uti¢u na ravnotezu

TIMP-2 i MMP, a posledi¢no i pojavu rtPA indukovane HT kod pacijenata sa IMU.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Nase istrazivanje je sprovedeno sa ciljem da se kod osoba sa ishemijskim mozdanim udarom,

a koji su leceni intravenskom trombolitickom terapijom:

1. Utvrdi ucestalosti genotipova i alela izabranih polimorfizama gena za MMP-2, MMP-
9, TIMP-2, PAI-11 ACE.

2. Analizira povezanost ispitivanih polimorfnih genskih varijanti sa efikasno$¢u
tromboliticke terapije.

3. Analizira povezanost ispitivanih polimorfnih genskih varijanti sa pojavom

hemoragijskih komplikacija.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. DIZAJN STUDIJE

Istrazivanje je dizajnirano po tipu hibridne panel studije, koja predstavlja kombinaciju
kohortne studije i studije preseka. Inicijalna studija preseka obuhvatila je prvih 16 meseci od
zapocinjanja studije i ukljucila je 94 pacijenta koji su unutar ovog vremenskog intervala imali IMU

koji je leCen rekombinovanim tkivnim aktivatorom plazminogena.

3.2.  ISPITANICI

U studiju je uklju¢eno 166 konsekutivna pacijenta sa IMU leCenih rtPA terapijom u
Specijalnoj bolnici za cerebrovaskularne bolesti ,,Sveti Sava’’ u Beogradu u periodu od avgusta 2016.
godine do avgusta 2018. godine. Veli¢ina uzorka (broj ispitanika) formirana je na osnovu godisnje

dinamike osoba sa IMU lecenih rtPA terapijom u ovoj ustanovi.

Kriterijumi za ukljucivanje pacijenata u studiju bili su postavljena dijagnoza IMU i ordinirana

rtPA terapija, kao 1 uzrast stariji od 18 godina.

Kriterijumi za iskljucivanje pacijenata iz studije su bili postavljena dijagnoza hemorgijskog
moZzdanog udara ili uradena trombektomija nakon tromboliticke terapije (kod pet pacijenata). Takode,

1z studije su iskljuceni svi pacijenti koji nisu dali pismeni pristanak za ucesce u istrazivanju.

Po prijemu, svakom pacijentu je uzeta anamneza, obavljen neuroloski i CT pregled
endokranijuma, izmeren sistolni i dijastoli krvni pritisak i uzeta krv za laboratorijske analize. Takode,
odredivan je neuroloski deficit merljiv po NIHSS skali (engl. National Institutes of Health Stroke
Scale). NIHSS skala se bazira na proceni neuroloskog deficita nakon IMU posmatrajuci stanje svesti
pacijenta, postojanje ekstraokularnih i1 vidnih ispada, slabost facijalne muskulature, motoriku gornjih
1 donjih ekstremiteta, prisutnost ataksije, poremecaj senzibiliteta, govora ili postojanje fenomena
neglekta. Svaki od gore navedenih parametara se skorira od 0 do 2, od 0 do 3, ili od 0 do 4 u zavisnosti
o kom sistemu se radi. Odsustvo simptoma, odnosno normalna funkcija odredena je skorom 0, dok je

maksimalan NIHSS skor 42 (1). NIHSS procena je obavljena i 24h nakon primljene rtPA terapije 1
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po otpustu iz bolnice s ciljem da se proceni da li postoji promena u neuroloskom statusu. Svim

pacijentima je odredena i tezina IMU na osnovu inicijalnog NIHSS skora (Tabela 4) (198).

Tabela 4. Tezina mozdanog udara

NIHSS skor

0-4 Lak IMU

5-15 Umeren IMU

16-20 Umeren do tezak IMU
21-42 Tezak IMU

Nakon prijemne ambulante, svi pacijenti sa ispunjenim kriterijumima za rtPA terapiju (1),
prebaceni su u Jedinicu za mozdani udar, gde im je ordinirana navedena terapija. Drugog dana nakon
hospitalizacije, pored laboratorijskih analiza uradenih po prijemu (glukoza, urea, kreatinin, Na*, K",
INR, apTT), svim pacijentima uradene su i dodatne laboratorijske analize (holesterol, trigliceridi,
alanin amino-transferaza - ALT, aspartat amino-transferaza - AST). Za sve ispitanike prikupljeni su
slede¢i podaci: starost, pol, faktori rizika (hipertenzija, dijabetes melitus, atrijalna fibrilacija,
ishemijska bolest srca, sréana insuficijencija, periferna arterijska bolest, pusenje), kao i podaci o

nekom od prethodnih neZeljenih ishemijskih dogadaja (TIA, IMU 1 AIM).

Tokom hospitalizacije pracena je pojava slede¢ih neZeljenih reakcija nakon tromboliticke
terapije: simptomatske intracerebralne hemoragije, hemoragijske transformacije, sistemskog
krvarenja, alergijske reakcije, epileptickog napada, agitacije, intrahospitalne infekcije, ali 1 letalnog

ishoda.

Kontrolni CT snimak obavljen je rutinski svim pacijentima 24h nakon tromboliticke terapije.
Prisustvo hemoragijske transformacije na kontrolnom CT snimku definisano je u skladu sa ECASS
IT kriterijumima (88). U slucaju naglog pogorSanja neurolosSkog stanja, kontrolni CT snimak je hitno
uraden. Prisistvo sICH definisano je u skladu sa ECASS III kriterijumima (89). Kontrolnim, ili hitnim
CT snimkom je registrovano prisustvo i drugih intrakranijalnih hemoragija koje su se prosirile iz

ishemi¢nih hemoragija (intraventrikularna krvarenja, SAH).

Sistemsko krvarenje je definisano kao bilo koje ekstrkranijalno krvarenje, koje se javilo nakon

rtPA terapije, a da pre terapije nije postojalo.

Pojava agitacije podrazumeva epizode raznolikih psihomotornih fenomena, nakon

tromboliticke terapije, razliCitog vremena trajanja, kod pacijenata koji nikada ranije nista slicno nisu
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imali 1 kod kojih je ispitivanjem iskljucen drugi uzrok pojave ovakve izmene ponaSanja (metabolicki

poremecaj, infekcija i sl.).

Epilepticki napad je definisan kao generalizovani ili parcijalni napad, nakon tromboliti¢ke

terapije kod pacijenata koji nikada ranije nista sli¢no nisu imali.

Alergija na rtPA je registrovana kao pojava urtikarije, ospe, svraba i drugo, neposredno nakon

ili u toku primene tromboliti¢ke terapije.

Funkcionalni oporavak kod svih bolesnika pracen je preko modifikovanog Rankin skora
(mRS). MRS je odredivan po otpustu iz bolnice i nakon tri meseca od IMU. MRS je skala globalo
koris¢ena za procenu funkcionalnog oporavka kod pacijenata nakon IMU. MRS se bazira na
subjektivnoj proceni neurologa o stanju pacijenta u odnosu na funkcionalno stanje pre IMU, a ne u
odnosu na izvodenje specifi¢nih zadataka tokom pregleda (199). Rankin skala je prvi put formirana
1957. godine, a zatim modifikovana 1988. godine od strane Warlow 1 saradnika. lako ne postoji
idealna skala za procenu ishoda nakon IMU, prednosti mRS zbog koje je u samom vrhu odredivanja
funkcionalnog oporavka nakon IMU u svetu su to S§to obuhvata celokupan opseg simptoma- od stanja
bez ijednog zaostalog simptoma IMU, do smrtnog ishoda (Tabela 5). Uprkos ¢injenici da je mRS
skala jednostavna za koriS¢enje i razumevanje od strane neurologa, ali i pacijenata, subjektivnost je

najveca mana ove skale (200).

Efikasnost rtPA terapije je procenjivana na osnovu povoljnog funkcionalnog oporavka,

definisanog mRS skorom 0 ili 1, tri meseca nakon IMU (201).
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Tabela 5. Modifikovan Rankin skor skala

Skor
0 Bez simptoma
Nema znacajne onesposobljenosti, pacijent moze da obavlja sve uobicajene aktivnosti
! uprkos postojanju blagih simptoma
Blagi stepen onesposobljenosti, pacijent je sposoban da se brine o sopstvenim potrebama
? bez pomodi, ali ne 1 da obavlja sve aktivnosti kao pre IMU
3 Srednji stepen onesposobljenosti, pacijent zahteva malo pomoc¢i, samostalno pokretan
Umereno teska onesposobljenost, nemogucnost obavljanja sopstvenih potreba i
4 samostalnog hoda
Tezak stepen onesposobljenosti, pacijent ima inkontinenciju, zahteva stalnu negu i
> nepokretan je
6 Smrtni ishod

Promene mRS na otpustu i tri meseca nakon IMU smo koristili za procenu funkcionalnog
oporavka pacijenta, kao i efekta rtPA terapije. Dobar oporavak je oznacen skorovima 0 i 1, dok su
skorovi ve¢i od 2 oznacavali lo§ oporavak tri meseca nakon IMU (202). Ishod lecenja rtPA terapije,

procenjivan preko mRS skale tri meseca nakon IMU, zabeleZen je kod 162 pacijenata.

Svakom pacijentu je uzet uzorak od SmL venske krvi u vakutaner sa antikoagulansima
(natrijum-citrat, etilendiamintetraacetatna kiselina - EDTA) za potrebe molekularno-genetickih

analiza.

Studija je odobrena od strane Etickog odbora Specijalne bolnice za cerebrovaskularne bolesti
,»Sveti Sava’’u Beogradu (03/2278) 1 Eticke komisije Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu
(29/X-3).
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3.3. METODE

3.3.1. Izolacija molekula DNK

Sva molekularno-geneticka ispitivanja obavljena su u laboratorijama Instituta za humanu

genetiku Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

Totalna genomska DNK izolovana je iz leukocita periferne krvi metodom isoljavanja (engl.
Salting out) po Milleru (203). Iako se u poslednjoj deceniji za potrebe izolacije DNK koriste razli¢iti

komercijalni setovi- kitovi, metoda isoljavanja je i dalje Cesto u upotrebi.

Postupak izolacije DNK metodom isoljavanja je podeljen na dva dana. Prvi dan izolacije
zapocinje 20-minutnom inkubacijom 5 ml venske krvi sa antikoagulansima i 5 ml pufera za lizu (0,32
M saharoza, 10 mM Tris HCI, 1% TRITON x 100,5 mM MgCl;) na temperaturi od 4°C. Po isteku
inkubacije, sve zajedno se centrifugira na 2000 rmp 15 minuta, nakon ¢ega se supernatant odlije.
Dobijeni talog se ispira sa 5-10 ml fizioloskog pufera (0,075 M NaCl, 0,025 M EDTA pH=8), po
potrebi nekoliko puta, sve dok ne postane bele boje. Nakon svakog ispiranja, smesu je potrebno
centrifugirati 15 minuta na 2000 rmp. Po zavrSetku poslednjeg ispiranja, supernatant se odliva, dok
se talogu, koji je ostao na dnu epruvete, doda 3 ml pufera A (10 mM TRIS HCI #, 400 ml NacCl, 2
mM EDTA pH=8), 200 ul 10% SDS i 50 pul rastvora proteinaze K (10 mg/ml). Potrebno je uzorak

dobro resuspendovati i ostaviti u termostatu na 37°C preko no¢i.

Drugi dan izolacije pocinje tako Sto se rastvoru doda 1 ml 6 M NaCl (znacajno povecava
rastvorljivost DNK), a potom epruveta snazno izmucka. Rastvor je potrebno ponovo centrifugirati na
3000 rmp 15 minuta, kako bi se proteini istaloZili. Po zavrSetku centrifugiranja, supernatant se
prebacuje u Cistu epruvetu. Ovaj proces precipitacije proteina potrebno je obaviti jo§ dva puta, nakon
¢ega se supernatant prebacuje u Cistu graduisanu epruvetu. Pazljivo se ocitava volumen supernatanta
1 dodaje ista zapremina izopropanola. SmeSa se meSa okretanjem dok se ne uo¢i DNK precipitat
izgleda belicastog konci¢a. Staklenim Stapi¢ima DNK kon¢i¢i se pokupe, a zatim drze potopljenim
30 sekundi u 70% alkoholu. Nakon isteka ovog vremena, Stapi¢i sa DNK se ostavljaju da se suse na
sobnoj temperaturi 30-60 minuta. Po zavrSetku suSenja, DNK se rastvara u 300 ul vode za injekcije

(203).

Koncentracija i kvalitet izolovane DNK odredeni su spektrofotometrijom na A=260nm za

DNK i A=280nm za rezidualne proteine. Odnos apsorbancija na A=260nm i A=280nm (A260nm/A280nm)
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daje informaciju o ¢isto¢i dobijenog uzorka. Ukoliko je odnos apsorbancija izmedu 1,8-2,0 uzorak je

visoke ¢istoce.

3.3.2. Odredivanje genotipova polimorfizama 4G/5G PAI-1 (rs1799889), -735 C/T MMP-2
(rs2285053) i -1562 C/T MMP-9 (rs 3918242) gena

U slucaju PAI-1 (rs1799889), MMP-2 (rs2285053) i MMP-9 (rs 3918242) gena, genotipovi
su odredeni reakcijom lancane polimerizacije - polimorfizmi duzine restrikcionih fragmenata (engl.

Polymerase chain reaction — restriction fragment length polymorphism analysis - PCR-RFLP).

Reakcija lanc¢ane polimerizacije (PCR metoda) je molekularno-geneticka metoda, nastala
1985. godine, kojom se in vitro umnozavaju zeljeni segmenti DNK molekula, a zasniva se na principu
replikacije. U narednim godinama protokoli za PCR metodu su modifikovani i prosireni, ali tek kada
je 1988. godine otkrivena termostabilna Taqg polimeraza, izolovana iz bakterije Thermus aquaticus,
PCR metoda se znacajno pojednostavila i automatizovala. U sastav PCR smeSe, pored DNK
molekula, ulaze i Tag polimeraza, pufer, Mg®", prajmeri i slobodni nukleotidi u vidu
dezoksinukleozid-trifosfata (INTP) (Slika 20). Tag polimeraza, enzim koji vr$i dodavanje nukleotida
tj. sintezu novog lanca, otporna je na visoke temperature neophodne za denaturaciju molekula DNK
(raskidanje vodonicnih veza i razdvajanje dva komplementarna lanca DNK), jedan od koraka PCR
metode, kao 1 na visoke temperature potrebne za specificno vezivanje prajmera. Za potrebe PCR
metode neophodan je pufer (engl. buffer) koji obezbeduje idealne uslove Tag polimerazi, najcesce su
od istog proivodaca i dolaze u kompletu. Pufer odrzava konstantu pH vrednost i jonski sastav PCR
smesSe. Joni magnezijuma obezbeduju stabilnost lanaca DNK molekula nakon raskidanja vodini¢nih
veza i katalizuju ugradnju nukleotida u rastu¢i lanac. Prajmeri su specijalno dizajnirani jednolancani
nizovi nukleotida komplementarni regionima DNK od interesa, ograni¢avaju deo DNK molekula koji
treba da bude amplifikovan 1 obi¢no se sastoje od 18-38 nukleotida. U PCR reakciji prajmeri imaju
ulogu pocetnice na koju 7aq polimeraza dodaje komplementarne nukleotide. Za svaku PCR analizu,
potrebna su dva prajmera- prednji (engl. forward- F) koji se vezuje za 3’-5” lanac na pocetku mesta
koji je potrebno umnoZiti, 1 drugi prajmer- reverzni (engl. reverse- R) koji se vezuje za 5°-3” lanac na

mestu koji oznacava zavrSetak Zeljenog segmeta DNK (Slika 21).
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Slika 20. Sastav smeSe za PCR reakciju
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Slika 21. Vezivanje F i R prajmera tokom PCR reakcije
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PCR metoda zapocinje inicijalnom denaturacijom na 94°C - 96°C u trajanju od pet minuta pri
kojoj se Tag polimeraza aktivira. Zatim slede tri osnovna koraka PCR metode koja se ponavalju

odredeni broj ciklusa, svaki put duplirajuci broj umnoZzenih segmenata DNK molekula. To su:

1. denaturacija molekula DNK pri dejstvu visokih temperatura (94°C - 96°C),

2. hibridizacija prajmera (engl. annealing) - vezivanja prajmera za komplementarne target
sekvence na temperaturama 50°C-70°C (u zavisnosti od sekvence prajmera),

3. elongacija lanca (sinteza novog lanca) - Tag polimeraza se vezuje za prajmere i pocinje
da dodaje nukleotide jedan po jedan simultano ¢itaju¢i matricu 1 poStujuéi pravilo

komplementarnosti na temperaturi od 72°C, optimalnoj za Taq polimerazu (Slika 22).

Broj ciklusa zavisi od broja Zeljenih umnozaka DNK molekula. Broj kopija Zeljene sekvence
DNK se moze odrediti formulom 2", gde n predstavlja broj ciklusa. Broj kopija ciljne DNK sekvence
raste eksponencijalno. Broj ciklusa je najces¢e izmedu 25 1 40, gde je 25 ciklusa grani¢na vrednost
kojom se stvori dovoljan broj kopija koji se mogu uociti nakon gel-elektroforeze i bojenja. Na ovaj
nacin, nakon PCR metode, dobija se umnozeni segment DNK molekula u nekoliko miliona, pa ¢ak i
milijardi kopija nazvanih PCR produkti, a koji se nakon gel-elektorforeze i bojenja odgovaraju¢im

bojama mogu vizuelizovati na transiluminatoru (204,205).

PCR metoda je veoma elegantna i jednostavna, a njeni rezultati su izuzetno znacajni i korisni.
Svestranost PCR metode ucinila ju je jednom od najces¢e koris¢enih metoda u molekularnoj
dijagnostici razli¢ite etiologije, od genetike, preko onkologije, do virusologije 1 detekcije razlicitih

mikrobnih organizama.
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Slika 22. Shematski prikaz PCR reakcije

Regione gena koje smo analizirali i amplifikovali PCR metodom izlagali smo, zatim,
delovanju odgovarajucih restrikcionih endonukleaza RFLP metodom, pri ¢emu su se aleli, na ovaj
nacin detektovani, razlikovali po prisustvu, ili odsustvu restrikcionog mesta za odgovarajuci enzim.
PCR-RFLP je jednostavna metoda kojom se otkrivaju polimorfizmi ili mutacije. RFLP se bazira na
endonukleaznom isecanju PCR produkata u tacno definisanim regionima (restrikcionim mestima)
formirajuci na taj nacin restrikcione fragmente (Slika 23). Iz bakterijskih ¢elija su izolovane i nazvane
restrikcione endonukleaze koje na PCR produktima specifi¢no prepoznaju palindromske sekvence

(ista sekvenca nukleotida kada se ¢ita u 5°- 3’ smeru i na 5°-3’ i na 3’-5’ lancu) $to je najcesce 1

mesto njihove digestije (206).

47
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Slika 23. Shematski prikaz delovanja restrikcionih enzima i izgled gela nakon gel

elektroforeze

Za sve gore navedene polimorfizme, PCR metoda je uradena u aparatu SureCycler 8800

Agilent Technologies.

Reakciona PCR smesa za jedan uzorak, zapremine 25 pl, prikazana je u Tabeli 6.
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Tabela 6. Sastav reakcione PCR smese

Sastojak

Ampulirana H>,O

10 x pufer B

25 mM rastvor MgCl,
10 mM rastvor dNTP

F prajmer (10 nmol/ul)

R prajmer (10 nmol/ul)

5 U/ul FIREPol® Taq polimeraza

DNK (100 ng/ul)

Koli¢ina
17,85 ul
2,5 ul

2 ul
0,25 pl
0,4 ul
0,4 ul
0,1pl

1,5 ul

Rezultati secenja restrikcionim endonukleazama su posle gel-elektroforetskog razdvajanja i

bojenja sybr®safe DNA gel-stain bojom (Invitrogen) analizirani na 8% poliakrilamidnim gelovima

(Tabela 7) prosvetljenim na UV transiluminatoru (ETX-F20.M, Vilber).

Tabela 7. Sastav smeSe 8% poliakrilamidnog gela

Sastojak
H>O

TBE x 5

Koli¢ina

6 ml

2 ml

akril-amid (40%) 2 ml

APS (10%)

TEMED

70 ul

13 pul
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3.3.2.1. Analiza 4G/5G polimorfizma PAI-1 gena (rs1799889)

Genotipovi 4G/5G polimorfizma PAI-1 gena (rs1799889) odredeni su PCR-RFLP metodom.

Prajmeri koris¢eni u PCR reakciji ograni¢avaju region od 99 bp. Sekvenca prajmera je:

e Fprajmer: 5’-CAC AGA AGT CTG GCC ACGT-3’,
e R prajmer: 5-CCA ACA GAG GAC TCT TGG TCT-3".

PCR metoda se sastojala iz sledecih koraka:

e Pocetna denaturacija od tri minuta na 95°C;
e 32 ciklusa od tri koraka:
1. denaturacija jedan minut na 94°C,
2. hibridizacija prajmera jedan minut na 60°C,
3. ekstenzija prajmera i DNK polimerizacija jedan minut na 72°C;

e zavrSna ekstenzija na 72°C sedam minuta.

Umnozeni deo PAI-1 gena duzine je 99 bp. Po zavrSetku umnozavanja, vrSena je restrikcija
PCR produkata BseLl restrikcionim enzimom koji specificno prepoznaje sekvencu
5°...CCNNNNN|NNGG...3’, gde N predstavlja bilo koji od ¢etiri nukleotida. Nakon restrikcije od
30 minuta na 37°C u termostatu, uzorci su analizirani vertikalnom gel-elektroforezom. Sastav

restrikcione smese za jedan uzorak predstavljen je u tabeli 8.

Tabela 8. Sastav restrikcione smese za 4G/5G polmorfizam PAI-1 gena

Sastojak Kolicina
Ampulirana HO 8 ml
Pufer 1,4 ul
Enzim Bsell (U) 0,6 ul

PCR produkt (ug) 5 pl

Restrikciono mesto za Bsell enzim je odsutno kod osoba sa 4G alelnim oblikom. Kod osoba
sa 5G alelom, Bsell enzim je sekao PCR produkte na restrikcione produkte od 70 bp, 28 bp i 1 bp.
Analizom gela, moze se uociti jedna traka od 98 bp koja odgovara genotipu 4G/4G, ili jedna traka od
70 bp koja odgovara genotipu 5G/5G. Ukoliko je osoba heterozigot, genotipa 4G/5G, na gelu se vide
trake od 98 bp 1 70 bp.
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3.3.2.2. Analiza -735 C/T polimorfizma MMP-2 gena (rs2285053)

Za analizu genotipova polimorfizma -735 C/T MMP-2 gena (1s2285053) PCR-RFLP
metodom koriS¢eni su prajmeri koji umnozavaju region od 391 bp. Sekvence prajmera neophodnih

za ovu reakciju su sledece:

e Fprajmer: 5’-GGA TTC TTG GCT TGG CGC AGG-3’,
e R prajmer: 5’-GGG GGC TGG GTA AAA TGA GGG TG-3".

PCR metoda se sastojala iz sledecih koraka:

e Pocetna denaturacija od pet minuta na 95°C;
e 35 ciklusa od tri koraka:
1. denaturacija pola minuta na 95°C,
2. hibridizacija prajmera 45 s na 67°C,
3. ekstenzija prajmera i DNK polimerizacija jedan minut na 72°C;

e zavrSna ekstenzija na 72°C sedam minuta.

Po zavrSetku umnozavanja, produkt reakcije tretiran je HinfI restrikcionim enzimom preko

noc¢i na 37°C u termostatu. Sastav restrikcione smese, po uzorku, predstavljen je u tabeli 9.

Tabela 9. Sastav restrikcione smese za -735 C/T polimorfizam MMP-2 gena

Sastojak Kolicina

Ampulirana H>O 8 ml

Pufer 1,4 pl

Enzim Hinfl (U) 0,6 ul

PCR produkt (ug) 5 ul

Nakon zavrSene digesije, uzorci su analizirani vertikalnom gel-elektroforezom. Hinfl enzim

prepoznaje restrikciono mesto 5°...G|ANTC... 3°. Izostanak restrikcionog mesta ukazivao je na C alel
i davao fragment veli¢ine 391 bp. Restrikciono mesto je prisutno u slucaju prisustva T alela, pri cemu

se dobijaju produkti veli¢ine 338 bp 1 53 bp. Kod osoba sa CC genotipom, na gelu se uocava samo

jedna traka velic¢ine 391 bp. Osobe heterozigoti su imale dve trake od 391 bp 1 338 bp.

51



3.3.2.3.  Analiza polimorfizma -1562 C/T MMP-9 gena (rs 3918242)
PCR-RFLP metodom odredivani su genotipovi -1562 C/T polimorfizma MMP-9 gena (rs
3918242). Produkti PCR reakcije su seceni Sphl restrikcionim enzimom.

Prajmeri koris¢eni u PCR reakciji imali su sledece sekvence:

e Fprajmer: 5’-GCC TGG CAC ATA GTA GGC CC-3’,
e R prajmer: 5°-CTT CCT AGC CAG CCG GCA TC-3".

PCR metoda se sastojala iz sledecih koraka:

e Pocetna denaturacija od deset minuta na 95°C;
e 35 ciklusa od tri koraka:
1. denaturacija 45 s na 95°C,
2. hibridizacija prajmera 45 s na 60°C,
3. ekstenzija prajmera i DNK polimerizacija 45 s na 72°C;

e zavrSna ekstenzija na 72°C sedam minuta.

PCR produkti se inkubiraju u restrikcionoj smesi zajedno sa restrikcionim enzimom Sphl na
37°C preko noci u termostatu. Sastav restrikcione smeSe predstavljen je u tabeli 10. Sphl enzim
prepoznaje restrikciono mesto 5’... GCATG |C... 3’ i see PCR produkt veli¢ine 435 bp na
restrikcione produkte veli¢ine 247 bp 1 188 bp, ukoliko je prisutan T alel. Kod C alela, restrikciono

mesto izostaje, pa se kod osoba CC genotipa moze uociti samo jedna traka veliine 435 bp.

Tabela 10. Sastav restrikcione smeSe za -1562 C/T polimorfizam MMP-9 gena

Sastojak Kolicina
Ampulirana HO 9 ml
Pufer 1,6 n
Enzim Bsell (U) 0,4 ul

PCR produkt (ug) 4 pl
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3.3.3. Odredivanje genotipova 1I/D polimorfizma ACE gena (rs4646994)

Polimorfizam rs4646994 ACE gena predstavlja inserciono/delecionu varijantu ovog gena.

Analiza ovog polimorfizma vrSena je PCR metodom. Sekvenca kori§¢enih prajmera je:

e F:5-CTGGAC ACC ACT CCC ATC CTT TCT-3’,
e R:5-GAT GTG GCC ATC ACATTC GTC AGA T-3".

PCR uslovi su bili:

e pocetna denaturacije od pet minuta na 94°C,
e 35 ciklusa od tri koraka:
1. denaturacija pola minuta na 94°C,
2. hibridizacija prajmera 30 s na 63°C,
3. ekstenzija prajmera i DNK polimerizacija pola minuta na 72°C;

e zavrSna ekstenzija na 72°C sedam minuta.

Nakon zavrSene PCR reakcije, PCR produkti su direktno puStani na vertikalnu gel-
elektroforezu. Unutar umnozenog dela ACE gena veli¢ine 490 bp prisutna je Alu sekvenca od 278
bp, Sto na gelu odgovara I alelu. Izostanak Alu sekvence odgovara D alelu, pa produkti PCR reakcije

imaju 203 bp.

3.3.4. Odredivanje genotipova polimorfizama -1575 G/A (rs243866), -1306 C/T (rs243865),
-790 T/G (rs243864) MMP-2 i -303 C/T (rs2277698) i -418 G/C (rs8179090) TIMP-
2 gena

Genotipizacija polimorfizama unutar 7IMP-2 (rs2277698 1 rs8179090) i MMP-2 gena
(rs243866, 15243865, 1s243864) izvrSena je metodom lancane polimerizacije u realnom vremenu
(engl. Real-time Polymerase Chain Reaction — real-time PCR) na aparatu 7500 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, Foster City, SAD). Za ove analize koriS¢ene su specijalno dizajnirane

TagMan probe (TagMan® SNP Genotyping Assays, Applied Biosystems, Foster City, SAD).

Real-time PCR metoda se drugacije naziva i1 kvantitativna PCR metoda. Dinamika DNK
umozavanja se prati detekcijom fluorescentnih signala, koji su direktno srazmerni koli¢inom
stvorenih PCR produkata po zavrSetku svakog PCR ciklusa u realnom vremenu. Alel-specificne
oligonukleotidne probe, pored prajmera, sastavni su deo smeSe za Real-time PCR metodu. Ove probe
su na svom 5’ kraju oznacene razli¢itim fluorescentnim bojama (tzv. reporter boje — VIC, FAM). Sa
druge strane, na 3’ kraju probe je prisutan prigusiva¢ (engl. quencher) koji blokira impuls
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fluorescencije. Real-time PCR metoda se sastoji od pocetne 10-minutne denaturacije na 95°C tokom
koje se aktivira Taq polimeraza i serije temperaturnih promena koje se ponavljaju 25 - 50 ciklusa.

Svaki ciklus se sastoji od dva stadijuma koja se ponavljaju:

1. Denaturacije (na oko 95°C) u trajanju od jednog minuta

2. Vezivanja prajmera (50°C - 60°C) 1 proba i elongacije lanca.

Tokom hibridizacije, pored prajmera, za target sekvencu DNK, vezuje se i jedna proba. S
obzirom da 7agq polimeraza ima 5’ - 3’ egzonukleaznu aktivnost, u fazi elongacije, ona uklanja
nukleotid na 5’ kraju probe. Za ovaj nukleotid je vezana fluorescentna boja, pa njegovim uklanjanjem
dolazi do razdvajanja reportera i priguSivaca i reporter pocinje da emituje fluorescenciju, koja se
detektuje optickim instrumentima unutar aparata (Slika 24). Fluorescentne probe razlikuju se po boji
(VIC i FAM) i1 u sekvenci (na mestu bazne supstitucije). Nakon §to se Real-time PCR reakcija zavrsi,
u zavisnosti od intenziteta fluorescencije, moze se odrediti genotip. Izrazito uveéanje samo jedne boje
ukazuje na homozigotnu varijantu. Ukoliko su se relativno jednako emitovale fluorescencije obe boje,

re¢ je o heterozigotu (Slika 25) (207,208).
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1. DNK uzorak i komponente eseja

F prajmer
Proba Proba
\/ Q L Q R prajmer
G A JITTTIT
5 DNK matrica G/A 3
Al G/T 5

3

5
2. Denaturacija DNK T hibridizacija komponenti eseja i

s
R prajmer

Proba Proba
I prajmer 3

\ Q \ e
3%]]1[“'1[[[['1['1'1“].6./.’:]]]]]]]]]]]]]]]]]]]%5'

3. Sinteza lanca i pocetak fluorescencije P <3
R prajmer
Proba
F Q
A
® 5
F prajmer G
Q
&
komplementarno vezivanje
Legenda
(V)  VIC" boja == Proba
(F)  FAM'boja ——  Prajmer
@ Prigusivac —=  DNK matrica
@ Vezujudi Zljeb == Novosintetisani lanac
() AmpliTaq Gold° DNK polimeraza

Slika 24. Shematski prikaz PCR reakcije u realnom vremenu
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Slika 25. Izgled rezultata PCR reakcije u realnom vremenu. Slike a) i ¢) predstavljaju homozigote

za razliCite alelne varijante; slika b) heterozigot
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3.3.4.1.  Analiza polimorfizma -1575 G/A (rs243866), -1306 C/T (rs243865), -790 T/G
(rs243864) MMP-2 i -418 G/C (rs8179090) i -303 C/T (s2277698) TIMP-2
gena

Analiza polimorfizma -1575 G/A (rs243866), -1306 C/T (1rs243865), -790 T/G (rs243864)

MMP-2 i -418 G/C (1s8179090) i -303 C/T (s2277698) TIMP-2 gena odredena je real-time PCR

metodom. Za sve polimorfizme koriS¢ene su specijalno dizajnirane TagMan probe, dok je sastav

reakcione smese, zapremine 13 pl, po jednom uzorku, za sve polimorfizme predstavljen u tabeli 11.

Tabela 11. Sastav reakcione smeSe za PCR metodu u realnom vremenu

Sastojak Kolic¢ina
Ampulirana H>O 5,125 ul
TagMan Universal Master Mix 6,25 ul

Assay 0,625 pl

DNK 1 ul

Uslovi real-time PCR metode, za sve polimorfizme, su bili slede¢i:

e pocetna denaturacija i aktivacija Taq polimeraze deset minuta na 95°C,
e 40 ciklusa od dva koraka:
1. denaturacija 15 s na 92°C,
2. hibridizacija i ekstenzija prajmera 1 DNK polimerizacija jedan minut na 60°C,

e zavrSna ekstenzija na 72°C jedan minut.

Kod polimorfizma -1575 G/A (rs243866) MMP-2 gena, VIC boja odgovarala je A alelu, dok

je FAM boja odgovarala G alelu.

Kod polimorfizma -1306 C/T (rs243865) MMP-2 gena, VIC boja odgovarala je C alelu, dok

je FAM boja odgovarala T alelu.

Kod polimorfizma -790 T/G (rs243864) MMP-2 gena, VIC boja odgovarala je G alelu, dok je

FAM boja odgovarala T alelu.

Kod polimorfizma -418 G/C (rs8179090) TIMP-2 gena, VIC boja odgovarala je C alelu, dok

je FAM boja odgovarala G alelu.
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Kod polimorfizma -303 C/T (rs2277698) TIMP-2 gena, VIC boja odgovarala je C alelu, dok
je FAM boja odgovarala T alelu.

3.4.  STATISTICKA ANALIZA

Na osnovu uradenih genskih analiza utvrdene su apsolutne ucestalosti alela i genotipova. Mere
deskriptivne statistike - mere centralne tendencije i mere varijabiliteta, tabeliranje i graficko
prikazivanje koriS¢ene su u opisivanju podataka. U statistickoj analizi podataka koriS¢ene su
parametarske 1 neparametarske statisticke metode, u zavisnosti od tipa raspodele. Analiza varijanse,
studentov T-test i Kruskal-Wallis-ov test su upotrebljeni za procenu znacajnosti razlike apsolutnih
vrednosti za kontinuirana obeleZja, a hi-kvadrat (?) test za kategorijalne varijable. Sve varijable koje
su se pokazale znaCajnim su zatim uvr§éene u multivarijantu logisticku regresionu analizu sa lo§im
ishodom kao ishodnom varijablom. Statisticka obrada podataka uradena je SPSS softverom 22.0
(SPSS, Chicago, IL, USA, 2009). Analiza haplotipova MMP-2 gena je obavljena koriste¢i Haploview
softver 4.0. korisetec¢i Gabriel et al. metodu (209).

P vrednosti < 0,05 su izabrane kao statisti¢ki znacajne.
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4. REZULTATI

U nasSu studiju ukljuceno je 166 konsekutivna pacijenta sa ishemijskim mozdanim udarom
lecenih rtPA terapijom. Od ukupnog broja pacijenata, njih ¢etvoro (2,47%) nisu zavrsili period
pracenja (engl. follow-up) od tri meseca, §to je prihvatljivo za kohortne studije i ne moze uticati na

validnost nasih rezultata (210).

Od 166 pacijenta, nesto vise od polovine, ¢inili su pacijenti muskog pola i to njih 88 (53,0%),
dok je 78 (47,0%) pacijenata bilo zenskog pola. Prose¢na starost pacijenata bila je 72,05+10,10
godina. Najmladi pacijent imao je 18, dok je najstariji imao 92 godine. Osobe Zenskog pola bile su u
proseku starije (74,36+8,62) od osoba muskog pola (70,00+10,90), $to predstavlja statisti¢ki znac¢ajnu
razliku (p=0,005).

Dobar oporavak nakon rtPA terapije, na osnovu mRS, zabelezen je kod 48 (28,9%) pacijenata,
dok je lo$ oporavak imalo 114 (68,7%) pacijenata, medu kojima je 35 (21,1%) pacijenata zavrsilo
smrtnim ishodom. Nesto viSe od polovine svih smrtnih ishoda (51,4%) Cinila je intrahospitalna smrt,
zabelezZena kod 18 (10,8%) pacijenata. Dobar oporavak je ¢esce registrovan kod pacijenata muskog
pola, ali razlika u oporavku izmedu polova nije dostigla statisticku znacajnost (p=0,078) (Grafikon
1). Prose¢na starost osoba koje su imale dobar oporavak bila je 68,25+13,62 godina, $to je statisticki
zna¢ajno manja u odnosu na pacijente sa loSim oporavkom, ¢ija je prosecna starost bila 73,49+7,88

(p=0,003).
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40
30
20
10
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Dobar oporavak  ® Los oporavak

Grafikon 1. Oporavak pacijenata nakon rtPA u odnosu na pol izrazen u %
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dok je ishemijsku bolest srca imao 51 (30,7%) pacijent. Kod 24 (14,5%) pacijenata ovo je bio
ponovljeni IMU. Socio-demografske karakteristike, stil zivota, pridruzeni komorbiditeti, kao i licna

istorija vaskularnih ishemijskih dogadaja predstavljeni su u tabeli 12.

Tabela 12. Oporavak pacijenata u odnosu na socio-demografske karakteristike, stil zivota, pridruzene

komorbiditete i licnu istoriju vaskularnih ishemijskih dogadaja kod pacijenata sa IMU lecenih rtPA

Varijabla Svi ukljuceni Dobar Los p vrednost
pacijenti oporavak oporavak
N (%) N (%) N (%)
Pol (muski) 88 (53,0) 30 (62,5) 54 (47,4) 0,078
Starost (X£SD) 72,05+£10,10 | 68,25+13,62 | 73,49+7,88 0,003
Kardiovaskularni
komorbiditeti
Hipertenzija 160 (96,4) 45 (93,8) 112 (98,2) 0,131
Atrijalna fibrilacija 45 (27,1) 13 (27,1) 32 (28,1) 0,898
Dijabetes melitus 43 (25,9) 12 (25,0) 29 (25.4) 0,953
Ishemijska bolest srca 51(30,7) 10 (21,3) 40 (35,1) 0,085
Sr¢ana insuficijencija 20 (12,0) 2(4,2) 17 (14,9) 0,052
Periferna arterijska bolest 7 (4,2) 2(4,2) 5(4,4) 0,950
Pusacki status
Pusadi ili ex-pusaci 68 (41,0) 16 (33,3) 50 (43,9) 0,213
Li¢na istorija bolesti
Prethodni IMU 24 (14,5) 5(10,4) 18 (15,8) 0,371
Prethodni TIA 20 (12,0) 7 (14,6) 11 (9,6) 0,362
Prethodni AIM 10 (6,0) 2(4,3) 8 (7.0) 0,509

Oporavak pacijenata sa IMU lecenih trombolitickom terapijom u odnosu na neuroloske nalaze

1 laboratorijske 1 klinicke parametre pacijenata na prijemu i tokom hospitalizacije predstavljen je u

tabeli 13.
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Tabela 13. Oporavak pacijenata sa IMU lecCenih rtPA u odnosu na neuroloske nalaze i laboratorijske

parametre pacijenata na prijemu i tokom hospitalizacije

Varijabla Svi ukljuceni Dobar LoS oporavak | p vrednost
pacijenti oporavak (x£SD)
(X£SD) (X£SD)

Neuroloski nalaz
NIHSS na prijemu 12,23+4,99 9,63+3,73 13,32+5,05 <0,001
NIHSS nakon 24h 9,13+5,29 5,3542,59 10,74+5,33 <0,001
NIHSS na otpustu 7,07+5,41 3,2142,06 8,67+5,57 <0,001
mRS na otpustu 3,22+1,77 1,79+1,22 3,83+1,62 <0,001

Klinicki i laboratorijski

parametri na prijemu
Sistolni krvni pritisak 158,02+26,69 | 155,21+27,38 | 159,75+26,38 0,324
Dijastolni krvni pritisak 87,93+11,52 | 87,19+12,46 | 88,79+10,84 0,413
Nivo glukoze 7,53+2,88 7,30+2,07 7,59+3,16 0,548
INR 1,13+0,18 1,13+0,24 1,13+0,15 0,841
aPTT 26,45+4,19 26,86+5,17 26,30+3,77 0,469
Urea 7,45+2,55 7,174+3,08 7,62+2,27 0,313
Kreatinin 104,04+29,13 | 106,54+38,12 | 102,93+24,77 0,480
Na* 140,31+£2,96 | 139,78+2,79 | 140,46+3,03 0,190
K" 4,55+8,34 3,93+0,39 4,83+10,04 0,536
Trombociti 215,58+60,12 | 212,17+53,83 | 216,54+63,49 0,681

Biohemijski parametri prvog

dana
Ukupni holesterol 4,96+1,26 4,93+1,31 4,99+1,23 0,780
LDL holesterol 4,39+0,93 4,56+0,68 4,32+1,06 0,575
HDL holesterol 1,52+0,60 1,42+0,30 1,60+0,69 0,094
Trigliceridi 2,19+0,93 1,55+0,93 2,49+0,75 0,553
AST 23,67+14,57 | 20,37+6,54 | 23,88+11,95 0,072
ALT 24,07 £19,55 | 22,86+13,89 | 23,15+15,79 0,918

Prosecan NIHSS na prijemu je bio 12,23+4,99 (opseg 4-25), 24h nakon rtPA 9,13+5,29
(opseg 1-25), a 7,07£5,41 (opseg 0-25) na otpustu iz bolnice. Postoji visoko statisticki znacajna
razlika u vrednosti NIHSS na prijemu, 24h nakon rtPA 1 na otpustu iz bolnice izmedu pacijenata sa
dobrim 1 lo§im oporavkom (p<0,001). Prose€an mRS na otpustu bio je 3,22+1,77 (opseg 0-6), dok

je tri meseca nakon izlaska iz bolnice iznosio 3,08+2,04 (opseg 0-6).

Svakom pacijentu odredena je i tezina IMU prema inicijalnom NIHSS skoru. Rezultati su

prikazana u tabeli 14.
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Tabela 14. Oporavak pacijenata sa IMU lecenih rtPA u odnosu na tezinu IMU

Tezina IMU NIHSS | Svi ukljuceni Dobar Los p vrednost
skor pacijenti oporavak oporavak
N (%) N (%) N (%)
Lak IMU 0-4 1(0,6) 1 (100) 0(0)
Umeren IMU 5-15 120 (72,3) 44 (37,6) 73 (62,4) <0.001
Umeren do tezak IMU | 16-20 31 (18,7) 309,7) 28 (90,3) ’
Tezak IMU 21-42 14 (8,4) 0(0) 13 (100)

Najveci broj pacijenata, njih 120 (72,3%), imalo je umeren IMU, dok je samo jedan (0,6%)

pacijent imao lak IMU. Postoji visoko statisticki znacajna razlika u tezinu IMU izmedu pacijenata sa
dobrim 1 losim oporavkom (<0,001). Oporavak pacijenata je u obrnutoj korelaciji sa tezinom IMU tj.

sa tezinom IMU statisticki znacajno opada verovatnoca za dobar oporavak.

Hemoragijska transformacija, bila je najces¢i nezeljeni dogadaj koji se javio kod 30 (18,1%)
pacijenata, ali nije uticala na njihov oporavak (p=0,245). Ni nakon podele hemoragijske
transformacije na podgrupe, nije uocena statisticki znacajna razlika izmedu pacijenata sa dobrim i

loSim oporavkom (p=0,482) (Tabela 15).

Tabela 15. Oporavak pacijenata sa IMU leCenih rtPA u odnosu na intrakranijalni hemoragijski

nezeljeni dogadaj nakon tromboliticke terapije

Intakranijalni hemoragijski Svi ukljuc¢eni | Dobar Los p vrednost
nezeljeni dogadaji pacijenti oporavak | oporavak

N (%) N (%) N (%)
Hemoragijska transformacija 30 (18,1) 6 (12,5) | 23(20,2) 0,245
ukupno
Hemoragijski infarkt tip 1 7(4,2) 2(4,2) 4 (3,5)
Hemoragijski infarkt tip 2 9(54) 2(4,2) 7 (6,1)
Parenhimski hematom tip 1 7(4,2) 2(4,2) 544
Parenhimski hematom tip 2 7(4,2) 0 (0,0) 7 (6,1) 0,482
sICH 9(9.,1) 0(0) 99,1 0,043
Ostale intrakranijalne hemoragije 7(4,2) 1(14,3) | 6(85,7) 0,363

Simptomatska intrakranijalna hemoragija (sICH) je najozbiljnija komplikacija tromboliticke
terapije. SICH je razvilo devet (9,1%) pacijenata koji su imali lo§ oporavak, pa je razlika izmedu
pacijenata sa dobrim i lo§im oporavkom u ispoljavanju sICH statisti¢ki znacajna (p=0,043). Od devet

pacijenata sa sICH, kod sedam (77,8%) pacijenata je zabeleZena intrahospitalna smrt.

Imaju¢i u vidu da su svi pacijenti sa parenhimskim hematomom tip 2 (PH-2) imali lo§
oporavak, detaljnija analiza rezultata nije ukazala na statisticki znacajnu povezanost pojave PH-2 sa

lo§im oporavkom pacijenata nakon IMU leCenog rtPA, ali sa trendom ka dostizanju znacajnosti
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(p=0,079). Ni nakon grupisanja HT u kategorije hemoragijskih infarkta naspram parenhimskih

hematoma, nije uocena statisticka znacajnost u odnosu na oporavak pacijenata (p=0,389).

Oporavak pacijenata sa IMU lecenih rtPA u odnosu na ostale komplikacije tromboliticke

terapije predstavljen je u tabeli 16.

Tabela 16. Oporavak pacijenata sa IMU leCenih rtPA u odnosu na ostale nezeljene dogadaje

tromboliticke terapije

Nezeljeni dogadaji Svi ukljuceni | Dobar Los p vrednost
pacijenti oporavak | oporavak
N (%) N (%) N (%)
Sistemsko krvarenje 424 0(0,0) 4 (3,5) 0,189
Intrahospitalna infekcija 22 (13,3) 7(14,6) | 15(13,2) 0,809
Agitacija 9(5,4) 1(2,1) 8 (7,0) 0,211
Epilepticki napad 1 (0,6) 0 (0,0) 1(0,9) 0,515
Alergijska reakcija na rtPA 4(2.4) 1(2,1) 3(2,6) 0,837

Intrahospitalna infekcija zabelezena je kod 22 (13,3%) pacijenta, ali bez znacaja za oporavak
pacijenta. Takode, epilepticki napad zabelezen je kod jednog (0,6%) pacijenta i nije uticao na

oporavak (p=0,515).

Nakon §to se statisticka znacajnost za sICH 1 teZinu IMU u odnosu na oporavak pacijenata
nakon IMU le¢enog trombolitickom terapijom izgubila u univarijantnoj logistickoj regresionoj
analizi, multivarijantna logisticka regresiona analiza sa loSim oporavkom kao ishodnom varijablom
ukljucila je starost, NIHSS skor na prijemu, 24h nakon rtPA i na otpustu kao i mRS na otpustu kao
kovarijate. Rezultati multivarijantne logisticke regresione analize pokazuju da starost pacijenta
(p=0,01, OR: 1,06; 95% CI: 1,014 — 1,110) 1 NIHSS skor 24h nakon tromboliti¢ke terapije (p=0,028;
OR:1,29; 95% CI: 1,02 — 1,61) znacajno uti¢u na oporavak pacijenata nakon IMU lecenog
trombolitickom terapijom. Sa svakim povecanjem godine Zivota i NIHSS skora, povecavala se
verovatnoca za lo§iji oporavak pacijenta nakon IMU lecenim rtPA. Rezultati multivarijante logisticke

regresije sa loSim oporavkom kao ishodnom varijablom predstavljeni su u tabeli 17.

Tabela 17. Multivarijanta logisticka regresiona analiza sa loSim oporavkom nakon rtPA kao

ishodnom varijablom

Karakteristika B p vrednost OR (95% CI)

Starost (u godinama) 0,060 0,010 1,06 (1,01-1,11)
NIHSS prijem -0,056 0,425 0,87 (0,72-1,04)
NIHSS 24h nakon rtPA 0,252 0,028 1,29 (1,02-1,61)
NIHSS otpust 0,047 0,755 1,00 (0,73-1,38)
mRS otpust 0,463 0,087 1,70 (0,95-3,04)
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4.1. REZULTATI MOLEKULARNO-GENETICKIH ANALIZA

Molekularno-geneticka ispitivanja polimorfizama PAI-1 4G/5G (rs1799889), ACE 1/D
(rs4646994), MMP-2 -1575 G/A (1s243866), -1306 C/T (rs243865), -790 T/G (rs243864), -735 C/T
(rs2285053), MMP-9 -1562 C/T (rs3918242) i TIMP-2 -418 G/C (rs8179090) i -303 C/T (rs2277698)

uradena su kod svih 166 pacijenata.

Dobijene ucestalosti genotipova u izabranim polimorfizmima su u saglasnosti sa prethodno
saopStenim ucestalostima genotipova u NCBI bazi (engl. The National Center for Biotechnology

Information- NCBI).

Asocijacije ispitivanih polimorfizama 1 efikasnosti rtPA terapije utvrdivane su na osnovu

funkcionalnog oporavka pacijenata koriste¢i mRS skor tri meseca nakon IMU.
Nismo uocili odstupanje od Hardi-Vajnbergove raznoteze unutar ispitivanih polimorfizama.
4.1.1. Rezultati ispitivanja PAI-1 4G/5G (rs1799889) polimorfizma

Izgled PAI-1 4G/5G genotipova na 8% poliakrilamidnom gelu predstavljen je na slici 26.

Slika 26. PAI-1 4G/5G polimorfizam — izgled traka na gelu nakon Bsell digestije PCR produkata
(kolone 1-4, 7, 8 - pacijenti sa 4G/5G genotipom; kolona 5 - pacijent sa 4G/4G genotipom; kolone
6, 9, 10 - pacijenti sa 5G/5G genotipom)
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Za ispitivani 4G/5G polimorfizam PAI-1 gena, vecina pacijenata, njih 91 (54,8%) bili su

heterozigoti za analizirani polimorfizam, 37 (22,3%) pacijenta su bili homozigoti za 5G alel, dok je

38 (22,9%) pacijenata imalo 4G/4G genotip. Rezultati su predstavljeni na grafikonu 2. Ucestalosti

alela su izracunate na osnovu ucestalosti genotipova. Ucestalost 4G alelne varijante je bila 50,3%,

dok je ucestalost 5G alela iznosila 49,7%.

) 22,3% g

m4G/4G

m4G/5G

5G/5G

Grafikon 2. Ucestalost PAI-1 4G/5G genotipova kod pacijenata sa IMU lecenih rtPA

Ucestalosti genotipova i alela PAI-1 4G/5G polimorfizma, kao i udruzenih genotipova po

dominantnom i recesivnom modelu u odnosu na oporavak pacijenata sa IMU nakon rtPA terapije,

prikazan je u tabeli 18.

Tabela 18. Ucestalosti genotipova i alela PAI-1 4G/5G polimorfizma, kao 1 udruzenih genotipova po

dominantnom i recesivnom modelu u odnosu na oporavak pacijenata sa IMU nakon rtPA terapije

PAI-1 4G/5G Dobar oporavak | Lo§ oporavak p vrednost
N (%) N (%)
4G/4AG 15 (31,3) 23 (20,2)
4G /5G 24 (50,0) 64 (56,1) 0,306
5G/5G 9 (18,7 27 (23,7)
4G/4AG 15 (31,3) 23 (20,2)
4G /5G + 5G/5G 33 (68,7) 91 (79,8) 0,129
4G/4G + 4G/5G 39 (81,3) 87 (76,3)
5G/5G 9 (18,8) 27 (23,7) 0,490
4G alel 54 (56,2) 110 (48,2)
5G alel 42 (43.,8) 118 (51,8) 0,223
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Analizom dobijenih rezultata, nije uocena statisticki znafajna razlika u distribuciji
genotipova, kao ni alela PAI-1 4G/5G polimorfizma izmedu pacijenata sa dobrim i lo§im oporavkom
nakon IMU lecenog rtPA terapijom. Dobijeni rezultati nisu ukazali ni na postojanje statisticki
znacCajne razlike u distribuciji udruzenih genotipova PAI-1 4G/5G polimorfizma po dominantnom i

recesivnom modelu izmedu pacijenata sa dobrim i loSim oporavkom lecenih rtPA nakon IMU.

U tabeli 19 prikazane su distribucije genotipova za 4G/5G polimorfizam PAI-1 gena u odnosu

na javljanje komplikacija tromboliticke terapije kod pacijenata sa IMU.

Tabela 19. Ucestalosti genotipova PAI-1 4G/5G polimorfizma izmedu pacijenata sa i bez

komplikacija tromboliticke terapije

Komplikacija PAI-1 4G/5G p vrednost
4G/4G 4G/5G 5G/5G
N (%) N (%) N (%)

Hemoragijska transformacija

Da 8 (26,7) 14 (46,7) 8 (26,7)

Ne 30 (22,1) 77 (56,6) 29 (21,3) 0,611
Simptomatska ICH

Da 1(11,1) 6 (66,7) 2(22,2)

Ne 31(23,0) 77 (57,0) 27 (20,0) 0,708
Ostale intrakranijalne
hemoragije

Da 2 (28,6) 2 (28,6) 3(42,9)

Ne 36 (22,6) 89 (56,0) 34 (21,4) 0,300
Sistemsko krvarenje

Da 0 (0) 1 (25,0) 3(75,0)

Ne 38 (23,4) 90 (55,6) 34 (21,0) 0,035
Agitacija

Da 1 (11,1) 3(33,3) 5(55,6)

Ne 37 (23,6) 88 (56,1) 32 (20,3) 0,047
Epilepticki napad

Da 0(0) 0(0) 1 (100,0)

Ne 38 (23,0) 91 (55,2) 36 (21,8) 0,173
Alergija na primenjenu terapiju

Da 2 (50,0) 1 (25,0) 1 (25,0)

Ne 36 (22,2) 90 (55,6) 36 (22,2) 0,369

Nije uocena statisticki znacajna razlika u ucestalosti genotipova PAI-1 4G/5G polimorfizma
izmedu pacijenata sa i bez HT nakon IMU lecenog rtPA terapijom (p=0,611). Statisticki znacajna
razlika se ne uocava ni u ucestalosti genotipova pomenutog polimorfizma izmedu pacijenata sa
razli¢itim podtipovima HT (0,920). Dobijeni rezultati nisu ukazali ni na postojanje statisticki znacajne
razlike u distribuciji udruzenih genotipova PAI-1 4G/5G polimorfizma po dominantnom i recesivhom

modelu izmedu pacijenata sa i bez HT nakon IMU lecenog rtPA terapijom.
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Iako se kod samo Cetiri pacijenta sa IMU lecenih trombolitickom terapijom razvilo sistemsko
krvarenje, postoji statistiCki znacajna razlika u ucestalosti genotipova PAI-1 4G/5G polimorfizma
izmedu pacijenata sa i bez sistemskog krvarenja (p=0,035). Osobe kod kojih se javilo sistemsko
krvarenje statisticki znacajno ¢eS¢e su imale SG/5G genotip PAI-1 4G/5G polimorfizma (p=0,035;
OR=11,294; 95% CI 1,13 - 112,04; RR=3,573). Preciznije, osobe 5G/5G genotipa imaju tri i po puta
veéi rizik da razviju ovu hemoragijsku komplikaciju rtPA u odnosu na osobe 4G/4G 1 4G/5G
genotipa. Dodatno, uocena je statisticki znaCajna razlika u ucestalosti genotipova PAI-1 4G/5G
polimorfizma izmedu pacijenata sa i bez agitacije nakon rtPA terapije (p=0,047), gde su osobe kod
kojih se javila agitacija nakon tromboliticke terapije statisticki znacajno ceS¢e imale SG/5G genotip
(p=0,027; OR=4,882; 95% CI 1,24 - 19,23; RR=2,72). Verovatno¢a da ¢e se kod osoba 5G/5G
genotipa nakon IMU lecenog trombolitickom terapijom javiti komplikacija ove terapije u vidu

agitacije je 2,7 puta veca u odnosu na osobe drugih genotipova ovog polimorfizma.

Anamnesti¢kim podacima za sve pacijente smo prikupili podatke o prethodnim vaskularnim
ishemijskim dogadajima (IMU, TIA i AIM). Analiza razlike ucestalosti genotipova 4G/5G
polimorfizma PAI-1 gena u odnosu na prisustvo prethodnog vaskularnog ishemijskog dogadaja

predstavljena je u tabeli 20.

Tabela 20. Ucestalosti genotipova PAI-1 4G/5G polimorfizma u odnosu na javljanje prethodnih
vaskularnih ishemijskih dogadaja kod pacijenata sa IMU leCenih rtPA

Vaskularni ishemijski dogadaj PAI-1 4G/5G p vrednost
4G/AG 4G/5G 5G/5G
N (%) N (%) N (%)
Prethodni IMU
Da 2 (8,3) 19 (79,2) 3(12,5)
Ne 36 (25,4) 72 (50,7) 34 (23,9) 0,033
Prethodni TTA
Da 3 (15,0) 14 (70,0) 3 (15,0)
Ne 35 (24,0) 77 (52,7) 34 (23,3) 0,347
Prethodni AIM
Da 2 (20,0) 7 (70,0) 1(10,0)
Ne 36 (23,2) 83 (53,5) 36 (23,3) 0,538

Postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti genotipova PAI-1 4G/5G polimorfizma
izmedu pacijenta sa 1 bez prethodnog IMU (p=0,033). Kako je ucestalost heterozigota (4G/5G
genotip) bila najveca, grupisali smo genotipove ispitivanog polimorfizma. Nakon grupisanja
genotipova (4G/5G+5G/5G naspram 4G/4G genotipa), nije uocena statisticki znacajna razlika u
ucestalosti genotipova izmedu pacijenata sa prethodnim IMU i bez njega (p=0,084; OR: 0,27; 95%
CI: 0,06 - 1,19). Sa druge strane, nije uocena statisticki znacajna razlika u ucestalosti genotipova PAI-
1 4G/5G polimorfizma izmedu pacijenta sa i bez prethodnog TIA ili AIM.
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4.1.2. Rezultati ispitivanja ACE I/D (rs4646994) polimorfizama

Izgled ACE 1/D genotipova na 8% poliakrilamidnom gelu predstavljen je na slici 27.

Slika 27. ACE 1/D polimorfizam — izgled gela nakon razdvajanja i bojenja DNK fragmenata
vertikalnom gel-elektroforezom (kolone 1, 4-6, 9 i 10 - pacijenti sa D/D genotipom; kolone 2, 3, 7 -

pacijenti sa I/D genotipom; kolona 8§ - pacijent sa I/l genotipom)

Kod I/D polimorfizma ACE gena, najmanji broj pacijenata je bio homozigotan za I alel
(genotip I/T) i to 26 (15,7%) pacijenata. Pacijenata homozigotnih za D alel (genotip D/D) je bilo 56
(33,7%), dok je hetetrozigota (I/D genotip) bilo najvise, 84 (50,6%) (Grafikon 3). Ucestalosti alela
su izraCunate na osnovu ucestalosti genotipova, gde je ucestalost I alela iznosila 40,9%, dok je

ucestalost D alela bila 59,1%.

ml/l «I/D ~D/D

Grafikon 3. Ucestalosti ACE 1/D genotipova kod pacijenata sa IMU le¢enih rtPA
68



Distribucija genotipova i alela ACE 1/D polimorfizma, kao 1 udruzenih genotipova po
dominantnom i recesivnom modelu u odnosu na oporavak pacijenata sa IMU nakon rtPA terapije,

prikazan je u tabeli 21.

Tabela 21. Ucestalosti genotipova i alela ACE 1/D polimorfizma, kao 1 udruzenih genotipova po

dominantnom i recesivnom modelu u odnosu na oporavak pacijenata sa IMU nakon rtPA terapije

ACE1/D Dobar oporavak | Los oporavak p vrednost
N (%) N (%)

/1 9(18,8) 15 (13,2)

/D 21 (43,8) 62 (54,4) 0,425
D/D 18 (37,5) 37 (32,5)

D/D 18 (37,5) 37 (32,5)

I/I+1/D 30 (62,5) 77 (67,5) 0,536
D/D+1/D 39 (81,3) 99 (86,8)

/1 9 (18,8) 15(13,2) 0,360
I alel 39 (40,6) 92 (40,3)

D alel 57 (59,4) 136 (59,6) 1,0

Nije uocena statisticki znacCajna razlika u ucestalosti genotipova, kao ni alela ACE I/D
polimorfizma izmedu pacijenata sa dobrim i loSim oporavkom. Dodatno smo analizirali distribuciju
udruzenih genotipova ACE /D polimorfizma po recesivnom i dominantnom modelu u odnosu na

oporavak pacijenata, medutim ni u tim slucajevima statisticki znacajna razlika nije dostignuta.

Distribucija genotipova ACE I/D polimorfizma u odnosu na pojavu hemoragijskih, ali i ostalih

komplikacija rtPA terapije kod pacijenata sa IMU prikazane su u tabeli 22.
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Tabela 22. Ucestalosti genotipova ACE 1/D polimorfizma u odnosu na pojavu komplikacija rtPA
terapije kod pacijenata sa IMU

Komplikacija ACE 1/D p vrednost
1 /D D/D
N (%) N (%) N (%)
Hemoragijska transformacija
Da 7(23,3) 16 (53,3) 7 (23,3)
Ne 19 (14,0) 68 (50,0) 49 (36,0) 0,272
Simptomatska ICH
Da 2(22,2) 5(55,6) 2(22,2)
Ne 20 (14,8) 67 (49,6) 48 (35,6) 0,672
Ostale intrakranijalne
hemoragije
Da 1(14,3) 4 (57,1) 2 (28,6)
Ne 25 (15,7) 80 (50,3) 54 (34,0) 0,938
Sistemsko krvarenje
Da 0(0) 0 (0) 4 (100,0)
Ne 26 (16,0) 84 (51,9) 52 (32,1) 0,018
Agitacija
Da 2(22,2) 5(55,6) 2(22,2)
Ne 24 (15,3) 79 (50,3) 54 (34,4) 0,711
Epilepticki napad
Da 0(0) 1 (100,0) 0(0)
Ne 26 (15,8) 83 (50,3) 56 (33,9) 0,612
Alergija na primenjenu terapiju
Da 2 (50,0) 2 (50,0) 0 (0)
Ne 24 (14,8) 82 (50,6) 56 (34,6) 0,107

Uprkos maloj ucestalosti sistemskog krvarenja kod pacijenata sa IMU lecenih rtPA, uoc¢ena
je statisticki znacajna razlika u ucestalosti genotipova ACE I/D polimorfizma izmedu pacijenata sa i
bez sistemskog krvarenja nakon rtPA terapije (p=0,018). Svi pacijenti koji su ispoljili sistemsko
krvarenje imali su D/D genotip (p=0,013; RR=3,038; 95% CI: 2,49 - 3,89). Postoji tri puta veci rizik
da ¢e se kod osoba D/D genotipa nakon IMU lecenog trombolitickom terapijom razviti sistemsko

krvarenje u odnosu na druge genotipove ovog polimorfizma.

Sa druge strane, nije uocena statisticki znacajna razlika u ucestalosti genotipova ACE 1/D
polimorfizma izmedu pacijenata sa 1 bez hemoragijske transformacije nakon tromboliticke terapije
kod pacijenata sa IMU (p=0,272), kao ni izmedu pacijenata sa razli¢itim podtipom hemoragijske
transformacije (p=0,686). Takode, nije uocena statisticka znacajna razlika u ucestalosti genotipova
pomenutog polimorfizma izmedu pacijenata sa 1 bez sICH (p=0,067). Ni analizom ucestalosti
udruzenih genotipova ACE I/D polimorfizma po recesivnom i dominantnom modelu u odnosu na

komplikacije rtPA terapije nije zabeleZena statisticki znacajna razlika.
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Dodatno smo posmatrali distribuciju genotipova udruzenih po recesivnom modelu za ACE
I/D polimorfizam (I/I genotip naspram I/D+D/D genotipova) u odnosu na tezinu IMU. Rezultati su

ilustrovani na grafikonu 4.
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Grafikon 4. Ucestalosti udruzenih genotipova po recesivnom modelu za ACE 1/D

polimorfizam u odnosu na tezinu IMU

Analizom rezultata prikazanih na grafikonu 4 uocCena je statisticki znafajna razlika u
ucestalosti udruzenih genotipova po recesivnom modelu ACE 1/D polimorfizma (I/D 1 D/D genotipovi
naspram I/I genotipa) u odnosu na tezinu IMU (p=0,027). Medutim, iako su svi pacijenti sa teSkim
IMU imali bar jedan alel D, nakon regresione analize, statisticki znacajna povezanost D/D genotipa

sa tezinom IMU nije potvrdena (p=0,308; OR=1,49; 95% CI1 0,70 - 3,18).

Ispitivanje uticaja genotipova ACE I/D polimorfizma na javljanje prethodnih vaskularnih

ishemijskih dogadaja kod pacijenata sa IMU lecenih rtPA predstavljeni su u tabeli 23.
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Tabela 23. Ucestalost genotipova ACE I/D polimorfizma u odnosu na javljanje prethodnih
vaskularnih ishemijskih dogadaja kod pacijenata sa IMU lecenih rtPA

Vaskularni ishemijski dogadaj ACE 1/D p vrednost
1 I/D D/D
N (%) N (%) N (%)

Prethodni IMU

Da 5(20,8) 15 (62,5) 4 (16,7)

Ne 21 (14,8) 69 (48,6) 52 (36,6) 0,158
Prethodni TIA

Da 6 (30,0) 7 (35,0) 7 (35,0)

Ne 20 (13,7) 77 (52,7) 49 (33,6) 0,129
Prethodni AIM

Da 2 (20,0) 6 (60,0) 2 (20,0)

Ne 24 (15,5) 78 (50,3) 53 (34,2) 0,650

Rezultati predstavljeni u tabeli 23 ukazuju da nije uocena statisti¢ki znacajna razlika u
ucestalosti genotipova ACE 1/D polimorfizma izmedu pacijenata sa prethodnim vaskularnim
ishemijskim dogadajem i bez njega. Statisticki znacajna razlika nije uocena ni nakon grupisanja

genotipova po recesivnom, ni po dominantnom modelu.

4.1.3. Rezultati ispitivanja polimorfizama -1575 G/A (rs243866), -1306 C/T (rs243865), -
790 T/G (rs243864) i -735 C/T (rs2285053) MMP-2 gena

Izgled MMP-2 -735 C/T genotipova na 8% poliakrilamidnom gelu predstavljen je na slici 28.

Slika 28. MMP-2 -735 C/T polimorfizam — izgled gela nakon HinfI digestije PCR produkata

(kolone 1-4 1 7-10 - pacijenti sa CC genotipom; kolone 5 i 6 - pacijenti sa CT genotipom)
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Unutar MMP-2 gena analizirali smo Cetiri polimorfizma (rs243866, rs243865, rs243864,
rs2285053). Analizirani polimorfizmi nalaze se u linkidz disekvilibrijumu (engl. linkage

disequilibrium- LD), pa je za njih dodatno uradena analiza haplotipova.

Za ispitivani MMP-2 -1575 G/A polimorfizam, najmanji broj pacijenata, njih petoro (3,0%)
je bilo homozigotno za redi alel A (genotip AA). Ukupno 109 (65,7%) pacijenata je bilo GG genotipa.
Heterozigota (genotip GA) je bilo 52 (31,3%).

Za ispitivani -1306 C/T polimorfizam, najveci broj pacijenata, njih 109 (65,7%) bilo je
homozigotan za C alel (CC genotip), sa druge strane najmanji broj pacijenata, njih petoro (3,0%) je

bilo homozigotno za redi alel T. Ukupno 52 (31,3%) pacijenata su bili heterozigoti (genotip CT).

Za analizirani MMP-2 -790 T/G polimorfizam, 107 (64,5%) pacijenata su bili homozigoti za
alel T (genotip TT). Pacijenata sa TG genotipom je bilo 51 (30,7%), dok je najmanje bilo pacijenata
sa GG genotipom, njih 8 (4,8%).

Nijedan pacijent nije bio homozigot za redi T alel u ispitivanom -735 C/T polimorfizmu
MMP-2 gena. Njih 147 (88,6%) su bili homozigoti za C alel (CC genotip), dok je 19 (11,4%)
pacijenata bilo heterozigot (CT genotip) za ispitivani polimorfizam. Na osnovu ucestalosti genotipova

izraCunate su ucestalosti alela za sve polimorfizme i one su prikazane na grafikonu 5.

100,00% 94;30%

20.00% T8130%  81,30% 79, %o 1980% |

80,00% -

70,00% -

60,00% -

50,00% - Alel 1 (G/C/T/C
A

40,00% - " )
= Alel 2 (A/T/G/T)

30,00% -

o 00(; 18 70% 18 70% 20 200/0

b o
10,00% -

0,00%
1575 G/A 1306 C/T 790 T/G 735 C/T
Polimorfizmi

Grafikon 5. Ucestalosti alela u ispitivanim polimorfizmima MMP-2 gena

Ucestalosti alela, pojedinacnih 1 udruzenih genotipova po dominantnom i recesivnom modelu
analiziranih polimorfizama MMP-2 gena u odnosu na oporavak pacijenata nakon IMU lecenog

trombolitickom terapijom prikazani su u tabeli 24.
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Tabela 24. Ucestalosti genotipova i alela izabranih polimorfizama MMP-2 gena, kao 1 ucestalosti

genotipova udruzenih po dominantnom i recesivnom modelu u odnosu na oporavak pacijenata sa

IMU nakon rtPA terapije
MMP-2 Dobar oporavak | Los oporavak p vrednost
polimorfizmi N (%) N (%)
-1575 G/A
GG 31 (64,6) 75 (65,8)
GA 15 (31,2) 36 (31,6) 0,875
AA 2(4,2) 3(2,6)
GG 17 (35.4) 39 (34,2)
GA+AA 31 (64,4) 75 (65,8) 0,883
GG+GA 46 (95,8) 111 (97,4)
AA 2(4,2) 3(2,6) 0,606
G alel 77 (80,2) 186 (81,6)
A alel 19 (19,8) 42 (18,4) 0,876
-1306 C/T
CC 31 (64,6) 75 (65,8)
CT 15(31,2) 36 (31,6) 0,875
TT 2(4,2) 3(2,6)
CC 17 (35,4) 39 (34,2)
CT+TT 31 (64,4) 75 (65,8) 0,883
CC+CT 46 (95,8) 111 (97,4)
TT 2(4,2) 3(2,6) 0,606
C alel 77 (80,2) 186 (81,6)
T alel 19 (19,8) 42 (18.4) 0,876
-790 T/G
TT 31 (64,6) 73 (64,0)
TG 14 (29,2) 36 (31,6) 0,859
GG 3(6,3) 3(6,3)
TT 31 (64,6) 73 (64,0)
TG+GG 17 (35,4) 41 (36,0) 0,947
TT+TG 45 (93,8) 5(95,6)
GG 3(6,3) 544 0,617
T alel 76 (79,2) 182 (81,2)
G alel 20 (20,8) 42 (18,8) 0,758
=735 C/T
CcC 42 (87,5) 101 (88,6)
CT 6 (12,5) 13 (11,4) 0,843
C alel 90 (93,8) 215 (94,3)
T alel 6 (6,2) 13 (5,7) 1,0
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Interpretacijom dobijenih rezultata za ispitivane polimorfizme MMP-2 gena utvrdeno je da ne
postoji statisti¢ki znacajna razlika u distribuciji genotipova, kao ni alela izmedu pacijenata sa dobrim
i loSim oporavkom nakon IMU lecenog trombolitickom terapijom. Razlika se ne uocava ni nakon

grupisanja genotipova po dominantnom ili recesivnom modelu.

Takode, analizirali smo uticaje genotipova svih ispitivanih polimorfizama MMP-2 gena u

odnosu na pojavu komplikacija tromboliticke terapije.

Nije uocena statisticki znacajna razlika u ucestalosti genotipova ni za jedan od ispitivanih
polimorfizama MMP-2 gena izmedu pacijenata sa i bez komplikacija rtPA terapije. Ucestalosti
genotipova MMP-2 -1575 G/A 1 -1306 C/T polimorfizama u odnosu na prisutne komplikacije
tromboliticke terapije prikazane su u tabeli 25. U tabeli 26 su prikazane ucestalosti genotipova -790
T/G polimorfizma u odnosu na komplikacije izazvane rtPA terapijom, dok su u tabeli 27 predstavljene
za -735 C/T polimorfizam. Statisticki zna€ajna razlika se ne uo€ava ni nakon grupisanja genotipova

po dominantnom ili recesivnom modelu ni za jedan polimorfizam.

Tabela 25. Ucestalosti genotipova 1575 G/A 1-1306 C/T MMP-2 polimorfizama u odnosu na pojavu

komplikacija tromboliti¢ke terapije kod pacijenata sa IMU

Komplikacija MMP-2 -1575 G/A /-1306 C/T p vrednost
GG/ CC GA/CT AA/TT
N (%) N (%) N (%)

Hemoragijska transformacija

Da 22 (73,3) 8 (26,7) 0 (0)

Ne 87 (64,0) 44 (32.4) 53,7 0,431
Simptomatska ICH

Da 6 (66,7) 3(33,3) 0(0)

Ne 87 (64,4) 43 (31,9) 5@3,7) 0,841
Ostale intrakranijalne
hemoragije

Da 3 (42,9) 4 (57,1) 0(0)

Ne 106 (66,7) 48 (30,2) 5@, 0,308
Sistemsko krvarenje

Da 4 (100) 0(0) 0(0)

Ne 105 (64,8) 52 (32,1) 5@, 0,342
Agitacija

Da 7(77,8) 2(22,2) 0 (0)

Ne 102 (65,0) 50 (31,8) 53,2 0,687
Epilepticki napad

Da 1 (100,0) 0(0) 0(0)

Ne 108 (65,5) 52 (31,5) 5(3,0) 0,769
Alergija na primenjenu terapiju

Da 1 (25,0) 3(75,0) 0(0)

Ne 108 (66,7) 49 (30,2) 5@3,1) 0,161
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Dodatnim analizama nije uo¢ena ni statisticki znacajna razlika u ucestalosti genotipova -1575
G/A 1-1306 C/T MMP-2 polimorfizama izmedu pacijenata sa razli€itim podtipovima hemoragijske
transformacije (p=0,664). Ni nakon grupisanja genotipova po dominantnom, odnosno recesivnom
modelu nije uocena statisticki znacajna razlika u distribuciji genotipova pomenutih polimorfizama

izmedu pacijenata sa i bez komplikacija tromboliticke terapije nakon IMU.

Sa druge strane, svih sedam pacijanata sa parenhimskih hematomom tip 1 je imalo bar jedan
alel A -1575 G/A polimorfizma (GA i AA genotipovi), odnosno T alel -1306 C/T polimorfizma (CT

1 TT genotipovi), medutim statistiCka znacajnost se nije dostigla (p=0,051).

Tabela 26. Ucestalosti genotipova MMP-2 -790 T/G polimorfizma u odnosu na pojavu komplikacija
tromboliticke terapije kod pacijenata sa IMU

Komplikacija MMP-2 -790 T/G p vrednost
TT TG GG
N (%) N (%) N (%)

Hemoragijska transformacija

Da 22 (73,3) 7 (23,3) 1(3,4)

Ne 85 (62,5) 44 (32.4) 7 (5,1) 0,531
Simptomatska ICH

Da 6 (66,7) 3(33,3) 0(0)

Ne 85 (63,0) 43 (31,9) 7(5,2) 0,782
Ostale intrakranijalne
hemoragije

Da 3 (42,9) 4 (57,1) 0(0)

Ne 104 (65.,4) 47 (29,6) 8 (5,0) 0,281
Sistemsko krvarenje

Da 4 (100) 0 (0) 0 (0)

Ne 103 (63,6) 51 (31,5) 8 (4,9) 0,323
Agitacija

Da 7(77,8) 2(22,2) 0(0)

Ne 100 (63,7) 49 (31,2) 8 (5,1) 0,624
Epilepticki napad

Da 1 (100,0) 0 (0) 0 (0)

Ne 106 (64,2) 51(30,9) 8 (4,8) 0,758
Alergija na primenjenu terapiju

Da 1 (25,0) 2 (50,0) 1 (25,0)

Ne 106 (65,4) 49 (30,2) 7(4.4) 0,084

Kao 1 kod prethodna dva ispitivana polimorfizma MMP-2 gena, ni u slu¢aju -790 T/G MMP-
2 polimorfizma nije uocena statisticki znacajna razlika u ucestalosti genotipova izmedu pacijenata sa
razli¢itim podtipovima hemoragijske transformacije (p=0,467). Dodatno smo analizirali distribuciju
udruzenih genotipova MMP-2 -790 T/G polimorfizma po recesivnhom i dominantnom modelu u
odnosu na javljanje komplikacija tromboliticke terapije, medutim ni u tim slucajevima statistic¢ki

znacajna razlika nije uocena.
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Medutim, postoji statisticki znaCajna razlika u ucestalosti grupisanih genotipova po
recesivnom modelu MMP-2 -790 T/G polimorfizma (TT genotiip naspram TG+GG genotipova)
izmedu pacijenata sa parenhimskim hematomom tip 1 i bez njega (p=0,045). Svih sedam pacijenata
sa PH-1 imalo je TT genotip ispitivanog polimorfizma, medutim nakon analize odnosa Sansi 1 rizika,

ova znacajnost se ne potvrduje.

Tabela 27. Ucestalosti genotipova MMP-2 -735 C/T polimorfizma u odnosu na pojavu komplikacija
tromboliticke terapije kod pacijenata sa IMU

Komplikacija MMP-2 -735 C/T p vrednost
CcC CT
N (%) N (%)
Hemoragijska transformacija
Da 27 (90,0) 3 (10,0)
Ne 120 (88,2) 16 (11,8) 0,783
Simptomatska ICH
Da 9 (100,0) 0 (0)
Ne 119 (88,1) 16 (11,9) 0,273
Ostale intrakranijalne
hemoragije
Da 7 (100,0) 0 (0)
Ne 140 (88,1) 19 (11,9) 0,331
Sistemsko krvarenje
Da 3 (75,0) 1 (25,0)
Ne 144 (88,9) 18 (11,1) 0,389
Agitacija
Da 7(77,8) 2(22,2)
Ne 140 (89,2) 17 (10,8) 0,296
Epilepticki napad
Da 1 (100,0) 0(0)
Ne 146 (88,5) 19 (11,5) 0,718
Alergija na primenjenu terapiju
Da 4 (100,0) 0 (0)
Ne 143 (88,3) 19 (11,7) 0,467

Iako su svi pacijenti sa nekom drugom intrakranijalnom hemoragijom, kao 1 simptomatskom
ICH imali CC genotip -735 C/T MMP-2 polimorfizma, statisticka znacajna razlika u ucestalosti
genotipova -735 C/T MMP-2 polimorfizma izmedu pacijenata sa i1 bez intrakranijalne hemoragije,
kao 1 izmedu pacijenata sa i bez sSICH nije dostignuta (p=0,331, p=0,273, respektivno). Ne uocava se
ni statistiCki znacajna razlika u ucestalosti genotipova -735 C/T MMP-2 polimorfizma izmedu

pacijenata sa razli¢itim podtipovima hemoragijske transformacije (p=0,854).

Dodatno smo za sve odabrane polimorfizme MMP-2 gena analizirali distribuciju njihovih

genotipova u odnosu na postojanje prethodnog vaskularnog ishemijskog dogadaja. U tabeli 28
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predstavljeni su rezultati za -1575 G/A 1 -1306 C/T MMP-2 polimorfizme, u tabeli 29 za MMP-2 -
790 T/G polimorfizam, dok su u tabeli 30 za MMP-2 -735 C/T polimorfizam.

Tabela 28. Distribucija genotipova MMP-2 -1575 G/A i -1306 C/T polimorfizama u odnosu na
postojanje prethodnih vaskularnih ishemijskih dogadaja kod pacijenata sa IMU lecenih rtPA

Vaskularni ishemijski dogadaj MMP-2 -1575 G/A /-1306 C/T p vrednost
GG/ CC GA/CT AA/TT
N (%) N (%) N (%)
Prethodni IMU
Da 9(37,5) 15 (62.5) 0(0)
Ne 100 (70,4) 37 (26,1) 5(3,5) 0,002
Prethodni TIA
Da 12 (60,0) 7 (35,0) 1(5,0)
Ne 97 (66,5) 45 (30,8) 4(2,7) 0,776
Prethodni AIM
Da 7 (70,0) 3 (30,0) 0(0)
Ne 102 (65,8) 48 (31,0) 5(3,2) 0,839

Uocena je statisticki znacajna razlika u ucestalosti genotipova -1575 G/A i -1306 C/T MMP-
2 polimorfizama izmedu pacijenata sa prethodnim ishemijskim mozdanim udarom i bez njega
(p=0,002). Osobe kojima je ovo bio ponovljeni IMU statisti¢ki znac¢ajno rede su imale GG genotip -
1575 G/A polimorfizma ili CC genotip -1306 C/T polimorfizma (p=0,003; OR=0,252; 95% CI1 0,102
—0,620; RR=0,53). Sa druge strane, statisticka znacajnost nije uoc¢ena u ucestalosti genotipova -1575
G/A 1-1306 C/T MMP-2 polimorfizama izmedu pacijenata sa i bez prethodnog AIM i TIA, ni nakon

grupisanja genotipova po recesivnom, ni po dominantnom modelu.

Tabela 29. Distribucija genotipova MMP-2 -790 T/G polimorfizma u odnosu na postojanje
prethodnih vaskularnih ishemijskih dogadaja kod pacijenata sa IMU le€enih rtPA

Vaskularni ishemijski dogadaj MMP-2 -790 T/G p vrednost
TT TG GG
N (%) N (%) N (%)
Prethodni IMU
Da 10 (41,7) 13 (54,2) 1(4,1)
Ne 97 (68.3) 38 (26,8) 74,9 0,026
Prethodni TTA
Da 11 (55,0) 8 (40,0) 1(5,0)
Ne 96 (65,8) 43 (29.,5) 7 (4,8) 0,621
Prethodni AIM
Da 7 (70,0) 3(30,0) 0(0)
Ne 100 (64.5) 48 (30,8) 7(4.,5) 0,780

Postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti genotipova -790 T/G MMP-2 polimorfizma
izmedu pacijenata sa i bez prethodnog IMU (p=0,026). Osobe koje su imale prethodni IMU statisticki
znacajno rede su imale TT genotip ispitivanog polimorfizma (p=0,019; OR=0,331; 95% CI 0,136 -
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0,803; RR=0,61). Statisticka znacajnost nije uocena u ucestalosti genotipova -790 T/G polimorfizma
izmedu pacijenata sa i bez prethodnog AIM i1 TIA, ni nakon grupisanja genotipova po recesivhom, ni

po dominantnom modelu.

Tabela 30. Distribucija genotipova -735 C/T MMP-2 polimorfizma u odnosu na postojanje
prethodnih vaskularnih ishemijskih dogadaja kod pacijenata sa IMU leCenih rtPA

Vaskularni ishemijski dogadaj MMP-2 -735 C/T p vrednost
CcC CT
N (%) N (%)

Prethodni IMU

Da 20 (83,3) 4 (16,7)

Ne 127 (89.,4) 15 (10,6) 0,385
Prethodni TIA

Da 18 (90,0) 2 (10,0)

Ne 129 (88.,4) 17 (11,6) 0,829
Prethodni AIM

Da 8 (80,0) 2 (20,0)

Ne 138 (89,0) 17 (11,0) 0,386

Rezultati predstavljeni u tabeli 30 ukazuju da ne postoji statisticki znaCajna razlika u
distribuciji genotipova MMP-2 -735 C/T polimorfizma izmedu pacijenata sa i bez prethodnih
vaskularnih ishemijskih dogadaja, kao ni nakon grupisanja genotipova po recesivhom, ni po

dominantnom modelu.

4.1.3.1.  Analiza haplotipova izabranih polimorfizama MMP-2 gena (rs243866,
rs243865, rs243864, rs2285053)

S obzirom da se analizirani polimorfizmi MMP-2 gena nalaze u linkidZ disekvilibrijumu, za
njih smo dodatno uradili analizu haplotipova. Dobijene D’ i r* vrednosti predstavljene su na slici 29.
Postojanje jakog haplotipskog bloka utvrdeno je izmedu polimorfizama -1306 C/T (rs243865) 1 -790
T/G (rs243864) MMP-2 gena koristeci ,,Confidence intervals LD (Gabriel et al)’” metode. Ucestalosti

svih analiziranih haplotipova ne odsupaju od Hardi-Vajnbergovog ekvilibrijuma.
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rs243866
rs243865
rs243864
rs2285053
rs243866
rs243865
rs243864
rs2285053

Block 1 (0 kk)

Block 1 (0 kk)

o
o

Slika 29. Vrednosti a) D’ i b) 12 analiziranih MMP-2 polimorfizama. a) Intenzitet crvene boje i
brojevi u poljima pokazuju vrednosti D’ (intenzivno crvena boja oznac¢ava D’=100% sa LOD>2,
smanjenje intenziteta boje ukazuje na smanjenje vrednosti D). b) Nijanse sive boje i brojevi u

poljima pokazuju vrednosti r* (tamnije sivo oznacava veée vrednosti r2).

Na osnovu dobijenih rezultata vezanih za prisustvo ispitivanih polimorfizama u genu za
MMP-2, kod ukupno 166 pacijenata sa IMU leCenih rtPA, utvrdeni su haplotipovi i njihova ucestalost.

Rezultati analize su ilustrovani na grafikonu 6.

EGCTC mATGC = GCTT mGCGC

Grafikon 6. Haplotipovi i njihova ucestalost kod pacijenata sa IMU lecenih rtPA dobijenih

na osnovu analiziranih polimorfizama u genu za MMP-2



Za 162 pacijenata smo imali podatke o oporavku tri meseca nakon IMU 1 za njih je uradena

analiza haplotipova. Rezultati su predstavljeni su tabeli 31.

Tabela 31. Ucestalosti haplotipova izabranih polimorfizama MMP-2 gena (rs243866, rs243865,
15243864, rs2285053) u odnosu na oporavak pacijenata sa IMU nakon rtPA terapije

Haplotip | Dobar oporavak Los oporavak p vrednost
(o) (%)

GCTC 73,5 72,8 0,981

ATGC 19,2 16,2 0,439

GCTT 5,6 53 0,725

GCGC 1,0 1,7 0,627

GTGC 1,4

Analizom rezultata, nismo uocili statisticki znacajnu razliku u ucestalosti haplotipova

izabranih polimorfizama MMP-2 gena izmedu pacijenata sa dobrim i loSim oporavkom.

Rezultati ispitivanja haplotipova polimorfizama MMP-2 gena (rs243866, rs243865, rs243864,
rs2285053) u odnosu na pojavu hemoragijskih komplikacija tromboliticke terapije su predstavljeni u

tabeli 32.
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Tabela 32. Ucestalosti haplotipova izabranih polimorfizama MMP-2 gena (rs243866, rs243865,

15243864, rs2285053) u odnosu na hemoragijske komplikacije tromboliticke terapije kod pacijenata

sa IMU

Hemoragijske komplikacije rtPA

MMP-2 haplotipovi
(rs243866, rs243865, rs243864, rs2285053)

GCTC ATGC GCTT GCGC
(%) (%) (%) (%)
Hemoragijska transformacija (ukupno)
Da 78,3 13,3 5,0 1,7
Ne 72,0 18,0 5,5 1,5
p vrednost 0,319 0,382 0,875 0,929
Hemoragijski infarkt tip 1
Da 71,4 214 7,1 /
Ne 73,2 16,9 53 1,6
p vrednost 0,879 0,664 0,770 0,636
Hemoragijski infarkt tip 2
Da 83,3 11,1 / 5,6
Ne 72,6 17,5 5,7 1,3
p vrednost 0,317 0,477 0,296 0,159
Parenhimski hematom tip 1
Da 87,5 / 12,5 /
Ne 72,3 17,9 53 1,6
p vrednost 0,09 0,09 0,77 0,636
Parenhimski hematom tip 2
Da 64,3 21,4 7,1 /
Ne 73,6 16,9 53 1,6
p vrednost 0,442 0,664 0,77 0,636
sICH
Da 83,3 16,7 / /
Ne 72,6 17,2 5,7 1,6
p vrednost 0,478 0,727 0,269 0,565
Ostale intrakranijalne hemoragije
Da 71,4 28,6 / /
Ne 73,2 16,6 5,7 1,6
p vrednost 0,879 0,247 0,360 0,636
Sistemsko krvarenje
Da 80,0 / 20,0 /
Ne 72,8 17,6 5,2 1,5
p vrednost 0,354 0,193 0,370 0,723

Analizom rezultata iz tabele 32 uoceno je da ne postoji statisticki zna¢ajna razlika u ucestalosti

haplotipova (rs243866, rs243865, rs243864, rs2285053) MMP-2 gena 1 pojave hemoragijskih

komplikacija nakon tromboliti¢ke terapije kod pacijenata sa IMU. Iako je ucestalost parenhimskog

hematoma tip 1 najveca kod osoba GCTC haplotipa, statistiCka znaCajnost nije dostignuta (p=0,09).

Dodatno smo izvrs$ili analizu MMP-2 haplotipova (1rs243866, 15243865, rs243864) u odnosu

na javljanje parenhimskog hematoma tip 1. Rezultati su predstavljeni u tabeli 33.
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Tabela 33. Ucestalosti haplotipova izabranih polimorfizama MMP-2 gena (rs243866, rs243865,

1s243864) u odnosu na pojavu parenhimskog hematoma tip 1 nakon tromboliti¢ke terapije kod

pacijenata sa IMU
Hemoragijske komplikacije rtPA MMP-2 haplotipovi
(rs243866, rs243865, rs243864)
GCT ATG GCG
(%) (%) (%)
Parenhimski hematom tip 1
Da 100 / /
Ne 77,6 17,9 1,6
p vrednost 0,046 0,08 0,636

Svi pacijenti kod kojih se formirao parenhimski hematom tip 1, kao komplikacija
tromboliticke terapije, imali su GCT haplotip (rs243866, rs243865, rs243864), sto je statisticki
znacajno ¢es¢e u odnosu na pacijente koji nisu razvili ovu hemoragijsku komplikaciju rtPA terapije

(p=0,046).

Distribucija haplotipova (rs243866, rs243865, rs243864, 1s2285053) MMP-2 gena u odnosu
na pojavu nehemoragijskih komplikacija tromboliticke terapije kod pacijenata sa ishemijskim

mozdanim udarom predstavljena je u tabeli 34.

Tabela 34. Ucestalost haplotipova izabranih polimorfizama MMP-2 gena (rs243866, 1s243865,
1s243864, rs2285053) u odnosu na pojavu nehemoragijskih komplikacija rtPA terapije kod pacijenata
sa IMU

Nehemoragijske komplikacije MMP-2 haplotipovi
rtPA (rs243866, rs243865, rs243864, rs2285053)
GCTC ATGC GCTT GCGC
(%) (%) (%) (%)
Agitacija
Da 77,8 11,1 11,1 /
Ne 72,9 17,5 5,1 1,6
p vrednost 0,650 0,485 0,272 0,589
Alergija na primenjenu
terapiju
Da 50,0 37,0 0,5 12,5
Ne 73,7 16,6 5,6 1,2
p vrednost 0,134 0,127 0,493 0,011

Analiza podataka iz tabele 34 pokazala je da su osobe kod kojih se razvila alergijska reakcija

na rtPA statisti¢ki znacajno ¢es¢e imale GCGC haplotip (p=0,011).

Zbog malih ucestalosti, analiza uticaja haplotipova (rs243866, 1s243865, rs243864,

rs2285053) MMP-2 gena na pojavu epilepti¢kih napada nakon rtPA terapije nije uradena.
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Sprovedena je 1 dodatna analiza haplotipova (rs243866, rs243865, rs243864) MMP-2 gena u

odnosu na pojavu alergijske reakcije nakon rtPA. Rezultati su napisani u tabeli 35.

Tabela 35. Ucestalost haplotipova izabranih polimorfizama MMP-2 gena (rs243866, 1s243865,

rs243864) u odnosu na pojavu alergijskih reakcija na tromboliticku terapiju kod pacijenata sa IMU

Nehemoragijske komplikacije rtPA MMP-2 haplotipovi
(rs243866, 152438635, 1s243864)
GCT ATG GCG
(%) (%) (%)
Alergija na primenjenu terapiju
Da 50,0 37,5 12,5
Ne 79,3 16,6 1,2
p vrednost 0,046 0,127 0,01

Analizom dobijenih rezultata moze se zakljuciti da su osobe kod kojih se javila alergijska
reakcija nakon tromboliticke terapije statisti¢ki znacajno ceS¢e imale GCG haplotip (rs243866,

1s243865, 1s243864) MMP-2 gena (p=0,01) 1 statisti¢ki znacajno rede imale GCT haplotip (rs243866,

1s243865, 1s243864) MMP-2 gena od osoba bez alergijske reakcije nakon rtPA terapije.

Takode smo analizirali distribuciju MMP-2 haplotipova (rs243866, rs243865, rs243864,

1s2285053) u odnosu na prisustvo prethodnih vaskularnih ishemijskih dogadaja (IMU, TIA, AIM)

(Tabela 36).

Tabela 36. Ucestalost MMP-2 haplotipova (15243866, 15243865, 15243864, 1s2285053) u odnosu na

prisustvo prethodnih vaskularnih ishemijskih dogadaja

Nezeljeni MMP-2 haplotipovi
ishemijski dogadaj (rs243866, rs243865, rs243864, rs2285053)
GCTC ATGC | GCTT | ACGC | GCGC | ATTT | GTGC
(%) (%) (%) (%) () | (B) | ()
Prethodni IMU
Da 60,4 25,0 6,3 42 2,1 2,1 /
Ne 75,3 15,8 5,3 / 1,4 / 1,1
p vrednost 0,029 0,121 0,783 0,703
Prethodni TIA
Da 70,0 20,0 5,0 2,5 2,5 / /
Ne 73,6 16,8 5,5 / 1,4 / 1,0
p vrednost 0,623 0,609 0,901 0,562
Prethodni AIM
Da 75,0 15,0 10,0 / / / /
Ne 73,5 17,0 5,2 / 1,3 / 1,0
p vrednost 0,884 0,819 0,365 0,607

Analizom rezultata predstavljenih u tabeli 36 uocili smo da su pacijenti kojima je ovo bio

rekurentni IMU statisticki znacajno rede imali GCTC haplotip (75,3% prema 60,4%, p=0,029). Sa
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druge strane, deluje da je ATGC haplotip faktor rizika za ponovni IMU, ali statisticka znacCajnost se

nije dostigla (p=0,121).
4.1.4. Rezultati ispitivanja MMP-9 -1562 C/T (rs3918242) polimorfizma

Izgled MMP-9 -1562 C/T genotipova na 8% poliakrilamidnom gelu prikazan je na slici 30.

Slika 30. MMP-9 -1562 C/T polimorfizam — izgled gela nakon Spil digestije PCR produkata
(kolone 2, 5-7,91 10 - pacijenti sa CC genotipom; kolone 3 1 8 - pacijenti sa CT genotipom; kolona
4 - pacijent sa TT genotipom)

Kod analiziranog MMP-9 -1562 C/T polimorfizma, ¢ak 128 (77,1%) pacijenta su bili
homozigoti za C alel (CC genotip). Heterozigota je bilo njih 35 (21,1%) (genotip CT), dok je najmanji
broj pacijenata bio homozigotan za T alel, njih troje (1,8%) (Grafikon 7). Na osnovu ucestalosti
genotipova, odredili smo 1 ucestalosti alela ispitivanog polimorfizma. Ucestalost C alelne varijante je

bila 87,6%, dok je ucestalost T alela iznosila 12,4%.
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Grafikon 7. Ucestalosti -1562 C/T MMP-9 genotipova kod pacijenata sa IMU lecenih rtPA

Ucestalosti alela, pojedina¢nih i udruzenih genotipova za MMP-9 -1562 C/T polimorfizam u

odnosu na oporavak pacijenata sa IMU lecenih rtPA predstavljeni su u tabeli 37.

Tabela 37. Ucestalosti genotipova 1 alela MMP-9 -1562 C/T polimorfizma, kao i ucestalosti

udruzenih genotipova po dominantnom i recesivnom modelu u odnosu na oporavak pacijenata sa

IMU nakon rtPA terapije
-1562 C/T MMP-9 Dobar oporavak | Lo§ oporavak p vrednost

N (%) N (%)

CcC 34 (70,8) 91 (79,8)

CT 14 (29,2) 20 (17,5) 0,150

TT 0(0) 32,7

CcC 34 (70,8) 91 (79,8)

CT+TT 14 (29,2) 23 (20,2) 0,213

CC+CT 48 (100) 111 (97,4)

TT 0(0) 3(2,6) 0,257

C alel 82 (85.4) 202 (89,8)

T alel 14 (14,6) 23 (10,2)8 0,339

Iako su svi pacijenti sa TT genotipom imali lo§ oporavak, razlika u ucestalosti genotipova i
alela MMP-9 -1562 C/T polimorfizma izmedu pacijenata sa dobrim i lo§im oporavkom nakon IMU
leCenog trombolitickom trapijom nije dostigla statisticku znacajnost (p=0,150). Razlika se ne uocava

ni nakon grupisanja genotipova po dominantnom ili recesivnom modelu.
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Kao i1 kod prethodnih polimorfizama, analizirali smo ucestalosti genotipova MMP-9 -1562
C/T polimorfizma u odnosu na pojavu komplikacija nakon rtPA terapije (Tabela 38), ali i u odnosu
na prisustvo prethodnih vaskularnih ishemijskih dogadaja kod pacijenata sa ishemijskim mozdanim

udarom (Tabela 39).

Tabela 38. Ucestalosti genotipova MMP-9 -1562 C/T polimorfizma u odnosu na pojavu komplikacija
tromboliticke terapije kod pacijenata sa IMU

Komplikacija MMP-9 -1562 C/T p vrednost
CC CT TT
N (%) N (%) N (%)

Hemoragijska transformacija

Da 25 (83.,3) 4 (13,3) 1(3,3)

Ne 103 (75,7) 31(22,8) 2 (66,7) 0,428
sICH

Da 6 (66,7) 2(22,2) 1(11,1)

Ne 102 (75,6) 31(23,0) 2(1,4) 0,146
Ostale intrakranijalne
hemoragije

Da 5(71,4) 1(14,3) 1(14,3)

Ne 123 (77,4) 34 (21,4) 2 (1,3) 0,039
Sistemsko krvarenje

Da 3 (75,0) 1 (25,0) 0 (0)

Ne 125 (77,2) 34 (21,0) 3 (1,8) 0,948
Agitacija

Da 7(77,8) 2(22,2) 0(0)

Ne 121 (77,1) 33 (21,0) 3(1,9) 0,915
Epilepticki napad

Da 1 (100,0) 0(0) 0(0)

Ne 127 (77,0) 35(21,2) 3(1,8) 0,861
Alergija na primenjenu terapiju

Da 4 (75,0) 0(0) 0(0)

Ne 124 (76,5) 35(21,6) 3(1,9) 0,544

Analizom rezultata iz tabele 38, uocena je statisti¢ki znacajna razlika u ucestalosti genotipova
MMP-9 -1562 C/T polimorfizma izmedu pacijenata sa i bez neke druge intrakranijalne hemoragije
(p=0,039). Osobe kod kojih se razvila neka druga intrakranijalna hemoragija nakon rtPA terapije
statisticki zna€ajno ¢eS¢e su imale TT genotip ispitivanog polimorfizma (p=0,047; OR=13,08; 95%

CI 1,04-165,09).

Nije uocena statistiCki znaCajna razlika u ucestalosti genotipova MMP-9 -1562 C/T
polimorfizma izmedu pacijenata sa i bez sICH (p=0,146). Medutim, nakon grupisanja genotipova po
dominantnom modelu (TT naspram CC+CT), uocava se statisticki znacajna razlika u distribuciji
genotipova pomenutog polimorfizma izmedu pacijenata sa i bez sICH (p=0,050). Osobe kod kojih se

javila sICH nakon tromboliti¢ke terapije statisti¢ki znacajno ¢es¢e su imale TT genotip MMP-9 -1562
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C/T polimorfizma. Medutim, analiza odnosa Sansi 1 rizika nije potvrdila ovu statisticku znacajnost

(p=0,097; OR=8,31; 95% CI1 0,68 -101,70).

Sa druge strane, nije uoCena statisticki znacajna razlika u ucestalosti genotipova ispitivanog
polimorfizma izmedu pacijenata sa i bez hemoragijske transformacije (p=0,428). Statisticki znacajna
razlika se ne uocava ni u ucestalosti genotipova pomenutog polimorfizma izmedu pacijenata sa
razli¢itim podtipovima HT (p=0,316), kao ni nakon grupisanja genotipova po dominantnom, odnosno

recesivnom modelu.

Dodatnim statistickim analizama unutar podgrupa hemoragijske transformacije, uoceno je da
postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti genotipova MMP-9 -1562 C/T polimorfizma izmedu
pacijenata sa i bez parenhimskog hematoma tip 2 (p=0,019). Osobe sa parenhimskim hematomom tip
2 statisti¢ki znacajno cescée su imale TT genotip ispitivanog polimorfizma (p=0,011; OR=11,083; CI

95% 1,037-165,094) u odnosu na pacijente drugih genotipova.

U tabeli 39 su predstavjene distribucije genotipova MMP-9 -1562 C/T polimorfizma u odnosu
na postojanje prethodnih vaskularnih ishemijskih dogadaja kod pacijenata sa IMU lecenih rtPA.

Tabela 39. Ucestalosti genotipova MMP-9 -1562 C/T polimorfizma u odnosu na postojanje
prethodnih vaskularnih ishemijskih dogadaja kod pacijenata sa IMU lecenih rtPA

Vaskularni ishemijski dogadaj MMP-9 -1562 C/T p vrednost
CC CT TT
N (%) N (%) N (%)

Prethodni IMU

Da 20 (83,3) 4 (16,7) 0(0)

Ne 108 (76,1) 31 (21,8) 32,1 0,635
Prethodni TIA

Da 13 (65,0) 7 (35,0) 0 (0)

Ne 115 (78.,8) 28 (19,2) 3(2,0) 0,231
Prethodni AIM

Da 9 (90,0) 1 (10,0) 0(0)

Ne 118 (76,1) 34 (21,9) 3(1,9) 0,589

Analizom rezultata iz tabele 39 nije uoCena statistiCki znacajna razlika u ucestalosti
genotipova MMP-9 -1562 C/T polimorfizma izmedu pacijenata sa i bez prethodnih vaskularnih
ishemijskih dogadaja. Statisticka znacajnost se ne dostize ni nakon grupisanja genotipova po

dominantnom, odnosno recesivnom modelu.
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4.1.5. Rezultati ispitivanja polimorfizama TIMP-2 -418 G/C (rs8179090) i -303 C/T
(rs2277698)

Za ispitivani polimorfizam -418 G/C TIMP-2 gena svih 166 pacijenata je imalo isti genotip
(GG). Ovi rezultati su u saglasnosti sa objavljenim ucestalostima za ispitivani polimorfizam za

evropsku populaciju u NCBI bazi (distribucija G alela u populaciji Evrope je 99%).

Sto se ti¢e TIMP-2 -303 C/T polimorfizma, 120 (72,3%) pacijenata su bili homozigoti za C
alel (genotip CC). Genotip CT je imalo 40 (24,1%) pacijenata, dok je Sest (3,6%) pacijenata bilo
homozigotno za redi alel T (genotip TT) (Grafikon 8). Na osnovu analiziranih genotipova, utvrdene
su ucestalosti alela za naSu studijsku grupu. Ucestalost C alela je iznosila 84,3%, dok je ucestalost T

alela bila 15,7%.

mCC uCT °TT

Grafikon 8. Ucestalosti 7IMP-2 -303 C/T genotipova kod pacijenata sa IMU lecenih rtPA

Za ispitivani polimorfizam analizirali smo uticaj alela, pojedina¢nih i udruZenih genotipova
po recesivnom i dominantnom modelu u odnosu na oporavak pacijenata nakon IMU lecenog rtPA.

Rezultati navedenih analiza predstavljeni su u tabeli 40.
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Tabela 40. Distribucija genotipova i alela TIMP-2 -303 C/T polimorfizma, kao i udruzenih

genotipova po dominantnom i recesivnom modelu u odnosu na oporavak pacijenata sa IMU nakon

rtPA terapije

TIMP-2 -303 C/T Dobar oporavak | Los oporavak p vrednost

N (%) N (%)

CcC 31 (64,6) 86 (75,4)

CT 14 (29,2) 25(21,9) 0,289

TT 3(6,2) 32,7

CcC 31 (64,6) 86 (75,4)

CT+TT 17 (35,4) 28 (24,6) 0,159

CC+CT 45 (93,8) 111 (97,4)

1T 3(6,3) 3(2,6) 0,265

C alel 76 (79,2) 197 (86,4)

T alel 20 (20,8) 31 (13,6) 0,132

Nije uocena statisticki znacajna razlika u distribuciji genotipova i alela 7IMP-2 -303 C/T

polimorfizma izmedu pacijenata sa dobrim 1 loSim oporavkom nakon IMU le¢enog trombolitickom

terapijom. Razlika se ne uocava ni nakon grupisanja genotipova po dominantnom ili recesivnom

modelu, iako je dobar oporavak zabelezen kod skoro dvostruko vise pacijenata koji nisu bili nosioci

T alela (CC prema CT+TT) (p=0,159).

Ispitivali smo distribuciju genotipova TIMP-2 -303 C/T polimorfizma u odnosu na pojavu

komplikacija rtPA terapije kod pacijenata sa IMU (Tabela 41), ali 1 u odnosu na prethodno javljanje

nekog vaskularnog ishemijskog dogadaja (Tabela 42).
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Tabela 41. Ucestalosti genotipova TIMP-2 -303 C/T polimorfizma u odnosu na pojavu komplikacija
tromboliticke terapije kod pacijenata sa IMU

Komplikacija TIMP-2 -303 C/T p vrednost
CC CT TT
N (%) N (%) N (%)

Hemoragijska transformacija

Da 22 (73,3) 7 (23,3) 1(3,3)

Ne 98 (72,1) 33(24,3) 53,7 0,989
sICH

Da 6 (66,7) 2(22,2) 1(11,1)

Ne 97 (71,9) 33 (24,4) 5(3,7) 0,560
Ostale intrakranijalne
hemoragije

Da 6 (85,7) 0(0) 1(14,3)

Ne 114 (71,7) 40 (25,2) 5@3,1) 0,120
Sistemsko krvarenje

Da 4 (100,0) 0 (0) 0 (0)

Ne 116 (71,6) 40 (24,7) 6 (3,7) 0,456
Agitacija

Da 8 (88,9) 1(11,1) 0(0)

Ne 112 (71,3) 39 (24,8) 6 (3,9) 0,503
Epilepticki napad

Da 1 (100,0) 0(0) 0(0)

Ne 119 (72,1) 40 (24,2) 6 (3,6) 0,825
Alergija na primenjenu terapiju

Da 4 (100,0) 0 (0) 0 (0)

Ne 116 (71,6) 40 (24,7) 6 (3,7) 0,456

Analizom rezultata predstavljenih u tabeli 41 nije uocena statisticki znacajna razlika u
distribuciji genotipova TIMP-2 -303 C/T polimorfizma izmedu pacijenata sa i bez komplikacija

tromboliticke terapije, ni nakon grupisanja genotipova po dominantnom ili recesivnom modelu.

Tabela 42. Ucestalosti genotipova TIMP-2 -303 C/T polimorfizma u odnosu na postojanje prethodnih
vaskularnih ishemijskih dogadaja kod pacijenata sa IMU lecenih rtPA

Vaskularni ishemijski dogadaj TIMP-2 -303 C/T p vrednost
CC CT TT
N (%) N (%) N (%)

Prethodni IMU

Da 21 (87,8) 3 (12,5) 0(0)

Ne 99 (69,7) 37 (26,1) 6 (4,2) 0,176
Prethodni TIA

Da 16 (80,0) 4 (20,0) 0(0)

Ne 104 (71,2) 36 (24,7) 6 (4,1) 0,558
Prethodni AIM

Da 9 (90,0) 1 (10,0) 0(0)

Ne 111 (71,6) 39 (25,2) 53,2 0,438
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Nije uocena statisticki znaCajna razlika u ucestalosti genotipova TIMP-2 -303 C/T
polimorfizma izmedu pacijenata sa i bez prethodnog vaskularnog ishemijskog dogadaja, Cak ni nakon

grupisanja genotipova po dominantnom i recesivnom modelu.

Posmatrali smo i distribuciju genotipova 7/MP-2 -303 C/T polimorfizma u odnosu na pojavu
intrahospitalne infekcije kod pacijenata sa IMU leCenih tromboliticCkom terapijom. Rezultati su

ilustrovani na grafikonu 9.
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Grafikon 9. Distribucija genotipova 7/MP-2 -303 C/T polimorfizma u odnosu na pojavu
intrahospitalne infekcije kod pacijenata sa IMU lecenih rtPA

Uocena je visoko statisticki znacajna razlika u ucestalosti genotipova TIMP-2 -303 C/T
polimorfizma izmedu pacijenata sa i bez intrahospitalne infekcije (p<0,001). Ucestalost CC genotipa
ispitivanog polimorfizma je statisticki znac¢ajno manja kod osoba koje su imale intrahospitalnu

infekciju (p<0,001; OR= 0,206; 95% CI 0,080— 0,524).
4.1.6. Rezultati analize kombinacije genotipova ispitivanih polimorfizama

Dodatno smo analizirali ucestalosti udruzenih genotipova grupisanih po dominantnom ili
recesivnom modelu za po dva polimorfizma u odnosu na oporavak pacijenata nakon IMU lecenog

rtPA terapijom, kao i u odnosu na pojavu nezeljenih efekata tromboliticke terapije.
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4.1.6.1. Kombinovani genotipovi polimorfizama MMP-2 i TIMP-2 gena

Uocena je statisti¢ki znacajna razlika u ucestalosti genotipova MMP-2 -1575 G/A i TIMP-2 -
303 C/T polimorfizama izmedu pacijenata sa i bez sistemskog krvarenja nakon IMU leCenog
trombolitickom terapijom (p=0,030). Sve osobe sa sistemskim krvarenjem istovremeno su imale GG
genotip MMP-2 -1575 G/A polimorfizma i CC genotip TIMP-2 -303 C/T polimorfizma, tj. nosioci
ovih genotipova imali su 2,2 puta veci rizik za ispoljavanje sistemskog krvarenja (p=0,044;
RR=2,219). Multivarijanta logisticka regresiona analiza sa sistemskim krvarenjem, kao ishodnom

varijablom, nije mogla da se izvrsi zbog malih ucestalosti.

4.1.6.2.  Kombinovani genotipovi polimorfizama MMP-9 i TIMP-2 gena

Nakon analize gen-gen interakcije izmedu genotipova MMP-9 i TIMP-2 gena, ¢ak 60,5%
pacijenata sa loSim oporavkom nakon IMU le€enog rtPA istovremeno je imao CC genotip MMP-9 -
1562 C/T i CC genotip TIMP-2 -303 C/T polimorfizama, $to je statisticki znacajno veca ucestalost
nego kod osoba sa dobrim oporavkom (p=0,050). Medutim nakon multivarijantne logisticke
regresione analize sa loSim oporavkom kao ishodnom varijablom, ova znacajnost nije potvrdena

(p=0,123; OR=2,04; 95% CI 0,825 — 5,069).

Dodatnim analizama pronadena je statisticki znacajna razlika u ucestalosti genotipova MMP-
9 -1562 C/T i TIMP-2 -303 C/T polimorfizama izmedu pacijenata sa i bez hemoragijske
transformacije (p=0,033). Hemoragijska transformacija se statisticki znacajno CeS¢e javila kod
pacijenata koji su istovremeno imali TT genotip MMP-9 -1562 C/T polimorfizma i TT genotip TIMP-
2 -303 C/T polimorfizma. Ova statisticki znac¢ajna razlika u ucestalosti genotipova T/IMP-2 -303 C/T
1 MMP-9 -1562 C/T polimorfizama se uocava i izmedu pacijenata sa razli¢itim podtipovima HT gde
je visoko statisti¢ki znacajna (p<0,001). Zbog male ucestalosti genotipova nije bilo moguce uraditi

analizu odnosa Sansi 1 rizika izmedu pacijenata sa i bez hemoragijske transformacije.

Dodatno, uocena je statisticki znacajna razlika u ucestalosti genotipova MMP-9 -1562 C/T 1
TIMP-2 -303 C/T polimorfizama izmedu pacijenata sa i bez neke druge intrakranijalne hemoragije
(prosirena iz ishemic¢nih hemoragija- intraventrikularna krvarenja ili SAH) nakon rtPA terapije.
Pacijenti kod kojih se razvila neka druga intrakranijalna hemoragija nakon rtPA terapije statisticki
znacajno ¢esce su istovremeno imali TT genotip za oba ispitivana polimorfizma (p<0,001). Usled
malih u€estalosti genotipova, nije bilo moguce uraditi analizu odnosa Sansi 1 rizika izmedu pacijenata

sa 1 bez drugih intrakranijalnih hemoragija.

Medutim, uocava su da su pacijenti sa sICH visoko statisticki znac¢ajno ¢eSce istovremeno
imali TT genotip oba polimorfizma u odnosu na pacijente koji nisu razvili sICH (p<0,001). Zbog
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malih ucestalosti genotipova, nije bilo moguce uraditi analizu odnosa Sansi 1 rizika izmedu pacijenata

sa i bez sICH.

4.1.6.3.  Kombinovani genotipovi polimorfizama MMP-2 i MMP-9 gena

Sa druge strane pacijenati kod kojih se javilo neko drugo intrakranijalno krvarenje nakon
tromboliticke terapije statisticki znacajno ¢e$¢e su istovremeno imali CC genotip MMP-2 -735 C/T
polimorfizma i TT genotip MMP-9 -1562 C/T (p=0,011), medutim analizom odnosa Sansi statisticka
znacajnost se nije potvrdila (p=0,122; OR=11,36; 95% CI 1,04 -165,09). Takode, pacijenti kod kojih
se razvila sICH statisticki znacajno ces¢e su imali iste udruze genotipove (CC genotip MMP-2 -735
C/T 1 TT genotip MMP-9 -1562 C/T polimorfizma) (p=0,031). Medutim, ni ovde nakon analize
odnosa Sansi ova znacajnost nije potvrdena (p=0,155; OR=9,69; 95% CI 0,79 - 118,43).

42. REZULTATI INICIJALNE STUDIJE NAKON 16 MESECI ISTRAZIVANJA

U inicijalnu studiju preseka koja je obuhvatila prvih 16 meseci istraZivanja, ukljuc¢eno je 94
konsekutivna pacijenta sa IMU lecena rtPA terapijom. Jedan pacijent (1,1%) nije zavrSio period
pracenja od tri meseca. U studiju je bilo uklju¢eno 48 (51,1%) pacijenata muskog i 46 (48,9%)
pacijenata zenskog pola. Prosecna starost pacijenata bila je 70,22+11,30 godina (opseg 18-87).

Hipertenzija je bila naj¢e¢Se udruzeno oboljenje koje je registrovano kod 91 (96,8%)
pacijenta. Prosecan NIHSS na prijemu je bio 12,5+5,0 (opseg 5-25), 24h nakon rtPA iznosio je
9,9+5,7 (opseg 1-25), dok je 7,8+5,9 (opseg 0-25) bio na otpustu iz bolnice. Prose€an mRS tri meseca
nakon izlaska iz bolnice iznosio je 3,2+2,0 (opseg 0-6). Nakon tri meseca od IMU, dobar oporavak
je postignut kod 26 (28,0%) pacijenata, dok je lo$ oporavak imalo 67 (72,0%) pacijenta, ukljucujuci
21 letatan ishod (22,6%), od kojih se kod 13 (13,8%) pacijenata radilo o intrahospitalnom smrtnom

1shodu.

Hemoragijska transformacija je bila najces¢i nezeljeni dogadaj koja se javila kod 15 (16%)
pacijenata. Sve klinicke 1 biohemijske karakteristike pacijenata, kao i1 kardiovaskularni faktori rizika

i neZeljeni dogadaji nakon IMU i rtPA prikazani su u tabeli 43.
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Tabela 43. Oporavak pacijenata u odnosu na klinicke 1 biohemijske karakteristike pacijenata,

udruzenost kardiovaskularnih faktora rizika, kao i pojave nezeljenih efekata IMU i rtPA

Variable Dobar Los p Svi pacijenti
oporavak oporavak vrednost | N (%) /x£SD / opseg
Pacijenti (muski pol) 16 (61,5) 31 (46,3) 0,186
Starost 64,69+16,39 | 72,55+7,67 0,002 70,22 +£ 11,3 (18— 87)
Kardiovaskularni
komorbiditeti
Hipertenzija 24 (92,3) 67 (100) 0,022 91 (96,8)
Atrijalna fibrilacija 7 (26,9) 19 (28,4) 0,89 26 (27,7)
Dijabetes melitus 6 (23,1) 17 (25,4) 0,818 23 (24,5)
Ishemijska bolest srca 4 (15,4) 20 (29,9) 0,152 24 (25,5)
Sréana insuficijencija 1(3,8) 11 (16,4) 0,105 12 (12,8)
Periferna arterijska bolest 1(3,8) 3(4,5) 0,893 4(4,3)
Pusacki status
Pusaci ili ex-pusaci 7 (26,9) 23 (34,3) 0,493 33 (33,1)
Li¢na istorija bolesti
Prethodni IMU 2(7,7) 7 (10,4) 0,687 99,7)
Prethodni TIA 2(7,7) 4 (6,0) 0,762 6 (6,5)
Prethodni AIM 1 (4,0) 4 (6,0) 0,711 5(5,3)
NIHSS na prijemu 9,96+3,63 13,55+5,12 <0,001 12,5+5,0 (5-25)
NIHSS nakon 24h 5,73+2,57 11,4945,81 <0,001 9,9 +5,7 (1-25)
NIHSS na otpustu 3,31£2,01 9,51£6,00 <0,001 7,8 £ 5,9 (0-25)
mRS na otpustu 3,2+2,0 (0-6)
Laboratorijski parametri
prijem
SKP 157,12+£26,46 | 164,18+28,22 | 0,274 | 161,9 £ 27,7 (100-220)
DKP 86,15+12,03 | 90,07£11,40 0,146 88,9 + 11,6 (60—120)
Nivo glukoze 7,33+£2,04 7,69+2,73 0,547 7,6 2,6 (4,8-22,2)
INR 1,11+0,21 1,14+0,16 0,463 1,13 £0,18 (0,84-1,95)
aPTT 26,37+4,04 26,344+4,02 0,978 26,4 +4,0(19,8-38,3)
Urea 6,50+1,49 7,49+2,00 0,031 7,3+ 1,9 (4,2-13)
Kreatinin 100,13£16,10 | 105,52+25,99 | 0,344 104,1 + 23,8 (63-194)
Biohemijski parametri
1. dan
Ukupni holesterol 5,11+1,46 5,08+1,25 0,938 5,1 £1,3(1,5-7,5)
LDL holesterol 4,54+0,62 4,57+0,42 0,906 4,5+0,5(3,6-5,5)
HDL holesterol 1,45+0,27 1,45+0,28 0,945 1,4+0,3 (1,1-2,0)
Trigliceridi 1,55+1,01 1,50+0,72 0,804 1,5+ 0,8 (0,4-4.,8)
NezZeljeni dogadaji
Hemoragijska transformacija 1@3,8) 14 (20,9) 0,045 15 (16)
Sistemsko krvarenje 0(0,0) 34,5 0,273 33,2
Intrahospitalna infekcija 4(154) 9(13,4) 0,808 13 (13,8)
Agitacija 1(3,8) 4 (6,0) 0,684 5(.3)
Alergijska reakcija na rtPA 0 (0,0) 34,5 0,273 33,2

95



Vecina pacijenata, njih 44 (46,8%) bili su heterozigoti za PAI-1 4G/5G polimorfizam, dok je
broj homozigota (4G/4G 1 5G/5G) bio isti, po 25 (26,6%) pacijenata. Ucestalosti 4G 1 5G alela su,
takode, bile iste (50%).

Sa druge strane, 54 (57,4%) pacijenta je bilo heterozigot (I/D genotip) za ACE I/D
polimorfizam. Devet (9,6%) pacijenata je imalo I/I genotip, dok je 31 (33%) pacijent bio homozigotan
za D alel (D/D genotip). D alel je bio ¢es¢i, sa ucestaloséu od 61,7%.

Uocena je statisti¢ki znacajna razlika izmedu pacijenata sa dobim i lo§im oporavkom u odnosu
na prosecnu starost pacijenata, kao i sa NIHSS skorom na prijemu, 24h nakon rtPA i na otpustu iz
bolnice (Tabela 17). Medutim, ova znacajnost nije uocena u odnosu na ucestalosti genotipove i alela

PAI-1 4G/5G 1 ACE 1/D polimorfizama, Sto je predstavljeno u tabeli 44.

Tabela 44. Oporavak pacijenata nakon IMU le¢enog rtPA u odnosu na genotipove PAI-1 4G/5G i
ACE 1/D polimorfizma

Dobar oporavak LosS oporavak p vrednost
N (%) N (%)
PAI-1 polimorfizam
4G/4G 9 (34,6) 16 (23,9)
4G /5G 10 (38,5) 33 (50,0) 0,530
5G/5G 7 (26,9) 18 (27,9)
ACE I/D polimorfizam
1 0 (0,0) 9(13,4)
/D 15 (57,5) 38 (56,7) 0,100
D/D 11 (42,3) 20 (29,9)

Nakon multivarijante logisti¢ke regresione analize koja je ukljucila starost, pol, NIHSS
skorove na prijemu, 24h nakon rtPA 1 na otpustu iz bolnice, kao i nivo uree na prijemu, pokazano je
da je dobar oporavak nakon rtPA terapije, izrazen preko mRS nakon tri meseca od IMU, znacajno
povezan samo sa staroS¢u pacijenta (OR (95% CI): 1,078 (1,008-1,153), p=0,028) i NIHSS skorom
na otpustu iz bolnice (OR (95% CI): 1,511 (1,055-2,164), p=0,024).

Pacijenti sa IMU 14G/4G genotipom su bili statisti€ki znac¢ajno mladi (67,38+13,83) u odnosu
na pacijente sa 4G/5G 1 5G/5G genotipom (70,85+8,67) (p=0,021). Razlika je jo§ veca kada smo
poredili pacijente sa 4G/4G 1 5G/5G genotipom (72,56+9,36) (p=0,000).

Uocena je statistiCki znacajna razlika u javljanju HT izmedu pacijenata koji nisu imali ACE
D alel (pacijenti sa I/l genotipom) u poredenju sa pacijentima sa bar jednim D alelom (I/D+D/D
genotipovi) (p=0,035) (Tabela 45).
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Tabela 45. Distribucija genotipova PAI-1 4G/5G 1 ACE 1/D polimorfizama u odnosu na pojavu HT

kod pacijenata sa IMU nakon rtPA terapije

HT Bez HT p vrednost

N (%) N (%) OR (95% CI)
PAI-1 polimorfizam
4G/4G 5(5,4) 20 (21,5)
4G /5G 7(7,5) 33 (38,7) 0,721
5G/5G 33,2 18 (27,9)
ACE I/D polimorfizam
1 4 (4,3) 50.4)
/D 7(7,5) 46 (49,5) 0,074
D/D 4 (4,3) 27 (29,0)
1 4 (4,3) 50.4) 0,035
I/D+ D/D 11 (11,8) 73 (78.,5) 5,309 (1,233-22,853)
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5. DISKUSIJA

Genske varijacije, ne samo da uti¢u na predispoziciju za ishemijski mozdani udar, ve¢ i na
terapijski odgovor i klinicki ishod same bolesti. Tromboliticka terapija rekombinovanim tkivnim
aktivatorom plazminogena zajedno sa mehanickom ekstrakcijom tromba su jedine dozvoljene terapije
AIMU u svetu. Uprkos Cinjenici da samo mali broj pacijenata sa AIMU primi tromboliti¢ku terapiju,
pacijenti u terapijskom prozoru za primenu iste, imaju ve¢e dugorocno prezivljavanje i nize stope
mortaliteta, kao 1 bolji funkcionalni oporavak nakon IMU (211) i znacajno poboljsan kvalitet zivota
nakon IMU (212). Sa druge strane, kod odredenog broja pacijenata koji su primili rtPA, dolazi do
razvoja ozbiljne komplikacije ove terapije - hemoragijske transformcije, koja je, kada je
simptomatska, povezana sa visokom stopom morbiditeta i mortaliteta (89). Razlozi zasto se kod
odredenog broja pacijenata razvije HT, kao i zaSto neki pacijenti bolje, a drugi losije odgovore na
rtPA terapiju su brojni, ali i dalje nisu do kraja razjasnjeni. Poznavanje faktora rizika i patofizioloskih
mehanizama HT nakon tromboliticke terapije mogu da smanje rizik od nastanka HT kod ovih
pacijenata (213). Farmakogenetika, kao nova i savremena disciplina, bazira se na otkrivanju uticaja
genetickih polimorfnih regiona na efikasnost, ali i pojavu nezeljenih efekata lekova kod pojedinaca.
Njen osnovni cilj je da identifikuje pacijente koji ¢e bolje da odgovore na odredenu terapiju (214).
Usled velikih interindividualnih varijacija u odgovoru na primljenu tromboliticku terapiju,
farmakogenetika se sve viSe fokusira na ispitivanje uticaja genskih varijacija nakon primene
pomenute terapije za leCenje IMU, imajuc¢i u vidu da su ve¢ neke SNP varijante povezane sa
odgovorom na rtPA terapiju, tokom same bolesti, ali 1 javljanjem hemoragijskih komplikacija nakon

primljene tromboliticke terapije (215).

U jednoj od ovakvih studija ispitivan je ApoE gen 1 pokazano je da je efikasnost rtPA terapije
bila mnogo veca kod osoba ApoE E2 genotipa (216).

Dva funkcionalna polimorfizma TAFI (-1040 C/T- 1rs1926447) 1 PAI-I (4G/5G- rs1799889)
gena ukazala su na zna€aj gen-gen interakcije jer je kombinacija genotipova (TAFI TT homozigoti 1
osobe sa PAI-1 4G alelom) ova dva polimorfizma rezultirala dvostrukim smanjenjem rekanalizacije

nakon rtPA terapije (217).

Takode, V/V genotip V34L polimorfizma FXIII gena zajedno sa nizim vrednostima

fibrinogena u krvi povezan je sa boljim oporavkom pacijenata sa IMU lecenih rtPA terapijom (218).

Polimorfizmi /L1B gena (rs1143627 i rs16944), kao 1 rs1063856 polimorfizam vWF gena
povezani su sa ranom rekanalizacijom okludirane arterije kod pacijenata sa IMU lecenih rtPA
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terapijom. Osobe sa TC haplotipom /LB gena (rs1143627 i rs16944) imale su vece vrednosti IL-1
u plazmi 1 visok stepen rekanalizacije jedan sat nakon rtPA administracije. Takode, uocena je
znacajna povezanost GG genotipa rs1063856 polimorfizma vWF gena i nizih vrednosti faktora

koagulacije VIII sa brzom rekanalizacijom kod pacijenata nakon IMU (219).

Imaju¢i ovo u vidu, u naSoj studiji smo analizirali uticaj polimorfizama u genima ¢iji su
produkti ukljuceni u procese fibrinolize (PAI-1 i ACE) i odrzavanja integriteta vancelijskog matriksa
(MMP-2, MMP-9 i TIMP-2) na oporavak pacijenata nakon IMU lecenih rtPA terapijom, kao i na

stepen javljanja hemoragijskih, ali i drugih komplikacija pomenute terapije.

Inhibitor aktivatora plazminogena 1 (PAI-1) ima znacajnu ulogu u fibrinolitickom sistemu
kao jedan od klju¢nih molekula koji povezuje patogenezu, ali i progresiju vaskularnih ishemijskih

dogadaja (133).

Brojne studije su ispitivale polimorfizme -675 4G/5G, -844 G/A 1 11053 T/G PAI-1 gena
najvise sa ciljem ispitivanja rizika za nastanak IMU. Medutim, u studijama asocijacija dobijeni su

kontradiktorni rezultati o povezanosti polimorfizama PAI-1 gena i rizika za nastanak IMU (220).

U poslednjih nekoliko godina 4G/5G polimorfizam PAI-1 gena je najCes$ée analiziran PAI-1
polimorfizam, kako kod razli¢itih cerebrovaskularnih oboljenja, ukljuc¢ujuéi IMU, tako i kod brojnih
drugih oboljenja kao §to su infarkt miokarda (221), trombofilije (222), spontani pobacaji (223) i drugi.
PAI-1 4G/5G polimorfizam je povezan sa nivoom PAI-1 u plazmi, tako §to je 4G alelna varijanta u
vezi sa viSim koncentracijama PAI-1 u plazmi (224). Dodatno, studije in vivo su pokazale da osobe
homozigoti za 4G alel imaju najviSe nivoe PAI-1 u plazmi, dok su kod osoba homozigota za 5G alel
ovi nivoi najnizi (225). Visi nivoi PAI-1 u plazmi uoceni su kod osoba sa IMU (226), trombozom
dubokih vena 1 AIM (227), ali su povezani i sa loSijim ishodom nakon meningokokne sepse (228) 1
preeklampsije (229). Razlika u nivoima PAI-1 kod razli¢itih genotipova najizrazenija je nekoliko sati,

ili dana nakon akutno Zivotno ugrozavajuce bolesti (230).

Povezanost 4G/5G polimorfizma PA/-1 gena i IMU i dalje je nejasna (134,231). Najveci broj
studija koje su analizirale pomenuti polimorfizam PAI-1 gena 1 IMU bio je je usmeren na ispitivanje
4G/5G polimorfizma kao faktora rizika za nastanak IMU. Tako su Hu 1 saradnici ukazali na znacajnu
povezanost 4G/4G genotipa ovog polimorfizma sa pove¢anim rizikom za nastanak IMU u populaciji
odraslih, ali je ova povezanost izostala u de¢joj populaciji (220). Drugi autori su potvrdili povezanost
4G/4G genotipa sa povecanim rizikom za nastanak IMU (232,233). Medutim, odredeni broj studija
je pokazao da je pomenuti genotip neutralan, ili ¢ak protektivan za dobijanje IMU (234-236).
Hoekstra 1 saradnici su u svojoj studiji, takode, ukazali na protektivno dejstvo PAI-1 4G alela kod

99



pacijenata sa IMU, gde je on povezan sa stabilizacijom aterosklerotskog plaka (231). Rezultati naSe
studije ukazuju da postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti genotipova 4G/5G polimorfizma
izmedu pacijenata sa i bez prethodnog IMU (p=0,033), medutim nismo uspeli da ukazemo na
povezanost 4G/4G genotipa sa nastankom ponovljenog IMU (p=0,084; OR=0,27; 95% CI: 0,06 -
1,19). Studija koju je sproveo Vergouwen sa saradnicima bavila se ispitivanjem povezanosti PAI-1
4G/5G polimorfizma i javljanja cerebralne ishemije, ponovnog krvarenja i oporavka pacijenata nakon
SAH. U njihovoj studiji uocena je povezanost izmedu 4G alelne varijante sa ve¢im rizikom za

javljanje cerebralne ishemije nakon SAH, kao 1 loSijeg oporavka pacijenata nakon SAH (224).

Povezanost PAI-1 sa efikasnos¢u reperfuzije 1 hemoragijskim rizikom nakon rtPA terapije se
moze objasniti time $to je PAI-1 najefikasniji endogeni inhibitor tPA. Medutim, uprkos ovoj €injenici,
njegova uloga u ishodu nakon rtPA terapije kod pacijenata sa IMU nije do kraja rasvetljena (237).
Do sada su svega tri studije, uklju¢ujuci nasu, spovedene s ciljem ispitivanja povezanosti 4G/5G
polimorfizma 1 efikasnosti rtPA terapije i javljanja rtPA indukovanih hemoragijskih nezeljenih
efekata. Prva od ovih studija, sprovedena na 165 pacijenata sa IMU, ukazala je na moguéu povezanost
4G/4G genotipa sa losijim oporavkom pacijenata sa IMU lecenih rtPA. U pomenutoj studiji oporavak
pacijenata je procenjivan na osnovu mRS skora 1 stepena rekanalizacije. Sa druge strane, u istoj studiji
povezanost genotipova 4G/5G polimorfizma i pojave rtPA indukovane HT je izostala (238). U naSoj
studiji nismo uspeli da potvrdimo uticaj genotipova, kao ni alela PAI-1 4G/5G polimorfizma na
oporavak pacijenata nakon IMU meren mRS skorom (p=0,306), ¢ak ni nakon grupisanja genotipova
po recesivnom modelu (4G/4G prema 4G/5G+5G/5G, p=0,129). Takode, nismo uspeli da pronademo
asocijaciju izmedu genotipova 4G/5G polimorfizma i pojave intrakranijalnih hemoragijskih
komplikacija tromboliti¢ke terapije. U drugaoj studiji u koju je uklju¢en 131 konsekutivni pacijent
nije pronadena veza izmedu genotipova PAI-1 4G/5G polimorfizma i1 oporavka pacijenata (239). Sa
druge strane, Szegedi i saradnici su u ovoj studiji ukazali na znacaj 5G/5G genotipa kao nezavisnog
faktora rizika za hemoragijsku transformaciju nakon tromboliti¢ke terapije kod pacijenata sa IMU.
Uticaj 5G/5G genotipa na pojavu HT u teoriji se moze objasniti povezanoS¢u ovog polimorfizma i
nivoa PAI-1 u plazmi, gde je 5G alel povezan sa niZzim vrednostima PAI-1 u plazmi, pa samim tim
smanjenim vezivanjem za rtPA tokom fibrinolize, ali i lokalnim efektom PAI-1 u moZdanom
parenhimu gde ima ulogu da ogranicava preveliku rtPA aktivnost, odnosno niZi nivoi PAI-1 manje
inhibiraju rtPA aktivnost (239). lako nismo uspeli da nademo asocijaciju izmedu genotipova 4G/5G
polimorfizma 1 HT, u naSoj studiji smo posmatrali i distribuciju genotipova 4G/5G polimorfizma u
odnosu na druge neZeljene efekte rtPA terapije, izmedu ostalih pojavu hemoragijskih komplikacija u
drugim sistemima organa, gde smo uocili statisticki znacajnu razliku (p=0,035). Osobe kod kojih se

javilo sistemsko krvarenje nakon trombolitiCke terapije statitiCki znacajno ceS¢e su bile 5G/5G
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genotipa PAI-1 4G/5G polimorfizma (p=0,035; OR=11,294; 95% CI 1,13 - 112,04; RR=3,573).
Preciznije, osobe 5G/5G genotipa imaju tri 1 po puta veéi rizik da razviju ovu hemoragijsku
komplikaciju rtPA u odnosu na osobe 4G/4G+4G/5G genotipa. Dobijene rezultate nismo mogli da
poredimo sa rezultatima drugih istrazivaca, jer nijedna studija joS nije pratila druga nezeljena dejstva
rtPA kod IMU, ali su dobijeni rezultati u saglasnosti sa rezultatima Szegedi i saradnika, sa
pretpostavkom da isti patofizioloski mehanizmi koji povezuju 5G/5G genotip 4G/5G polimorfizma i
HT u njihovoj studiji 1 ovde dovode do rtPA indukovanog sistemskog krvarenja. Studija koju su
sproveli Huges i saradnici ispitivala je uticaj biomarkera endotelne disfunkcije kao i ostecenje KMB
kod pacijenata sa zivotno-ugrozavaju¢im oboljenima na pojavu i trajanje delirijuma, gde su uocili da
su poviSeni nivoi PAI-1 u plazmi povezani sa duzim trajanjem delirijuma kod ovih pacijenata (240).
U naSoj studiji, uocena je statisticki znacajna razlika u ucestalosti genotipova PAI-1 4G/5G
polimorfizma izmedu pacijenata sa i bez agitacije nakon rtPA terapije (p=0,047). Osobe kod kojih se
javila agitacija nakon tromboliti¢ke terapije statisticki znacajno ceS¢e su bile 5G/5G genotipa
(p=0,027; OR=4,882; 95% CI 1,24 - 19,23; RR=2,72). Uticaj 4G/5G polimorfizma PAI-1 gena na
pojavu agitacije nakon trombolitiCke terapije je i dalje potpuno nejasan s obzirom da ne postoji
nijedna studija koja je to ispitivala. Iako smo u nasoj studiji dobili statisticki znacajnu povezanost
5G/5G genotipa 1 pojave agitacije nakon rtPA kod pacijenata sa IMU, ovi rezultati nisu u saglasnosti
sa rezultatima Hugesa i saradnika imajuci u vidu da je 5G/5G genotip povezan sa nizim vrednostima
PAI-1 u plazmi u odnosu na druge genotipove, a da je u njihovoj studiji pojava i trajanje delirijuma
povezano sa viSim nivoima PAI-1 u plazmi. Sa druge strane, konac¢ne zakljucke ne mozemo da
donosimo zbog malog broja pacijenata ukljucenih u studiju. Dodatno, iako je u nasoj studiji devet
pacijenata imalo agitaciju, delirijum se nije razvio ni kod jednog, Sto ostavlja mesta za dodatna

istrazivanja povezanosti ovog polimorfizma 1 drugih oblika agitacije u budu¢nosti.

Angiotenzin konvertuju¢i enzim, kao produkt ACE gena, ukljucen je u brojne fizioloske, ali i

patoloske procese u organizmu (148,150).

Uocena je povezanost ACE 1/D polimorfizama sa bolestima koronarnih arterija, AIM 1
nastankom tromboze (241), gde su osobe D/D genotipa ¢esc¢e bile sa kardiovaskularnim dogadajima
u odnosu na osobe I/I genotipa (242). Pored toga, D/D genotip je povezan sa javljanjem leukoarajoze
kod pacijenata sa lakunarnim IMU (243). Alel D u homozigotnom stanju dovodi do viSih vrednosti
ACE u plazmi (244), posledi¢no do smanjene aktivnosti faktora koagulacije VII 1 X 1 smanjenog
nivoa fibrinogena, Sto predstavlja osnovu antikoagulantnog efekta. Ovo povecanje nivoa ACE u
plazmi dovodi do povecanja angiotenzina II, endotelne disfunkcije i smanjenja nivoa azot-oksida.
Nizi nivoi NO vode smanjenom vazodilatacijskom odgovoru, koji sa druge strane, igra vaznu ulogu

u patofiziologiji nastanka IMU (245). Pored ovoga, pozato je da angiotenzin Il pogorSava ishemijske
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lezije mozdanog parenhima nakon IMU tako Sto povecava stepen oksidativnog stresa i1 inflamacije
(246). Imajuci ovo u vidu, moguce je napraviti asocijaciju izmedu ACE I/D polimorfizma i stepena

oporavka pacijenata nakon IMU, ali i pojavom komplikacija primenjene terapije.

Sto se ti¢e povezanosti ACE 1/D polimorfizma i IMU, najveéi broj studija §irom sveta bio je
usmeren na ispitivanje I/D polimorfizma kao faktora rizika za nastank IMU. U svojoj studiji, Kalita
i saradnici su pokazali da su osobe D/D genotipa u vecem riziku, ne samo od IMU, ve¢ i od
hemoragijskog mozdanog udara (247). To su potvrdili i kineski nau¢nici u svojoj metaanalizi 2015.
godine, gde su ukazali na povezanost D/D genotipa ACE 1/D polimorfizma i rizika od nastanka IMU
kod osoba bele rase (145). Medutim, druge studije nisu uspele da potvrde prethodno navedenu
povezanost (158,248). Treba naglasiti da su se ove studije znacajno razlikovale prema kriterijumima
ukljucivanja pacijenata, razli¢itih strategija uzorkovanja materijala, genotipizacije i drugo (249) i da
su analizirale relativno mali broj ispitanika. U nasoj studiji uocili smo statisticki znac¢ajnu razliku u
ucestalosti udruzenih genotipova po recesivnom modelu ACE 1/D polimorfizma (I/D 1 D/D genotipovi
naspram /I genotipa) u odnosu na tezinu IMU (p=0,027). Dobijeni rezultati se mogu objasniti
prethodno pomenutim patofizioloskim mehanizama. Naime, D alel preko niza kaskadnih reakcija
dovodi do visih vrednosti angiotenzina II koji dodatno pogorSava ishemijske lezije mozdanog
parenhima nakon IMU. Medutim, iako su u naSoj studiji svi pacijenti sa teSkim IMU imali bar jedan
alel D, nakon regresione logisticke analize, statisticka znacajnost za osobe nosioce D alela, kao
faktora rizika za tezi IMU, nije potvrdena (p=0,308; OR= 1,49; 95% CI 0,70 - 3,18). U literaturi
nismo mogli da pronademo studije sa kojima bismo uporedili naSe rezulate o povezanosti tezine IMU

1 genotipova ACE I/D polimorfizma.

Svega tri studije, ukljucijuci i nasu, ispitivale su povezanost ACE 1/D polimorfizma i oporavak
pacijenata nakon IMU. Studija koju su sproveli Malueka 1 saradnici analizirala je oporavak pacijenata
nakon IMU, ali koji nisu le¢eni rtPA terapijom. Njihova studija ukljucila je 61-og pacijenta i pokazala
je daje D alel ACE I/D polimorfizma povezan sa loSijim funkcionalnim oporavkom pacijenata nakon
IMU (250). Sa druge strane, Fernandez-Cadenas sa saradnicima je sproveo, pored naSe, jedinu studiju
u kojoj je ispitivan utivaj ACE 1/D polimorfizma na funkcionalni oporavak pacijenata sa IMU lecenih
rtPA terapijom i pojavu hemoragijskih komplikacija nakon pomenute terapije. U ovoj studiji, Spanski
naucnici su pratili povezanost I/D polimorfizma i efikasnosti rtPA terapije preko stepena
rekanalizacije okludirane arterije na uzorku od 96 pacijenata. UoCena je znacajna povezanost D/D
genotipa sa stepenom rekanalizacije nakon lh, 6h 1 24h od trenutka aplikovanja rtPA (158). Ovi
rezultati nisu u saglasnosti sa rezultatima nase studije u kojoj nismo mogli da dokazemo povezanost

genotipova ACE /D polimorfizma i funkcionalnog oporavka pacijenata nakon IMU merenog preko
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mRS skora. Razli¢iti rezultati mogu biti posledica koriS¢enja razlicitih metoda za procenu efikasnosti

terapije.

Uporedo sa pracenjem efikasnosti terapije, Ferndndez-Cadenas i saradnici analizirali su i
uticaj ACE 1/D polimorfizma na pojavu hemoragijske transformacije nakon tromboliticke terapije
kod pacijenata sa IMU, ali nisu uocili povezanost. U naSoj inicijalnoj studiji preseka, na 94
konsekutivna pacijenta sa IMU lecenih rtPA, 16% pacijenata je imalo HT, sa statisticki znacajno
¢es¢im javljanjem HT kod pacijenata I/I genotipa u odnosu na pacijente sa I/D ili D/D genotipovima
(p=0,015) (251). Ovi rezultati su kontradiktorni sa hipotezom da je ACE D/D genotip potencijalno
povezan sa ICH preko vazokonstrikcije i1 posledi¢nog javljanja hipertenzije, ali ova asocijacija jos
uvek nije potvrdena u evropskoj populaciji (252). Medutim, na kraju nase studije, na ve¢em broju
pacijenata, nismo mogli da potvrdimo povezanost genotipova ACE I/D polimorfizma i javljanja rtPA
indukovane HT (p=0,272). Statisticki znacajna povezanost nije uocena ni izmedu pacijenata sa
razli¢itim podtipom hemoragijske transformacije (p=0,686), a ni kada smo posmatrali povezanost
pomenutog polimorfizma u odnosu na pojavu sICH (p=0,672). Imajuéi ovo u vidu, nijedna studija do
sada nije uspela da pronade asocijaciju izmedu ACE I/D genotipova i javljanja HT nakon rtPA (95).
Sa druge strane, u naSoj studiji smo uocili statisti¢ki znacajnu povezanost izmedu ACE 1I/D
polimorfizma 1 sistemskog krvarenja, kao joS jedne komplikacije rtPA terapije (p=0,018). Svi
pacijenti koji su ispoljili sistemsko krvarenje imali su D/D genotip (p=0,013; RR=3,038; 95% CI:
2,49 - 3,89). Ovi rezultati su u saglasnosi sa hipotezom da je ACE D alel povezan sa znacajnim
povecanjem ACE u cirkulaciji, a samim tim 1 angiotenzinom II. Visi nivoi angiotenzina II dovode do
rane proliferacije glatkih miSi¢nih €elija u zidu arteriola, a posledi¢no do smrti glatkih miSiénih ¢elija
1 oStecenja zida arteriola. Ovaj proces dovodi do vazokonstrikcije 1 hipertenzije koja pogorSava
aterosklerozu, a finalno moze uticati na pojavu hemoragije (252). Nasi rezultati su ukazali da postoji
tri puta vedi rizik da ¢e se kod osoba D/D genotipa nakon IMU le€enog trombolitickom terapijom
razviti sistemsko krvarenje u odnosu na druge genotipove, medutim imajuci u vidu niske ucestalosti,

potrebne su dodatne studije da ovo potvrde.

RavnoteZza izmedu matriks metaloproteinaza i njihovih tkivnih inhibitora jedan je od
krucijalnih faktora za odrZavanje integriteta vancelijskog matriksa, ali i krvno-moZdane barijere
(162). Promene aktivnosti MMP i TIMP mogu dovesti do narusavanja njihovog balansa, posledi¢nog
oStecenja vancelijskog matriksa 1 javljanja razliCitih patoloskih stanja. Njihova neravnoteza dovodi 1
do oste¢enja krvno-mozdane barijere i1 predstavlja jedan od deklanSiraju¢ih faktora za javljanje

hemoragijske transformacije nakon ishemijskog mozdanog udara (168).
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Matriks metaloptroteinaze su produkti MMP gena, smeStenih na razli¢itim hromozomima. U
literaturi, ispitivanje polimorfizama MMP gena i njihovog uticaja na gensku ekspresiju i povezanost
sa razli¢itim oboljenjima je sve viSe u Zizi interesovanja. Do sada je opisano vise razli¢itih MMP
polimorfizama povezanih sa pove¢anom incidencijom karcinoma (253,254), bolestima arterijskih
krvnih sudova (255) i drugim oboljenjima. SNP varijante u promotorima i kodiraju¢im regionima

MMP gena mogu rezultirati razli¢itom genskom ekspresijom kod pojedinaca (256), ali i razli¢itim

oporavkom nakon terapije (257).

Najveci broj studija o IMU fokusirao se na ispitivanje povezanosti polimorfizama unutar gena

za MMP-2, MMP-9 i TIMP-2 i rizika za nastanak IMU (163,258,259).

Povecana ekspresija MMP-2 uocena je u brojnim inflamatornim i imunol$kim oboljenjima
(260). Nekoliko studija na miSevima je pokazalo da Zelatinaze imaju znacajnu ulogu u
neuroinflamaciji (261), dok su povecani nivoi MMP-2 uoceni u serumu pacijenata sa IMU (262), kao
1 kod pacijenata sa vaskularnom demencijom (263). Dodatno, literaturni podaci ukazuju i da povecana
ekspresija MMP-2 gena povecava rizik od IMU (264). Studija sprovedena u Nemackoj ukazala je na
povezanost alela pet polimorfizama MMP-2 gena (rs1030868- alel T, rs2241145- alel C, rs2287074-
alel A, rs2287076- alel C 1 rs7201- alel C) sa povecanim rizikom od lakunarnih IMU (265).

Studija koju su sproveli Nie 1 saradnici ispitivala je dve SNP varijante (-735 C/T 1-1306 C/T)
MMP-2 1 jednu SNP varijantu (-1562 C/T) MMP-9 gena. U njihovoj studiji uoceno je da su C alelna
varijanta 1 CC genotip MMP-2 -735 C/T polimorfizma, kao 1 T alelna varijanta i TT genotip MMP-9
-1562 C/T polimorfizama povezani sa jedan i po puta vecim rizikom od javljanja IMU. Medutim,
nisu uspeli da dokaZzu povezanost alela i genotipova MMP-2 -1306 C/T polimorfizma i rizika od IMU
(259). Ovi rezultati se mogu objasniti hipotezom da su C alelna varijanta MMP-2 -735 C/T 1 T alelna
varijanta MMP-9 -1562 C/T polimorfizma povezani sa veCom ekspresijom MMP-2, odnosno MMP-
9 gena (182,184) 1 posledi¢no viSim nivoima MMP-2 i MMP-9 u infarktnom tkivu mozga gde mogu
da dovedu do razgradnje vancelijskog matriksa i oSte¢enja krvno-moZzdane barijere Sto rezultira
sekundarnim oSte¢enjem mozga kao posledicom ishemije (266). Suprotno ovim rezultatima, Zhang 1
saradnici su u svojoj studiji ukazali na povezanost MMP-2 -735 C/T (T alelai1 TT genotipa) i -1306
C/T (T alela i CT genotipa) polimorfizama i rizika od IMU (267). Sa druge strane, metaanaliza koju
su sproveli Misra i saradnici nije uspela da ukaZe na povezanost genotipova MMP-2 -1306 C/T i
MMP-2 -735 C/T polimorfizama i rizika od IMU (268). Iako nasa studija nije direktno istrazivala
povezanost genotipova odabranih polimorfizama 1 rizika od IMU, uocili smo statisticki znacajnu
razliku u ucestalosti genotipova MMP-2 -1575 G/A 1 MMP-2 -1306 C/T polimorfizama izmedu

pacijenata sa i bez prethodnog ishemijskog mozdanog udara (p=0,002). Osobe koje su imale
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prethodni IMU statisticki znacajno rede su imale GG genotip MMP-2 -1575 G/A polimorfizma ili
CC genotip MMP-2 -1306 C/T polimorfizma (p=0,003; OR=0,252; 95% CI 0,102 - 0,620; RR=0,53).
Takode, osobe sa rekurentnim IMU statisticki znacajno rede su bile TT genotipa MMP-2 -790 T/G
polimorfizma (p=0,019; OR=0,331; 95% CI1 0,136 - 0,803; RR=0,61). Ova povezanost izostala je kod
MMP-2 -735 C/T polimorfizma. Sarolikost rezultata se moZe objasniti razli¢itom alelskom
distribucijom izmedu osoba razlicite etnicke i rasne pripadnosti, ali nam moze ukazati i na potrebu za

dodatnim izu€avanjima pomenutih polimorfizama na ve¢im uzorcima.

Jo$ jedna studija bavila se ispitivanjem povezanosti polimorfizama unutar MMP-2 gena i
rizika za IMU. U ovoj studiji, uoc¢ena je povezanost rs243849 polimorfizma (T alelna varijanta) 1
povecanog rizika za nastanak IMU, ali 1 statisticki znacajnog protektivnog dejstva C alela rs1132896
polimorfizma na nastanak IMU. Sa druge strane, nije uofena povezanost drugih SNP varijanti

(rs1132896, rs1053605, rs243849, rs243847, rs243832, rs7201) MMP-2 gena 1 rizika od IMU (269).

Kombinacija haplotipova Cetiri promotorska polimorfizma (-1575 G/A, -1306 C/T, -790 T/G,
-735 C/T) MMP-2 gena povezana je sa brojnim patoloskim stanjima (270-272), dok su podaci o

njihovoj povezanosti sa IMU i odgovorom na terapiju veoma oskudni (273).

Alp 1 saradnici su u svojoj studiji ukazali na statisticki znacajnu razliku u ucestalosti ACGC
haplotipa (-1575 G/A, -1306 C/T, -790 T/G, -735 C/T) MMP-2 gena kod osoba sa ishemijskom
bolesti srca u odnosu na kontrolnu grupu (272), dok je GCGC haplotip povezan sa veéim rizikom od
reumatoidnog artritisa u odnosu na kontrolnu grupu (274). Sa druge strane, GCTT 1 GTTC
haplotipovi su povezani sa manjim rizikom od karcinoma dojke u poredenju sa kontrolnom grupom,
§to moze da sugeriSe na njihovo protektivno dejstvo (275). Prilikom pretrage NCBI baze, nismo
uspeli da pronademo nijedan rad koji je ukazao na povezanost haplotipova ispitivanih polimorfizama
1 rizika od IMU, oporavka nakon IMU ili odgovora na rtPA terapiju. Rezultati nase studije nisu
pokazali statisticki zna€ajnu povezanost haplotipova polimorfizama (-1575 G/A, -1306 C/T, -790
T/G, -735 C/T) MMP-2 gena i odgovora na rtPA terapiju kod pacijenata sa IMU, kao ni na pojavu
rtPA indukovane HT. Sa druge strane, svi pacijenati kod kojih se razvio parenhimski hematom tip 1,
kao podtip hemorgijske transformacije, imali su GCT haplotip (-1575 G/A, -1306 C/T, -790 T/G),
Sto je statisticki znacajno CeS¢e nego kod osoba bez parenhimskog hematoma tip 1 (p=0,046).
Pacijenti kod kojih se nije javila alergija na tromboliticku terapiju statisticki znacajno ¢eSc¢e su imale
pomenuti haplotip - GCT (p=0,046), dok su osobe sa alergijskom reakcijom na rtPA statisticki
znacajno ceS¢e imale GCG haplotip. Dodatno smo posmatrali uticaj haplotipova na prethodno
javljanje ishemijskih vaskularnih dogadaja i uocili smo da su pacijenati sa prethodnim IMU statisticki

znacajno rede imali GCTC haplotip (p=0,029), Sto moze da ukazuje na njegovo protektivno dejstvo
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za ponovljeni IMU, dok, sa druge strane, deluje da je ATGC haplotip (-1575 G/A, -1306 C/T, -790
T/G, -735 C/T) MMP-2 gena faktor rizika za ponovni IMU, ali statisticka znacajnost se nije dostigla
(p=0,121).

Brojni polimorfizmi unutar MMP-9 gena intenzivno su proucavani kod osoba sa IMU, ali sa
razli¢itim zakljuccima. Veliki broj studija je ukazao na povezanost T alela -1562 C/T (rs3918242)
polimorfizma smestenog u promotoru MMP-9 gena irizika od IMU (258,259,268,276-278). Sa druge
strane, studije sprovedene u Spaniji (186) i Poljskoj (279), ali i druge studije (280,281) nisu uspele
da potvrde ovu povezanost. Transverzija A u C SNP rs1056628 polimorfizma MMP-9 gena utice na
vezivanje miR491-5p i dovodi do njegove povecane ekspresije. Pokazano je da su osobe CC genotipa

navedenog polimorfizma u veéem riziku od dobijanja IMU (282).

Svega nekoliko studija se bavilo ispitivanjem povezanosti polimorfizama gena za matriks

metaloproteinaze i njihovih tkivnih inhibitora i oporavka pacijenata nakon IMU.

Manso sa saradnicima je ispitivala uticaj 20 SNP varijanti MMP-2 1 Cetiri SNP varijante
MMP-9 gena na funkcionalni oporavak pacijenata nakon hemoragijskog i ishemijskog mozdanog
udara. U studiju je ukljueno 568 pacijenata, a funkcionalni oporavak je procenjivan na osnovu mRS
tri meseca nakon MU. Sest SNP polimorfizama MMP-2 gena, medu kojima su i -1575 G/A i -1306
C/T polimorfizmi, znac¢ajno su povezani sa oporavkom pacijenata nakon oba tipa mozdanog udara,
ali znacajnost je uocena i samostalno u podgrupi pacijena sa IMU. Takode, TAT haplotip
(rs11643630, rs243866, rs243865) je bio statisticki znacajno povezan sa oporavkom pacijenata nakon
IMU. Medutim samo dve SNP varijante (rs2241145 1 rs1992116) MMP-2 gena su pokazale znacajnu
povezanost sa oporavkom pacijenata nakon Bonferoni korekcije i to G alel u oba polimorfizma je bio
povezan sa statisticki znac¢ajno boljim oporavkom nakon mozdanog udara. Sa druge strane, nijedna
od SNP varijanti MMP-9 gena nije pokazala statisticki znaajnu povezanost sa oporavkom pacijenata

nakon mozdanog udara (273).

Studija koju su sproveli Inzitari i saradnici analizirala je povezanost nivoa MMP (1-317-9) 1
TIMP (1, 2, 4) u plazmi 1 oporavka pacijenata sa IMU lecenih rtPA terapijom. Studija je ukljucila
327 pacijenata sa IMU lecenih rtPA terapijom, dok su nivoi MMP 1 TIMP mereni pre terapije 1 24h
nakon primene rtPA terapije. Jedino su se poviSeni cirkuliSu¢i nivoi MMP-9 pokazali kao nezavisni
prediktor loSeg oporavka pacijenata, pojave hemoragijske transformacije i smrtnog ishoda (283).
Povezanost visih nivoa MMP-9 u plazmi i pojave HT nakon IMU je potvrdila 1 metaanaliza koja je
ukljucila 1492 pacijenta sa IMU (284), ali 1 druge studije (285). Rezultati MAGIC studije, koja je,
takode, merila nivoe MMP (1-3 1 7- 9) i TIMP (1, 2, 4) u plazmi pre i 24 nakon rtPA, pokazali su da
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je samo porast odnosa MMP-9/TIMP-1 i MMP-9/TIMP-2 znacajno povezan sa sICH, dok je jedino
povecanje MMP-9/TIMP-1 odnosa znacajno povezan sa pojavom HT. Dodatno, povecanje odnosa
MMP-9/TIMP-2 nije statisti¢ki znac¢ajno povezano sa javljanjem HT kod pacijenata sa IMU lecenih

trombolitickom terapijom, ali uoceno je da postoji tendencija da se ta statistiCka znacajnost dostigne

(194).

lako veéina literaturnih podataka ukazuju da je povec¢an nivo MMP-9 povezan sa losijom
prognoza kod osoba sa IMU i javljanjem HT, kao i da je koncentracija iRNK MMP-9 prediktor loseg
oporavka i ve¢eg mortaliteta kod pacijenata sa IMU (286), podaci o povezanosti polimorfizma unutar
MMP-9 gena 1 funkcionalnog ishoda nakon IMU leCenog rtPA i dalje su nejasni, ali 1 nedovoljno
istrazeni (273). Pretrazivanjem NCBI baze, pronasli smo samo tri studije koje su ispitivale uticaj
MMP-9 -1562 C/T polimorfizma na javljanje HT nakon IMU, gde su u dve studije pacijenti le¢eni
rtPA terapijom, dok nismo pronasli nijednu studiju koja je analizirala uticaj pomenutog polimorfizma

na oporavak pacijenata nakon rtPA terapije.

Jedna od ovih studija pratila je uticaj MMP-9 -1562 C/T polimorfizma u kineskoj populaciji i
pokazala da je CC genotip ispitivanog polimorfizma zna¢ajno povezan sa pojavom HT kod pacijenata
sa IMU u poredenju sa pacijentima CT 1 TT genotipa (287). Ono S§to razlikuju ovu studiju od nase je
selekcija ispitanika, s obzirom da pacijenti sa IMU u pomenutoj studiji nisu leceni rtPA terapijom. U
nasoj studiji, nismo uspeli da uo¢imo statisticki znacajnu razliku izmedu genotipova MMP-9 -1562
C/T polimorfizma i javljanja HT, ¢ak ni nakon grupisanja genotipova po dominantnom i recesivnom
modelu. Nasi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima Montaner i saradnika (186) i rezultatima
Ferndndez-Cadenas i saradnika (288), koji, takode, nisu uspeli da pronadu asocijaciju izmedu
genotipova pomenutog polimorfizma 1 javljanja HT kod pacijenata sa IMU le¢enim rtPA. Medutim,
dodatnim statistickim analizama unutar podgrupa hemoragijske transformacije, uoceno je da postoji
statistiCki znacajna razlika u ucestalosti genotipova MMP-9 -1562 C/T polimorfizma izmedu
pacijenata sa i bez parenhimskog hematoma tip 2 (p=0,019). Osobe sa parenhimskim hematomom tip
2 statisticki znacajno ¢eSc¢e su imale TT genotip ispitivanog polimorfizma (p=0,011; OR=11,083; CI
95% 1,037 - 165,094). Takode smo uocili statisticki zna€ajnu razliku u ucestalosti genotipova MMP-
9 -1562 C/T polimorfizma izmedu pacijenata sa 1 bez neke druge intrakranijalne hemoragije
(p=0,039). Osobe kod kojih se razvila neka druga intrakranijalna hemoragija (proSirena iz ishemi¢nih
hemoragija - intraventrikularna krvarenja ili SAH) nakon rtPA terapije statisti¢ki znacajno CeSce su
imale TT genotip ispitivanog polimorfizma (p=0,047; OR=13,08; 95% CI 1,04 - 165,09). Nakon
grupisanja genotipova MMP-9 -1562 C/T polimorfizma po dominantnom modelu (TT naspram
CC+CT) uocava se i statisticki znacajna razlika u odnosu na pojavu sICH (p=0,050). Osobe kod kojih

se razvila sICH, statisticki znacajno ¢eSce su bile TT genotipa. Medutim, analiza odnosa Sansi i rizika
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nije pokazala statistiCki znacajnu povezanot izmedu TT genotipa MMP-9 -1562 C/T polimorfizma i
pojave sICH (p=0,097; OR=8,31; 95% CI 0,68 - 101,70), ali se zadrzao trend ka njenom dostizanju.
Nasi rezultati ukazuju da je TT genotip MMP-9 -1562 C/T faktor rizika za intrakranijalnu hemoragiju
kod pacijenata sa IMU leCenih trombolitickom terapijom i mogu se objasniti viSim nivoima MMP-9
u plazmi kod osoba TT genotipa MMP-9 -1562 C/T polimorfizma (185,186), koji su povezani sa
ostec¢enjem KMB i posledi¢ne hemoragije (289).

Pored ovoga, studija iz 2019. godine nije pronasla pojedina¢nu povezanost Sest SNP varijanti
MMP-9 gena i javljanja HT kod pacijenata sa IMU. Medutim, nakon ispitivanja gen-gen interakcije
GMDR (engl. Generalized multifactor dimensionality reduction) metodom, uoceno je sinergisticko
dejstvo izmedu rs3918242 i rs3787268 polimorfizama MMP-9 gena, gde kombinacija genotipova ova

dva polimorfizma znacajno povecava rizik od HT kod pacijenata sa IMU (290).

Unutar 7/MP-2 gena do sada su ispitivani brojni polimorfizmi (291). Pokazana je jasna
asocijacija izmedu -418 G/C polimorfizma i stepena genske ekspresije, a posledi¢no i nivoa TIMP-2
u plazmi, dok su podaci o funkcionalnosti -303 C/T polimorfizma i dalje kontradiktorni

(192,196,292).

Polimorfizam TIMP-2 -418 G/C povezan je sa rizikom od javljanja razli¢itih karcinoma
(98,99), aneurizme abdominalne aorte (195), hroni¢ne opstruktivne bolesti plu¢a (295), ali i
odredenih CVB (296). I TIMP-2 -303 C/T polimorfizam povezan je sa ve¢om incidencijom javljanja
karcinoma (291), dok su redi aleli oba polimorfizma povezani sa ¢eS¢im javljanjem primarne
ovarijalne insuficijencije u odnosu na kontrolnu grupu (297). Uticaj -418 G/C 1 -303 C/T
polimorfizama TIMP-2 gena na razvoj navedenih bolesti moZe se objasniti variranjem nivoa TIMP-
2 u plazmi kao posledice uticaja na razliitu gensku ekspresiju ovih SNP varijanti, §to potencijalno
moze dovesti do naruSavanja ravnoteze izmedu MMP i1 TIMP 1 delovati na razvoj, ali 1 egzarcerbaciju

ovih oboljenja.

Pretrazivanjem literature nismo uspeli da pronademo nijednu studiju koja je ispitivala T/MP-
2 polimorfizme od naseg interesa i IMU. StaviSe, veoma je oskudan i broj studija koje su ispitivale

uticaj drugih polimorfizama T/MP-2 gena na nastanak IMU.

Studija koju su sproveli Guo i saradnici ukazala je da je T alel, u dominantnom modelu,
154789936 polimorfizma TIMP-2 gena statisticki znacajno redi kod pacijenata sa IMU kao posledice
ateroskleroze velikih arterija u poredenju sa kontrolnom grupom. U istoj studiji nije pronadena
asocijacija ostalih ispitivanih SNP varijanti 7/MP-2 gena (medu kojima je 1 -303 C/T polimorfizam)
¢ak ni nakon grupisanja genotipova po dominantnom i recesivnom modelu (193). Studija koju su
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sproveli kineski naucnici je ukazala na znacajnu povezanost A alela TIMP-2 -269 C/A polimorfizma
i povecane incidencije sICH kod starijih muSkaraca, dok je AA genotip TIMP-2 -261 G/A
polimorfizma delovao protektivno kod Zena starije zivotne dobi (298). Rezultati studije sprovedene
u Nemackoj su bili u saglasnosti sa studijom koju su sproveli Guo 1 saradnici koji su, takode, ukazali
da AA genotip -261 G/A polimorfizma TIMP-2 gena statisticki znaCajno povecava incidenciju
javljanja ICH, uprkos ¢injenici da nivoi TIMP-2 u serumu nisu dostigli statisticko znacajno nize

koncentracije od oc¢ekivanih (173).

Razli¢ite koncentracije TIMP-2, nastale usled uticaja ispitivanih SNP varijanti na gensku
ekspresiju, mogu dovesti do naruSavanja balansa izmedu TIMP-2 i MMP-2 koji predstavlja jedan od
patofizioloskih mehanizama nastanka HT nakon IMU, a posebno nakon IMU lec¢enog rtPA terapijom
ili dovesti do egzarcebacije IMU (194). Medutim, u ve¢ pomenutoj studiji, nije pronadena statisticki
znacajna povezanost nivoa TIMP-2 u plazmi i oporavka pacijenata sa IMU lecenih rtPA terapijom ili
pojavom HT nakon primene iste (283), dok je druga studija ukazala na tendenciju ka postojanju
povezanosti izmedu povecanja odnosa MMP-9/TIMP-2 i pojave HT kod pacijenata sa IMU leCenih

trombolitickom terapijom (194).

Analizom -418 G/C i -303 C/T polimorfizama TIMP-2 gena i IMU, kao i povezanos¢u
genotipova navedenih polimorfizama 1 oporavka pacijenata nakon IMU le€enog rtPA terapijom nije

se bavila nijedna studija uklju¢ena u NCBI bazu.

U nasoj studiji nismo pronasli statisticki znacajnu povezanost genotipova, ni alela 7/MP-2 -
303 C/T polimorfizma i oporavka pacijenata sa IMU lecenih rtPA terapijom, kao ni povezanost ovog
polimorfizma sa pojavom rtPA indukovane HT, ili sICH, ¢ak ni nakon grupisanja genotipova po
dominantnom, odnosno recesivnom modelu. Uprkos €¢injenici da su osobe nosioci T alela (CT+TT
genotipovi) imale tendenciju za bolji oporavak, statisticka znaCajnost nije dostignuta (p=0,159).
Izostanak povezanosti ovog polimorfizma 1 javljanja HT moZe se objasniti malim uticajem
ispitivanog polimorfizma na ekspresiju gena, ali i ¢injenicom da je uzorak obuhvacen u naSoj studiji

nedovoljno veliki za kona¢ne zakljucke.

Medutim, nakon analize gen-gen interakcije izmedu genotipova TIMP-2 1 MMP-9 gena, ¢ak
60,5% pacijenata sa loSim oporavkom nakon IMU lecenog rtPA istovremeno je imao CC genotip
TIMP-2 -303 C/T i CC genotip MMP-9 -1562 C/T polimorfizama, $to je predstavljalo statisticki

znacajno vecu ucestalost nego kod osoba sa dobrim oporavkom (p=0,050).

U naSoj studiji smo uocili statisticki znacajnu razliku u ucestalosti genotipova TIMP-2 -303

C/T 1 MMP-9 -1562 C/T polimorfizama izmedu pacijenata sa i bez hemoragijske transformacije
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(p=0,033). Hemoragijska transformacija se statisticki znacajno ceSc¢e javila kod pacijenata koji su
istovremeno imali TT genotip 7/IMP-2 -303 C/T i TT genotip MMP-9 -1562 C/T polimorfizama.
Takode je zabeleZena i statisticki znacajna razlika u ucestalosti genotipova 7IMP-2 -303 C/T i MMP-
9 -1562 C/T polimorfizama izmedu pacijenata sa i bez neke druge intrakranijalne hemoragije nakon
rtPA terapije, ali 1 izmedu pacijenata sa 1 bez sICH. Pacijenti kod kojih se razvila neke druga
intrakranijalna hemoragija, kao i pacijenti kod kojih se razvila sSICH nakon rtPA terapije statisticki
znacajno ¢esce su istovremeno imali TT genotip za oba ispitivana polimorfizma (p<0,001). Zbog
malih ucestalosti, analiza odnosa Sansi i rizika nije mogla da potvrdi dobijene rezultate. Dobijeni
rezultati se mogu objasniti ¢injenicom da je TT genotip MMP-9 -1562 C/T polimorfizma povezan sa
vi§im nivoima ovog enzima u plazmi i posledi¢nim oste¢enjem KMB nakon IMU, a da TT genotip -
303 C/T polimorfizma TIMP-2 gena na, jos uvek, nerazjaSnjen nacin dovodi do pojacavanja ovog

efekta, Sto rezultira ¢eS¢om pojavom HT, sICH 1 drugih hemoragija.

Dodatno smo pratili i pojavu sistemskog krvarenja, kao komplikacije tromboliti¢ke terapije, 1
uoCili da su sve osobe sa sistemskim krvarenjem imale istovremeno GG genotip -790 T/G
polimorfizma MMP-2 gena i CC genotip TIMP-2 -303 C/T polimorfizma (p=0,032). Ovi rezultati su
u suprotnosti u odnosu na nase prethodno navedene rezultate, gde se vidi povezanost TT genotipa
TIMP-2 -303 C/T polimorfizmai HT. Treba imati u vidu da je ovo prva studija koja se bavila uticajem
TIMP-2 -303 C/T polimorfizma i pojave komplikacija rtPA terapije kod pacijenata sa IMU i da je
broj pacijenata koji su razvili sistemsko krvarenje mali (Cetiri pacijenta), a uticaj 7/IMP-2 -303 C/T
polimorfizma na ekspresiju 7/MP-2 gena nerazjaSnjen, tako da, osim moguénosti da se analizirani
polimorfizmi nalaze u vezi sa drugim polimorfizmom, trenutno nije moguce diskutovati ove

kontradiktorne rezultate.

Sa druge strane, kod pacijenata koji su istovremeno imali CC genotip MMP-2 -735 C/T1TT
genotip MMP-9 -1562 C/T polimorfizama, statisticki znacajno ceS¢e se javilo neko drugo
intrakranijalno krvarenje (p=0,011), kao i sSICH (p=0,031) u odnosu na pacijente sa drugim udruZzenim

genotipovima, ali detaljnom analizom statisti¢ka znacajnost nije potvrdena.

Finalno, svih 166 pacijenata u nasoj studiji je bilo homozigotno za G alel za ispitivani -418
G/C polimorfizam TIMP-2 gena. Polimorfizmi -303 C/T i -418 G/C su najviSe proucivani
polimorfizmi TIMP-2 gena, pogotovo zajedno, ali i pojedinac¢no i u kombinaciji sa polimorfizmima
MMP-2 gena. Imajuéi u vidu povezanosti 7IMP-2 -418 G/C polimorfizma 1 razli¢itih oboljenja u
evropskoj populaciji, smatrali smo da ovaj polimorfizam moZe da bude potencijalni kandidat za nasu
studiju, uprkos niskim ucestalostima jedne alelne forme. Naime, za razliku od azijske populacije, gde

je ucestalost G alela TIMP-2 -418 G/C polimorfizma oko 86%, u evropskoj populaciji je, na osnovu
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NCBI baze, ona visa i iznosi oko 99%, s tim $to se podaci razlikuju izmedu zemalja. Tako, na primer,
u Gr¢koj 1 Nemackoj ucestalosti C alela iznose 2,2%, odnosno 3,6%, respektivno (293). Na osnovu
rezultata nase studije mozemo pretpostaviti da je u nasoj populaciji ucestalost C alela -418 G/C
polimorfizma TIMP-2 gena izuzetno niska, iako treba imati u vidu uticaj relativno malog broja

analiziranih pacijenata na ovakav rezultat.
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6. ZAKLJUCCI

U skladu sa postavljenim ciljevima studije, a na osnovu dobijenih rezultata, mozemo doneti

slede¢e zakljucke:

10.

. Ucestalosti genotipova 1 alela kod pacijenata sa ishemisjkim mozdanim udarom za sve

ispitivane polimorfizme su u saglasnosti sa prijavljenim ucestalostima u NCBI bazi;

. Nema razlike u ucestalosti genotipova, kao ni alela ispitivanih polimorfizama u odnosu na

efikasnost tromboliticke terapije rekombinovanim tkivnim aktivatorom plazminogena kod
pacijenata sa ishemisjkim mozdanim udarom, ni nakon grupisanja genotipova po

dominantnom, ni po recesivnom modelu;

. 5G/5G genotip PAI-1 4G/5G polimorfizma je povezan sa sistemskim krvarenjem, ali i

agitacijom, kao komplikacijama tromboliticke terapije;
D/D genotip ACE I/D polimorfizma je povezan sa sistemskim krvarenjem, kao jednom od

komplikacija tromboliticke terapije;

. GG genotip MMP-2 -1575 G/A, CC genotip MMP-2 -1306 C/T ili TT genotip MMP-2 -790

T/G polimorfizama su redi kod pacijenata koji su imali prethodni IMU;
GCTC haplotip (-1575 G/A, -1306 C/T, -790 T/G, -735 C/T) MMP-2 gena je redi kod

pacijenata sa rekurentnim IMU;

. Osobe sa GCT haplotipom (-1575 G/A, -1306 C/T, -790 T/G) MMP-2 gena ¢eSc¢e su imale

parenhimski hematom tip 1, dok su osobe sa istim haplotipom rede imale alergijsku reakciju
na rtPA;

Kod osoba TT genotipa MMP-9 -1562 C/T polimorfizma ceS¢e se javila neka druga
intrakranijalna hemoragija (prosirena iz ishemi¢nih hemoragija - intraventrikularna krvarenja
ili SAH) nakon rtPA terapije, ali 1 parenhimski hematom tip 2;

Sve osobe sa sistemskim krvarenjem su istovremeno imale GG genotip MMP-2 -1575 G/A
polimorfizma i CC genotip TIMP-2 -303 C/T polimorfizma;

Osobe koje su istovremeno imale TT genotip 7IMP-2 -303 C/T polimorfizma i TT genotip
MMP-9 -1562 C/T polimorfizma ceS¢e su imale HT, sICH, kao 1 druga intrakranijalna
krvarenja (proSirena iz ishemi¢nih hemoragija - intraventrikularna krvarenja ili SAH) nakon

tromboliticke terapije.
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SPISAK SKRACENICA

ACE - angiotenzin konvertujuci enzim

AF - atrijalna fibrilacija

AIM - akutni infarkt miokarda

AIMU - akutni ishemijski mozdani udar

ALT - alanin amino-transferaza

AMPA - a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolepropionskokiselina
AMU - akutni mozdani udar

aPTT - aktivirano parcijalno tromboplastinsko vreme
AST - aspartat amino-transferaza

ATP - adenozin-trifosfata

BDNF - neurotrofni mozdani faktor

BM - bazalna membrana

CADASIL - cerebralna autozomno dominantna arteriopatija sa subkortikalnim infarktima i

leukoencefalopatijom

CARASIL - cerebralna autozomno recesivna arteriopatija sa subkortikalnim infarktima 1

leukoencefalopatijom

CNS - centralni nervni sistem

CT - kompjuterizovana tomografija

CVB - cerebrovaskularne bolesti

DALY - godine Zivota korigovane u odnosu na nesposobnost
DM - dijabetes melitus

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina



dNTP - dezoksinukleozid-trifosfat

EDTA - etilendiamintetraacetatna kiselina

EGF - epidermalni faktor rasta

F prajmer - prednji prajmer

GnRH - gonadotropin oslobadajuc¢i hormon
GWAS - studije asocijacije kompletnog genoma
HI-1 - hemoragijski infarkt tip 1

HI-2 - hemoragijski infarkt tip 2

HT - hemoragijska transformacija

HTA - hipertenzija

IBS - ishemijska bolest srca

ICH - intracerebralna hemoragija

IL-1B - interleukin 1P

INR - protrombinsko vreme/Internacionalni normalizovani odnos
IMU - ishemijski mozdani udar

INDLs - inserciono-delecionie variajnte

iNOS - inducibilna azot-oksid sintaza

1IRNK - informaciona ribonukleinska kiselina
1.v. - intravenski

KMB - krvno-moZzdana barijera

MMP - matriks metaloproteinaza

mRS - modifikovani Rankin skor

MT-MMP - membranska matriks metaloproteinaza

MTHFR - metilen-tetrahidrofolat reduktaza



MU - moZdani udar

NGS - metode sekvenciranja nove generacije
NIHSS - skala za procenu tezine mozdanog udara
NMDA - N-metil-D-aspartat

NMDAr - N-metil-D-aspartat receptor

NMR - nuklearna magnetna rezonanca

nNOS - neuronalna azot-oksid sintaza

NO - azot-oksid

NOS - azot-oksid sintaza

PAI-1 - inhibitor aktivatora plazminogena 1

PCR - reakcija lancane polimerizacije

PCR-RFLP - reakcija lancane polimerizacije - polimorfizmi duzine restrikcionih fragmenata
PH-1 - parenhimski hematom tip 1

PH-2 - parenhimski hematom tip 2

PXE - pseudoksantoma elastikum

R prajmer - reverzni prajmer

RAAS - renin-angiotenzin-aldosteron sistem

RNK - ribonukleinska kiselina

RNS - reaktivne azotne vrste

ROS - reaktivne kiseoni¢ne vrste

rtPA - rekombinovani tkivni aktivator plazminogena
RVCL - retinalna vaskulopatija sa cerebralnom leukodistrofijom
SAD - Sjedinjene Americke Drzave

SAH - subarahnoidalna hemoragija



sICH - simptomatska intrakranijalna hemoragija
SNP - polimorfizam pojedina¢nih nukleotida
TIA - tranzitorni ishemijski atak

TIMP - tkivni inhibitor matriks metaloproteinaza
TNFa - faktor nekroze tumora a

tPA - tkivni aktivator plazminogena

uPA - urokinaza

VCM - vanéelijski matriks

WGS - metode sekvenciranje celog genoma
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staz obavila je od jula 2014. godine do januara 2015. godine u Klinickom centru Srbije, a strucni ispit

je polozila u januaru 2015. godine.

Od marta 2015. godine je zaposlena na Medicinskom fakultetu Univerziteta u Beogradu kao
istraziva¢ saradnik na projektu koji finansira Ministarstvo prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja, pod
nazivom ,,EpidemioloSka istrazivanja neuroloskih poremecaja: sveobuhvatna procena efekata
bolesti" (projekat broj 175087), rukovodilac prof. dr Tatjana Pekmezovié, u koji je i dalje uklju€ena.
Januara 2016. godine izabrana je u zvanje saradnika u nastavi na predmetu Humana genetika na
Medicinskom fakultetu Univerziteta u Beogradu, a zatim reizabrana januara 2017. godine. Marta
2018. godine izabrana je u zvanje asistenta na predmetu Humana genetika. Doktorske akademske
studije na modulu Epidemiologija upisala je 2014. godine na Medicinskom fakultetu u Beogradu, da
bi se naredne godine prebacila na modul Molekularna medicina. PoloZila je sve predmete predvidene
modulom Molekularna medicina sa prosenom ocenom 10,00. Specijalizaciju iz Laboratorijske

medicine na Medicinskom fakultetu Univerziteta u Beogradu upisala je u oktobru 2020. godine.

Ucestvuje u pripremi i realizaciji nastave iz Humane genetike na Medicinskom fakultetu
Univerziteta u Beogradu, a od oktobra 2016. godine ucestvuje i u izvodenju nastave iz Humane
genetike na engleskom jeziku. Od januara 2016. godine aktivno je uklju¢ena u nau¢no-istrazivacki
rad 1 zdravstvenu delatnost koja se obavlja u laboratorijama Instituta. Do sada je, 1 viSe nego uspesno,
savladala sve kompleksne laboratorijske tehnike koje su neophodne za samostalan rad u okviru
laboratorije humane genetike, te je bila i u¢esnica brojnih domacih i medunarodnih stru¢nih i nau¢nih

skupova.
Cita, piSe i govori engleski jezik.

Udata je za Milo$a 1 imaju sina Pavla.



obpasay usjage o aymopcmesy

H3jaBa 0 ayTOpCTBY

WmMe 1 npe3umMe ayTopa Mapnuja I'. lymanosuh ITjesuh

Bpoj unagexca _MM-16/15

H3jaB/byjem

Jla je JOKTOpCKa JiucepTalMja o HacJloBOM

VcnuTHBame MOBE3aHOCTH _moanmopduzaMa TreHa KOjH Peryidimy ¢budpunonanly _u
HHTerpuTeT Banheamjckor MaTpukca ca edekTHMA Tepanuje HCXeMHjCKOI MOMXKIAHOr yIapa

PEKOMOHMHOBAHHM TKHBHHM AKTHBATOPOM IJIASMHHOI€HA

® pe3yJITaT CONICTBEHOT UCTPAXKUBAIKOT paAa;

e Jla AMcepTalyja y UeJMHU HU Y AeJ0OBUMA HUje 61U MpeJIoKeHa 3a CTHLambe Jpyre
JIUIJIOMe peMa CTY/JUjCKUM IporpaMUMa Jpyrux BUCOKOLIKOJICKUX YCTAaHOBA;

e Jla Cy pe3yJTaTH KOPEKTHO HaBeJeHH U

e /la HHMCaM KpIIHMO/Jia ayTOPCKa NpaBa ¥ KOPUCTHO/JIa UHTEJIEKTYaIHy CBOjJUHY JAPYTHUX
JIULA.

IloTnuc ayTopa

V Beorpaay, 15.09.2020.




06pasay usjase 0 UCMO8EMHOCMU WMAMNAHE U e/eKMPOHCKe 6ep3uje 0KMopcKko2 paoda

H3jaBa 0 MICTOBETHOCTH LITAMIIAHE M eJIEKTPOHCKE Bep3Hje JOKTOPCKOr
paja

Vme u peaume ayTopa Mapaja I'. Jlymanosuh Iljesnh

Bpoj ungexca MM-16/15

CTy/AHjCKU IporpaM TlokTOpCKe akajgeMcKe cTyauje - MoayJa MoJieky/jaapHa MeIHIIHHA

HacsoB pasga HUcnuruBame  NMOBE3AHOCTH noauMopduzamMa _ resa KOju peryJuimy

¢Guépunoan3y u uaTerpurer Banhenujckor MaTpukca ca edexruma Tepanuje

HCXEMHjCKOI _ MOKIAHOI _yaapa DeKOMGHHOBaHHM TKHBHHM AKTHBATOpPOM

NJa3MHHOI'€HA

MenTop npod. 1p bubana Jexkuh, npod. 1p Jbubana becaah BymGamupesuh

W3jaB/byjeM [a je IITaMIaHa Bep3Wja MOTr JIOKTOPCKOT pajja HUCTOBETHA eJIEKTPOHCKO]
Bep3WjU Kojy caM Tpejao/na paju MoxpamMBawka y /IMFMTAIHOM peno3uTopujymy
YuuBepsureray beorpanay.

Jlo3Bo/baBaM Jia ce o6jaBe MOjU JIMYHM MOJALM Be3aHU 3a AoOHWjarbe aKaJeMCKOT Ha3WBa
JOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy UMe ¥ Ipe3nUMe, TO/INHa U MeCTO pohersa 1 AaTyM oz6paHe paja.

OBY JIMYHU MOAALM MOTY Ce 06jaBUTH Ha MPEXHUM CTpPaHMIAMa JUTUTaNHe GHOBINOTEKE, ¥
eJIEKTPOHCKOM KaTaJIory M y y6InKanujamMa YuuBepaurtera y Beorpasay.

IloTnuc ayropa

YBeorpaﬂy' 15.09.2020. & ’ . (j\ﬁ_\\
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obpasay uzjase o kopuuthersy

HUsjaBa o kopumhemy

OsnamwhyjeM VYuuBepauTeTcky 6uéauorexy ,CBeTosap Mapkosuh” pa y /JluruTanHu
peno3uTopujyM YHUBep3uTeTa y Beorpajy yHece MoOjy [JOKTOPCKY AucepTalHjy TOJ
HaCJIOBOM:

WcnuTHBAaKe _NOBE3aHOCTH _moauMopdu3aMa reHa KoOjH peryadun HOpUHOJIHIY W

HHTETPUTET BaHheJ'll/liCKOF MATPHKCA Ca eg!eKTHMa Tenarmie HCXCMHiCKOF MOXJAAHOI viapa
QeKOMﬁﬂHOBaHHM TKHBHHM aKTHBAaTOPOM IJIA3SMHHOI€HA

KOja je Moje ayTOpPCKO JieJIo.

JliucepTanujy ca CBUM NMpPHJIO3MMa Npejao/yia caM y eJleKTPOHCKOM dbopmaTy norofHoM 3a
TpajHO apXUBUPAbE.

Mojy AOKTOPCKY AUcepTaLHjy MoxpakeHy y JIMTUTaJHOM PENo3UTOPUjyMy YHUBep3UTETa ¥
Beorpasy U 4OCTYIIHY y OTBOPEHOM TPHMCTYIY MOTY Jia KOPUCTe CBH KOjH MOWITYjy oApease
caapaHe y ogaGpaHoM Tuny JanueHne KpeatusHe 3ajesnune (Creative Commons) 3a Kojy

caM ce oZJTy4Ho /J1a.
1. Aytopctso (CC BY)
2. AytopcTBo - HekoMepuujaaHo (CC BY-NC)
®4yTopCTBo - HekoMepuHjaHo - 6e3 npepaja (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMepIUjalHo — AeJUTH moJ ucTuM ycosuma (CC BY-NC-5A)
5. AytopcTBo - 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AyTopcTBo — genuTw o uctuM ycaosuma (CC BY-SA)

(MoJsinMo J1a 3a0KPY>KUTe caMo jeJHy 0[] IECT MmoHyheHUX JTULeHIH.
KpaTak onuc JMILleHLM je caCTaBHU JI€0 OBe usjase).

IloTnuc ayropa

¥ Beorpaay, _15.09.2020.
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1. AyTopcrBo. Jlo3BosbaBaTe yMHOXABake, JUCTPUOYLHU]y U jaBHO caollITaBambe JeNa, U
npepajie, ako ce HaBeJe WUMe ayTopa Ha Ha4duH ojpebeH oJf cTpaHe ayTopa WM JaBaola
NULeHIle, 4aK U y KoMepuujaiHe cepxe. OBo je Hajcno60AHU]a 0/ CBUX JIULIEHIH.

2. AyTOpCcTBO - HeKOMepuMjaygHo. [[03Bo/baBaTe yMHOXaBame, AUCTPUBYLUjy U jaBHO
CaolUITABAME JeJIa, U Npepaje, ako Ce HaBeJe MMe ayTopa Ha Ha4yuH ojpeben oj cTpaHe
ayTopa WM saBaoua suneHue. OBa JIMLEHIA He I03B0/baBa KOMEpPIUjaIHy yoTpeoy Jea.

/ y;’(\ AyTOpCTBO - HeKoMepuMjajHo - G6e3 mnpepaja. /lo3Bo/baBaTe yMHOXaBame,
HHCcTpUOYLMjy M jaBHO caomiITaBame Jesa, 6e3 mpoMeHa, npeoc6UMKOBaba WM ynoTpebe
JieJla y CBOM fieJly, aKo ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HaduH ojpeheH of cTpaHe ayTopa WJIH
napaona Junenne. OBa JUNEHUA He A03B0/baBa KOMepUHjaIHy yroTpeoy Aena. Y ofHOCY Ha
CBe oCTaJie JIWIeHIle, 0BOM JIMIEHIIOM ce orpaHuyaBa Hajsehn 06uM npaea kopuinhera fena.

4, AyTOpCTBO - HEKOMEpUHjaJHO - AeJUTH NoJ ucTUM yciaosuMma. JlozsosbaBaTe
yMHOXaBatbe, JUCTPUOYLHjy M jJaBHO caomIUTaBakbe JieJia, ¥ npepaje, ako ce HaBeJe HMe
ayTopa Ha HauyuH ojpeDheH oJi cTpaHe ayTopa WM /[jaBaoua JIMILEHIle M aKo ce npepaja
II‘I/ICTpI/I6y1/Ipa noJ MCTOM MKW CJIWYHOM JIMIEHIIOM. OBa JULEHIa He [O03B0J/baBa
KoMepUUjaHy yIoTpedy Jesa U npepaja.

5. AyTopcTBo - 6e3 mpepajga. Jlo3Bo/baBaTe YMHOXaBare, JUCTPUBYUH)y U jaBHO
caorlUTaBake Jea, 6e3 NpoMeHa, peobJIMKoBaka WK ynoTpebe Jejia y CBOM JieJly, ako ce
HaBeJle MMe ayTopa Ha Ha4duH ofpeheH oJi cTpaHe ayTopa uaM JaBaoua sauieHue. Osa
JIMLEeHIA I03B0/baBa KOMepIHjaIHy ynoTpeby Aesa.

6. AyTOPCTBO - J@JUTHU NOJ UCTUM yCA0BHUMA. [l03Bo/baBaTe YMHOXaBaKe, UCTPUOY M)y
W jaBHO CaoMNIITaBambe Jle1a, ¥ Npepajie, ako ce HaBeJie HMe ayTopa Ha HauuH oJpeheH o
cTpaHe ayTopa WJM [JaBaolja JIMIEHILe ¥ aKo ce mpepaja AMCTPUOYUpa NOJ UCTOM WU
cIMYHOM nuLeHnoM. OBa JIMLEHIA [[03BO/baBa KOMepIHjaJHy YINoTpeby Aena U npepaja.
Cnu4Ha je copTBEPCKUM JIMLEHIAMA, OHOCHO JIMLEeHIlaMa OTBOPEHOT KoAa.



