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Predgovor

Uspostaviti tradiciju je mnogo teZe nego realizovati inicijativu. Pokazalo se da je prvi broj tematskog
zbornika Trendovi u molekularnoj biologiji 1 pobudio interesovanje nau¢ne zajednice u Srbiji, tako da
drugi broj nije bilo tesko sastaviti. Broj poglavlja u tematskom zborniku Trendovi u molekularnoj biologiji 2
je premasio ocekivanja. Kao da je Tematski zbornik simboli¢no postao - Ko je ko u molekularnoj biologiji u
Srbiji. | ponovo se pokazalo da se naucnici u nasoj zemlji bave aktuelnim istraziva¢kim temama i aktivno
doprinose napretku molekularne biologije na mnogim poljima. | mladi molekularni biolozi su prikazom
svojih doktorskih teza pokazali da prate svetske trendove i savremene naucne pristupe.

Posebnost ovog broja je $to se objavljuje u vreme kada obelezavamo jubilej, pedesetogodisnjicu Beo-
gradske Skole molekularne biologije, o ¢emu svedoci tekst u kome je prikazan put razvoja programa za mo-
lekularnu biologiju na Bioloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu.

Pre viSe godina na jednom nau¢nom skupu se govorilo o tome kako saznanja iz molekularne biologije
prozimaju sve naucne oblasti koje se bave Zivim organizmima i kako se moze predvideti da ¢e njena primena
obeleZiti novi vek. Iz auditorijuma je stigao komentar:,Proci ¢e i vase”. Vreme svedodi da je era molekularne

biologije tek pocela.

| $ta éemo sad?”

Sonja Pavlovi¢
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Iz recenzija Tematskog zbornika
Trendovi u molekularnoj biologiji

Drugi broj tematskog zbornika ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2” predstavlja nastavak prikazivanja
i objavljivanja najznacajnijih nau¢nih radova proisteklih iz doktorskih disertacija mladih nauc¢nika Srbije,
kao i najznacajnijih naucnih rezultata ostvarenih u svetu u oblasti molekularne biologije, u protekloj godini,
u kojima su nasi nau¢nici dali svoj doprinos. U ovom broju, prikazano je 18 nau¢nih radova, od kojih je 12 iz
oblasti biomedicine, koji su posveéeni rezultatima ostvarenim u oblasti molekularne biologije retkih bolesti,
tumora i centralnog nervnog sistema. Ovi rezultati su od ogromnog znacaja za unapredenje dijagnostike i
terapije bolesti.

Rezultati koje su nasi naucnici ostvarili u oblasti molekularne biologije biljaka prikazani su kroz tri rada,
a akcenat u njima je na mogucnosti primene tih rezultata u oblasti ekologije, hortikulture i unapredenja
zdravlja ljudi (potraga za ekoloski prihvatljivim bioherbicidima, modifikacija boje cveta, bioloska aktivnost
prirodnih supstanci).

Dva rada su posvecena naprednim metodama u oblasti molekularne biologije i prikazana su u poseb-
nom poglavlju, sto smatram veoma vaznim.

Posebno bih istakla poglavlje u kojem je prikazan jedan od najznacajnijih naucnih rezultata u svetu u
protekloj godini (otkice receptora za temperaturu i dodir), za koji je dodeljena Nobelova nagrada za
fiziologiju i medicinu 2021. godine. Uvodno poglavlje ovog tematskog zbornika posveceno je znacajnom
jubileju — pedesetogodisnjici Beogradske skole molekularne biologije, i u njemu je prikazan razvojni put
studijskog programa Molekularna biologija i fiziologija na Univerzitetu u Beogradu - Bioloskom fakultetu.

Tematski zbornik ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2” nastavlja svoju misiju nau¢ne avangarde za-
pocetu proslogodisnjim brojem. Prikazivanjem najkvalitetnijih i najznacajnijih naucnih rezultata ostvarenih
u oblasti molekularne biologije u protekloj godini u kojima su nasi mladi nau¢nici dali svoj ogromni dopri-
nos, prenose se informacije Sirem krugu istraZivaca i zaposlenih u razlic¢itim oblastima (medicina, farmacija,
poljoprivreda), ¢ime se otvaraju mogucnosti za saradnju, a samim tim za primenu rezultata, kao i za nova
istrazivanja.

Svojom koncepcijom i odabirom radova ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ prate napredak u oblasti
molekularne biologije i ne samo da prenose najznacajnije nauc¢ne rezultate, vec i inspirisu i podsti¢u nova
istraZivanja i Sire interesovanje za ovu veoma znacajnu naucnu oblast. Ovaj zbornik opravdava svoj naziv i
nadam se da ¢e se nastaviti trend njegovog objavljivanja i narednih godina.

Dr Svetlana Radovi¢, redovni profesor,
Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu



Monografija/Tematski zbornik,,Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ je drugi broj u nizu izdanja koje ima
za cilj da prikaze naucne rezultate iz oblasti molekularne biologije koje su ostvarili naucnici iz Srbije u
prethodnoj godini. Sacinjen je od 18 poglavlja, od kojih 8 predstavlja revijske radove proizasle iz doktorskih
disertacija mladih doktora nauka u kojima je prikazan njihov doprinos odredenoj nau¢noj oblasti moleku-
larne biologije koja je povezana sa temom njihove disertacije. Preostalih 7 poglavlja su prikazi aktuelnih
tema iz molekularne biologije u kojima su nasi nau¢nici dali svoj znacajni doprinos. Uvodno poglavlje je
posveceno jubileju, pedesetogodisnjici Beogradske Skole molekularne biologije, u kome je prikazan put
razvoja programa za molekularnu biologiju na Bioloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu.

Veliki broj poglavlja iz Zbornika (12) je posvecen istrazivanjima iz oblasti biomedicine. Posebno je znaca-
jno poglavlje u kome je prikazan doprinos nasih istraZivaca u oblasti kojoj je dodeljena Nobelova nagrada
iz medicine za 2021. godinu (receptori za temperaturu i dodir).

Doprinos koji je molekularna biologija dala modernoj medicini je izuzetno veliki. Danas su u klini¢koj
praksi u svetu mnogobrojni dijagnosticki, prognosticki i terapijskih molekularni markeri. Posebno je znaca-
jno Sto je medicina u Srbiji pratila svetske trendove, i to zahvaljujudi i velikim naporima molekularnih bio-
loga u nasoj zemlji. Ovaj Tematski zbornik je svedocanstvo o znacajnim postignu¢ima molekularnih biologa
u Srbiji koji su doneli napredak nasoj medicini i drugim nauénim oblastima.

Monografija/Zbornik je izuzetno zanimljivo koncipiran sa sadrzajem koji je na visokom nau¢nom nivou
bez molekularne biologije. Primeri primenljivosti rezultata istrazivanja u praksi (medicinskoj i drugima) je
poseban kvalitet ovog Zbornika.

Prvi broj Tematskog zbornika, Trendovi u molekularnoj biologiji 1“ je doziveo veliko interesovanje. In-
teresovanje autora da objave svoj doprinos svetskoj nauci u broju 2 govori da je ovakav sadrzaj bio neopho-
dan nasoj nau¢noj javnosti. Sigurno je da ¢e ovako koncipiran Tematski zbornik imati buduénost, jer je
napredak medicine i drugih oblasti (biotehnologija, poljoprivreda, farmacija) nemoguce zamisliti bez novih
dostignu¢a molekularne biologije

Dr Vesna Skodri¢ Trifunovié, redovni profesor,
Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu
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Tematski zbornik ,Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ sadrzi nau¢ne rezultate koji su prepoznati na
svetskom nivou, a koje su istrazivaci iz Srbije ostvarili u prethodnoj godini iz ove oblasti. Zbornik je sacinjen
od 18 poglavlja, preglednih radova, grupisanih u pet celina. Prva celina je posveéena vaznom jubileju,
pedesetogodisnjici osnivanja Beogradske skole molekularne biologije na Bioloskom fakultetu Univerziteta
u Beogradu, dok druga sadrzi prikaz rezultata nasih istrazivaca iz oblasti fiziologije i medicine za koju je u
2021. godini dodeljena Nobelova nagrada. Najvedi broj poglavlja je u okviru treée celine koja se bavi bio-
medicinom i to molekularnom biologijom retkih bolesti, tumora i centralnog nervnog sistema. Preostale
dve celine su posvecene molekularnoj biologiji biljaka i naprednim metodama molekularne biologije. Vazno
je istaci da su mladi doktori nauka aktivno ucestvovali u izradi ovog Zbornika, tako da 8 poglavlja u okviru
biomedicine i molekularne biologije biljaka predstavljaju revijske radove proizasle iz njihovih doktorskih
disertacija.

Znacaj ovog Zbornika je visestruk. Najpre, ve¢ drugu godinu za redom se objavljuju najrelevantnija
saznanja iz navedenih oblasti koja su proizasla iz rada istrazivaca iz Srbije i dostupna su $iroj javnosti na
maternjem jeziku. Takode, svoje radove su napisali istrazivaci iz razli¢itih naucnih instituta (5) i fakulteta (5)
iz Srbije, $to ohrabruje da ¢e se u nasoj zemlji i dalje nastaviti sa istrazivanjima u molekularnoj biologiji koja
su aktuelna u svetu.

~Trendovi u molekularnoj biologiji 2 je Tematski zbornik u kome su objedinjeni rezultati fundamental-
nih i primenjenih istrazivanja u molekularnoj biologiji ostvarenih u nasoj zemlji u prethodnoj godini.
Kori$¢enjem najnovijih metodoloskih pristupa u ovoj oblasti, ali i bioinformatickih i drugih softverskih alata,
postignut je znacajan napredak u dijagnozi i primeni novih strategija leCenja mnogih bolesti, forenzickim
analizama, razvoju novih lekova. Ovaj sveobuhvatni prikaz istraZivanja, koja se aktivno sprovode u nau¢nim
institutima i na fakultetima u Srbiji, doprinosi saznanjima o znacaju koji molekularna biologija ima kako u
humanoj i veterinarskoj medicini, poljoprivredi, farmaciji, tako i u razvoju biotehnologije, o¢uvanju zivotne
sredine i biodiverziteta.

Poseban doprinos Zbornika se ogleda u tome $to se u njemu nalaze aktuelni podaci o dostupnosti
navedenih savremenih metodologija, ¢ime se otvaraju realne mogucnosti za uspostavljanje novih saradniji
medu istrazivac¢ima, kao i u uspostavljanju inter- i multi-disciplinarnosti i daljem razvoju nauke u Srbiji.

Dr Gordana Nikcevi¢, naucni savetnik
Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo, Univerzitet u Beogradu
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Davne 1972. godine na tadasnjem Odseku za bioloske nauke Prirodno-matematickog fakulteta Uni-
verziteta u Beogradu osnovana je nova studijska grupa — Molekularna biologija i fiziologija, ¢iji pedeseto-
godisnji jubilej slavimo 2022. godine. Osnivac ovog studijskog programa bio je akademik Dusan Kanazir,
osnivac i tadasnji sef Katedre za biohemiju koja je osnivanjem novog studijskog programa preimenovana
u Katedru za biohemiju i molekularnu biologiju. Akademik Kanazir bio je vizionar i dobar poznavalac nauc¢nih
prilika na velikim i znac¢ajanim univerzitetima u svetu. Prateci vrlo brzi razvoj molekularne biologije kao nove
naucne discipline koja dozZivljava procvat 1953. godine ¢uvenim otkri¢em dvolan¢ane zavojnice DNK kao no-
sioca genetickih informacija i njihovog prenosioca kroz generacije, profesor Kanazir uocio je potrebu da se
i na nasem univerzitetu osavremeni nastava biologije i obogati najnovijim nau¢nim dostignu¢ima koja su
ukazivala da e se istrazivanja u biologiji sve vise orijentisati ka subcelijskom i molekularnom nivou prouca-
vanja bioloskih procesa. Kao izuzetno progresivan, kreativan i posveéen profesor, akademik Kanazir se svesr-
dno zalozio za modernizaciju bioloSke nastave na nasem fakultetu, koja je podrazumevala reforme
nastavnog programa biologije kao i organizacije nastavnog procesa. Tokom transformacije Odseka za bi-
oloske nauke Prirodno-matematic¢kog fakulteta, koja se odigrala 1972.i 1973. godine, doslo je, na inicija-
tivu profesora Dusana Kanazira, i do transformacije Fizioloskog zavoda. Uz podrsku profesora Vojislava
Petrovica, tadasnjeg dekana Prirodno-matematic¢kog fakulteta, profesora Radoslava Andusa, tadasnjeg
upravnika Fizioloskog zavoda, profesora Zvonka Damjanovica i profesorke Mire Pasi¢, formirana je studijska
grupa Molekularna biologija i fiziologija, u vreme kada je svega nekoliko univerziteta u Evropi imalo takve
studije.

Prva generacija studenata osnovnih studija molekularne biologije upisana je Skolske 1972/73 godine.
Upisano je 36 studenata, ali do kraja prve Skolske godine broj studenata se smanjio na 21 i ostao ne-
promenjen do samog kraja studija. Tih 21 bili su oni koji su zaintrigirani, privuceni i “inficirani’molekularnom
biologijom nastavili da se njome bave sve do danasnjih dana. Kao kuriozitet, valja istaci ¢injenicu, da je Ru-
munska vlada poslala svog najboljeg studenta medicine, naseg dragog kolegu i druga Oktavijana Popeskua,
da u Beogradu studira molekularnu biologiju. Danas je Oktavijan ugledan nau¢nik svetskog renomea, ¢lan
Rumunske akademije nauka i direktor Bioloskog instituta u Bukurestu.

Na Katedri za biohemiju i molekularnu biologiju profesor Kanazir je 1961. godine imao samo jednog
saradnika u oblasti molekularne biologije. To je bila asistentkinja dr Ana Savi¢, draga i postovana profesorka
koja nas je, nazalost, nedavno napustila, ne doc¢ekavsi da sa nama proslavi ovaj veliki jubilej. Godine 1970.
izabran je i drugi asistent, dr Dragutin Savic. Dr Ana Savic je izu¢avala molekularne mehanizme razvi¢a na
modelu embrionalnog razvi¢a morskog jeZa i usavrsavala se na Moskovskom univerzitetu za molekularnu
biologiju, kao i na Univerzitetu Harvard u SAD. Kada je akademik Kanazir 1985. godine zbog poslova u
Akademiji morao da se povuce sa funkcije $efa Katedre za biohemiju i molekularnu biologiju, zamenila ga
je profesorka Ana Savic i obavljala funkciju sefa Katedre je sve do 1998. kada je na to mesto izabran profe-
sor Ljubisa Topisirovic¢. Dr Dragutin Savi¢ bavio se istrazivanjima u oblasti molekularne genetike, a usavrsavao
se na univerzitetu Dzon Hopkins u SAD i na Karolinska univerzitetu u Svedskoj. Nedostatak nastavni¢kog
kadra na nasoj katedri nadomestili su istrazivaci iz Laboratorije za biologiju tadasnjeg Instituta za nuklearne
nauke ,Boris Kidri¢” u Vinci. Pre dolaska na Prirodno-matematici fakultet, profesor Kanazir je u toj labora-
toriji formirao Vinc¢ansku grupu biohemicara, radiobiologa, molekularnih biologa i geneti¢ara — grupu darovi-
tih i predanih saradnika sa kojima je nastavio da saraduje i posle angaZovanja na Prirodno-matematickom
fakultetu. Oni su mu pomogli u prvim i najtezim naporima, da se organizuje nastava iz biohemije na Katedri
za biohemiju i molekularnu biologiju naseg fakulteta, kao i u organizovanju i izvodenju prakti¢nih vezbi u
Institutu u Vinci, jer na Fakultetu u to doba nisu postojali uslovi za adekvatne prakti¢ne vezbe iz biohemije
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i molekularne biologije. Vin¢anska grupa posebno je zasluzna za razvoj molekularne biologije u nasoj sre-
dini, za pravovremeno orijentisanje nasih kadrova prema izuzetno propulzivnoj nau¢noj oblasti od posebne
vaznosti za razvoj bioloskih i medicinskih nauka u celini.

Katedra za biohemiju i molekularnu biologiju vremenom se $irila angazovanjem ve¢ afirmisanih is-
trazivaca, medu kojima su bili dr Radomir Crkvenjakov, dr LjubiSa Topisirovi¢ i dr Radmila Bordevi¢-Markovic.
Dalji rast katedre, kako u pogledu broja nastavnickog kadra, tako i u pogledu zastupljenosti razlicitih oblasti
istrazivanja, usledio je osamdesetih i devedesetih godina proslog veka angazovanjem dr Branke Kovacic¢
Milivojevi¢, dr Sabere Ruzdiji¢, dr lvana Bruknera, dr Svetlane Radovi¢, dr Dorda Fire, dr Jelene Brkljaci¢, dr
Stanke Romac, dr Olivera Stojkovi¢a, dr Gorana Jovanovic¢a, akademika dr Milene Stevanovi¢ i moje
malenkosti. Tada mladi saradnici, medu kojima su bili dr Dusanka Savi¢ Pavi¢evi¢, dr Goran Brajuskovi¢, dr
Branko Jov¢i¢, dr Jelena Lozo, dr Dusan Keckarevi¢, dr Milica Keckarevi¢ Markovi¢, dr Miljana Kecmanovié,
sada su u visokim nastavnim zvanjima. Predvodeni profesorom Dordem Firom kao $efom katedre, oni danas
odrzavaju nastavnu i nau¢nu delatnost na nasoj katedri na visokom nivou, uz pomo¢ nekolicine starijih
kolega, dvojice mladih docenata, dr Gorana Vukotica i dr Jovana PeSovica, i brojnih nauc¢nih saradnika koji
pored naucno-istrazivackih poslova pruzaju nesebi¢nu pomoc i u odrzavanju prakti¢ne nastave.

Posebno znacajna novina u organizaciji nastave na Katedri za biohemiju i molekularnu biologiju bila je
otvorenost za ucestvovanje istaknutih naucnika iz brojnih naucnih instituta u procesu nastave, kao i is-
taknutih profesora sa drugih fakulteta Univerziteta u Beogradu. Ideja vodilja bila je, a ostala je i do danas,
da znanje iz odredenih oblasti prenose studentima oni ljudi koji se tim oblastima bave u sopstvenim is-
trazivanjima. Studenti su, dakle, dobijali nova saznanja“iz prve ruke’, od ljudi koji su vrlo dobro poznavali sve
probleme, izazove i perspektive naucnih tema o kojima su govorili studentima. Ti naucnici i profesori izla-
gali su pred studentima naucne Cinjenice i koncepte direktno iz svojih naucnih istraZivanja i polja nauke koja
su neposredno pratili i veoma dobro poznavali. Pomenu¢emo samo neke od njih. Profesor Mirko Simi¢, iz
Instituta za imunologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu godinama je studentima molekularne biologije
predavao imunologiju, stavljajuci akcenat na molekularne mehanizme imunoregulacije; profesor Vladimir
Glisin, iz Centra za multidisciplinarne studije, drzao je nastavu na znac¢ajnom i veoma intigantnom pred-
metu Molekularna biologija razviéa i diferencijacije; hematologiju je na izuzetno zanimljiv nacin predavao
dr Pendi¢ sa Medicinskog fakulteta; profesori Vladislav Varagi¢ sa Medicinskog fakulteta i Miroslav Gasic sa
Hemijskog fakulteta predavali su farmakologiju i organsku hemiju po programima koji su bili idealno pri-
lagodeni studijama molekularne biologije; profesor Vladimir Kanjuh sa Medicinskog fakulteta, a kasnije dr
Bogomir Dimitrijevi¢ iz Instituta “Vin¢a” uvodili su studente u tajne biologije maligne celije, a Humanu
genetiku predavao je dr Branko Garzici¢ iz Instituta za bioloska istrazivanja “SiniSa Stankovic”.

Programska reforma se sastojala u tome $to su u nastavni program uvedene biomatematika sa statis-
tikom i fizicka hemija, kao potpuno novi obavezni predmeti, a sadrzaji neorganske i organske hemije, kao i
hemije makromolekula su znacajno prosireni. Na prvoj godini studenti su slusali i fiziku kao obavezan pred-
met. Tako su, zapravo, studije molekularne biologije zapocinjale sticanjem vrlo solidnog znanja iz svih os-
novnih prirodnih nauka, sto je kasnije predstavljalo odli¢nu osnovu za razumevanje molekularnih procesa
na kojima se zasniva odrzavanje i funkcionisanje Zivih organizama, kao i za razumevanje instrumentalnih
metoda koje se koriste u molekularnobioloskim istrazivanjima. Na drugoj godini nastava iz biohemije je
prosirena i podeljena na dva predmeta: Dinami¢ku biohemiju koju je predavao profesor Dusan Kanazir i In-
strumentalne biohemijske metode koje je uveo tada mladi docent Radomir Crkvenjakov koji se upravo vra-
tio u Beograd sa doktorskom diplomom sa Harvarda. Pored toga uveden je predmet Osnovi molekularne
biologije koji su studenti nestrpljivo is¢ekivali prethodnih godinu dana. Uz beleske sa inspirativnih preda-



vanja tada docentkinje dr Ane Savi¢, studenti su koristili i strane knjige. Upravo izaslo prvo izdanje Vot-
sonove Molekularne biologije gena imalo je status “svete knjige”. Na drugoj godini ucila se i citologija i his-
tologija, a redukovani sadrzaji taksonomskih i morfoloskih bioloskih disciplina objedinjeni su u zajednicki
predmet nazvan Opsta biologija, koji je kasnije podeljen na Opstu i sistematsku zoologiju i Botaniku. Genetici
profesora Marinkovica pridodat je jo$ jedan predmet: Evoluciona i humana genetika. Fizioloski predmeti
su, takode, modifikovani. Uz Opstu fiziologiju profesora Radoslava Andusa, program je obuhvatao i
Uporednu fiziologiju profesora Vojislava Petrovica, a poseban znacaj poceo se pridavati biofizici.Treca i
Cetvrta godina studija donosile su niz interesantnih i izazovnih, usko stru¢nih predmeta medu kojima su
bili: Humana genetika, Biologija maligne celije, Biologija i hemija virusa, Imunologija i imunohemija, Hema-
tologija i biohemija krvi, Biokibernetika, Osnovi farmakologije, Endokrinologija, Neurofiziologija sa neuro-
hemijom, Biljna fiziologija. Neki od ovih predmeta bili su izborni, $to je, takode, bila novina u organizaciji
nastave. Uz obavezne i nekoliko izbornih predmeta studenti su mogli da se usmere ka biomedicini, moleku-
larnoj biologiji biljaka ili ka drugim oblastima biologije.

Takva sustinska reforma nastave bila je suocena sa brojnim poteskocama i otporima na fakultetu, ali je
istovremeno proces reformisanja naisao i na puno razumevanje, odobravanje i nesebi¢nu podrsku niza
uglednih nauc¢nika i nastavnika sa drugih fakulteta i instituta. Punu podrsku Fakultet je dobio iz Instituta za
bioloska istrazivanja ,Sinisa Stankovi¢” i Instituta za nuklearne nauke ,Vin¢a®, uz ¢ije je aktivno ucesce i
pomoc¢ studijska grupa Molekularna biologija i fiziologija mogla da funkcioniSe, u pocetku sa dosta
poteskoca i nedostataka, a kasnije sve uspesnije. Posete razli¢itim laboratorijama ovih i drugih instituta, raz-
govori sa istrazivac¢ima i uvid u njihove eksperimente pruzali su studentima moguénost da razumeju $ta to
znadi“baviti se naukom”|, osetivsi entuzijazam i stvaralacku atmosferu koja je vladala u tim laboratorijama,
taj im se “posao”i te kako dopadao. Motivisani izazovima nove, uzbudljive i dinami¢ne nauke kakva je tada
bila, a i danas ostala molekularna biologiju, prionuli bi na knjige i ispite kako bi se $to pre i $to bolje pripremili
za naucni rad.

Najvece poteskoce bile su vezane za organizovanje prakti¢ne nastave, s obzirom na to da na Fakultetu
tada nije bilo odgovarajuée opremljenih laboratorija za vezbe iz molekularne biologije. Te teSkoce su, medu-
tim, tokom prvih nekoliko godina uspesno prevazidene tako $to su organizovane radne posete studenata
Institutu za biologiju mora u Dobroti pored Kotora. Profesorka Ana Savi¢, uz pomoc¢ dr Sabere Ruzdiji¢, dr
Nevenke Bajkovi¢ i nekih postdiplomaca, a kasnije i profesor Andus sa svojim saradnicima, organizovali su
jednomesecne boravke celih generacija studenata i rad u laboratorijama ovog instituta. Nisu to bile “obi¢ne”
studentske vezbe, ve¢ pravi eksperimentalni rad koji je podrazumevao ozbiljnu pripremu za eksperiment,
pazljivo izvodenje eksperimenta i detaljnu analizu rezultata. Sve se odvijalo u neobaveznoj, opustenoj i
stvaralackoj atmosferi u laboratoriji sa velikom terasom nad morem, ali ozbiljnost pristupa eksperimental-
nom radu ni u jednom momentu nije se dovela u pitanje. Studenti su izgarali u laboratoriji “od jutra do
mraka’, Zurili ujutru da $to pre vide rezultate sa scintilacionog brojaca ili da postave nove uzorke u ultra-
centrifugu, a sve "pauze” u toku dana koristili su za obradu i analizu rezultata koje je trebalo na kraju pred-
staviti i diskutovati sa svim profesorima i studentima na redovnim seminarima na terasi. Kotor je bio nas
Cold Spring Harbor - kultno mesto koje je zauvek vezalo mnoge studente za molekularnu biologiju.

Neki profesori negovali su saradnju sa inostranim naucnicima i univerzitetskim institucijama. Zahvalju-
judi tome, studenti su neretko imali priliku da direktno upoznaju neka od velikih imena molekularne biologije
koji su dolazili u Beograd, posecivali nas fakultet i institute i drzali zanimljiva predavanja. Studenti, razume se,
te prilike nisu propustali. lako paZljivi slusaoci, ponekad nisu mogli sve da isprate i najbolje razumeiju, ali su bez
izuzetka izlazili sa tih predavanja zadivljeni i obogaceni dodatnim znanjem i entuzijazmom.
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Katedra za biohemiju i molekularnu biologiju na nasem Fakultetu i dalje se razvija i raste, i odrzava vrlo
produktivne veze sa institutima, pre svega sa Institutom za molekularnu genetiku i geneti¢ko inzenjerstvo,
Institutom za bioloska istrazivanja “Sinisa Stankovic¢” i Institutom za nuklearne nauke “Vin¢a’, i zajedno sa
pomenutim ustanovama predstavlja rasadnik novih znanja i novih tehnologija. Saradnja izmedu ovih us-
tanova najbolje je dosla do izrazaja prilikom organizovanja doktorskih studija koje su na nasem univerzitetu
uvedene 2006. godine. Doktorski program Molekularna biologija osmisljen je tako da studentima omoguci
da sistematizuju i unaprede postojeéa znanja ste¢ena na osnovnim studijama, da im pruzi nova znanja i da
podstakne njihovu kreativnost i motivaciju. Kao predavaci, u programu su ucestvovali nasi najbolji moleku-
larni biolozi koji su sa mnogo truda, entuzijazma, dobre volje i iskustva Cinili jedan slozan i uspesan tim koji
jeimao jedan cilj: da doktorski program Molekularna biologija bude $to kvalitetniji i korisniji za nase buduce
mlade naucnike. Prosavsi kroz nekoliko akreditacija program se usavrsavao, postajao sve bolji, a intereso-
vanje studenata za ovaj program bilo je uvek na zavidnom nivou. Najnovija reforma programa koja je sada
u toku donela je i najveée promene. Sada se program odvija kroz dva podmodula: Molekularna biomedici-
na i Molekularna genetika i genomika, a cilj je da se sadrzaji modernizuju i usaglase sa najnovijim tokovima
svetske molekularne biologije.

Sa ciljem unapredenja molekularne biologije kao nauke i struke i njene afirmacije u domacoj i medu-
narodnoj nau¢noj zajednici osnovano je Srpsko drustvo za molekularnu biologiju. Drustvo okuplja ne samo
molekularne biologe, ve¢ i naucnike, stru¢njake i studente iz srodnih nauka ¢ija profesionalna interesovanja
zalaze u oblast molekularne biologije. Svoje aktivnosti Drustvo usmerava ka podsticanju komunikacije
izmedu naucnika u zemlji i inostranstvu, unapredenju nastavne delatnosti u oblasti molekularne biologije,
popularizaciji molekularne biologije i razvoju nau¢nog podmlatka. Osnivacka skupstina Srpskog drustva za
molekularnu biologiju (MolBioS-a) odrzana je 8. aprila 2015. godine na Bioloskom fakultetu Univerziteta u
Beogradu i tom prilikom izabrani su i prvi organi drustva. Medu brojnim dosadasnjim aktivnostima Drustva
posebno treba istaci organizaciju Prvog kongresa molekularnih biologa Srbije, CoOMBo0S-a, koji je odrzan
septembra 2017. godine, kao i osnivanje Studentske sekcije MolBioS-a.

Program Prvog kongresa molekularnih biologa Srbije sa medunarodnim u¢es¢em ukljucio je Sirok spek-
tar fascinantnih tema iz molekularne biologije i srodnih oblasti i bio je posvecen stimulisanju radoznalosti,
komunikacije i saradnje, posebno medu mladim istrazivacima. Predavadi su bili istaknuti nau¢nici iz nase
zemlje i inostranstva, medu kojima su bili i nasi molekularni biolozi koji su ostvarili zapaZene karijere u ino-
stranstvu. Svi oni su doprineli ostvarenju naseg cilja da molekularnim biolozima i nau¢nicima iz srodnih
oblasti pruzimo priliku da razmene ideje i budu inspirisani intrigantnim predavanjima renomiranih naucnika
i priznatih eksperata.

Danas smo posebno ponosni na rad Studentske sekcije naseg drustva. Ona je osnovana na inicijativu
samih studenata Molekularne biologije koju su zdudno podrzali svi organi Drustva. Ambicije i aktivnosti stu-
denata koji vode Studentsku sekciju uveliko prevazilaze ono $to smo u pocetku mogli da o¢ekujemo. Nase
mlade kolege uspele su da organizuju ¢itav niz odli¢nih predavanja za koja su angazovali ne samo nase is-
taknute molekularne biologe vec i neka od najistaknutijih svetskih imena, medu kojima neke Nobelovce, pa
¢ak i velikog Brusa Albertsa. Pored toga organizovali su niz radionica, studentske laboratorijske prakse koje
su privukle ogromnu paznju aktuelnih studenata molekularne biologije, radionice za srednjoskolce i“ZOOM
kafice” sa nasim mladim “molekularcima” koji razvijaju svoje karijere u svetu.

Nasa molekularnobioloska zajednica nije velika, odliv kvalitetnih nau¢nika, posebno mladih, je nedopus-
tivo veliki. Ipak, ono ¢ime se moZemo pohvaliti i na $ta mozemo biti ponosni je orgoman entuzijazam, ljubav
prema nasoj prelepoj nauci i zajednistvo koje dolazi do izrazaja narocito onda kada odlu¢imo da napravimo



neke vece iskorake. Nadajmo se boljim vremenima i situaciji kada ¢e nasi najbolji studenti i doktoranti odluci-
vati da ostanu u Srbiji i ovde izgrade svoje naucne karijere na opste zadovoljstvo i korist ne samo nase zajed-
nice vec i drustva u celini.

Profesor Kanazir sa najbliZim saradnicima, Beograd, 1986.godine.

Prvired, s leva: profesorka Ana Savi¢, akademik Dusan Kanazir, profesorka Radmila Dordevi¢ Markovi¢;
drugi red, s leva: profesor Ljubisa Topisirovi¢, profesor Dragutin Savi¢, profesor Radomir Crkvenjakov.
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TRPV1: Ciljno mesto dejstva lekova u terapiji razlicitih stanja

Branislava Medic Brki¢', Katarina Savic Vujovi¢', Dragana Srebro’, Sonja Vuckovi¢'
'Institut za farmakologiju, klini¢cku farmakologiju i toksikologiju,
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Apstrakt

Nobelova nagrada za fiziologiju i medicinu za 2021. dodeljena je nauc¢nicima koji su identifikovali re-
ceptore za temperaturu i dodir. Da bi sproveli ovo ispitivanje, istrazivaci su koristili kapsaicin, jedinjenje koje
Cili paprici daje toplotu, kako bi otkrili receptore koji omogucavaju ljudima da osete “goruci” ukus cilija.
Pokazano je da se transient receptor potential vanilloid T (TRPV1), koji predstavlja jonski kanal prisutan na
senzornim neuronima, otvara u prisustvu kapsaicina ili toplote, propustaju¢i naelektrisane jone kalcijuma
u ¢eliju. Takav priliv kalcijuma pokrece elektri¢ne signale koji se Salju u mozak da upozore na toplotu. TRPV1
se nalazi u somatosenzornom sistemu i sluzi kao multimodalni senzor razli¢itih stetnih stimulusa.

Brojne farmakoloske i geneti¢ke studije su potvrdile TRPV1 kao terapeutsku metu u nekoliko pretkli-
ni¢kih modela hroni¢nog bola, uklju¢uju¢i maligni, neuropatski, postoperativni i misi¢no-skeletni bol.
Pored toga, ekspresija TRPV1 se takode primecuje na ne-neuronskim lokalizacijama, kao $to su epitel be-
Sike i pluca, celije kohlee u uhu. Stoga, lekovi koji mogu da modulisu aktivnost kanala TRPV1 mogu biti ko-
risni za lec¢enje razli¢itih stanja u rasponu od hroni¢nog bola do gubitka sluha. lako je utvrdeno da
antagonisti TRPV1 mogu predstavljati vazan dodatak terapiji bola, njihova klinicka upotreba je i dalje ogra-
ni¢ena znacajnim nezeljenim efektima, kao $to je hipertermija.

U ovom radu ¢emo opisati najvaznije uloge TRPV1 u fizioloskim i patofizioloskim procesima i pred-
staviti najperspektivnije lekove koji deluju preko TRPV1.

Kljucne reci: Nobelova nagrada za fiziologiju i medicinu 2021., TRPV1 jonski kanal, bol, inflamacija, mali-
gne i kardiovaskularne bolesti, metabolizam
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TRPV1: A Promising drug target for the treatment of various conditions
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Abstract

The 2021. Nobel Prize in Physiology or Medicine was awarded to scientists who have identified re-
ceptors for temperature and touch. In order to conduct this examination, researchers used capsaicin, the
compound that gives chili peppers their heat, to discover receptor proteins that allow people to feel chi-
li's burn. It is shown that transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1), which represents an ion channel
present on sensory neurons, opens when it encounters capsaicin or heat, allowing charged calcium ions
into the cell. That flood of calcium triggers electrical signals that are sent to the brain to warn of heat.
TRPV1 is found in the somatosensory system and serves as a multimodal sensor of different noxious sti-
muli.

Numerous pharmacological and genetic studies have validated TRPV1 as a therapeutic target in se-
veral preclinical models of chronic pain, including cancer, neuropathic, postoperative and musculoskele-
tal pain. Additionally, expression of TRPV1 is also observed in non-neuronal sites such as the epithelium
of bladder and lungs, cells of the cochlea. Therefore, drugs which could modulate TRPV1 channel activity
could be useful for the treatment of conditions ranging from chronic pain to hearing loss. While antago-
nists of TRPV1 were found to be a valuable addition to therapy of pain, their clinical use has still been li-
mited by significant side effects, such as hyperthermia.

In this review, we will describe the most important roles of TRPV1 in physiological and pathophysio-
logical processes and present the most promising TRPV1-targeted drugs.

Key words: Nobel Prize in Physiology or Medicine 2021, TRPV1 ion channel, pain, inflammation, malignant
and cardiovascular diseases, metabolism



Uvod

Pitanje kako ose¢amo fizicki svet oko nas putem somatskih senzacija fascinira i intrigira brojne naucnike
vec vekovima. Stoga i ne iznenaduje Cinjenica da su istrazivanja u vezi sa molekularnim i ¢elijskim meha-
nizmima na kojima pocivaju nasa ¢ula vise puta privlacila paznju Nobelovog komiteta za fiziologiju i medi-
cinu. Sluh (1961), vid (1967) i miris (2004) su svi ranije prepoznati. Takode, ¢ula temperature i dodira spadaju
medu najosnovnije fizioloske funkcije kod Zivotinja i ljudi.

Nobelova nagrada za fiziologiju i medicinu 2021. dodeljena je dvojici nau¢nika — David Julius-u i Ardem
Patapoutian-u za njihovo istrazivanje o receptorskim kanalima odgovornim za percepciju dodira i tempera-
ture. Ovo polje istrazivanja sada je znacajno pojasnjeno otkricem transient receptor potential (TRP) i PIEZO
kanala, i naknadnim ispitivanjima njihovih mnogobrojnih uloga u percepciji temperature, dodira, bola, pri-
tiska i polozaja tela.

Poreklo rada ovih nau¢nika moze se pratiti do jos jednog para nobelovaca - Joseph Erlanger-a i Herbert
Gasser-a koji su 1944. godine dobili Nobelovu nagradu za rad na formiranju akcionih potencijala u razli¢itim
tipovima perifernih nervnih vlakana. Periferne neurone koje su tada opisali, smatrali su odgovornim za pro-
ces prenosenja osecaja bola, ali je pitanje kako neuron prevodi potencijalno Stetnu fizicku silu, kao sto je ter-
modinamicka energija ili pritisak, u akcioni potencijal ostalo nerazjasnjeno (1).

Devedesetih godina proslog veka, David Julius je poku$ao da odgovori na ovo pitanje iskoris¢avajudi
neobi¢nu karakteristiku nekih jedinjenja za koje se smatra da imaju temperaturu. Kapsaicin, odgovoran za
goruci osecaj povezan sa jedenjem ¢ilija, je mozda najpoznatija od svih ispitanih jedinjenja. Prilikom ovog
istrazivanja, Julius i kolege sa Kalifornija Univerziteta u San Francisku, SAD su transfekcijom uneli hiljade
klonova komplementarnih DNK (cDNK) iz ganglija dorzalnog korena u embrionalnim celijama bubrega i
pratili promene u intracelularnim koncentracijama kalcijuma izazvane kapsaicinom (2). Rezultat ovih testova
bila je identifikacija jonskog kanala prolaznog receptorskog potencijala (TRP) koji je prvi identifikovan u fo-
toreceptorima jedne vrste vinske musice (Drosophila melanogaster). Oni su pokazali da je kanal, kasnije naz-
van TRPV1, bio jedinstveno eksprimiran u termosenzornim neuronima i da reaguje i na kapsaicin i na toplotu.

Julius i, nezavisno, Patapoutian, poceli su da istraZzuju senzorna svojstva dodatnih ¢lanova porodice TRP
kod sisara. Od tada je utvrdeno da TRP kanali podrzavaju razli¢ite senzorne funkcije u prirodi. Neke zmije ko-
riste npr. TRPA1 kanal kao infracrveni detektor, dok su kamile i neke veverice razvile varijantu TRPV1 koja im
omogucava da izdrze znacajno povisene temperature okoline (3).

Deceniju nakon $to je Julius prvi put opisao TRPV1, Patapoutian i njegovi saradnici u Scripps Research In-
stitute (La Jolla, CA, USA) krenuli su na sli¢no putovanje sa ciljem da identifikuju mehanicke senzore koji
omogucavaju neuronima da reaguju na fizicki dodir. Prvo su identifikovali celijsku liniju misjeg neuroblas-
toma koja je bila osetljiva na mehanicku silu i, pretpostavljajudi da je katjonski kanal verovatno odgovoran,
napravili su uzi spisak od 72 poznata kanala ili proteina nepoznate funkcije koji su obogaceni u celijskoj lini-
ji. Patapoutian-ov tim je prilikom svojih eksperimenata koristio malu interferiraju¢u RNK (siRNA), da bi iden-
tifikovao elektrofizioloske odgovore na stimulaciju pritiska. Zatim su eksprimirali kanal u embrionalnim
bubreznim celijama, pokazujudi da on daje osetljivost na mehanicku silu. Nakon svih ovih eksperimenata
2010. godine, Patapoutian-ov tim je prijavio identifikaciju prvog mehanosenzitivhog jonskog kanala kod
sisara, koji su nazvali PIEZO1 prema grckom terminu (“piezien”) za pritisak (4).

Ardem Patapoutian je ubrzo shvatio da kicmenjaci poseduju i drugi, homologni kanal osetljiv na dodir,
PIEZO2, i fokusirao je napore svoje laboratorije na razumevanje njihovih uloga u posredovanju veoma
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sloZzenih somatosenzacija u in vivo modelima. Tako su npr. Piezo1 nokautirani embrioni misa umirali veoma
rano zbog defekata u vaskularnom remodelovanju (5), dok su nasuprot tome, Piezo2 nokaut misevi prezivlj-
avali. Fenotipska analiza je otkrila ozbiljan deficit u osec¢aju dodira i manji uticaj na odgovor na Stetne
mehanicke stimuluse (6). Ovi miSevi takode pokazuju ostecenu kontrolu mokraéne besike, dok ljudi sa mu-
tacijama u PIEZO2 kanalu nemaju osecaj punjenja besike i prijavljuju atipi¢ne navike tokom uriniranja (7).

Interakcija izmedu dva PIEZO kanala otkrivena je u veoma znacajnoj studiji iz 2018. godine o moleku-
larnoj osnovi barorefleksa: mehanizmu koji odrzava krvni pritisak na skoro konstantnim nivoima. Patapoutian
i saradnici su izvrsili uslovnu ablaciju PIEZO1 i PIEZO2 u specifi¢nim senzornim ganglijama, sto je rezultiralo
ukidanjem barorefleksa i pove¢anom varijabilnos¢u krvnog pritiska (8).

Nedavna pandemija COVID-19 dovela je u prvi plan dalju primenu Julius - ovog i Patapoutian-ovog
opseznog istrazivanja o osecaju temperature. Pojedinci koji su izgubili ¢ulo mirisa i ukusa, poremecaje poz-
nate kao anosmija i ageuzija, ¢esto prijavljuju ozbiljnu nezainteresovanost za hranu zbog nemogu¢nosti da
u potpunosti percipiraju njen ukus. Slican fenomen je povezan sa starenjem, pri ¢emu moze do¢i do pojave
pothranjenosti i kaheksije. Ova stanja nisu neuobicajena, ali su bila relativno potcenjena, ¢ak i medu me-
dicinskim radnicima. To se promenilo od 2020. godine, skoro preko no¢i, kada je gubitak mirisa i ukusa pre-
poznat kao najcesci simptom takozvanog,dugog COVID-a". Aktivacija TRP kanala kroz pazljivu modulaciju
hrane sa zacinima i temperaturom izgleda kao efikasna strategija za borbu protiv loSeg apetita povezanog
sa starenjem i hemosenzornim poremecajima i kod ljudi i kod Zivotinja (9, 10).

Iz ovih otkriéa proizislo je mnostvo moguénosti za dalja ispitivanja u pretklinickim i klinickim mode-
lima. U ovom radu ¢emo opisati najvaznije uloge TRPV1 u fizioloskim i patofizioloskim procesima i pred-
staviti najperspektivnije lekove koji deluju preko TRPV1.

TRP kanali: kratak pregled

TRP kanali su, kako smo ve¢ naveli, prvobitno otkriveni u slepom soju Drosophila. Kada su bile izlozene
produzenom intenzivnom svetlu, ove vo¢ne musice pokazale su prolazni priliv kalcijuma u svoje fotore-
ceptorske celije. Ovo osnovno otkri¢e otvorilo je put otkri¢u prvih TRP kanala sisara, nazvanih ,kanonski”
(TRPC) zbog njihove homologije sa kanalom Drosophila (11).

TRP kanali sisara se sastoje od 28 ¢lanova i podeljeni su u Sest potfamilija: TRPC (kanonski), TRPV (vaniloid),
TRPM (melastatin), TRPP (policistin), TRPML (mukolipin) i TRPA (ankirin) na osnovu njihove homologije
aminokiselinskih sekvenci (12). Potfamilije mukolipina i policistina su nazvane po bolestima sa kojima su
povezane - mukolipidozi i autozomno dominantnoj policisti¢noj bolesti bubrega (ADPKD). Potfamilija vaniloida
dobila je ime po vaniloidnom (kapsaicinskom) receptoru TRPV1. Prvi melastatinski kanal (TRPM1) otkriven je
kao protein prisutan u benignim nevusima, a odsutan u malignom melanomu (13). Od danas, potfamilija anki-
rina ima samo jednog ¢lana, TRPAT1, koji je bogat ankirinskim ponovcima na svom N-kraju.

Vazno je istaci da su TRP kanali vazni posrednici senzornih signala sa izrazenim efektima na ¢elijske
funkcije i signalne puteve. Zaista, mutacije u genima koji kodiraju TRP kanale uzrok su nekoliko naslednih
bolesti kod ljudi (tzv.,,TRP kanalopatije”) koje uti¢u na kardiovaskularni, bubrezni, skeletni i nervni sistem. TRP
kanali su takode obecavajuce mete za otkrivanje lekova. Zaista, brojni mo¢ni antagonisti TRPV1, TRPV3 i
TRPA1 vec su usli u klinicka ispitivanja kao novi analgeticki agensi. Nedavno su polja istrazivanja prosirena
na nove oblasti, kao $to su astma, maligne bolesti, anksioznost, hipertrofija srca, kao i gojaznost i metabolicki
poremecaji. Bolje razumevanje funkcija TRP kanala u fizioloskim i patofizioloskim procesima trebalo bi da
dovede do otkri¢a novih lekova za navedene bolesti i stanja (14).



TRPV1 kanal - Struktura, agonisti i antagonisti, mehanizmi delovanja

Otkako je TRPV1 otkriven poslednjih godina 20. veka (2), ulozeni su opsezni napori da se otkriju struk-
turni i funkcionalni detalji ovog polimodalnog proteina. Danas je jedan od najbolje opisanih ¢lanova TRP
porodice jonskih kanala.

Za ovaj jonski kanal opisano je nekoliko agonista i antagonista egzogene i endogene prirode (Tabela
1.). Bez obzira na to, detaljni mehanizmi i opis mesta vezivanja su poznati samo za nekolicinu ovih jedinjenja.

TRPV1 je uglavnom zastupljen u neuronima trigeminalnih ganglija (TG) i neuronima malog precnika
unutar senzornih ganglija. Prvo je objavljeno da je polimodalan, reagujudi na stimuluse razlicite prirode kao
$to su toplota (>43 °C) i kapsaicin, jedinjenje prisutno u ljutim ¢ili papri¢icama koje funkcionise kao hemi-
jski agonist kanala, izazivajuci bol kod Zivotinja i ljudi. Ubrzo nakon toga, pokazalo se da se TRPV1 takode
aktivira niskim ekstracelularnim pH (pH < 5,9). Vazno je uzeti u obzir da kada je nekoliko stimulusa prisutno
zajedno, aktivacija TRPV1 je potencirana (15). TRPV1 se u prisustvu ovih stimulusa otvara propustajuci naelek-
trisane jone kalcijuma u celiju. Takav priliv kalcijuma pokrece elektri¢ne signale koji se 3alju dalje u mozak
da upozore na potencijalno Stetne stimuluse.

Poslednjih godinaistrazivackog polja TRPV1 doziveo je rast, poboljsan klju¢nim podacima koje pruzaju
strukturne informacije visoke rezolucije putem krioelektronske mikroskopije kao najboljeg alata za struk-
turnu analizu nekoliko ¢lanova porodice TRP kanala. Krioelektronska mikroskopija (krio-EM) je strukturna bi-
oloska metoda koja se koristi za odredivanje 3D strukture biomakromolekula. Nakon godina razvoja, krio-EM
je postigao velika dostignuda, 3to je dovelo do revolucije u strukturnoj biologiji.

Jasno je, ipak, da je jos potrebno raditi, kako bi se fini mehanizmi delovanja detaljno razjasnili. Primer
onoga $to mozemo nauditi iz prouc¢avanja kako agonisti uti¢u na funkciju TRPV1 je da smo otkrili da je
lipoprotein-a (LPA), molekul koji pokazuje povecane nivoe tokom odredenih inflamatornih procesa i bolesti,
siroko povezan sa stvaranjem bola i da se vezuje za C- terminalna mesta TRPV1, indukujuci drugacije kon-
formaciono stanje od onog uocenog u prisustvu kapsaicina (16).

Bol i TRPV1 kanal

TRPV1 kanali su eksprimirani u senzornim ganglijama i, kako smo ve¢ naveli, aktiviraju se kapsaicinom,
toplotom i kiselim uslovima sredine. Aktivacija dovodi do priliva jona kalcijuma i natrijuma, $to indukuje in-
tracelularnu aktivnost koja je pretezno zavisna od kalcijuma. lako tatan mehanizam delovanja ostaje ne-
jasan, ¢ini se da aktivacija TRPV1 kanala kapsaicinom modulira signalizaciju fosfoinozitola i promovise
vazodilataciju i akumulaciju proinflamatornih molekula. Ovi faktori naknadno senzibiliziraju primarne afe-
rentne neurone i proizvode hiperalgeziju. Produzena izloZzenost kapsaicinu, obrnuto, ,defunkcionalizuje”
TRPV1 kanale, u kojima se, prema nekim teorijama javlja mitohondrijalna disfunkcija koja remeti nocicep-
ciju (17, 18).

Dakle, desenzibilizacija kapsaicinom ima jasan terapeutski potencijal. Receptor za kapsaicin je identi-
fikovan kao TRPV1 i akumulirani dokazi sugerisu klju¢nu ulogu TRPV1 u osecaju bola (19). Prvo, TRPV1 se ak-
tivira visestrukim, ve¢ nabrojanim, bolnim stimulusima. Drugo, misevi sa nedostatkom TRPV1 pokazuju
smanjenu termalnu hiperalgeziju kao odgovor na inflamatorne medijatore kao $to su bradikinin i/ili NGF (20-
22). Pored toga, oleoiletanolamid, endogeni agonist TRPV1 (23), indukuje ponasanje povezano sa visceral-
nim bolom kod miseva koje je inhibirano antagonistom TRPV1 kapsazepinom i odsutno je kod Zivotinja bez
TRPV1 (24). Farmakoloska modulacija bola ¢esto je predmet ispitivanjima u brojnim pretklini¢kim, posebno
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Tabela 1. Endogeni i egzogeni ligandi TRPV1 kanala (prilagodeno prema referenci br. 11)




animalnim in vivo modelima (25-27). Tako je, farmakoloska blokada TRPV1 ili ispitivanje na nokdaun zivot-
injama pokazalo analgeticku aktivnost u razli¢itim pretklinickim modelima bola, ukljucujudi artritis (28) i
kancerski bol (29).

Pomalo neocekivano, studije genotipizacije do sada nisu uspele da identifikuju bilo kakav polimorfizam
TRPV1 povezan sa neuropatskim bolom, iako su varijante TRPV1 bile u korelaciji sa izmenjenom so-
matosenzornom funkcijom kod pacijenata sa neuropatskim bolom (30). Cini se da genotip TRPV1 lle585lle
smanjuje rizik od razvoja osteoartritisa kolena (31). Ipak, nisu sve varijante TRPV1 bezopasne. Na primer, u
velikoj evropskoj studiji, pokazano je da Sest SNP gena TRPV1 daje vedi rizik od hroni¢nog kaslja (32).

Kada su u pitanju farmakoloski agensi koji su do sada ispitivani za razli¢ita bolna stanja, najvise infor-
macija imamo upravo o primeni kapsaicina. Kapsaicin, formulisan kao krema (gel, losion) za lokalnu
upotrebu ili transdermalni flaster, efikasan je za lecenje bolova usled manjih naprezanja misic¢a ili gréeva i
bolova u zglobovima usled osteoartritisa. Kreme koje sadrze kapsaicin se decenijama koriste za leCenje
hroni¢nih bolnih stanja kao $to je dijabeticka neuropatija (33). Uprkos njihovoj popularnosti, kontrolisane
klinicke studije nisu pronasle dokaze da ove kreme imaju vecu analgeticku moc od placeba (34). Flaster je
dostupan kao proizvod niske koncentracije (npr. 0,025%, 0,075% i 0,25%) i visoke koncentracije (npr. 8%).
Godine 2009., kapsaicin je odobrila Ameri¢ka uprava za hranu i lekove (FDA) za le¢enje neuropatskog bola
povezanog sa postherpeti¢ckom neuralgijom (Kapsaicin 8% flaster; Kutenza™). Takode, jedna nedavna studija
je objavila da se 8% -ti flaster kapsaicina pokazao superiornijim u pogledu otklanjanja jedne vrste perifernog
neuropatskog bola (35).

Ipak, ¢ini se da postoji izvesna nesigurnost u pogledu terapijske efikasnosti kapsaicina u cilju upravljanja
bolom, pa je doslo je do daljeg razvoja selektivnih analoga kapsaicina.

Trenutno je u toku ili je zavrseno nekoliko malih klini¢kih studija kako bi se utvrdila efikasnost kapsa-
icina za lecenje drugih vrsta bola (bol uzrokovan ostecenjem nerava, bol nerava nakon operacije i drugi) i
drugih stanja kao 5to je rinitis (36). Samo nekoliko njih je do sada prijavilo svoje rezultate. Na primer, ne-
davno je pokazano (klinicko ispitivanje NCT02288156; https://vvv.clinicaltrials.gov) da je 0,01 mM kapsaicin
sprej za nos efikasan u le€enju idiopatskog rinitisa (37). Pored toga, umereno ublazavanje bola nakon jednog
30-minutnog tretmana kapsaicinom (kapsaicin 8% flaster naspram placebo flastera; NCT01533428;
https://vvv.clinicaltrials.gov ) prijavljeno je kod pacijenata sa bolnom dijabeti¢kom perifernom neuropati-
jom (38). Brown i saradnici prijavili da jedna 30-minutna aplikacija 8% flastera kapsaicina pruza olaksanje bola
tokom ¢ak 12 nedelja kod pacijenata sa distalnom senzornom polineuropatijom povezanom sa HIV-om
(NCT00321672; https://vvv.clinicaltrials.gov) (39).

Drugi agens, resiniferatoksin predstavlja ultrapotentan agonist TRPV1 sa znatno ve¢om selektivnoscu i
efikasnodcu od kapsaicina. Lokalna primena resiniferatoksina izaziva reverzibilnu analgeziju, a injekcija proizvodi
ireverzibilnu analgeziju kroz visoko selektivhu neuronsku citotoksi¢nost (40). Intraartikularna primena resinifera-
toksina je pokazala dugotrajan analgeticki efekat i funkcionalno poboljsanje kod eksperimentalnog modela os-
teoartritisa kod pasa (41). Intratekalna injekcija je izazvala dugotrajnu supresiju bola na Zivotinjskim modelima,
a uovom trenutku je u toku je klinicko ispitivanje intratekalne primene resiniferatoksina kod izrazenih malignih
bolova (42).

Uopsteno govoredi, ispitivanja lekova koji bi delovali preko TRPV1 receptora za ublazavanje bola,
posebno je znacajno za poboljsanje terapijskih efekata i smanjenje nezeljenih efekata opioidnih analgetika.
Tako je pokazano da kombinacije lekova ili razvoj lekova sa dvostrukim dejstvom koji istovremeno ciljaju na
U -opioidne i TRPV1 receptore mogu ublaziti toleranciju na opioide i hiperalgeziju izazvanu opioidima (43).
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Dodatno je, agonist TRPV1, MRD-652, nedavno pokazao obecavajuce rezultate na misevima u terapiji
malignog bola, dok se resiniferatoksin, pokazao efikasnim u ublazavanju bolova kod pasa sa karcinomom
kostiju. Klinicka ispitivanja prve generacije ovih lekova na ljudima bila su uglavhom neuspesna. Neka su ¢ak
ranije prekinuta zbog opasnih nezeljenih efekata, uklju¢ujuci povrede od opekotina zbog narusene per-
cepcije toplote. Medutim, lek druge generacije, mavatrep, nedavno se pokazao efikasnim protiv osteo-
artriticnog bola sa prihvatljivim nezeljenim efektima (44).

Antagonisti TRPV1 su takode procenjeni kao potencijalni analgeticki agensi sa teku¢im klini¢kim
ispitivanjima, ali nezeljeni efekti su ukljucivali indukovanu hipertermiju i oste¢enu termosenzaciju. Dakle,
ono $to se do sada pokazalo kao glavna prekretnica u klini¢ckim ispitivanjima jeste poremecaj percepcije
toplote, ¢ime bi se pacijenti dovodili u opasnost od pojave opekotina, zbog ¢ega su studije uglavnom i
obustavljane (11).

Potencijalan alternativni pristup za zaobilazenje nezeljenih efekata lekova koji bi delovali preko TRPV1
jeciljanje TRPV1 u obolela, ali ne i zdrava tkiva (14, 34). Ipak, tek ¢e neka buduca istraZivanja pokazati koliko
su ovakva shvatanja realna i efikasna u klinickim uslovima.

Inflamacija i TRPV1 kanal

Nedavne studije sve vise pokazuju da se jonski kanali mogu koristiti kao potencijalne mete za modu-
laciju imunoloskog odgovora i za lec¢enje inflamatornih poremecaja i razli¢itih maligniteta. Delovanje
urodenih i adaptivnih imunih celija je strogo regulisano jonskim signalima koje obezbeduje mreza razlici-
tih jonskih kanala. TRPV1 kanal je, kako je nedavno pokazano, eksprimiran na celijama imunog sistema,
povezan sa bolom i upalom, ali i aberantno eksprimiran u nekoliko tipova tumora. TRPV1 kanal nije uklju¢en
samo u signalizaciju kalcijuma koja je fundamentalna za mnoge ¢elijske procese, vec¢ takode ucestvuje u
interakcijama izmedu ¢elije i okruzenja koje znacajno uti¢e na ponasanje cCelije. Stoga, TRPV1 pruza poten-
cijalnu vezu izmedu procesa upale, maligniteta i imuniteta i nudi nove moguénosti le¢enja. Ipak, u mnogim
slucajevima, rezultati u vezi sa TRPV1 su kontradiktorni i potrebno ih je dodatno razjasniti (45).

Tako su npr. skorije studije o ulozi TRPV1 u procesu upale iznenadujuée pokazale da farmakoloska ili
genetska ablacija TRPV1 kanala zapravo moze pogorsati simptome inflamacije.

Feng i saradnici su pokazali da nedostatak TRPV1 kanala dovodi do inflamacije koze u modelu alergijskog
kontaktnog dermatitis kod miseva. Autori su pokazali da je nedostatak TRPV1 povezan sa poja¢anom regu-
lacijom ekspresije proinflamatornih citokina kao $to su TNF-a, IL-1b i IL-6 (46).

Kod pacova kojima je ubrizgan lipopolisaharid (LPS), blokada TRPV1 je snizavala arterijski krvni pritisak
i nivoe supstance P, norepinefrina i epinefrina, $to je rezultiralo smanjenjem stope prezivljavanja 24 i 48 h
nakon primene LPS (47). Ipak, u svetlu novijih studija, takav efekat bi mogao biti rezultat uticaja na jedan
drugi kanal - TRPA1, a ne na TRPV1 (48).

Takode, u modelu upale bubrega i jetre izazvane LPS-om, TRPV1 nokaut misevi su pokazali znacajno
vecu infiltraciju neutrofila, visi nivo TNF-a, IL-1b i IL-6 citokina u serumu, snazniji inflamatorni odgovor i
naknadno pojacano ostecenje organa tokom endotoksi¢nog Soka (49). Ovo ukazuje daTRPV1 zapravo moze
imati zastitnu i antiinflamatornu ulogu.

Takode, Clark i saradnici (50) su pokazali da genetska delecija TRPV1 u misjem modelu peritonealne
sepse izazvane LPS-om dovodi do pojacane hipotenzije, hipotermije i edema jetre, $to ukazuje da je TRPV1
ukljucen u regulaciju odgovora na sepsu i da ima sveukupnu zastitnu ulogu.



Takode, pokazalo se da primena agonista TRPV1 smanjuje upalu. Bryant i saradnici (51) su pokazali da
injekcija kapsaicina smanjuje smrtnost pacova u modelu abdominalne sepse. MiSevi sa upalom kostiju iza-
zvanom LPS-om, le¢eni kapsaicinom, pokazali su smanjenu proizvodnju prostaglandina E i kasniju resorp-
ciju kostiju (52). Prisustvo kapsaicina u kulturi elija pre stimulacije LPS smanijilo je proizvodnju citokina i
hemokina, ekspresiju molekula adhezije i aktivaciju NF-kB, ali je povecalo proizvodnju azotnog oksida (NO)
i fosforilaciju endotelne sintaze azot oksida (eNOS). Autori sugeriSu da je aktivacija TRPV1 u endotelnim celi-
jama povezana sa aktivacijom eNOS/NO puta i posledi¢nom supresijom inflamacije (53).

Dakle, poznato je odranije daTRPV1 moze imati proinflamatornu ulogu, ali sve vise dokaza upucujeina
njegovu antiinflamatornu i zastitnu ulogu. Vazno je istaci da je ukljuc¢ivanje TRPV1 u proces inflamacije
regulisan na nekoliko nivoa, pocevsi od ekspresije gena do post-transkripcionih modifikacija. Ovaj pro-
ces je takode povezan sa mnogim regulatornim proteinima i visestrukim inflamatornim medijatorima,
$to bi moglo prikriti pravu ulogu TRPV1 u samoj inflamaciji. Stavise, TRPV1 se moze eksprimirati na ra-
zlic¢itim podtipovima celija kao $to su primarni senzorni nervi ili imune ¢elije i interakcija izmedu njih
moze oblikovati konac¢ni ishod aktivacije TRPV1.

Maligne bolestii TRPV1

Nekoliko studija se do sada bavilo aktivacijom TRPV1 u terapiji protiv karcinoma koris¢enjem Ca?* sig-
nalizacije. Pokazalo se da aktivacija TRPV1 kapsaicinom (150 mM) znacajno smanjuje proliferaciju i indukuje
apoptozu agresivne Celijske linije karcinoma dojke (SUM149PT) (54). S druge strane, Peczei saradnici (55) su
pokazali da uprkos prisustvu ekspresije proteina TRPV1 u Celijskim linijjama dojke (MCF7, MDA-MB-231, BT-
474) i karcinoma prostate (PC-3, Du 145, LNCaP), primena kapsaicina od 50 mM nije pokazala nikakav cito-
toksi¢ni efekat. Takva odstupanja mogu delimi¢no biti rezultat slozenosti celijskih signalnih puteva
posredovanih i integrisanih TRPV1, ali i drugih faktora koji uti¢u na funkcionisanje TRPV1. Stavise, sam kap-
saicin moze delovati i drugim mehanizmima, a ne samo putem signalnog puta kalcijuma zavisnog od TRPV1.
Na primer, Hwang i saradnici (56) su pokazali da je ko-kancerogeno dejstvo kapsaicina u kancerogenezi
koze povezano sa aktivacijom EGFR/Akt puta, a ne sa Ca*" signalizacijom preko TRPV1. Sli¢no tome, Bao i
saradnici (57) su pokazali da u ¢elijama osteosarkoma MG63 tretman kapsaicinom povecava fosforilaciju
AMPK i p53 na nacin nezavisan od TRPV1. Takode, Pramanik i dr. (58) su otkrili da kapsaicin inhibira b-
katenin/TCF-1 signalizaciju u malignim ¢elijama.

Takode, i ko-ekspresija sa drugim jonskim kanalima moZe imati znacajne fizioloske efekte. Weng i sarad-
nici (59) su pokazali da regulacija povezanosti izmedu TRPA1 i TRPV1 transmembranskim proteinom
Tmem100 ima znacajan uticaj na percepciju bola. Autori su otkrili da bliska povezanost izmedu TRPAT i
TRPV1 dovodi do TRPV1 zavisne inhibicije TRPA1, dok je u prisustvu Tmem TRPA1-V1 povezanost bila slabija.
Takvi rezultati ukazuju da se delovanje TRPV1 u mnogim sluc¢ajevima ne moze razmatrati odvojeno od TRPAT.

Nekoliko studija je pokazalo da primena hemoterapije zajedno sa aktivatorom TRPV1 — kapsaicinom,
dovodi do sinergistickog efekta koji dovodi do povecane apoptoze i supresije migracije tumorskih celija.
Studije Deveci i saradnika su pokazali da je aktivacija TRPV1 povezana sa znacajno visim nivoom apoptoze
u cCelijskoj liniji humanog karcinoma dojke MCF-7 nego u ¢elijama tretiranim samo lekom - 5-fluorouracilom
(60). Sli¢no, Nur i saradnici su otkrili da je apoptoticki efekat leka cisplatina poboljsan aktivacijom TRPV1 u
Celijskoj liniji MCF-7 (61). Mehanizam kojim aktivacija TRPV1 kanala poboljSava rezultate hemoterapije tek
treba da se utvrdi. SpekuliSe se da aktivacija TRP kanala i njihovo naknadno otvaranje omogucavaju direk-
tnu permeaciju malih citotoksic¢nih lekova kroz pore (62). To je u skladu sa studijama Hofmann-a i saradnika
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koji supokazali da je TRPV1 uklju¢en u unos anandamida, endogenog kanabinoida i agonista TRPV1
uklju¢enog u tumor-angiogenezu (63). Autori sugerisu da bi TRPV1 mogao stvoriti pore koje omogucavaju
prolaz malih molekula. Ortega-Guerrero je izvrsio simulaciju koja pokazuje veliku verovatnocu prodiranja
doksorubicina kroz TRPV1, ali samo kada je kanal prosiren (64). Na osnovu ovih rezultata, autori su implici-
rali da TRPV1 kanal mozZe posluziti kao put za sisteme za isporuku lekova za terapiju malignih bolesti.
Uprkos ovim obecavaju¢im rezultatima, ne mozemo iskljuciti da postoji drugi, nepoznati mehanizam
uklju¢en u transport hemoterapeutskih agenasa.

Imunoloski sistem i TRPV1

Nedavno je otkriveno da je TRPV1 eksprimiran u Celijama urodenog i adaptivnog imunog sistema
uklju¢ujuci makrofage, dendriti¢ne ¢elije, T limfocite, NK celije (65, 66). Cinilo se da je TRPV1 navodni modu-
lator funkcionisanja imunih celija jer je ukljucen i u signalizaciju kalcijuma i u transdukciju spoljasnjih stimu-
lansa kao $to su temperatura ili pH. Medutim, podaci o njegovoj ta¢noj ulozi u imunoloskom sistemu nisu
dobro utvrdeni i, u mnogim slucajevima, rezultati su kontradiktorni.

Prijavljeno je da je TRPV1 uklju¢en u odbrambeni mehanizam povezan sa makrofagima. Pokazalo se da
tretman kapsazepinom, antagonistom TRPV1, zna¢ajno smanjuje proizvodnju proinflamatornih citokina
kao sto suIL-6, IL-1b i IL-18 i ciklooksigenaze 2 (COX-2) u LPS-stimulisanim makrofagima kod miseva (67). Po-
daci ukazuju da je TRPV1 uklju¢en u aktivnost makrofaga i da se potencijalni antagonist TRPV1 moze koris-
titi za suzbijanje inflamatornih odgovora i za le¢enje sepse. Takode, aktivacija TRPV1 evodiaminom (0,5 mM)
ili kapsaicinom (10 mM) u primarnim makrofagima kod miseva je bila povezana sa smanjenjem proizvod-
nje proinflamatornih citokina kao $to su MCP-1 (Monocite Chemoattractant Protein 1) i IL-6 (68). Ukidanje
TRPV1 u misjem modelu izazvalo je oStecenje odgovaraju¢eg odbrambenog mehanizma povezanog sa
makrofagima sto je dovelo do sistemske upale. Nevius i saradnici su pokazali da makrofagi u limfnim
¢vorovima pankreasa reaguju na oralno primenjen kapsaicin i pojacavaju ekspresiju antiinflamatornih cito-
kina kao $to je IL-10 (69). Zanimljivo je da je povecanje populacije makrofaga kapsaicinom povezano sa
smanjenjem proliferacije autoreaktivnih T ¢elija. Autori su takode pokazali da kapsaicin nije inhibirao proli-
feraciju T Celija kod nokaut TRPV1 miseva.

Svakako ce tek buduca istraZivanja u vezi sa ovom tematikom razjasniti mnoge postojece nedoumice.

Kardiovaskularni sistem i TRPV1

Poslednjih godina raste broj istrazivanja u vezi sa potencijalnim efektima koje bi preko TRPV1 kanala
mogli imati uticaj na kardiovaskularni sistem. Tako se zna da kapsaicin pored antimikrobnih, antikancero-
genih i antinociceptivnih, poseduje i vazodilatatorna svojstva (36).

Nekoliko korisnih kardiovaskularnih efekata kapsaicina takode je otkriveno na razli¢itim Zivotinjskim
modelima. Medutim, postoji malo ili nimalo klini¢kih dokaza koji podrZavaju ideju da kapsaicin moze biti od
pomodi u le¢enju kardiovaskularnih bolesti kod ljudi. Narocito, njegova primena u obliku flastera (Kutenza™)
je kontraindikovana kod pacijenata koji imaju hipertenziju jer moze povecati krvni pritisak, bilo tokom ili
neposredno nakon le¢enja (https://vvv.kutenza.com).

Medutim, sve veci broj dokaza otkriva vazokonstriktorni potencijal kapsaicina koji deluje preko vasku-
larnog TRPV1 kanala i sugerise da nepotrebna velika potrodnja kapsaicina moze izazvati ozbiljne posledice,
ukljucujudi vazospazam i infarkt miokarda kod ljudi sa pridruzenim bolestima ili poznatim faktorima rizika,
posebno u prisustvu proinflamatornih medijatora. Dakle, poznato je da postoji ravnoteza izmedu vazodi-



latatornog (preko endotela) i vaskonstriktornog (preko vaskularnih glatkih misi¢a) efekata kapsaicina na
kardiovaskularni sistem. Posebno, postojanje gojaznosti u kombinaciji sa povisenim holesterolom, moze da
promovise znacajnu endotelnu disfunkciju i preokrene ravnotezu ka masivnim konstrikcijama glatkih misi¢a
izazvanim kapsaicinom (70-72).

Dodatna istrazivanja u vezi sa TRPV1 kanalom i kardiovaskularnim sistemom, postoje u vezi sa proce-
som ateroskleroze. Tako je pokazano da aktivacija TRPV1 moze regulisati metabolizam lipida, smanijiti
stvaranje penastih Celija, zastititi endotelne Celije, inhibirati proliferaciju celija glatkih misi¢a i inhibirati in-
flamaciju i oksidativni stres. Ukratko, aktivacija TRPV1 moze poboljsati aterosklerozu kroz razli¢ite meha-
nizme, ali je njegova klinicka primena fokusirana uglavnom na analgeziju. lako kapsaicin moze aktivirati
TRPV1 kanale i smanijiti skladistenje lipida i formiranje ateroskleroze, njegova hroni¢na toksi¢nost ogranicava
njegovu klinicku primenu (73).

Stoga, iako prepoznajemo korisnu ulogu kapsaicina, predlazemo da hranu/suplemente koji sadrze kap-
saicin treba umereno da konzumiraju pacijenti sa poznatim kardiovaskularnim oboljenjima, a posebno oni
koji imaju bilo kakva proinflamatorna stanja. Vecina dostupnih podataka o efektima kapsaicina na kardio-
vaskularni sistem je proizasla iz studija na Zivotinjama. Stoga, postoji hitna potreba za velikim dvostruko
slepim klini¢kim ispitivanjima kako bi se utvrdilo da li je kapsaicin koristan za pacijente koji imaju kardio-
vaskularne bolesti.

Metabolizam i TRPV1

Skorije studije pokazuju da jonski kanal TRPV1 moZe imati uticaja i na energetsku homeostazu. Kontrola
energetske homeostaze je vazna za odrzavanje normalne telesne tezine. Tako, TRPV1 moze biti uklju¢en u
energetsku homeostazu, kako u kontroli unosa hrane tako i u potro3dnji energije. Na periferiji, moguce je da
TRPV1 moze uticati na apetit kroz kontrolu nivoa hormona regulatora apetita ili kroz modulaciju gastrointe-
stinalne vagalne aferentne signalizacije. Dalje, TRPV1 moze povecati potrosnju energije kroz proizvodnju
toplote. Dodatak ishrani sa agonistima TRPV1, kao $to je kapsaicin, dao je oprecne rezultate (neke studije
ukazuju na smanjenje unosa hrane i povecanje potrosnje energije, dok su druge dale suprotne rezultate).
Ipak, sve je ociglednije da TRPV1 Cesto neregulisan u gojaznosti i da doprinosi njenom razvoju. Mehanizmi
iza ove disregulacije su trenutno nepoznati, ali interakcije sa drugim sistemima, kao $to su endokanabi-
noidni sistemi, mogu biti izmenjene i stoga igraju vaznu ulogu u ovim procesima. Skorije studije ukazuju
da suTRPV1 kanali uklju¢eni i u proces lu¢enja insulina. Stoga, uzevsi sve navedeno u obzir, TRPV1 mozZe biti
znacajna meta za lekove za mr3avljenja i dijabetes (74). Medutim, potrebna su dalja istrazivanja da bi se u
potpunosti razjasnila uloga TRPV1 u svim navedenim procesima.

Zakljucak

Istrazivanja u vezi sa jonskim kanalom TRPV1 poslednjih godina dobijaju na sve ve¢em znacaju, a posebno
nakon dobijanja Nobelove nagrade za medicinu i fiziologiju prosle godine u vezi sa efektima koji se ostvaruju
upravo preko ovog znacajnog proteina. Nema sumnje da bi signalizacija zasnovana na TRPV1 mogla ucestvo-
vati u regulaciji brojnih ¢elijskih funkcija kako u zdravom, tako i u bolesti izmenjenom organizmu. TRPV1 je prisu-
tan na periferiji $to ga Cini lako dostupnom metom u poredenju sa lekovima koji ciljaju isklju¢ivo centralni nervni
sistem. Ipak, postoje i brojne prepreke koje se moraju savladati na ovom istrazivackom putu u vezi sa TRPV1.

Prvo, TRPV1 pokazuje Sarenoliku prirodu u pogledu njegovog izrazavanja i aktivacije. U mnogim sluca-
jevima, rezultati u vezi sa njegovim efektima na nivou terapije bola, inflamacije, autoimunih bolesti, malig-
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nih, kardiovaskularnih i metaboli¢kih bolesti pokazuju kontradiktorne rezultate. Dizajn eksperimenta, kao i
analiza rezultata, zahtevaju stoga veci oprez. Vazno je uzeti u obzir razlike koje proizilaze iz tipa studije (in
vitro naspram in vivo), tipa Celija i naknadnog nivoa ekspresije, primenjenih doza lekova, sinergisti¢kog ili an-
tagonistickog uticaja endogenih agonista ili tackastih mutacija koji mogu da modulisu aktivnost kanala.

Drugo, TRPV1 je u interakciji sa drugim sistemima i deli puteve koje obi¢no koriste drugi signalni
molekuli. Stoga, bez jasnog razumevanija interakcije TRPV1 sa drugim sistemima, malo je verovatno da ¢e
lekovi koji deluju preko TRPV1 pokazivati uniformne i pouzdane rezultate.

Stavise, ta¢ni molekularni putevi u koje je ukljuéen TRPV1 nisu dobro shvaceni i stoga je potrebno pre-
duzeti dalja ispitivanja u tom smislu. Takode, treba koristiti specifi¢nije aktivatore i blokatore jonskog kanala
TRPV1 kako bi se preciznije procenila njegova funkcija i izbegli sporedni efekti.

Najzad, potrebno je istadi da su studije o ulozi TRPV1 kanala slozene i zahtevne i da ¢e tek godine is-
trazivanja koje su pred nama pruziti pravi uvid u znacaj pojedinih terapijskih opcija i njihove klinicke rele-
vantnosti.

Zahvalnica:
Ovaj rad je podrzalo Ministarstvo prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Srbije (Projekt br: ON175023).
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Geni-modifikatori B-talasemijskih sindroma - novi terapijski pristupi
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Apstrakt

-talasemijski sindromi predstavljaju veoma heterogenu grupu naslednih oboljenja hemoglobina
koje odlikuje poremecena sinteza [3-globinskog lanca. Klini¢cke manifestacije B-talasmijskih sindroma va-
riraju od asimptomatskog do teskog oblika ovih oboljenja koje odlikuje zavisnost pacijenata od cestih
transfuzija. Velika fenotipska varijabilnost karakteristi¢na za 3-talasemije koja se najcesce ne moze objasniti
samo razlicitim alelskim varijantama unutar B-globinskog gena, usmerila je istrazivanja ka genima modi-
fikatorima ovih sindroma. Naime, smatra se da bilo koji faktor koji dovodi do smanjenja disbalansa izmedu
a - i B-globinskih lanaca predstavlja potencijalo vazan modifikator 3-talasemijskih sindroma. Tako, sinteza
fetalnog hemoglobina i u adultnom dobu, delimi¢no ublazava klini¢ku sliku jer se nedostatak funkciona-
Inog B-globinskog lanca kompenzuje viskom fetalnih, y-globinskih lanaca. Brojne GWAS studije ukazale su
na postojanje varijanti i van B-globinskog genskog lokusa koje uti¢u na ekspresiju y-globinskih ili stabil-
nost a-globinskih lanaca, a samim tim i na fenotip pB-talasemijskih sindroma (HBS7-MYB, BCL11A, AHSP,
FoP, KLF1).

Do skora, transplantacija kosne srZi je bio jedini vid terapije 3-talasemijskih sindroma, medutim usled
visoke stope morbititeta i mortaliteta ove vrste terapije, alternativne strategije kao $to su genska terapija
i razvoj indukovanih pluripotentnih stem celija se ubrzano razvijaju.

Cilj genske terapije B-talasemijskih sindroma je indukcija produkcije B- ili y-globinskih lanaca kao i
smanjenje o/ disbalansa u eritrocitima. Za transfer gena u genskoj terapiji koriste se razlicite vrste vektora,
kako ne-virusni, tako i virusni. Napredak na polju razvoja razlicitih vrsta vektora, transdukcije humanih
stem i progenitor Celija, kao i razli¢itih metoda editovanja samih gena, daje nadu da ¢e u bliskoj buduénosti
genska terapija biti terapija izbora za B-talasemijske sindrome.

Kljucne reci: B-talasemijski sindromi, sekundarni geni modifikatori, genska terapija, iPSC
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Abstract

The B-thalassemia syndromes are heterogeneous hereditary hemoglobin disorders, characterized by
defect in B-globin chain synthesis. Clinical manifestations of B-thalassemia vary from severe, transfusion-
dependent thalassemia major to mild, asymptomatic thalassemia trait. This phenotypic variability char-
acteristic for B-thalassemia that usually cannot be explained only by variations affecting 3-globin gene,
swayed researchers toward identifying genetic modifiers for these disorders. Namely, any factor that re-
duces the imbalance between a- and -globin polypeptide chains is considered to be an important mod-
ifier of this disorder. Specifically, production of fetal hemoglobin through adulthood could ameliorate the
severity of B-thalassemia phenotype since y-globin polypeptide chains compensate for the lack of the
functional 3-globin ones. GWAS studies have shown that regions outside of the 3-globin gene cluster are
also implicated in y-globin gene expression regulation and a-globin chain stability, and hence, play an
important role in B-thalassemia phenotype (HBS1-MYB, BCL11A, AHSP, FoP, KLF1).

Until recently, a definitive cure for 3-thalassemia could only be achieved through bone marrow trans-
plantation. However, since its significant risk of morbidity and mortality, an alternative strategies, such as
gene therapy and development of induced pluripotent stem cells have been explored. The goal of B-tha-
lassemia gene therapy is the induction of 3- or y-globin polypeptide chains, as well as the reduction of a/p-
chain disbalance in erythrocytes. Various types of vectors have been considered for gene transfer, including
non-viral and viral. Recent improvements in vector biology and development, human stem cell transduc-
tion, as well as the availability of new gene-editing methodology, pave the way towards introduction of
gene therapy as a go-to therapy for 3-thalassemia syndromes.

Keywords: [3-thalassemia syndromes, secondary gene modifiers, gene therapy, iPSC
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Hemoglobinopatije

Hemoglobinopatije predstavljaju heterogenu grupu naslednih anemija i posledica su mutacija u geni-
ma koji kodiraju globinske polipeptidne subjedinice molekula hemoglobina. Ova oboljenja obuhvataju
kvalitativne i kvantitativne poremecaje.

Kvalitativne hemoglobinopatije, koji se najéesce nazivaju hemoglobinskim varijantama ili strukturnim
hemoglobinopatijama, posledica su varijacija u aminokiselinskoj sekvenci molekula hemoglobina. Karak-
terisu se prisustvom normalne koli¢ine mutiranih globinskih polipeptida, koji doprinose formiranju molekula
hemoglobina izmenjenih fizickih i hemijskih svojstava.

Kvantitativni hemoglobinski poremecaji posledica su odsustva ili smanjene sinteze jednog ili vise
polipeptidnih lanaca i oznacavaju se terminom “talasemije”. Talasemije se obic¢no klasifikuju prema tipu glo-
binskog lanca koji nedostaje i uklju¢uje dva naj¢esca oblika ovog oboljenja - a-talasemiju i B-talasemiju.
Pored ova dva oblika talasemijskih poremecaja, treba napomenuti da su definisane i druge vrste talasemija
kao sto su &-, 5B- i ySB-talasemije.

U praksi, medutim, granica izmedu kvalitativnih i kvantitativnih hemoglobinopatija nije tako stroga.
Naime, pokazano je da postoje hemoglobinske varijante (Hb E, Hb Lepore, Hb Constant Spring) Ciji se iz-
menjeni polipeptidi sintetisu i u smanjenoj meri, te stoga predstavljaju talasemijski poremeca;j. Usled ovakvih
otkri¢a uveden je pojam “talasemijski sindromi” koji obuhvata sve nasledne anemije koje se karakterisu de-
fektom u sintezi jednog ili vise globinskih lanaca hemoglobinskog tetramera (1).

B-talasemijski sindromi

[B-talasemijski sindromi su jedni od naj¢escih autozomalno recesivnih naslednih oboljenja, sa visokom
ucestalo$¢u u populacijama Mediterana, Bliskog istoka, Centralne Azije, Indijskog podkontinenta i Dalekog
istoka (2). Karakterisu se odsustvom (B°-talasemije) ili smanjenom sintezom (B*-talasemije) B-globinskog
lanca adultnog hemoglobina (HbA; a,B,). Rezultat ove izmenjene sinteze globinskih lanaca je smanjena
produkcija funkcionalnog tetramernog hemoglobina $to dovodi do hipohromije (smanjen udeo hemoglo-
bina u eritrocitima) i mikrocitoze (smanjena veli¢ina eritrocita). Takode, visak slobodnih a-globinskih lanaca
precipitira u prekursorima eritrocita u kosnoj srzi, kao i u crvenim krvnim zrncima u cirkulaciji $to rezultira
kracim zivotnim vekom samih eritrocita a samim tim vodi ka neefikasnoj eritropoezi i hemolitickoj anemiji

(3).

Klinicke manifestacije anemije izazvane [-talasemijama variraju od talasemije major, teskog oblika ovog
oboljenja koje se karakterise kontinuiranom potrebom za transfuzijom krvi, do blage, neprogresivne ta-
lasemije minor. Talasemija intermedija predstavlja srednje tezak poremecaj kod kog ne dolazi do znac¢ajnog
smanjenja sinteze odgovarajuceg globinskog lanca i karakterise se velikom fenotipskom varijabilnoscu (4).

B-globinski genski lokus

Adultni 3-globinski gen (HBB) lociran je u okviru 3—globinskog genskog lokusa smestenog na terminal-
nom delu kra¢eg kraka hromozoma 11 (11p15.5) i proteze se preko 70 kb. Ovaj klaster globinskih gena, pored
HBB gena, sadrzi jedan pseudogen (Yf pseudogen) kao i jos Cetiri funkcionalna globinska gena: € gen, koji
kodira embrionalni globinski lanac, gene ¢y (HBG2) i *y (HBG1), koji kodiraju fetalne, y-globinske lanace i 6-
globinski gen (HBD) koji kodira istoimeni adultni globinski lanac. Redosled ovih pet funkcionalnih globinskih
gena u klasteru B-globinskih gena odgovara radosledu njihove ekspresije tokom ontogenetskog razvica (5).



Uzvodno od B-globinskog lokusa, na udaljenosti 6-20 kb od e-globinskog gena, nalazi se LCR (eng. Locus
Control Region), regulatorni region koji sadrzi 5 DNAza 1 hipersenzitivnih mesta (HS) (Slika 1). Zajedno sa 5’i
3'HS, LCRigra odlucujucu ulogu u ekspresiji svih B-globinskih gena odrZavajuéi hromatin u otvorenom stanju,
sa jedne strane, i delujudi kao veoma jak enhanser transkripcije globinskih gena, s druge strane. Uloga poje-
dinacnih hipersenzitivnih mesta jos uvek nije u potpunosti poznata, mada su istraZivanja pokazala da su HS2
i HS3 veoma vazni u procesima transkripcije, te da delecija nekog od ovih hipersenzitivnih mesta dovodi do
smanjene transkripcije za oko 30% (4, 6).

Tokom fetalnog razvica i prvih Sest meseci Zivota ¢oveka, u okviru B-globinskog genskog lokusa dolazi
do veoma sloZzenog obrasca geneske ekspresije koji se naziva hemoglobinski “switch”. Naime, tokom ranog
razvi¢a dolazi do povecane ekspresije embrionalnog globinskog gena, a kasnije, tokom fetalnog razvi¢a, ak-
tiviraju se geni neophodni za sintezu y-globinskih polipeptidnih lanaca (HBG1; HBG2). Ovi y-globinski lanci,
zajedno sa a-globinskim lancima, formiraju tetramer fetalnog hemoglobina (HbF; ayy;). Ubrzo nakon rodenja
dolazi do molekulskog “switch”-a, odosno dolazi do prestanka sinteze y-globinskih lanaca i pocetka produk-
cije B-globinskih lanaca a fetalni hemoglobin biva zamenjen adultnim, HbA hemoglobinom (7, 8).

Slika 1. Struktura B-globinskog genskog klastera.

Geni modifikatori 3-talasemijskih sindroma

[3-talasemija je uzrokovana jednom od preko od 300 tackastih mutacija ili, rede, delecija koje pogadaju
sam HBB gen ili okolne sekvence (9). Medutim, genotipska varijabilnost u datom lokusu ¢esto nije dovoljna
da bi objasnila veliku fenotipsku varijabilnost koja se javlja kod pacijenata sa istim genotipom (10). Ovakva
klinicka varijabilnost karakteristi¢na za B-talasemijske sindrome usmerila je istrazivace ka proucavanju
genetic¢kih modifikatora datih oboljenja $to bi potencijano moglo dovesti do razvoja specifi¢nih i de-
lotvornijih terapijskih pristupa (11). Geneticki modifikatori mogu delovati na tri nivoa: primarni, sekunarni
i tercijarni.

Primarni modifikatori se obi¢no odnose na vrstu mutacije koja pogada sam B-globinski gen. Lokacija
mutacija u razlic¢itim funkcionalnim regionima gena odreduje tezinu klinicke slike, pa su tako mutacije i
podeljenje na mutacije koje utic¢u na transkripciju 3-globinskog gena (promotorske i 5" UTR mutacije), mu-
tacije koje uti¢u na obradu B-globinske iRNK (mutacije koje menjaju mesta iskrajanja, mutacije koje kreiraju
alternativna mesta iskrajanja, 3" UTR mutacije) i mutacije koje uti¢u na iRNK translaciju (“nonsense”,
“frameshift’, mutacije inicijacionog kodona) (2). Mutacije koje uti¢u na transkripciju uglavnom rezultuju min-
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imalnim deficitom -globinskog lanca i reflektuju se u relativno blagom fenotipu. Tako mutacija C>T na
poziciji -101 uzvodno od pocetka transkripcije 3-globinskog gena dovodi do veoma blagog deficita 3-glo-
bina, u tolikoj meri da je asimptomatski kod heterozigota sa normalnim nivoom HbA5 (a,85) (4). Mutacije
koje uti¢u na obradu B-globinske iRNK pogadaju kako donorsko i akceptorsko mesto u intronima, tako i
konsenzusne sekvence koje okruzuju ova mesta. Mutacije koje dovode do promene u sekvenci donorskog
i akceptorskog mesta iskrajanja onemogucavaju sintezu funkcionalne iRNK tako da se B-globinski lanci
uopste ne sintetisu i dolazi do [3°-talasemije. S druge strane, mutacije koje pogadaju konsenzus sekvence
koje se nalaze oko donorskog i akceptorskog mesta iskrajanja smanjuju efikasnost normalnog iskrajanja od
70% do 95% i dovode do *-talasemije (5). Drugi tip mutacija u okviru ovih konsenzus sekvenci favorizuje
obradu na “pogresnim” tj. kripti¢nim mestima iskrajanja. Iskrajanje iRNK na ovim mestima dovodi do pro-
dukcije nefunkcionalne iRNK $to rezultira fenotipom B*-talasemije. Do blaze klinicke slike B-talasemije
dovode i mutacije u okviru CAP regiona, kao i mutacije koje uti¢u na poliadenilaciju (12). Mutacije koje
narusavaju translaciju iRNK bilo u fazi inicijacije ili elongacije, povezane su sa fenotipom [3°-talasemije. Vecina
ovih poremecaja rezultat su uvodenja novog terminacionog kodona usled promene okvira citanja ili kao
posledica nonsense mutacija i gotovo kod svih dolazi do terminacije u okviru prvog ili drugog egzona (13).

Sekundarni modifikatori uklju¢uju varijante u genima koji uti¢u na balans a/B-globinskih lanaca kao
$to su a- i y-globinski geni, kao i varijante u genima uklju¢enim u ekspresiju y-globinskih gena (HBS7-MYB,
BCL11A, KLF1, Clorf77) i stabilnost a-globinskih lanaca (AHSP). Ovi modifikatori obuhvataju gene kako u
okviru globinskih genskih lokusa, tako i van njih. Poslednjih godina brojna istrazivanja su usmerena ka
proucavanju sekundarnih genskih modifikatora kao faktora koji dovode do blaze klinicke slike B-talasemi-
jskih sindroma. Naime, nastavak sinteze fetalnih, y-globinskih polipeptida, a samim tim i fetalnog hemo-
globina (HbF) kod adulta, delimi¢no ublazava klini¢ku sliku 3-talasemijskih sindroma jer se nedostatak
funkcionalnog B-globinskog lanca kompenzuje viskom y-globinskih lanaca. Ova ¢injenica je iskori¢ena pri
razmatranju sekundarnih modifikatora kao potencijalnih targeta genske terapije -talasemijskih sindroma
(14).

Tercijarni modifikatori predstavljaju varijante u genima koje uticu na komplikacije izazvane -ta-
lasemijskim sindromima kao $to su hiperbilirubinemija, progresivna osteoporoza i osteopenija, trombofil-
ija, kardiopatije i bubrezna oboljenja (15-17). Hiperbilirubinemija i sklonost ka nastajanju kamena u Zuci je
uobicajena komplikacija kod pacijenata sa 3-talasemijom i rezultat je ubrzane hemolize eritrocita pri ¢emu
je bilirubin produkt razlaganja hemoglobina. Prou¢avanja su pokazala da su nivoi bilirubina i pojavljivanje
kamena u zuci kod -talasemija povezani sa polimorfnom varijantom (7 TA ponovaka) u promotorskom re-
gionu gena za uridin-difosfat — glukoniltransferazu 1A (UGT1A), to se jo$ naziva i Zilberov sindrom.
Pokazano je da je (TA)7 varijanta povezana sa povisenim nivoom bilirubina i kod anemije srpastih ¢elija i
drugih hemoliti¢ckih anemija (18-20).

Progresivna osteoporoza i osteopenija je jos jedna uobicajena komplikacija koja se sre¢e kod mladih
pacijenata sa B-talasemijom (21). Lokusi za koje se pretpostavlja da ¢ine geneti¢ku osnovu formiranja kos-
tane mase ukljucuju gen za receptor za estrogen, gen za receptor vitamina D (VDR; vitamin D receptor, eng.),
gen za kolagen tipaalia2 (COLAT, COLA2) kao i gen za transformisudi faktor rasta 31 (TGFS7) (13). Talasemija
je pracena i hiperkoagulacionim stanjem (22). Geneticki faktori rizika za tromboze, kao sto su mutacije u
genu za Faktor V, Faktor Il i metilentetrahidrofolat reduktazu (MTHFR), mogu znacajno da doprinesu pojavi
i oStecenjima nastalim usled pojave trombotickih insulta a samim tim i fenotipu B-talasemijskih sindroma
(23).



Sekundarni geni modifikatori -talasemijskih sindroma

Geni modifikatori u okviru globinskih genskih lokusa
a-globinski geni

Klaster a—globinskih gena sadrzi tri funkcionalna gena: gen ¢, koji kodira {-globinske lance i koji se ek-
sprimira u embrionalnom stadijumu razvitka ¢oveka, i gene ay i aj (HBAT i HBA2) koji kodiraju a~globinski
polipeptid od pocetnih faza gestacije i kasnije kroz citav Zivot. U lokusu a-globinskih gena locirana su i tri
pseudogena (pseudo {, pseudo a, i pseudo aq geni), kao i 6-gen, identifikovan na samom 3'kraju lokusa,
nepoznate funkcije (24). lako se sa a-globinskih gena prepisuju identi¢ni adultni a-globinski lanci, HBA2 gen
je i do 3 puta aktivniji od HBAT gena, te se sa njega sintetise i viSe polipeptidnih lanaca (25). Kao i -ta-
lasemije, a-talasemije se odlikuju odsustvom (a’-talasemija) ili smanjenom sintezom (a*-talasemija) a-glo-
binskih lanaca $to dovodi do disbalansa izmedu globinskih peptidnih lanaca. Vecina a-talasemija izazvana
je velikim delecijama koje obuhvataju jedan ili oba a-globinska gena na istom hromozomu (26).

U mnogim populacijama u kojima je $-talasemija veoma zastupljena, a-talasemija se takode javlja sa vi-
sokom ucestaloscu $to kao rezultat ima konasledivanje oba ova oboljenja. U takvim slu¢ajevima, homozigo-
ti ili slozeni heterozigoti za -talasemijske varijante ¢e imati blazu klini¢ku sliku jer ¢e imati i manje
nesparenih a-globinskih lanaca. Naime, fenotip B-talasemijskih sindroma zavisi kako od tipa mutacije koja
pogada sam HBB gen, tako i od broja funcionalnih a-globinskih gena. Tako pacijenti kod kojih je detekto-
vana varijanta u HBB genu u homozigotnom obliku, a pri tome imaju samo jedan funcionalni a-globinski
gen, prikazuju fenotip B-talasemije intermedije. Suprotno tome, ukoliko pacijent sa heterozigotnom mu-
tacijom u HBB genu sintetise visak a-globinskih lanaca usled duplikacije jednog od HBA gena, dolazi do po-
jave B-talasemije intermedije umesto do ocekivane talasemije minor (27).

y-globinski geni

Kao $to je receno ranije, nakon ekspresije embrionalnih globinskih gena, y-globinski geni koji kodiraju
polipeptidne lance fetalnog hemoglobina (HbF) se sintetisu tokom perioda gestacije. Ubrzo nakon rodenja,
y-globinski lanci se zamenjuju B-globinskim lancima adultnog hemoglobina (HbA). Ovaj kompleksan pro-
ces genske ekspresije globinskih gena je klini¢ki veoma vazan obzirom da nastavak ekspresije y-globinskih
gena ili njihova reaktivacija moze ublaziti fenotip B-talasemijskih sindroma (7, 8).

Nasledno prisustvo fetalnog hemoglobina (eng. Heredetery persistence of fetal hemoglobin - HPFH) je
poremecaj koji se manifestuje nastavkom sinteze fetalnih, y-globinskih polipeptida, a samim tim i fetalnog
hemoglobina (1.6-30%) i kod adulta. Opisana su dva glavna tipa HPFH sindroma - pancelularni tip HPFH, koji
se karakteriSe veoma visokim nivoom sinteze HbF i njegovom uniformnom distribucijom u svim celijama cr-
vene loze; i heterocelularni tip HPFH, koji je rezultat genetski determinisanog povecanja broja eritrocita koji
sintetisu fetalni hemoglobin (F ¢elije) (28, 29). Pancelularni tip HPFH se dalje moze podeliti u dve klase i to
prvu, koja nastaje kao posledica delecija i drugu, u ¢ijoj osnovi leze tackaste mutacije.

Delecione forme pancelularnog tipa HPFH posledica su velikih delecija unutar B-globinskog lokusa koje
obuhvataju &-i B-globinske gene i deo intergenskog regiona izmedu y- i -globinskih gena. Objasnjenje koje
se moze ponuditi za povecanu ekspresiju i pancelularnu distribuciju HbF kod ovih sindroma je Cinjenica da
ovakvi genski rearanzmani dovode udaljene enhansere u blizinu y-globinskih gena, te da dolazi do inter-
akcije pozitivnih regulatora ovih gena sa dodatnim enhenserom (30, 31).
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Nedelecione forme HPFH su najcesce rezultat zamene jedne baze u promotorima y- globinskih gena
(28). Ovakve tackaste mutacije javljaju se u okviru mesta vezivanja transkripcionih faktora i uglavnom su
grupisane u tri regiona - oko pozicija -114 do -117, na poziciji -175, i na pozicijama od -195 do -202 nuk-
leotida (32). Region na poziciji -117 je distalni CCAAT blok, koji vezuje opste CP1 i CDP transkripcione fak-
tore i eritroidno-specificne GATA-1 i NF-E3. Mutacije u ovom regionu dovode do slabije interakcije CCAAT
bloka i eritroidno-specifi¢nih transkripcionih faktora (33). Region u kome se nalazi mutacija g.-175T>C sadrzi
vezivna mesta za GATA-1 transkripcioni factor, dok mutacije koje pogadaju region od -195 do -202 nuk-
leotida uticu na afinitet vezivanja Sp1 transkripcionog faktora (34).

Heterocelularni tip HPFH cesto je posledica mutacija van B-globinskog genskog lokusa. Pacijenti koji se
karakterisu ovim sindromom sadrze veliki broj F ¢elija u adultnom periodu Zivota, dok je nivo HbF je obi¢no
znatno nizi nego kod pancelularnog tipa HPFH (30). U nekim slucajevima, povisen nivo fetalnog hemoglo-
bina javlja se kod zdravih pojedinaca, dok se kod drugih, povisena sinteza HbF detektuje tek u uslovima er-
itroidnog stresa karakteristi¢nim za p-talasemijske sindrome (30, 31).

Jedna od najcescih genetickih varijanti koja svoj efekat ispoljava u uslovima eritroidnog stresa je i Xmnl-
y¢(g.-158 C>T) varijanta. Naime, klini¢ka ispitivanja su pokazala da, u uslovima hematopoetskog stresa, kao
sto je slucaj kod homozigotne B-talasemije i anemije srpastih celija, prisustvo Xmn/ polimorfizma dovodi
do povecanja ekspresije HbF (35). Medutim, povisen nivo HbF usled prisustva ove varijante je umereniu
nekim slu¢ajevima ne moze objasniti veliku fenotipsku varijabilnost B-talasemijskih sindroma (36). Takode
treba pomenuti i HBG1:g9.-225_-222delAGCA varijantu, deleciju u promotorskom regionu *y-globinskog
gena za koju je pokazano da utice na ekspresiju ovog fetalnog globinskog gena samo u uslovima eritroid-
nog stresa (37).
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Brojni transkripcioni faktori su uklju¢eni u regulaciju ekspresije y-globinskih gena (Slika 2).
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Slika 2. Transkripcioni faktori ukljuc¢eni u regulaciju ekspresije y -globinskih gena. Linijom sa strelicom na kraju oznacena je pozitivna regulacija (aktivacija). Lin-
ije sa kvadrati¢em na kraju oznacavaju negativnu regulaciju (represiju). Isprekidana linija oznacava nejasnu interakciju. Linija sa strelicama na oba kraja oznacava uze-
jamnu regulaciju.




HBS1L-MYB intragenski region

Varijante u HBS1L-MYB intergenskom regionu doprinose sa vise od 20% varijacijama u nivou HbF, de-
tektovanim u zdravim populacijama u Evropi. Vecina ovih varijanti javljaju se u okviru segmenta dugog 79
kb i rasporedene su u tri bloka koja su obelezena kao HMIP 1, 2 3 (eng. HBS1L-MYB intergenic polymorphism
— HMIP). Geneticke varijante koje pokazuju najvedi efekat na nivo HbF locirane su u okviru 24 kb dugog re-
giona HMPI 2 bloka. Polimorfizmi za koje je pokazana asocijacija sa nivoom HbF ukljucuju, izmedu ostalih,
polimorfizme rs9399137, rs28384513 i rs4895441 (38, 39).

Mehanizam koji omogucava ovim geneti¢kim varijantama da uti¢u na nivo HbF jo$ uvek nije u pot-
punosti razjasnjen, ali rezultati brojnih studija ukazuju da se ovaj bioloski efekat ostvaruje preko regulacije
okolnih gena, tj. HBS1L i MYB gena. Naime, pokazano je da ovaj inetergenski region ima ulogu regulatornog
elementa na $ta ukazuje postojanje mesta vezivanja transkripcionih faktora kao sto je GATA-1 (39). Smatra
se da ovaj regulatorni region kontrolise ekspresiju MYB gena koji kodira eritroidni transkripcioni faktor, sto
dalje utice na eritroidnu diferencijaciju i, indirektno, na nivo HbF. Naime, MYB transkripcioni faktor igra vaznu
ulogu u procesima celijske proliferacije i diferencijacije i predstavlja negativni regulator ekspresije HbF preko
kog brojni drugi faktori, kao §to su mikro RNK (miR-15a i miR-16-1) mogu uticati na nivo fetalnog hemo-
globina (40, 41).

Lokus u kome se nalazi HBS1L-MYB intragenski region (6q22-23) sadrzi i druge potencijalne gene kan-
didate koji u€estvuju u regulaciji sinteze HbF. Oni ukljucuju PDE7B gen (eng. Phosphodiesterase 7), MAP3K5
gen (eng. Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 5) kao i PEX7 gen (eng. Peroxisomal biogeneses fac-
tor 7) (42). Istrazivanja su pokazala da se kratki tandemski ponovci u u promotoru MAP3K5 gena, kao i in-
tronske varijante kako u MAP3K5, tako i u PDE7B genu mogu dovesti u vezu sa smanjenim HbF nivoom a time
i sa tezom klinickom slikom B-talasemijskih sindroma (43). lako uloga MAP3K5 proteina kao prenosnika sig-
nala kroz citoplazmu, u eritropoezi nije u potpunosti jasna, PDE7B gen bi mogao biti uklju¢en u regulaciju
fetalnog hemoglobina vezujuci se za cAMP kao inhibitor y-globinske genske ekspresije (44).

BCL11A gen

BCL11A (B-cell CLL/lymphoma 11A) je transkripcioni represor aktivan u B-limfocitima koji se eksprim-
ira i u eritroidnim ¢elijama. Ovaj protein sa DNK vezujué¢im domenom u vidu “cinkanog prsti¢a” (eng. zinc-
finger) kodiran je od strane istoimenog gena koji se prostire sa preko 102 kb na hromozomu 2p16 (45).

U GWAS studijama ustanovljeno je postojanje veze izmedu genetickih varijanti u okviru BCLT1A gena i
nivoa HbF u razli¢itim populacijama (46). Tacnije, oko 15% ukupne varijabilnosti u nivou HbF moglo se prip-
isati polimorfizmima nadenim u drugom intronu BCL11A gena, kao $to su rs11886868 i rs4671393 (36, 38).
Daljim istrazivanjima ustanovljeno je da je BCL11A represor y-globinskih gena koji se ne vezuje direktno za
promotorski region ovih gena, vec¢ za LCR, kao i za intergenski region izmedu *y- i §-globinskog gena, za koji
je vec pokazana asocijacija sa y-globinskom genskom represijom (47, 48). Svoju represorsku ulogu BCLT1A
verovatno ostvaruje u interakciji sa brojnim transkripcionim faktorima kao $to su jedarni deacetilazni kom-
pleks (NuRD), eritroidni transkripcioni faktori, GATA-1i FOG-1, kao i SOX6 za koga je pokazano da deluje kao
represor embrionalnih globinskih gena kod misa (49).

Tvrdnja da BCL11A deluje kao represor y-globinskih gena lezi i u ¢injenici da je nivo ekpresije BCLT1A
gena u adultnom stupnju visi u odnosu na nivo ekspresije ovog gena u fetalnom stupnju razvica (49, 50). Kao
direktni represor fetalnih globinskih gena, BCL11A je prvi geneticki i biohemijski potvrden faktor koji
ucestvuje u molekulskom “switch”-u globinskih gena. Kao takav, ovaj transkripcioni faktor predstavlja po-
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tencijalni terapeutski target protein za indukciju HbF (36). Medutim, obzirom da BCL11A funkcionise kao
transkripcioni faktor i u neeritroidnim ¢elijama, novije studije su prepoznale eritroidne BCLT11A enhansere
koji se nalaze u drugom intronu BCL11A gena, kao potencijalne targete u genskoj terapiji -talasemijskih sin-
droma. Na ovaj nacin bi promene u sekvenci drugog introna BCL11A gena imale uticaj na ekpresiju ovog
gena iskljucivo u eritroidnim ¢elijama (51).

GWAS studije pokazale su da varijante u okviru HBB, HSB1L- MYBi BCL11A gena mogu objasniti oko 50%
varijacija u nivou HbF, ukazujudi na postojanje dodatnih faktora koji uticu na produkciju fetalnih globinskih
gena, odnosno sintezu fetalnog hemoglobina (38, 46, 52, 53). Neki od ovih faktora mogu biti regulatori ek-
spresije B-globinskih gena (KLF1), proteini odgovorni za stabilnost a-globinskih gena (AHSP) ili faktori
uklju¢eni u epigeneti¢ku regulaciju ekspresije fetalnih globinskih gena (FoP).

KLF1 gen

Eritroidni Kruppel-Like Faktor, KLF1 (EKLF), kljucni je eritroidno-specifi¢ni transkripcioni faktor koji se
vezuje za CACCC motiv, vazan regulatorni element mnogih eritroidnih gena, uklju¢ujuci BCL11A i B-globin-
ski gen (54). Vezivanje KLF1 transkripcionog faktora za ove motive ostvaruje se preko tri DNK vezujuc¢a dom-
ena koji su neophodni za aktivaciju KLF1 taget gena. KLF1 takode sadrzi i prolinom bogat transaktivacioni
domen preko koga ovaj transkripcioni factor vrsi specifi¢nu aktivaciju HBB, direktno se vezujuci za promo-
tor ovog globinskog gena (55, 56). Ovaj transaktivacioni domen sastoji se od inhibitornog (AK 195-291) i
aktivacionog (AK 20-124) domena. Ovaj minimalni aktivacioni region interaguje sa brojnim celijskim pro-
teinima uspostavljajuci, na taj nacin, optimalan aktivacioni potencijal. S druge strane, inhibitorni region
funkcionise tako sto onemogucava efikasno vezivanje DNK vezujuc¢eg domena za specifi¢cnu DNK sekvencu
(57).

Mutacije koje uti¢u na pomenute funkcije KLF1 transkripcionog faktora bi potencijalno mogle da uticu
i na ekspresiju globinskih gena.

Ucestalost KLF1 varijanti krec¢e se od 0.0004% to 37% u razli¢itim populacijama (58-60). Ove varijante
uklju¢uju kako retke, tako i u¢estale promene u okviru KLF1 gena i u zavisnosti od njihove lokalizacije, fe-
notipa koji izazivaju i uticaja koji imaju na transkripciju, mogu se podeliti u jednu od Cetiri klase varijanti
(61).

Klasu 1 ¢ine varijante koje predstavljaju neutrane polimorfizme kao $to je varijanta p.Ser102Pro. Vari-
jante koje pripadaju varijantama klase 2 uklju¢uju ,missense” mutacije u DNK-vezuju¢em domenu i rezulti-
raju KLF1 transkripcionim faktorom izmenjenog afiniteta vezivanja target sekvenci. Ove varijante doprinose
mnogo blaZzem fenotipu od varijanti klase 3 koje uklju¢uju ,frameshift’ i mutacije koje uvode terminacioni
kodon. Klasa 4 obuhvata grupu varijanti koje menjaju visoko konzervirana mesta u okviru DNK vezujuceg
domena i dovode do veoma patoloski ozbiljne kongenitalne diseritropoetske anemije (eng. Congenital
dyserythropoietic anaemia - CDA). Varijante koje pripadaju klasi 2, 3i 4 su fatalne u homozigotnom stanju te
se srecu iskljuc¢ivo u heterozigotnom obliku (62).

Direktna asocijacija mutacija u okviru KLFT gena sa regulacijom sinteze hemoglobina ustanovljena je od
strane Borg et al. (54) koji su pokazali da tackasta mutacija u KLF1 genu (p.K288X) u potpunosti ukida funkciju
DNK vezuju¢eg domena, na taj nacin onemogucavajuci ulogu KLF1 kao transkripcionog faktora. Kao posled-
ica, dolazi do smanjene ekspresije BCL11A gena, odnosno do smanjene sinteze BCL11A, represora fetalnih
globinskih gena, sto u krajnjem vodi ka povisenom nivou HbF (54, 63). Rezultati studije o prvoj KLF1 pro-
motorskoj mutaciji takode idu u prilog ¢injenici da je KLF1 vazan regulator nivoa HbF. Naime, pokazano je



da ova KLF1:9.-148G>A varijanta dovodi do smanjene transkripcije KLFT1 gena, ¢ime se donekle moze ob-
jasniti detektovan HPFH fenotip (64, 65).

Studije o KLF1 mutacijama, otvorile su vrata novim istrazivanjima na polju humane eritropoeze.
Novootkrivene i funkcionalno okarakterisane geneticke varijante u ovom i drugim genima modifikatorima
[-talasemijskih sindroma (BCL11A, HBS1L-MYB), mogu posluziti kao meta za gensku terapiju talasemija u
buduénosti (54, 66-68).

AHSP

aHb stabilisuci protein (eng. aHb-stabilizing protein — AHSP) je eritroidno specifi¢an protein sa vaznom
ulogom u procesima eritropoeze. Naime, ovaj protein ukljucen je u savijanje, stabilizaciju i transfer a-glo-
binskih lanaca prilikom formiranja tetramera hemoglobina. AHSP specifi¢no vezuje brojne forme a-globina,
ukljucujuci “apo” formu (ne sadrzi hem) i a-hemoglobin (a-globin sa hemom). Njegova uloga kao speci-
ficnog molekuarnog Saperona koji vezuje a-globinske lanace hemoglobina sprecavajuci, na taj nacin, pre-
cipitaciju istih, ukazuje da biizmenjena ekspresija AHSP gena ili funkcija samog proteina mogla imati uticaj
i na fenotip B-talasemijskih sindroma (69-71). Medutim, rezultati brojnih studija o ulozi AHSP kao gena modi-
fikatora B-talasemijskih sindroma su kontradiktorna. Naime, dok su pojedina istrazivanja pokazala da je
smanjena ekspresija datog gena povezana sa tezom klinickom slikom B-talasemija (72, 73), drugi tvrde da
AHSP ne predstavlja gen modifikator ovih oboljenja (74, 75). Medutim, postoji moguénost da retke mutacije
koje dovode do gubitka funkcije AHSP gena ili razliciti epigenetici faktori mogu imati uticaj na fenotp vec
postojece B-talasemije (70, 74).

FoP protein

FoP (eng. Friend of Prmt1) je mali ariginin/glicin bogat protein kodiran od strane CTorf77 gena. Ovaj pro-
tein, kroz interakciju sa proteinom PRMTT1, ukljucen je u regulaciju transkripcije globinskih gena preko his-
tonske metilacije (76). Istrazivanja su pokazala je FoP klju¢an modulator nivoa HbF jer potpuno ukidanje
njegove ekspresije dovodi do povecanog nivoa ekspresije y-globinskih gena. lako nije u potpunosti jasno
kako FoP regulise ekspresiju fetalnih globinskih gena, pretpostavlja se da se njihova indukcija vrsi kroz mod-
ulaciju SOX6, kofaktora BCL11A transkripcionog faktora. Rezultati ovakvih istrazivanja ukazuju na FoP kao
novi potencijalni terapeutski target kako 3-talasemijskih sindroma, tako i drugih hemoglobinopatija (77).

Genska terapija

Uprkos velikim naporima na polju razvoja terapijskih tretmana B-talasemijskih sindroma, ukljucujudi
transfuziju i terapiju odredenim lekovima, izleCenje ovih oboljenja do skora je bilo moguée samo prilikom
alogene transplantacije hematopoetskih matic¢nih ¢elija (78). Medutim, ova vrsta terapije dostupna je samo
malom broju pacijenata sa B-talasemijom i karakterise se visokom stopom mortaliteta i morbiditeta (79). Kao
odgovor nauke na ova ogranicenja i potrebom za trajnim reSenjem, proizasla je ideja o transferu terapeut-
skih gena koristeci autologne hematopoetske stem ¢elije kao potencijalna terapija B-talasemijskih sindroma.

Hematopetske mati¢ne celije, kao targeti genskog transfera, izdvajaju se iz kostane srzi ili periferne krvi
samog pacijenta, podlezu in vitro geneti¢ckim modifikacijama i, nakon kondicione hemoterapije pacijenta,
vracaju se u “domacina” (80).

Cilj genske terapije B-talasemijskih sindroma je indukcija produkcije (- ili y-globinskih lanaca, smanjenje
koli¢ine slobodnih a-globinskih lanaca, kao i smanjenje a/f disbalansa u eritrocitima (81). Napredak na polju
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razvoja razlicitih vrsta vektora, transdukcije humanih stem i progenitor ¢elija, kao i razli¢itih metoda editovanja
samih gena, daju nadu da e u skoroj buduénosti genska terapija biti moguca terapija izbora za 3-talasemijske
syndrome (81).

Za transfer gena u genskoj terapiji koriste se razlicite vrste vektora, kako virusni, tako i ne-virusni (82).

Ne-virusni vektori

Naznaka da je genska terapija potencijalna terapija i talasemijskih sindroma, proizasla je iz istrazivanja
o supresor tRNK (83). U datoj studiji, tRNALys gen konvertovan je u amber-supresorski gen mesto-speci-
fichom mutagenezom antikodona. Kao rezultat dobijena je tRNK koja je suprimirala UAG amber mutaciju u
RNK [°-talasemija usled ¢ega dolazi do produkcije funkcionalnog B-globinskog polipeptida. Uprkos
obecavajucim rezultatima ove vrste terapije, ona bi bila ogranicena iskljucivo na °-talasemijske sindrome,
a ova supresor tRNK bi uticala na proces terminacije sinteze wt proteina $to tRNK ne ¢ini dobrim kandidat
genima za upotrebu u genskoj terapiji.

Kao moguci pristup genske terapije le¢enju hemoglobinskih oboljenja, iskoris¢ena su i kataliticka svo-
jstva ribozoma da vrSe izmenu defektne iRNK koja se prepisuje sa mutiranog [3-globinskog gena (84). Naime,
iskoris¢ena je moguénost trans-iskrajanja odredene grupe ribozoma kako bi se mutirani B-globinski tran-
skript preveo u RNK koja kodira y-globinske polipeptidne lance. Na ovaj na¢in mutirani adultni globinski
gen zamenjuje se genom koji kodira fetalne globinske lance. Ovaj pristup genskoj terapiji, iako perspekti-
van, ukazao je na postojanje mnogih nedostataka kao sto su dugotrajan efekat terapije koja je usmerena na
proizvod transkripcije a ne mutirani gen (85).

Za razliku od ne-virusnih vektora, virusni vektori su pokazali ve¢u efikasnost prilikom transfera gena
obzirom da ne zahtevaju uslove transfera koji nepovoljno uti¢u na osetljive hematopoetske mati¢ne celije,
kao sto je elektroporacija (86).

Virusni vektori
Retrovirusni vektori

Medu prvim virusnim vektorima koji su korid¢eni za transfer humanog 3-globinskog gena u misije he-
matopetske matic¢ne Celije, bili su y retorovirusi (yRV). Ovi viralni vektori konstruisani su tako $to su geneti-
¢ki elementi neophodni za patogenost i replikaciju zamenjeni Zeljenim transgenom (87).

YRV vektori sadrze intaktne duge terminalne ponovke (eng. long terminal repeats — LTR) koji sadrze U5,
Ri region U3 velike promotorske aktivnosti koji sluzi za reverznu trnskripciju i inkoroporaciju virusnog ge-
netskog materijala u celiju domacina (Slika 3) (86). Prvi pokusaji transfera 3-globinskog gena u misije he-
matopetske maticne Celije pomocu ovih vektora, rezultirale su niskim nivoom ekspresije datog -globinskog
gena. Uvodenjem LCR regiona u YRV vektore, prevaziden je problem smanjene ekspresije transgena ali ne
i varijabilnost u nivou ekspresije koja zavisi od mesta insercije transgena (85). Ograni¢enja yRV vektora od-
nose se i na ¢injenicu da retrovirusni vektori ne mogu inficirati ¢elije koje se ne dele, cesto uzrokuju
hematopoetske maligne bolesti zbog neprecizne ugradnje blizu ¢elijskih protoonkogena i ne mogu nositi
veliku kolicinu genetskog materijala (79).

lako su mnogobrojne modifikacije napravljene u y-retrovirusnim vektorima, $to je rezultiralo
poboljsanom genskom ekspresijom, pravi napredak u genskoj terapiji se dogodio upotrebom lentivirusnih
vektora.



Lentivirusni vektori

Lentivirusni vektori (LV) pokazuju nekoliko prednosti u odnosu na ve¢ pomenute retroviruse. Naime, po-
kazano je da imaju sposobnost da udu i integrisu se u Celiju koja se ne deli, 5to je za hematopoetske matic¢ne
Celije mnogo pogodnije obzirom na to da se ove ¢elije ¢es¢e nalaze u fazi mirovanja. Takode, LV pokazuju vi-
soku efikasnost transdukcije i mogu nositi vece i kompleksnije transgene kasete koje sadrze introne i regu-
lacione elemente, $to je potrebno za visok nivo ekspresije globinskih gena. Lentivirusni vektori imaju sigurniji
integracijski profil od retrovirusa jer se najcesée ugraduju unutar introna gena, na taj nacin izbegavajuci re-
gulatorne elemente blizu mesta pocetka transkripcije, $to rezultira niZom genotoksi¢nos¢u i smanjenjem
ucestalosti insercijske onkogeneze (86, 88). Postizanje veceg nivoa bezbednosti kada je u pitanju integracija
transgena pokusana je i dizajniranjem samoinaktiviraju¢ih vektora (eng. self-inactivating — SIN). SIN-
lentivirusni vektori imaju deleciju u virusnom promotoru/pojaciva¢u u U3 regionu LTR-a na 3"-kraju. Ta dele-
cija se prilikom transkripcije kopira u 5’-LTR i smanjuje transaktivaciju susednih promotora, sto ¢ini vektor
sigurnijim za koriS¢enje u terapijske svrhe (Slika 3) (89).

U3 [R[usH gag ] U3 [R[us| VRV vector
LTR Transgene with promoter LTR

cMVR [us|{gag [ [—] DT R US| SIN LV vector
LTR Transgene with promoter LTR

Slika 3. Genomska organizacija yRV i SIN LV vektora.

Sa pronalaskom LV vektora neophodnih za transfer gena od interesa, istrazivanja su okrenuta ka samoj
kaseti globinskih gena. Naime, pristupi genskoj terapiji se trenutno mogu svrstati u dve kategotrije — inser-
cija celog gena i gensko editovanje.

Genska insercija

Ova vrsta genske terapije podrazumeva inserciju vektora koji sadrzi - i y-globinske gene, kao i celo-
kupnu regulatornu masineriju, u autologe hematopoetske stem i progenitor celije (eng. Human Stem and
Progenitor Cells-HSPC) ex-vivo, a zatim injektiranje ovako modifikovanih HSPC nazad u pacijenta koji je pret-
hodno podvrgnut procesu mijeloablacije (89-91). Uprkos, naizgled, jednostavnoj proceduri, tehnoloski na-
predak ovog pristupa zabelezen je tek u novije vreme. Naime, vektori koji nose HBB gen i njegove
regulatorne elemente, ukljucuju¢i delove LCR-a, od skora mogu biti proizvedeni u vecoj kolicini, sa visokim
nivoom cistoce i moguénosc¢u da transfekuju dovoljno veliki broj matic¢nih celija koje bi dovele do znacaj-
nog klinickog odgovora (92, 93). Novije globinske kasete obi¢no sadrze B-globinski gen sa deletiranim des-
tabiliSu¢im Rsal fragmentom lociranom u intronu 2, kao i sekvencama koje okruzuju HS LCR-a. Medutim,
broj i duzina HS regiona u globinskim kasetama varira obzirom da je tesko precizno utvrditi regulatorne re-
gione unutar svakog hipersenzitivnog mesta pojedinacno a pri tom ukinuti potencijalno destabiliSuce re-
gione (79).
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Gensko editovanje

Editovanje gena koje predstavlja ciljanu izmenu specifi¢nih target sekvenci u okviru datog gena, pred-
stavlja alternativni pristup modifikacije HSPC u cilju genske terapije. Veliki napredak postignut je nakon
uvodenja CRISPR/Cas9 (eng. clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR associated pro-
tein) sistema kao metode za precizno editovanje Zeljenih genskih lokusa (94). Kao kandidat gen sa najve¢im
terapeutskim potencijalom u GWAS studijama, proizasao je BCL11A gen. Dva novija klinicka ispitivanja koja
za cilj imaju povecanje nivoa fetalnog hemoglobina, oslanjaju se na ciljani prekid funcije enhansera locira-
nog u drugom intronu BCL11A gena. Kao posledica uvedenih delecija, dolazi do smanjene BCL11A ekspre-
sije u eritroidnim celijama a time i povecane ekspresije fetalnih globinskih gena (80). lako osmisljeno da se
putem specifi¢no sintetisanih nukleaza postignu precizne geneti¢cke modifikacije i izbegnu nespecifi¢ne in-
tegracije, glavni nedostatak modifikacije gena u terapijske svrhe B-talasemijskih sindroma i dalje predstav-
lja,off-taget” aktivnost samih nukleaza, odnosno moguc¢nost pojave nezeljenih promena u nekom drugom
delu genoma (81).

Aktuelni uspeh genske terapije

Prva uspesna genska terapija B-talasemijskih sindroma sprovedena je 2007. godine. Tom prilikom pa-
cijent sa HbE/B°-talasemijom tretiran je eksprimiraju¢im vektorom koji je sadrzao B-globinski gen
(BA(T87Q)), 260 bp globinski promotor, HS2, HS3, HS4 i dve kopije izolator sekvenci koji okruzuju datu glo-
binsku kasetu. Hb87 se ponasa kao fetalni Hb i interferira s polimerizacijom srpastog Hb-a, a funkcionise
normalno kao i HbA i u ekspresiji i u kapacitetu prenosenja kiseonika. lako je ova terapija bila uspesna u
smislu da pacijent nije vise zahtevao redovne transfuzije krvi, analizom insercijskih mesta vektora pokazano
je da vedina terapijskog doprinosa potice od dominantnog klona u kojem je integrisani vektor izazvao tran-
skripcionu aktivaciju HMGA2 gena, potencijalnog onkogena. Mada je pokazano da povecana ekspresija
HMGA?2 gena dovodi do pojave uglavnom benignih tumora, ovaj dogadaj je ukazao na nedostatke lentivi-
rusnog transfera gena koji ukljucuju efikasnost i preciznost genske insercije (95).

Poslednjih godina, indukovane pluripotentne stem Celije (eng. induced pluripotent stem cells-iPSCs) po-
kazale su se kao dobri kandidati za transfer gena. iPSC se uz pomoc razlicitih transkripcionih faktora, gene-
riSu iz somatskih celija poreklom iz fibroblasta koze, amnionske te¢nosti ili horionskih ¢upica B-talasemijskih
pacijenata. Naime, pokazano je da je ugradnja i ekspresija Cetiri razlic¢ita gena (KIf4, Oct4, Sox2, c-Myc) do-
voljna kako bi fibroblasti poreklom iz repa misa dobile karakteristike iPSC elija. Fibroblasti misa, homozi-
gota za humani alel za srpastu anemiju (BS/BS), konvertirane su u iPSC ugradnjom cetiri pomenuta gena, a
zatim je u njih elektroporacijom ubacena kratka sekvenca DNK [3-globinskog gena koja sadrzi sekvence
potrebne za korekciju mutacije putem homologe rekombinacije. iPSC u kojima je doslo do ispravljanja mu-
tacije izolovane su i gajene u vecoj koli¢ini i tretirane faktorima rasta i mijeloidnim citokinima kako bi postale
HSPC. Takve HSPC su transplantirane nazad u misa kod kog su dovele do izle¢enja srpaste anemije (96).

iPSC Celije su lako dostupne i predstavljaju neogranicen izvor mati¢nih celija za gensku manipulaciju.
Prednost ovih ¢elija kada je re¢ o genskoj terapiji je moguénost skrininga i odabira klona koji poseduje si-
gurnu integraciju transgena, kao i visok nivo njegove ekspresije. Medutim, postoje odredene prepreke koje
onemogucavaju iPSC ¢elijama da budu koris¢ene u terapijske svrhe. Naime, potrebno je pronadi nacin kako
bi se zaobisla upotreba stetnih onkogena (kao $to je c-Myc) kao transkripcionih faktora potrebnih za trans-
formaciju ¢elija u iPSC, izbeci upotrebu retrovirusnih vektora kao mehanizma dostave gena koji nose rizik
od insercijske mutageneze i razviti pouzdane protokole za diferencijaciju ljudskih iPSC (79, 86, 87).



Zakljucak

[B-talasemijski sindromi su najvise istrazena oboljenja na molekulskom nivou. Samim tim, terapijski proto-
koli B-talasemijskih sindroma predstavljaju primer potencijalno novih vrsta terapija kod razlicitih vrsta obo-
lienja.

Razvoj na polju sekvenciranja genoma, razumevanje genske regulacije HBB gena, pristupacnost nukleaza
koje se koriste za editovanje gena, kao i tehnoloski napredak kada je dizajniranje vektora u pitanju, dovelo
je novih klini¢kih studija na polju genske terapije [3-talasemjskih sindroma. Za razliku od alogenske trans-
plantacije HSC-a koja je do skora bila jedini nacin izle¢enja B-talasemija, genska terapija ne zahteva posto-
janje odgovarajuc¢eg donora, stoga bi se njenim razvitkom omogucilo dugoro¢no izle¢enje veéeg broja
obolelih za koje, za sada, postoje samo tretmani koji ublazavaju simptome bolesti, ali ne predstavljaju
dugoroc¢no resenje. Mada dugorocna efikasnost i bezbednosni profil ovog terapijskog pristupa jos uvek
nisu u potpunosti poznati, prvi rezultati datih klini¢kih studija daju nadu da bi genska terapija [3-talasemij-
skih sindroma mogla postati terapija buducnosti ovih oboljenja.
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Apstrakt

Nasledne periferne neuropatije cini klini¢ki i geneticki heterogena grupa bolesti uzrokovanih akso-
nalnom degeneracijom motornih i senzornih neurona perifernog nervnog sistema. Odlikuju se izrazi-
tom alelskom i lokusnom heterogenoscu, a do danas je sa ovom grupom bolesti asocirano vise od 1000
mutacija u preko 100 gena. Koris¢enjem klasi¢nih metoda geneticke dijagnostike najveci broj uzro¢nih
mutacija identifikovan je u 4 gena: PMP22, GJB1, MFN2 i MPZ. Najucestaliji tip, CMT1A, uzrokovan je du-
plikacijom 1,5 Mb u regionu hromozoma 17p11.2 i ¢ini oko 50% svih naslednih perifernih neuropatija.
Ovom duplikacijom obuhvacen je gen PMP22 koji kodira protein mijelinskog omotaca. Recipro¢na dele-
Cija ovog regiona asocirana je sa blagom naslednom neuropatijom. Geni GJB1, MFN2 i MPZ se karakte-
risu Sirokim spektrom mutacija, a populacione specifi¢nosti u vidu znac¢ajnih odstupanja u
zastupljenosti pojedinih mutacija se mogu objasniti efektom osnivaca.

Upotrebom masivnog paralelnog sekvenciranja omogucen je napredak u genetickoj dijagnostici
ovih bolesti koji se pre svega ogleda u otkri¢u novih gena, kao i u otkri¢u novih mutacija u genima odra-
nije asociranim sa ovim, ali i sa drugim neuroloskim i misi¢nim bolestima. Pri tome, verovatnoca za otkri-
vanje uzro¢ne mutacije korelise sa pozitivnom porodi¢nom anamnezom, prisustvom endogamije, ranim
pocetkom i demijeliniraju¢im oblikom bolesti. Takode, kod nekih bolesnika je identifikovano i prisustvo
strukturnih varijacija koje ne obuhvataju do sada poznate uzroke naslednih perifernih neuropatija, kod
kojih je patomehanizam nastanka bolesti i dalje nepoznat.

Kljucne reci: Nasledne periferne neuropatije, masivno paralelno sekvenciranje, strukturne varijacije
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Genetics of inherited peripheral neuropathies: renewed data
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Abstract

Inherited peripheral neuropathies (IPN) comprise a clinicaly and geneticaly heterogenous group of
disorders caused by axonal degeneration of motor and sensory nerves of peripheral nervous system. So
far, more than 1000 mutations in more then 100 genes has been found to be associated with IPN. Using
standard molecular-genetic diagnostics, vast number of mutations was identified in following genes:
PMP22, GJB1, MFN2 and MPZ. The most frequent, CMT1A, is caused by 1,5 Mbp duplication of 17p11.2
and represents aproximatelly 50% of all IPN. The duplication includes myelin sheet protein gene PMP22,
whereas reciprocal deletion is associated with a mild hereditary neuropathy termed HNPP. GJB1, MFN2
and MPZ genes harbour various mutations, whose frequencies vary between populations. Significant
differences of individual mutation frequencies could be mostly explained by founder effect.

Massive parallel sequencing methodologies (MPS) brought new discoveries. First of all, new genes
were found to be associated with IPN. Then, new mutations in well-known genes previously associated
with IPN, but also with other neurological and muscular disorders, were found to be disease-causing.
Also, some patients were found to carry structural variants involving regions not previously associated
with IPN, with pathomechanism of the disease yet to be resolved. Generally, a positive genetic diagnosis
was more likely to be reached in cases with positive history of neuropathy and consanguinity, early
onset and/or demyelinating neuropathy.

Keywords: Inherited peripheral neuropathy, massive parallel sequencing, structural variants



Periferne neuropatije ¢ini heterogena grupa bolesti uzrokovanih aksonalnom degeneracijom motornih i
senzornih nerava perifernog nervnog sistema. Karakterisu se progresivnim gubitkom funkcije perifernih
nerava, pri ¢emu zahvacenost i obim gubitka funkcije pozitivno koreliSu sa njihovom duzinom. Periferne
neuropatije se medusobno razlikuju po etiologiji, patomehanizmu i klinickoj slici. U zavisnosti od uzroka,
mogu se podeliti na ste¢ene (eng. Acquired Peripheral Neuropathy, APN) i nasledne periferne neuropatije
(eng. Inherited Peripheral Neuropathy, IPN). Ste¢ene neuropatije se mogu javiti kao posledica dejstva toksina,
ukljucujuci toksi¢no dejstvo lekova, ili mehanickih povreda, kao i sekundarno, usled metaboli¢kih pore-
mecaja (dijabetes), nedostataka u ishrani, infekcija i zapaljenskih procesa [1-3]. Nasledne periferne neu-
ropatije su geneticki uzrokovane [3, 4]. One se odlikuju izrazitom alelskom i lokusnom heterogenoscu i do
danas je sa ovom grupom bolesti asocirano vise od 1000 mutacija u preko 100 gena [5-7]. Po tipu nerava za-
hvacéenih degeneracijom, u okviru IPN se mogu razlikovati sledeci entiteti: nasledne motorne i senzorne
neuropatije (eng. Hereditary Motor and Sensory Neuropathy, HMSN) ili Sarko-Mari-Tut-ova bolest (eng. Char-
cot-Marie-Tooth disease, CMT) kada su zahvaceni i motorni i senzorni neuroni perifernog nervnog sistema,
nasledne motorne neuropatije (eng. Hereditary Motor Neuropathy, HMN) uzrokovane predominantnom de-
generacijom motornih neurona i nasledne senzorne neuropatije i neuropatije autononomnog nervnog sis-
tema (eng. Hereditary Sensory and Autonomic Neuropathy; HSAN) koje obuhvataju neuropatije uzrokovane
aksonalnom degeneracijom senzornih i/ili visceralnih nerava. Dalja klasifikacija IPN podrazumeva elek-
trofizioloske kriterijume, pa se u okviru CMT razlikuju demijeliniraju¢a forma CMT u okviru koje je najcesca
CMT tip 1 (CMT1), koja se odlikuje smanjenjem brzine nervne provodljivosti (eng. Nerve Conduction Velocity,
NCV), a povezana je sa poremecajima u mijelinaciji vlakana perifernog nervnog sistema, i aksonalna
forma CMT u okviru koje je najzastupljenija CMT tip 2 (CMT2), kod koje su o¢uvane brzine nervne
provodljivosti, ali su po pravilu smanjeni intenziteti akcionih potencijala, a kao posledica smanjenog broja
funkcionalnih aksona u okviru nervnog vlakna. Kao grani¢na vrednost koristi se brzina nervne provodljivosti
motorne komponente (eng. Motor Nerve Conduction Velocity, MNCV) nerva medianus koja iznosi 38 m/s [8,
9]. Intermedijerna forma bolesti se odlikuje brzinama nervne provodljivosti izmedu 25 i 45 m/s, i, iako se
Cesto preklapa sa tipovima CMT1 i CMT2, moze pomodi u usmeravanju geneticke dijagnostike bolesti [10,
11]. Normalne vrednosti brzina nervne provodljivosti variraju izmedu 51 i 65 m/s. Dalja klasifikacija se vrsi
prema tipu nasledivanja i genu uzro¢niku. Nasledne periferne neuropatije su progresivne bolesti, i ¢esto na
samom pocetku nisu prisutni znaci ili simptomi na osnovu kojih bi moglo preciznije da se odredi o kojoj
formi bolesti se radi. Sa druge strane, smanjenje brzina nervne provodljivosti je prisutno na samom pocetku
i predstavlja neprogresivnu komponentu, $to je ¢ini pouzdanim dijagnosti¢kim kriterijumom u svim fazama
bolesti. Nasledne periferne neuropatije se mogu javiti izdvojeno, ili kao deo neke multisistemske bolesti ili
sindroma. Cesto se javljaju zajedno sa ataksijom ili spazmom, a postoji i preklapanje u geneti¢koj osnovi sa
spinocerebelarnim ataksijama (SCA) i naslednim spasti¢nim paraparezama (eng. Hereditary Spastic Para-
paresis, HSP) [12-15].

lako se CMT cesto mogu jasno podeliti na demijeliniraju¢u i aksonalnu formu, klini¢ka prezentacija
bolesti je posledica aksonalne degeneracije, koja u najve¢em broju slu¢ajeva primarno zahvata duza, a
zatim i kra¢a nervna vlakna. Bolest se javlja u detinjstvu ili adolescenciji. Usled degeneracije perifernih
nerava dolazi do simetri¢ne, sporoprogredirajuce atrofije distalne muskulature nogu i stopala, i u vecini
slucajeva konacno zahvata i muskulaturu ruku. Takode su prisutni gubitak osetljivosti, smanjeni ili
ugaseni duboki tetivni refleksi i deformiteti stopala i ruku, kao sto je pes cavus [10]. Vreme pojave bolesti,
brzina progresije, kao i tezina klinicke slike pokazuju veliku unutar- i medu-familijarnu varijabilnost [16].
Sveprisutnost aksonalne degeneracije neurona perifernog nervnog sistema i korelacija nivoa degene-
racije sa duzinom zahvacéenih vlakana ukazuje na to da poremecaj u aksonalnom transportu organela i/ili

53



n Trends in Molecular Biology

metabolita moZe biti zajedni¢ki patomehanizam velikog broja demijelinirajucih i aksonalnih formi
bolesti, bez obzira na primarni defekt [17, 18, 19].

Demijeliniraju¢e CMT predstavljaju najces¢u formu naslednih perifernih neuropatija, a autozomno - domi-
nantna forma ove bolesti (CMT1) zastupljena je kod vise od 60% pacijenata sa naslednim motornim i sen-
zornim neuropatijama [20]. Najveci broj CMT1 pacijenata nosi mutaciju u nekom od gena za proteine
mijelina. Aksoni nervnih vlakana perifernog nervnog sistema sekvencijalno su obmotani viseslojnom struk-
turom koju formiraju celije glije (Svanove celije) i koja formira mijelinski omotac. Izmedu delova obmotanih
mijelinskim omotacem nalaze se Ranvijeova suzenja, regioni aksona u kojima se evocira akcioni potencijal.
Na ovaj nacin, mijelizovana nervna vlakna imaju vece brzine provodenja nervnog impulsa u odnosu na ne-
mijelizovana, $to je od posebnog znacaja za dugacke aksone. Pored uticaja na brzinu nervne provodljivosti,
mijelinski omotac ima zastitnu ulogu, a posreduje i u signalizaciji i razmeni metabolita izmedu aksona i
Svanovih ¢elija [21]. U izgradnji mijelinskog omotaca uc¢estvuju periferni protein mijelina 22 (eng. Peripheral
Myelin Protein 22, PMP22), mijelin protein nula ili protein 0 (eng. Myelin Protein Zero/Protein 0, MPZ/P0) i male
promene u ekspresiji gena PMP22 i MPZ/P0O dovode do poremecaja u razvoju i/ili odrzavanju mijelinskog
omotaca [22, 23, 24]. CMT1X se odlikuje X vezanim nasledivanjem i uzrokovana je mutacijama u genu GJB1
koji kodira protein pukotinaste veze 3-1/koneksin 32 (eng. Gap Junction Protein 3-1/Connexin 32, GJB1/Cx32).
Od CMT1 i CMT2 razlikuje se, pre svega, po genetickoj osnovi. Brzina nervne provodljivosti kod pacijenata
muskog pola krece se izmedu 30 i 40 m/s, dok se kod pacijentkinja kre¢e izmedu 30 i 50 m/s [25]. Patohis-
toloskom analizom uzoraka perifernih nerava pacijenata sa klinickom dijagnozom CMT1X detektuje se ak-
sonalna atrofija i regeneracija i minimalna de- i re-mijelinacija [26]. Cx32 se nalazi u paranodalnim regionima
mijelinskog omotac¢a (neposredno uz Ranvijeova suzenja) u regionu nekompaktnog mijelina i u Smit-Lan-
termanovim ostrvcima [27], u¢estvujudi u unutarcelijskim pukotinastim vezama i omogucavajuci brz trans-
fer malih molekula radijalno kroz mijelinski omota¢ [28, 29]. Kod razli¢itih CMT, ukljucuju¢i CMT1A
(duplikacija PMP22), CMT1E (mutacije u PMP22) i CMT1B (mutacije u MPZ), bilo zbog prevelike ekspresije, bilo
zbog promene u aminokiselinskoj sekvenci, formiraju se proteinski agregati koji doprinose patogenezi bo-
lesti. Nagomilavanje proteinskih agregata u endopazmati¢nom retikulumu po pravilu pokrecu celijski od-
govor na pogresno spakovane proteine (eng. Unfolded Protein Response, UPR) koji povlaci povec¢anu sintezu
Saperona proteina, smanjenje nivoa translacije i povecanu proteozomalnu degradaciju. lako je u pitanju
adaptivni mehanizam, UPR moze znacajno da utice na funkcionalnost ¢elije, a kona¢no da dovede i do apop-
toze [30-38]. Nemogucénost Svanove elije da odrzi homeostazu i obezbedi adekvatnu komunikaciju sa akso-
nom posledi¢no dovodi do klini¢ki prepoznatljive aksonalne degeneracije [39].

Aksonalne forme CMT (CMT2) uglavnom su uzrokovane mutacijama u genima ciji proteinski produkti uce-
stvuju u formiranju citoskeleta i ¢elijskom transportu (ukljucujuci aksonalni), mitohondrijalnoj dinamici, ko-
munikaciji izmedu organela, kao i translaciji koja se odigrava duz razlic¢itih delova aksona. Ovi geni su Siroko
eksprimirani, ali zbog posebnih energetskih zahteva i osetljivosti (posebno dugackih, aksona), po pravilu do-
vode do periferne neuropatije, ne zahvatajuci druge sisteme organa, kao ni centralni nervni sistem [40].
Aksonalni transport je energetski zahtevan visoko regulisan proces kojim se transportuju organele i meta-
boliti, translaciona masinerija, informacione RNK i signalni molekuli duz aksonalnih mikrotubula [41]. Tran-
sport mitohondrija duz aksona, kao i visoko regulisana mitohondrijalna dinamika koja uklju¢uje adekvatno
pozicioniranje mitohondrija u regione aksona sa povecanim energetskim potrebama, medusobne interak-
cije, spajanje i odvajanje mitohondrija, interakcije sa drugim organelama (endoplazmati¢ni retikulum, kasni
endozomi, lizozomi) su od vitalnog znacaja za odrzavanje strukture i funkcije aksona [19, 40]. Mitofuzin 2
(eng. Mitofusin 2, MFN2) lociran u spoljasnjoj mitohondrijalnoj membrani, ué¢estvuje u interakcijama izmedu



mitohondrija, fuziji, kao i njihovom transportu. Uglavhom dominantne, ali i recesivne, mutacije u genu za
mitofuzin 2 su najéesci uzrok CMT2, koje su odgovorne za oko 20% aksonalnih neuopatija, i oko 90 % teskih
oblika bolesti [42-45]. Posebnu grupu aksonalnih CMT ¢ine bolesti uzrokovane mutacijama u aminoacil-t-
RNK sintetazama (ARS). Posle inicijalnog otkri¢a dominantne mutacije u genu za glicil-ARS (GARS) [46], kao
uzroci dominantnih CMT2 identifikovane su mutacije u genima za razli¢ite aminoacil-t-RNK sintetaze (ala-
nin(A)-ARS, histidin(H)-ARS, lizin(K)-ARS, metionin(M)-ARS, triptofan(W)-ARS; tirozin(Y)-ARS) [47-51]. Meha-
nizam kojim ove mutacije dovode do aksonalne degeneracije nije do kraja jasan, ali eksperimenti pokazuju
da nije re¢ o haploinsuficijenciji, ve¢ da se radi o toksi¢cnom efektu mutiranog proteina, koji kona¢no utice
na efikasnost translacije [52].

Koris¢enjem klasi¢nih metoda geneticke dijagnostike najvedi broj mutacija uzro¢nika naslednih perifernih
neuropatija identifikovan je u 4 gena: PMP22, GJB1, MFN2 i MPZ [53, 54]. Najucestaliji tip, CMT1A, uzrokovan
je duplikacijom 1,5 Mb u regionu hromozoma 17p11.2 [55] i ¢ini oko 50% svih IPN [56]. Ovom duplikacijom
obuhvacen je gen PMP22 koji kodira za protein mijelinskog omotaca. Recipro¢na delecija ovog regiona aso-
cirana je sa blagom naslednom neuropatijom (eng. Hereditary Neuropathy with Liability to Pressure Palsies,
HNPP) [57]. Geni GJBT, MFN2 i MPZ se karakterisu Sirokim spektrom mutacija, a populacione specifi¢nosti u
vidu znacajnih odstupanja u zastupljenosti pojedinih mutacija se mogu objasniti efektom osnivaca [58, 59].
Rutinska upotreba metoda masivnog paralelnog sekvenciranja (MPS) dovela je do znacajnog napretka u
genetickoj dijagnostici IPN koji se pre svega ogleda u otkri¢u novih gena asociranih sa bolestima, kao i u
otkri¢u novih mutacija u genima odranije asociranim sa IPN, ali i sa drugim neuroloskim i misi¢nim boles-
tima [6]. | pored novih otkric¢a, tek za 65% CMT pacijenata je identifikovan gen uzro¢nik, od kojih je u 90%
slucajeva to jedan od navedena Cetiri gena [60-62]. OCekivana uspeSnost uspostavljanja geneticke dijag-
noze iznosi vise od 85% za CMT1, 30-40% za nasledne senzorne neuropatije (HSN), 25-30% za CMT2i 15-25%
za nasledne motorne neuropatije (HMN) [61, 62, 63]. Verovatnoca za otkrivanje uzroéne mutacije korelise sa
pozitivnom porodi¢énom anamnezom, prisustvom endogamije, ranim pocetkom i demijeliniraju¢im ob-
likom bolesti [64].

Tradicionalan pristup genetickoj dijagnostici - koji je podrazumevao detaljnu klinicku i elektrofiziolosku
evaluaciju pacijenta, a zatim analizu pojedinacnih gena u skladu sa utvrdenim algoritmima; u poslednje
vreme je, osim u slu¢aju CMT1 (u kom se prvenstveno radi ciljana detekcija duplikacije PMP22 gena), za-
menjen sekvenciranjem nove generacije. Kao metoda prvog izbora u velikom broju laboratorija radi se
sekvenciranje genskih panela koji uklju¢uju analizu gena do sada asociranih sa naslednim perifernim neu-
ropatijama, ali i sa naslednim spasti¢nim paraparezama, spinocerebelarnim ataksijama, miopatijama, kao i
bolestima motoneurona [65-69]. Ovi paneli obuhvataju egzone, granice egzona i introna, ali i druge regione
za koje je pokazano da promena u sekvenci ili broju kopija (eng. Copy Number Variation, CNV) moze uzroko-
vati pojavu neuropatije. To mogu biti razliciti requlatorni regioni kao $to su promotori, 5'i 3’ netranslirajuci
regioni (GJB1) [64, 70], te pojacivaci (PMP22) [71-73]. Simultanom analizom gena asociranih sa neuropatijama
obuhvacen je veliki broj kombinacija fenotipa i gena uzro¢nika, a imajuci u vidu da iste ili razlicite mutacije
u istom genu mogu da dovedu do razlic¢itih prezentacija bolesti, kao i do razli¢itih bolesti. Pa tako, mutacije
u MPZ mogu biti uzro¢nik CMT1, CMT2, intermedijerne forme [74-76], kao i kongenitalnog, posebno teskog
oblika bolesti, poznatijeg kao DezZerin-Sota sindrom (Dejerine-Sottas) [77]. Delecija PMP22, pored HNPP,
mozZe biti asocirana sa klinickom prezentacijom CMT2 [78]. Posledice mutacije u genu za Atlastin GTP-azu 1
(eng. Atlastin GTPase 1, ATL1) se mogu ispoljiti u centralnom nervnom sistemu (CNS) i dovesti do nasledne
spasti¢ne parapareze (HSP), ili uzrokovati perifernu neuropatiju (HSAN) bez zahvacenosti CNS-a [64, 65],
dok mutacije u genu za Dinamin 1 (eng. Dynamin 1, DNM1), pored periferne neuropatije, mogu uzrokovati
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i miopatiju [66], a u genu za Fosfoinozitid 5-fosfatazu (eng. Phosphoinositide 5-Phosphatase, FIG4) bolesti
motoneurona [67, 68]. Takode, pokazano je da razli¢ite mutacije u istom genu mogu biti povezane sa ra-
zli¢itim obrascima nasledivanja (autozomno - dominantno i autozomno - recesivno nasledivanje mutacija
u genima za protein ranog odgovora na rast 2 ili kroks 20 (eng. Early Growth Response-2/Krox 20, EGR2/Krox
20), laki polipeptid proteina neurofilamenta (eng. Neurofilament Protein, Light Chain, NEFL) i za protein in-
dukovan gangliozidom asociran sa diferencijacijom 1 (eng. Ganglioside-Induced Differentiation-Associated
Protein 1, GDAPT1)) [6]. Analizom definisanih genskih panela smanjuje se vreme i obim bioinformaticke po-
drske neophodne za analizu rezultata, a broj utvrdenih varijanti nepoznatog znacaja (eng. Variants of Un-
certain Significance, VUS) je sveden na minimum, kao i moguc¢nost iznenadnih i sekundarnih otkri¢a (eng.
Incidental and Secondary Findings). Na ovaj nacin je pojednostavljena i procedura komunikacije sa pacijen-
tima. Sa druge strane, veliki broj novootkrivenih gena uzroc¢nika IPN je identifikovan upravo analizom ¢i-
tavog egzoma (eng. Whole Exome Sequencing, WES) ili varijantom analize koja ukljucuje klinicki relevantne
gene (analizom klinickog egzoma), a kona¢no i analizama ¢itavog genoma (eng. Whole Genome Sequencing,
WGS). Ovi pristupi su zahtevniji, kako u operativhom tako i u finansijskom smislu, ali omogucavaju identi-
fikaciju novih gena uzro¢nika, a posebno imajuci u vidu Siroku eksprimiranost velikog broja gena asociranih
sa perifernim neuropatijama i sveprisutnost njihovih proteinskih produkata u razli¢itim tkivima i organima.
WGS analize takode omogucavaju identifikaciju potencijalno uzro¢nih regiona i van kodirajuce sekvence. U
zavisnosti od primenjene metode, dobija se u manjem ili ve¢em obimu znacajna koli¢ina informacija i
potrebno je, dodatnim analizama (pretragom literature, pretragom prisustva ucestalosti i fenotipske
prezentacije varijanti u humanim genomima referentnih i drugih populacija, pretragama baza nukleotidnih
sekvenci, in silico analizama mutiranih proteina, dodatnim MPS ili ciljananim analizama genoma roditelja il
analizama pedigrea, analizama transkriptoma i/ ili funkcionalnim analizama) selektovati varijante i odvojiti
potencijalne uzro¢nike bolesti od benignih i verovatno benignih varijanti. Analizom genskih panela, kao i
drugim aplikacijama, znacajan broj dobijenih VUS nukleotidnih varijanti su upravo heterozigotne mutacije
koje dovode do gubitka funkcije (eng. Loss-of-Function, LoF) u genima asociranim sa neuropatijama, a za koje
je predvideno ili ranije potvrdeno da imaju recesivan efekat [64]. Ovakve mutacije ukazuju na moguce pos-
tojanje drugih cis i/ili trans faktora koji bi mogli da dovedu do inaktivacije i druge, naizgled, funkcionalne
kopije gena. U zavisnosti od prethodno primenjene metodologije, to mogu, izmedu ostalog, biti regioni
koji nisu bili obuhvacéeni sekvenciranjem (nekodirajudi regioni kod analiza egzoma), regioni koji iz tehni¢kih
razloga nisu adekvatno pokriveni analizama kao npr. homopolimerni nizovi u koje se po pravilu uvode
greske prilikom priprema biblioteka i regioni bogati G-C parovima koji se slabo amplifikuju lan¢anom reak-
cijom polimeraze (eng. Polymerase Chain Reaction, PCR) [79]. Takode, standardnim metodama MPS-a koje
uklju¢uju umnozavanje ciljanih regiona PCR-om, te sekvenciranje preklapajucih regiona veli¢ine 150-300 bp,
nije moguce detektovati ili precizno locirati kompleksne strukturne rearanzmane, ¢esto neutralne po broju
kopija, te nedetektabilne i drugim metodama, a koji u pojedinim slu¢ajevima mogu objasniti fenomen ne-
dostatka nasledljivosti (eng. Missing Heritability) [80]. Sa pojavom nove generacije sekvenciranja, posebno
sekvenciranja pojedina¢nih molekula DNK u realnom vremenu (eng. Long-Read High Fidelity (Hi Fi) Single
Molecule, Real-Time (SMRT) sequencing) [81] kojim je omogucena analiza molekula DNK duzine i do nekoliko
desetina hiljada baznih parova, bez umnoZavanja PCR-om i prakti¢no bez gresaka, otvara se moguénost
analize homopolimernih nizova, G-C bogatih sekvenci, a takode i kompleksnih strukturnih varijacija [82].
Region u kome mapira detektovana strukturna varijacija moze obuhvatiti gen ili gene od ranije asocirane
sa perifernim neuropatijama, u kom slucaju se dodatnim analizama moze utvrditi na koji nacin geneticki
rearanZzman utic¢e na ekspresiju gena, te utvrditi genotip-fenotip korelacija. Do danas je opisano nekoliko de-
setina razlicitih strukturnih varijacija kod pacijenata sa naslednim perifernim neuropatijama, od kojih vecina



obuhvata poznate gene — uzro¢nike IPN [83]. Sa druge strane, ukoliko rearanzman ne obuhvata protein -
kodirajuce gene ili analize transkriptoma i funkcionalne analize ne ukazuju na poremecaje u njihovoj ek-
spresiji, patomehanizam nastanka bolesti za sada bi ostao nepoznat, a uzroke treba dalje traZiti i na nivou
promena u arhitekturi hromatina [83].
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Apstrakt

U ovom radu preglednog tipa prikazano je desetogodisnje iskustvo istraziva¢kog tima PRO-
STATSERBIA koji za temu svog istraZivanja ima molekularnu osnovu karcinoma prostate (KP). Centar
za humanu molekularnu genetiku Bioloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu poseduje kolekciju
uzoraka i banku podataka za gotovo 1000 muskaraca sa bolestima prostate (KP i benigna hiperpla-
zZija prostate) i preko 350 muskaraca bez znakova bolesti prostate iz populacije Republike Srbije. Naj-
vedi broj studija bio je dizajniran kao studije asocijacije odabranih genetickih varijanti sa rizikom za
razvoj i progresiju KP. U ovim studijama slucajeva i kontola ispitivane su geneticke varijente kako u ge-
nima za proteine i nekodirajuce molekule RNK, tako i u nekodiraju¢im regionima genoma (tzv.,gen-
skim pustinjama”). Pored studija slucajeva i kontrola, sprovodene su i meta-analize kao i analize
statistickih epistatickih interakcija analiziranih genetickih varijanti. Krajnji cilj ovih studija je kreiranje
algoritma za procenu rizika za progresiju bolesti koji bi se koristio u fazi aktivnog prac¢enja bolesnika
sa ranodijagnostikovanim KP. U poslednje vreme, istrazivanja su usmerena na egzozome i njihov ma-
kromolekulski sadrzaj (proteine i nekodiraju¢e molekule RNK) kao potencijalne bioloske markere
tecne biopsije KP. Pored toga, bioloski makromolekuli na povriini egzozoma predstavljaju i ciljane
molekule u novim strategijama lecenja KP.

Kljuéne reci: karcinom prostate, studije asocijacije, meta-analize, geneticke varijante, egzozomi, mi-
kroRNK, PSMA
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Abstract

This review-type paper will present the ten-year experience of the PROSTATSERBIA research team,
which has the molecular basis of prostate cancer (PCa) as its research topic. The Center for Human Mo-
lecular Genetics of the Faculty of Biology, University of Belgrade has a collection of samples and a
data bank for almost 1000 men with prostate diseases (PCa and benign prostatic hyperplasia) and for
over 350 men without signs of prostate diseases, all from Serbian population. Most of the studies
were designed as studies of association of selected genetic variants with the risk for development
and progression of PCa. In these case-control studies, genetic variants were examined both in genes
for proteins and non-coding RNAs, as well as in non-coding regions of the genome (so-called gene
deserts). In addition to case control studies, both meta-analyses and the analysis of statistical epista-
ticinteractions of the analyzed genetic variants were conducted. The main goal of all these studies was
to create an algorithm for risk assessment for disease progression that would be used in the phase of
active monitoring of patients with early diagnosed PCa. Recently, we shifted our research focus on
exosomes and their macromolecular content (proteins and microRNAs) as potential biological mar-
kers of liquid prostate cancer biopsy. In addition, macromolecules at the exosome surface represent
target molecules for new PCa treatment strategies.

Keywords: prostate cancer, association studies, meta-analysis, genetic variants, exosomes, microRNA,
PSMA



Karcinom prostate

Karcinom prostate (KP), pored karcinoma pluca, najcesce je dijagnostikovani maligni tumor muskaraca
Sirom sveta. | pored toga $to su opisani maligni tumori prostate razli¢itog porekla, najvedi broj njih su ade-
nokarcinomi nastali neoplasti¢cnom transformacijom Zlezdanog epitela prostate. Zato je za maligne tumore
prostate Siroko prihvacen termin karcinom prostate od kojih je preko 85% sporadi¢nog (nenaslednog) tipa.
Zahvaljujudi rutinskoj primeni odredivanja serumske vrednosti prostata specifi¢cnog antigena (PSA), od
osamdesetih godina proslog veka (,PSA era”), belezi se stabilan trend porasta novodijagnostikovanih sluc¢a-
jeva KP u ranoj fazi bolesti, i to kod muskaraca sve mlade Zivotne dobi (1).

Standardne metode koje se koriste u dijagnostici KP ukljucuju digitalni rektalni pregled (eng. Digital
Rectal Examination, DRE), transrektalni ultrazvucni pregled (eng. Transrectal Ultrasound, TRUS) i odrediva-
nje serumske vrednosti PSA. Primarni tumori prostate oznacavaju se stadijumima T. U okviru klini¢kog sta-
dijuma T definise se lokalna zahvacenost prostate tumorom, pri cemu se razlikuju organ-ograniceni (T1-T2
stadijumi) i lokalno uznapredovali KP (T3-T4 stadijumi). Sa T1 oznaceni su tumori koji nisu detektabilni kli-
ni¢kim pregledom i ultrazvukom, sa T2 maligni tumori koji zahvataju jedan (T2) ili oba lobusa prostate, a sa
T3 karcinomi koji ,probijaju” kapsulu prostate i zahvataju semene kanali¢e. Visim stadijumom T4 oznaca-
vaju se karcinomi koji zahvataju besiku i/ili druge lokalne organe i tkiva. Lokalna uznapredovalost KP pro-
cenjuje se i odredivanjem N stadijuma KP. Stadijumima N karakterise se prisustvo (N+), odnosno odsustvo
(NO) malignih celija u regionalnim limfnim ¢vorovima. Prisustvo metastaza KP u kostima i drugim udaljenim
organima opisuje se M stadijumom po TNM klasifikaciji KP (2).

U dijagnostici KP primenjuju se standardni prognosticki parametri: klini¢ki stadijum bolesti (T) na os-
novu TNM klasifikacije i odredivanje preoperativne serumske vrednosti PSA. Zlatni standard u dijagnostici
KP je biopsija prostate. Tokom histo-patoloske analize bioptiranog tkiva, na osnovu patoloskih izmena Zlez-
danog epitela prostate, odreduje se gradus tumora — Glison gradus. Zbirni Glison gradus (GG) izrazava se nu-
meri¢kim vrednostima od 2 do 8 i u korelaciji je sa bioloSkom prirodom karcinoma u smislu njegove
invazivnosti i sposobnosti metastaziranja. Koris¢enjem standarnih prognosti¢kih parametara (klini¢ki sta-
dijum bolesti, serumska vrednost PSA i GG) procenju se rizik za progresiju KP (2).

Terapija izbora KP je hirursko lecenje (radikalna prostatektomija). Radikalna prostatektomija za sobom
nosi znacajan rizik od post-operativnih komplikacija koje mogu imati drasti¢ne posledice na kvalitet Zivota
operisanih muskaraca. Pre svega, to se odnosi na mogucu pojavu nekontrolisanog mokrenja (inkontinen-
cije) i/ili erektilne disfunkcije (impotencije). To je razlog sto se savremena uroloska onkologija suocava sa
paradoksalnim fenomenima, kada su maligne bolesti u pitanju, a to su fenomeni preterane dijagnoze (eng.
Loverdiagnosis”) i posledi¢no preteranog tretmana (eng. ,overtreatment”) KP (2,3).

PROSTATSERBIA

Do danas nisu otkriveni pouzdani tumor markeri i prognosticki parametri KP koji bi se koristili za pre-
ciznu procenu rizika za progresiju tumora kod ranodijagnostikovanih KP. Upravo zbog toga, otkrice novih
bioloskih markera KP ostaje jedan od glavnih izazova savremene uroloske onkologije i translacione medi-
cine.To je bio motiv da se u okviru Centra za humanu molekularnu biologiju (CHMG) formira grupa istrazi-
vaca koji bi za temu svogq istrazivackog rada imali otkri¢e potencijalno novih bioloskih markera koji bi se,
nezavisno ili sa standardnim prognostickim parametrima, koristili kako u dijagnostici tako i u proceni bi-
olodke aktivnosti i rizika od pojave invazivnog fenotipa kod ranodijagnostikovanih KP.
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Istrazivacki tim dobija ime PROSTATSERBIA (akronim engleskog imena Single nucleotide polymorphisms
and prostate cancer risk in Serbian population) i postaje ¢lan medunarodnog PRACTICAL consortium (eng. The
Prostate Cancer Association Group to Investigate Cancer Associated Alterations in the Genome, PRACTICAL)(
http://practical.icrac.uk).

U periodu od 2010. do 2020. godine, u saradnji sa Klinikom za urologiju Klini¢ko-bolni¢kog centra
“Dr Dragisa Misovic¢”i Klinickog odeljenja za urologiju Klini¢ko-bolni¢kog Centra “Zvezdara” formirana je
kolekcija bioloskih uzoraka (periferne krvi i bukalnih briseva) i baze podataka za preko 1200 muskaraca
sa teritorije Republike Srbije i to kako bolesnika sa KP i benignom hiperplazijom prostate (eng. Benign
prostatic hyperplasia, BPH), tako i muskaraca bez znakova bolesti prostate. U formiranim grupama, pro-
se¢na starost bolesnika sa KP bila je 69.91 godina, kod bolesnika sa BPH iznosila je 68.10 godina, dok je
u grupi muskaraca bez znakova bolesti prostate (kontrolna grupa) ona iznosila 69.11 godina. U bazi po-
dataka za svakog bolesnika ponaosob nalazi se informacija o starosnoj dobi, datumu dijagnostikovanja
bolesti i preoperativne serumske vrednosti PSA, odredivane standardnim protokolom koris¢enjem
monoklonskog imunoeseja Hybritech metodom (Beckman Hybritech assay Beckman Coulter, Inc., Fuller-
ton, Kalifornija, SAD). Prilikom dijagnostikovanja KP odredivan je i klini¢ki stadijum primarnog tumora
po TNM klasifikaciji. Za bolesnike kod kojih je u¢injena biopsija prostate nalaze se podaci o pato-histo-
loskoj dijagnozi i vrednosti GG. Baza podataka sadrzi i informaciju o eventualnom postojanju metastaza
u trenutku dijagnostikovanja KP.

Prema kriterijumima Evropskog udruZenja urologa (eng. European Association of Urology, EAU), formi-
rane su tri grupe bolesnika sa KP na osnovu serumske vrednosti PSA: prvu grupu Cinili su bolesnici sa se-
rumskim vrednostima PSA manjim od 10 ng/ml, drugu grupu bolesnici sa serumskim vrednostima PSA u
granicama od 10 do 20 ng/ml i trecu grupu Cinili su bolesnici sa serumskim vrednostima PSA ve¢im od 20
ng/ml. Bolesnici sa KP podeljeni su i u tri grupe prema vrednostima GG: prvu sa GG manjim od 7, drugu sa
GG=7 i trecu sa GG ve¢im od 7. Na osnovu klini¢kog stadijuma primarnog tumora, bolesnici su svrstavani u
grupu sa stadijumom T1, grupu sa stadijumom T2 i grupu sa stadijumom T3 ili T4 primarnog tumora (2,3).

Na osnovu vrednosti standardnih prognosti¢kih parametara, bolesnici sa KP bili su, dalje, svrstavani u
dve grupe: grupu sa niskim (GG maniji od 7 i klini¢ki stadijum primarnog tumora T1 ili T2) i grupu sa viso-
kim rizikom (GG veci ili jednak 7 ili stadijum primarnog KP T3 ili T4, ili prisustvo metastaza u kostima) za pro-
gresiju bolesti. Bolesnici sa metastazama, bez obzira na vrednosti standardnih prognostic¢kih parametara,
svrstavani su u grupu bolesnika sa visokim rizikom za progresiju KP (2).

Podela bolesnika prema procenjenom riziku za progresiju KP nema samo istrazivacki znacaj. Bolesnicima
sa niskim rizikom za progresiju KP, narocito onima u mladem Zivotnom dobu, danas se sve ¢esée preporucuje
aktivno pracenje bolesti umesto hirurskog lecenja neposredno nakon dijagnostikovanja tumora (3).

U formiranoj grupi bolesnika iz Republike Srbije, za skoro 60% bolesnika sa KP procenjen je visok rizik
za progresiju bolesti, dok je kod vise od 15% bolesnika, u trenutku dijagnostikovanja bolesti, detektovano
i prisustvo udaljenih metastaza. Ovaj podatak je alarmantan po javno zdravlje gradana nase zemlje i suge-
rise neophodnost poja¢anog informisanja muskaraca o znacaju preventivnih pregleda prostate i uspesno-
sti leCenja ranodijagnostikovanih KP. Mesec novembar je mesec raka prostate i to je jedna od prilika da $to
vedi broj muskaraca, narocito onih starijih od 50 godina, iskoriste pogodnost organizovanih pregleda uro-
loga i odredivanja serumske vrednosti PSA kao tumor markera KP.

Na formiranoj kolekciji bioloskih uzoraka sprovedene su studije asocijacije kreirane kao studije slu¢a-
jeva i kontrola. Koris¢ene metode genotipizacije bile su:



«  Polimorfizmi u duzini restrikcionih fragmenata (eng. Restriction Fragment Length Polymorphism, RFLP)
prethodno umnozenih metodom lancane reakcije polimeraze (eng. Polymerase Chain Reaction, PCR);

«  Analiza kriva topljenja visoke rezolucije (High Resolution Melting Analysis, HRMA),

«  PCRspecifi¢an za alel (eng. Allele-specific PCR);

« Lancana reakcija polimeraze u realnom vremenu (eng. real-time PCR) uz upotrebu specifi¢nih proba
(Primerdesign Ltd, Southampton, Velika Britanija);

«  Upotreba TagMan eseja za genotipizaciju polimorfizama (eng. Tagman® SNP Genotyping Assay)(Ap-
plied Biosystems, Foster City, Kalifornija, SAD); i

«  Metoda Sangerovog sekvenciranja koris¢enjem automatskog sekvenatora.
Studije su podrazumevale i proveru rezultata genotipizacije za sve analizirane geneticke varijante (GV)

metodom Sangerovog sekvenciranja.

Provera kvaliteta rezultata genotipizacije, kao i pravilne selekcije i geneticke strukture kontrolne grupe
podrazumevala je analizu prisustva Hardi-Vainbergove ravnoteZe u razli¢itim grupama ispitanika. Analiza pri-
sustva Hardi-Vajnbergove ravnoteze sprovodena je zasebno za grupu uzoraka poreklom od bolesnika sa
KP i BPH, i grupu uzoraka poreklom od muskaraca bez znakova bolesti prostate (kontrolna grupa). Za na-
vedene analize korisc¢en je egzaktni test u okviru softverskog paketa SNPStats (Catalan Institute of Oncology,
Spanija). Nakon provere potencijalnog odstupanja od Hardi-Vajnbergove ravnoteze, testirana je asocijacija
GV sa rizikom za pojavu i progresiju KP, kao i sa vrednostima standardnih prognosti¢kih parametara KP. Pri-
menjivani statisticki testovi asocijacija zasnovani su na logisti¢koj regresiji, a kao mera asocijacije odrede-
nog alela ili genotipa sa rizikom za razvoj i/ili progresiju KP koris¢en je odnos 3ansi (eng. Odds Ratio, OR).
Statisticki znacajnim rezultatima smatrani su oni za koje je dobijena P vrednost manja od 0,05. P vrednosti
> 0,05 i manje od 0,1 smatrane su statisti¢kim trendom asocijacije. Koris¢eni geneti¢ki modeli bili su: kodo-
minantan, recesivan, dominantan, overdominantan i log-aditivni. Za procenu geneti¢ckog modela koji naj-
bolje odgovara uo¢enim razlikama u raspodeli genotipova izmedu poredenih grupa koris¢en je Akaike
informacioni kriterijum (eng. Akaike information criteria, AIC)(4,5).

Dobijene rezultate genotipizacije, odnosno utvrdenih asocijacija, kada je to bio mogucée, dodatno smo
potvrdivali i meta-analizama. Analiza heterogenosti rezultata studija i meta-analize za pojedina¢ne grupe
sprovedene su pomocu statistickog softvera OpenMeta-analyst (Tufts Medical Center, SAD)(6). Kohranov Q
statisticki test koris¢en je u kombinaciji sa odredivanjem indeksa nedoslednosti (eng. inconsistency index, I)
za analizu heterogenosti rezultata studija. Heterogenost rezultata studija smatrana je znacajnom u sluéaje-
vima kada je P vrednost bila manja od 0,1. Ukoliko nije bila pokazana zna¢ajna heterogenost rezultata studija
i panela, koris¢en je model fiksiranog efekta (eng. fixed-effect model), dok je prisustvo znacajne heterogenosti
uslovljavalo koris¢enje modela neuredenih efekata (eng. random-effects model). Vrednosti OR i njihovih 95%
Cl izraCcunate su za svaku geneti¢ku varijantu koris¢enjem jednog od ova dva modela (7). Za model
neuredenih efekata koriséen je metod koji su predlozili DerSimonian i Laird (8). Na osnovu rezultata pojedi-
nac¢nih studija uklju¢enih u meta-analizu u vidu vrednosti OR i njihovih 95% Cl konstruisani su “Sumski di-
jagrami” (eng. Forest plots). Za svaku meta-analizu izracunavane su P vrednosti, a kao prag statisticke
znacajnosti koris¢ena je P vrednost od 0,05. Zasebne meta-analize sprovodene su za dominantni, recesivni
i overdominantni geneticki model, kao i za efekte manje ucestalog alela genetickih varijanti, njegovih ho-
mozigota i heterozigota. Kao referentni genotip u navedenim poredenjima koris¢en je homozigot ucesta-
lijeg alela ili ucestaliji alel. Prisustvo greske uzrokovane selektivnim publikovanjem rezultata studija
procenjivano je primenom Egerovog testa. Vrednost praga statistiCke znacajnosti u Egerovom testu iznosila
je 0,05 (9).
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Osim studija slucajeva i kontrola i meta-analiza, sprovedena je i analiza statistickih epistatickih interak-
cija izmedu genetickih varijanti, a ciji bi rezultati mogli usloviti uvodenje korekcija tokom konstruisanja al-
goritama za procenu rizika za razvoj i/ili progresiju KP baziranih na primeni biomarkera. S obzirom na to da
statisticke epistaticke interakcije mogu reflektovati realne bioloske epistaze, navedena analiza ima poten-
cijalni znacaj i u identifikaciji bioloski relevantnih interakcija izmedu gena u procesima molekularne pato-
geneze KP. Rezultati genotipizacije, prethodno koris¢eni u analizama genetickih asocijacija, statisticki su
analizirani neparametarskom metodom redukcije dimenzionalnosti visestrukih faktora (eng. Multifactor Di-
mensionality Reduction, MDR), pri ¢emu su dobijeni rezultati ukazivali na odsustvo statistickih epistatickih in-
terakcija, sinergisticki efekat ili redundantnost efekata odabranih genetickih varijanti.

Poslednje tri godine, u izazovnim uslovima kovid pandemije, u saradnji sa Klinikom za urologiju Klini-
¢kog Centra Srbije radimo na formiranju kolekcije bioloskih uzoraka i baze podataka bolesnika sa KP i BPH
sa ciljem istrazivanja egzozoma kao potencijalnih bioloskih markera KP. Cilj ovog ispitivanja je provera mo-
gucnosti koris¢enja egzozoma i njegovih bioloskih makromolekula u te¢noj biopsiji KP.

Do danas, kolekcija sadrzi po 35 bioloskih uzoraka bolesnika sa KP i BPH. Metodologija istrazivanja egzo-
zoma podrazumeva koris¢enje protocne citometrije i transmisione elektronske mikroskopije za izolaciju i
karakterizaciju egzozoma. Nivo ekspresije odabranih molekula mikroRNK iz egzozoma odreduje se
metodom PCR-a u realnom vremenu. Za lokalizaciju odabranih egzozomalnih proteina koristi se metoda
imunogold TEM a za odredivanje nivoa njihove ekspresije Western blot analiza. Ovaj projekat izvodimo u
saradnji sa Centrom za elektronsku mikroskopiju, Bioloskog fakulteta, Odeljenjem za biohemiju, Instituta za
bioloska istrazivanja “Sinisa Stankovi¢” i Katedrom za biohemiju, Hemijskog fakulteta, Univerziteta u
Beogradu. Za statisticku obradu rezultata dobijenih u analizi nivoa ekspresije mikroRNK i proteina koristimo
neparametrijski test - Mann-Whitney test u GraphPad Prism 8.0.2. (GraphPad Softvare Inc., Kalifornija, SAD).

Studija asocijacije genetickih varijanti u genima za proteine (genima kandidatima)
sa rizikom za razvoj i progresiju KP

Karcinom prostate predstavlja heterogenu grupu malignih tumora kod koji do sada nisu identifikovani
geni kandidati cije se mutacije mogu ,linearno”i direktno dovesti u vezu sa KP (10). Nasa strategija istrazi-
vanja odabranh gena kandidata bazirala se na poznatoj ulozi njihovih proteinskih produkata u odrzavanju
tkivne homeostaze i posledi¢noj ulozi u procesima neoplasti¢ne transformacije zZlezdanog epitela prostate.

Signalni put posredovan azot monoksidom (NO) ima ulogu u regulaciji mikrocirkulacije kao i u proce-
sima inflamacije, apoptoze i angiogeneze. Smanjenje u nivou proizvodnje azot monoksida dovodi do feno-
mena ,vaskularnog starenja“. Vaskularno starenje je hroni¢na vaskularna inflamatorna bolest povezana sa
oksidativnim stresom i endotelnom disfunkcijom, sto je u korelaciji sa procesima hiperplazije i neoplasti¢ne
transformacije (11). Azot monoksid nastaje aktivno$¢u enzima azot-monoksid sintetaze (NOS; EC 1.14.13.39),
koji katalizuje oksidaciju L-arginina u L-citrulin. Kod ¢oveka, tri gena kodiraju za tri izozima azot-oksid sin-
taze: neuronalnu (NNOS ili NOS1), citokinima indukovanu (iNOS ili NOS2) i endotelnu formu (eNOS il
NOS3)(12). U genu NOS3 identifikovan je veci broj GV koje su asocirane sa KP:-786T>C (rs2070744), 894G>T
(rs1799983), -1468T>A, -922G>A, -764A>G, -714G>T, -690C>T, -649G>A i inserciono-delecioni polimorfizam
oznacen kao 4a/b varijanta (u intronu 4) (13).

Rezultati nase studije slu¢ajeva i kontrola pokazali su da GV 894G>T, —786T>C i —690C>T mogu pred-
stavljati prognosticke markere rizika za progresiju KP (14). U sprovedenoj meta-analizi koja je obuhvatala 11
studija sa 3.806 slu¢ajeva i 4.466 kontrola pokazano je da su—786T>C (rs2070744) i intronska varijanta 4a/b



asocirane sa rizikom za razvoj KP. Rezultati ove meta-analize takode su pokazali da bolesnici koji su nosioci
alela za intronske varijante 4a/b imaju povecan rizik za progresiju KP ka agresivnijoj formi tumora sa visim
GGiT stadijumom bolesti. Zbirno, rezultati nasih studija ukazuju na znac¢aj GV u genu NOS3 u procesima ne-
oplasti¢ne transformacije Zlezdanog epitela prostate (15).

Gen KLK3 (eng. Kalikrein Related Peptidase 3, KLK3) kodira PSA, serinsku proteazu koja, preko sposobnosti
remodelovanja ekstracelijskog matriksa tkiva prostate, ima ulogu u procesima invazije KP (16). Protein
VAMPS8 (eng. Vesicle Associated Membrane Protein 8) pripada porodici solubilnih receptorskih proteina ose-
tljivih na N-etilmalemid (eng. soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor-attachment protein receptors, SNA-
REs) i doprinosi Varburgovom efektu, vaznom metabolickom koraku tokom procesa neoplasti¢ne
transformacije (17). Dosadasnja istraZivanja pokazala su da protein MDM4 (eng. MDM4 Regulator of p53,
MDM4), protein-protein interakcijom sa ubikvitin-ligazom MDM?2, ima sposobnost heterodimerizacione ina-
ktivacije proteina p53 i na taj nacin je ukljuc¢en u proces neoplasti¢ne transformacije tkiva prostate (18). Kri-
terijum za odabir genetickih varijanti rs1058205 (u genu KLK3), rs1010 (u genu VAMP8) i rs4245739 (u genu
MDM4) bio je taj da ove GV menjaju mesta vezivanja mikroRNK za transkripte ovih gena. Kod bolesnika iz
populacije Srbije, rezultati studije slucajeva i kontrola pokazali su da je rs1058205 asocirana sa snizenim se-
rumskim vrednostima PSA i nizim klinickim stadijumom KP. Varijanta rs1010 asocirana je sa povecanim vred-
nostima GG i klini¢ckog stadijuma KP, dok je za varijantu rs4245739 pokazana asocijacija sa povecanim
vrednostima sva tri standardna prognosti¢ka parametra kod bolesnika sa KP u populaciji Srbije (19).

Studije asocijacije genetickih varijanti odabranih na osnovu rezultata GWA studija
sa rizikom za razoj i progresiju KP

U prvoj deceniji ovog veka, zahvaljujuci dostignué¢ima genomike, istrazivaci su bili u prilici da kreiraju i
sprovode studije asocijacije na ¢itavom genomu — GWA studije (eng. Genome Whole Associated Studies,
GWASs). Kada su bolesti coveka u pitanju, cilj ovih studija je identifikacija novih GV asociranih sa rizikom za
pojavu ili progresiju bolesti. Karcinom prostate bio je predmet preko 40 GWAS u kojima je identifikovano
preko 170 GV asociranih sa KP (20). Prve GWAS identifikovale su regione ,genskih pustinja” hromozoma 8 i
17 u kojima su anotirane GV asocirane sa KP. To je bio kriterijum kojim smo izvrsili prvi odabir GV za studije
slucajeva i kontrola kod bolesnika sa KP u Srbiji (21). U dve paralelne studije analizirali smo mogucu asoci-
jacijurs1447295, rs4242382,rs6983267,rs7017300i rs7837688 u regionu 8924, kao i rs7501939irs3760511
u regionu 17q12 sa KP. Za ¢etiri od pet analiziranih GV u regionu 8924 pokazana je asocijacija sa rizikom za
razvoj KP kod muskaraca iz Srbije dok je za jednu (rs1447295) uoceno odstupanje od Hardi-Vajnbergove
ravnoteze kod bolesnika i sa KP i sa BPH (22). Za obe analizirane GV u regionu 17q12 pokazana je asocija-
cija sa rizikom za razvoj KP sto je potvrdeno i rezultatima meta-analize. Pored rizika za razvoj KP, rezultati nase
studije sluajeva i kontola pokazali su povezanost rs7501939irs3760511 u regionu 17q12 sa rizikom za raz-
voj BPH kod muskaraca iz Srbije. Ovakav rezultat ukazuje da su u nasoj populaciji ove dve GV asocirane i sa
malignim i sa benignim tumorima prostate (23). Za dve geneticke varijante iz regiona 19p13 i 8q24,
rs3787016 (24) i rs378854 (25), nije pokazana statisticki znacajna asocijacija ni sa rizikom za razvoj niti sa ri-
zikom za progresiju KP kod bolesnika iz Srbije.

Studije asocijacije genetickih varijanti u genima za mikroRNK i u genima
za proteine utiSavajuc¢eg kompleksa sa rizikom za razvoj i progresiju KP

RNK interferencija predstavlja proces negativne regulacije ekspresije gena na posttranskripcionom
nivou specifi¢an za sekvencu koji je posredovan ribonukleoproteinskim kompleksom oznacenim kao (RNK-
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indukovani) utisavajuci kompleks (eng. RNA-induced Silencing Complex, RISC) (26). Treba jasno razlikovati
RNK interferenciju od epigenetickih mehanizama regulacije ekspresije gena. Epigeneticka regulacija ekspre-
sije gena bazira se na kovalentnim modifikacijama molekula DNK i histonskih proteina sa malim molekulima,
najc¢esce metilacijom i acetilacijom. RNK interferencija i epigeneticki mehanizmi regulacije ekspresije ¢ine
mrezu regulatornih puteva koji odreduju obrazac ekspresije genoma na tkivno- i razvojno-specifi¢an nacin
(27).

Poznato je vec¢ deset godina da promene u strukturi ili nivoima ekspresije nekodiraju¢ih molekula RNK
imaju ulogu u procesima molekularne patogeneze KP.To je razlog sto se molekuli mikroRNK godinama istra-
Zuju kao moguci dijagnosticki i prognosticki bioloski tumor markeri, kao i ciljani molekuli novih strategija
lecenja KP (28). Istrazivacka grupa PROSTATSERBIA prva je publikovala rezultate ispitivanja asocijacije GV u
genima za mikroRNK i u genima za proteine utiSavajuc¢eg kompleksa sa KP u jednoj Evropskoj populaciji
(29).

Osnovni kriterijum za odabir GV za ovu studiju bio je njihov potencijalni funkcionalni znacaj. Geneticke
varijante u genima za mikroRNK birane su za analizu ukoliko su ispunjavale minimum tri, od sledeca Cetiri
kriterijuma: a) potvrdena asocijacija GV sa KP u drugim populacijama; b) potvrdena asocijacija sa rizikom za
razvoj i/ili progresiju drugih malignih tumora ¢oveka; ¢) pokazana izmenjena ekspresija gena u malignim
¢elijama u odnosu na neizmenjene Celije Zlezdanog epitela prostate; i d) GV nalaze se u genima za mikroRNK
koje uti¢u na androgenu signalizaciju.

Rezultatima nase prve pilot studije utvrdena je asocijacije geneticke varijante rs2910164 u genu za miR-
146a sa standarnim prognosti¢kim parametrima KP (30). Meta-analizom nije pokazana asocijacija rs2910164
sa rizikom za razvoj KP, ali je ustanovljena asocijacija sa rizikom za razvoj karcinoma mokracne besike, grli¢a
materice, pluca, jetre, Zeluca, nazofaringealnog karcinoma i skvamoznog karcinoma grla (31).

Za geneticke varijante u genu za miR-27a nije ispitivana moguca asocijacija sa KP do publikovanja re-
zultata nase studije. Kriterijum po kome je GV rs895819 u genu hsa-miR-27a uvrstena u nasu studiju sluca-
jevaikontrola bio je taj da su dotadasnje studije na drugim malignim bolestima pokazale izrazitu asocijaciju
ove GV sa rizikom za razvoj malignih tumora. U studiji asocijacije kod muskaraca iz Srbije, za manje ucestali
alel Cvarijante rs895819 u genu za miR-27a ustanovljena je asocijacija kako sa povec¢anim rizikom za razvoj
KP, tako i sa klini¢kim stadijumom primarnog tumora i sa rizikom za pojavu udaljenih metastaza. Istovre-
meno, utvrdena je asocijacija varijanti rs2910164 u genu hsa-miR-146a, rs3746444 u genu hsa-miR-499 i
rs895819 u genu za miR-27a sa rizikom za progresiju KP (32).

U sledecoj studiji, nasa paznja bila je usmerena na GV u genima za mikroRNK koje su locirane u regula-
tornim regionima sa mogucim efektom na procese obrade i transporta primarnih transkripata gena za mi-
kroRNK (pri-mikroRNK). To su bile GV rs4938723, rs1076064 i rs4705342 u regulatornim regionima gena za
miR-34b/c, miR-143/145 i miR-378. Rezultati nase studije pokazali su da je GV rs4705342 povezana sa rizi-
kom za razvoj KP, dok su GV rs1076064 i rs4938723 asocirane sa standardnim prognosti¢kim parametrima
koji ukazuju na potencijalni rizik za progresiju KP (33).

Odabrane GV u analiziranim genima za proteine utiSavaju¢eg kompleksa (DICER1, AGO2, TARBP2,
GEMIN3 i GEMIN4) nisu pokazale asociranost sa rizikom za razvoj KP. Za varijantu rs784567 u genu TARBP2
ustanovljena je asocijacija sa serumskim vrednostima PSA, a za varijante rs3742330 u genu DICERT i
rs4961280 u genu AGO2 pokazana je asocijacija sa GG. Sa klini¢kim stadijumom primarnog tumora utvrdena
je asocijacija varijanti rs3742330 u genu DICER1, rs4961280 u genu AGO2 i rs7813 u genu GEMIN4. Na kraju,
za varijantu rs3742330 u genu DICERT pokazana je asocijacija sa rizikom za progresiju KP (34). Meta-analiza



pokazala je da rs1057035 u genu DICERT moze predstavljati potencijalni bioloski marker povezan sa rizi-
kom za razvoj malignih bolesti (35), dok rs636832 i rs595961 u genu AGOT mogu predstavljati varijante pre-
dispozicije za odredene tipove malignih tumora. Rezultati meta-analize pokazali su i da rs4961280 u genu
AGO2 nije asocirana sa rizikom za razvoj malignih bolesti (36).

Analiza statistickih epistatickih interakcija izmedu GV u genima za izabrane mikroRNK i za proteine
utisavajuceg kompleksa koji su sa njima funkcionalno povezani nije pokazala efekat interakcija izmedu te-
stiranih GV na rizik za razvoj KP. S druge strane, znacajan efekat na rizik za progresiju KP ustanovljen je u
analizi koja je ukljucivala varijantu rs11614913 u genu za miR-196a2 u kombinaciji sa varijantama u genima
za navedene proteine ukljucene u biosintezu i regulatornu funkciju molekula mikroRNK. Najadekvatniji
model, prema rezultatima nevedenog testa, opisuje interakciju tri geneticke varijante: rs11614913 u genu
za miR-196a2, rs7813 u genu GEMIN3 i rs784567 u genu TARBP2. Bioloski mehanizam kojim se objasnjavaju
detektovane interakcije predstavlja proces biosinteze miR-196a2, a u kojem ucestvuju oba analizirana pro-
tein-kodirajuca gena. U navedenu hipotezu o postojanju realnih bioloskih interakcija koje se reflektuju na
statisticke epistaze uklapa se pretpostavljeni mehanizam efekta rs11614913 na sekundarnu strukturu
prekursora miR-196a2 (unpublished data).

Istrazivanja moguce primene egzozoma kao bioloskih tumor specifi¢nih markera KP

Egzozomi su vrsta ekstracelijskih vezikula koje oslobadaju svi tipovi celija sisara. Egzozomi sadrze pro-
teine, lipide, molekule RNK (iRNK, mikroRNK i duge nekodirajuce RNK), molekule DNK (fragmente genom-
ske DNK, jednolan¢ane DNK i mitohondrijske DNK) i metabolite koje su poreklom od celije iz kojih su
»0slobodeni” (37). Danas je poznato da egzozomi imaju znacajnu ulogu u procesima inicijacije, rasta, inva-
zivnosti i sticanja sposobnosti metastaziranja malignih tumora ¢oveka. Izmenjen nivo produkcije i makro-
molekulskog sadrZaja egzozoma reflektuje patoloske promene u tumorskim ¢elijama od kojih vode poreklo
(38). Ova ¢injenica ukazuje na mogucu upotrebu egzozoma i bioloskih makromolekula egzozoma kao novih
biomarkera tec¢nih biopsija ¢ija bi se analiza koristila u dijagnostici malignih bolesti (39)-

Iz uzoraka seruma bolesnika sa KP i BPH uspesno smo izolovali i okarakterisali egzozome originalnom
imunoafinitetnom metodom. Ova metoda bazira se na upotrebi polimetakrilamidnog matriksa, obeleze-
nog proizvedenim i precis¢enim nanotelima, koji prepoznaju specifi¢ne proteinske epitope na povrsini eg-
zozoma (40). Egzozome poreklom od Celija Zlezdanog epitela prostate karakterise i prisustvo membranskog
proteina, membranski antigen specifi¢an za prostatu (eng. Prostate-Specific Membrane Antigen, PSMA). Do-
sadasnja istrazivanja sugerisu moguc¢u ulogu PSMA kao ciljanog molekula u strategijama razvoja novih ge-
neracija bioloske terapije KP (41). Prisustvo PSMA na povrsini egzozoma iz seruma bolesnika sa KP dokazana
je metodom immuno-gold TEM (unpublished data). Za analizu nivoa proteinske ekspresije koristi se Western
blot metoda (42). Poslednjih nekoliko godina intenzivno se istrazuje i moguca primena egzozomalnih mi-
kroRNK kao bioloskih markera progresije tumora u dijagnostici i aktivnom pracenju KP (43). U okviru ak-
tuelne studije, odredujemo nivo ekspresije miR-21, miR-141 i miR-375 iz izolovanih egzozoma seruma
bolesnika sa KP i BPH metodom real-time PCR (44).

Autori su misljenja da ¢e analiza egzozoma i egzozomalnih bioloskih makromolekula poreklom od KP
imati znacajnu ulogu u rasvetljavanju mogucénosti koris¢enja egzozoma kao pouzdanih bioloskih tumor
markera u te¢nim biopsijama KP.
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Uticaj tumorske mikrosredine na razvoj i progresiju maligniteta
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Apstrakt:

Tumorska mikrosredina predstavlja specifi¢cno okruzenje sastavljeno od okolocelijskog matri-
ksa i nemalignih elemenata kao 5to su krvni sudovi, fibroblasti i makrofagi. Ona se aktivno stvara
od strane malignih ¢elija i ima uticaj na njihovo ponasanje. Tumorski okolocelijski matriks ima zna-
tno izmenjene biofizicke i biohemijske osobine u odnosu na netumorsko tkivo, sto posledi¢no
uzrokuje promene u Celijskoj signalizaciji. Recipro¢na interakcija izmedu tumorske celije i njenog
okruzenja je klju¢na za nastanak i progresiju maligniteta, orkestrirajuci sve faze malignog procesa:
epitelo-mezenhimsku tranziciju, odrZzavanje besmrtnosti maligne celije, neoangiogenezu, izbega-
vanje imunskog odgovora, formiranje metastaza i rezistenciju na hemoterapeutike. U ovom poglav-
lju da¢emo pregled najvaznijih karakteristika tumorskog okruzenja, i osvrnu¢emo se na najnovija
saznanja o njihovom uticaju na malignu progresiju.

Kljuéne reci: maligna transformacija, okolocelijski matriks, metastatska diseminacija
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The effects of tumor microenvironment on malignancy formation and progression
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Abstract:

The tumor microenvironment is a specific surrounding composed of extracellular matrix and
non-malignant elements such as blood vessles, fibroblasts and macrophages. It is actively generated
by malignant cells and has an influence on their behavior. The tumor extracellular matrix acquires al-
tered biochemical and biophysical properties compared to healthy tissue, with many repercussions
on cellular signaling. The mutual interaction between the tumor cell and its surroundings is crucial for
the onset and progression of malignant tumors, orcestrating all phases of the malignant process: epit-
helial-mesenchimal transition, maintenance of cellularimmortality, angiogenesis, avoidance of immu-
ne survailance, formation of metastases, and resistance to therapeutics. In this chapter, we will review
the most important features of the tumor microenvironment and revise the most recent understan-
dings on its influence on malignant progression.

Key words: Malignant transformation, extracellular matrix, metastatic disemination
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Poslednje dve decenije istraZivanja biologije tumora svedocile su znacajnoj promeni paradigme u su-
stinskom razumevanju procesa nastanka i evolucije maligniteta. Novopristigli podaci ukazuju da se tumor
ne moze posmatrati kao jednostavan skup pojedinacnih maligno transformisanih ¢elija, i posledi¢no, da se
njegovo razumevanje ne moze svesti na utvrdivanje njihovih genetickih i molekularno bioloskih osobina.
lako su genetske i epigenetske promene u epitelnoj celiji osnovni pokretac onkogenih procesa, neoc¢ekivani
»saveznik” u progresiji tumora predstavlja i njihov fizioloski relevantan okvir, tj.,tumorska mikrosredina”
Taj okvir se sastoji se od komponenata koje same po sebi nisu maligne: vezivnog tkiva, fibroblasta, krvnih
sudova, infiltrovanih elemenata imunog sistema i skupa razlicitih solubilnih molekula, uronjenih u oko-
locelijski matriks. Tumorska mikrosredina je u neprestanoj dinami¢noj i recipro¢noj komunikaciji sa mali-
gnom celijom i uti¢e na njeno ponasanje. Pokazano je da interakcija izmedu zdrave celije i izmenjene
mikrosredine moZe da dovede do razvoja maligniteta. Takode je pokazano da celije sa malignim genoti-
pom mogu postati fenotipski normalne nakon odgovarajuc¢ih manipulacija mikrosredine [1-3]. Stavise,
eksperimentalni podaci ukazuju da tumorska mikrosredina ucestvuje u svim fazama patogeneze tumora: di-
ferencijaciji i sticanju osobina besmrtnosti, epitelo-mazenhimskoj tranziciji, vaskularizaciji, izbegavanju
imunskog odgovora, odgovoru na terapeutike, prelasku invazivne ¢elije u cirkulaciju, i kona¢no, ekstrava-
zaciji i formiranju metastaza na sekundarnom mestu [1, 4].

Od svih komponenti tumorske mikrosredine upravo je okolo¢elijski matriks (ekstracelularni matriks,
extracellular matrix, ECM) dugo vremena zavredivao najmanje paznje jer je kao trodimenzionalna mreza fi-
broznih proteina smatran pasivnim i stabilnim okvirom u kome obitavaju ¢elije, sa ¢isto strukturnom, od-
nosno biomehani¢kom ulogom. Danas se zna da je okolocelijski matriks jedna izuzetno dinami¢na sredina
koja obezbeduje kontekstualne informacije odgovorne za kontrolu individualnog i kolektivnog celijskog
ponasanja. Vazno je istaci da je interakcija ¢elije i matriksa recipro¢na. Celija, u zavisnosti od potreba, moze
da sintetise ili razgraduje matriks i da mu menja biohemijski sastav i fizicke osobine. Istovremeno, sve pro-
mene u matriksu kao rezultat celijske aktivnosti ¢e zauzvrat uticati na ponasanje te i susednih ¢elija. Tako
ECM, sa jedne strane obezbeduje oblik i potporu tkivu, ali takode regulise i identitet, poziciju, proliferaciju
i sudbinu ¢elija tog tkiva. Zbog toga, od momenta nastanka maligniteta, matriks povratnom spregom ko-
evoluira sa malignom celijom: dok maligna ¢elija menja matriks po svojim novonastalim potrebama, on ak-
tivno doprinosi sticanju sve invazivnijeg fenotipa maligno transformisane ¢elije, konstantno stimuliSudi rast,
progresiju i Sirenje tumora.

OSOBINE TUMORSKOG MATRIKSA

Biohemijske osobine

Biohemijski gledano, za ECM se moze reci da predstavlja trodimenzionalnu mrezu fibroznih proteina
uronjenih u hidratisani polisaharidni gel. Proteinska mreza matriksa, koja se jo$ naziva i matrizom, sastoji
se od oko 300 jedinstvenih molekula koji se sintetiSu u fibroblastima i sekretuju u intersticijalni matriks, a
mogu se podvesti pod dve glavne grupe: strukturne proteine i glikozaminoglikane. ECM je takode “lokalni
depo” za Siroki spektar malih solubilnih molekula koji direktno uti¢u na ponasanje celije. Ovaj raznoliki skup
molekula sadrzi citokine, nutrijente, hormone, faktore rasta, signalne i angiogenetske faktore, ¢ija se veza-
nost za matriks, odnosno oslobadanje i dostupnost ¢eliji, requlise u zavisnosti od potreba. Pored toga, ma-
triks je bogat i komponentama koje omogucavaju horizontalni transfer DNK: apoptotska tela, egzozome i
vancelijsku (,slobodnu”) DNK [5]. Regulisanje dostupnosti ovih komponenti je razlog neprestanog lokal-
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nog remodeliranja matriksa dok na makroskopskom nivou topologija tkiva ostaje nepromenjena. Ovo re-
modeliranje je strogo kontrolisano finom ravnotezom izmedu sinteze, sekrecije, modifikacije i enzimske de-
gradacije komponenata matriksa.

Maligna transformacija uzrokuje brojne promene u biohemijskim osobinama matriksa. Usled intenzi-
vne proliferacije Celija, i poja¢ane metabolicke aktivnosti tumor predstavlja hipoksi¢nu sredinu, dok inten-
zivirana glikoliticka aktivnost uzrokuje nagomilavanje mlec¢ne kiseline i snizenu pH vrednost mikrosredine.
Obe ove osobine imaju bitne posledice na efikasnost hemoterapeutika i imunog sistema u borbi protiv kar-
cinoma. Takode, pod ovakvim uslovima fibroblasti prolaze kroz fenotipske promene i transformisu se u se
u kancer-vezane fibroblaste (Cancer associated fibroblasts, CAF). Ovo je heterogena grupa Celija ¢ija je pri-
marna uloga sinteza fibrilnih komponenti tumorskog matriksa, ali pored toga sintetisu i faktore rasta, cito-
kine, hemokine, ekstracelijske vezikule, proteine i enzime i imaju brojne uloge u malignoj progresiji [6-9].

Tumorski matriks, sintetisan od strane CAF, sadrzi visoke koncentracije strukturnih i matricelularnih pro-
teina u odnosu na zdravo tkivo. Matricelularni proteini su grupa ne-strukturalnih ECM proteina koji ispolja-
vaju svoju funkciju vezujuci se za ostale ECM proteine, faktore rasta, citokine ili receptore na celijskim
membranama, regulisuci time proliferaciju i diferencijaciju ¢elija, odnosno odrzavajudi time homeostazu
tkiva.

Strucna literatura je bogata podacima o prekomernoj ekspresijama strukturnih proteina i glikozami-
noglikana koji potpomazu rast i $irenje tumora, medutim, u svrhu ovog poglavlja istac¢i ¢emo samo najvaz-
nije:

Kolageni su glavna komponenta tumorske mikrosredine. Mnogi kolageni, uklju¢ujudi kolagen |, 11, lI,
VilX pokazuju povecanu depoziciju i pravilniju linearizaciju u tumorskom nego u zdravom tkivu. Ovako or-
ganizovani kolageni mogu da formiraju svojevrsnu barijeru oko tumora stite¢i ga od dejstva imunog si-
stema i terapeutika, a takode promovise i mobilnost malignih ¢elija [8, 10].

Fibronektin je veliki multidomenski glikoprotein eksprimiran u velikom broju epitelijalnih maligniteta
koji predstavlja svojevrstan ram za deponovanje ostalih komponenata matriksa i mesto vezivanja za male
solubilne molekule matriksa. Pokazano je da fibronektin regulise proliferaciju i motoricke sposobnosti ¢elija,
uglavnom posredstvom integrina [11].

Periostin je jedan od matricelularnih proteina sa multiplom funkcijom, cija ekspresija raste tokom ma-
ligne transformacije [12, 13]. Osnovna uloga periostina jeste strukturna organizacija ECM - periostin aktivira
BMP-1 koji posledi¢no aktivira lizil oksidazu (LOX). LOX je bakar-zavisni oksidativni enzim koji modifikuje or-
ganizaciju matriksa tako $to povezuje kolagen i elastin, omogucavajuci dodatno nakupljanje kolagena, $to
za posledicu ima povecanje ¢vrstine tkiva. Dodatno, periostin se vezuje za integrine na maligno transfor-
misanim celijama, aktivirajuci Akt/fosfo kinazni- i FAK-om posredovani signalni put, povecavajuci time pre-
Zivljavanje, invazivnost i metastatski potencijal maligno transformisane celije.

Fibroblast aktivirajuci protein (Fibroblast activating protein, FAP) je enzim koji modifikuje matriks kon-
trolisudi rast fibroblasta [14, 15]. U zdravom tkivu FAP se ne eksprimira, ali je njegovo prisustvo detektovano
u preko 90% karcinoma.

Hijaluron, kao glavna polisaharidna komponenta ECM, kroz interakcije sa receptorima na membrani
Celijai vezuju¢im molekulima, ima esencijalnu ulogu u organizaciji arhitekture tkiva i regulaciji ¢elijskih pro-
cesa, kao s$to su proliferacija i migracija [16, 17]. Hijaluron predstavlja miks polimera razlicite veli¢ine. Veliki
polimeri promovisu integritet tkiva i njegovo mirovanje, dok produkti manjih duzina pojacavaju signalnu



transdukciju, doprinosedi pro-onkogenim svojstvima ¢elije. Hijaluron male molekulske mase ima angioge-
netska svojstva, dok najkraci oligomeri hijalurona utic¢u na razvoj tumora. Ovako raznolik efekat Cini uticaj
hijalurona na razvoj tumora veoma kompleksnim. Poslednja istrazivanja pokazuju da akumulacija hijalu-
rona i hijaluronidaza u ECM, putem remodelovanja ECM i reprogramiranja elijskog metabolizma, moze vo-
diti razvoju karcinoma. Nadeno je da hijaluron povisen u karcinomu pankreasa.

Hondroitin sulfat (HS) je prirodni polimer i kao glavna aktivha komponenta hrskavi¢avog tkiva, regu-
lise viabilnost celija hrskavice i odrzava integritet tkivne strukture. HS moze vezati razne citokine i faktore
rasta, receptore na povrsini ¢elija, adhezivne molekule, enzime i fibrilarne glikoproteine u ECM, uti¢udi time
na ponasanje Celija, ali i na biofizicke i biohemijske osobine ECM. Uoc¢ena je korelacija nivoa HS sa pojavom
agresivnih formi tumora i losijom prognozom [18-20].

Matriksne metaloproteinaze (MMP), porodica enzima zaduzenih za razgradnju vecine elemenata ma-
triksa, imaju povisenu ekspresiju u velikom broju karcinoma [21-23]. Ovi enzimi imaju visestruku ulogu u ma-
lignoj progresiji: prekidaju meducelijske veze, uti¢u na oslobadanje faktora rasta u ECM, pokrecu
epitelo-mezenhimsku tranziciju, fizicki kr¢e put pred celijom, razaraju bazalnu membranu i omogucavaju
prelazak ¢elija u cirkulaciju, u¢estvuju u ekstravazaciji i uspostavljanju mikrosredine povoljne za razvoj me-
tastaza. Prekomerna ekspresija i enzimska aktivhost MMP je uocena u velikom broju epitelnih maligniteta.

Kaveolini pripadaju porodici integralnih membranskih proteina koji ¢ine deo lipidnih raftova koji regu-
lisu signalne puteve vezane za proliferaciju, prezivljavanje i pokretljivost. Kaveolin je bitan aktivator Rho-ROCK
signalnog puta koji regulise Celijske funkcije kao Sto su reorganizacija citoskeleta i aktivacija gena. Aktivacija
Rho-ROCK je zavisna od integrina i aktivira usmereno kretanje celije kao i dodatno pravilno organizovanje ele-
menata matriksa, karakteristi¢no za razvoj maligniteta. Deregulacija ekspresije kaveolina karakteristi¢na je za
brojne karcinome [24-26].

Sindekani (Synd) jesu heparan-sulfat proteoglikanski receptori, prisutni kako u stromalnim tako i u tu-
morskim ¢elijama [27, 28]. Oni funkcionisu kao integrinski ko-receptori vezujuci se za veliki broj ekstracelu-
larnih molekula ukljucujudi fibronektin, vitronektin, laminine i fibrilarne kolagene. Povezani su sa paralelnom
organizacijom ECM fibrila i pove¢anom agresivno$¢u tumora [27, 28].

Biofizicke osobine

Biofizicke osobine ECM se odnose na prostorni raspored, gustinu i orijentaciju matriksnih filamenata,
rigidnost, poroznost i solubilnost sredine, kao i sve ostale karakteristike koje obezbeduju potporu, arhitek-
turu i integritet tkiva. One su strogo kontrolisane sastavom i koncentracijom matriksnih komponenti, kao i
njihovim post-translacionim modifikacijama kao $to su glikozilacija, transglutaminacija i kros-linkovanje.

U toku rasta tumora, ECM prolazi kroz zna¢ajno remodelovanje $to rezultuje promenama u njegovim
biofizickim osobinama. Normalni ECM se razgraduje i na njegovom mestu se sintetise tumor-specifi¢ni ECM.
Pored povecane depozicije matriksnih filamenata, tumorski matriks se razlikuje od zdravog i po njihovoj or-
ganizaciji. Nasumic¢na organizacija filamenata kolagena je karakteristika zdravog tkiva, dok je dobro orga-
nizovana struktura gustih, paralelnih vlakana odlika tumorskog matriksa [8]. S obzirom da filamenti sluze kao
prirodan put kojim se celije krecu, njihova linearizacija olakSava integrinima posredovanu migraciju maligno
transformisanim ¢elijama. Nagomilavanje kolagena u procesu tumorigeneze je demonstrirano u vise na-
vrata, a na primeru kancera dojke i kolorektalnog karcinoma je pokazan i uticaj na tumorsku progresiju i
formiranje metastaza [29, 30]. Prekomerne depozicije matriksnih fibrila dovode do povecanja intersticijal-
nog pritiska, rigidnosti i tenzija u tkivu i kona¢no, mehanickog pritiska na ¢eliju. Takode, prekomerno ekspri-
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mirani glikozaminoglikani, zbog svoje anjonske strukture privlace veliku koli¢inu vode $to dovodi do po-
vecanja hidrostatickog pritiska tkiva [31], koji je neophodan za odrzavanje malignog fenotipa [32].

Celije ,0secaju”, procesuiraju i reaguju na mehanicke stimuluse iz ECM putem promena u visoko koor-
dinisanom mehanosenzorskom sistemu sastavljenom od adhezivnih receptora, citoskeletne mreze i mole-
kularnih motora koji prenose mehanicke signale na konvencionalne signalne puteve [33]. Glavni protagonisti
ovog procesa su fokalni adhezivni kompleks (FAK) i TGF-B (Transforming growth factor-f3), oba proteina po-
viseno eksprimirana u vecini epitelnih maligniteta [34-38]. Oni zajedno sa citoskeletom, jedarnom mem-
branom i hromatinom cine sofisticiranu mehanosenzorsku masineriju koja je u stanju da menja globalnu
transkripciju ¢elije. Na taj nacin mehanicki stimulusi mogu uticati na meducelijske interakcije, interakcije
Celije i ECM, kao i na osnovno ¢elijsko ponasanje kao sto je diferencijacija ili apoptoza koji su klju¢ni za ma-
ligni proces. | drugi fizicki parametri, poput promena u zapremini i obliku jedra ili celokupne (celije, takode
mogu da izazovu aktivaciju mehanotransduktorskih puteva. Osim promena u celijskoj signalizaciji, povecane
tenzije uzrokovane rigidno3¢u tumorskog matriksa mogu da uzrokuju otkrivanje kripti¢nih signalnih pep-
tida, poremecaje u receptor-ligand interakcijama, enzimskoj aktivnosti i radu jonskih kanala.

Celije karcinoma dojke reaguju proliferacijom na povecanu rigidnost matriksa usled poja¢ane Rho si-
gnalizacije i fosforilacije enzima fokalne adhezione kinaze. Povecani pritisak, od ~16 kPa u odnosu na nor-
malno tkivo (0.38-7.33 kPa), uzrokuje pojac¢anu TGF-f3 i a-SMA signalizaciju $to uti¢e na zdrave fibroblaste
da se transformisu u CAF fibroblaste. Makrofagi u tim uslovima sekretuju vise pro-inflamatornih molekula
(TNF-a, NO, IL-1B) doprinosedi lokalnoj inflamaciji, dok endokrine celije sintetiSu proangiogenetske faktore
(ANGPT2, FGF, IGF, IL, CSF, SDF1) [39].

Proteini YAP (Yes associated protein) i TAZ (Transcriptional co-activator with PDZ-binding motif) odneda-
vno su priznati kao nova klasa medijatora mehanotransdukcije sa bitnim ulogama progresiji maligniteta
[40-42]. Mehanicki signali poreklom od povecane rigidnosti matriksa ili poveéanog pritiska zbog prisustva
intersticijalne te¢nosti, podsti¢u translokaciju YAP i TAZ proteina u jedro, gde oni intereaguju sa transkrip-
cionim faktorima, pospesujuci time mobilnost i proliferaciju ¢elije. Pokazano je da su YAP i TAZ nizvodni pro-
teini Hippo signalnog puta, i da igraju bitnu ulogu u odrzanju stem ¢elija, rastu organa i tumorigenezi.

ECM U TUMORIGENEZI

Uloga ECM u epitelo-mezenhimskoj tranziciji

Da bi ¢elija poprimila invazivan fenotip, prvo mora da prode proces epitelo-mezenhimske tranzicije
(EMT) [4, 43]. Ovo je morfoloska promena u kojoj tumorska Celija prelazi iz dobro diferenciranog epitelijal-
nog fenotipa u invazivniji mezenhimalni fenotip. EMT je reverzibilan proces, uzrokovan reprogramiranjem
ekspresije gena i pracen mnogim strukturnim i funkcionalnim promenama, a posledica je gubitak polarno-
sti Celije i zadobijanje migratornog fenotipa. Usled promena u globalnoj ¢elijskoj transkripciji, dolazi do re-
presije gena koji kodiraju proteine markere epitelnih ¢elija, kao Sto su E-kadherin, okludin i dezmoplakin od
strane pro-EMT faktora kao sto je SNAIL, dok anti-EMT transkripcioni faktor TWIST uzrokuje povecanje
ekspresije mezenhimalnih proteina kao $to su vimentin i N-kadherin, kao i formiranje invadipodija, mem-
branskih protruzija koje su bogate F-aktinom [2, 43, 44].

Tumorski matriks je izuzetno pogodna sredina za pokretanje EMT. Prekomerna ekspresija glikozami-
noglikana i hijalurona moze da pokrene EMT vezujudi se za receptor CD44, dok je glikoprotein tenascin in-
dukuje preko protoonkogenske tirozin kinaze Src [45]. EMT mozZe da se pokrene usled gubitaka kontaktne



inhibicije u ¢emu veliku ulogu ima aktivnost ekstracelularnih matriksnih proteaza kao $to su MMP koje di-
rektno prekidaju meducelijske veze kao i usidrenoast ¢elije u matriks. Takode, iniciranje ovog procesa moze
biti posredovano faktorima rasta iz ECM kao $to su faktor rasta hepatocita (HGF), transformisudi faktor rasta-
(3 (TGF-B), epidermalni faktor rasta (EGF), faktor rasta fibroblasta (FGF), i mnogim drugim matricelularnim pro-
teinima [46]. Pored toga, pokazalo se da EMT moze biti regulisana i drugim regulatornim molekulima kao
$to su mikroRNK (miR). Porodica miR koja uklju¢uje miR-200a, miR-200b, miR-141 i miR-429 ima vaznu funk-
ciju u ovom procesu regulisuci ekspresiju mRNK za ZEB1 i ZEB2 (zinc-finger family E-box-binding homeobox
factor), transkripcionih represora koji stimulisu EMT [47].

EMT povecava mobilnost Celije, njen kapacitet za migraciju i invaziju i plasti¢nost neophodnu za evo-
luciju maligne celije ka metastatskom fenotipu. Kroz EMT prolaze ¢elije na invazivhom frontu karcinoma i
tako postaju predvodnici klastera celija koje Sire karcinom.

Uloga ECM u odrzavanju besmrtnosti celije

Vecina populacija kancerskih ¢elija se odlikuje postepenim sticanjem osobina koje vode ka njihovoj
besmrtnosti, tj. sposobnosti beskonacne deobe. Proces Celijske deobe je iniciran vezivanjem faktora rasta
za receptore na Celijskoj membrani ili adhezijom celije za komponente ECM putem integrina, $to dovodi do
aktivacije niza signalnih puteva. Ta¢na tranzicija iz G1 faze celijskog ciklusa u S fazu je krucijalna za kontrolu
proliferacije eukariotskih ¢elija, odnosno njena disregulacija vodi ka nemogucnosti zaustavljanja ¢elijskog
ciklusa [48-50]. G1/S tranzicija podrazumeva aktivaciju Ras i PI3K signalnih puteva, dovodedi do fosforilacije
FAK i Erk proteina. Fosfo-ERK prelazi u jedro gde aktivira ciklin D koji onda ,sakuplja” inhibitore rasta CDK1
i CDK4. Sa druge strane, potpunom fosforilacijom FAK proteina, on se aktivira i pravi kompleks sa SRC pro-
teinom. FAK/SRC kompleks olak3ava celijsku pokretljivost. U odsustvu integrin posredovane adhezije ¢elije
za ECM, SRCi ERK signalizacija se ne pokrece, a nivo supresora Celijskog ciklusa, kao $to je p27, ostaje visok,
$to vodi nekontrolisanoj deobi celije [51].

Mnoge maligno transformisane ¢elije sekretuju sopstvene ECM ligande ili imaju ligirane integrine, i
tako izbegavaju proliferativnu supresiju. Takode, celije koje interaguju sa ECM veée kompaktnosti, kao sto
je tumorski matriks, imaju vece proliferativne sposobnosti zbog konstantne aktivacije signalnih puteva koji
vode povecanoj ekspresiji molekula karakteristi¢nih za prezivljavanje (kao sto su Bcl-2, FLIP faktor, NF-kB), i
smanjenoj ekspresiji tumor supresora (kao sto je protein p53), obezbedujudi time njihovo prezivljavanje
[52]. Povecana rigidnost matriksa indukuje i ekspresiju onih miR koje smanjuju ekspresiju tumor supresora
PTEN i pojacavaju PI3K/Akt aktivnost, ¢ime se dodatno pospesuje Celijski rast i prezivljavanje [53].

Jos jedan od nacina kojim maligne Celije sticu osobine besmrtnosti je izbegavanje Celijske smrti u uslo-
vima gubitka kontakta celije sa matriksom, tj. supresija anoikisa. Pored anoikisa, maligne ¢elije su sposobne
da izbegnu programiranu smrt inhibicijom apoptoze. Apoptoza je proces regulisan balansom pro- i antia-
poptotskih proteina koji u procesu maligne transformacije favorizuje prezivljavanje celije [54, 55]. Zbog ne-
adekvatne aktivacije ¢elija imunog sistema, tumorski matriks sadrzi nizak nivo liganada za tzv. povrsinske
Jreceptore smrti’, $to direktno inhibira programirani ulazak u ¢elijsku smrt. Adhezija maligne celije moze da
inaktivira proapoptotske molekule (kao Sto je Bax), i indukuje ekspresiju anti-apoptotskih gena (kao sto je
Bcl2). Takode, vezivanjem laminina za integrine u maligno izmenjenom ECM omogucava se stalna aktivacija
i produkcija epidermalnog faktora rasta (EGFR) i stimulise proinflamatorni NF-kB (Nuclear factor kappa B) si-
gnalni put, ¢ime se maligno transformisanoj celiji dodatno omogucava prezivljavanje bez usidrenja u ECM.

Nemogucnost zaustavljanja celijskog ciklusa i izbegavanje programirane celijske smrti dovode do be-
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skonacne deobe ¢elija, $to daje vreme i, Celijski materijal” za akumulaciju novih mutacija, formiranje krvnih
sudova i sticanje sve vise invazivnih karakteristika na putu ka metastatskoj diseminaciji.

Uloga ECM u angiogenezi

Buduci da ga ¢ine metabolicki izuzetno aktivne ¢elije kojima se rapidno povecava broj, tumorsko tkivo ima
povecanu potrebu za nutrijentima, kiseonikom, metabolitima, hemijskim medijatorima i transportom meta-
boli¢ckog otpada. Zbog toga je neovaskularizacija tj. stvaranje novih krvnih sudova na ve¢ postojecoj cirkula-
tornoj mrezi, vazan aspekt rasta i razvoja tumora vecih od 1-2mm. U uslovima lokalne hipoksije i povecane
kiselosti sredine, dolazi do remecenja balansa nivoa proangiogenetskih (VEGF i bEGF) i anti-angiogenetskih
faktora (trombospondin i endostatin) vezanih za matriks usled koga se pokrece proces stvaranja novih krvnih
sudova na vec¢ postojecoj vaskulatornoj mrezi. Ovaj proces je poznat kao ,angiogenetski prekidac” [56-58].

Remodeliranje matriksa je neophodan proces za pokretanje angiogenetskog prekidaca. Glavne kompo-
nente matriksa koje pospesuju angiogenezu su kolagen, laminin i fibronektin. Ovi medijatori angiogeneze svoju
funkciju vrie preko arginin-glicin-asparaginska kiselina motiva koji se vezuju za integrine i pokre¢u dalju unu-
tarcelijsku signalizaciju. Proangiogenetski faktori takode stimulisu epitelne ¢elije da produkuju i sekretuju en-
zime kao $to su matriksne metaloproteinaze. One svojim proteolitickim dejstvom menjaju dostupnost pro- i
antiangiogenetskih komponenti ECM, oslobadaju prostor za stvaranje novih krvnih sudova, oslobadaju kripti-
¢na mesta na ECM proteinima koja su signali za proliferaciju endotelijalnih ¢elija. Nasuprot MMP, njihovi tkivni
inhibitori (TIMP-ovi), takode vezani za komponente matriksa, inhibiraju neovaskularizaciju i tumorigenezu. He-
paran sulfat glikozaminoglikani, kao komponente matriksa, imaju sposobnost da promovisu ili suprimiraju an-
giogenezu posredstvom VEGF signalnog puta, a takode predstavljaju mesto vezivanja antiangiogenetskih
faktora kao $to je endostatin.

Nakon pokretanja angiogenetskog prekidaca, aktivirane endotelne ¢elije locirane na vrhovima kapi-
lara rastu i luce kolagenaze, urokinaze i aktivatore plazminogena, $to dozvoljava urastanje kapilara i Sirenje
tumorskih ¢elija u i kroz ECM, vezivnotkivnu stromu i u limfati¢ne i vaskularne prostore.

Medutim, istrazivanja su pokazala da,tumor pravi lose krvne sudove’, tj. da se tumorski krvni sudovi
strukturalno i bioloski razlikuju od zdravih krvnih sudova po poroznosti i brzini protoka krvi, onemoguca-
vajuci isporuku leka, promovisudi fibrozu i izazivajuci intravazaciju tumorskih ¢elija, odnosno ulazak mali-
gnih ¢elija u krvotok [56, 57].

Uloga ECM u izbegavanju imunskog odgovora

Na primeru nekoliko tumora je pokazano da povecana gustina i linearnost matriksnih komponenti kao
i prisustvo CAF Celija smanjuju mobilnost celija imunog sistema i predstavljaju fizicku barijeru za njihovu in-
filtraciju na mesto tumora [59, 60]. Zbog toga se u tumorskom tkivu imune ¢elije uglavnom pozicioniraju u
stromi a ne u blizini tumora $to je inicijalno pokazano studijama mikroskopije, a kasnije potvrdeno na 3D
Celijskim modelima. Takode, veliki matriksni proteini kao sto su fibronektin i fibrin predstavljaju mesto ve-
zivanja za citokine i integrine imunih ¢elija $to dodatno doprinosi njihovoj imobilizaciji. Clanovi porodice ga-
lektina kojom je tumorski matriks bogat, ne samo da sprecavaju adheziju imunih ¢elija za tumorski matriks,
nego i vezuju proinflamatorne citokine kao 3to je CXCL9, sprecavajuci stvaranje citokinskog gradijenta koji
bi usmerio T ¢elije ka mestu tumora [59].

Pored inhibicije mobilnosti, elementi tumorskog ECM i CAF ¢elije takode imaju negativan efekat na
funkciju imunskih ¢elija. Efekat na mijeloidne ¢elije (neutrofili i makrofagi) se ogleda u pogrenom usmera-



vanju njihove polarizacije ka imunosupresivnom fenotipu M2, dok je u limfoidnoj liniji (T-limfociti) spre¢ena
Celijska aktivacija. Pokazano je da T ¢elije gajene u uslovima povecane matriksne gustine pokazuju sma-
njenu sposobnost proliferacije, deregulaciju gena odgovornih za citotoksi¢ni efekat, a takode im je sma-
njena mogucnost prezentacije antigena od strane dendriti¢nih ¢elija [60].

Uloga ECM u formiranju metastaza

Metastaziranje se definise kao Sirenje ¢elija kancera od primarnog tumora i stvaranje sekundarnog de-
pozita na udaljenoj lokaciji. lako su metastaze glavni uzrok smrti pacijenata obolelih od kancera, pokazalo
se da je metastaziranje prilicno neefikasan proces koji se sastoji od niza kompleksnih i uzastopnih koraka,
a kancerske ¢elije moraju uspesno da savladaju svaki korak u toj kaskadi kako bi doslo do stvaranja meta-
statskog tumora [4]. Metastatska kaskada uklju¢uje: invaziju (proboj bazalne membrane od strane tumor-
skih celija), intravazaciju (ulazak malignih celija u krvotok), prezivljavanje u cirkulaciji (rasejavanje tumorskih
Celija kroz cirkulaciju), ekstravazaciju (izlazak malignih ¢elija na sekundarnom mestu) i kolonizaciju (formi-
ranje metastaza).

Procenjeno je da manje od 1% ¢elija primarnog tumora pustenih u cirkulaciju uspeva da kolonizuje se-
kundarna mesta [61], a uzroci uspeha (ili neuspeha) metastatskog procesa se ¢esto mogu naci u tumorskoj
mikrosredini. Pre svega, u cirkulaciji ¢elije mogu biti ubijene usled samog stresa ili od strane imunog si-
stema. Takode, mali je broj receptivnih nisa odgovarajucih karakteristika na sekundarnim mestima koje bi
prihvatile diseminisane celije. Dodatno, procena je da od ukupnog broja rasejanih celija jako mali broj njih
(oko 0.02% u zavisnosti od koris¢enog eksperimentalnog modela), biva sposoban da se naknadno aktivira,
odnosno da se umnozava i stvori makroskopske tumore [61].

Prvi korak u metastatskoj kaskadi je proboj bazalne membrane. Bazalna membrana je specijalizovana
vrsta ECM debljine 50 do 100 nm, vece kompaktnosti i manje poroznosti od intersticijalnog matriksa u koju
su,usidrene” epitelijalne ¢elije. Kako su pore bazalne membrane nanometarske veli¢ine, ona predstavlja ba-
rijeru za migratornu celiju. Tako, za inicijaciju invazije neophodno je remodeliranje ili potpuni gubitak ba-
zalne membrane. Za narusavanje integriteta bazalne membrane u tumoru prvenstveno su odgovorne
matriksne metaloproteinaze koje degradiraju kolagen IV i laminin, njene glavne komponente. Zbog toga je
tumorska bazalna membrana tanja i poroznija od zdrave. Sa postepenim gubitkom bazalne membrane, ce-
lije koje je podrzavala gube kontaktnu inhibiciju, apiko-bazalni polaritet i lakSe ulaze u proces EMT [62-64].

Nakon lokalne invazije, dolazi do intravazacije koja podrazumeva prolazak metastatskih celija kroz zi-
dove endotela i njihov ulazak u cirkulaciju u formi cirkulisué¢ih tumorskih éelija (circulating tumor cells,
CTC). U ovoj fazi ¢elije ulaze u sredinu koja je drasti¢no drugacija od primarnog tumora i gde im preti uni-
stenje zbog mehanickog stresa, napada imunog sistema ili anoikisa. Zanimljivo je da cirkuliSuc¢e tumorske
Celije imaju povisenu ekspresiju gena za elemente ECM kao $to su kolageni (Col1a2, Col3a1), TIMP-2, pro-
teoglikan dekorin (Dcn), glikoprotein osteonektin (Sparc), i fibronektin. Celije mogu da migriraju sameili u
sklopu celijskih klastera koji sadrze nemaligne celije ,pomagace”, fenotipski izmenjene od strane tumor-
skog matriksa: CAF fibroblaste i makrofage M2 fenotipa (TAM - tumor associated macrophages) [65, 66]. lako
su klasteri rede prisutni od pojedina¢nih CTC, oni su 20 - 50 puta efikasniji u formiranju metastaza [67]. Cir-
kulacija CTC u klasterima i sinteza elemenata matriksa ukazuje na funkciju u odrzavanju malignog potenci-
jala ali i u obezbedjivanju zastite od mehanic¢kog unistavanja i napada imunskog sistema.

Ekstravazacija je slozen proces koji ukljucuje interakcije ligand-receptor, hemokine i cirkuliSuce netu-
morske Celije [68-71]. Da bi napustile cirkulaciju, CTC moraju da stupe u interakciju sa ECM endotela. Zau-
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stavljanje Celije u kapilarnoj mreZi je posredovano av33 integrinom koji u cirkulaciji kompleksira sa fibro-
nektinom iz plazme $to omogucava vezivanje za endotelni matriks. Nakon toga, maligna ¢elija mora da uni-
Sti integritet endotela degradacijom transmembranskih proteina kao $to su kadherin, katenin i vinkulin.
Kolonizacija sekundarnog mesta je poslednji korak u progresiji malignog tumora i zavisi od sposobnosti
kancerskih celija da se prilagode svojoj novoj mikrookolini. Ovo je izuzetno neefikasan proces jer su svega
0.1% CTC sposobne da kolonizuju sekundarno mesto. Interakcije izmedu tumorskih celija i ¢elija sekundar-
nog mesta kao i uspostavljanje vaskularne mreze su vazni faktori za uspesnu metastatsku kolonizaciju [72].
Mehanizam kojim celija “bira” mesto metastaze nije u potpunosti razjasnjen. Smatra da primarni tumori
mogu indukovati stanja u udaljenim organima koja favorizuju prezivljavanje kancerskih ¢elija, tj. unapred
pripremiti tzv. ,premetastatsku nisu”. Ovo se postize tako $to primarni tumor otpusta razli¢ite faktore u
cirkulaciju koji modifikuju udaljenu mikrosredinu kako bi bila receptivna za CTC i omogucila kolonizaciju. Ovi
faktori ukljucuju proinflamatorne citokine, matricelularne proteine i faktore rasta, kao i vancelijske vezikule,
Celije poreklom iz kostane srzi koji zajedno indukuju vaskularno curenje, preuredivanje ECMa i imunosu-
presiju [73, 74].

Izmenjeni makrofazi (TAM) su jedan od glavnih faktora koji ucestvuju u stvaranju pre-metastatske nise
[75, 76]. Tumorske celije luce faktore (CCL-2, VEGF, PLGF, CSF-1, TNF-a, TGF-(, i TIMP-1) koji podsti¢u odla-
zak TAM u krvotok i njihovo zadrzavanje u pre-metastatskoj nisi. Grupisanje makrofaga na sekundarnom
mestu je tumorskim ¢elijama oznaka za nakupljanje. TAM produkuju hemokin stromalni faktor 1 (Stromal de-
rived factor 1, SDF-1) koji podsti¢e migraciju tumorskih ¢elija i njihov rast, kao i angiopoetin-1 koji podstice
adheziju tumorskih ¢elija na endotel. TAM produkuju i MMP, integrine i lizil oksidaze (Lysyl oxidase, LOX) u
svrhu remoduliranja ECMa na mestu buduce metastaze. Modeliranje ECM je jo$ jedan od nacina kojima se
tumorske Celije usmeravaju na pre-metastatsko mesto jer celije primarnog tumora produkuju osteopontin
i druge faktore kako bi regrutovali granulin eksprimirajuc¢e hematopoetske ¢elije koje onda menjaju pona-
$anje strome na udaljenim mestima [77]. Celije kancera dojke produkuju povi$ene nivoe TNC $to promovise
metastatsku kolonizaciju pluca [78]. Poveéana ekspresija MMP-9 u plu¢ima indukovana je signalima iz uda-
lienog primarnog tumora [79]. Takode, postoje indicije da je mesto metastaze predeterminisano setom he-
mokina koje sekretuju CTC, odnosno da se celija zaustavlja na mestu koje eksprimira receptore za njene
hemokine. Tako ¢elije karcinoma dojke koje eksprimiraju CXCR4 ¢e metastazirati u tkiva koja eksprimiraju
njegov ligand SDF-1 [80].

Sudbina metastatske celije nakon dolaska do sekundarnog mesta moze i¢i u tri pravca: ¢elije mogu da pro-
liferisu i formiraju mikrometastaze (1-2mm), mogu da umru, ili mogu da budu Zive ali uspavane [81, 82]. Stva-
ranje novih kolonija moze se desiti u toku samo nekoliko dana u eksperimentalnim modelima, ali kod humanih
tumora ovaj proces moze zahtevati mesece, ¢ak i godine. Uloga ECM u metastatskom procesu je znacajna, po-
sebno za zapocinjanje i odrzavanje rasta metastatskih ¢elija, ali i za odrzavanje uspavanosti tumorskih ¢elija na
sekundarnoj lokalizaciji. Pretpostavka je da celije tumora nastanjuju metastatska mesta dok je primarni tumor
joS uvek prisutan, ali ostaju u stanju mirovanja (uspavanosti) tokom duzeg vremenskog perioda i ponovo se ak-
tiviraju u nekoj kasnijoj fazi, verovatno kao rezultat promena u lokalnoj mikrookolini, odnosno u ECMu. U koliko
ove mikrometastaze pocnu da proliferisu, njihova sudbina takode moze i¢i u tri pravca: ¢elije mogu da nastave
sa proliferacijom i da formiraju vaskularizovane makrometastaze, mogu da umru ili mogu da nastave Zivot kao
uspavane mikrometastaze. Uspavanost na ovom nivou je rezultat balansa izmedju proliferacije i apoptoze u
okviru celijske populacije tako da ne dolazi do uvecéanja veli¢ine mikrometastaze [81, 83]. Smatra se da je ovaj
tip uspavanosti rezultat nemogucnosti stimulacije angiogeneze koja je potrebna za dalji rast tumora, verovatno
usled zastitnih mehanizama mikrosredine koji sprecavaju uklju¢ivanje procesa angiogeneze.



UTICAJ ECM NA REZISTENCIJU NA HEMOTERAPEUTIKE

Distribucija hemoterapeutika u tumorskom tkivu se uglavnom odvija difuzijom. Akumulacija kolagena
direktno sprecava prodor terapeutika do tumora. Pokazano je da prekomerna ekspresija LOX enzima koji kro-
slinkuju kolagen i elastin doprinoseci povecanju matriksne gustine negativno uti¢u na distribuciju tera-
peutika, dok njihova inhibicija 2-aminopropionitrilom preokrece ovaj efekat [84]. Povisena ekspresija ovih
enzima je detektovana u rezistentnim karcinomima dojke, jajnika i kolorektalnog karcinoma. Fiser i sarad-
nici su nasli da je mezenhimalni fenotip celije kao posledica epitelomezenhimske tranzicije rezistentan na
ciklofosfamid zbog pojacane ekspresije efluksnih pumpi (ABCC1, ABCB1) koje izbacuju lekove, kao i ekspre-
sije enzima kao $to je citohrom p450 koji te lekove metabolisu [85]. Hipoksija je takode povezana sa rezi-
stencijom na lekove jer mnogi lekovi kao i radijaciona terapija zahtevaju prisustvo kiseonika za maksimalan
citotoksic¢ni efekat.

Dodatni problem u dostavljanju terapeutika na tumorsku lokaciju je cirkulatorna mreza tumorske mi-
krosredine. Tumorski krvni sudovi su heterogeni u pogledu organizacije, funkcije i strukture, a tumorska va-
skulatura je nejednako distribuirana i haoti¢na. Protok krvi kroz ove sudove nije ni konstantan, ni
jednosmeran. Kroz otvorene krvne sudove perfuzija nije kontinualna; tokom svega nekoliko minuta protok
krvi moZe krenuti u skroz drugom pravcu, pa ¢ak i u suprotnom smeru u istom krvnom sudu. Sve ovo uzro-
kuje nepouzdan dotok terapeutika na ciljano mesto [56, 57].

CAF celije doprinose hemorezistenciji na nekoliko nacina. CAF formiraju neku vrstu protektivne barijere
koja Stiti tumor od terapeutika kako fizickom barijerom tako i protektivnom signalizacijom. PAI-1, citokin
koji ove cCelije produkuju aktivira Erk/Akt siganalni put i inhibira aktivnost kaspaze-3, neophodne za pokre-
tanje apoptoze usled hemoterapijskog stresa [86]. Sli¢no tome, interleukin 6 (IL6) takode predominantno sin-
tetisan od strane CAF indukuje ekspresiju CXCR7 direktno povezanog sa hemorezistencijom [87]. U
hipoksi¢nim uslovima CAF produkuju visoke nivoe TGFf3, koji indukuje ekspresiju STEM osobina uklju¢ujuci
i hemorezistenciju [88].

ZAKLJUCAK

lako smo shvatili da tumorska mikrosredina nije pasivna pozadina malignog procesa ve¢ njen aktivni
ucesnik, jos mnogo toga je ostalo da se otkrije o njenoj ulozi. Izu¢avanje ECM u savremenim molekularno
bioloskim laboratorijama od velike je vaznosti za fundamentalno razumevanje tumora, a dobijena saznanja
mogu imati ogroman znacaj u primenjenoj biomedicini. Akumulirana saznanja o alteracijama u biohemij-
skim i biofizickim osobinama tumora u odnosu na zdravo tkivo omogucavaju otkrivanje novih biomarkera,
specifi¢nih za vrstu ili uznapredovanost tumora. Dodatno, poznavanje nacina na koji komponente ECM
uticu na elemente malignog procesa doprinosi pronalasku novih kandidata za ciljanu anti-tumorsku tera-

piju.
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Apstrakt

Kolorektalni karcinom predstavlja heterogenu bolest koja zauzima trece i drugo mesto na svetu po ste-
penu incidence i stopi mortaliteta, respektivno. Poznato je da mikroRNK molekuli imaju klju¢ne uloge u
procesu patogeneze, progresije i metastaziranja kolorektalnog karcinoma, ali i rezistenciji na hemiotera-
piju. U razli¢itim tumorima je pokazano da hsa-miR-93-5p moze imati onkogenu, ali i tumor-supresorsku
ulogu. Ovaj rad ima za cilj da predstavi dosadasnja saznanja o ulozi hsa-miR-93-5p u procesima vezanim
za kolorektalnu karcinogenezu, metastaziranje i odgovor na hemioterapiju kod pacijenata sa kolorektal-
nim karcinomom. Rad takode razmatra hsa-miR-93-5p kao potencijalni prognosticki i prediktivni biomar-
ker i primenu ovog molekula u klini¢koj praksi.

Kljucne reci: hsa-miR-93-5p, kolorektalni karcinom, metastaza, odgovor na terapiju, prognosticki bio-
marker, prediktivni biomarker
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Abstract

Colorectal cancer is a heterogeneous disease that ranks third and second globally in terms of inci-
dence and mortality rates, respectively. MicroRNAs have been implicated in the growth, progression, me-
tastasis and response to therapy of different tumors, including colorectal cancer. Hsa-miR-93-5p has been
reported to have oncogenic and tumor-suppressive roles in different tumor kinds. This review article aims
to present the current knowledge on the role of hsa-miR-93-5p in the processes related to colorectal car-
cinogenesis, metastasis and response to chemotherapy in patients with primary and metastatic colorec-
tal cancer. Also, the role of hsa-miR-93-5p as a potential prognostic and predictive biomarker and
application of this molecule in the clinical practice is described.

Keywords: hsa-miR-93-5p, colorectal cancer, metastasis, response to therapy, prognostic biomarker, pre-
dictive biomarker
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Kolorektalni karcinom

Kolorektalni karcinom (eng. colorectal cancer, CRC) je tip gastrointestinalnog maligniteta koji nastaje u
kolonu ili rektumu. Sa oko 1,85 miliona novih slucajeva godisnje (10,2% slucajeva svih maligniteta) prema
stopi ucestalosti svih karcinoma zauzima tre¢e mesto, odmah posle karcinoma pluéa i karcinoma dojke, dok
sa priblizno 0,88 miliona smrtnih slucajeva (9,2%) zauzima drugo mesto, odmah posle karcinoma pluca
(Slika 1) [1]. Ukoliko se godisnji trend rasta nastavi, predvida se da ¢e do 2030. godine do¢i do povecanja
stopa ucestalosti i smrtnosti za 20% i 25%, respektivno [2]. Petogodisnje preZivljavanje pacijenata sa CRC je
oko 90% ukoliko se bolest dijagnostikuje u ranim stadijumima, a iznosi samo 13% u slucaju ve¢ uznapre-
dovale bolesti [3]. Vodeci faktori rizika za razvoj CRC ukljucuju porodic¢nu istoriju CRC, prethodno prisustvo
drugih tumora, fizicku neaktivnost, pusenje, prekomernu tezinu, visok unos alkoholnih pica, visok unos cr-
venog ili preradenog mesa, kao i skroman unos mle¢nih proizvoda i namirnica koje sadrze integralne Zita-
rice ili dijetetska vlakna [3]. Medutim, priblizno 65% svih slu¢ajeva CRC nastaju sporadi¢no, bez prethodne
porodi¢ne istorije ili nasledenih genetickih varijanti koje povecavaju rizik od razvoja CRC [4].

Ucestalost Mortalitet
® Karcinom pluda ! ® Karcinom pluda
" Karcinom dojke l Kolorektalni karcinom
Kolorektalni karcinom ! Karcinom Zeluca
Drugi karcinomi Drrugi karcinomi

Slika 1. Stope ucestalosti i mortaliteta CRC. Modifikovano prema Bray i sar. [1].

CRC nastaje postepenom akumulacijom genetickih i epigenetic¢kih promena u Zlezdanim epitelnim ¢e-
lijama kolona i rektuma koje dovode do histoloskih promena kripti, od neizmenjenog epitela kolona i re-
ktuma, preko adenoma (benignih tumora), sve do karcinoma koji moze daljom progresijom da vrsi invaziju
u okolno tkivo i migrira do distalnih organa gde formira metastaze. Opisanu kaskadnu promenu od neiz-
menjenog epitela do karcinoma prate izmene u razli¢itim molekularnim putevima. Tako je pokazano da
prema modelu Fearon-a i Vogelstein-a kolorektalnoj karcinogenezi doprinosi aktivacija proto-onkogena
KRAS i BRAF zajedno sa mutacionom inaktivacijom tumor-supresorskih gena APC, SMAD4 i TP53 [5]. Takode,
prema saznanjima iz prethodne dve decenije, u nastanak i razvoj CRC su ukljuceni i drugi molekularni me-
hanizmi poput hromozomske nestabilnosti, mikrosatelitske nestabilnosti nastale usled promena u genima
uklju¢enim u popravku pogresno sparenih baza DNK, i fenotipa nastalog metilacijom CpG ostrva u promo-
torima odredenih gena [6]. Imajudi u vidu da histoloski identi¢ni tumori mogu imati drasti¢no razli¢ite pro-
gnoze, kao i ¢injenicu da se kod nekih pacijenata mogu naci promene u razli¢itim molekularnim putevima,
doslo se do zaklju¢ka da CRC predstavlja heterogenu i multifaktorijalnu bolest. Bolje razumevanje uloge
ovih molekularnih puteva moze doprineti poboljsavanju strategija za prevenciju, skrining, dijagnozu, pro-
gnozu i terapiju pacijenata sa CRC [7].

Maligne tumore, uklju¢ujudi i CRC, karakterise sposobnost odvajanja celija tumora sa njihovog prima-
rnog mesta, zatim njihova migracija i invazija u limfne i krvne sudove, i finalno nastanjenje u distalnim or-



ganima gde ¢e formirati sekundarni tumor, odnosno metastazu. Svaki opisani korak procesa metastaziranja
je precizno regulisan i zahteva kako geneticke, tako i epigeneticke promene. Medutim, ta¢ni mehanizmi
uklju¢eni u proces metastaziranja su u velikoj meri ostali nepoznati [7]. Oko 25% pacijenata ¢e vec pri po-
stavljanju dijagnoze primarnog CRC imati metastaze CRC (mCRC), dok ¢e polovina pacijenata razviti meta-
staze daljom progresijom bolesti [8]. Naj¢es¢i organ u kome CRC formira metastaze jeste jetra (eng. colorectal
cancer liver metastasis, CRLM) [9]. Skoro polovina pacijenata sa CRC ¢e preminuti usled komplikacija uzro-
kovanim prisustvom metastaza [10], tako da je od izuzetnog znacaja da se otkriju novi terapeutski pristupi,
kao i prognosticki i prediktivni biomarkeri, kako bi se ovako visoka stopa smrtnosti smanijila.

Lecenje kolorektalnog karcinoma

Tokom proteklih decenija, svi pacijenti sa CRC su leceni na isti nacin. Medutim, postalo je jasno da usled
heterogene prirode bolesti pacijenti ne pokazuju isti odgovor na terapiju, ili imaju razli¢ite sporedne reakci-
je na primenjene lekove. Zbog toga se preslo na personalizovani pristup lec¢enju pacijenata, uzimajudi u
obzir Zivotne navike pacijenta, stadijum tumora, kao i bioloske i molekularne karakteristike tumora [11]. U
eri personalizovane medicine, pacijentima sa CRC i mCRC su dostupni razli¢iti modaliteti le¢enja koji uklju-
Cuju resektivnu hirurgiju, sistemsku hemioterapiju i nove ciljane bioloske lekove.

Klasifikacija tumora prema stadijumu pomocu TNM sistema, Dukes-ove i Astler-Coller-ove klasifikacije,
pruza osnovu za odredivanje terapeutskih opcija. Dok ¢e pacijenti sa ranom bolescu biti le¢eni uglavnom
samo operativno, pacijentima sa uznapredovalom boles¢u ¢e pored operacije biti data (neo)adjuvantna si-
stemska hemioterapija sa ili bez ciljanih bioloskih agenasa. Primena hemioterapije u klinickoj praksi je do-
vela do znacajnog poboljsanja ishoda pacijenata sa CRC. Glavni cilj neoadjuvantne sistemske hemioterapije
je da se bolest koja je trenutno neresektabilna ucini podobnom za resekciju [12]. Citotoksi¢ni lekovi koji se
najcesce koriste u okviru sistemske hemioterapije za le¢enje CRC su: 5-fluorouracil (5-FU) (inhibitor timidi-
lat sintaze koji funkcionise tako $to inhibira sintezu pirimidina tokom replikacije DNK, a naj¢esce se u klini-
¢koj praksi primenjuje zajedno sa leukovorinom koji poja¢ava njegovo dejstvo), oksaliplatin (derivat platine
trece generacije koji dovodi do zastoja u mitozi usled formiranja DNK adukata), i irinotekan (inhibitor to-
poizomeraze | koji dovodi do inhibicije ligacije DNK tokom ¢elijskog ciklusa) [13]. U klini¢koj praksi se u
okviru prve linije le¢enja pacijenata najce$ce primenjuje kombinacija ovih lekova, i to u vidu dublet rezima
FOLFOX (5-FU + leukovorin + oksaliplatin) i FOLFIRI (5-FU + leukovorin + irinotekan) [14, 15].

Otkrivanje uloge faktora rasta poput EGF (eng. epidermal growth factor) i VEGF (eng. vascular endothe-
lial growth factor) u procesu metastaziranja ukazalo je na ove molekule kao potencijalne terapeutske targete.
Tako su u klini¢ku praksu usla humanizovana antitela na receptor za EGF cetuksimab i panitumumab, kao i
humanizovana antitela, fuzionisani proteini i mali inhibitorni proteini receptora za VEGF bevacizumab, ziv-
aflibercept, regorafenib i ramucirumab [16]. Pokazano je da kombinacija sistemske hemioterapije sa ciljanim
bioloskim agensima dovodi do boljeg odgovora pacijenata na terapiju u poredenju sa primenom samo si-
stemske hemioterapije [17-20]. Uprkos obecavaju¢em uspehu ciljanih agenasa primeceno je da odreden
broj pacijenata ne pokazuje odgovor na primenjenu terapiju usled urodene ili steCene rezistencije. Zbog
toga bi selekcija pacijenata koji bi imali koristi od primene odredene hemioterapije poboljsala terapeutsku
efikasnost ¢ime bi se izbeglo davanje terapije koja bi za odredenog pacijenta bila samo toksi¢na, a smanjili
bi se i finansijski troskovi le¢enja. Do danas je identifikovan mali broj molekularnih biomarkera koji mogu
da predvide odgovor pacijenta na terapiju i tako pomognu lekarima u dono3enju odluke za odabir prave te-
rapije za datog pacijenta. Tako je na primer status gena ukljucenih u popravku pogresno sparenih baza DNK
jedini biomarker koji moze da predvidi koji pacijenti sa stadijumom Il CRC nece pokazati odgovor na adju-
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vantnu terapiju [21]. Takode, pacijenti sa CRC koji u tumoru poseduju aktiviraju¢e mutacije u genu KRAS
nece pokazati odgovor na terapiju koja cilja receptor za EGF, zbog ¢ega je molekularno testiranje statusa
gena KRAS uslo u klini¢ku praksu kako bi se selektovali pacijenti sa ve¢om verovatno¢om za pozitivan efe-
kat ove vrste terapije [22-24]. Buduca istrazivanja koja ce iznedriti nove validirane prediktivne i prognosti-
¢ke biomarkere bi¢e neophodna kako bi se poboljsao kvalitet Zivota i ishod pacijenata sa CRC.

MikroRNK

MikroRNK (miRNK) molekuli pripadaju velikoj klasi malih regulatornih nekodiraju¢ih RNK molekula koji
vrie post-transkripcionu regulaciju genske ekspresije kod metazoa [25]. To su jednolanc¢ani RNK molekuli du-
zine od 21-25 nukleotida koji nastaju od dugackog prekursora koji formira strukturu nesavrseno sparene
ukosnice, od koje ¢e daljom obradom nastati zrela miRNK. Ve¢ina miRNK svoju ulogu negativnih regulatora
genske ekspresije naj¢esce vrii komplementarnim vezivanjem za 3’ netranslatirajudi region (eng. untran-
slated region, UTR) iRNK, $to za posledicu ima degradaciju ciljne iRNK ili inhibiciju translacije [26]. Bioinfor-
maticke analize ukazuju da miRNK sisara mogu da regulisu i do 60% svih protein-kodirajucih gena [27], zbog
¢ega nije iznenadujuce da su miRNK molekuli uklju¢eni u regulaciju fundamentalih ¢elijskih procesa poput
Celijske proliferacije, diferencijacije i smrti [28]. Zbog njihove vazne uloge u regulaciji ovih procesa, izmene
u ekspresiji miRNK povezane su sa fizioloskim i razvojnim promena, kao i pojavom patoloskih stanja, poput
tumora.

Brojne studije koje su analizirale ekspresioni status miRNK su pokazale da je pojava izmenjene ekspre-
sije miRNK u humanim karcinomima vise pravilo nego izuzetak. Tako je povisena ili snizena ekspresija miRNK
pokazana u brojnim tumorima i tumorskim celijskim linijama [28, 29], poput limfoma [30], karcinoma dojke
[31], glioblastoma [32], hepatocelularnog karcinoma [33], karcinoma pluca [34], karcinoma pankreasa [35],
karcinoma prostate [36] i CRC[37, 38]. miRNK su predloZene kao regulatori onkogeneze s obzirom da mogu
imati onkogenu ili tumor-supresorsku ulogu [29, 39], s tim da ta uloga moze biti specifi¢na za tip tumora [40].
Uopsteno, ekspresija zrelih miRNK je globalno snizena u tumorskim tkivima [41], bilo kao posledica gubitka
geneticke informacije, epigenetickog utisavanja, usled defekata u procesu biogeneze miRNK, ili globalne re-
presije transkripcije [40]. Ne samo da je ekspresija miRNK izmenjena u tumorima, ve¢ je poznato da miRNK
mogu imati klju¢ne uloge u nastanku, razvoju, progresiji i metastaziranju tumora [39, 40]. miRNK su izuca-
vane i kao potencijalni dijagnosticki, prognosticki i prediktivni biomarkeri, i terapeutski agensi ili targeti, s
obzirom da profili ekspresije miRNK koreliraju sa klinickim i bioloskim karakteristikama tumora kao $to je tip
tkiva, stepen diferencijacije, agresivnost i odgovor na terapiju [29].

Obrazac ekspresije miRNK je konzistentno i reproducibilno izmenjen u CRC u poredenju sa normalnom
mukozom creva [37, 38, 42, 43]. Uloga miRNK u ranom razvoju CRC se ogleda u ¢injenici da se obrazac
ekspresije miRNK menja tokom progresije od normalnog kolona, preko adenoma do kolorektalnog karci-
noma [44]. miRNK su ukljucene i u kasnije faze razvoja i progresije CRC, tako $to uti¢u nainvaziju, migraciju,
intravazaciju, ekstravazaciju i metastatsko naseljavanje udaljenih organa tumorskih ¢elija [42, 45].

Uloga hsa-miR-93-5p u kolorektalnoj karcinogenezi

hsa-miR-93-5p, zajedno sa hsa-miR-106b i hsa-miR-25, pripada klasteru miR-106b-25 lociranom na 515
baznih parova dugom regionu hromozoma 7g22, u okviru introna 13 gena MCM7 [46]. U literaturnim po-
dacima ne postoji konsenzus u vezi sa smerom ekspresije hsa-miR-93-5p u CRC u poredenju sa normalnom
mukozom, pri ¢emu vecina studija ukazuje na povisenu ekspresiju hsa-miR-93-5p [47-49], dok druge isticu



snizenu ekspresiju hsa-miR-93-5p [50, 51]. U razli¢itim tumorima je pokazana onkogena ili tumor-supre-
sorska uloga hsa-miR-93-5p koju ispoljava kroz regulaciju celijske proliferacije, celijskog ciklusa i smrti, in-
vazije, migracije, angiogeneze i rasta tumora, dok za CRC dosadasnja istrazivanja ukazuju na
tumor-supresorsku ulogu (Tabela 1).

Onkogena uloga Referenca :ll.lnn;:r-supresnrska Referenca
karcinom jajnika [75, 76] gliomi [77]
glioblastom [75] karcinom jajnika [78]
nazofaringealni karcinom [79] kolorektalni karcinom [47, 51-55]
karcinom plucéa [BO]

karcinom jednjaka (81, 82]

karcinom grlica materice [83, 84]

karcinom Zeluca (85, 86]

skvamocelularni karcinom glave i vrata [B7]

hepatocelularni karcinom [88]

karcinom dojke (89, 90]

osteosarkom [91]

Tabela 1. Onkogena i tumor-supresorska uloga hsa-miR-93-5p u humanim karcinomima.

Studija Tang i saradnika je pokazala da povisena ekspresija miR-93 inhibira proliferaciju, invaziju i mi-
graciju ¢elijskih linija CRCHCT116 i SW480, kao i formiranje tumora in vivo na modelu misa, kroz regulaciju
Wnt/B-katenin signalnog puta posredstvom SMAD7 [52]. Potvrdujuci ove rezultate, nalazi druge studije
ukazuju da je povisena ekspresija miR-93 dovela do smanjenja vijabilnosti, indukcije apoptoze i inhibicije
autofagije HCT116 i SW480 celija [53]. Uloga miR-93 kao inhibitora tumorigeneze potvrdena je i studijom
Yang i saradnika, gde je pokazano da povisena ekspresija miR-93 inhibira proliferaciju maligne celijske linije
kolona Caco?2 tako $to smanjuje ekspresiju gena ERBB2, p21 i VEGF i dovodi do akumulacije ¢elija u G2 fazi
kroz regulaciju proteina CCNB1. Takode, miR-93 je inhibirala migraciju, ali ne i invaziju, apoptozu ili nekrozu
ovih ¢elija, a dovela je i do smanjenja rasta tumora na in vivo misijem modelu [47]. Druga studija je pokazala
da povisena ekspresija miR-93 inhibira proliferativne, migratorne i invazivne sposobnosti LOVO i SW480 ce-
lija i aktivira njihovu apoptozu kroz uticaj na HMGB3 i blokadu PI3K/AKT signalnog puta [54]. Pored inhibi-
cije migracije i invazije, hsa-miR-93-5p ispoljava anti-tumorsku aktivnost u CRC i smanjenjem sposobnosti
imunoloskog izbegavanja CRC ¢elija tako 5to smanjuje nivoe proteina MMP-1, MMP-2 i MMP-9 kroz inhibi-
ciju gena PD-L1 [51]. Takode, miR-93 je bila jedna od nekoliko diferencijalno eksprimiranih miRNK izmedu
SW1116 celija gajenih u medijumu bez seruma sa karakteristikama mati¢nih ¢elija karcinoma kolona
(SW1116csc) i diferenciranih SW1116 Celija, a zasluzna je za inhibiciju proliferacije i formiranje kolonija kod
SW1116csc Celija u poredenju sa SW1116 celijama [55]. Rezultati studije u kojoj je hsa-miR-93-5p funkcio-
nalno okarakterisana u CRC ¢elijama HCT116 i SW620 kroz nekoliko procesa vaznih za kolorektalnu karci-
nogenezu su pokazali da hsa-miR-93-5p stimulise in vitro formiranje tuba ¢ime ucestvuje u promovisanju
angiogeneze kod CRC, ali da ne utice na vijabilnost, celijski ciklus, ¢elijsku smrt po tipu anoikis i migraciju
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in vitro, kao ni na rast tumora in vivo na modelu embriona pileta [56], 5to je u suprotnosti sa navedenim stu-
dijama gde je dokazano anti-tumorsko dejstvo hsa-miR-93-5p u CRC.

Uloga hsa-miR-93-5p u odgovoru na hemioterapiju

Ekspresija miRNK je cesto izmenjena pod dejstvom anti-tumorskih lekova [57, 58]. Tokom protekle de-
cenije je pokazano da miRNK ne samo da imaju ¢esto izmenjenu ekspresiju u tumorskim ¢elijama rezi-
stentnim na odredene lekove [59], ve¢ i da miRNK imaju vaznu ulogu u regulaciji rezistencije na lekove,
uklju¢ujuci 5-FU i oksaliplatin. Takode je ustanovljeno da status miRNK moZe da predvidi uspeh hemiote-
rapije zasnovane na 5-FU, oksaliplatinu i irinotekanu kod pacijenata sa CRC [60-62]. Zbog svega navede-
nog, i uzimajudi u obzir da miRNK pokazuju jaku tkivnu-specifi¢nost i stabilnost, miRNK molekuli su
predlozeni kao potencijalni biomarkeri odgovora na terapiju. Vedi broj studija povezuje hsa-miR-93-5p sa od-
govorom na standardne i ciljane hemioterapeutske lekove za le¢enje CRCi mCRC.

Tretirajuci HCT-8 Celije CRC sa 10 uM 5-FU ili 4,24 uM oksaliplatinom, Zhou i saradnici su pokazali da je
ekspresija miR-93 bila snizena 24 h nakon ovih tretmana [58]. Za razliku od ove studije, rezultati istrazivanja
Hou i saradnika su pokazali da je ekspresija hsa-miR-93-5p 24 h nakon tretmana sa 5 uM 5-FU bila povisena
u HT29 celijama [63]. Pri poredenju ovih studija svakako treba obratiti paznju na izbor ¢éelijske linije, kao i ko-
ris¢enu koncentraciju i duZinu trajanja tretmana. Rezultati na metastatskoj celijskoj liniji CRC SW620 su po-
kazali da je ekspresija hsa-miR-93-5p 72 h nakon tretmana sa pojedina¢nim hemioterapeutskim lekovima
(5-FU, oksaliplatin, irinotekan) i njihovim kombinacijama (5-FU + oksaliplatin i 5-FU + irinotekan) bila snizena
za oko 50% u poredeniju sa kontrolnim tretmanom [64]. U eksperimentu gde je pra¢ena vremenska dinamika
promene ekspresije ove miRNK, ustanovljeno je da je ekspresija hsa-miR-93-5p 24 h nakon tretmana sa kom-
binovanim rezimima bila nepromenjena, a da je 144 h nakon tretmana zadrzala snizeni nivo koji je uocen i
nakon 72 h. Paralelno sa promenom ekspresije hsa-miR-93-5p, uoc¢eno je i da su SW620 Celije pokazale re-
lativno dobar odgovor na tretman standardnim hemioterapeuticima u vremenskoj tacki od 72 h, jer je doslo
do smanjenja njihove vijabilnosti i indukcije ¢elijske smrti, ali i promene u ekspresiji markera epitelijalno-
mezenhimalne tranzicije CDH1 i VIM usled koje su celije poprimile karakteristike slicne epitelnim celijama.
Nakon 144 h, SW620 ¢elije su se vratile na bazalno mezenhimalno stanje. Na osnovu ovih nalaza je zaklju-
¢eno da je hsa-miR-93-5p validan kandidat za testiranje kao biomarker odgovora na terapiju standardnim
hemioterapeutskim agensima.

Kao sto je ranije napomenuto, pored standardnih hemioterapeutskih agenasa u terapiji mCRC se kori-
sti udruzeno i targetovana terapija. Do sada nisu pokazani validirani prediktivni biomarkeri koji bi predvi-
deli efikasnost ciljanog terapeutika bevacizumaba [65]. S obzirom na to da je prethodna studija ukazala na
potencijalni prediktivni znacaj hsa-miR-93-5p u odgovoru na standardnu hemioterapiju, narednom studi-
jom je ispitan prediktivni potencijal hsa-miR-93-5p u odgovoru na bevacizumab, sa ili bez primene kombi-
novanog sistemskog rezima 5-FU + oksaliplatin in vitro [66]. Pokazano je da tretman 250 pg/mL
bevacizumabom, ili bevacizumab u kombinaciji sa 5-FU + oksaliplatin rezimom tokom 72 h nije doveo do
promene ekspresije hsa-miR-93-5p u Celijskoj liniji metastatskog CRC SW620. Bevacizumab nije uticao na
ekspresiju hsa-miR-93-5p ni kod HCEC-1CT ¢elija neizmenjenog epitela kolona. Ovo je prva studija koja je
ispitivala efekat bevacizumaba na ekspresiju hsa-miR-93-5p na in vitro modelu mCRC. Medutim, u tumo-
rima poput karcinoma pluca i karcinoma dojke je pokazano da ciljani terapeutski agens bevacizumab utice
na ekspresiju hsa-miR-93-5p. Ta¢nije, bevacizumab koncentracije 50 ug/mL je nakon 72 h povecao ekspre-
siju hsa-miR-93-5p kod ¢elija karcinoma plu¢a NCI-H460 [67]. Suprotno, nivo hsa-miR-93-5p je bio snizen kod
pacijenata koji su primali bevacizumab usled karcinoma dojke [68].



mMiRNK prisutne u tkivima ili kao slobodno cirkuliSu¢i molekuli u krvi su predlozene kao obecavajudi
biomarkeri za predikciju odgovora na sistemsku i ciljanu terapiju kod pacijenata sa CRC [69]. Koris¢enjem
uzoraka metastatskog tumorskog tkiva i seruma pacijenata sa CRLM, analizirano je da li je ekspresija hsa-miR-
93-5p izmenjena kod ispitanika koji su primali neodjuvantnu hemioterapiju baziranu na kombinaciji lekova
5-FU + oksaliplatin u odnosu na one koji nisu primali neoadjuvantnu hemioterapiju, kako bi se u klini¢kim
uslovima potvrdili rezultati iz pomenutih in vitro eksperimenata. Medutim, s obzirom na to da statisticka
znacajnost nije uocena, zaklju¢eno je da neoadjuvantna hemioterapija bazirana na kombinaciji lekova 5-FU
+ oksaliplatin nije uticala na ekspresiju hsa-miR-93-5p u metastatskom tumorskom tkivu i serumu kod ispi-
tanika sa CRLM [66]. Kako bi se ispitao translacioni potencijal hsa-miR-93-5p kao prediktivhog biomarkera
za odgovor na neoadjuvantnu hemioterapiju kod ispitanika sa CRLM, analizirana je povezanost visoke, od-
nosno niske ekspresije hsa-miR-93-5p u metastatskom tumorskom tkivu i serumu ispitanika sa CRLM koji su
pokazali odgovor na hemioterapiju u odnosu na one koji nisu. Medutim, takva povezanost nije uocena.
Ovaj rezultat je bio u skladu sa studijom koja je obuhvatila ispitanike sa mCRC koji su takode primali prvu
liniju terapije baziranu na kombinaciji 5-FU + oksaliplatin [70]. Rezultati ovih studija govore u prilog tome
da hsa-miR-93-5p nema prediktivni potencijal kod pacijenata sa CRLM le¢enim sa kombinacijom 5-FU +
oksaliplatin.

Uloga hsa-miR-93-5p u prognozi bolesti

Trenutno su aktuelna istrazivanja koja za cilj imaju potragu za biomarkerima koji bi mogli da predvide
ishod bolesti pacijenata sa CRC. Biomarkeri koji bi mogli da klasifikuju pacijente koji su pod povisenim rizi-
kom za relaps bolesti, pojavu metastaza ili imaju snizeno ocekivano ukupno prezivljavanje ili prezivljavanje
bez bolesti bi bili od izuzetnog klini¢ckog znacaja jer bi mogli da uti¢u na donosenje odluke o primeni stri-
ktnijeg rezima adjuvantne hemioterapije, i ukazali bi na potrebu za ¢e$¢im pra¢enjem ovih pacijenata. Brojna
istrazivanja ukazuju da bi upravo molekuli miRNK eksprimirani u tumoruiili u razli¢itim telesnim te¢nostima
mogli biti potencijalni prognosticki biomarkeri za CRCi mCRC [69, 71, 72].

Tumorski markeri karcinoembrionski antigen (eng. carcinoembryonic antigen, CEA) i karbohidratni an-
tigen (eng. carbohydrate antigen, CA) 19-9 su dobro ustanovljeni markeri za pracenje pojave recidiva bole-
sti jer su lako detektabilni u perifernoj krvi pacijenata. Medutim, senzitivnost ovih biomarkera nije dovoljna
za precizno pracenje rekurentne bolesti i aktivno se radi na pronalaZenju nacina da se njihova senzitivnost
poboljsa. Pokazano je da bi miRNK molekuli u kombinaciji sa ovim tumorskim markerima mogli da pobo-
ljsaju diskriminaciju pacijenata u odnosu na ishod bolesti [73]. Ispitano je da li hsa-miR-93-5p eksprimirana
u CRLM ili serumu korelira sa nivoima tumorskih markera CEA i CA 19-9 [66]. Rezultati su pokazali da hsa-
miR-93-5p u CRLM pokazuje umereno negativnu korelaciju sa nivoom CEA, ali dalja istrazivanja su potrebna
koja bi potvrdila korist kombinovanja hsa-miR-93-5p i CEA tumorskog markera kod ispitanika sa CRLM za
prognozu bolesti.

Cetiri studije su ispitivale potencijalni prognosti¢ki zna¢aj hsa-miR-93-5p kod ispitanika sa CRC. Sve stu-
dije su pronasle da je sniZzena ekspresija hsa-miR-93-5p bila povezana sa pojavom ranog recidiva bolesti i lo-
$ijim ukupnim preZivljavanjem i prezZivljavanjem bez bolesti [47, 50, 51, 74]. Sto se ti¢e uloge hsa-miR-93-5p
kod mCRC, poznato je da je ekspresija hsa-miR-93-5p visa u CRLM u odnosu na normalno tkivo kolona i u
odnosu na primarni CRC [48]. Ispitan je prognosticki znacaj hsa-miR-93-5p za jednogodisnje prezZivljavanje
bez bolesti i pojavu ranog recidiva kod ispitanika sa CRLM [66]. Rezultati Kaplan-Meier-ove analize su po-
kazali da ne postoji razlika u jednogodisnjem preZivljavanju bez bolesti kod ispitanika sa povisenom i sni-
zenom ekspresijom hsa-miR-93-5p u CRLM ili serumu. Medutim, bivarijantna analiza je pokazala da je
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povisena ekspresija hsa-miR-93-5p u serumu bila znac¢ajno povezana sa pojavom ranog recidiva bolesti u
okviru pracenja ispitanika u periodu od godinu dana. Zbog toga je slobodno cirkulisuéa hsa-miR-93-5p u se-
rumu predlozena kao potencijalni prognosticki biomarker za pojavu ranog recidiva bolesti kod ispitanika sa
CRLM.

Zakljucak

U ovom radu dat je pregled uloge hsa-miR-93-5p u procesima relevantnim za kolorektalnu karcinoge-
nezu, odgovoru na terapiju i prognozu bolesti. Onkogena ili tumor-supresorska uloga hsa-miR-93-5p koju
ispoljava kroz regulaciju celijske proliferacije, ¢elijskog ciklusa i smrti, invazije, migracije i rasta tumora je
pokazana u razli¢itim tumorima, dok u CRC dosadasnja istraZivanja ukazuju na tumor-supresorsku ulogu.
Standardni hemioterapeutici za leCenje CRC utic¢u na ekspresiju hsa-miR-93-5p, ali su razli¢ite in vitro studije
pokazale oprecne rezultate. Brojne studije zato potvrduju prognosticki znacaj hsa-miR-93-5p kod ispitanika
sa CRC, jer je pokazano da je snizena ekspresija hsa-miR-93-5p povezana sa pojavom ranog recidiva bolesti
i [0Sijim ukupnim preZivljavanjem i prezivljavanjem bez bolesti.

U mCRC (Slika 2) je pokazano da hsa-miR-93-5p ucestvuje u promovisanju angiogeneze kod CRCi mCRC
tako sto stimulise in vitro formiranje tuba. Takode je pokazano da standardni hemioterapeutski lekovi 5-FU,
oksaliplatin, irinotekan i njihovi kombinovani rezimi, ali ne i ciljani agens bevacizumab, uti¢u na ekspresiju
hsa-miR-93-5p u SW620 ¢elijama in vitro, ali da efekat neoadjuvantne hemioterapije na ekspresiju hsa-miR-
93-5p nije uocen kod pacijenata sa CRLM. hsa-miR-93-5p nema prediktivni potencijal kod pacijenata sa
CRLM lecenim sa 5-FU + oksaliplatin kombinacijom. Zanimljivo je da je hsa-miR-93-5p u CRLM pokazala
umereno negativnu korelaciju sa nivoom tumorskog markera CEA, pa bi dalja istraZivanja trebalo da po-
tvrde korisnost njihovog kombinovanja za prognozu bolesti. Najzad, povisena ekspresija hsa-miR-93-5p u
n serumu ispitanika sa CRLM bila je znacajno povezana sa pojavom ranog recidiva bolesti, zbog ¢ega je pred-
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loZena kao potencijalni prognosticki biomarker za pojavu ranog recidiva kod ispitanika sa CRLM.
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Slika 2. Sematski prikaz rezultata o povezanosti hsa-miR-93-5p sa angiogenezom i odgovorom na terapiju dobijenih na osnovu in vitro studija (levo) [56, 64], i rezu-
Itata o prognostickom potencijalu hsa-miR-93-5p kod pacijenata sa mCRC (desno) [66].




lako brojni dokazi podrzavaju upotrebu miRNK kao potencijalnih prediktivnih i prognosti¢kih bioma-
rkera kako u tkivu tako i kao slobodno cirkuliSu¢ih molekula u krvi, dosadasnja istraZivanja nisu iznedrila
validirane miRNK biomarkere za odgovor na sistemsku hemioterapiju za le¢enje CRC i mCRC, niti za pro-
gnozu ishoda bolesti. Buduca istrazivanja na vec¢oj grupi ispitanika i na nezavisnim kohortama bi trebalo da
konacno rasvetle mogucnosti primene hsa-miR-93-5p u klini¢koj praksi i njenu upotrebu kao prognosti-
¢kog biomarkera kako bi se doslo do personalizovanog le¢enja ispitanika sa CRC.
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Antitumorski potencijal novih derivata steroidnih hidrazona
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Apstrakt

Kako maligne celije viemenom mutiraju i postaju rezistentne na postojece lekove postoji stalna po-
treba za novim antitumorskim lekovima. Steroidni molekuli igraju vrlo vazne uloge u bioloskim sistemima.
Usled hidrofobnosti nesmetano prolaze kroz celijske membrane pa su pogodan polazni materijal za di-
zajn novih lekova. Trasformacijama krutog tetracikli¢cnog steroidnog skeleta nastaju bioloski aktivni mo-
lekuli sa novim fizioloskim funkcijama. Sa druge strane, hidrazoni sadrze heteroatome i smatraju se
znacajnim intermedijerima pri sintezi heterocikli¢nih jedinjenja. Stoga je sintetisano i okarakterisano pe-
deset novih derivata steroidnih hidrazona, a zatim je odredena njihova citotoksi¢nost i ispitani su me-
hanizmi citotoksi¢nog delovanja.

Prema testiranim malignim ¢elijskim linijjama (HeLa, K562, MDA-MB-361, MDA-MB-453, L5174, A549),
narocito prema Hela celijama adenokarcinoma cerviksa i prema K562 ¢elijama hroni¢ne mijeloidne leu-
kemije, nova jedinjenja su ispoljila selektivnu citotoksi¢nost zavisnu od koncentracije na mikrogramskoj
skali, u mnogim slucajevima bolju od hemioterapeutika cisplatina. Nasuprot tome, pokazala su vrlo slabu
citotoksi¢nost na humane PBMC, sto se ogleda u koeficijentima selektivnosti daleko visim od vrednosti
2,5. Morfoloskom analizom Hela ¢elija tretiranih novim derivatima utvrdeno je njihovo pro-apoptotsko dej-
stvo $to je potvrdeno rezultatima protoc¢ne citometrije. Odredivanjem ciljnih kaspaza ustanovljeno je da
do apoptoze dolazi posredstvom kaspaze-3, -8 i -9. Svi ispitivani derivati su pokazali sposobnost da inhi-
biraju angiogenezu ¢elija EA.hy926 in vitro. Testirani tiazolidin-4-oni nisu prouzrokovali znacajne promene
u nivoima ekspresije gena MMP2, MMP9 i VEGFA u tretiranim Hela ¢elijama.

Rezultati sprovedenih in vitro istrazivanja mogu da ukazu na znacajan antitumorski potencijal $to ova
jedinjenja ubraja u potencijalne kandidate za in vivo ispitivanja.

Kljucne reci: steroidni hidrazoni, citotoksi¢nost, apoptoza, angiogeneza, ekspresija gena, celijski ciklus.
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Abstract

As malignant cells mutate over time and become resistant to existing drugs, there is a constant
need for new antitumor drugs. Steroid molecules play very important roles in biological systems. Due to
hydrophobicity, they pass through cell membranes unhindered, so they are a suitable starting material
for the new drugs design. Biologically active molecules with new physiological functions are created by
transformations of the solid tetracyclic steroid sceleton. Therefore, fifty new steroidal hydrazone deriva-
tives were synthesized and characterized, afterwards their cytotoxicity was determined, and the mecha-
nisms of cytotoxic action were investigated.

According to the tested malignant cell lines (HelLa, K562, MDA-MB-361, MDA-MB-453, LS174, A549),
especially according to Hela cells of cervical adenocarcinoma, and K562 cells of chronic myeloid leuke-
mia, the new compounds showed concentration-dependent selective cytotoxicity on a microgram
scale, in many cases better than chemotherapeutic cisplatin. In contrast, they showed very low toxicity
to human PBMC, which is reflected in selectivity coefficients far higher than 2.5. By morphological analy-
sis of Hela cells treated with new derivatives their pro-apoptotic effect was determined, which was con-
firmed by the results of flow cytometry. By determining the target caspases, it was established that
apoptosis is mediated by caspases-3, -8, and -9. All derivatives tested showed the ability to inhibit
EA.hy926 cells angiogenesis in vitro. Thiazolidin-4-ones tested did not cause significant changes in
MMP2, MMP9, and VEGFA gene expression levels in treated Hela cells.

I Trendovi u molekularnoj biologiji

The results of in vitro studies may indicate significant anticancer potential, which makes these com-
pounds potential candidates for in vivo testing.

Keywords: steroidal hydrazones, cytotoxicity, apoptosis, angiogenesis, gene expression, cell cycle
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1.UVOD

Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije rak, $to po ucestalosti pojavljivanja $to po smrtnosti,
zauzima drugo mesto na listi nezaraznih bolesti - odmah posle kardiovaskularnih oboljenja. Brza mutacija
malignih ¢elija i pojava rezistencije na postojece lekove opravdavaju postojanje ogromnog broja istrazi-
vanja na polju raka i nastojanje da se pronadu novi lekovi protiv ove opake bolesti.

Steroidi predstavljaju grupu Siroko rasprostranjenih bioloski aktivnih molekula koji imaju veoma vazne
uloge u bioloskim sistemima. Zbog toga su trasformacije krutog tetracikli¢cnog sistema koje izazivaju
promene u njihovim fizioloskim funkcijama i koje vode ka stvaranju novih bioloski aktivnih molekula postale
jedan od glavnih ciljeva danasnje steroidne hemije. U tom pogledu narocito se isticu modifikacije koje
ukljucuju uvodenje heteroatoma (azot, sumpor, kiseonik), novih funkcionalnih grupa i heterociklicnih prste-
nova.

Tako je u okviru disertacije iz koje proistice ovaj revijalni rad, u nadi da ¢e posedovati znacajan poten-
cijal za razvijanje novih selektivnih antikancerskih agenasa, sintetisano i detaljno okarakterisano pedeset
novih derivata steroidnih hidrazona, a zatim je odredena njihova citotoksi¢nost i ispitani su mehanizmi cito-
toksi¢nog delovanja.

2. STEROIDNI MOLEKULI

Steroidi spadaju u klasu lipida sa tetracikli¢nim jezgrom prikazanim na Shemi 1. Razlikuju se po bo¢nim
nizovima i funkcionalnim grupama koje sadrze.

Shema 1. Tetracikli¢no jezgro zajednicko za sve steroidne molekule

Ugljovodonicni skelet steroida je hidrofoban $to im omoguéava neometan prolazak kroz ¢elijske mem-
brane. Upravo zbog toga predstavljaju znacajan polazni skelet za dizajniranje antikancerskih lekova. Po-
larne funkcionalne grupe endogenih steroida, hidroksilna, fenil- ili keto-grupa, od klju¢nog su znacaja za
vezivanje steroida za receptore pri ¢emu njihovo prisustvo ne menja hidrofobnu prirodu steroidnog
molekula kao celine [1]. Steroidni molekuli su uglavnom hormoni, osim holesterola koji ima i mnostvo ne-
hormonskih uloga, te su u telu prisutni u miligramskim koli¢inama [2]. Ogroman interes nauc¢ne zajednice
danasnjice za steroidne hormone je posledica njihove uloge u kancerogenezi hormonski zavisnih tumora
kao $to su maligni tumori dojke, jajnika, prostate i testisa. Kako je rak kao skup oboljenja pri samom vrhu liste
nezaraznih bolesti na globalnom nivou [3] opravdana su mnogobrojna nastojanja naucnika da pronadu
nove antikancerske lekove.

2.1. FUNKCIONALIZACIJA STEROIDNIH MOLEKULA

Promenom strukture steroidnih molekula menjamo bioloska svojstva istih. Jedan od najznacajnijih
nacina za funkcionalizaciju steroidnih molekula, a samim tim i za prosirenje vec¢ Sirokog spektra bioloskih
aktivnosti steroida, jeste uvodenje heteroatoma (N, O, S, P), bo¢nih nizova koji sadrze heteroatome i hete-
rocikli¢nih prstenova u steroidni skelet. Heteroatomi u krutom steroidnom skeletu igraju ulogu donora i



akceptora vodonic¢nih veza ¢ime omogucavaju efikasno povezivanje sa ciljnim enzimima i receptorima.
Uvodenjem heteroatoma u neki molekul menja se njegova lipofilnost ili povecava rastvorljivost u vodi ¢ime
se poboljsavaju farmakokineti¢ka i farmaceutska svojstva tog molekula [4]. Prednosti steroidnih u odnosu
na ostale hemioterapeutike su njihova visoka biodostupnost u ¢eliji, manja toksi¢nost od ostalih i manja
verovatnoca za razvoj rezistencije na veliki broj lekova (multidrug resistance, MDR) [5].

Na Shemi 2 prikazano je nekoliko heterosteroidnih molekula iz literature za koje se ispostavilo da is-
poljavaju antitumorsku aktivnost.
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Shema 2. Heterosteroidi sa antikancerskom aktivnosc¢u [6-13]
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Naime, 16-spiroizoksazolin (1) autorke Frank i saradnika je pokazao znacajnu antikancersku aktivnost
prema celijama adenokarcinoma cerviksa Hela (IC5q 7,4 pM) [6]. Huang i saradnici su sintetisali holestan-
ski A-aza-heterosteroid (2) ¢iji se mehanizam antikancerskog delovanja ogleda u pokretanju unutrasnjeg
puta apoptoze u malignim celijama prostate [7]. Poc¢ev od 3B-acetoksipregnenolona Koutsourea i saradnici
su sinteisali B-laktam (3) koji karakterise smanjena toksi¢nost i impresivan antikancerski potencijal prema
Celijskoj liniji leukemije P388. Ovaj heterosteroid dovodi do izlecenja 4/6 miseva podvrgnutih eksperimentu
[8]. 5-Androstenski D-laktami (4 i 5) Dhingre i saradnika ispoljili su dobru aktivnost na humanoj celijskoj
liniji karcinoma prostate DU-145 u odnosu na lek finasterid kao pozitivhu kontrolu [9]. B-Laktam (6) ena-
midnog tipa autorke Krsti¢ i saradnika ispoljio je citotoksi¢nu aktivnost prema Hela ¢elijama na mikro-
gramskoj skali pri ¢emu je aktivacija apoptoze bila jedan od mehanizama citotoksi¢nog dejstva [10]. lvanyi
i saradnici sintetisali su aza-egzonuklearne pirazolinil-pregnenolone koji inhibiraju rast malignih ¢elija za
vise od 90% pri cemu se ispostavilo da je 5'S-epimer jedinjenja (7) daleko aktivniji [11]. A-kondenzovani piri-
midin (8) Baji-ja i saradnika ispoljio je antikancersku aktivnost prema malignim ¢elijskim linijjama prostate,
od kojih je izuzetno znacajna aktivnost prema ¢elijskoj liniji adenokarcinoma prostate PC-3 koja vodi poreklo
od metastaza u kostima (IC5q 9,1 uM) [12]. Isti autori su ustanovili da uvodenje voluminoznih hetero-
prstenova kondenzovanih u polozaju 2,3 ili 16,17 prisutnih u jedinjenjima 9 i 10 moze da dovede do re-
dukcije ili pak eliminacije hormonskog efekta androgena. Jedinjenje 9 ispoljilo je znac¢ajnu antikancersku
aktivnost prema trostruko negativnom adenokarcinomu dojke MDA-MB-231 (IC5q 4,5 uM), dok je jedinjenje
10 delovalo priblizno istim intenzitetom na celijsku liniju duktalnog karcinoma dojke T47D [13].

Pored najzastupljenijih aza-heterosteroida, steroida koji sadrze azot kao heteroatom, postoji znacajan
broj steroidnih jedinjenja sa uvedenim atomom sumpora ili fosfora [14-171].
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Shema 3. Neki sumporni i fosforni heterosteroidi [15-17]

Holestanski sulfidni dimer (11, Shema 3) pokazao je dobru selektivnost za tumorske u odnosu na nor-
malne Celije pri Cemu je citotoksi¢na aktivnost na Hela celije iznosila ICgq 21,2 uM [17]. Kako u prirodi pos-
toji mnostvo organofosfornih jedinjenja sa znacajnim bioloskim aktivnostima [15] to je bio podstrek da
autorka Krsti¢ i saradnici sintetisu fosforne heterocikli¢ne derivate androst-4-ena (12 i 13) i ispitaju njihovu
antikancersku aktivnost [15-16]. Ispostavilo se da derivat 13 sa tiokso-grupom u polozaju C-3 ispoljava jacu
antikancersku aktivnost prema K562 ¢elijama od svog 3-okso analoga [16]. Mohareb i saradnici su sinteti-
sali sumporne heterosteroide (14—17, Shema 4) koji se izdvajaju po svojoj antikancerskoj aktivnosti jacoj
od aktivnosti doksorubicina [18].
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Shema 4. Sumporni heterosteroidi sa antikancerskom aktivnosc¢u [18]

2.2, HIDRAZONI

Hidrazoni su klasa organskih jedinjenja koja sadrze strukturni fragment prikazan na Shemi 5. Oni na-
staju zamenom karbonilnog kiseonikovog atoma aldehida i ketona =NNH, grupom.

X i
N._R Ss N.__R
P 2 Cap-R H,N H Y 2 HQNJLN’NYRE
R; R H R
1
hidrazoni izotiocijanat tiosemikarbazoni semikarbazoni

Shema 5. Opsta formula hidrazona, tiosemi- i semikarbazona

Hidrazoni se smatraju znacajnim intermedijerima pri sintezi heterocikli¢nih jedinjenja [19]. Ispoljavaju
mnostvo razli¢itih bioloskih efekata od kojih su neki antituberkulozni [20], antifungalni [21] i antikancerski
[22-24]. Dakle, hidrazoni ¢ine vaznu klasu jedinjenja za razvoj lekova Cija je toksi¢nost svedena na minimum.

2.3. DERIVATI STEROIDNIH HIDRAZONA SA ANTITUMORSKOM AKTIVNOSCU

Mohareb i saradnici su sintetisali ¢itav niz razli¢itih derivata steroidnih hidrazona kojima je potom
odredena citotoksi¢na aktivnost. Mnoga od tih jedinjenja, medu kojima i jedinjenje 18 prikazano na Shemi
6, ispoljila su bolju citotoksi¢nu aktivnost od doksorubicina na ¢elijskoj liniji adenokarcinoma dojke MCF-7
i liniji nesitnocelijskog karcinoma pluc¢a NCI-H460 (IC5q 0,01 uM) [5]. Jabeen i saradnici su ispitali antikan-
cerska svojstva hidrazona dobijenih iz progesterona i testosterona. Testosteronski tiosemikarbazon (19) bio
je aktivan prema celijskoj liniji adenokarcinoma dojke, MCF-7 (IC5 4,8 uM), dok je progesteronski semika-
rbazon (20) pokazao znacajnu aktivnost prema celijama adenokarcinoma prostate PC-3 (IC5 4 uM) [25].
Steroidne 17-hidrazone sa heterocikli¢nim prstenovima u bo¢nom nizu sintetisali su Cui i saradnici. Od njih,
jedinjenje 21, sa indolnim prstenom u bo¢nom lancu, ispoljilo je citotoksi¢nu aktivnost prema Hela ¢elijama
(IC5p<5 uM) bolju od kontrolnog citostatika, cisplatina [26]. Od serije hidrazona koje su sintetisali Nadaria i
saradnici izdvaja se hidrazon (22) koji je na ¢elijskoj liniji karcinoma pluca A549 ispoljio citotoksi¢nu ak-
tivnost (IC5( 17,4 uM) u rangu kontrole, etoposida [27].
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Shema 6. Steroidni hidrazoni koji poseduju antikancersku aktivnost [5, 25-27]
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2.3.1. TIOSEMI/SEMIKARBAZONI | NJIHOVI DERIVATI

Tiosemikarbazoni i njihovi kiseoni¢ni analozi, semikarbazoni, su derivati hidrazona koji sadrze stru-
kturne fragmente prikazane na Shemi 5.

Tiosemikarbazoni su vrlo korisni intermedijeri pri sintezi razli¢itih heterocikli¢nih jedinjenja i helirajuci
su ligandi za metalne jone [28-37]. Pored toga, ispoljavaju Citav niz razli¢itih bioloskih efekata kao Sto su:
smirujuce [38], miorelaksantsko, psihoanaleptic¢ko i hipnoti¢ko [39-41], antidepresivno [20], antimikrobno
[21,23,42], antiameboidno [22], analgeti¢ko, antiinflamatorno [24,43] i citotoksi¢no dejstvo [44]. Farmako-
fora tiosemikarbazona sadrzi izotiocijanatni motiv za koji je poznato da ima hemioprotektivno dejstvo [45].

Na Shemi 7 su navedene strukture nekoliko steroidnih tiosemi- i semikarbazona iz literature koji su is-
poljili bolju antikancersku aktivnost od hemioterapeutika cisplatina.

Tiosemikarbazon (23) Huang-a i saradnika bio je aktivan prema mnostvu razli¢itih malignih ¢elijskih
linija [46]. Cui i saradnici su, polazeci od sitosterola i stigmasterola, sintetisali B-homosteroidne laktame sa
tiosemikarbazonskim fragmentom smestenim u polozaj C-3. Derivati sitosterola pokazali su se kao bolji
citotoksi¢ni agensi od kojih su jedinjenja 24 i 25 ispoljila izuzetnu citotoksi¢nu aktivnost na ¢elijskoj liniji he-
patocelularnog karcinoma jetre, Bel-7404 (IC5q 3,91 5,6 uM, redom) [47]. Derivati holesterola i stigmasterola,
6-tiosemi/semi-karbazoni (26—-30) Gan-a i saradnika, takode su ispoljili jacu citotoksi¢nu aktivnost od cis-
platina prema Bel-7404 celijama [48].
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Shema 7. Steroidni tiosemi/semi-karbazoni sa antikancerskom aktivnosc¢u [46-48]

U okviru disertacije iz koje proisti¢e ovaj revijalni rad sintetisano je i okarakterisano pedeset novih a,3-
nezasicenih steroidnih tiosemi/semi-karbazona i njihovih derivata nakon ¢ega im je odredena citotoksi¢nost,
a potom su za najaktivnija jedinjenja ispitani mehanizmi citotoksi¢nog delovanja. 3-Tiosemikarbazon (31,
Shema 8) je na tri maligne celijske linije, K562, MDA-MB-452 i A549, ispoljio citotoksi¢nost sa IC5 vredno-
stima nizim od 10 uM [49]. Za sintetisane semikarbazone i njihove derivate ispostavilo se da su imali daleko
nizu citotoksi¢nu aktivnost od njihovih sumpornih analoga te je 3,17-bis(semikarbazon) (32) ispoljio
umerenu citotoksi¢nost na celije Hela [50].

1,3,4-Tijadiazolini, petoc¢lani heterocikli koji sadrze dva atoma azota i atom sumpora, nastaju transfo-
rmacijama tiosemikarbazona. Njihova strukturna podjedinica je sastavni deo prirodnih proizvoda kao $to su
hormoni, vitamini, antibiotici i alkaloidi. Literaturni podaci svedoce da tijadiazolini ispoljavaju mnostvo ra-
zlicitih bioloskih svojstava i ponasaju se kao analgetici, deluju antiinflamatorno, antimikrobno i antitumorski
[33,51]. Novi 3,17-bis(tijadiazolin) (33) sintetisan u okviru ove disertacije ispoljio je citotoksi¢nu aktivnost
prema celijama Hela i K562 na mikrogramskoj skali, dok su koeficijenti selektivnosti (Ks) za navedene ma-
ligne u odnosu na zdrave celije iznosili preko 20 [49].

1,3-Tiazolidin-4-oni, jo$ jedna klasa organskih jedinjenja koja nastaje ciklizacijom tiosemikarbazona,
derivati su petoclanog zasi¢enog tiazolidina koji je u prirodi prisutan u penicilinu [52]. Vodeni ovom ¢inje-
nicom istrazivaci sintetiSu tiazolidinone i ispituju njihov bioloski profil. Tako su iz ove disertacije proistekle
dve serije novih steroidnih tiazolidinona, medu kojima je i jedinjenje 34, koji su ispoljili izuzetnu citoto-
ksi¢nost prema ispitivanim malignim celijskim linijama i imali Ks vrednosti daleko vise od vrednosti 2,5 [53].
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Shema 8. Tiosemi/semi-karbazoni i njihovi derivati sintetisani u okviru disertacije koji ispoljavaju citotoksi¢nu aktivnost [49,50,53]

3. CITOTOKSICNOST I MEHANIZMI CITOTOKSICNOG DELOVANJA

3.1. Citotoksi¢na aktivnost novih derivata steroidnih hidrazona

Za sva nova jedinjenja uradena je in vitro citotoksi¢na aktivnost na humanim malignim éelijskim linijama:
Hela (adenokarcinom cerviksa), K562 (hroni¢na mijeloidna leukemija), MDA-MB-361 (adenokarcinom dojke),
MDA-MB-453 (karcinom dojke), LS174 (adenokarcinom kolona) i A549 (karcinom pluca). Pored toga, cito-
toksi¢nost ovih jedinjenja ispitana je i na normalnim humanim fibroblastima plu¢a, MRC-5 [49,53]. Dobi-
jene IC5q vrednosti za odabrana jedinjenja Cije su strukture prikazane na Shemi 9 nalaze se u Tabeli 1.
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Shema 9. Strukture novih jedinjenja koja su ispoljila najbolju citotoksi¢nost na ispitivanim malignim celijskim linijjama [49,53]



1C;, £ 5D (uM)

Jedinjenje
Hela K562 MDA-MB-361 MDA-MB-453 L5174 AS49 MRC-5

1a 181433 11,3422 1441 £ 366 444429 61.3+£13,0 10,3407 77411
1b The+02 67202 20,7 £ 6,0 58+02 352116 B9+0,5 6,501
1ec 173468 6,7 +03 187 89 69403 262 +6,0 95+0,5 72413
2a 78103 88x1.3 > 200 11,019 126+ 38 206+£13 12720
cisplatin 21202 5403 17,1+£1,2 3605 17806 144+0,7 92+02
3a B9+19 B E+1,] 12,7 £2,0 23,7 £32,7 482449 223447 62,7 4632
ib 10,7 £ 2,5 B87+11 256+46 238+1,7 487 £ 05 495+ 0.6 448473
3c 25+09 88+1.2 19,6+22 26,2+ 27 51.3%3.2 404 +75 499+9.3
da 13,5+ 0,1 Bo£1, 36,0 46,3 30,9 £ 6,2 42,6464 253440 58,1426
ab 129129 105%1,3 30,2£73 37325 21,851 27.6+72 534+90
4c 11,2+£1.6 9617 4.6 +£04 33.5+£63 47839 249102 488+ 1.6
cisplatin 52105 571056 21.5£1.5 6505 186+20 174£18 13.0+1,7

Tabela 1. In vitro citotoksi¢nost novih steroidnih tiosemikarbazona (1a-c) i njihovih derivata, tijadiazolina 2a i tiazolidin-4-ona (3a-c, 4a-c) [49,53].

3-Tiosemikarbazoni 1b i 1c su na K562 Celije ispoljili citotoksi¢nost u rangu hemioterapeutika cisplatina
koji je sluZio kao pozitivna kontrola (IC5y<10 uM). Derivat 1b ispoljio je dobru citotoksi¢nost na Hela Celije,
dok su preostala dva jedinjenja ove serije ispoljila umerenu aktivnost. Na MDA-MB-361 Celije dva tiosemika-
rbazona su ispoljila citotoksi¢nost u rangu cisplatina. Kada su u pitanju ¢elije MDA-MB-453, na njima su dva
derivata ovog tipa ispoljila citotoksi¢nost nizu od 10 uM, ali su bila duplo manje citotoksi¢na od cisplatina.
Slabu citotoksi¢nu aktivnost tiosemikarbazoni su ispoljili na ¢elijama LS174. Tiosemikarbazoni su bili izuzetno
citotoksi¢ni na celije A549, jace od cisplatina, ali su bili jos jace citotoksi¢ni na normalne humane fibroblasti
plu¢a MRC-5 $to znadi da izostaje selektivnost za maligne u odnosu na zdrave Celije. Ipak, i cisplatin,
hemioterapeutik koji se decenijama koristi za leCenje mnogih tipova malignih tumora, ukljucujucii karcinom
pluca, bio je jednako neselektivan za A549 ¢elije u odnosu na MRC-5 celije.

3,17-Bis(tijadiazolin) 2a se pokazao kao citotoksi¢an za K562, HeLa i MDA-MB-453 ¢elije dok za drugu
Celijsku liniju raka dojke, MDA-MB-361, nije bio citotoksi¢an. Na Celije LS174 pomenuti tijadijazolin je bio cito-
toksican jace od cisplatina. Dobra citotoksi¢nost na celije A549 ostaje u senci Cinjenice da je jedinjenje 2a
jos jace citotoksi¢no za normalne ¢elije MRC-5.

3-Tiazolidin-4-oni su na K562 i HeLa celije ispoljili citotoksi¢nost sa IC5 vrednostima od oko 10 uM. De-
rivati 3a i 3¢ su na celije MDA-MB-361 ispoljili citotoksi¢nu aktivnost bolju od cisplatina, a 3b u rangu ci-
splatina. Na preostale testirane maligne ¢elijske linije, MDA-MB-453, LS174 i A549, tiazolidinoni su ispoljili
umerenu, slabu, odnosno slabu do umerenu citotoksi¢nost, redom.

3,17-Bis(tiazolidin-4-oni) su bili citotoksi¢ni na HelLa i K562 ¢elije dok su na ostale ¢elije bili umereno
aktivni. Umerena citotoksi¢nost utvrdena je i za A549 Celije, ali je bila duplo ja¢a na maligne u odnosu na
zdrave humane MRC-5 Celije.

Ukupno uzevsi, K562 i HelLa ¢elije su bile najosetljivije na citotoksi¢nost novih derivata steroidnih hidra-
zona zbog ¢ega je ispitivanje mehanizama citotoksi¢nog delovanja istih radeno upravo na tim ¢elijama.

Sumiranjem prikazanih rezultata moze da se dode do zakljucka da su a,3-nezasiéeni supstituenti u C-3
poloZaju tiosemikarbazona ili tiazolidin-4-ona, spiro-heterocikli¢ni prsten ili okso-grupa u poloZaju C-17 i
tiazolidinonski prsten u poziciji C-17 strukturni fragmenti koji su u najve¢oj meri odgovorni za citotoksi¢nu
aktivnost novosintetisanih steroidnih hidrazona i njihovih derivata.

I Trendovi u molekularnoj biologiji

113



H Trends in Molecular Biology

3.2. Ispitivanje citotoksi¢nosti na PBMC

Derivati steroidnih hidrazona koji su ispoljili najvisi intenzitet citotoksi¢ne aktivnosti na ispitivanim ma-
lignim ¢elijskim linijjama odabrani su za dalja ispitivanja citotoksi¢nosti na normalnim humanim mononu-
klearnim ¢elijama periferne krvi (eng. Peripheral blood mononuclear cells, PBMC), pri ¢emu je kao pozitivna
kontrola koris¢en hemioterapeutik cisplatin (Tabela 2). Na osnovu ovih rezultata tiosemikarbazoni (serija 1),
nasuprot preostalim testiranim jedinjenjima, ispoljavaju umerenu do dobru citotoksi¢nost na PBMC.

IC., £ 5D (pM) IC., % 5D (pM)
Jedinjenje pPBMC Jedinjenje PBMC
1a 44,1 £ 13,7 3a 1458+ 25
b 15,7 + 3,0 3b >3200
1c 24,9+ 14,8 3c 1234+ 4,4
2a 2200 4a 1888+ 15,9
f / ab 87.140,5
/ / ac 5200
Cisplatin 68+126 Cisplatin 71,3+820

*Iz cetiri nezavisna eksperimenta (zdravi donori kryi)

Tabela 2. In vitro citotoksi¢nost prema PBMC za najaktivnije tiosemikarbazone (1a-c), tijadiazolin 2a i tiazolidin-4-one (3a-c, 4a-c) [49,53].

Jasnije znadenje rezultata ovog eksperimenta dobija se uvidom u izracunate koeficijente selektivnosti
(Ks), odnose ICg vrednosti dobijenih za normalne PBMC i maligne celijske linije, Sto je prikazano u

Tabelama 3i 4.

Koeficijent selektivnosti (Ks)

Jedinjenje PBMC/ PEMC/ PBMC/ PBMC/ PEMC/ PBMC/

Hela K562 MDA-MB-361 MDA-MB-353 L5174 AS549
1a 24 39 0.3 1.0 0.7 43
1b 21 24 08 23 0.5 1.8
1c 14 37 1.3 36 1.0 2.6
2a =255 =228 =1 =181 =159 =87
Cisplatin 189 11,3 36 16,9 34 4.2

Tabela 3. Koeficijent selektivnosti (Ks) u citotoksi¢cnom dejstvu mono-tiosemikarbazona 1a-ci bis(tijadiazolina) 2a u odnosu na PBMC [49].

Koeficijent selektivhosti (Ks)

Jedinjenje PBMCS PEBMC/ PEMC/ PBMC/ FBMCS PBMC/S

Hela K562 MDA-MB-361 MDA-MB-453 L5174 A549
3a 16,3 16,6 11,5 6,2 3 6.5
3b = 18,6 =23 =78 =84 = =40
3c 13 14 63 4.7 24 31
4a 14 213 52 a,1 44 7.5
4b 6,7 B3 29 23 4.0 32
4c =178 > 208 >81 »6 =42 >80
Cisplatin 13,6 12,6 33 111 i8 4.1

Tabela 4. Koeficijent selektivnosti (Ks) u citotoksi¢nom dejstvu odabranih tiazolidin-4-ona, jedinjenja 3a-c i 4a-c u odnosu na PBMC [53]

Naime, smatra se da ukoliko su vrednosti koeficijenata selektivnosti iznad 2,5 jedinjenja za koja su isti
dobijeni svrstavaju se u grupu onih jedinjenja koja imaju potencijal da se, u cilju dalje procene njihove an-
tikancerske efikasnosti, ispituju in vivo.

Tiosemikarbazoni (serija 1, Tabela 3) [49] su pokazali viSu citotoksi¢nost na Hela, K562, MDA-MB-453 i
A549 ¢elije u odnosu na normalne PBMC, dok za LS174 Celije to ne vazi. Jedinjenje 1a je za K562 i A549 Celije

imalo Ks vrednosti iznad 2,5, dok je za jedinjenje 1c to vazilo i za MDA-MB-453 ¢elije.



Ks dobijeni za najbolji od testiranih bis(tijadiazolina), jedinjenje 2a, ukazuju na visu citotoksi¢nu ak-
tivnost na sve ispitane maligne ¢elijske linije u odnosu na normalne PBMC. Ks ovog derivata su za sve celi-
jske linije osim za MDA-MB-361 veci od 2,5 i imaju najvise vrednosti od svih novih derivata, tacnije krecu se
u intervalu 9,7-25,5, $to ovo jedinjenje ubraja u grupu potencijalnih kandidata za in vivo ispitivanja an-
tikancerske aktivnosti.

Kada su u pitanju tiazolidin-4-oni (Tabela 4) [53], sva ispitivana jedinjenja ispoljila su visi intenzitet cito-
toksi¢ne aktivnosti na sve maligne ¢elijske linije, narocito na Hela, K562, MDA-MB-361 i MDA-MB-453, u
odnosu na PBMC. Selektivnost pri antikancerskoj aktivnosti tiazolidin-4-ona bila je veoma visoka, u velikom
broju slucajeva bolja nego za cisplatin, pri ¢emu su Hela i K562 celijske linije bile najosetljivije na citoto-
ksi¢ne efekte ove klase jedinjenja. Pored toga, jedinjenja 3a, 3b, 4a i 4c su takode ispoljila vrlo dobru sele-
ktivnost pri antikancerskom delovanju na humane ¢elijske linije kancera dojke, MDA-MB-361 i MDA-MB-453,
kao i na ¢elije karcinoma pluca A549.

Efikasno i selektivno ubijanje malignih ¢elija uz ispoljavanje minimalne toksi¢nosti na normalne ne-
transformisane celije, a narocito na celije imunskog sistema koje ucestvuju u antikancerskom imunskom
odgovoru, izuzetno su vazna svojstva pri razvoju novih antikancerskih lekova. Stoga, vrlo dobra selektivnost
pri citotoksicnom delovanju ispitivanih derivata steroidnih hidrazona za humane maligne Celijske linije (po-
sebno za K562 i Hela ¢elije) u poredenju sa normalnim humanim PBMC, ukazuje na znacajan antikancerski
potencijal ovih jedinjenja, koji bi trebalo dalje da se ispituje in vivo.

3.3. Promene u distribuciji HeLa i K562 celija po fazama celijskog ciklusa

S ciljem da se rasvetle mehanizmi citotoksi¢nog delovanja novih steroidnih derivata ispitivane su
promene u raspodeli HeLa i K562 ¢elija po fazama celijskog ciklusa nastale kao posledica tretiranja ¢elija
IC5q i dvostrukim IC5q koncentracijama jedinjenja 3ai 4a u trajanju od 24§ 48 h [53].

Oba ispitana derivata steroidnih hidrazona, bilo da su primenjeni u ICg ili 2IC5 koncentracijama pri
periodu inkubiranja od 24 ili 48 h, dovela su do promena u distribuciji HelLa i K562 ¢elija po odredenim
fazama celijskog ciklusa.

Tiazolidin-4-oni 3a i 4a primenjeni pri ICgq i dvostrukim IC5q koncentracijama u trajanju od 24 hili 48
h indukovali su statisticki znac¢ajno povecanje procenta Hela ¢elija u subG1i G2/M fazama ¢elijskog ciklusa
u poredenju sa kontrolnim uzorkom ¢elija (Slika 1). Ove promene su pra¢ene znacajnim smanjenjem pro-
centa tretiranih Hela celija u G1 fazi. Pored toga, izloZenost jedinjenju 3a 2IC5 koncentraciji u trajanju od
24 hi1Cgq koncentraciji u trajanju od 48 h dovela je do znacajne akumulacije Hela celija u S fazi, dok je sta-
tisticki znacajno povecanje procenta celija u S fazi primeceno u Hela ¢elijama tretiranim sa obe konce-
ntracije jedinjenja 4a u trajanju od 24 h ili 48 h.

U celijama humane mijeloidne leukemije K562 tretman ICgy i 2IC5q koncentracijama mono-tiazolidin-
4-ona 3a u trajanju od 24 h i 48 h prouzrokovao je statisti¢ki znacajno povecanje procenta celija u subG1 fazi
Celijskog ciklusa, kao i znacajno povecanje u G2/M fazi Celijskog ciklusa u poredenju sa kontrolnim ¢éelijama
(Slika 2). Takode je evidentirano i znacajno smanjenje procenta K562 celija u fazama G1 i S. Bis(tiazolidin-
4-on) 4a u obe primenjene koncentracije doveo je do znacajne akumulacije K562 celija u subG1 i G2/M
fazama celijskog ciklusa u poredenju sa kontrolnim uzorkom. Pored toga, primecen je i statisticki znacajan
pad procenta K562 celija u G1 fazi, dok je redukovan broj ¢elija u S fazi bio statisti¢ki znacajan samo ukoliko
je tretman trajao 24 h.
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Slika 1. Promene u distribuciji HeLa celija po fazama celijskog ciklusa. Analiza ¢elijskog ciklusa je vrSena na Hela celijama koje su bile tretirane IC50 ili 2IC50 ko-
ncentracijama tiazolidin-4-ona 3a i 4a [53] u trajanju od 24 ili 48 h. Rezultati eksperimenta su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija tri nezavisna
eksperimenta. Za statisticku obradu podataka je koris¢en program ANOVA pri ¢emu su statisticki znacajne vrednosti (p < 0,05) oznacene zvezdicom (¥).
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Slika 2. Promene u distribuciji K562 celija po fazama celijskog ciklusa. Analiza celijskog ciklusa je vr$ena na K562 ¢elijama tretiranim IC50 ili 2IC50 koncentraci-
jama tiazolidin-4-ona 3ai 4a[53] u trajanju od 24 ili 48 h. Rezultati eksperimenta su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija tri nezavisna eksperimenta.
Program ANOVA je koriscen za statisticku obradu podataka pri ¢emu su statisticki znacajne vrednosti (p < 0,05)



3.4. Detekcija tipa celijske smrti HelLa celija
3.4.1. Morfoloska analiza tipa celijske smrti fluorescentnom mikroskopijom

Tip celijske smrti koju indukuju jedinjenja 3a i 4a na Hela ¢elijama ispitan je morfoloskom analizom flu-
orescentnom mikroskopijom ciljnih ¢elija obojenih smesom boja akridin-oranzi etidijum-bromid (Slika 3).
Kao pozitivna kontrola koris¢en je hemioterapeutik cisplatin [53].

Na fotomikrografijama HeLa Celija koje su bile tretirane 2ICgq koncentracijama (odredene MTT testom
nakon 72 h delovanja) steroidnih jedinjenja u trajanju od 24 h mogla su da se uoce tipi¢na morfoloska
obelezja apoptoze - skupljanje ¢elija, kondenzacija hromatina, smanjivanje i fragmentacija nukleusa, pri-
sustvo narandzasto-crvenoobojenih ¢elija u kasnoj fazi apoptoze ili sekundarne nekroze. Kruzni oblik HelLa
Celija koji je zapazen pri tretmanu jedinjenjima 3ai 4a jednim delom je uzrokovan i zaustavljanjem u G2/M
fazi celijskog ciklusa o ¢emu svedoci eksperiment analize ¢elijskog ciklusa.

kontrola 3

Slika 3. Indukovanje apoptoze Hela celija tiazolidin-4-onima 3a i 4a [53].

3.4.2. Detekcija tipa Celijske smrti proto¢nom citometrijom

Identifikacija HeLa ¢elija u razli¢itim stadijumima apoptoze indukovane ispitivanim steroidnim deriva-
tima uradena je proto¢nom citometrijom nakon bojenja ¢elija smeSom boja aneksin V-FITC (A) i propidijum-
jodid (P) [49]. Frakcija zivih ¢elija (A/P) koja nije prikazana na Slici 4 najzastupljenija je u netretiranim
kontrolnim celijama. Tretman Hela Celija 21C5q koncentracijama ovih steroidnih derivata je doveo do
povecanja procenta ¢elija u ranoj fazi apoptoze (A*/P), ¢elija u kasnoj fazi apoptoze ili sekundarne nekroze,
(A*/P*), kao i mrtvih celija (A/P*). Dakle, ovaj eksperiment je pokazao da novosintetisana jedinjenja
prouzrokuju apoptozu Hela ¢elija.

Hela 2ICg 24h

20 celija

K 1a 1b 1le 2a

Slika 4. Analiza proto¢nom citometrijom kontrolnih i tretiranih HeLa celija obojenih aneksin V FITC-om i propidijum-jodidom. HeLa celije su bile tretirane 21C50
koncentracijama steroidnih tiosemikarbazona 1a-c i tijadiazolina 2a u trajanju od 24 h. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + S.D. dva nezavisna eksperimenta

[49].
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3.5. Odredivanje ciljnih kaspaza

Kaspaze, aspartat-specifi¢ne cistein-proteaze, izuzetno su znacajni ucesnici signalnih puteva apoptoze.
Proizvode se u obliku neaktivnih monomernih prokaspaza koje zahtevaju dimerizaciju i razlaganje za akti-
vaciju. Od apoptotskih kaspaza -3, -8 i -9, kaspaze -8 i -9 su inicijatorske, dok je kaspaza-3 jedna od glavnih
egzekutorskih (efektorskih) kaspaza. Kaspaza-8 je ucesnik spoljasnjeg puta apoptoze kojeg pokrecu ligandi
koji se vezuju za receptore smrti. Kao posledica raznih celijskih stresova mitohondrije otpustaju citohrom ¢,
formira se apoptozom i na taj nacin se pokrece unutrasniji ili mitohondrijski put apoptoze posredstvom ka-
spaze-9 (Slika 5) [54,55].

Ligand Bl spoljasnii put Unutrasnji put  Razni éelijski stresovi
Receptor

Domen .

| Prokaspaze | _ W

m 3,6.7
Pro- Aktivna Aktivna | i
kaspaza-8 | | kaspaza 8 kaspaza 9
Aktivne - Ciohoonics
= | kaspaze| ==
3,67
-
—
kaspaza 9
Apoptoza

FADD - domen smrti povezan sa ligandom Fas; APAF1 - apoptotski proteazno aktivirajuéi faktor 1;
BID - proapoptotski Bcl-2 protein koji sadrZi samo BH3 domen; tBID — kaspazom-8 aktivirani BID
Slika 5. Spoljasnji i unutrasnji put apoptoze

Odgovor na pitanje koje od apoptotskih kaspaza-3, -8 i -9 ucestvuju u indukciji apoptoze Hela celija
izlozenih dejstvu sintetisanih derivata steroidnih hidrazona dobijen je upotrebom specifi¢nihinh inhibitora
tih kaspaza, fluormetil-ketoni derivatizovanih peptida, Z-DEVD-FMK (inhibitor kaspaze-3), Z-IETD-FMK
(inhibitor kaspaze-8) i Z-LEHD-FMK (inhibitor kaspaze-9) pri ¢emu je meren procenat Hela ¢elija u subG1 fazi,
odnosno procenat apoptotskih ¢elija (Slika 6).

Za svako od ispitivanih steroidnih jedinjenja pokazano je znac¢ajno smanjenje procenta Hela ¢elija u
subG1 fazi u uzorcima koji su prvo tretirani specificnim inhibitorom kaspaze-3, -8 ili -9, a zatim tretirani 2ICg
koncentracijom jedinjenja, u odnosu na procenat Hela ¢elija u subG1 fazi u uzorcima koji su tretirani samo
jedinjenjem. Dakle, upotrebom bilo kojeg od tri koris¢ena inhibitora kaspaza povecano je prezivljavanje
Hela celija $to je dokaz da su ispitivana jedinjenja sposobna da posredstvom kaspaza aktiviraju kako spo-
ljasnji tako i unutrasnji put apoptoze.
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Slika 6. Odredivanije ciljnih kaspaza, u¢esnika u signalnim putevima apoptoze, indukovanog najaktivnijim derivatima steroidnih hidrazona.
Efekat primene specifi¢nih inhibitora kaspaza (Z-DEVD-FMK — inhibitor kaspaze-3; Z-IETD- FMK — inhibitor kaspaze-8; Z-LEHD-FMK — inhibitor kaspaze-9)
na procenat Hela celija u subG1 fazi ¢elijskog ciklusa nakon tretiranja 21C50 koncentracijama novih derivata [49, 53].

3.6. In vitro test za angiogenezu ili test gradenja cevi od endotelnih éelija

Kako bi maligna celija neometano dopremila nutrijente i kiseonik potrebne za opstanak ona tezi da
prosiri i razgrana mrezu krvnih sudova odnosno zapocinje proces angiogeneze. Novonastali krvni sudovi su
strukturno neorganizovani, prosireni i propustljivi tako da povecavaju verovatno¢u metastaziranja tumora.
Pored toga, luc¢e materije koje sprecavaju proces apoptoze. Stoga je jedna od strategija borbe protiv ma-
lignih tumora upravo inhibiranje procesa angiogeneze. Inhibitori angiogeneze su manje toksi¢ni od sta-
ndardno koris¢enih hemioterapeutika i koriste se paralelno uz operaciju, hemioterapiju ili zracenje [1].

Kada se humane endotelne celije pupcane vene, EA.hy926 ¢elije, zaseju na povrsinu matriksnog ma-
trigela one pocinju da se Sire, povezuju i reorganizuju tako da formiraju tubularne strukture nalik na kapi-
lare i poligonalne strukture [56]. Ovaj esej primenjuje se za ispitivanje sposobnosti jedinjenja da inhibira
process angiogeneze in vitro odnosno za ispitivanje antiangiogenetskog potencijala jedinjenja.

Reprezentativne fotomikrografije kontrolnih EA.hy926 celija i ¢elija izlozenih dvadesetoasovnom de-
lovanju suptoksicnih ICy koncentracija novih najaktivnijih i najselektivnijih steroidnih derivata, tiazolidin-
4-ona 3ai4a [53], prikazane su na Slici 7.

Svi ispitivani derivati su pokazali sposobnost da inhibiraju angiogenezu EA.hy926 Celija in vitro.

In vitro esej angiogeneze ukazao je na antiangiogenetske efekte tiazolidin-4-ona 3a i 4a primenjenih pri
niskim suptoksi¢nim koncentracijama. Oba tiazolidin-4-ona inhibirala su Sirenje i povezivanje EA.hy926 ¢elija
kao i formiranje tubularnih struktura sto svedoci o njihovom antiangiogenetskom potencijalu.
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Slika 7. Efekti derivata steroidnih hidrazona na in vitro angiogenezu EA.hy926 celija. Fotomikrografije kontrolnih EA.hy926 celija
i celija izloZenih suptoksi¢nim ICyq koncentracijama tiazolidin-4-ona 3a i 4a u trajanju od 20 h.

3.7. Efekat steroidnih derivata na ekspresiju gena u Hela celijama

Matriksne metaloproteinaze (MMP) su familija cink-zavisnih proteinaza ¢iji su predstavnici MMP-2 i
MMP-9. Ovi proteini se aktiviraju hidrolizom. Geni MMP-2 i MMP-9 kodiraju enzime koji vr$e degradaciju ko-
lagena tipa IV, glavne strukturne komponente bazalne membrane, i samim tim uti¢u na svojstva bazalne
membrane da ometa pokretljivost malignih ¢elija. IstraZivanja su pokazala da MMP-2 i MMP-9 igraju klju¢nu
ulogu u degradaciji ekstracelularnog matriksa kao i u promovisanju invazije tumora i metastaziranja [57].

Kako bi maligna ¢elija obezbedila kiseonik i nutrijente neophodne za opstanaki rast, ona formira mrezu
kapilara iz postojecih krvnih sudova odnosno aktivira proces angiogeneze. VEGFA je gen koji kodira protein
vaskularnog endotelnog faktora rasta A. Spada u najmocnije specificne angiogene faktore, a aktivan je u
formi glikozilovanog homodimernog proteina. VEGFA inhibira apoptozu i dovodi do proliferacije endotelnih
Celija, njihove migracije, organizovanja u tubule i povecanja permeabilnosti $to su sastavni delovi angio-
gene kaskade [58].

U cilju istrazivanja antimetastatskih i antiangiogenetskih svojstava novih steroidnih tiazolidin-4-
onskih derivata 3a i 4a, ispitan je njihov uticaj na ekspresiju gena MMP2, MMP9 i VEGFA u Hela celijama.
Poreden je nivo ekspresije kontrolnih gena kod Hela ¢elija tretiranih steroidnim tiazolidin-4-onima (Slika
8). Tretman jedinjenjima 3a i 4a jedva da je uticao na nivoe ekspresije gena MMP2 i MMP9. Pored toga, ova
jedinjenja nisu uzrokovala znacajne izmene ekspresije gena proangiogenog faktora rasta VEGFA u Hela celi-
jama. Dakle, ispitivani tiazolidin-4-oni ne podsti¢u angiogenezu niti povecavaju verovatnocu nastanka
metastaza.
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Slika 8. Nivo ekspresije gena MMP2, MMP9 i VEGFA u kontrolnim HeLa celijama (K) i HeLa celijama izloZenim suptoksi¢nim IC)q koncentracijama
tiazolidin-4-ona 3a i 4a u trajanju od 24 h.

4. ZAKLJUCAK

Derivati steroidnih hidrazona ispoljavaju mnostvo biolo3kih efekata, a odlikuje ih snizena toksi¢nost u
odnosu na druge vrste lekova. Iz tog razloga mnoge istrazivacke grupe bave se sintezom i ispitivanjem bi-
olosdkih svojstava ovih jedinjenja.

Za nove derivate utvrdeno je da su strukturni fragmenti koji pozitivno uti¢u na njihovu antikancersku
aktivnost a,3-nezasic¢ena tiosemikarbazonska strukturna jedinica u polozaju C-3, spiro heterocikli¢ni sup-
stituent u polozaju C-17 bis(tijadiazolina) i heterocikli¢ni tiazolidinonski prsten uveden u polozaj C-3, a
narocito u polozaj C-17.

Zahvaljujudi njihovom jakom antiproliferativnom i proapoptotskom efektu prema malignim ¢elijskim
linijama, kao i visokoj selektivnosti u citotoksi¢cnom delovanju na maligne u odnosu na normalne ¢elije,
rezultati sprovedenih in vitro istraZzivanja mogu da ukaZu na znacajan antitumorski potencijal steroidnih
tiosemikarbazona 1a—c, tijadiazolina 2a i tiazolidin-4-ona 3a i 4a, $to ova jedinjenja ubraja u potencijalne
kandidate za in vivo ispitivanja.

Na osnovu dobijenih rezultata namece se zakljucak da bi valjalo da se ve¢ postojedi derivati steroidnih
hidrazona koji su pokazali citotoksi¢ni potencijal podvrgnu dodatnim in vitro i in vivo testovima, kao i da se
sintetisu i ispitaju nova jedinjenja ove klase koja bi bila potencijalni buduéi hemioterapeutici.

5.ZAHVALNICA
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Apstrakt

I Trendovi u molekularnoj biologiji

Savremeni terapijski pristupi u le¢enju pacijenata obolelih od glioblastoma (GBM) oslanjaju se
na primenu alkiliraju¢ih agenasa poput Temozolomida (“Stupp”-ov protokol). Sveobuhvatnim studi-
jama izu¢avanja genomskih asocijacija (GWAS) i randomizovanim klini¢kim ispitivanjima otkriven je
uticaj statusa nekoliko vaznih molekularnih markera na terapijski odgovor i klini¢ki ishod kod GBM
pacijenata. Najvaznijim takvim markerom smatra se status mutacije gena za izocitrat-dehidrogenazu
1 (IDH1-R132H), koji je uvrsten u vazecu Klasifikaciju tumora centralnog nervnog sistema Svetske
zdravstvene organizacije. Odredivanjem njegovog statusa moguce je razlikovati primarne od sekun-
darnih GBM koje odlikuju znacajne razlike u toku i ishodu bolesti. Takode, pokazano je da je IDH1-
R132H mutacija usko povezana sa mehanizmima epigenetickog utisavanja aktivnosti gena za
reparacioni enzim O°-metilguanin-metiltransferazu (MGMT) putem metilacije njegovog promotornog
regiona. Zbog direktnog suprotstavljanja MGMT enzima dejstvu alkiliraju¢ih agenasa, navedena in-
aktivacija njegove aktivnosti predstavlja povoljan prognosticki i predikcioni faktor GBM. Predmet
ovog revijskog rada bic¢e pregled aktuelnih saznanja o ulozi navedenih markera u etiologiji GBM,
znacaja njihove udruzene evaluacije i problema Sire implementacije njihovog odredivanja u klini¢koj
praksi.

Kljuéne redi: glioblastom, molekularni markeri, epigenetika, MGMT, IDH1
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Abstract

Current therapy protocols for the management of glioblastoma (GBM) patients mostly rely on the use
of alkylating agents, such as Temozolomide (Stupp protocol). During the past several decades, compre-
hensive genome-wide association studies (GWAS) and randomized clinical trials have revealed and confi-
rmed the impact of numerous molecular markers on the therapy response in GBM patients. Among them,
the mutation status of the isocitrate dehydrogenase 1 gene (IDH1-R132H) was presented as the most im-
portant molecular marker of GBM. Due to its importance, in 2016 it was introduced to the World Health Or-
ganisation (WHO) Classification of Tumours of the Central Nervous System (CNS), which is still valid.
Through IDH1-R132H mutation evaluation, it is possible to distinguish the primary from the secondary
GBM which significantly differ in the clinical course and outcome. Moreover, it was shown that IDH1-R132H
mutation is closely related to the molecular mechanisms which drive epigenetic silencing of the O6-Me-
thylguanine-DNA Methyltransferase gene (MGMT) through methylation of its promoter region. Due to
the direct opposition of the MGMT enzyme to the alkylating agents’ activity, its inactivation represents a
favorable prognostic and predictive factor in GBM. This review article discusses the current insights on the
role of IDH1 mutation and MGMT epigenetic silencing in GBM etiology, the importance of their mutual eva-
luation, and the challenges of their evaluation in clinical practice.

Keywords: glioblastoma, molecular markers, epigenetics, MGMT, IDH1



KLINICKI NAJZNACAJNIJA GENETICKA | MOLEKULARNA OBELEZJA GBM

U jeku ubrzanog razvoja molekularnih metoda istrazivanja humanog genoma zacetog s kraja XX veka,
klinicka dijagnostika i klasifikacija glioblastoma (GBM) pretrpela je korenite promene s ciljem unapredenja
prognosticke stratifikacije i predikcije odgovora na terapiju. Tome je doprinelo pronalazenje pouzdanih
molekularnih markera GBM poput statusa mutacije gena za izocitrat dehidrogenazu 1i 2 (IDH1/2) i statusa
metilacije promotornog regiona gena za O%-metilguanin-DNK metil-transferazu (MGMT) koji se, uz ampli-
fikaciju EGFR gena i prisustva kodelecije p kraka hromozoma 1 (1p) i g kraka hromozoma 19 (19q) ubrajaju
u najizrazenija molekularna obelezja GBM od klini¢ckog znacaja [1]. Zbog njihove vaZznosti je “Klasifikacija
tumora centralnog nervnog sistema” (CNS) iz 2016. godine, iza koje stoji Svetska Zdravstvena Organizacija
(WHO), prvi put ukljucila i molekularne parametre u nomenklaturu tumora, nakon ¢itavog veka klasifikacije
tumora pretezno na osnovu mikroskopske analize eozin/hematoksilin obojenih histoloskih preparata. Ova
nomenklatura podrazumeva da se histopatoloskom nazivu tumora, koje se prvo navodi, u nastavku nakon
zapete i u obliku opisnog prideva dodaje specificna geneticka osobina (npr. Glioblastoma, IDH mutant) [2].
Najkrupnije promene u ovoj klasifikaciji u odnosu na prethodnu (iz 2007. godine) ogledaju se u klasifikaciji
difuznih glioma (gliomi II-IV gradusa). Dok su ranije svi astrocitni tumori bili u jednoj zasebnoj grupi, prema
trenutno vazecoj klasifikaciji svi tipovi difuznih glioma svrstani su u jednu grupu [2]. Grupi difuznih glioma
pripadaju astrocitni tumori Il i Ill gradusa WHO, oligodendrogliomi Il i lll gradusa kao i glioblastomi (gradus
IV). Ova grupa je definisana na osnovu zajednickih osobina rasta ali i na osnovu zajedni¢kih molekularnih
karakteristika i to upravo obrazaca mutacija gena IDH 1iIDH 2 [2]. Rasvetljavanje uloge mutacije IDH1/2 u
procesu gliomageneze, izazivanju globalnih epigeneti¢kih modifikacija i korelaciji sa metilacijom promo-
tornog regiona MGMT omogucilo je dodatno prilagodavanje terapijskih procedura individualnim karakteri-
stikama GBM pacijenata - personalizovanoj terapiji, konceptu le¢enja koji predstavlja jedan od najaktuelnijih
trendova savremene medicine.

IDH1/2 MUTACLJE

Izocitrat dehidrogenaza predstavlja metaboli¢ki enzim - enzim Krebsovog ciklusa koji katalizuje ok-
sidativnu dekarboksilaciju izocitrata do a-ketoglutarata, uz istovremenu redukciju NAD koenzima do NADH
[3]. Ovaj enzim egzistira u tri izoforme (IDH 1-3) pri ¢emu je IDH1 izoforma lokalizovana u citoplazmi i pe-
roksizomima, dok su IDH2/3 izoforme smestene u mitohondrijama. Pored uloge u Krebsovom ciklusu i sma-
njenju oksidativnog stresa, IDH1 ima funkciju u metabolizmu lipida i glukoze [3].

Mutacije IDH1/2 gena mogu biti monoalelske, somatske i “missense” mutacije (missense, eng. - mutacije
promene smisla). Otkrivene su 2009. godine prilikom analize genoma uzoraka GBM, a kasnije studije iden-
tifikovale su prisustvo ovih mutacija u razli¢itim tipovima tumora poput kancera prostate, holangiokarci-
noma, akutne mijeloidne leukemije, kartilaginoznih tumora, papilarnog karcinoma dojke, akutne
limfoblastne leukemije, angioimunoblasti¢nog T-¢elijskog limfoma i primarne mijelofibroze [1,4].

Najcesca i klinicki najznacajnija IDH mutacija u GBM ¢elijama je IDH1-R132H (G395A), mutacija u IDHT
genu smestenom na hromozomu 2 (2g33) koja za posledicu ima ,missense” supstituciju kodona 132 za
aminokiselinu arginin [1]. Kodon za arginin na poziciji 132 je evoluciono konzervisan i odgovoran za inter-
akciju sa supstratom enzima - izocitratom. IDHT1-R132H mutacija predstavlja najvaznije molekularno
obeleZje sekundarnih glioblastoma (prisutna je kod 80% niskogradusnih glioma) dok se ona znatno rede
javlja kod primarnih GBM (5%) [5]. Odredivanje statusa mutacije IDH1-R132H klju¢no je za razlikovanje
sekundarnih od primarnih GBM, koje nije moguce razlikovati na osnovu histopatoloskih karakteristika. Do-

I Trendovi u molekularnoj biologiji

127



E Trends in Molecular Biology

datni pozitivni prognosticki znacaj ovoj mutaciji daje ¢injenica da je ona obi¢no asocirana sa mutacijom u
TP53 i kodelecijom del(1p)/del(19q) koji predstavljaju tipi¢ne molekularne odlike sekundarnih GBM. Pored
toga, prisustvo IDH1 mutacije povezano je sa metilacijom MGMT promotornog regiona i odsustvom ampli-
fikacije EGFR i gubitka hromozoma 10. Mutacije u IDH2 genu (hromozom 15q26) pogadaju kodone R172 i
R140. One su u GBM retko zastupljene i medusobno iskljuc¢ive u odnosu na IDHT mutacije.

IDH MUTACIJE - POKRETACKE MUTACIJE GBM?

Povezanost IDH mutacija sa povecanim vremenom preZivaljavanja GBM pacijenata otvorilo je pitanje
njihove prirode: Da li se radi o pokretackim (driver, eng.) mutacijama gliomageneze, usputnim (passenger,
eng.) mutacijma, ili ¢ak korisnim mutacijama po tok bolesti? Brojne studije su potvrdile ulogu IDH1/2 mu-
tacija kao direktnih pokretaca gliomageneze niskogradusnih glioma i sekundarnih GBM. U prilog
»~onkogenoj” teoriji govori ¢injenica da je somatski mozaicizam za IDH1 i IDH2 mutacije odgovoran za sin-
drome enhondromatoze, Olijerov i Mafucijev sindrom. Ovi sindromi se odlikuju pojavom hemangioma i
kartilaginoznih tumora i povezani su sa povecanim rizikom od nastanka glioma. Takode, introdukcija muti-
rane forme IDH gena u normalne ¢elijske linije podstice njihovu proliferaciju i formiranje kolonija celija uz
smanjenje sposobnosti diferencijacije [4].

Mutacije IDH gena predstavljaju neomorfi¢cne mutacije. One rezultuju zadobijanjem novih funkcija
(gain-of-function, eng.) IDH enzima koje su klju¢ne za pokretanje onkogene transformacijie u GBM. IDH1-
R132H mutacija rezultuje zadobijanjem sposobnosti enzima da katalizuje reakciju redukcije 2-oksoglutarata
do (D)-2-hidroksiglutarata (D-2HG) [4,6].

Trenutno preovladujuce stanoviste jeste da je mutacija IDH7-R132H onkogene prirode i da spada u naj-
ranije geneti¢ke dogadaje koji podsticu inicijaciju i rast niskogradusnih glioma odnosno sekundarnih GBM
[6,7]. U prilog tome govore dokazi da se ova mutacija u sekundarnim glioblastomima moze registrovati pre
TP53 mutacija i izmena u broju kopija PTEN i EGFR gena koji takode nastupaju rano u gliomagenezi. Pored
toga, ona predstavlja jedinu geneticku karakteristiku koju dele inicijalni sekundarni glioblastomi i njihovi re-
cidivi [6].

Uzimajudi u obzir njihovu potencijalnu ulogu kao pokretaca onkogeneze, intrigantno je da je prisustvo
IDH mutacija povezano sa poboljsanjem vremena preZivljavanja GBM pacijenata. lako sekundarni GBM dele
zajednicke klinicke karakteristike sa primarnim glioblastomima, ispostavilo se da se oni jasno razlikuju u
molekularnoj patogenezi i izmenama u signalnim putevima. Te razlike za posledicu imaju smanjenu stopu
infiltracije, progresije i rasta GBM, kao i povoljnije parametre toka bolesti u odnosu na primarne GBM. U cilju
otkrivanja mehanizma uticaja IDH mutacija u gliomima, izvriena je komparativna analiza TCGA podataka za
286 slucajeva IDH1-mutiranih i IDH1-nemutiranih (wildtype, eng.) glioma [8]. Otkriveno je da je IDH1-R132H
asocirana sa pozitivnim prognosti¢kim faktorima glioma: poveéanjem ekspresije tumor-supresornih gena
NF1, PTEN i PIK3R1 (phosphoinositide-3-kinase regulatory Subunit 1, eng. - regulatorna subjedinica 1 fosfatidilinozi-
tol 3-kinaze) i smanjenjem ekspresije onkogena AKT2 (AKT serine/threonine kinase 2, eng. - AKT serin/tre-
onin kinaza 2), ARAF (serine/threonine protein kinase A-Raf, eng. — serin/treonin proteinska kinaza A-Raf),
ERBB2 (Erb-B2 Receptor Tyrosine Kinase 2, eng. - Erb-B2 receptor proteinske kinaze 2), FGFR3i PDGFRB (plateled
derived growth factor receptor beta, eng. - receptor trombocitnog faktora rasta beta) kao i gena koji podsticu
progresiju glioma FOXM1 (forkhead box M1, eng.), IGFBP2 (insulin-like growth factor binding protein 2, eng. —
protein vezivanja faktora rasta nalik insulinu) i WWTR1 (WW domain containing transcription regulator 1, eng. - reg-
ulator transkripcije 1 sa WW domenom) [8].



D-2HG KAO ONKOMETABOLIT

Smatra se da je IDH1-R132H jedan od klju¢nih pokretaca gliomageneze zahvaljujuc¢i produkciji
~onkometabolita” D-2HG koji indukuje epigeneticke, metabolicke i transkripcione promene u mutiranim
¢elijama. Prisustvo D-2HG je i do stotinu puta poviseno kod IDHT-R132H mutiranih glioma u odnosu na ne-
mutirane gliome [4,6]. D-2HG predstavlja kompetitivni inhibitor 2-oksoglutarat-zavisnih dioksigenaza, u
koje spadaju prolil hidroksilaze (PHD), histon demetilaze i TET (Ten-eleven translocation, eng.) familija 5-metil-
citozin hidroksilaza [6,9]. Od navedenih grupa enzima, najvecu senzitivnost na D-2HG pokazuju histon-
demetilaze (i do 200 puta vise u odnosu na PHD). D-2HG indukuje metilaciju histona i direktno zaustavlja
proces Celijske diferencijacije. Otkriveno je da je prisustvo D-2HG korelisano sa pove¢anom akumulacijom
represivne trimetilacije lizinskog ostatka na poziciji 9 histona 3 (H3K9me3) koja prethodi promenama u
obrascu DNK metilacije genoma [9]. Takode, prisustvo inhibitora IDH1-R132H, AGI-5198 rezultovalo je
demetilacijom histona H3K9me3 i indukcijom ekspresije gena koji regulisu ¢éelijsku diferencijaciju [10]. In-
trodukcija IDH1-R132H mutacije u imortalizovane ¢elijske linije humanih astrocita bila je dovoljna za izazi-
vanje epigeneti¢kog Sablona slicnog CpG metilacionom fenotipu (G-CIMP) koji je karakteristican za GBM sa
prisustvom IDHT mutacije [8].

Medutim, ponudeni su i dokazi da D-2HG nije klju¢an za progresiju glioma i da uti¢e na smanjenje stope
celijske proliferacije glijalnih ¢€elija, makar u in vitro uslovima [11,12]. Ovim se moze objasniti uloga IDH mu-
tacija kao pozitivnih prognostickih faktora. Otkriveno je da D-2HG predstavlja inhibitor enzima ATP sintaze
i aktivator AMPK signalnog puta koji snizavaju aktivhost mTOR. signalnog puta koji podstice proliferaciju tu-
morskih celija (Mammalian target of rhapamycin complex 1, eng.- proteinski kompleks u sisarskim celijama
koje inhibira rapamycin, imunosupresorni lek koji deluje tako $to inhibira progresiju iz G1i S fazu ¢elijskog
ciklusa B i T limfocita) [7].

KONTRADIKTORNA PRIRODA IDH MUTACIJA - MOGUCE OBJASNJENJE

lako preovladujuce, trenutno shvatanje o ulozi IDH mutacija kao pokretaca gliomageneze nailazi na
suprotstavljena misljenja. Jedno o objasnjenja porekla zabune o kontradiktornoj prirodi IDH7-R132H mu-
tacija tice se razli¢itih model-sistema kojima su istrazivaci pribegavali: upotrebe egzogene transdukcije IDHT-
R132H mutiranog gena nasuprot endogene, heterozigotne IDH1-R132H [6].

Endogena, heterozigotna IDH1-R132H mutacija je ¢esta u gliomima. Medutim, ona se gubi i izuzetno
teSko odrzava u ¢elijskim kulturama ili ksenograftima (transplantacija organa ili tkiva s jednog Zivog bica
na drugo) poreklom od pacijenata. Zbog toga je transdukcija celijskih kultura egzogenom IDH1-R132H
postala standard u istrazivanjima, a vec¢ina dostupnih podataka o onkogenoj prirodi IDH mutacija dobi-
jena je primenom egzogene IDH1-R132H u eksperimentalnim model sistemima glioma. Pokazano je da
transdukcija egzogenom IDH1-R132H rezultuje sferoidnim rastom MYC-imortalizovanih humanih neural-
nih progenitornih ¢elija (Myelocytomatosis viral oncogen, eng.- protoonkogen ¢ije mutacije imaju ulogu u
razvijanju Burkitovog limfoma, kodira transkripcioni faktor, nuklearni fosfoprotein koji ima ulogu u regu-
laciji ¢elijskog ciklusa i apoptoze, humani homolog virusnog onkogena mijelocitomatoze ili v-myc), kao i
rastom nezavisnim od podloge (anchorage-independent growth, eng.) kod imortalizovanih ¢elijskih linija
humanih astrocita u poredenju sa IDHT nemutiranom kontrolom. [13, 14]. Ove osobine su jaki i dokazani
pokazatelji tumorogenosti i govore u prilog onkogenoj teoriji [13].

Sa druge strane, takve rezultate nije bilo moguce reprodukovati u eksperimentalnim model sistemima
koji su ukljucivali endogenu heterozigotnu IDH1-R132H. Stavide, takve studije su navodile na potpuno
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suprotne zakljucke. Zapanjujuce je da su heterozigotne IDH1-R132H celijske linije pokazale suprotan efekat
na rast neuralnih progenitorskih celija, sprecavajudi sferoidni rast [13]. Uticaj heterozigotne IDH1-R132H na
inhibiciju rasta nezavisnog od podloge objasnilo je poreklo problema spomenutog odrZzavanja heterozi-
gotne IDH1-R132H u ksenograftima i ¢elijskim kulturama, ali i pruzilo uvid u drugaciji funkcionalni znacaj
IDH1-R132H i mogucu antitumorsku i antiproliferativhu, odnosno blagotvornu ulogu na tok bolesti.

U prilog tome govori da je kod IDH1-R132H heterozigotnih miseva zabelezeno odsustvo razvijanja
tumora, uprkos visokoj koncentraciji D-2HG. Takode, pacijenti oboleli od D-2-hidroksiglutarne acidurije,
retkog autozomno-recesivnog sindroma koji se karakterise visokom koncentracijom D-2HG u urinu, krvnoj
plazmi i cerebrospinalnoj te¢nosti, nisu pokazali predispoziciju za razvoj tumora [11]. Ovakvi dokazi govore
u prilog tvrdnji da je IDHT-R132H mutacija u sustini tumor-supresivna i da ne poseduje sposobnost direktne
inicijacije i promocije gliomageneze [12].

Pokazano da inaktivacija TP53i RB signalnih puteva (karakteristika sekundarnih GBM) u imortalizovanim
celijskim linijama humanih astrocita prikriva IDH7-R132H tumor-supresivnu aktivnost te je najverovatnije
da tumor-supresivnu aktivnost IDH1-R132H ponistava prisustvo drugih genetickih i mikrosredinskih ¢inioca
ukljucenih u proces gliomageneze [15]. Takode, visoka koncentracija ekstracelularnog glutamata ponistava
IDH1-R132H indukovanu supresiju rasta nezavisnog od podloge i podstice proliferaciju tumora [12]. To
otkrice je narocito znacajno ukoliko su uzme u obzir da su IDH1-R132H mutirani glioblastomi naj¢es¢e lokali-
zovani u ¢eonom reznju mozga za koji je karakteristi¢an visok protok ovog neurostransmitera.

Navedeni rezultati studija navode na zakljucak da je funkcionalni gubitak aktivnosti IDH1-R132H en-
zima, a ne nedostatak funkcije divljeg tipa IDH1 enzima razlog za zastupljenost i ocuvanje IDHT1-R132H mu-
tacija od stadijuma inicijacije do progresije GBM. Zbog toga istraZivanja usmerena na mehanizme
ponistavanja IDH1-R132H tumor-supresivne funkcije predstavljaju izuzetno vazan pristup u razvijanju nacina
prevencije progresije glioma i definisanju personalizovanih terapijskih protokola [6].

HIPERMETILACIJA PROMOTORNOG REGIONA MGMT

Status metilacije promotornog regiona MGMT predstavlja jedan od najznacajnijih prognostickih fak-
tora GBM i mocan predikcioni faktor odgovora na terapiju alkiliraju¢im agensima, derivatima nitrozouree i
TMZ, ili njihovom kombinacijom [1,16]. Ovi lekovi deluju citotoksi¢no na proliferativne ¢elije dodavanjem
alkil-grupe (alkil-adukata) na nekoliko pozicija u molekulu DNK, od kojih je naj¢esca O%-pozicija guanina.
Alkilacija guanina dovodi do mutacije pogresno sparenih baza (missmatch mutation, eng.), dvostrukog
prekida u molekulu DNK i apoptoze proliferativnih ¢elija GBM. Gen MGMT, smesten na q kraku hromozoma
10 (10g26.3), kodira evoluciono visoko-konzervisani reparacioni enzim O%-metilguanin-DNK metil-transfer-
azu. Ovaj enzim otklanja alkil-adukte sa O%-pozicije guanina, ponistavajudi citotoksi¢nost spomenutih alki-
lirajuc¢ih agenasa. Tokom tog procesa alkil-grupa biva ireverzibilno prebacena sa molekula DNK na MGMT
(samoubila¢ka inhibicija), ¢cime MGMT postaje nepovratno inhibiran (Slika 1).

U ¢ak 50% slucajeva GBM je aktivnost MGMT epigeneticki utiSana putem metilacije specificnih CpG
pozicija (Cytosine-phosphate-guanine, eng. - citozin-fosfat-guanin) od ukupno 97 pozicija unutar CpG niza
koji ¢ini CpG ostrvo (CpG island, eng.) duzine 777bp, smestenog u promotornom regionu MGMT gena (Slika
2.)[17,18,19].

Metilacija CpG pozicija u rasponu od -251 do -101 pozicije promotornog regiona MGMT klju¢na je za
njegovo transkripciono utisavanje. Taj region je dobio naziv DMR1 (differentially methylated region 1, eng. -
diferencijalno metilovan region 1). Uz njega, otkriveno je prisustvo i regiona od +97 do +196 koji je nazvan
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Slika 1. Mehanizam direktne reparacije DNK o$tecenja koju katalizuje enzim MGMT
(preuzeto sa https://www.slideshare.net/aljeirou/mutation-and-dna-repair-mechanisms)
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Slika 2. Mehanizam direktne reparacije DNK ostecenja koju katalizuje enzim MGMT
(preuzeto sa https://www.slideshare.net/aljeirou/mutation-and-dna-repair-mechanisms)

DMR2 region [18]. Epigeneticko utiSavanje MGMT za posledicu ima smanjenje funkcije MGMT enzima ¢ime
se onemogucava adekvatna reparacija oste¢enja DNK prouzrokovanih alkiliraju¢om terapijom.

Hipermetilacija MGMT je kod primarnih GBM naj¢esce pracena gubitkom jedne kopije alela usled dele-
cije q kraka hromozoma 10 (chromosome 10q deletion, eng.) koji nosi MGMT lokus (10g26) [18]. U takvim
slu¢ajevima, metilacija preostalog MGMT alela u potpunosti inhibira reparacionu funkciju MGMT S3to
potvrduje znacaj epigeneti¢kog vida regulacije ekspresije MGMT gena [4,19].

Zbog visoke zastupljenosti u GBM i potencijalnog direktnog uticaja na uspeh hemioterapije, progno-
sticki i predikcioni znacaj metilacije MGMT promotora je intenzivno ispitivan. Prve dokaze o uticaju metilacije
MGMT promotora na terapijski odgovor pruzilo je,Stupp”-ovo klini¢ko ispitivanje u kome je pozitivan sta-
tus metilacije povezan sa duzim vremenom prezivljavanja pacijenata bez obzira na vid terapije, radiote-
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rapiju ili radioterapiju kombinovanu sa TMZ [20]. Prognosti¢ka uloga metilacije MGMT promotora u sluca-
jevima terapije Temozolomidom dodatno je potvrdena potonjim klini¢kim ispitivanjima (RTOG0525) [21]. Sa
druge strane, pokazano je da je pozitivan status metilacije MGMT promotora takode povoljan predikcioni
faktor odgovora na radioterapiju u odsustvu hemioterapije kod GBM pacijenata [22]. To navodi na zaklju¢ak
da je MGMT potencijalno ukljucen i u reparaciju oste¢enja DNK prouzrokovanih radioterapijom [1].

EVALUACIJA METILACIJE PROMOTORNOG REGIONA MGMT U KLINICKOJ PRAKSI

Uprkos pouzdanim dokazima o povoljnom prognosti¢kom znacaju metilacije promotornog regiona
MGMT, rutinska laboratorijska evaluacija ovog markera GBM nije Siroko zastupljena, najpre zbog nedostataka
tehnicke standardizacije. Opstu usaglasenost oko nacina evaluacije ovog biomarkera onemogucavaju vari-
jacije u metodama detekcije izmedu razlicitih laboratorija i razlike u definicijama grani¢nih vrednosti pozi-
tivnog statusa metilacije MGMT [18]. Standardizaciju dodatno onemogucava visoka heterogenost uzoraka
GBM kao i nedostatak preciznije identifikacije promotornih regiona MGMT ¢ija metilacija ima prediktivni
znacaj [23]. Takode, postoje dokazi da je Sablon ekspresije MGMT nezavisan od metilacionog statusa i ishoda
le¢enja, ukazujudi na mogucu regulaciju njegove ekspresije putem drugih molekularnih mehanizama izuzev
metilacije promotornog regiona i delecije q kraka hromozoma 10 [1]. Uz to, visoka pouzdanost statusa meti-
lacije MGMT kao nezavisnog prognostickog markera otezava njegovu evaluaciju kao samostalnog predik-
cionog faktora [24, 25, 26].

Zbog svega navedenog, implementacija evaluacije ovog parametra u klinickom donosenju odluka je
znatno usporena. Kako terapija temozolomidom moze biti od koristi i u odsustvu metilacije MGMT promo-
tora, standardni vid tretmana svih GBM pacijenata, bez obzira na status metilacije MGMT predstavlja
spomenuti,Stupp” protokol, odnosno radiotarapija kombinovana sa primenom TMZ [1,27].
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ﬂ KOMBINACIA IDH1-R132H | STATUSA METILACIJE MGMT

Sve vise dokaza upucduje na to da status metilacije MGMT moze imati znantno pouzdaniji predikcioni
znacaj u kombinaciji sa drugim molekularnim markerima GBM [18]. Najvazniji takav marker predstavlja sta-
tus mutacije IDHT-R132H. Pokazano je da je kod gotovo svih visokorizi¢nih IDHT-R132H pacijenata obolelih
od niskogradusnih glioma registrovana i hipermetilacija MGMT promotornog regiona. [28;29]. Randomizo-
vano klini¢ko ispitivanje Neuroonkoloske radne grupe NOA-04 (The Neurooncology Working Group of the
German Cancer Society, eng.) i NOA-08 pokazali su da je kod IDH1-R132H mutiranih GBM (sekundarnih GBM)
status metilacije MGMT povezan sa poboljsanim vremenom prezivljavanja bez progresije tumora (PFS) bez
obzira na primenjeni vid terapije - hemioterapije, radioterapije li njihove kombinacije [30]. To dokazuje
prognosti¢ku vrednost statusa metilacije MGMT kod sekundarnih GBM [31].

Sa druge strane, kod IDHT ,wildtype” GBM (primarnih GBM), status metilacije MGMT povezan je sa
poboljsanjem PFS vremena kod pacijenata koji su primali hemioterapiju alikiliraju¢im agensima, ali ne i onih
koji su primali iskljucivo radioterapiju kao inicijalni vid terapije GBM [32]. To ukazuje na ulogu statusa meti-
lacije MGMT promotora kao predikcionog markera odgovora na hemioterapiju kod IDH1 ,wildtype” GBM
(primarnih GBM) [31].

Na osnovu rezultata NOA-04 klinickog ispitivanja, predstavljen je interaktivni model formiranja terapij-
ske strategije zasnovan na biomarkerima IDH1-R132H mutacije i statusa metilacije promotornog regiona
MGMT (Slika 3) [30,31]. Takav model omogucava prilagodavanje modela terapije (alkilirajuci agensi, ra-
dioterapija) u zavisnosti od statusa metilacije promotora MGMT i tipa GBM (primarni lil sekundarni GBM).
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Slika 3. NOA-04 interaktivni model izbora terapijske strategije zasnovan na najvaznijim biomarkerima GBM (preuzeto iz rada Rhun i sar., 2015.) [31]

Siru implementaciju ovog modela u klini¢koj praksi onemoguéava ¢injenica da za razliku od pouzdanih
metoda utvrdivanja statusa mutacije IDHT-R132H (metode sekvenciranja DNK, imunohistohemija), dogovor
oko optimalne metode evaluacije statusa metilacije MGMT promotora jos uvek nije postignut [18]. Kao jedno
od mogucih resenja, predloZen je algoritam evaluacije statusa ovog markera koji ukljucuje vise razlicitih
metoda detekcije u zavisnosti od Cistoce uzorka, statusa IDHT mutacije i klinickih parametara pacijenta [18].

METODE DETEKCIJE METILACLJE MGMT PROMOTORNOG REGIONA

U najzastupljenije metode detekcije statusa metilacije MGMT promotornnog regiona ubrajaju se: meti-
laciono specifi¢na polimerazna lan¢ana reakcija ili MSP (Methylation-Specific Polymerase Chain Reaction,
eng.), kvantitativni ,real-time” MSP ili gMSP (Quantitative MSP, eng.), bisulfitno sekvenciranje i pirosekven-
ciranje ili PSQ (Pyrosequencing, eng.) i HMR (High-resolution melt, eng. - Real-Time PCR sa analizom topljenja
visoke rezolucije). Uprkos razlikama u principu ocitavanja rezultata, kvantitativnoj ili kvalitativnoj evaluaciji
i ceni analize, ove metode dele zajednicke inicijalne korake: izolaciju genomske DNK, kvalitativnu i kvanti-
tativnu proveru izolata DNKi bisulfitnu konverziju DNK izolata. U tabeli 1 prikazane su prednosti i mane ra-
zli¢itih metoda odredivanja statusa metilacije MGMT promotornog regiona. U metode evaluacije
metilacionog statusa MGMT promotora koje se ne oslanjaju na proces bisulfitne konverzije spada imuno-
histohemijska detekcija, MS-MLPA (methylation-specific multiplex ligation-dependent probe amplification,
eng. - metilaciono specifi¢no visestruko umnozavanje proba nezavisno od ligacije), zatim metode hro-
matinske imunoprecipitacije (Chip) poput,Infinium MethylationEPIC BeadChip”tehnologije i druge (Tabela
1) [18].

Pirosekvenciranje se smatra najpouzdanijom metodomili,zlatnim standardom” evaluacije statusa meti-
lacije, zbog mogucénosti analize individualnih CpG pozicija unutar CpG ostrvaca. Medutim, u klini¢koj rutini
interpretacija i odredivanje znacaja takvih rezultata mogu biti oteZzani usled pojave uzoraka sa parcijalno
metilovanim promotornim regionom MGMT [18,33]. Takode, ova metoda zahteva intenzivni laboratorijski
rad, veliko iskustvo i podrazumeva znacajna incijalna ulaganja u opremu. Zbog toga je, uprkos svojim pred-
nostima, PSQ metoda slabo zastupljena u klini¢koj praksi i istraZivanjima [18, 33]. U poredenju sa PSQ, MSP
i qMSP metode su isplativije, podrazumevaju manji utro$ak vremena i koris¢enje jednostavnije i dostupnije
opreme, zbog ¢ega predstavljaju najbolje kandidate za uvodenje u svakodnevnu klini¢ku praksu [33]. Na Slici
4. nalazi se Sematski prikaz postupka evaluacije metilacionog statusa DMR2 regiona.
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Procenjeni

Metoda i;;%?:.a Prednosti MNedostaci troskovi po
) uzorku (LSD)
prz;k;;j;] :i - Nepouzdani rezultati
Konvencionalni M5P 2 dana srognosttka viednost - 5faba pnuz:::rzitaananze FFPE 55/uzorak
- Pristupacna cena
- Nepouzdani rezultati za uzorke
- Granicne vrednosti sa mozaicnim sablonom
Real-Time M5P 2 dana potvrdene u klinickim metilacije 510-20/uzorak
ispitivanjima - Slaba pouzdanost analize FFPE
uzoraka
= Visoka cena
- Duze vreme do dobijanja
rezultata
- Granicne vrednosti nisu
- Kvantitativna Pgwrdﬁ'ne u klinickim
Pirosekvenciranje 5 dana evaliiaciia ispitivanjima 510-30/uzorak
-neophodan centralni objekat za
visokoprotocne (high-
throughput, eng.) analiticke
metode
Real-Time PCR sa Fiishtitaina - Graniéne vrednosti nisu
analizom topljenja visoke 2dana i potvrdene u klinickim 520-30 fuzorak
5t evaluacija U
rezolucije ispitivanjima
- DuZe vreme dobijanja rezultata
- Omuogudava - Visoka cena
analiziranje dodatnih - neophodan centralni objekat za
biomarkera (1p/19g, visokoprotoéne (high- $500-
EPIC S dana G-CIMP) throughput, eng.) analiticke 700/uzorak
- Kompatibilna sa metode
razlititim nacinima - Granicne vrednosti nisu
pripreme uzoraka potvrdene u klinickim
ispitivanfima
- Varijabilonost u evaluaciji od
IHC 2 dana - Miska cena o r..azllcmh e S10-30/uzorak
- Mekanzistentna korelacija sa
klinickim ishodima
- Nije neophodna
bisulfitna konverzija - Prediktivna upotrebljivost nije
MLPA 2dana ere ik SRR S10-30/uzorak
- Miska cena

Tabela 1. Prednosti i mane razli¢itih metoda odredivanja statusa metilacije MGMT promotornog regiona [18]

Mansouri i saradnici su 2019. godine na osnovu dostupnih podataka o pristupima evaluaciji statusa
metilacije MGMT, predlozili optimalni model njegove klini¢ke evaluacije. Oni su pritom naglasili vaznost uzi-
manja u obzir drugih molekularnih markera GBM, poput IDH1 mutacije i predlozili dijagnosti¢ki protokol za
sluCajeve gde je evaluacija statusa MGMT nejasna (Slika 5.) [18].
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Slika 5. PredloZeni algoritam lecenja GBM pacijenata zasnovan na statusu metilacije MGMT i drugih klini¢kih parametara;
HGG - high grade glioma, eng. — gliomi visokog gradusa (preuzeto iz rada Mansouri i sar., 2019) [18]

METILACIONO-SPECIFICNA POLIMERAZNA LANCANA REAKCIJA

Metilaciono-specifi¢na polimerazna lan¢ana reakcija ili MSP predstavlja najranije opisanu i najzastu-
pljeniju metodu detekcije metilacije MGMT promotornog regiona, a njena validnost je vise puta dokazana
randomizovanim studijama [18,34,35,36].

Sustinu ove tehnike cini bisulfitna konverzija DNK izolata kojom se postiZze konvertovanje nemetilo-
vanog citozina u uracil. Bisulfitna konverzija je pracena amplifikacijom MGMT alela (ili druge sekvence DNK
od interesa) metodom polimerazne lancane reakcije PCR (polymerase chain reaction, eng.), uz kori$¢enje
posebno dizajniranih oligonukleutida koji prepoznaju i vezuju specificna CpG mesta unutar DMR1/2 re-
giona [37]. Amplifikacija se izvrSava istovremeno u dve zasebne PCR reakcije - u jednoj dolazi do umnoza-
vanja metilovanog PCR produkta, a u drugoj nemetilovanog PCR produkta. Pri tome se koriste dva seta
oligonukleotida, od kojih jedan set prepoznaje metilovanu formu promotorne sekvence, a drugi njenu
nemetilovanu formu. Oligonukleotidi za metilovanu formu omogucavaju amplifikaciju isklju¢ivo potpuno
metilovanih regiona MGMT koji imaju biolosku funkciju utisavanja MGMT transkripcije. Drugaciji Sabloni
metilacije (nepotpuna metilacija) ovih CpG pozicija koji bi mogli imati biolosku ulogu utisavanja transkrip-
cije se zbog toga ne mogu detektivati, Sto umanjuje senzitivhost metode. Najpouzdaniji i naj¢esce korisceni
setovi oligonukleotida za MGMT promotorni region definisali su Esteller i saradnici pre dve decenije [38].
PCR produkti koji se dobijaju njihovom primenom obuhvataju CpG mesta od pozicije 73 do pozicije 90 unu-
tar DMR2 regiona [38,39].

Umnozene sekvence se vizuelizuju metodom gel-elektroforeze u cilju kvalitativne interpretacije sig-
nala (utvrdivanja prisustva PCR produkta odredene duzine) (Slika 6.) [38,40].
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Slika 5. Vizuelizacija MSP rezultata na gel-elektroforetskom snimku; strelice oznacavaju metilovanu M formu MGMT promotornog regiona; U - nemetilovana

forma MGMT promotornog regiona; L - (ladder, eng.) 100 bp DNK marker; PBL - peripherial blood lymphocytes, eng. - uzorak DNK izolovane iz leukocita periferne krvi;
Meth PBL — methylated peripherial blood lymphocytes, eng. - metilovani uzorak DNK izolovane iz leukocita periferne krvi (preuzeto iz rada Hegi i sar., 2008.) [40]

Uspeh bisulfitne konverzije zavisi od kvaliteta DNK izolata i tipa uzoraka tkiva. lako su uzorci FFPE tkiva
(formalin-fixed and paraffin-embedded Tissue, eng. - tkiva fiksirana u formalinu i ukalupljena u parafinske
blokove) zbog nezahtevnih uslova skladistenja najuobicajeniji izvor DNK materijala pri MSP analizama (i
molekularno-bioloskim analizama uopste), izolate DNK poreklom iz njih ¢esto odlikuje nizak kvalitet
odnosno visok stepen degradacije. Zbog toga se pri izvodenju MSP metode savetuje izbegavanje ovakvih
uzoraka, kada god je to moguce [23,41].

Originalna MSP metoda je pouzdana jedino u detekciji izrazito metilovanih ili nemetilovanih uzoraka
zbog toga sto zavisi od subjektivne interpretacije (uocavanja traka PCR produkta na elektroforetskom gelu).
Medutim, evaluacija slabije metilovanih uzoraka pokazala se nepouzdanom, a takvi uzorci se oznacavaju kao
~dvosmisleni”. Pored toga, deo uzoraka (DNK izolata) moze pokazati razliciti status metilacije za vise re-
plikata, Sto se oznacava kao ,nekonzistentni” status metilacije. Pokazano je da stopa nekonzistentosti MSP
metode iznosi 12%, a pronadeno je da se vreme prezivljavanja pacijenata kod kojih je utvrden ,nekonzi-
stentni” status metilacije poklapalo sa vremenom prezivljavanja pacijenata sa nemetilovanim MGMT pro-
motornim regionom [42].

Ova metoda ne omogucdava preciznu kvantitativnu evaluaciju metilacije promotornog regiona MGMT
gena. Kvantitativna evaluacija sa ciljem detekcije manjih grupa ¢elijskih klonova sa metilovanim promo-
torom MGMT moze imati predikcioni i prognosticki znacaj usled visoke intratumorske heterogenosti GBM
uzoraka. U prilog tome govori saznanje da ¢ak i pacijenti sa niskim nivoom metilacije MGMT promotora
mogu imati korist od terapije alikiliraju¢im agensima. To je podrzano ¢injenicom da GBM mogu sadrzati
male populacije glioma-inicirajucih celija (GIC) koje se karakteriSu visokom stopom metilacije MGMT. [18, 43].
Uprkos tome, rezultati veceg broja studija ukazuju na,dozno-zavisni” trend, po kome je porast stepena
metilacije asociran sa boljim vremenom prezivljvanja [43].

Racunarskom obradom gel-elektroforetskih snimaka uz pomoc¢ softvera poput,Imagel” (ImageJ software
analysis (National Institute of Health, Bethesda, MD, USA), eng.) moguce je donekle unaprediti interpretaciju
MSP rezultata i dobiti semi-kvantitativne vrednosti statusa metilacije, $to povecava potecijal ove metode za Siru
klinicku primenu u dijagnostickim procedurama. Tako su Christians i saradnici na osnovu odnosa intenziteta
metilovanih (M — methylated, eng.) i nemetilovanih (U - unmethylated, eng.) PCR amplikona MGMT promotornog
regiona na elektroforetskom gelu definisali tri nivoa metilacije: jako metilovani- ukoliko je M/U vrednost veca od
1, slabo metilovani — ukoliko je M/U vrednost izmedu 0i 1 i nemetilovani - M/U vrednost jednaka 0 [44].



Uprkos navedenim ograni¢enjima, MSP predstavlja naj¢e$ce koris¢enu i visoko standardizovanu metodu
koja pruza ¢vrste i pouzdane rezultate u roku od nekoliko sati, uz minimalne troskove analize.

KVANTITATIVNA METILACIONO-SPECIFICNA POLIMERAZNA LANCANA REAKCIJA (qMSP)

Kvantitativha MSP analiza deli isti princip analize sa konvencionalnom MSP, uz dodatak upotrebe ,Real-
time” PCR tehnologije odnosno fluorimetrije.

Zahvaljujudi fluorimetrijskoj nadgradnji PCR sistema omogucena je kvantifikacija specifi¢ne sekvence
DNK u uzorku i prevazilazenje ogranicenja koja odlikuju konvencionalni kvalitativni PCR. U zavisnosti od
prirode fluorimetijskih reagenasa, postoje dva osnovna pristupa,Real-time” PCR kvantifikaciji: direktni i in-
direktni pristup. Direktni pristup podrazumeva koris¢enje fluorofora (poput SYBR Green boje) koje se ne-
specifi¢no vezuju za dsDNA (double stranded DNA, eng. - dvolan¢ani DNK molekul). Indirektni pristup se
zasniva na koris¢enju specifi¢nih, fluorescentnim bojama obelezenih DNK proba koje prepoznajui iskljucivo
se vezuju za sekvencu od interesa u uzorku (FRET (Fluorescence Resonance Energy Transfer, eng. - fluorescentni
rezonantni transfer energije) tehnologija, TagMan® probe).

Bez obzira na pristup, intenzitet emitovane fluorescencije detektuje se pomocu odgovarajuceg op-
tickog detekcionog sistema u cilju definisanja C; (cycle threshold, eng.) (Cq) vrednosti i konstruisanja krive
amplifikacije. C; vrednost se definiSe kao broj PCR ciklusa u kome se registruje znacajna promena inten-
ziteta fluorescencije (dRn) u odnosu na,pozadinski” signal. Niska C; vrednost ukazuje na visoku pocetnu kon-
centraciju sekvence od interesa u uzorku, i obratno. C; vrednost predstavlja kljuni parametar gPCR analize
i na osnovu nje je moguce odrediti pocetnu koncentraciju sekvence od interesa u uzorku (apsolutna kvan-
tifikacija) ili uporediti njenu koncentraciju sa koncentracijom neke druge sekvence ili gena u uzorku (rela-
tivna kvantifikacija). Upotreba ove metode pri evaluaciji statusa metilacije MGMT promotora se najcece
oslanja na relativnu kvantifikaciju (SYBR-Green), odnosno normalizaciju broja kopija metilovanog MGMT
PCR produkta u odnosu na broj kopija nemetilovane forme MGMT promotora i/ili nekog gena ,normaliza-
tora”,,housekeeping” gena poput ACTB (Beta-Actin, eng. - beta aktin) [18,39]. Na ovaj nacin je omogucena
pouzdanija semikvantifikacija (semi-kvantitativni MS-MSP) odnosno kvantifikacija (kvantitativni MSP) statusa
metilacije MGMT promotora u uzorcima tumora [33,45].

Kod indirektnog pristupa PCR kvantifikaciji, registrovanje amplifikacije tokom PCR reakcije predstavlja
pouzdan i dovoljan dokaz za identifikaciju PCR produkta od interesa, zahvaljujuéi FRET probama dizajni-
ranim za specificno prepoznavanje sekvence od interesa.

Sa druge strane, direktni pristup Real-Time PCR tehnologije uklju¢uje konstruisanje ,krive topljenja“
(melting curve analysis, eng.) koja omogucava identifikaciju specificnog PCR produkta. Njen oblik je odreden
duzinom DNK fragmenta koji se amplifikuje, kao i njegovim nukleotidnim sastavom [46]. Svaki PCR produkt
odlikuje karakteristi¢na temperatura topljenja, odnosno temperatura na kojoj je denaturisano 50% molekula
DNK. Karakteristi¢na temperatura topljenja nekog PCR produkta se na grafiku krive topljenja uo¢ava kao
njen ,pik” koji dokazuje prisustvo tog PCR produkta u uzorku [47].

Direktna, semi-kvantitativna gMSP metoda dovodi do ustede vremena utroSenog na dokazivanje pri-
sustva specificnog PCR produkta, koje se kod konvecionalne MSP metode oslanja na metodu gel-elektro-
foreze. Ovom metodom se postize evaluacija statusa metilacije MGMT koris¢enjem ranije navedenih
konvencionalnih MSP oligonukleotida pri direkthom Real-Time pristupu gMSP, gde je prisustvo ,pik“-a na
temperaturi od 81 °C grafika krive topljenja dokaz za prisustvo metilovane forme promotornog regiona
MGMT (Slika 7.) [46,471.

I Trendovi u molekularnoj biologiji

137



B Trends in Molecular Biology

3.0

2.01

-dFidT

1.01

0.04+— . - - —
iT 7T 79 80 B81 82 B3 B4 85
Temperatura (°C)

Slika 3. NOA-04 interaktivni model izbora terapijske strategije zasnovan na najvaznijim biomarkerima GBM (preuzeto iz rada Rhun i sar,, 2015.) [31]

Medutim, kako bi rezultati gMSP bili klini¢ki relevantni, neophodno je precizirati grani¢ne vrednosti za
razlikovanje metilovanih od nemetilovanih uzoraka. Tehni¢ka grani¢na vrednost koja oznacava verovatnocu
prisustva/odsustva metilacije od 50% se najcece koristi za razdvajanje pozitivnih i negativnih rezultata [18].
Ukoliko je dobijeni rezultat u blizini grani¢ne vrednosti, on se smatra,dvosmislenim” ili ,unutar sive zone”
[18].

Yoshioka i saradnici su u studiji koja se odnosila na semikvantitativnu gMSP evaluaciju, pored prisustva
pika pri temperaturi od 81 °C na krivi topljenja, kao dodatni kriterijum za definisanje pozitivnhog statusa
metilacije definisali i AC; granicne vrednosti. AC; grani¢na vrednost izrazava se kao razlika izmedu dobi-
jenih C; vrednosti za nemetilovani i metilovani MGMT produkt. U navedenoj studiji zabeleZene su statisticki
znacajne razlike u klinickom ishodu GBM pri koris¢enju AC; grani¢nih vrednosti koje su iznosile 0,2,4,6 [33].

PROCENAT METILOVANE REFERENCE MGMT - NAJPOUZDANUI PRISTUP qMSP

Kao potencijalno najoptimalnija metoda gMSP kvantifikacije statusa metilacije izdvaja se ona koju su
predstavili Havik i saradnici [45]. Ona podrazumeva kvantitativno izrazavanje stepena metilacije promo-
tornog regiona MGMT kao procenta metilovane reference (PMR, percentage of methylated reference, eng.),
pri ¢emu se kao grani¢na vrednost uzima PMR=0 [45]. PMR predstavlja relativni odnos koli¢ine metilovanog
MGMT produkta u uzorku i koli¢ine metilovanog MGMT produkta u komercijalno dostupnoj metilovanoj
kontroli (bisulfitno konvertovana in vitro metilovana humana DNK, Chemicon, Millipore). Kao kalibrator nulte
PMR vrednosti preporucuju su uzorci meningioma koje karakterise odsustvo metilacije MGMT promotora.
Koli¢cine MGMT promotora u uzorku i kontroli normalizuju se koris¢enjem oligonukleotida za ALU-C4 repe-
titivnu sekvencu po sledecoj formuli.

M/ ALU u uzorku
M/ ALU u metilovanoj kontroli

PMR =

Takode, za uzorke koji imaju vecu vrednost od grani¢ne C; vrednosti (35), smatra se da je koli¢ina PCR
produkta jednaka 0 [45].



U brojnim istraZivanjima, ali i velikim klni¢kim studijama, gMSP metoda je pokazala visok potencijal za
primenu u klini¢koj praksi, pre svega zbog visoke reproducibilnosti rezultata i pouzdanosti, ali i pristupacnih
troskova.

ZAKLJUCAK

Otkri¢e IDHT R132H mutacije kao molekularnog markera glioblastoma znacajno je unapredilo klasi-
fikaciju difuznih glioma, a narocito glioma nizeg gradusa. Dokazi o direktnom uticaju ove mutacije na
povecanje produkcije onkometabolita 2-HG povezanog sa Celijskim preZivljavanjem, epigeneti¢ckim meha-
nizmima regulacije aktivnosti gena i metabolickih procesa otvorili su moguénost razvoja ciljane terapije
putem inhibitora mutirane forme IDH enzima. lako je jo$ uvek nepoznato na koji nacin IDH mutacije pro-
movisu procese inicijacije i progresije GBM, kao i razlog povoljnijeg klini¢ckog ishoda kod nosioca ove mu-
tacije, evaluacija statusa ovog markera nezaobilazna je u klinickoj praksi i prognostickoj stratifikaciji GBM.
PredloZeni modeli kombinovane evaluacije statusa IDHT R132H mutacije i statusa metilacije promotornog
regiona MGMT predstavljaju obecavajuc¢u pomo¢ prilikom prilagodavanja terapijskih protokola pojedi-
nacnim pacijentima - primene alkiliraju¢ih agenasa odnosno radioterapijskih rezima. Takode, uzimajuci u
obzir dokazanu usku povezanost klini¢ckog ishoda kod GBM pacijenata i statusa metilacije MGMT, Sira za-stu-
pljienost evaluacije statusa metilacije promotornog regiona MGMT MSP metodom pri dijagnostickim labo-
ratorijama postavlja se kao imperativ u unapredenju molekularnog profilisanja tumora kod GBM pacijenata.
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Molekularni profil timoma
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Apstrakt

Timomi, timusni karcinomi (TC) i timusni neuroendokrini kanceri su najcesce neoplazije lokalizovane
u timusu i pripadaju retkim formama tumora. Timomi su indolentne forme tumora, a klasifikovani su u A,
AB, B1,B2, B3 kategorije. Novije geneticke studije timoma pokazale su da je jedan od dominantnih markera
ove bolesti, gen GTF2/ sa najces¢im ‘drajver’ varijantama Chr7 c.1211T> A, p. Leu404His i c.1271T>A, p.
Leu424His. Pored GTF2I, u patogenezu timoma su ukljuceni EGFR, TP53, kao i Ras signalni putevi. Moleku-
larna pozadina timoma jos uvek nije dovoljno istraZzena, medutim sa sve ve¢im napretkom novih tehno-
logija, poput sekvenciranja nove generacije (eng. NGS) doslo se do novih informacija koje ukazuju na
uzrok, detektuju nove molekularne markere, a samim tim omogucuju uspesnije terapijske pristupe ovoj
patologiji.

Kljucne reci: timomi, sekvenciranje nove generacije, varijante
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Abstract

Thymoma, thymic carcinoma (TC), and thymic neuroendocrine carcinoma are rare thymic epit-
helial tumors (TETs) and the most frequent thymus-specific neoplasia. Thymomas are indolent or the
less aggressive forms of TETs classified into the following subgroups A, AB, B1, B2, and B3. The most
recent studies suggest thymoma specific gene GTF2/, with Chr7 c.1211T> A, p. Leu404His and
¢.1271T>A, p. Leu424His, is considered driver variants for this disease. Additionally, in thymoma pat-
hogenesis are included EGFR, TP53 and Ras signaling pathways. The molecular background of thy-
moma is still obscure, but the advance of new technologies such as next-generation sequencing (eng.
NGS) brings new information related to the molecular milieu of thymoma and other cancers. New in-
formation help to explore the cause of the disease, detection of new molecular markers, and better
therapy approaches for thymoma.

Keywords: Thymoma, next-generation sequencing, variants
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Uvod
Klinicki parametri i dijagnosticki pristupi kod timoma

Epitelni tumori timusa su timomi, timusni karcinomi i timusni neuroendokrini karcinomi koji su lokali-
zovani u timusu (1). Postoji znacajna raznolikost u geneti¢kim i klinickim svojstvima kada su u pitanju razli-
Citi tipovi epitelnih tumora timusa. Timomi su najmanje agresivni i prema WHO (World Health Organization)
klasifikaciji su podeljeni na A, AB, B1, B2 i B3 subkategorije. Prema Masaoka-Koga klini¢kim stadijumima po-
deljeni su na, lla, llb, llI, IVa, IVb subtipove. Timomi spadaju u retke bolesti sa godisnjom incidencom 0.15
na 100.000 ljudi (2, 3). Acocirani su ¢esto sa autoimunim oboljenjima poput miastenije gravis (MG). Pred-
stavljaju histoloski vrlo heterogenu grupu bolesti. Karakterise ih dobra prognoza ishoda bolesti kod pacije-
nata. Kao i kod drugih tumora, mnogo faktora doprinosi timomagenezi, od kojih su mnogi jo$ uvek
nepoznanica koju treba rasvetliti, kako na nivou spoljasnjih faktora, tako i na nivou molekularno-genetickih
uzroka (4). Pored toga, status timoma i njegova progresija ne mogu se predvideti radioloskim metodama,
to je moguce nakon hirurskih zahvata i daljih histoloskih analiza. Zbog toga su podaci o relevantnim mole-
kularnim markerima znacajni, kako bi se primenio odgovarajudi terapijski pristup pacijentu.

U lec¢enju timoma potreban je multidisciplinarni pristup koji je rezultat bliske saradnje bolesnika i nje-
gove porodice, klini¢ara, radiologa, bronhologa/hirurga, patologa, molekularnog biologa/geneti¢ara. Pre-
duslov uspesnog lecenja su procedure u pravovremenom detektovanju bolesti, 5to je, sa imperativom
personalizovanog pristupa i izbora dijagnostic¢kih postupaka: anamneza i klini¢ki pregled, krvna slika sa re-
tikulocitima, LDH, beta HCG, alfa fetoprotein.

Testovi za detekciju autoimunih poremecaja prema klinickom nalazu i ustanovljenom prisustvu para-
neoplasti¢kih sindroma (npr. prisustvo antitela na acetilholinske receptore kod mijastenije gravis) su: se-
rumski imunoglobulini (kvantitativno), imunoprecipitacija za detekciju monoklonalnih Ig, elektroforeza
proteina, imunohistohemijski (IHH) i bioloski markeri i invazivne procedure (biopsije, operacija).

Radioloska dijagnostika

Radiografije grudnog kosa omogucuju dobru procenu verovatne vrste lezije, istovremeno sluze i kao
dobra smernica za izbor dopunskih dijagnostickih postupaka.

Radiografijom grudnog kosa timomi se uocavaju kao inkapsulirane mase, dobro ograni¢ene od okol-
nog tkiva, grubo sferi¢nog izgleda i manje ili vise lobulirani. Uobicajeno, oni su lokalizovani anteriorno, uni-
lateralno, blizu aortnog luka. Krivolinijske, periferne kalcifikacije ukazuju na benignu formu. Pretezno
amorfne kalcifikacije mogu da se pojave u obe forme, invazivnoj i neinvazivnoj (5).

Kompjuterizovana tomografija grudnog kosa (CT toraksa)
i nuklearna magnetna rezonanca (NMR).

Kompjuterizovanom tomografijom grudnog kosa (CT), timom se naj¢esce uocava kao multilobularna
formacija koja proizilazi iz jednog ili oba lobusa timusa, na taj nac¢in onemogucavajudi vizuelizaciju uobica-
jene forme timusa. Odlikuje se homogenoscu ili nehomogenoscu usled prisustva kalcifikacija u timomaiili
renja invazivnih timoma, sto se lose vizuelizuje stanardnim radiografijama grudnog kosa (5). Takode je su-
gerisano da je svim pacijentima sa invazivnim timomima koji angazuju dijafragmu potrebno uraditi CT
gornjeg dela abdomena, da bi se imao jasan uvid u subdijafragmalno Sirenje bolesti (6). Nuklearnom ma-
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gnetnom rezonancom (NMR) timomi se prezentuju kao hipodenzne ili hiperdenzne promene kao posle-
dica formiranja cisti¢nih, nekroti¢nih ili hemoragi¢nih zona, kao potencijalno formiranje fibroznih septa unu-
tar tumora. Kada je u pitanju utvrdivanje invazivnosti bolesti, MRI je informativnija u odnosu na CT pregled,
i bolje prikazuje odnos tumora sa vaskularnim strukturama i limfnim zlezdama, $to je od vaznosti radi pla-
niranja operativnog pristupa pacijenata. Sakai et al. su konstatovali da prisustvo nehomogene, lobulirane
strukture ukazuje na invazivnu formu timoma (7, 8).

Date metode nemaju mogucnost histoloskog prikaza, a samim tim i histoloSke dijagnoze. CT pruza
dobru prostornu rezoluciju i pouzdana je u razlikovanju tumora medijastinuma od susednih patoloskih pro-
mena pluca i pleure, i prikazuje rasirenost neoplasti¢kog procesa. Detektuje i dilatacije velikih krvnih su-
dova, cisti¢ne oblasti i oblasti kalcifikacija u medijastinumu. MRI je senzitivna u dijagnostici patoloski
izmenjenih krvnih sudova i kompleksnih odnosa tumora sa medijastinalnim organima (6).

Tumorski markeri

Tumorski markeri su najcesce slozeni makromolekuli ili, uopSteno receno, bioloski parametri tumora.
Metoda njihovog odredivanja mozZe biti korisna u izabranim slu¢ajevima:

1. Predstavljaju potvrdu vise za dijagnozu tumora
2. Ukazuju na efekat terapije
3. Ukazuju na pojavu recidiva tumora

Podeljeni su na sledece grupe: produkti tumora (beta-humani horiogonadotropin- hCG-beta), citoge-
netske promene i molekularni markeri (onkogeni, tumor-supresorski geni).

Tumorski markeri su najc¢e$¢e hormoni, enzimi, intracelularni proteini ili antigeni celijske membrane
koji se otkrivaju i mere u serumu, plazmi, urinu ili drugim telesnim te¢nostima. U serumu i urinu se imuno-
loskim metodama otkrivaju beta — hCG, alfa - fetoprotein (AFP), kateholamini i njihovi raspadni produkti, i
paratiroidni hormoni. Feohromicitomi i neki neurogeni tumori su udruzeni sa pove¢anim nivoima urinarnih
kateholamina, homovanili¢ne kiseline, ili vanil - mandeli¢ne kiseline. Tkivni tumorski markeri su tkivni anti-
geni (proteini i hormoni). Za germinativne tumore medijastinuma se vezuje pojava AFP, placentalne alkalne
fosfataze, hCG-beta, serumske LDH, neuron specifi¢ne enolaze (NSE) i teratokarcinomskog mucinu sli¢nog
antigena (TRA-1-60). CD30 je dijagnosticki marker za Hodgkinovu bolest, anaplasti¢ni limfom, embrionalni
karcinom. Za timusne karcinoide i druge neuroendokrine tumore medijastinuma karakteristi¢ni su adeno-
kortikotropni hormoni, hromogranin, citokeratin, sinaptofizin, bombesin, neuronspecifi¢na enolaza (7, 8).

Molekularno-bioloski aspekti timoma

Sa napretkom novih tehnologija popot sekvenciranja nove generacije (eng. NGS), doslo je do znacaj-
nog rasvetljavanja molekularne osnove timoma koja je dugo bila nepoznanica. Ipak, jo$ mali broj radova na
temu molekularnog profila ove retke bolesti sugerise na potrebu za daljim studijama. U studijama su kori-
$¢ene razlicite tehnike sekvenciranja nove generacije poput sekvenciranja kompletnog genoma (eng. Whole
genome sequencing-WGS), sekvenciranja kompletnog egzoma (eng. Whole exome sequencing-WES) i tar-
getovanog sekvenciranja (eng.TS) koje se koristi za sekvenciranje ciljanog regiona jednog ili viSe gena, gde
su najcesce u pitanju tzv.,hot-spot” regioni u genomu (9, 10). Prednost sekvenciranja kompletnog genoma
je to to se sekvencira ceo tumorski genom ili genom uopste, dok su sekvenciranja egzoma i targetovano
sekvenciranje ograni¢eni na egzone i sekvence koje su selektovane odgovaraju¢im odabirom regiona od in-



teresa za istrazivanje ili dijagnostiku. Medutim, dubina ¢itanja koja se postiZze sekvenciranjem kompletnog
genoma je znatno niza (aproksimativno 30X) u odnosu na targetovano sekvenciranje koje, u zavisnosti od
odabranog panela gena koji se sekvencira, moze biti i preko 1000X, tako da se dobija uvid u somatske vari-
jante karakteristi¢ne za tumorske subklonove, a nema ni potrebe za proverom procitanih varijanti meto-
dom Sangerovog sekvenciranja (11). Pored dubine ¢itanja, nedostaci sekvenciranja kompletnog genoma su
ekonomski aspekti, kao i kompleksnost analiza dobijenih podataka. Targetovano sekvenciranje se koristi u
istrazivanjima gde je moguce odabrati komercijalno dostupni panel ili dizajnirati novi u zavisnosti od toga
koji se geni analiziraju. Medutim, vrlo ¢esto se ovaj metodoloski pristup koristi u dijagnosticke svrhe (12-14).

Targetovani paneli i sekvenciranje kompletnog genoma

Panelima koji pripadaju targetovanom sekvenciranju sprovedeno je nekoliko studija, gde su obi¢no
analizirani amplikoni gena koji su 'hot-spot’ mesta u genima koji su najées¢e mutirani u solidnim kancerima
(15, 16). Jedan od cesto koris¢enih amplikon panela je TruSeq Cancer Panel (TSACP) koji obuhvata 48 tumor-
specificnih gena sa 212 amplikona: ABL1, AKT1, ALK, APC, ATM, BRAF, CDH1, CDKN2A, CSF1R, CTNNB1, EGFR,
ERBB2, ERBB4, FBXW?7, FGFR1, FGFR2, FGFR3, FLT3, GNA11, GNAQ, GNAS, HNF1A, HRAS, IDH1, JAK2, JAK3, KDR,
KIT, KRAS, MET, MLH1, MLP, NOTCH1, NPM1, NRAS, PDGFRA, PIK3CA, PTEN, PTPN11, RB1, RET, SMAD4, SMARCBI,
SMO, SRC, STK11, TP53 i VHL. TSACP platforma omogucuje detekciju mutacija koje su zastupljene sa fre-
kvencijom manjom od 5%, $to je veoma znacajno kada se imaju u vidu retke varijante i tumorska hetero-
genost (17). U jednoj od studija gde je koris¢eno TS identifikovano je 168 rekurentnih varijanti (ponavljajuce
varijante), koje su bile prisutne kod najmanje dva uzorka u analiziranoj kohorti pacijenata, od kojih je 25 va-
rijanti uvodilo stop kodon-nonsense varijante, 9 varijanti je menjalo okvir ¢itanja-frameshift, a 134 su bile
substitucione varijante-missense. Varijante koje potencijalno mogu izazvati promene u strukturi i funkciji
proteina detektovane su u SMAD4, APC, ATM, PTEN, KDR i TP53 genima i bile su prisutne kod vise od 70%
analiziranih uzoraka. Distribucija tipova somatskih mutacija u 48 gena povezanih sa kancerom u ovoj grupi
pacijenata predstavljena je u OncoPrint-u (Slika 1) (18). Potencijalno patogene varijante, ¢ija je patogenost
proveravana SIFT (19) i Poly-Phen-2 (20) softverskim algoritmima, prikazane su na Slici 2.

Jedna od studija u kojoj je primenjeno targetovano sekvenciranje (50 gena), koris¢enjem lon Ampli-
Seq Cancer Hotspot Panel-a, detektovane su varijante u HRAS genui to jedino u A1 subtipu timoma, dok su
u B3 subtipu detektovane varijante u SMARCB1 i STK11 genima. Ostale varijante sa panela identifikovane su
kod TC. FISH metodom u B3 subtipu timoma pokazana je delecija u CDKN2A genu (15).

Prva sveobuhvatna studija koja je uradena na timomima metodom kompletnog sekvenciranja genoma
koristila je Complete Genomics platformu. Analizirana je 55-to godisnja pacijentkinja koja je bolovala od IVa
subtipa timoma. Na molekularnom nivou identifikovane su pojedina¢ne nukleotidne varijante (eng.SNV) i
2 male insercije/delecije (eng.InDel) koje dovode do promene na ‘splajsing’ mestima, kao i do promena na
nivou proteina. Na hromozomima 1q, 5,7 i X detektovane su aberacije uzrokovane povec¢anim brojem po-
novaka (eng. CNV), dok je smanjen broj ponovaka identifikovan na 3p, 6, 11g42.2 i q13. Dodatna translo-
kacija t(11;X) je identifikovana metodom sekvenciranja kompletnog genoma uz dodatnu potvrdu
Sangerovim sekvenciranjem (21).

Takode, jedno od prvih istrazivanja uradeno je metodom sekvenciranja kompletnog egzoma i sekven-
ciranja kompletnog genoma na jednom pacijentu sa B3 subtipom timoma i normalnim kariotipom. Prona-
dene su varijante u DNMT3A (p.G728D) i ASXL1 (p.E657fs) genima koji su poznati tumor-supresorski geni u
hematoloskim malignitetima (22, 23).
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Slika 1. OncoPrint prikazuje procenat pacijenata koji pose-
duju jednu od varijanti tipa nonsense (N), frameshift (F), missense
(M) u jednom od 48 onkogena ili tumor- supresorskih gena kod
35 pacijenata u srpskoj populaciji. Tip mutacije je prikazan bojom,
oznac¢enom u legendi, pojedinacni geni prikazani su u redovima,
a uzorci tumora pacijenata u kolonama (16).
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Slika 2. Lollipop grafikon sa varijantama koje se ponavljaju (eng. recurrent variants) u genima sa najvecim brojem nonsense (N), frameshift (F), missense (M)
varijantama (16).

Timoma-specifi¢ni onkogeni

Sveobuhvatnim analizama veceg broja istrazivanja doslo se do zaklju¢ka da je GTF2/ gen timoma-specifi¢ni
onkogen, Cije se varijante retko detektuju u drugim tumorima. Prisutan je u svim subtipovima timoma A, AB,
B1, B2, B3, a po nekim autorima predominantno u A i AB formi (24). GTF2I (General Transcription Factor Ili)
kodira fosfoprotein koji se vezuje za inicijacioni element (Inr) i Inbox elementim u promotorima, reguliSuci
na taj nacin transkripciju. GTF2/ je ukljucen u procese Celijskog ciklusa, diferencijacije, apoptoze, u odgo-
voru na DNK ostecenja. Deo je Wnt i SHH signalnih puteva koji regulisu neuralne procese, zatim ATM si-
gnalnog puta, regulisudi stabilnost genoma, kao i kaskade B ¢elijskog receptora (genecards.org). Najcece
mutacije koje su prisutne kod timoma i koje dovode do geneze ove retke bolesti su GTF2/ Chr7 c.1211T > A

i p. Leu404His i c.1271T>A, p. Leu424His (Slika 3.), oznacene kao vodece ili ‘drajver’ mutacije (25).

- ] Trendovi u molekularnoj biologiji
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Slika 3. NOA-04 interaktivni model izbora terapijske strategije zasnovan na najvaznijim biomarkerima GBM (preuzeto iz rada Rhun i sar,, 2015.) [31]

Pored GTF2I gena, klju¢nu ulogu u patologiji timoma imaju varijante u HRAS, NRAS i TP53 genima i Chr16q
loss (24). HRAS, NRAS i TP53 imaju znatno manje rekurentnih varijanti, ali se zajedno sa GTF2/ smatraju kljuc-
nim u nastanku bolesti. HRAS i NRAS pripadaju Ras signalnom putu. Velika vecina varijanti u HRAS pripada
»gain-of-function” varijantama (kodon 12, 13, 117), a jedna od poznatih varijanti je G13V koja se nalaziiu
drugim tumorima (26). Skorija studija Jovanovi¢ et al. takode ukazuje na prisustvo rekurentih mutacija u
HRAS genu (27). NRAS varijante takode pripadaju ,gain-of-function” varijantama i najcesce se javljaju u 61

kodonu.

Vecina patogenih varijanti kod TP53, pripadaju klasi ,gain-of-function” varijantama. TP53 gen je krucijalni
tumor-supresorski gen koji ucestvuje u regulaciji najvaznijih procesa poput ¢elijskog ciklusa, apoptoze, se-
nescencije, regulacije i reparacije DNK ostecenja (28). U skorijim istrazivanjima detektovane su stop kodon
varijante R213* and V91*, kao i Cetiri patogene missense varijante, D281N, G244S, R158C, E221K (16, 24, 29).

Prema podacima iz TCGA (https://portal.gdc.cancer.gov/) baze iz 2021. godine, kod 27 pacijenata u kineskoj po-
pulaciji, najmutiraniji geni su NF1 i ATM sa frekvencom od 11%. GTF2/ mutacija je predominatno karakteri-
sti¢na za A, AB subtipove, dok je na nivou genske ekspresije PD-L1 predominantno eksprimiran u B2 i B3
subtipu bolesti (30). U istrazivanju koje su sproveli Liu et al. koristeci Sirok spektar bioinformatic¢kih metoda,
analizirani su rezultati mutacionog statusa, metilacionog statusu i iRNK sekvenciranja. Kao izvor podataka
koris¢ena je TCGA baza podataka. Geni koji su se izdvojili kao vazni za timome, asocirani su uglavnom za
imunski odgovor. Neki od njih su LIPE, MYH6, ACTG2, KLF4, SULT4ATi TF (31).

Timomi i miastenia gravis (MS)

Timomi su €esto asocirani sa raznim paraneoplasti¢nim sindromima (PNS) i to u 50-70% slucajeva. Naj¢esce
su asocirani sa miastenijom gravis (MG), koja predstavlja bolest kod koje je narusena funkcionalnost ne-
uromotorne ploce (32). Odlikuje se slabo3¢u i umorom, koji su posledica antitela na acetil-holinergicke re-
ceptore (AChR), koja direktno atakuju neuromuskularnu vezu (33). Timomi asocirani sa MG (TAMG)
karakteristi¢ni su uglavnom za B suptipove, rede za A i AB, a odsutni su kod TC. Inace, geni koji su ukljuceni

u imunost i indukciju tolerancije nisu razli¢ito eksprimirani, kod razli¢itih subtipova timoma, ukljucujudi



gene naT Celijama, proteaze koje igraju ulogu u njihovoj selekciji, apoptotske gene, koreceptore, kaskadne
molekule i gene glavnog kompleksa histokompatibilnosti klase | i klase Il (eng. MHC). Primeéeno je pove-
¢anje nivoa TLR3 - Toll-like receptora (34), i smanjenje proteinaze R i dvolan¢anih RNK (dsRNA) helikaza u pa-
cijenata sa timomima asociranim sa MG. Pored toga, povecéana je ekspresija CDNK2A, koji je marker HPV
infekcije. Ono $to je najupecatljivije je izrazito povecana ekspresija anti-interferon tipa | (IFN-I) antitela u ti-

moma-MG asociranim patologijama (35, 36).

Autoimunost predstavlja jedno od osnovnih obelezja TAMG i prema podacima, ona je prisutna u blizu 30%
od ukupnog broja slu¢ajeva. Prema podacima TCGA baze, timomi su jedini tumori koji se prou¢avaju u kon-
tekstu povezanosti sa autoimunos¢u. Prisustvo aneuploidija je tipi¢an nalaz za tumor-asociran sa autoimu-

noscu, kao i blago povecéana ekspresija autoantitela na titin, AchT i rianodin receptore - RYR1, RYR2 (37, 38).

Zakljucak

Na osnovu svega navedenog, timomi su retki tumori sa relativho malim brojem studija na molekularnom
nivou, Ciji se broj povecava sa razvojem novih ‘multi-omics’ metodologija. U poslednjih par godina doslo se
do mnogih novih saznanja u ovoj oblasti i otkrivanja novih molekularnih markera. Samim tim, omogucuje
se bolje poznavanje molekularne pozadine ove bolesti i uspesniji personalizovani pristup klinicara kada je

u pitanju izbor tretmana obolelih od ove bolesti.
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Apstrakt

Nakon njegovog otkri¢a poc¢etkom dvadesetog veka, dugo je smatrano da se insulin iskljucivo sinte-
tiSe u pankreasu i da u centralni nervni sistem (CNS) dospeva prolaskom kroz krvno-mozdanu barijeru.
Medutim, razvojem molekularno-bioloskih metoda potvrdeno je prisustvo iRNK za preporoinsulin, samog
(prepro)insulina, kao i C-peptida u nekim regionima mozga. Time je viSestruko potvrdeno da se insulin,
osim u pankreasu, sintetise i u CNS. Nakon otkri¢a da se i receptor za insulin eksprimira u CNS, ispitivanja
su bila usmerena ka upoznavanju dejstva ovog hormona u mozgu. Pokazano je da je, izmedu ostalog,
ukljucen u kontrolu apetita, regulaciji reprodukcije, ali i procesa vezanih za ucenje i konsolidaciju memo-
rije. Takode je utvrdeno da su poremecaji dejstva insulina u CNS povezani sa razvojem nekih neurodege-
nerativnih bolesti.

lako je vec¢ina pomenutih efekata prvobitno pripisana insulinu koji iz sistemske cirkulacije dospeva u
CNS, sve vise se dizajniraju studije koje su orijentisane isklju¢ivo ka upoznavaju funkcije insulina koji na-
staje u mozgu. Do sada je pokazano da se produkcija insulina u hipotalamusu smanjuje tokom stresnih si-
tuacija, 5to se negativno odrazava na sintezu hormona rasta u adenohipofizi i njegovu sekreciju u sistemsku
cirkulaciju. Nasuprot tome, pokazano je da kratkotrajno gladovanje povecava ekspresiju insulina u ne-
uronima istog mozdanog regiona ali i da ovaj fenomen nije povezan sa povec¢anjem stope ugradnje glu-
koznih transportera u ¢elijsku membranu, niti sinteze glikogena u astrocitima. Bi¢e potrebno sprovesti
dodatne studije kako bi se u ve¢oj meri upoznala uloga insulina koji nastaje unutar CNS.

Kljucne reci: insulin, centralni nervni sistem, gladovanje, insulinska signalizacija, hipotalamus
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Abstract

After being discovered in the early twentieth century, insulin was long considered to be exclusively
produced in the B-pancreatic cells. Therefore the presence of this hormone in the central nervous system
(CNS) was accounted for solely by its transport across the blood-brain barrier. However, owing to the advan-
ces in molecular biological techniques, it was established that the preproinsulin mRNA, the (pre)prounsulin
peptide and C-peptide were also present in the CNS parenchyma. These findings unequivocally proved
that, in addition to the pancreas, insulin was also produced in the CNS. After discovery that the insulin re-
ceptor was also expressed in the brain, numerous studies aimed to discover the insulin actions within the
CNS. It was found that insulin was involved in the control of appetite, reproduction, learning and memory
consolidation. Moreover, it was confirmed that the impairment of insulin signaling within the certain brain
regions was associated with various neurodegenerative disorders. Although these effects were initially as-
signed to the action of the insulin transported from the circulation into the CNS, more studies were desi-
gned to uncover the roles of insulin produced in the CNS. It has been shown so far that stress decreases
hypothalamic insulin production which subsequently results in the decreased growth hormone produc-
tion and its secretion form adenohypophysis. Furthermore, short-term fasting increased hypothalamic in-
sulin expression in rats, albeit this phenomenon did not result in either increased glucose uptake nor
glycogen production in this brain region. More studies are needed to fully elucidate the role of the cen-
trally produced insulin.

Keywords: insulin, central nervous system, fasting, insulin signaling, hypothalamus



Uvod

Insulin je polipepdini hormon koji se sintetiSe u 3-¢elijama Langerhansovih ostrvaca pankreasa. Ot-
krili su ga Banting i Best 1922. godine [1] koji su na pankreaektomisanim psima pokazali da intravenozna ad-
ministracija ekstrakta pankreasa snizava koncetraciju glukoze u krvi i urinu [1,2]. Oni su u svojim beleskama
ovaj ekstrakt nazvali,isletin“[2]. Postojanje supstance poreklom iz pankreasa koja snizava koncetraciju glu-
koze u krvi pretpostavljeno je mnogo godina ranije, a ime ,insulin” (latinski: insula, ostrvo), koje su kasnije
prihvatili i Bantig i Best, predlozio je Jean de Meyer 1909. godine, a nezavisno i engleski fiziolog Edward Al-
bert Sharpey-Schafer 1910. godine [2,3].

Nakon otkri¢a insulina, prvobitna istrazivanja bila su uglavnom usmerana ka njegovoj primeni u le-
¢enju dijabetesa, ali vremenom se prosirivalo i znanje o njegovoj strukturi i dejstvima. Osnovna funkcija in-
sulina je regulacija perifernog glukoznog metabolizma. Insulin stimulise skeletne misi¢e i masno tkivo da
preuzimaju glukozu iz krvne plazme i stimuli$e sintezu glikogena, proteina i masti u ¢elijama jetre, misic¢a i
masnog tkiva. Pored toga, regulaciju perifernog glukoznog metabolizma insulin vrsi i posredno, delujuci
na odgovarajuce centre u hipotalamusu ¢ime suprimira apetit i glukoneogenezu u jetri, odnosno, regulise
energetsku homeostazu. Danas znamo da insulin ostvaruje i brojne druge uloge u centralnom nervnom si-
stemu (CNS), kao sto su regulacija reprodukcije, u¢enja i fromiranje memorije, a poremecaji dejstva insulina
u CNS povezani su sa razvojem nekih neurodegenerativnih poremecaja, kao sto je Alchajmerova bolest.

Kontrola sinteze i sekrecije insulina

Insulin se, kao i svi polipeptidni hormoni, sintetise u formi neaktivnog preprohormona, koji se na-
ziva preproinsulin i izgraden je od 110 amino-kiselina. U endoplazmati¢nom retikulumu se sa preproinsu-
lina iseca signalna sekvenca usled ¢ega nastaje proinsulin. Potom se formiraju i tri disulfidne veze, koje
molekulu proinsulina daju karakteristi¢cnu konformaciju. Nakon toga u Goldzijevom aparatu proinsulin se pa-
kuje u vezikule, a unutar njih se delovanjem enzima prohormon konvertaze iseca sredisnji deo molekula, tzv.
C-peptid, ¢ime nastaje nastaje “zreli” insulin sastavljen od 51 amino-kiselinskog ostatka. Nakon stimulacije
B-celija pankreasa, egzocitozom se insulin i C-peptid sekretuju u sistemsku cirkulaciju. Glavni stimulus za sin-
tezu i sekreciju insulina je povisena koncentracija glukoze u krvi, ali i drugi faktori mogu uticati na njegovu
sekreciju. Povecana koncentracija amino-kiselina i akutno povecanje koncentracije slobodnih masnih kise-
lina u krvi nakon obroka stimulisu oslobadanje ovog hormona. Takode, gastrointestinalni hormoni, gluka-
gonu sli¢an peptid-1 (GLP-1) i glukozno-zavistan insulinotropni polipeptid (GIP), tzv. inkretini, znacajno
povecavaju sekreciju insulina. Nasuprot tome, tokom stresnih situacija ili povecane fizi¢ke aktivnosti, usled
povecane simpaticke stimulacije srzi nadbubreznih Zlezda povecava se sekrecija adrenalina koji inhibira iz-
lu¢ivanje insulina. Takode, 6-Celije pankreasa sekretuju somatostatin koji deluje parakrino i suprimira se-
kreciju insulina (detaljnije opisano u [4]).

Poreklo insulina u centralnom nervnom sistemu

Prvobitno je smatrano da insulin svoje efekte ostvaruje isklju¢ivo na periferna tkiva i da je CNS ne-
osetljiv na dejstvo insulina. Medutim, u eksperimentu koji su izveli Margolis i Altszuler 1967. godine na psima
(koji su prethodno podvrgnuti 18-20 ¢asovnom gladovanju) pokazano je da se nakon intravenozne admi-
nistracije insulina njegova koncetracija u cerebrospinalnoj te¢nosti (CST) povecava [5]. U ovoj studiji prvi put
je demonstrirano dainsulin prolazi kroz krvno-mozdanu barijeru (KMB). Pored toga, ustanovljeno je da kon-
centracija insulina u CST ne raste proporcionalno porastu koncentracije insulina u krvi, ukazujuci na to da
se njegov transport kroz KMB ne odvija pasivhom difuzijom, ve¢ da postoji transportni sistem koji podleze

157



ﬂ Trends in Molecular Biology

saturaciji [5]. Baura i saradnici su na psima potvrdili da pri suprafizioloskim koncentracijama insulina u krvi
(i pri vestacki odrzavanoj euglikemiji), transport insulina kroz KMB dostize plato [6], dok su Banks i saradnici
na misevima pokazali je doza insulina potrebna za saturaciju niza od doze koja izaziva hipoglikemiju [7].
Prisustvo insulina u CST detektovano je i kod drugih vrsta, uklju¢ujuci pacova, zeca, majmuna i ¢oveka [8].
Kasnije je utvrdeno da se insulin transportuje kroz KMB receptor-posredovanom transcitozom (Slika 1) [9].
Naime, endotelne celije kapilara koji ulaze u sastav KMB, kao i ependimske celije poseduju insulinske re-
ceptore (IR) koji u¢estvuju u njegovom transportu iz krvne plazme u CNS. Insulin se vezuje za IR na lumina-
Inom regionu membrane endotelnih Celija, nastali kompleks se internalizuje, nakon ¢ega se insulin otpusta
sa antiluminalne strane u intersticijum uz minimalnu degradaciju [8-11]. U kulturi endotelnih ¢elija izolo-
vanih iz krvnih sudova mozga pokazano je da je u pitanju dvosmerni transport, posredovan IR i lipidnim raf-
tom koji ne uklju¢uje aktivaciju fosfatidilinozitol-3 kinaze (eng. phosphoinositide-3-kinase - PI3K) i
ekstracelijskim signalima regulisane kinaze (eng. extracellular signal-regulated kinase - ERK) [11].

Transport insulina preko krvno-mozdane barijere

astrocitno pericit -

endotelna
celija

e o ® @ |nsulin
lumen kapilara

Sinteza | sekrecija Insulina u neursnu

Slika 1. Insulin u centralnom nervnom sistemu. Insulin sintetisan u pankreasu se izlucuje u sitemsku cirkulaciju iz koje se transportuje preko krvno-mozdane
barijere receptor-posredovanom transcitozom. Pored toga, insulin se sintetiSe u neuronima. IR - insulinski receptor; ER - endoplazmaticni retikulum.



KMB u razli¢itim mozdanim regionima ima razli¢itu propustljivost za insulin. Najpermeabilniji regioni su
u sklopu mozdanog mosta, produzene mozdine i hipotalamusa (posebno eminencija medijana), manje per-
meabilan je potilja¢ni region mozdane kore, dok se talamus i srednji mozak smatraju nepropustljivim za in-
sulin [12]. Stopa transporta insulina kroz KMB smanjuje se sa starenjem organizma, usled gojaznosti, kao i
u slu¢aju nekih neurodegenerativnih oboljenja ako $to je Alchajmerove bolesti [13]. Takode, na smanjenje
stope transporta utice i ishrana bogata mastima [11], kortikosteroidi [14] i gladovanje [15].

Krajem sedamdesetih godina pojavila su se istaZivanja u kojima je insulin detektovan ne samo u
CST veci u parenhimu mozdanog tkiva i tada se javila ideja o njegovoj sintezi u CNS. Prva studija, uradena
1978. godine od strane Havrankove i saradnika pokazala je prisustvo insulina u razli¢itim mozdanim regio-
nima ad libitum hranjenih Sprague-Dawley pacova [16]. S obzirom da su izmerene koncetracije insulina u
mozgu bile veée nego u crikulaciji, autori ove studije su pretpostavili da dolazi do sinteze insulina u CNS
[16]. Svoju hipotezu dodatno su potvrdili kada su na gojaznim i dijabeti¢nim pacovima pokazali da kon-
centracija insulina u mozgu ne zavisi od njegove koncentracije na periferiji [17]. Naime, uprkos hipoinsuli-
nemiji kod pacova kojima je dijabetes izazvan streptozotocinom ili hiperinsulinemije kod gojaznih pacova,
nisu zabeleZzene promene koncetracije insulina u mozgu [17].

Dorn i saradnici su potvrdili prisustvo insulina u mozgu Wistar pacova [18,19], ali u znatno manjoj kolicini
nego u mozgu C57BlksJ) miseva [19]. Objasnjenje razlike u kolicini insulina detektovang u mozgu pacova u ovoj
i studiji koju je izvela Havrankova, mozda lezi u tome $to je analiza radena na razli¢itim sojevima. Medutim, u
druge dve studije radene na Sprague-Dawley [20] i Wistar [21] pacovima zabeleZena je niska koncentracija in-
sulina u mozgu, znac¢ajno manja nego u plazmi [20,21]. Razli¢ite koncetracije insulina u opisanim studijama
mogu biti posledica koris¢enja razlic¢itih metoda za merenje. Osim kod pacova, insulin je detektovan i u mozgu
kornjace, zabe i Coveka gde je pokazano da medu vrstama postoji razlika u njegovoj kolic¢ini [22]. Kod glodara,
najveca koncentracija insulina detektovana je u hipotalamusu [16,19,21] i olfaktornim bulbusima [16,21].

Ideja o sintezi insulina u CNS bila je dugo osporavana zbog Cinjenice da je njegovo prisustvo detekto-
vano radioimunoloskim i imunohistohemijskim metodama, odnosno, na nivou proteina [16,17], ili zbog de-
tekcije veoma niskih koncentracija ovog hormona [20,21]. Njegovo prisustvo u endotelnim ¢elijama krvnih
sudova i ependimskim ¢eljama koje okruzuju mozdane komore inicijalno je pripisivano transportu iz krvi ili
CST [23]. Baskin i saradnici su injecirali radioaktivno obelezeni insulin u lateralne mozdane komore i zabe-
leZili njegovo preuzimanje u hipotalamusu, najpre u ependimskim ¢éelijama, a nakon 30 minuta i u peri-
ventrikularnom (PeV) jedru, eminenciji medijani i dorzomedijalnom hipotalamusu [24], dodatno ukazujudi
na ¢injenicu da je prisustvo insulina u hipotalamusu posledica njegovog transporta iz CST [21,24].

Medutim, prisustvo insulina u citoplazmi Celijskih tela i dendrita ukazivalo je na moguénost njegove
sinteze u ovim celijama [25,26]. Pored toga, u prilog ideji o produkciji insulina u CNS isla su i istrazivanja
koja su pokazala prisustvo C-peptida u istim nervnim celijama u kojima je detektovan i insulin [25,26]. C-pep-
tid, kao sastavni deo proinsulina, skladisti se i sekretuje zajedno sa insulinom i stoga predstavlja marker nje-
gove biosinteze [25,27]. Takode, dodatna potvrda da se sinteza insulina odvija u nervnim ¢elijama bila su i
istrazivanja u kojima je prisustvo insulina pokazano u kulturi mozdanih ¢elija pacova [28,29] i misa [30]. Do-
datno je demonstrirano i da u kulturi neurona sekrecija insulina moze biti indukovana hemijskom depola-
rizacijom celijske membrane [31].

Prvobitno iRNK za insulin nije bila detektovana u mozgu adultnih Sprague-Dawley pacova Northern
blot metodom [32]. Medutim, nekoliko godina kasnije Young je uspeo primenom in situ hibridizacije da de-
tektuje iRNK za insulin u mozgu na istom animalnom modelu [33]. Kasnije je prisustvo iRNK za preproinsu-
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lin 1i2 detektovano i u mozgu embriona misa i pacova [34], ali i prisustvo iRNK za insulin 2 u neonatalnom
i adultnom mozdanom tkivu pacova [35]. Pacovi i miSevi imaju dva gena za insulin: Ins1 koji se eksprimira u
[3-¢elijama pankreasa i Ins2 koji je prisutan i u ostalim tkivima [34,36]. Razvojem molekularno-bioloskih me-
toda, nizale su se studije koje su potvrdivale ekspresiju insulina u CNS. Do danas, insulin je detektovan na
nivou proteina (imunohistohemijskim, RIA ili HPLC metodama) u mozdanom tkivu [16-19,22,25,37-44] i
kulturi nervnih ¢elija [28-31,45,46], na nivou iRNK (Northern blot, RT-PCR, real-time RT-gPCR, in situ hibridiza-
cija) [33-36,38,47-52], a pokazana je aktivnost promotora Ins2 gena karakteristi¢nih za -Celije pankreasa
u mozgu miseva [53,54] i pacova [55]. Ekspresija insulina zabelezena je u razli¢itim mozdanim regionima
kao $to su hipotalamus [38,47], korteks velikog mozga [36], hipokampus [36,51] i olfaktorni bulbusi [51]. U
okviru hipotalamusa insulin je detektovan u neuronima periventrikularnog [33,38] i paraventrikularnog
jedra (PVN) [47]. Prisustvo insulina zabeleZeno je u neuronima, ali ne i u glijskim ¢elijama [38,45,47]. Pored
toga, insulin je prisutan i u ependimskim ¢elijama koje okruzuju mozdane komore [23,38,47], tanicitama
[23], ¢elijama horoidnog pleksusa [52] i endotelnim ¢elijama krvnih sudova. Sve navedene studije potvr-
duju postojanje de novo sinteze insulina u CNS, ali njegova uloga je idalje slabo istrazena.

Funkcije insulina u centralnom nervnom sistemu

Nakon otkri¢a insulinskog receptora u mozgu [56], doslo je do ekspanzije studija koje analiziraju funkciju
insulina u CNS. Objavljen je veliki broj radova u kojima je insulin injeciran intravenozno (iv) ili intracerebroven-
trikularno (icv) kako bi se saznalo koje efekte ostvaruje u CNS. Veliki doprinos u razumevanju dejstva insulina u
mozgu dale su i mnogobrojne novije studije u kojima je administracija insulina obavljana intranazalno.

Najvise ispitivana uloga insulina je regulacija apetita. Pokazano je da injeciranje insulina u mozdane
komore dovodi do smanjenja unosa hrane i posledi¢no do smanjenja telesne mase [57,58]. Insulin svoje
anoreksigeno dejstvo ostvaruje preko svojih receptora u hipotalamusu, gde inhibira NPY/AgRP neurone
[59,60], dok POMC/CART neurone aktivira [61]. U neuronima hipotalamusa koji koeksprimiraju IR i POMC za-
belezeno da icv administracija insulina dovodi do povecanja ekspresije iRNK za POMC, a da primena anta-
gonista melanokortina moze spreciti anoreksigene efekte insulina. Ovo ukazuje da insulin svoja dejstva
ostvaruje preko melanokortinskog sistema [62]. Sa druge strane, selektivna delecija IR u neuronima ima ore-
ksigene efekte, odnosno dovodi do hiperfagije, gojaznosti i insulinske rezistencije perifernih efektora insu-
lina [63].

Pored regulacije apetita, insulin vezivanjem za svoje receptore u hipotalamusu suprimira glukoneoge-
nezu u jetri [64] i moduliSe nivo simpaticke stimulacije masnog tkiva. Drugim re¢ima, svojim dejstvom u hi-
potalamusu insulin indirektno inhibira lipolizu i promovise lipogenezu, ¢ime se ujedno smanjuje i
dostupnost supstrata za glukoneogenezu u jetri, Cime se dodatno suprimira hepati¢na produkcija glukoze
[65,66]. Regulacijom energetske homeostaze insulin indirektno utice i na reprodukciju koja je energetski
izuzetno zahtevan proces [13]. Kod Zenki miseva delecija IR u neuronima pored pojave gojaznosti, remeti se-
kreciju luteiniziraju¢eg hormona i smanjuje fertilnost [67,68].

Cinjenica da pacijenti sa dijabetesom tip 1 i 2 imaju poteskoce sa u¢enjam, oslabljenu memoriju i ko-
gnitivne funkcije ukazuje na potencijalnu ulogu insulina u ovim procesima. U prilog ovoj hipotezi ide i Ci-
njenica da je veliki broj IR detektovan u hipokampusu, mozdanoj strukturi koja ima ulogu u procesima ucenja
i pamcenja [13,69]. Pored toga, kod Alchajmerove bolesti narusena je aktivnost insulina u mozgu, a njegova
intranazalna administracija poboljsava kognitivne performanse, paznju i paméenje kod pacijenata sa ovom
bolesti [69]. Mehanizam kojim insulin uti¢e na memoriju moze biti posredno preko regulacije preuzimanja
glukoze koja je neuronima naophodna za ove energetski zahtevne procese [13]. Zaista, pokazano je da in-



sulin u hipokampusu stimulise translokaciju GLUT4 u ¢elijsku membranu i povecava preuzimanje glukoze
[70]. Sa druge strane, insulin modulide sinapticku aktivnost i na taj nacin uti¢e na procese formiranja me-
morije [13].

lako je veliki broj studija ispitivao dejstvo periferno sintetisanog ili egzogenog insulina u CNS, malo-
brojne su one koje su ispitivale iskljucivo funkciju insulina sintetisanog u mozgu. Postoji vise razloga za to.
Jedan od njih je $to su dugo vodene debate oko porekla insulina u CNS. Osim toga, iako je njegova ekspre-
sija u CNS potvrdena na vise nacina, u vidu iRNK, proteina insulina, C-peptida, koli¢ina insulina koji se sin-
tetiSe u mozgu je mala. Na kraju, tesko je razdvojiti efekte periferno sintetisanog insulina koji kroz KMB
dospeva u CNSiinsulina sintetisanog u CNS.

Kada se sve uzme u obzir, jasno je da je bilo tesko dizajnirati studiju u kojoj bi se mogla prouciti funk-
cija iskljucivo insulina sintetisanog u mozgu. Kako bi se eliminisali efekti periferno sintetisanog insulina,
prva istrazvanja funkcije mozdanog insulina vrdena su in vitro. U kulturi neurona fetusa pacova, gajenih u me-
dijumu koji ne sadrzi insulin, pokazano je da oni sintetisu iRNK za preproinsulin 1 i preproinsulin 2 i da en-
dogeno sintetisani insulin promovise distribuciju neurofilamenata u aksonu i rast neurita [71] i diferencijaciju
neurona [72]. Ovi procesi posredovani su aktivacijom MAPK, ali ne i PI3K/AKT signalnog puta [71,73].

lako su ove studije omogucile razumevanje nekih procesa u koje je endogeno sintetisani insulin uklju-
¢en, ovakav pristup ima odredenih nedostataka i ne daje potpuni odgovor na pitanje koja je funkcija insu-
lina sintetisanog u mozgu. Zahvaljujuci razvoju molekularno-bioloskih metoda, a posebno zahvaljujudi
razvoju misjeg modela u kojem je deletiran gen Ins2 u mozgu, pojavile su se studije koje su dodatno potv-
dile de novo sintezu insulina u mozgu, ali i omogucile ispitivanje njegove uloge [47]. Potvrdeno je da se u
mozgu eksprimira samo Ins2 iRNK, i to u malim koli¢inama, ali znacajno ve¢im od pozadinskog Suma zabe-
lezenog kod Ins2” miseva [36].

S obzirom da je koli¢ina insulina koji se sintetise u mozgu mala, misevi sa delecijom Ins2 u fizioloskim
uslovima ne ispoljavaju znacajne patoloske promene koje bi mogle ukazati na funkciju ovog molekula
[36,74]. Na osnovu toga moze se pretpostaviti da je uloga insulina produkovanog u mozgu u nekim finim
modulacijama aktivnosti CNS i lokalnog karaktera, te da se nedostatak /ns2 moze primetiti tek u slucaje-
vima narusene homeostaze. Upravo u takvim uslovima, nakon izlaganja stresu, Lee i saradnici su ustanovili
da insulin sintetisan u PVN hipotalmusa igra vaznu ulogu u regulaciji sinteze i sekrecije hormona rasta (HR)
[47]. U normalnim fizioloskim uslovima, u parvocelularnim neuronima PVN sintetiSe se insulin koji aksona-
Inim transportom dospeva do eminencije medijane, gde se sekretuje u hipotalamo-hipofizni portni krvo-
tok kojim se transportuje do svojih receptora na membrani celija adenohipofize u kojima posredstvom
PI3K/AKT signalnog puta regulise sintezu i sekreciju HR [47]. Medutim, smanjenje ekspresije Ins2 iRNK u PVN
tokom stresa dovodi do smanjenja iRNK za HR u adenohipofizi, i sledstvenog smanjenja koncentracije ovog
hormona u krvnoj plazmi [47]. Kod juvenilnih miSeva, u uslovima hroni¢nog stresa, supresija sinteze insu-
lina u PVN dovodi do usporavanja rasta zbog smanjane proizvodnje HR [47].

U nasoj studiji je, u stanju narusene energetske homeostaze uzrokovane SestoCasovnim gladovanjem
(nakon prekonoénog gladovanja) zabelezeno povecanje ekspresije insulina u PeV hipotalamusa muzjaka pa-
cova [38]. Povecanje ekspresije insulina detektovano je ne samo RIA metodom i imunohistohemijski (po-
mocu antitela za proinsulin), ve¢ i primenom RT-gPCR [38]. S obzirom na poznato anoreksigeno dejstvo
insulina, oCekivano je da tokom gladovanja dode do smanjenja njegove koncentracije i u krvi i u hipotala-
musu, $to se desava u slu¢aju dugotrajnijeg gladovanja, ali ne i Sesto¢asovnog [75]. Ovo neocekivano saznanje
nametnulo je pitanje adaptivhog znacaja gladovanjem izazvanog povecanja ekspresije insulina u PeV.

161



S obzirom na to da gladovanije predstavlja stanje narusene energetske homeostaze, najpre je ispitivana
uloga ovog insulina u regulaciji glukoznog metabolizma [76]. lako se smatra da je glukozni metabolizam u
mozgu nezavisan od dejstva insulina [77], prisustvo dve insulin-zavisne forme glukoznih transportera: GLUT4
i GLUT8 [78] i njihova kolokalizacija sa IR [79] ukazuju da insulin moZze uticati na glukozni metabolizam u CNS.
Zaista, nakon icv administracije, insulin u neuronima hipokampusa stimulise translokaciju GLUT4 iz cito-
plazme u Celijsku membranu posredstvom PI3K/AKT signalnog puta [70]. Pored toga, osetljivost glukoznih
transportera na insulin moZe se menjati u odredenim okolnostima. Na primer, tokom mirovanja insulin sti-
mulise translokaciju GLUT4, dok se tokom povecane fizicke aktivnosti njegova ugradnja u ¢elijsku mem-
branu skleteno-misi¢nih ¢elija odvija nezavisno od dejstva insulina [80]. Nakon Sesto¢asovnog gladovanja,
pored povecanja ekspresije insulina, u PeV je zabelezena i aktivacija IR [76], $to ukazuje da centralno sinte-
tisani insulin svoje dejstvo u ovom sluc¢aju ostvaruje parakrino. Medutim, u PeV nije zabelezena koekspre-
sija aktivne forme IR ni sa jednim od Cetiri najzastupljenije izoforme glukoznih transportera (GLUT1, 2, 3,i4)
u mozgu [76]. To dalje ukazuje da insulin produkovan u PeV tokom kratkotrajnog gladovanja nema ulogu
u kontroli membranskog transporta glukoze u hipotalmusu.

Insulin je poznat i po svojoj ulozi u stimulaciji sinteze glikogena [81,82], koji i u mozgu predstavlja vazan
izvor energije, a sintetise se i skladisti iskljuc¢ivo u astrocitima [83]. lako je pokazano da insulin u mozdanim
Celijama stimulise sintezu glikogena i in vitro [84] i in vivo [85], nakon kratkotrajnog gladovanja u hipotala-
musu nisu zabeleZene ni promene u kolicini niti u regionalnoj distribuciji glikogena [76], na osnovu Cega je
zaklju€eno da insulin sintetisan u ovom mozdanom regionu tokom kratkotrajnog gladovanja nema ulogu
u sintezi glikogena.

U skladu sa ovim rezultatima, pokazano je da u hipotalamusu kratkotrajno izgladnjivanih pacova ne
dolazi do aktivacije PI3K/AKT signalnog puta za koji se zna da indukuje preuzimanje glukoze i sintezu gli-
kogena [86]. Sta vise, fosforilacija AKT na serinu 473 bila je smanjena, kao i u drugim studijama koje su ispi-
tivale uticaj gladovanja na insulinski signalni put [87,88], ukazujuci i da se modulacija AKT tokom gladovanja
vrsi posredstvom nekih drugih molekula. Sa druge strane, Sesto¢asovno gladovanje u hipotalamusu pove-
¢ava aktivaciju ERK [86], za koji je pokazano da u mozgu modulise ekspresiju gena uklju¢enih u sinapticku
plasti¢nost i ¢elijsku diferencijaciju [71,73,89], te se mozZe pretpostaviti da de novo sintetisan insulin ima
ulogu u nekom od ovih procesa. Uzimajuci u obzir da se fenomen povecanja ekspresije insulina u PeV tokom
kratkotrajnog gladovanja desava kod muzjaka [38] ali ne i kod Zenki (nepublikovani podaci) i da je u litera-
turi poznato da postoje polno-specifi¢ne razlike u gradi i funkciji ovog jedra [90,91], mozZe se pretpostaviti
i da je njegova uloga mozda u modulaciji reproduktivne funkcije. Medutim, za potpuno razumevanje funk-
cije centralno produkovanog insulina tokom kratkotrajnog gladovanja, u buduénosti bi bilo potrebno ura-
diti dodatne analize na Zivotinjama kojima je Ins2 gen u neuronima PeV deletiran i analizirati signalne
molekule nishodno od ERK.

Zakljucak

Od otkrica insulina do danas napravljen je veliki iskorak prvenstveno u upoznavanju faktora koji kon-
troliSu njegovu sintezu i sekreciju iz 3-¢elija pankreasa. Detaljno su okarakterisani i tkivni odgovori koje in-
za svoj receptor aktivira u pomenutim efektorima. Osim toga, opisan je i mehanizam transporta insulina
kroz krvno-mozdanu barijeru. Razvojem molekularno-bioloskih metoda u poslednjih nekoliko decenija ne-
dvosmisleno je potvrdeno da se sinteza insulina, osim u pankreasu, odvija i u CNS. Identifikovani su regioni
mozga, kao i tipovi Celija u kojima se eksprimira gen za insulin. Medutim, ono 3to ostaje predmet intenzi-



vnih istrazivanja jeste adaptivni znacaj sinteze insulina u CNS. Neophodno je ispitati da li je re¢ o procesu
koji se desava konstitutivno ili samo pod specifi¢nim okolnostima. Narocito je vazno detaljnije upoznati
ulogu insulina u CNS, kao i razdvojiti dejstva insulina koji u mozak dospeva kroz krvno-moZzdanu barijeru,
od onog koji je lokalno sintetisan u CNS.

Zahvalnica

Izrada ovog rada je omogucena zahvaljujudi Ministarstvu prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja Repu-
blike Srbije — broj ugovora 451-03-9/2021-14/200178.

I Trendovi u molekularnoj biologiji

163



E Trends in Molecular Biology

Literatura

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Banting FG, Best CH. The internal secretion of the pancreas. J Lab Clin Med. 1922;7. d0i:10.3138/9781442656918-
008

Diem P.The Discovery of Insulin. Ther Umschau. 2020;77: 289-296. doi:10.1024/0040-5930/a001194

Vecchio |, Tornali C, Bragazzi NL, Martini M. The discovery of insulin: An important milestone in the history of
medicine. Front Endocrinol (Lausanne). 2018;9: 1-8. doi:10.3389/fendo0.2018.00613

Daki¢ T. Efekat kratkotrajnog gladovanja na ekspresiju insulina i insulinsku signalizaciju u hipotalamusu pacova.
Institut za fiziologiju i biohemiju “lvan Baja’, Univerzitet u Beogradu - Bioloski fakultet. 2019.

Margolis RU, Altszuler N. Insulin in the Cerebrospinal Fluid. Nature. 1967;215: 1375. doi:10.1038/2151375a0

Baura GD, Foster DM, Porte D, Kahn SE, Bergman RN, Cobelli C, et al. Saturable transport of insulin from plasma into
the central nervous system of dogs in vivo. A mechanism for regulated insulin delivery to the brain. J Clin Invest.
1993;92: 1824-1830. d0i:10.1172/JCI1 16773

Banks WA, Jaspan JB, Huang W, Kastin AJ. Transport of insulin across the blood-brain barrier: Saturability at
euglycemic doses of insulin. Peptides. 1997. doi:10.1016/50196-9781(97)00231-3

Plata-Salaman CR. Insulin in the cerebrospinal fluid. Neurosci Biobehav Rev. 1991;15: 243-258. doi:10.1016/50149-
7634(05)80004-1

King GL, Johnson SM. Receptor-Mediated Transport of Insulin Across Endothelial Cells. Science (80-). 1985;227:
1583-1586.

Meijer RI, Gray SM, Aylor KW, Barrett EJ. Pathways for insulin access to the brain: The role of the microvascular
endothelial cell. Am J Physiol - Hear Circ Physiol. 2016;311. doi:10.1152/ajpheart.00081.2016

Gray SM, Aylor KW, Barrett EJ. Unravelling the regulation of insulin transport across the brain endothelial cell.
Diabetologia. 2017;60. doi:10.1007/s00125-017-4285-4

Banks WA, Kastin AJ. Differential permeability of the blood-brain barrier to two pancreatic peptides: Insulin and
amylin. Peptides. 1998;19: 883-889. doi:10.1016/50196-9781(98)00018-7

Ghasemi R, Haeri A, Dargahi L, Mohamed Z, Ahmadiani A. Insulin in the brain: Sources, localization and functions.
Molecular Neurobiology. 2013. pp. 145-171. doi:10.1007/5s12035-012-8339-9

Baura GD, Foster DM, Kaiyala K, Porte D, Kahn SE, Schwartz MW. Insulin transport from plasma into the central
nervous system is inhibited by dexamethasone in dogs. Diabetes. 1996;45. doi:10.2337/diab.45.1.86

Strubbe JH, Porte D, Woods SC. Insulin responses and glucose levels in plasma and cerebrospinal fluid during
fasting and refeeding in the rat. Physiol Behav. 1988;44: 205-8. doi:10.1016/0031-9384(88)90139-4

Havrankova J, Schmechelt D, Roth J, Brownsteint AM. Identification of insulin in rat brain. Neurobiology. 1978;75:
5737-5741.d0i:10.1073/pnas.75.11.5737

Havrankova J, Roth J, Brownstein MJ. Concentrations of insulin and of insulin receptors in the brain are
independent of peripheral insulin levels. Studies of obese and streptozotocin-treated rodents. J Clin Invest.
1979;64: 636-642. doi:10.1172/JCI109504

Dorn A, Bernstein HG, Kostmann G, Hahn HJ, Ziegler M. An immunofluorescent reaction appears to insulin-
antiserum in different CNS regions of two rat species. Acta Histochem. 1980;66. doi:10.1016/S0065-1281(80)80014-
6

Dorn A, Bernstein HG, Hahn HJ, Ziegler M, Rummelfanger H. Insulin Immunohistochemistry of Rodent CNS:

Apparent Species Differences but Good Correlation with Radioimmunological Data. Histochemistry. 1981;71: 609-
616.

Eng J, Yalow RS. Evidence against extrapancreatic insulin synthesis. Proc Natl Acad Sci U S A. 1981;78: 4576-4578.
doi:10.1073/pnas.78.7.4576

Baskin DG, Porte D, Guest K, Dorsa DM. Regional concentrations of insulin in the rat brain. Endocrinology. 1983;112:
898-903. doi:10.1210/endo-112-3-898

Dorn A, Bernstein H [IG, Rinne A, Ziegler M, Hahn H [1J, Ansorge S. Insulin[] and glucagonlike peptides in the
brain. Anat Rec. 1983;207. doi:10.1002/ar.1092070108

Pansky B, Hatfield JS. Cerebral localization of insulin by immunofluorescence. Am J Anat. 1978.
doi:10.1002/aja.1001530309



24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34,

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

Baskin DG, Woods SC, West DB, Houten M Van, Posner BI, Dorsa DM, et al. Imnmunocytochemical detection of
insulin in rat hypothalamus and its possible uptake from cerebrospinal fluid. Endocrinology. 1983.
doi:10.1210/endo-113-5-1818

Dorn A, Rinne A, Bernstein HG, Hahn HJ, Ziegler M. Insulin and C-peptide in human brain neurons (insulin/C-
peptide/brain peptides/immunohistochemistry/radioimmunoassay). J Hirnforsch. 1983;24: 495-499.

Frolich L, Blum-Degen D, Bernstein HG, Engelsberger S, Humrich J, Laufer S, et al. Brain insulin and insulin receptors
in aging and sporadic Alzheimer’s disease. J Neural Transm. 1998;105: 423-438. d0i:10.1007/s007020050068

Tokarz VL, MacDonald PE, Klip A. The cell biology of systemic insulin function. Journal of Cell Biology. 2018.
doi:10.1083/jcb.201802095

Weyhenmeyer JA, Fellows RE. Presence of immunoreactive insulin in neurons cultured from fetal rat brain. Cell Mol
Neurobiol. 1983;3. doi:10.1007/BF00735000

Raizada MK. Localization of insulin-like immunoreactivity in the neurons from primary cultures of rat brain. Exp
Cell Res. 1983;143. doi:10.1016/0014-4827(83)90061-7

Birch NP, Christie DL, Renwick AGC. Proinsulin-like material in mouse foetal brain cell cultures. FEBS Lett. 1984;168.
doi:10.1016/0014-5793(84)80266-5

Clarke DW, Mudd L, Boyd FT, Fields M, Raizada MK. Insulin Is Released from Rat Brain Neuronal Cells in Culture. J
Neurochem. 1986. doi:10.1111/j.1471-4159.1986.tb00686.x

Giddings SJ, Chirgwin J, Permutt MA. Evaluation of rat insulin messenger RNA in pancreatic and extrapancreatic
tissues. Diabetologia. 1985;28. doi:10.1007/BF00283141

Young WS. Periventricular hypothalamic cells in the rat brain contain insulin mRNA. Neuropeptides. 1986;8: 93—
97.d0i:10.1016/0143-4179(86)90035-1

Schechter R, Beju D, Gaffney T, Schaefer F, Whetsell L. Preproinsulin I and Il mRNAs and insulin electron microscopic
immunoreaction are present within the rat fetal nervous system. Brain Res. 1996;736: 16-27. doi:10.1016/0006-
8993(96)00664-6

Devaskar SU, Singh BS, Carnaghi LR, Rajakumar P a., Giddings SJ. Insulin Il gene expression in rat central nervous
system. Regul Pept. 1993;48: 55-63. d0i:10.1016/0167-0115(93)90335-6

Mehran AE, Templeman NM, Brigidi GS, Lim GE, Chu KY, Hu X, et al. Hyperinsulinemia drives diet-induced obesity
independently of brain insulin production. Cell Metab. 2012;16: 723-737. d0i:10.1016/j.cmet.2012.10.019

Stempniak B, Guzek JW. Insulin-like immunoreactivity (IRI) in the rat hypothalamo- neurohypophysial system:
Effect of dehydration and haemorrhage. J Physiol Pharmacol. 1993;44.

Dakic TB, Jevdjovic T V., Peric M, Bjelobaba IM, Markelic MB, Milutinovic BS, et al. Short-term fasting promotes
insulin expression in rat hypothalamus. Eur J Neurosci. 2017;46: 1730-1737.doi:10.1111/ejn.13607

Devaskar SU, Giddings SJ, Rajakumar PA, Carnaghi LR, Menon RK, Zahm DS. Insulin gene expression and insulin
synthesis in mammalian neuronal cells. J Biol Chem. 1994;269: 8445-8454. doi:10.1016/50021-9258(17)37214-9

Dheen ST, Tay SSW, Wong WC. Localization of insulin-like immunoreactive neurons in the rat gracile nucleus. Histol
Histopathol. 1996;11.

Rosenzweig JL, Havrankova J, Lesniak MA, Brownstein M, Roth J. Insulin is ubiquitous in extrapancreatic tissues of
rats and humans. Proc Natl Acad Sci U S A. 1980;77. doi:10.1073/pnas.77.1.572

Stevenson RW. Further evidence for non-pancreatic insulin immunoreactivity in guinea pig brain. Horm Metab Res.
1983;15. doi:10.1055/5-2007-1018779

Bernstein HG, Dorn A, Reiser M, Ziegler M. Cerebral insulin-like immunoreactivity in rats and mice: Drastic decline
during postnatal ontogenesis. Acta Histochem. 1984;74: 33-36. doi:10.1016/S0065-1281(84)80022-7

Dorn A, Ziegler M, Bernstein HG, Dietz H, Rinne A. Concerning the presence of an insulin-related peptide in the
human brain: An immunohistochemical reinvestigation by use of monoclonal insulin antibodies. Acta Histochem.
1984;74. doi:10.1016/S0065-1281(84)80032-X

Schechter R, Holtzclaw L, Sadiq F, Kahn A, Devaskar S. Insulin synthesis by isolated rabbit neurons. Endocrinology.
1988. doi:10.1210/endo-123-1-505

Schechter R, Whitmire J, Wheet GS, Beju D, Jackson KW, Harlow R, et al. Immunohistochemical and in situ

hybridization study of an insulin-like substance in fetal neuron cell cultures. Brain Res. 1994;636. doi:10.1016/0006-
8993(94)90170-8

I Trendovi u molekularnoj biologiji

165



ﬂ Trends in Molecular Biology

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

Lee J, Kyungchan K, Hyun CJ, Young BJ, O'Leary T, Johnson J, et al. Insulin synthesized in the paraventricular nucleus
of the hypothalamus regulates body length by modulating pituitary growth hormone production. JCl insight.
2020;6: €135412.doi:10.1016/j.ibror.2019.07.1239

Singh BS, Rajakumar PA, Eves EM, Rosner MR, Wainer BH, Devaskar SU. Insulin gene expression in immortalized rat
hippocampal and pheochromocytoma-12 cell lines. Regul Pept. 1997;69: 7-14. d0i:10.1016/50167-0115(96)02120-
9

Madadi G, Dalvi PS, Belsham DD. Regulation of brain insulin mRNA by glucose and glucagon-like peptide 1.
Biochem Biophys Res Commun. 2008;376: 694-699. doi:10.1016/j.bbrc.2008.09.054

Molnar G, Farago N, Kocsis AK, Rozsa M, Lovas S, Boldog E, et al. GABAergic Neurogliaform Cells Represent Local
Sources of Insulin in the Cerebral Cortex. J Neurosci. 2014. doi:10.1523/JNEUROSCI.4082-13.2014

Kuwabara T, Kagalwala MN, OnumaY, Ito Y, Warashina M, Terashima K, et al. Insulin biosynthesis in neuronal
progenitors derived from adult hippocampus and the olfactory bulb. EMBO Mol Med. 2011;3: 742-54.
doi:10.1002/emmm.201100177

Mazucanti CH, Liu QR, Lang D, Huang N, O’Connell JF, Camandola S, et al. Release of insulin produced by the
choroids plexis is regulated by serotonergic signaling. JCl Insight. 2019;4: e131682. doi:10.1172/jci.insight.131682

Song J, Xu Y, Hu X, Choi B, Tong Q. Brain expression of Cre recombinase driven by pancreas-specific promoters.
Genesis. 2010. doi:10.1002/dvg.20672

Wicksteed B, Brissova M, Yan W, Opland DM, Plank JL, Reinert RB, et al. Conditional gene targeting in mouse
pancreatic 3-cells: Analysis of ectopic cre transgene expression in the brain. Diabetes. 2010. doi:10.2337/db10-0624

Lamotte L, Jackerott M, Bucchini D, Jami J, Joshi R, Deltour L. Knock-in of diphteria toxin a chain gene at Ins2 locus:
Effects on islet development and localization of Ins2 expression in the brain. Transgenic Res. 2004;13.
doi:10.1007/511248-004-9587-x

Havrankova J, Roth J, Brownstein M. Insulin receptors are widely distributed in the central nervous system of the
rat. Nature. 1978;272: 827-829. doi:10.1038/272827a0

Brief DJ, Davis JD. Reduction of food intake and body weight by chronic intraventricular insulin infusion. Brain
Res Bull. 1984;12. doi:10.1016/0361-9230(84)90174-6

Chavez M, Riedy CA, Van Dijk G, Woods SC. Central insulin and macronutrient intake in the rat. Am J Physiol - Regul
Integr Comp Physiol. 1996;271. doi:10.1152/ajpreqgu.1996.271.3.r727

Dube MG, Phelps CP, Sninsky CA, Kalra PS. Insulin and insulin-like growth factor ii suppress neuropeptide y release
from the nerve terminals in the paraventricular nucleus: A putative hypothalamic site for energy homeostasis.
Endocrinology. 1995;136. doi:10.1210/endo.136.12.7588328

Neary NM, Goldstone AP, Bloom SR. Appetite regulation: From the gut to the hypothalamus. Clinical
Endocrinology. 2004. pp. 153-160. doi:10.1046/j.1365-2265.2003.01839.x
Palou M, Sanchez J, Rodriguez AM, Priego T, Pic6 C, Palou A. Induction of NPY/AgRP orexigenic peptide expression

in rat hypothalamus is an early event in fasting: Relationship with circulating leptin, insulin and glucose. Cell
Physiol Biochem. 2009;23: 115-124. doi:10.1159/000204100

Benoit SC, Air EL, Coolen LM, Strauss R, Jackman A, Clegg DJ, et al. The catabolic action of insulin in the brain is
mediated by melanocortins. J Neurosci. 2002;22. doi:10.1523/jneurosci.22-20-09048.2002

Bruning JC, Gautam D, Burks DJ, Gillette J, Schubert M, Orban PC, et al. Role of brain insulin receptor in control of
body weight and reproduction. Science (80- ). 2000;289: 2122-2125. doi:8841 [pii]

Obici S, Zhang BB, Karkanias G, Rossetti L. Hypothalamic insulin signaling is required for inhibition of glucose
production. Nat Med. 2002;8: 1376-1382. doi:10.1038/nm798

SchererT, OHare J, Diggs-Andrews K, Schweiger M, Cheng B, Lindtner C, et al. Brain insulin controls adipose tissue
lipolysis and lipogenesis. Cell Metab. 2011;13: 183-194. doi:10.1016/j.cmet.2011.01.008

Vogt MC, Briining JC. CNS insulin signaling in the control of energy homeostasis and glucose metabolism - from
embryo to old age. Trends in Endocrinology and Metabolism. 2013. pp. 76-84. doi:10.1016/j.tem.2012.11.004
Bunner AE, Chandrasekera PC, Barnard ND. Knockout mouse models of insulin signaling: Relevance past and
future. World J Diabetes. 2014. doi:10.4239/wjd.v5.i2.146

Plum L, Schubert M, Briining JC. The role of insulin receptor signaling in the brain. Trends Endocrinol Metab.
2005;16: 59-65. doi:10.1016/j.tem.2005.01.008



69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.
82.
83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

Kleinridders A, Ferris HA, Cai W, Kahn CR. Insulin action in brain regulates systemic metabolism and brain function.
Diabetes. 2014;63: 2232-2243. doi:10.2337/db14-0568

Grillo CA, Piroli GG, Hendry RM, Reagan LP. Insulin-stimulated translocation of GLUT4 to the plasma membrane in
rat hippocampus is PI3-kinase dependent. Brain Res. 2009;1296: 35-45. doi:10.1016/j.brainres.2009.08.005

Schechter R, Yanovitch T, Abboud M, Johnson G, Gaskins J. Effects of brain endogenous insulin on neurofilament
and MAPK in fetal rat neuron cell cultures. Brain Res. 1998. doi:10.1016/5S0006-8993(98)00842-7

Schechter R, Abboud M. Neuronal synthesized insulin roles on neural differentiation within fetal rat neuron cell
cultures. Dev Brain Res. 2001. doi:10.1016/S0165-3806(01)00110-9

Schechter R, Yanovitch T, Abboud M, Gaskins J, Johnson G, Warren WK. Brain Endogenous Insulin Phosphorylated
MAPK and Affected Axonal Growth in Fetal Rat Neuron Cell Cultures t 480. Pediatr Res. 1998.
doi:10.1203/00006450-199804001-00501

Leroux L, Desbois P, Lamotte L, Duvillié B, Cordonnier N, Jackerott M, et al. Compensatory responses in mice
carrying a null mutation for Ins1 or Ins2. Diabetes. 2001. doi:10.2337/diabetes.50.2007.s150

Vujovic PZ. Ekspresija neuroendokrinih regulatora energetske homeostaze tokom razlic¢itih faza metabolickog
odgovora na gladovanje. University of Belgrade. 2011.

DakicT, JevdjovicT, Lakic I, Djurasevic SF, Djordjevic J, Vujovic P. Food For Thought: Short-Term Fasting Upregulates
Glucose Transporters in Neurons and Endothelial Cells, But Not in Astrocytes. Neurochemical Research. 2019.
doi:10.1007/511064-018-2685-6

Camandola S, Mattson MP. Brain metabolism in health, aging, and neurodegeneration. EMBO J. 2017;36: 1474—
1492. d0i:10.15252/embj.201695810

Sankar R, Thamotharan S, Shin D, Moley KH, Devaskar SU. Insulin-responsive glucose transporters - GLUT8 and
GLUT4 are expressed in the developing mammalian brain. Mol Brain Res. 2002;107. doi:10.1016/S0169-
328X(02)00487-4

AlquierT, Leloup C, Lorsignol A, Pénicaud L. Translocable glucose transporters in the brain: Where are we in 20067
Diabetes. 2006;5: S131-138. d0i:10.2337/db06-5021

Messina G, Palmieri F, Monda V, Messina A, Dalia C, Viggiano A, et al. Exercise causes muscle GLUT4 translocation
in an insulin-independent manner. Biol Med. 2015. doi:10.4172/0974-8369.100053007

Cohen P, Nimmo HG, Proud CG. How does insulin stimulate glycogen synthesis? Biochem Soc Symp. 1978; 69-95.
Rui L. Energy metabolism in the liver. Compr Physiol. 2014;4: 177-197. d0i:10.1002/cphy.c130024

Brown AM, Ransom BR. Astrocyte glycogen and brain energy metabolism. GLIA. 2007. pp. 1263-1271.
doi:10.1002/glia.20557

Dringen R, Hamprecht B. Glucose, insulin, and insulin-like growth factor | regulate the glycogen content of
astroglia-rich primary cultures. J Neurochem. 1992;58: 511-517. doi:10.1111/j.1471-4159.1992.tb09750.x

Choi lY, Seaquist ER, Gruetter R. Effect of hypoglycemia on brain glycogen metabolism in vivo. J Neurosci Res.
2003;72:25-32.d0i:10.1002/jnr.10574

Dakic T, Jevdjovic T, Djordjevic J, Vujovic P. Short-term fasting differentially reqgulates PI3K/AkT/mTOR and ERK
signalling in the rat hypothalamus. Mech Ageing Dev. 2020. doi:10.1016/j.mad.2020.111358

Lu J, Lezi E, Wang WF, Frontera J, Zhu H, Wang WT, et al. Alternate day fasting impacts the brain insulin-signaling
pathway of young adult male C57BL/6 mice. J Neurochem. 2011. doi:10.1111/j.1471-4159.2011.07184.x

Clodfelder-Miller B, De Sarno P, Zmijewska AA, Song L, Jope RS. Physiological and pathological changes in glucose
regulate brain Akt and glycogen synthase kinase-3. J Biol Chem. 2005. doi:10.1074/jbc.M508824200

Liu Z, Patil 1Y, Jiang T, Sancheti H, Walsh JP, Stiles BL, et al. High-fat diet induces hepatic insulin resistance and
impairment of synaptic plasticity. PLoS One. 2015. doi:10.1371/journal.pone.0128274

Davis EC, Shryne JE, Gorski RA. Structural sexual dimorphisms in the anteroventral periventricular nucleus of the
rat hypothalamus are sensitive to gonadal steroids perinatally, but develop peripubertally. Neuroendocrinology.
1996;63: 142-8. doi:10.1159/000126950

Semaan SJ, Kauffman AS. Sexual differentiation and development of forebrain reproductive circuits. Curr Opin
Neurobiol. 2010;20: 424-31. doi:10.1016/j.conb.2010.04.004

I Trendovi u molekularnoj biologiji

167



a Trends in Molecular Biology

Neuroprotektivni potencijal progesterona

lvana Gusevac Stojanovi¢, Dunja Drakuli¢

Laboratorija za Molekularnu biologiju i endokrinologiju,

Institut za nuklearne nauke,Vin¢a” - Institut od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju,
Univerzitet u Beogradu, Beograd, Republika Srbija

Kontakt: igusevac@vin.bg.ac.rs

Apstrakt

Poremecena mozdana cirkulacija, koja je karakteristi¢na za starenje i mnoga cerebrovaskularna i/ili
neurodegenerativna oboljenja, povezuje se sa prooksidativnim i proapoptotskim promenama mnogo-
brojnih biomolekula, uklju¢ujudi lipide, proteine i DNK, i narusavanjem strukture i funkcije celija pre¢eone
mozdane kore (PFC) i hipokampusa (HIPP). Do sada je testiran efekat brojnih jedinjenja da bi se ublazile
posledice narusenog protoka krvi kroz mozdano tkivo, ali adekvatna terapija jo$ uvek nije dostupna. Ipak,
kao jedan od mogucih terapeutika, izdvaja se steroidni hormon, progesteron (pregn-4-en-3,20-dion, P4),
za kojeg je pokazano da ispoljava zastitne efekte u mnogim Zivotinjskim eksperimentalnim modelima ko-
jima se oponasaju pojedini aspekti poremecaja strukture i funkcije mozdanih celija primeceni kod starijih
ljudiiobolelih od cerebrovaskularnih i/ili neurodegenerativnih bolesti. Stoga, fokus ovog rada je pruzanje
mogucnosti boljeg razumevanja molekulskih mehanizama delovanja P4 u mozgu u fizioloskom stanju,
kao i terapijskog potencijala koji iskazuje u animalnim modelima cerebrovaskularnih i neurodegenerati-
vnih bolesti, sa posebnim osvrtom na trajnu mozdanu hipoperfuziju (MH) gde pokazuje regionalno-spe-
cifi¢cno dejstvo. lako se P4, za sada, u humanoj populaciji pokazao kao neadekvatan terapeutik u le¢enju
patoloskog stanja povezanog sa poremec¢enom mozdanom cirkulacijom, dodatne klini¢ke studije bi obe-
zbedile saznanja o efektu ovog potentnog neurosteroida kod obolelih od drugih cerebrovaskularnih i/ili
neurodegenerativnih bolesti, dok bi u slu¢aju ohrabrujucih rezultata, P4 terapija mogla znatno olak3ati
kvalitet Zivota obolelih.

Kljucne reci: progesteron, cerebrovaskularne i neurodegenerativne bolesti, mozdana hipoperfuzija,
protektivan regionalno-specifican odgovor, pacov
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Abstract
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Disturbed cerebral circulation, characteristic for aging and many cerebrovascular and/or neurodege-
nerative diseases, is associated with prooxidative and proapoptotic changes of various biomolecules, in-
cluding lipids, proteins and DNA, and with compromised cell structure and function in prefrontal cortex
(PFC) and hippocampus (HIPP). Numerous compounds, until today, have been tested to alleviate the out-
comes of impaired blood flow through brain tissue, but adequate therapy is not yet available. However, one
of the possible therapeutics is singled out, the steroid hormone, progesterone (pregn-4-en-3,20-dione,
P4), which has been shown to exert protective effects in many animal experimental models that mimic cer-
tain aspects of brain structural and functional changes observed in the elderly and those suffering from
cerebrovascular and/or neurodegenerative diseases. Therefore, this paper is focused on providing a be-
tter understanding of physiological P4-mediated brain molecular mechanisms, as well as its therapeutic
potential in animal models of cerebrovascular and neurodegenerative diseases with the emphasis on per-
manent cerebral hypoperfusion (CH) where the regional-specific response is observed. Although P4 is
shown as inadequate for treating a pathological condition associated with disturbed cerebral circulation,
additional clinical studies would provide insights into the potential therapeutic capacity of this potent ne-
urosteroid in other cerebrovascular and/or neurodegenerative diseases and conditions. In the case of en-
couraging results, P4 therapy could significantly improve the quality of patients'life.

Keywords: progesterone, cerebrovascular and neurodegenerative diseases, cerebral hypoperfusion,
protective regional-specific response, rat
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Proteklih decenija, pored naglog porasta broja stanovnika i postepenog povecanja njihovog prose¢nog
Zivotnog veka, dramati¢no se povecao i broj obolelih od bolesti koje su povezane sa starenjem, poput ne-
urodegenerativnih, cerebrovaskularnih i kardiovaskularnih bolesti. Bolesti centralnog nervnog sistema (CNS)
drugi su vodeci uzrok smrti u svetu, ali i jedan od glavnih uzroka invaliditeta. Ovu veliku skupinu bolesti sa
razli¢itim simptomima odlikuje progresivna smrt neurona u razli¢itim regionima CNS, ukljucujudi pre¢eonu
mozdanu koru (lat. cortex praefrontalis, PFC), limbicku strukturu- hipokampus (lat. hippocampus, HIPP) i
druge; koja je pracena neuroloskom disfunkcijom i odgovorna za gubitak kognitivnih i/ili motornih funkcija.
Osim neurona, bolesti CNS karakterisu i strukturne i funkcionalne promene glijalnih ¢elija, ali i onih celija koje
izgraduju neurovaskularnu jedinicu, kao sto su endotelne Celije [1]. Upravo, najé¢eS¢e u humanoj populaciji
su one bolesti kod kojih je neurodegeneracija jedna od osnovnih karakteristika, poput Alchajmerove bole-
sti (AB), Parkinsonove bolesti (PB) i amiotrofi¢ne lateralne skleroze (ALS) [2]. Osim njih, i druge bolesti u ¢ijoj
su osnovi primarno demijelinizacija, ishemija i/ili trauma koje dovede do gubitka neurona mogu biti ne-
urodegenerativne. Kao sekundarne neurodegenerativne bolesti navode se multipla skleroza (MS), mozdani
udar i traumatske povrede mozga (TPM) [1].

Bolesti CNS, izmedu ostalog, mogu nastati usled smanjenja protoka krvi kroz mozak (mozdane hipo-
perfuzije, MH) koja uzrokuje ishemiju, odnosno, nedovoljnu snabdevenost mozdanog tkiva kiseonikom i
hranljivim materijama. Ova patoloska stanja javljaju se zbog nemogucénosti srca da ispumpa dovoljno krvi
u mozak usled zacepljenja (eng. occlusion) i patoloskog suZenja (lat. stenosis) krvnih sudova, nepravilnog
rada srca, trajnog niskog pritiska kao posledice sr¢anog udara ili urodenih sr¢anih mana, hirurskih inter-
vencija i velikog gubitka krvi, upotrebe lekova i narkotika, kao i zbog razlicitih oboljenja, i drugog [3].

lako su do danas predloZeni brojni mehanizmi njihovog nastanka i progresije, adekvatna terapija kojom
bi se postigao potpuni oporavak od ovih tipova bolesti jos uvek ne postoji, ali postoje brojne terapije kojima
se samo usporavaju degenerativni procesi. Stoga, ove bolesti predstavljaju veliki socioekonomski teret za
drZave, ne samo zbog predupredenja njihovog nastanka i/ili progesije, pokusaja poboljsanja kvaliteta Zi-
vota samih obolelih, opterecenja ¢lanova njihovih porodica, vec i uticaja broja pacijenata na ekonomijuina
vec preoptereceni zdravstveni sistem [4].

Cerebrovaskularni, neurodegerativni poremecaji, oksidativni stres i apoptoza

Mozak je jedan od najslozenijih organa u telu, sa visokim metaboli¢kim zahtevima i sposobnos¢u inte-
gracije i regulacije brojnih signala radi odrZzavanja homeostaze tela. lako je za njegovo normalno funkcio-
nisanje potrebna velika koli¢ina energije, mozak ima smanjenu sposobnost njenog skladiStenja, mada se,
putem krvi, zadovoljavaju visoke energetske potrebe konstantnim snabdevanjem mozdanog tkiva kiseo-
nikom i supstratima, odnosno glukozom [5]. Upravo, to se omogucava fino regulisanom neurovaskularnom
spregom, odnosno medusobnom komunikacijom neurona, glijalnih ¢elija i krvnih sudova koji kontrolisu
protok krvi kroz mozdano tkivo [6], transport neophodnih molekula, uklanjanje ksenobiotickih ili neuroto-
ksi¢nih komponenti, i drugo [1,4,7]. Literaturni podaci ukazuju da u mnogim patofizioloskim, ali i u fiziolo-
Skim stanjima, ukljucujuc¢i mozdani udar, AB, VaD (vaskularna demencija), ALS, i TPM, kao i starenje, pre
pojave klinickih simptoma ili neurodegenerativnih znakova ovih stanja, prethodi smanjen i/ili potpuno pre-
kinut protok krvi kroz mozdano tkivo, i narusavanje fine mikrovaskulature mozga [1,4].

Mozdani udar je neurodegenerativno oboljenje koje nastaje prekidom dotoka krvi u pojedine regione
mozga. Uznemirujuci su podaci epidemioloskih studija koje su sprovedene u poslednjih nekoliko godina koji
ukazuju na sve veci broj mozdanih udara kod mladih [8] usled lo3ih zivotnih navika, stresa, i drugo. Do danas



je opisano nekoliko podtipova mozdanog udara, poput ishemijskog mozdanog udara koji se javlja u oko 80-
85% svih slucajeva i nastaje usled zacepljenja krvnih sudova odredenog dela mozga usled troboze, embo-
lije, sistemske hipoperfuzije, i drugo; hemoragijskog mozdanog udara ili intrakranijalne hemoragije
(krvarenja) koji se javlja u 15% slucajeva i podrazumeva nakupljanje krvi unutar lobanje; dok je 5% slucajeva
nepoznate etiologije [9].

Fokalna moZdana ishemija nastaje usled okluzije cerebralne arterije ¢ime se smanjuje protok krvi kroz
pojedine regione mozga, a Celijski odgovor se razlikuje izmedu: ishemijskog jezgra, regiona u kome se ja-
vlja teska ishemija, u kom su celije izloZene nedovoljnoj koli¢ini kiseonika, ATP i glukoze, usled ¢ega se ne-
povratno ostecuju i umiru nekrozom; i penumbre (senke), regiona u kom su Celije metabolicki aktivne i koje
se mogu oporaviti ako se ponovo uspostavi cirkulacija, a u kom celije pretezno umiru apoptozom [3]. Lite-
raturni podaci ukazuju da su angiogeneza i remodeliranje tkiva nakon mozdanog udara zastupljeni u re-
gionima penumbre, $to ove regione stavlja u centar paznje za terapijsku primenu [10]. S druge strane,
globalnu mozdanu ishemiju odlikuje smanjeni protok krvi kroz ceo mozak ili odredeni region mozga (ne-
potpuna mozdana ishemija) ili potpuni prekid (potpuna mozdana ishemija). U ovom tipu povrede, u zavi-
snosti od duzine trajanja ishemijske epizode, razlikuju se: privremena u kojoj je delimi¢no ili potpuno
smanjenje mozdane cirkulacije vremenski ograni¢eno, $to moze nastati usled sr¢anog zastoja, gusenja i
Soka, i uzrokovati znatne neuroloske poremecaje, ¢ak i smrt; i trajna koju odlikuje dugotrajno umereno sma-
njenje protoka krvi kroz mozdano tkivo usled arterio-venoznih ostecenja, zacepljenja ili suzavanja karoti-
dnih arterija. Treba istaci da se nastanak i progresija ovog tipa povrede mozga, kao i efekti potencijalnih
terapeutika intenzivno proucavaju na animalnim modelima, ukljuc¢ujuci podvezivanje jednog krvnog suda
(eng. one vessel occlusion, 1VO), dva (2V0), tri (3VO) i 4 (4VO) [3].

Alchajmerova bolest (AB), naj¢esci vid demencije, se manifestuje postepenim opadanjem kognitivnih
funkcija usled karakteristicnog taloZenja vancelijskih proteinskih agregata amiloida-p (AB), formiranja se-
nilnih plakova i unutarcelijskih neurofibrilarnih klubadi sa fosforilisanim Tau proteinom u parenhimu mozga.
Najces¢i faktori rizika za pojavu i progresiju AB su starost [11], genetska predispozicija, kao 5to je nasledivanje
APOE4 gena [12], dijabetes melitus, i drugo [13-16]. Medutim, sve su brojniji dokazi da se u osnovi AB na-
laze i poremecdaji i/ili disfunkcija mikrovaskulature [17,18] usled taloZenja A koji mogu biti uzrok smanje-
nja prokrvljenosti mozdanog tkiva, promocije ishemijskih oStecenja, koja su pracena vaskularnom i
neuronskom degeneracijom i kognitivnim opadanjem [19]. Osim toga, uoc¢eno je da hroni¢na MH i aku-
mulacija AR mogu podstadi angiogenezu ostecenih Celija i doprineti pojavi dodatnih disfunkcionalnih mi-
krosudova [20].

Vaskularna demencija (VaD) ili bolest malih sudova je drugi naj¢es¢i tip demencija nakon AB. Ova ne-
urodegenerativna, cerebrovaskularna bolest nastaje zbog opadanja protoka krvi kroz pojedine regione
mozga, smanjenog prenosa kiseonika ili hranljivih materija usled ostecenja mikrovaskulature mozga koja
uzrokuju povredu mozdanog tkiva, kognitivna ostecenja i demenciju [21], s tim da stepen disfunkcije zavisi
od mesta, broja i veli¢ine povrede mozga [4].

Amiotrofi¢nu lateralnu sklerozu (ALS) odlikuje progresivna degeneracija motornih neurona u mozgu
i kicmenoj mozdini, koji izazivaju atrofiju misica, paralizu i smrt. Ta¢an uzrok ALS je i dalje nepoznat, iako u
vecini slucajeva nastaje sporadi¢no, samo oko 15% slucajeva ima genetsku osnovu, ukljucujuéi promene
na vise od 20 gena, poput mutacija gena za superoksid dismutazu (SOD), TAR DNK-vezujudi protein 43
(TARDBP), i druge [22]. Osim toga, kao moguci uzrok nastanka i progresije ALS navodi se i narusavanje fun-
kcije i strukture neurovaskularnih jedinica [23] odgovornih za vaskularnu hipoperfuziju/disregulaciju koja
se javlja pre degeneracije motornih neurona ili atrofije razli¢itih mozdanih struktura [4].
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Mozdane lezije koje nastaju direktnim ili indirektnim stimulusima mehanicke prirode, a koje izazivaju po-
remecaje normalne strukture i funkcije mozga su karakteristi¢ne za traumatsku povredu mozga (TPM) [24].
Brojni su dokazi kojima se TPM povezuje sa promenama cerebrovaskularne funkcije, smanjenjem protoka krvi
kroz mozak, remecenjem strukture i funkcije neurovaskularne jedinice, vaskularnom malformacijom, remece-
njem autoregulacije, usled subarahnoidnog krvarenja, vazospazma, edema, poremecaja krvno-mozdane bari-
jere (KMB) i neurodegeneracijom [24]. Za ovaj tip mozdane povrede karakteristican je primarni, akutni dogadaj
koji je ¢esto prac¢en kaskadama sekundarnih povreda koji traju i po nekoliko meseciiili ¢ak godina, i uklju¢uju glu-
tamatergicku ekscitotoksi¢nost, Ca*" preopterecenje i vaskularnu disfunkciju [25-271.

Starenje je jedan od vodecih faktora rizika za pojavu i progresiju bolesti CNS [28], s obzirom na to da je di-
rektno ili indirektno povezano sa narusavanjem strukture i funkcije KMB [29], smanjenjem protoka krvi kroz
mozdane strukture [30,31], ali i nekoliko tipova promena krvnih sudova mozga, kao 5to su smanjena elasti-
¢nost, povecano cerebrovaskularno remodelovanje i kalcifikacija i krutost cerebrovaskularnog zida [32,33]. Na
molekulskom nivou starost utice na angiogenezu i endotelnu disfunkciju [17,34,35], remetedi razliCite signalne
puteve, inicirajudii pospesujuci neuroupalne procese, oksidativni stres (OS), ¢elijsku smrt tipa apoptoze, i drugo
[32]. Trenutno je jedno od najpouzdanijih i najprihvatljivijih objadnjenja za mehanisti¢ku osnovu starenja, ali i
pojavu i progresiju neurodegenerativnih bolesti,slobodno-radikalska teorija starenja” koja postulira da je ono,
i bolesti povezane sa njim, posledica ostecenja ¢elijskih molekula izazvanih slobodnim radikalima i nemogu¢-
noscu uravnotezenja ovih promena unutrasnjom antioksidativnom (AQ) zastitom [36].

Jedan od glavnih pokazatelja nastanka i progresije razli¢itih patoloskih procesa, OS, nastaje usled pre-
komerne proizvodnje i/ili neadekvatnog uklanjanja visoko reaktivnih jedinjenja, slobodnih radikala, koji
promovisu strukturne i funkcionalne promene biomolekula, poput lipida, proteina i DNK. Naj¢esce promene
su peroksidacija lipida (LPO), fragmentacija proteina, genotoksi¢nost, depolarizacija mitohondrija i apoptoza
koja posledi¢no izaziva ozbiljna ostecenja tkiva i organa, ukljucujuci i mozak [37-39]. Treba istaci da slobo-
LR dni radikali nisu odlika samo patoloskih stanja, ve¢ da neprestano nastaju u svim ¢elijama u reakcijama oksi-
dativne fosforilacije u mitohondrijama [40,41] kao rezultat normalnog celijskog metabolizma i da u niskim
koncentracijama ucestvuju u fizioloskim procesima. Medutim, u visokim koncentracijama su Stetni i izazi-
vaju promene na celijskim komponentama. Jedan od najces¢e proucavanih slobodnih radikala, pored su-
peroksidnog anjona (O,"), hidroksil radikala (‘OH) i vodonik peroksida (H505), je i azot oksid (NO), gas
rastvorljiv u vodi, bez mirisa, sa prose¢nim polu-zivotom 3- 5 sek, koji se brzo oksiduje u nitrite i nitrate [42].
NO ima dualnu prirodu, moze delovati kao signalni molekul i imati vaznu ulogu u regulaciji protoka krvi,
sprecavati lepljenje trombocita, delovati kao neurotransmiter i doprinositi primarnoj imunoj zastiti [43], ali
i usled direktnog stupanja u interakciju sa razli¢itim grupama na proteinima formirati peroksinitrit (ONOO"),
jak oksidant i medijator povrede tkiva, koji moze imati toksi¢an efekat i izazvati apoptozu [44-47]. Kod si-
sara, NO nastaje radom tri izoforme enzima NO sintaze (NOS):
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- nervne (NNOS) uklju¢ene u modulisanje fizioloskih funkcija, kao $to su ucenje, pamdcenje, neurogeneza,
¢ija je prekomerna aktivnost povezana sa smréu neurona preko receptora osetljivih na N-metil-D-
aspartat;

« inducibilne (iNOS) ¢ija sinteza moze biti pokrenuta bakterijskim lipopolisaharidom, citokinima i dru-
gim agensima;

« endotelne (eNOS) koja ucestvuje u oc¢uvanju prosirenosti krvnih sudova, kontroli krvnog pritiska i ima
antiskleroti¢ne efekte.

Celije su razvile nekoliko odbrambenih mehanizama odgovornih za regulaciju nivoa ekspresije gena i ak-
tivnosti citoprotektivnih enzima u cilju uklanjanja slobodnih radikala i smanjenja njihovih Stetni efekata [48,49].




Komponente AO zastite su jedinjenja/molekuli kojima se zna¢ajno smanjuje, onemogucava i neutralise
oksidacija supstrata odnosno biomolekula, a mogu ucestvovati i u popravljanju ostecenja nastalih delova-
njem slobodnih radikala. Prema prirodi antioksidanti se mogu svrstati u: enzimske (primarna linija odbrane)
odgovorne za razlaganje i uklanjanje slobodnih radikala, poput: SOD, katalaze (CAT), glutation peroksidaze
(GPx), glutation-reduktaze (GR) i glutation S-transferaze (GST) [50]; i ne-enzimske (sekundarna linija odbrane),
kao $to su vitamini A, Ci E, glutation (GSH), koenzim Q, i drugi [51].

Literaturni podaci ukazuju da pomeranje fino regulisane ravnoteze izmedu pro- i antioksidanata u
pravcu prooksidanata, i pojava i progresija oksidativnog/nitrozativnog stresa (OS/NS) [52], praceni pokre-
tanjem apoptotske signalne kaskade, doprinose razvoju mnogobrojnih patoloskih stanja [53], ukljucujudi i
prethodno navedene bolesti CNS. Apoptoza ili ,programirana ¢elijska smrt” je energetski zavisan i strogo
kontrolisan proces, pokrenut na dva nacina, spoljasnjim stimulusima (vezivanjem liganda za receptore smrti)
i unutrasnjim (mitohondrijski put, odnosno,Bcl-2" kontrolisani put, pokrece se unutarcelijskim signalima po-
sredstvom Bcl-2 (eng. B-cell lymphoma 2) familije proteina koji mogu biti proapoptotski (Bax, eng. Bcl-2 asso-
ciated X protein) i antiapoptotski (Bcl-2) [54]. Ipak, bez obzira na poreklo signala, ova dva puta se ukrstaju na
nivou proteolitickih enzima, kaspaza (eng. cysteine asparty specifics proteases) [53]. Kaspaza 3 je jedan od naj-
vise proucavanih proteina ove familije, okarakterisana kao najznacajnija egzekutorska kaspaza koja uvodi
u Celiju ,tacku bez povratka“, odnosno u apoptotsku smrt [53], jer seCe strukturne i signalne proteine, regu-
latore replikacije, transkripcije i translacije, regulatore apoptoze, i mnoge druge. Se¢enjem se mogu aktivi-
(eng. poly(ADP-ribose) polymerase 1) [53], jedarni enzim koji ima ulogu u reparaciji ostec¢ene DNK, transkripciji,
vazokonstrikciji, regulisanju astrocitne i mikroglijalne funkcije, dugotrajnoj memoriji i starenju [55]. Osim
toga, u regulaciji brojnih funkcija mozga ucestvuje jo$ jedan molekul sa dualnom funkcijom - Erk1/2
(Erk44/42 kDa) koji se nakon aktivacije premesta u jedro i aktivira veliki broj transkripcionih faktora ili ostaje
u citosolu gde regulisu druge ¢elijske procese [56]. Dodatno, preZivljavanje celija je regulisano i protein-
skom kinazom B (Akt) Ciji je signalni put prepoznat kao jedan od najkriti¢nijih u regulaciji prezivljavanja ce-
lija, jer njegova aktivacija obezbeduje ¢elijama signal za prezivljavanje koji je neophodan da se odupru
proapoptotskim stimulusima [57].

Pored mnogobrojnih studija koje su se prevashodno bavile prou¢avanjem uzroka nastanka i progresije
cerebrovaskularnih i/ili neurodegenerativnih bolesti, poslednjih nekoliko decenija, u istraZivanjima dizajni-
ranja efikasnih terapija za ove bolesti, osim efekata na neurone, proucavaju se i efekti na ne-neuronske ce-
lije. Opravdanost istrazivanja uloge glijalnih ¢elija, endotelnih ¢elija i drugih, zasniva se na ¢injenici da su ove
Celije uklju¢ene u sloZzenu patogenezu bolesti i da su klju¢ne u neurodegenerativnim, ali i neuroprotekti-
vnim procesima. Treba istaci da su do sada testirana brojna jedinjenja kojima bi se direktnim i/ili indirektnim
delovanjem na prethodno spomenute Celije ublazile posledice bolesti CNS, ali adekvatna terapija jos uvek
nije dostupna. Ipak, kao potencijalni terapeutici izdvajaju se steroidni hormoni, ukljucujuci progesteron (P4,
pregn-4-en-3,20-dion), za koje postoje indikacije da reguliSu brojne procese u CNS, od njegovog razvoja,
preko neurodegeneracije pa do neuroprotekcije.

Steroidni hormoni

Steroidni hormoni su signalni molekuli koji nastaju iz holesterola i uklju¢eni su u pravilan razvoj i fu-
nkcionisanje organizma, odgovor na stres, rad mozga i drugih organa, kao i na razli¢ite metabolicke procese.
Klasi¢na podela ovih jedinjenja je na: hormone kore nadbubrezne Zlezde (kortikosteroidi) u koje se svrsta-
vaju- kortizol/kortikosteron (glukokortikoidi) i aldosteron (mineralokortikoidi); i polne hormone medu ko-
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jima se razlikuju muski, odnosno, androgeni (testosteron i dihidrotestosteron/androsteron) i Zenski (estro-
geni i progestini/progestogeni). Treba istaci da steroidni hormoni, ali i njihovi metaboliti i sintetski analozi,
u fizioloskim i patofizioloskim stanjima imaju sposobnost da modulisu razlicite signalne kaskade, i da na taj
nacin kontrolisu sudbinu celija [58-69]. Stoga, se Siroko primenjuju u tretmanima mnogih bolesti, poput
MS, edema mozga nastalog usled tumora, autoimunih i upalnih promena, i drugih [67,68].

Polni hormoni

Rezultati mnogih studija su pokazali da su polni hormoni, pored toga $to regulisu polni razvoj i sazre-
vanje organizma, kao i normalno i polno-zavisno organizovanje mozga i ponasanje koje je posredovano hi-
potalamo-hipofizno-gonadnom osom, neophodni za prezivljavanje neurona [70]. Naime, ove derivate
sterola prevashodno sintetisu i lu¢e gonade i nadbubrezne Zlezde, ali mogu nastati i u mozgu de novo sin-
tezom, te se nazivaju i neurosteroidi. Svoje dejstvo ostvaruju u vise regiona CNS tokom normalnog razvica
i starenja, dok je njihov poremecen nivo u pojedinim regionima uocen kod obolelih od neurodegenerati-
vnih oboljenja [70]. Kod starijih osoba njihov nizak nivo dovodi se u vezu sa smanjenjem neurogeneze, na-
rocito u HIPP [70]. Kao posledica uo¢ava se smanjenje sposobnosti pamcenja koje je zavisno od godina, ali
i poteskoce u izvrsavanju pojedinih funkcija [70]. Primecéeno je da se, u razli¢itim poremecajima CNS, pro-
tektivna svojstva mogu pripisati kako polnim hormonima, njihovim metabolitima, sintetskim analozima,
tako i njihovim prekursorima. Tako na primer, uo¢eno je da testosteron podsti¢e neurogenezu, razvoj ne-
urona u HIPP, deluje antioksidativno i antiapoptotski, dok smanjenje njegovog nivoa kod osoba muskog
pola moze uzrokovati poremecaje poput AB, gde je njegov nivo direktno u korelaciji sa nivom proteina Ap
[68]. Primena derivata testosterona, estrogena, takode ima protektivnu ulogu u modelima mozdanog udara,
MH nastale trajnim podvezivanjem obe zajednicke karotidne arterije ili srediSnje mozdane arterije pacova
(eng. middle cerebral artery occlusion, MCAO), i subarahnoidne hemoragije, gde smanjuje obim ¢elijske
smrti suprimiranjem aktivacije apoptotskih puteva i poveéanjem ekspresije gena uklju¢enih u prezivljava-
nje celija [62,63,68]. Literaturni podaci ukazuju da dehidroepiandrosteron (DHEA), prekursor testosterona,
ali i estrogena, deluje zastitno u razli¢itim eksperimentalnim modelima neurodegenerativnhh poremecaja,
poput ishemije, TPM, povrede ki¢cmene mozdine, prolazne ishemijske povrede mozga, i drugih [64,65,70],
dok pregnenolon, osim 5to je prekursor drugih hormona poput P4, deluje i kao protivupalni molekul koji odr-
Zava imunolosku homeostazu u razli¢itim upalnim stanjima. Pokazano je da pregnenolon i njegovi meta-
boli¢ki derivati ostvaruju blagotvorne ucinke na mozak, ukljucujuéi poboljsanje pamcenja i ucenja i
modulaciju kognitivnih funkcija. Smanjen nivo pregnenolona je uocen kod neuroupalnih bolesti, poput AB,
MS, Sizofrenije, depresije, autizma, $to naglasava njegovu ulogu u neuroprotekciji i neuroregeneraciji [69].

Krajem '80-tih godina proslog veka, proucavajuci oporavak pacijenata nakon TPM, istrazivaci okupljeni
oko dr Donalda Stajna su primetili da se Zene oporavljaju uspesnije u odnosu na pacijente muskog pola, isti-
¢uci hormonsku osnovu ovakvog odgovora kao potencijalni razlog. Serije eksperimenata sprovedenih na pa-
covima, potvrdile su pretpostavku da se, nakon identi¢nih povreda, Zenke pacova oporavljaju efikasnije u
odnosu na muzjake, kao i da stepen oporavka zavisi od faze estrusnog ciklusa u kojoj se zZivotinja nalazi.
Tako, zenke u proestrusu (fazi ciklusa u kojoj je nivo estrogena povisen, a nivo P4 snizen) razvijaju znacajno
manje ostecenje mozga, dok lazno-trudne Zenke (kod kojih je nivo P4 visok) nisu pokazivale ostec¢enja
mozga u odnosu na kontrolne, muske jedinke. Uo¢eno potencijalno neuroprotektivno dejstvo steroid-
nog/polnog hormona P4 u ovom model sistemu je kasnije podstaklo mnoge istrazivace da podrobnije ispi-
taju njegovu ulogu u drugim modelima razli¢itih bolesti CNS, ali i da primene ovaj potencijalni terapeutik
u klini¢kim ispitivanjima [71]. Dodatnu moguénost za neuroprotekciju pruzaju i neuroaktivni metaboliti P4



u koje se on moze konvertovati: 5a-dihidroprogesteron (5a-DHPROG) i 3a,5a-tetrahidroprogesteron (3a-
5a-THPROG, alopregnanolon, ALO) koji, takode, ostvaruju specifi¢cne efekte u mozgu [67].

Progesteron

lako nazvani po ulozi u odrzavanju trudnoce (pro-gestacija), progestogeni imaju ulogu i u drugim fa-
zama estrusnog, odnosno, menstrualnog ciklusa. Ovi hormoni obuhvataju kako prirodne, tako i sintetske ¢la-
nove, koji se zajedno sa spolja unetim hormonima ove grupe, uobicajeno, nazivaju progestini [72].

P4 stvaraju jajnici, nadbubrezne Zlezde, kao i placenta tokom trudnode, a skladisti se u masnom tkivu.
U mozgu potice iz mozdanih ¢elija, ¢elija kicmene mozdine i perifernog nervnog sistema, koje ga sintetisu
direktno iz holesterola, ali i iz perifernih tkiva iz kojih se oslobada u krv i tako dospeva do mozga [72]. Naj-
bitnije uloge P4 ukljucuju supresiju seksualnog nagona, odrzavanje trudnoce spre¢avanjem kontrakcija ma-
terice i podsticanjem razvoja Zlezda endometrijuma, ali i alveolarnog razvoja mlecnih zZlezda [72]. Ovaj
potentni steroidni hormon ispoljava pored reproduktivnih i ne-reproduktivna svojstva. Tako na primer, P4
regulise Sirok spektar mozdanih funkcija modulacijom ekspresije gena, regulacijom neurotransmiterske si-
gnalizacije, manifestacijom epigenetske aktivnosti, ali i poja¢avanjem efekata estrogena [70,72].

Zbog svoje lipofilne prirode, lako prolazi kroz membrane ¢elija, a efekte, kod oba pola, ostvaruje preko
specifi¢nih receptora koji su prisutni u regionima mozga, kao sto su HIPP, PFC, ali i u hipotalamusu, srednjem
bademastom jedru, i drugim [73]. Do sada su opisana tri tipa progesteronskih receptora:

« jedarni (klasi¢ni) prisutni u ¢elijama u dve izoforme- PRA (molekulske mase ~ 94 kDa) i PRB (molekul-
ske mase ~ 120 kDa) koje kodira isti gen, ali se prepisuju sa razli¢itih promotora;

« transmembranski (mPR)- specifi¢ni receptori vezani za membranu, ukljuceni u brze ne-genomske akti-
vnosti P4 [73,74], ukljucujudi kontrolu aktivnosti dopaminskog sistema i sistema y-amino buterne ki-
seline (GABA) u mnogim regionima CNS, odnosno kori prednjeg mozga, malom mozgu, repatom jedru,
talamusu, hipofizi i kicmenoj mozdini [75];

« membranski vezani (eng. progesterone receptor membrane component 1, PGRMC1) smesteni uz mem-
brane endoplazmati¢nog retikuluma i Goldzi aparata, i uklju¢eni u aktivaciju mitogenom aktiviranih
protein kinaza (MAPK) [74].

Molekulski mehanizmi delovanja progesterona

Literaturni podaci ukazuju na dualno delovanje P4: genomsko i ne-genomsko. Genomsko ili klasi¢no de-
lovanje ostvaruje se preko PRA i PRB koje odlikuje sposobnost brzog premestanja iz citosola u jedro. U ne-
vezanom obliku, ovi receptori se nalaze u citosolu u kompleksu sa saperonskim molekulima, poput proteina
toplotnog Soka (eng. heat shock protein, HSP), koji se po vezivanju liganda, odnosno P4, oslobadaju. PR se
potom dimerizuju i premestaju u jedro gde se vezuju za specifi¢na palindromska vezuju¢a mesta na mole-
kulu DNK (eng. progesterone response elements, PRE) u promotorskim regionima gena, $to dalje pokrece
transkripciju [67]. S druge strane, ne-genomski (ili ne-klasi¢ni) nacin delovanja podrazumeva aktivaciju re-
ceptora na celijskoj membrani, citosolnih PR i/ili delovanje putem unutarcelijske kaskade preko sekundar-
nih glasnika. Naime, P4 po vezivanju za mPR, ali i citosolne PR [76] moduliSe nastanak cAMP (cikli¢ni
adenozin monofosfat), inhibira adenil ciklazu, i drugo [77]. Dok se vezivanjem P4 za PGRMC1 pokrece Erk1/2
signalna kaskada koja je odgovorna za oslobadanje neurotrofnog mozdanog faktora (eng. brain derived
neurotrophic factor, BDNF) jednog od klju¢nih posrednika zastitnih osobina P4 [78]. Promene nastale brzom
P4 akcijom, mogu biti jakog intenziteta i dugotrajne [79].
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Terapijski potencijal progesterona u animalnim modelima cerebrovaskularnih
i/ili neurodegenerativnih bolesti

Podaci prikupljani tokom nekoliko decenja istrazivanja ukazuju da primena P4 na visestruke nacine mo-
duliSe ili usporava destruktivne procese u mozgu [80]. Izmedu ostalog, primeceno je da aplikacija P4 sma-
njuje razvoj mozdanog edema, modulise dejstvo inhibitornog neurotransmitera GABA, smanjuje LPO, i
stepen OS, ogranicava oslobadanje upalnih citokina, i smanjuje obim celijske smrti [80].

Oticanje mozdanog tkiva se dovodi u vezu sa visokim mortalitetom, ne samo kod osoba izlozenih TPM,
nego i kod pacijenata koji imaju tumore mozgaili su pretrpeli mozdani udar. U pomenutim stanjima, upalne
reakcije pokrecu dezintegraciju mozdanog tkiva $to uzrokuje edem i dalji gubitak celija. Potrebno je nagla-
siti da se edem javlja u dve faze, vazogenoj i citotoksi¢noj. Vazogeni edem nastaje narusavanjem KMB 3to
omogucava ulazak te¢nosti u parenhim mozga, povecavajuci unutarlobanjski pritisak i uzrokujuci dalji gu-
bitak ¢elija. S druge strane, citotoksi¢na faza edema se javlja usled nakupljanja te¢nosti u neuronima i reak-
tivnim astrocitima narusavajuci strukturu i funkciju ¢elija, uzrokujuci oslobadanje dodatnih toksi¢nih agenasa
u parenhim mozga i ulazak u ciklus sekundarne celijske smrti, uglavnhom nakon TPM. Upravo, P4 redukuje
obe vrste edema u svim prethodno navedenim stanjima. U osnovi ovakvog odgovora, najverovatnije, lezi
sposobnost P4 da poveca nivo GABA [80], inhibira rad Na*/K*-ATPaze, regulise nivo vazopresina, ali i smaniji
nivoe akvaporina 4i9, strukturnih komponenti kanala za vodu u membranama stopala astrocita i mikroglije,
koji deluju kao osmosenzori i kontroliu drenazu te¢nosti u ventrikule mozga [71]. Upravo, smatra se da bi
zbog ovih osobina primena P4 mogla biti efikasna u kontroli katamenijalne epilepsije, stanja uzrokovanog
visokim nivoom estrogena, a koje je primeceno kod nekih osoba tokom odredenih faza menstrualnog ci-
klusa [71].

Slededi nacin na koji P4 ispoljava svoje protektivne osobine je usko vezan sa modulacijom odgovora ce-
lija na OS. Naime, pokazano je da je P4 odgovoran za smanjenje nivoa LPO, spreCavanje stvaranja slobod-
nih radikala i povecanje efikasnosti komponenti AO sistema zastite [81], Sto doprinosi o¢uvanju integriteta
membrane i stabilizaciji KMB. Naime, iako P4 nema karakteristi¢nu strukturu antioksidanta, visoki nivoi hor-
mona su efikasni u smanjenju ostecenja izazvanih slobodnim radikalima, sto je potvrdeno i kod trudnih
zenki pacova [81-84]. Primena P4 na dozno-zavisan nacin smanjuje LPO u razli¢itim in vitro sistemima u ko-
jima se stvaraju slobodni radikali [82,84]. Takode, primena ovog steroida povecava nivoe mitohondrijalnog
GSH, kriticnog hvataca slobodnih radikala [85], odrzava funkciju mitohondrija i smanjuje povecanje nivoa
SOD izazvano povredama [71]. Primeceno je i da P4 dovodi do smanjenja koli¢ine nitrita, SOD i H,O, koje
stvaraju makrofagi kao odgovor na citokine [86], kao i da smanjenje stepena upalnih procesa moze nastati
usled P4-posredovanog snizenja nivoa citokina, aktiviranja i pospesivanja migracije imunskih celija [87-89].
Naime, povrede, poput TPM izazivaju izrazenu upalnu reakciju, s teSkom gliozom uo¢enom u podrucjima
mozga proksimalno i distalno od povrede, sto dalje doprinosi invaziji makrofaga i neutrofila u povredenu
oblast. Smatra se da je jedan od najvaznijih mehanizama koji leZi u osnovi zastitnih svojstava P4, upravo, pre-
vencija ili usporavanje upalnih reakcija izazvanih citokinima, snaznim aktivatorima upalnog procesa, poput
interleukina-1 (IL-1), interleukina-6 (IL-6), faktora nekroze tumora (TNF), i drugih [80]. Konacno, svi opisani
Stetni procesi, koje ovaj hormon modulise, za rezultat mogu imati smrt celije. Ipak, primena P4 ogranicava
gliozu [88], ali i apoptozu stabililizacijom mitohondrija i inhibicijom aktivnosti proapoptotskih enzima, ali i
aktiviranjem antiapoptotskih signalnih puteva [88,90]. Jedan od nacina na koje deluje je i smanjenje nivoa
kaspaze 3, Bax i Akt, ali i modulacija, odnosno, povecanje ekspresije antiapoptotskih proteina, poput Bcl-2
i Erk [57,60,61,88,90,91]. Buduci da je sposoban da uti¢e na raznovrsne procese u ¢elijama koji su prethodno
opisani, nije za¢udujuce da se P4 pokazao neuroprotektivnim u razli¢itim modelima cerebrovaskularnih i/ili



neurodegenerativnih bolesti, ali i stanja, poput TPM. Tako na primer, eksperimenti na animalnim TPM mo-
delima pokazali su da P4, ali i njegov metabolit ALO, ostvaruju kako kratkoro¢ne, tako i dugorocne efekte,
poput smanjenja oticanja mozga, odrzavanja strukture i funkcije KMB, intrakranijalnog pritiska [92]. Takode,
zapazeno je i da ublazavaju povecanje nivoa upalnih citokina, kao $to su TNF, IL-6 i IL-1 [93], povecavaju
ekspresiju antioksidativnih enzima, uklju¢ujuci i SOD [94], neutralisu prekomerno nastale slobodne radi-
kale, sprecavaju ulazak kalcijuma, pojacavaju angiogenezu i promovisu oporavak neuralne funkcije [95].
Dodatno, Lii saradnici (2012) su pokazali da P4 povecava nivo cirkulisu¢ih endotelnih progenitorskih celija
(EPC) i pospesuje neurovaskularnu popravku kod pacova [96]. Ista grupa autora je u sledecoj studiji poka-
zala da P4, aplikovan u niskoj dozi, preko PRB, za kratko vreme poboljsava prezZivljavanje EPC aktiviranjem
Akt signalnog puta, stimulise formiranje kapilara, adheziju i migraciju EPC ¢ime se povecdava njihova an-
giogena aktivnost [95]. Ovakvi protektivni efekti nakon primene P4 su praceni i znacajnim poboljsanjem
kognicije, generalne funkcionalnosti [97], ukljucujudii poboljsanje lokomotorne aktivnosti i performansina
Morisovom testu vodenog lavirinta [88,90,93], kao i smanjenje anksioznosti [90].

Ucinkovitost P4 je pokazana i u drugim animalnim modelima cerebrovaskularnih povreda mozga, poput
mozdanog udara u kojem P4 odrzava integritet KMB, smanjuje hemoragijsku transformaciju, upalni odgo-
vor, mitohondrijsku disfunkciju i oksidativna ostecenja, kao i apoptozu [67], ali i pospesSuje neurogenezu i
prezivljavanje novostvorenih neurona [67]. Tako na primer, nakon MCAQ, P4 u dozi od 8 mg/kg nakon 48 h
poboljsava prezZivljavanje i motori¢ke funkcije [71,98]. Interesantno, ova neuroprotekcija je primetna bilo
da je tretman primenjen pre ili post ishemijski. P4 apliciran pre MCAQ, ali i njegova postishemijska aplika-
cija uistom modelu izazvanom na drugi nacin, smanjuje veli¢inu lezije i poboljsava funkcionalni oporavak
kod pacova [67,99], dok kod ovarijektomisanih macaka, P4 aplikovan u dozi od 10 mg/kg dnevno, 7 dana
pre i nakon globalne mozdane ishemije ¢uva intengritet i funkciju neurona strijatuma [100,101]. Treba istadi,
da pored P4 u ovom modelu, adekvatnu zastitu moze pruziti i njegov metabolit, ALO, koji, takode, redukuje
veli¢inu lezije, disfunkciju KMB, upalne procese i deficite u ponasanju [67].

Sto se ti¢e zastite u prvim trenucima nakon mozdanog udara, primeceno je kratkotrajno pocetno po-
vecanje nivoa endogenog P4 u mozgu, sto ukazuje da ovaj hormon moze pruziti ranu endogenu zastitu
[67]. Razli¢itim studijama je, pak, pokazano da je optimalna doza za primenu ovog hormona u modelu mo-
zdanog udara 8 mg/kg, kao i da on pruza zastitu ¢ak i kad se primeni 6 h nakon ishemije, 3to bi za potenci-
jalnu primenu kod ljudi ostavilo dosta vremena za aplikaciju. Literaturni podaci ukazuju da je u osnovi,
protektivni odgovor u uslovima nametnute MCAO, PR-posredovan i da endogeni P4, 6 h i 24 h nakon MCAO,
smanjuje veli¢inu lezije i oStecenje motornih funkcija. S druge strane, dodatno unet, egzogeni P4, pruza du-
gotrajniju neuroprotekciju, takode, posredstvom PR [102-104]. Pretpostavlja se da je za ovu protekciju od-
govoran iskljucivo P4, a ne ALO, $to je pokazano na nokaut misevima od kojih su PR, ali i PR*" misevi imali
vece lezije nakon MCAO u odnosu na PR** miseve. Upravo, rezultati ove studije ukazuju da bio-konverzija
P4 u ALO nije mehanizam kojim P4 ispoljava neuroprotektivni efekat, inace bi tretman P4 bio neuroprotek-
tivan i kod PR”- miseva [104]. Takode, pored prisustva PR, za zastitu je neophodan i odgovorajuci nivo PR, s
obzirom da je pokazano da P4 smanjuje veli¢inu lezija kod PR** miSeva, ali ne i kod heterozigota [67].

lako PR predstavlja glavnog posrednika neuroprotektivnih efekata P4 nakon mozdane ishemije, nije
iskljuceno da i dodatni medijatori, kao i ukljucivanje specifi¢nih signalnih puteva moze biti klju¢no za P4-
posredovanu neuroprotekciju. Tako na primer, Cai i saradnici (2008) su pokazali da je aktivacija Src-Erk1/2
kaskade putem PR odgovorna za neuroprotektivne efekte P4 uocene 48 h nakon MCAO [105], dok inhibi-
cija Akt signalnog puta, koji regulie upalne procese i prezivljavanje celija, smanjuje zastitne efekte P4 24 h
nakon MCAO [92].
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Dodatno, pokazano je da P4 kod muzjaka pacova nakon nametanja MH ostvaruje regionalno-specifi-
¢no dejstvo, odnosno uzrokuje donekle razli¢ite efekte na nivou morfoloskih karakteristika ¢elija, obima ce-
lijske smrti, ali i signalne kaskade u PFC i HIPP, $to je pra¢eno poboljsanjem kognitivnih i lokomotornih
sposobnosti muzjaka pacova [60,61]. Naime, primeceno je da u PFC aplikovani hormon umanjuje DNK frag-
mentaciju, uspostavlja pro/antioksidativnu ravnotezu sto je najverovatnije postignuto kompenzatornom
aktivnos¢u enzima CAT, povec¢anjem nivoa protektivnog NO nastalog aktivno3¢u eNOS i smanjenjem obima
LPO [60,61]. Dalje, ovaj polni hormon ublaZzava MH-posredovano smanjenje ekspresije PRA i PRB, modulise
ekspresiju gena i proteina ukljucenih u apoptotske procese, a regulise i Akt/Erk/eNOS/NO signalni put, $to
bi, barem delimi¢no, moglo biti odgovorno za uo¢ene neuroprotektivne efekte P4 u PFC u koris¢enom mo-
delu. Parelelno, u HIPP, P4 ispoljava sposobnost blagog smanjenja intenziteta OS/NS povecanjem aktivno-
sti komponenti AO zastite, poput SOD i GST, i u manjoj meri CAT; ponistava MH-posredovano smanjenje
ekspresije PRA i PRB, modulise ekspresiju gena i proteina uklju¢enih u apoptotske procese i time smanjuje
obim celijske smrti. Interesantno, u ovom mozdanom regionu, P4 ne regulie Akt/Erk/eNOS/NO signalni
put, kao sto to ¢ini u PFC, odnosno, ograni¢ava MH-narusen Akt signalni put, dok NO nastaje, najverovatnije,
delovanjem nNOS [60,61].

Efikasnost P4 tretmana uocena je i u animalnim AB modelima. Tako na primer, tretman Zzenki misa u AB
modelu sa P4 ili sa P4 u kombinaciji sa estradiolom tokom 3 meseca specifi¢cno umanjuje hiperfosforilaciju
Tau proteina i formiranje neurofibrilarnih klubadi [106]. Sli¢ni efekti su detektovani i nakon primene ALO u
istom modelu, odnosno, uoceno je povecanje stope neurogeneze, poboljsanje kognitivnih funkcija i pam-
¢enja, smanjenje upalnih procesa i akumulacije AB [107-110]. S druge strane, prou¢avanje efekata P4 u ani-
malnim PB modelima nije pruzilo smislene i kona¢ne zakljucke o terapeutskom potencijalu P4, s obzirom da
efekti variraju zavisno od doze P4, nacina primene, pola i koris¢enog modela [67]. Nasuprot tome, u ani-
malnim PB modelima, ALO se pokazao kao uspesniji time 3to je uticao na poboljsanje kognitivnih i motori-
¢kih funkcija [67], $to ovaj metabolit izdvaja kao potencijalni terapeutik u le¢enju obolelih od PB.

Nekoliko studija je pokazalo i da tretman P4 stimuliSe sintezu neurotrofnih faktora, kao $to je BDNF, sto
jeizuzetno znacajno kod povreda kicmene mozdine gde je nivo BDNF smanjen za ¢ak 50% [111-113]. Osim
toga, P4 se pokazao i u¢inkovit kod hroni¢nih demijelinizuju¢ih oboljenja, poput ALS i MS [112-116]. Naime,
u animalnom ALS modelu, kod Wobbler miseva koji ispoljavaju degeneraciju motornih neurona, P4 smanjuje
neuropatologiju i povec¢ava mijelinizaciju posredovanu oligodendrocitima [112-114], dok u kuprizonskom
modelu MS, P4 smanjuje degeneraciju oligodendrocita, povecava broj njihovih progenitora, smanjuje astro-
gliozu, demijelinizaciju, neuroloske deficite kod muzjaka miseva [115] i ispoljava protivupalno dejstvo [117].
Kod Zenki miSeva, u istom modelu, P4 i njegov sintetski derivat nestoron, selektivni ligand PR visokog afi-
niteta, pokrecu reparaciju mijelina u mozdanoj kori i Zuljevitom telu (lat. corpus callosum) [116]. Efikasnost
P4, ALO i nestorona, odnosno promijelinizacija, neuroprotektivnii protivupalni efekti, su pokazani i u ekspe-
rimentalnom modelu autoimunog encefalomijelitisa (EAE) [111,118,119].

Klinicka ispitivanja ucinkovitosti progesterona u cerebrovaskularnim
i/ili neurodegenerativnim bolestima

Uprkos visestrukim koristima primene P4 u eksperimentalnim modelima TPM i obecavajuc¢im rezulta-
tima Faze Il klini¢kih ispitivanja, dve Faze lll klini¢kih ispitivanja nisu uspele da dokazu dobrobiti koris¢enja
ovog hormona. Neka od mogucih objasnjenja ovakvog ishoda su velika heterogenost pacijenata koji su
ucestvovali u studijama, u odnosu na pol, godine, stepen ostecenja izazvan TPM, subjektivha merenja i pra-
¢enje pacijenata samo u kra¢em vremenskom periodu [67,120]. Dodatno, pacijenti sa TPM koji su primali P4



imali sui 100 puta vise P4 u plazmi nego pacijenti koji su primili placebo lek, $to moze uticati na zasi¢enost
PR i njihovu dozno-zavisnu aktivaciju- vece doze ovog hormona mogu ne samo zasititi jedarne PR, ve¢ i ak-
tivirati mPR i PGRMC1. Visoke doze, takode, mogu izazvati desenzibilizaciju receptora ili smanjenje njihove
ekspresije, zasi¢enje puteva koji vode do konverzije prekursora u neuroaktivne metabolite ili pokretanje
inaktiviraju¢ih metabolickih puteva, $to moze biti uzrok odsustva pozitivhog odgovora pacijenata sa TMP
na P4 tretmane [67]. Osim toga, rezultati nekoliko sprovedenih meta-analiza su ukazali na nemogu¢nost
smanjenja stope smrtnosti nakon P4 tretmana, dok su druge studije ukazale protektivna dejstva P4 nakon
TPM, ali samo tokom prva 3 meseca od nastanka povrede, ne i nakon 6 meseci [67].

Treba istaci da je u skorije vreme planirano otpocinjanje Faze Il klini¢kih ispitivanja u kojima bi bio istra-
zen potencijal ALO u otklanjanju simptoma depresije, bola i oporavku u nekoliko vremenskih tac¢aka kod pa-
cijenata sa blagim TPM [67].

Zakljucak

P4, potentni steroidni hormon, njegovi neuroaktivni metaboliti, poput ALQ, ali i sintetski analozi, kao $to
je nestoron, ispoljavaju plejotropne zastitne efekte, smanjujuci strukturna i funkcionalna oStecenja mozga
u razli¢itim animalnim modelima cerebrovaskularnih i/ili neurodegenerativnih bolesti, delujuéi ne samo na
neurone, vec i na glijalne i endotelne celije, i druge. lako se u klini¢kim ispitivanjima, za sada, P4 pokazao kao
neadekvatan terapeutik u leCenju pacijenata sa TPM, moguce je da bi u drugim cerebrovaskularnim i/ili ne-
urodegenerativnim bolestima i drugim neuropatoloskim stanjima u humanoj populaciji, ili/i primenjen dru-
gacijim vidom aplikacije, ukljucujuci duzinu upotrebe/dozu/nacin aplikacije, samiili/i u kombinaciji sa drugim
agensima, pokazao ohrabrujuce rezultate. Stoga su neophodne dodatne klini¢ke studije u kojima bi se pra-
tio potencijalni neuroprotektivni P4 efekat kod ljudi sa ovim dijagnozama.
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Apstrakt

Mozdana ishemija/reperfuzija (I/R), redukovan i ponovno uspostavljen protok krvi kroz mozak,
predstavlja karakteristiku cerebro-vaskularnih oboljenja kao $to su mozdani udar i tranzitorni ishe-
mijski atak. Izu¢avanje I/R na Zivotinjskim modelima znacajno je za razumevanje same patogeneze i
potencijalnih terapeutika medu kojima je svoje mesto nasao i neurosteroid dehidroepiandrosteron
(DHEA). DHEA moze ostvarivati svoje neurobiolosko dejstvo direktno vezivanjem za razlicite receptore
iliindirektno putem metabolita ili intermedijera metabolickog puta. Mnogobrojne studije su pokazale
njegov neuroprotektivan ucinak u razli¢itim patologijama centralnog nervnog sistema medu kojima
je svoje mesto zauzela i mozdana I/R. U ovom radu osvrnuéemo se na direktno delovanje DHEA u
tretmanu ishemicnih stanja pruzajudi uvid u razlicite efekte koji su do sada pokazani u Zivotinjskim
modelima I/R kao i potencijalni znacaj u modernoj medicini.

Klju¢ne reci: mozdana ishemija/reperfuzija, dehidroepiandrosteron, neuroprotekcija, neurodege-
neracija
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Abstract

I Trendovi u molekularnoj biologiji

Cerebral ischemia/reperfusion (I/R), reduced and re-established blood flow through the brain,
represents characteristic of cerebrovascular diseases such as stroke and transient ischemic attack. I/R
animal models enable understanding the pathogenesis itself as well as potential therapeutics, among
which the neurosteroid dehydroepiandrosterone (DHEA) has found its place. DHEA can exert its ne-
urobiological action directly by binding to various receptors or indirectly through metabolites or me-
tabolic pathway intermediates. Numerous studies have shown its neuroprotective effect in various
pathologies of the central nervous system, among which the cerebral I/R has taken its place. In this
paper, we will focus on the direct actions of DHEA in the treatment of ischemic conditions, providing
insight into the various effects shown so far in animal I/R models as well as potential significance in
modern medicine.

Keywords: cerebral ischemia/reperfusion, dehydroepiandrosterone, neuroprotection, neurodege-
neration
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MOZDANA ISHEMIJA/REPERFUZIJA

Mozdana ishemija/reperfuzija (I/R) nastaje usled smanjenja protoka krvi kroz mozak i njegovog po-
novnog uspostavljanja. Uzroci nastanka I/R su mnogobrojni, a naj¢es¢e podrazumevaju suzenje krvnog
suda ili njegovo zakréenje trombom ili embolusom. I/R se moze javiti i kao posledica sréanog zastoja ili ne-
pravilnosti rada srca, poremecaja disanja, nakon (zlo)upotrebe odredenih lekova, hirurskih intervencija, ali
i kao sekundarna komplikacija drugih oboljenja [1, 2]. MoZdana I/R predstavlja karakteristiku cerebro-va-
skularnih oboljenja kao $to su mozdani udar (MU) i tranzitorni ishemijski atak (TIA).

Mozdani udar osim visokog stepena mortaliteta, odgovoran je i za najvedi stepen invaliditeta u odnosu
na sve druge neuroloske bolesti, te stoga predstavlja ne samo medicinski ve¢ i znacajni socio-ekonomski pro-
blem [2]. Na osnovu uzroka nastanka moguce je izvrsiti podelu na ishemijski mozdani udar (IMU), koji na-
staje usled okluzije krvnog suda trombom ili embolusom, i hemoragijski mozdani udar (HMU), koji se moze
javiti u obliku unutar-mozdanog ili krvarenja u likvorne prostore i dosta se rede javlja u odnosu na IMU [2].
U zavisnosti od regiona koji je pogoden udarom, oba tipa MU karakteridu simptomi kao $to su hemipareza,
gubitak senzibiliteta, prostorni neglekt, homonimna hemianopsija, poremecaj konjugovanog pogleda, ata-
ksija, dizartrija, disfagija i drugi [3].

Tranzitorni ishemijski atak predstavlja kratku epizodu neuroloske disfunkcije uzrokovane fokalnom is-
hemijom mozga, kitmene mozdine ili retine, nakon koje se neuro-vizuelizacionim metodama ne detektuje
prisustvo akutnog infarkta u mozgu [4]. Takode, kod pacijenata sa okluzijom jedne ili obe zajednicke karo-
tidne arterije moze doci do pojave TIA [5, 6]. Uobi¢ajeno simptomi traju vrlo kratko, naj¢es¢e do 15 min, i po-
drazumevaju slabost ekstremiteta na jednoj strani tela, senzorne deficite, vizuelne i govorne smetnje,
nestabilnost i poteskoce u hodu [7]. Dodatno, klini¢ka slika mozZe biti pra¢ena padom kognitivnih funkcija
i/ili atrofijom mozga $to moze ukazati na trajno ostecenje [8]. U vecini slu¢ajeva TIA nastupa naglo, uglav-
nom bez provokacija, vrlo ¢esto prethodi IMU i povecava rizik od nastanka novog napada, ili niza istih [9].

Zivotinjski modeli mozdane ishemije/(reperfuzije)

Izu€avanje mozdane I/R na Zivotinjskim modelima znacajno je za razumevanje njihove patogeneze i
potencijalnih terapeutika. Kao zivotinjski modeli mozdane I/R najcesce se koriste inbredovani sojevi pacova,
s obzirom na anatomsku i fiziolosku sli¢nost sa covekom, veliku geneti¢cku homogenost unutar odredenog
soja, laku eksperimentalnu manipulaciju i ekonomicnost u finansijskom pogledu [10, 11]. Eksperimentalni
dizajn koji podrazumeva opstrukciju krvnog suda/ sudova bez ponovnog uspostavljanja mozdane cirkula-
cije (izostanak reperfuzione povrede) predstavlja hroni¢nu hipoperfuziju, koja je karakteristika prirodnog
procesa starenja, ali moze biti i jedan od uzro¢nika neuropatoloskih stanja, kao sto su razliciti tipovi de-
mencija i Alchajmerova bolest. Ukoliko se nakon okluzije krvnog suda/sudova posle odredenog vremenskog
perioda dopusti uspostavljanje krvotoka dolazi do pojave reperfuzione povrede. Ovakvi I/R modeli koriste
se za proucavanje stanja kao $to su privremeni zastoj srca, MU, TIA i drugi [12]. Stoga, u zavisnosti od cilja
istrazivanja, Zivotinjski modeli ishemije mogu biti trajni (hroni¢na hipoperfuzija odredene razmere) ili pri-
vremeni (,pravi“— I/R modeli).

Fokalna mozdana ishemija/(reperfuzija) i Zivotinjski modeli

Fokalna mozdana ishemija nastaje usled drasti¢cnog smanjenja protoka krvi u odredenom regionu
mozga i obi¢no se javlja kao posledica zaepljenja mozdanih krvnih sudova ¢esto izazivajudi nastanak MU
ili TIA. U tkivu zahvac¢enom fokalnom mozdanom ishemijom uocavaju se dva regiona - ishemijsko jezgro i



region oko njega oznacen kao senka (lat. penumbra). Jezgro je region direktno pogoden ishemijom i pred-
stavlja centar oStecenja, dok region senke biva posredno zahvacen ishemijom, te u njemu promene nisu
tako drasti¢ne kao u samom jezgru. U ovoj oblasti ¢elije nemaju sposobnost provodenja akcionog poten-
cijala, ali su i dalje metabolicki aktivne i vijabilne. One u narednim satima primaju Stetne signale iz mrtvih
Celija jezgra i ukoliko pro-apoptotski signali preovladaju, ove Celije nestaju za nekoliko dana programira-
nim tipom celijske smrti, kao $to su apoptoza i autofagocitoza [13], $sto dodatno pogorsava ostecenje izaz-
vano ishemijom kao i klini¢ki ishod [14, 15].

Najveci broj studija fokalne mozdane ishemije koristi model okluzije srednje mozdane arterije (engl.
middle cerebral artery occlusion- MCAQ) koja se moze posti¢i uvodenjem monofilamenta [11, 16], elektro-
kauterizacijom ili fotohemijski primenom fotosenzitivne boje koja pobudena laserom ostecuje endotelne
Celije i dovodi do agregacije trombocita i formiranja tromba [11, 17]. Za ispitivanje potencijalnih tromboli-
tika koriste se Zivotinjski modeli kod kojih se fokalna ishemija postize ubacivanjem krvnog ugruska ili spe-
cifi¢cne supstance/mikrosfere direktno u krvni sud [11, 17]. Jos jedan od modela podrazumeva stereotakticki
navodeno injeciranje endotelina-1 koji poseduje potentno vazokonstriktivno dejstvo, te se na minimalno in-
vazivni nacin postize okluzija ciljanog krvnog suda [17]. Postavljanje hiruskih mini- klipsi na Zeljeni krvni
sud moze posluZiti kao jos jedna od tehnika za kreiranje fokalne I/R [18, 19] .

Potpuna/nepotpuna globalna ishemija/(reperfuzija) i Zivotinjski modeli

Do stanja potpune globalne mozdane ishemije kod ljudi dolazi prilikom potpunog zastoja u radu srca
ili prilikom fizickog stezanja vrata te stoga postoji mali broj modela koji simuliraju ovo stanje. Ranije prime-
njivani modeli potpune globalne ishemije kao $to su dekapitacija [20] i mehanicko stezanje vrata [21] se iz
eti¢kih razloga danas ne upotrebljavaju. Jedan od nacina za uspesno uspostavljanje stanja kompletne glo-
balne ishemije predstavlja ventrikularna fibrilacija pri ¢emu se uglavnom koriste vedi sisari, dok se pacovi i
misevi retko koriste [22]. Najkoris¢eniji model za izu¢avanja potpune globalne mozdane ishemije je takoz-
vani 4-VO (engl. four-vessel occlusion) model koji podrazumeva okluziju leve i desne zajednicke karotidne ar-
terije i obe vertebralne arterije [23]. Nakon 4-VO modela, osmisljen je 2-VO (engl. two-vessel occlusion) model
u kome eksperimentalna zivotinja biva podvrgnuta okluziji obe zajednic¢ke karotidne arterije dok verte-
bralne arterije ostaju intaktne, te se na njemu moze proucavati nekompletna globalna ishemija [24-26]. Op-
strukcija karotidnih arterija se moze postic¢i podvezivanjem ili elektrokauterizacijom [11, 19].

Molekulske promene koje karakterusu mozdanu I/R - ishemi¢no osSteéenje i reperfuziona povreda

Prilikom smanjenja moZdane cirkulacije dolazi do razli¢itih ishemi¢nih promena u mozdanom tkivu,
koje mogu biti pracene smrcu neurona ukoliko je prisutna izrazenija redukcija protoka krvi odnosno duze
trajanje ishemije [27]. Faza ishemije nije jedini, a ni najvazniji faktor koji uzrokuje ostecenje mozdanog tkiva.
lako uspostavljanje protoka krvi omogucava ponovno snadbevanje hranljivim materijama i kiseonikom,
ono moze dovesti i do ,reperfuzione povrede” koja znacajno doprinosi ostecenju [28, 29]. Kao posledica
dva navedena procesa javljaju se patofizioloske promene u ¢elijama kao $to su: smanjena proizvodnja ade-
nozin trifosfata (ATP) [28]; povecanje unutarcelijske koncentracije Ca** [30, 31]; formiranje reaktivnih vrsta
kiseonika (engl. reactive oxygen species, ROS) i azota (engl. reactive nitrogen species, RNS), praceno pojavom
oksidativnog i nitrozativnog stresa [32]; zapaljenski procesi [33]; modulacija sastava i funkcije receptora [34];
neurotoksi¢nost posredovana glutamatom i dopaminom [31]; modulacija pro-/anti- apoptotskih proteina
i narusena funkcija mitohondrija [35]. Neki od najznacajnih navedenih procesa ¢e u nastavku biti detaljnije
opisani.
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Reaktivne oksidativne vrste i lipidna peroksidacija kao uzrok ostecenja
tokom i nakon moZdane ishemije/reperfuzije

U fizioloskim uslovima kada su koncentracije niske, ROS imaju znac¢ajnu ulogu u regulaciji funkcije imun-
skog sistema i odrzavanju redoks homeostaze, te predstavljaju neizostavne komponente i sekundarne gla-
snike mnogih signalnih puteva [36]. Kada koncentracija ROS u mozdanom tkivu poraste iznad fizioloske
vrednosti, uklanjanje prekomerno proizvodenih vrsta klju¢no je za odrzavanje homeostaze i spreCavanje
oksidativnih ostecenja u celiji. Optimalan nivo ROS odrzavaju superoksid dismutaza (SOD), glutation pero-
ksidaza (GPx), katalaza i drugi antioksidativni enzimi (AOE), 3tite¢i tako mozdano tkivo od ostecenja [37, 38].
Tokom i nakon I/R (posebno tokom faze reperfuzije), proizvodnja ROS znacajno se povecava, te kompone-
nte antioksidativne zastite postaju kompromitovane i AOE ne uspevaju da neutralisu nastale ROS [37]. U is-
hemijskoj fazi, ROS se uglavnom proizvode u mitohondrijama, usled narusavanja njihove aktivnostii funkcije
[39]. U fazi reperfuzije imunske Celije stizu u region pogoden povredom, te dolazi do pokretanja neuroinf-
lamatornog odgovora, aktivacije NADPH oksidaze i reakcije oksidativnog praska $to dodatno doprinosi stva-
ranju ROS [37, 40].

Dobro je poznato da oksidativni stres moze da aktivira apoptotsku signalnu kaskadu, kao i da uzrokuje
strukturne promene proteina i lipidnu peroksidaciju [41, 42] uticudi time na razlic¢ite signalne puteve u ce-
liji. ROS mozZe ucestvovati u pokretanju Celijske smrti izazvanjem oStecenja na molekulu DNK [43], aktivira-
njem proteina p53 $to rezultuje otvaranjem mitohondrijskih pora i potonjim kolapsom [44, 45]. ROS takode
uti¢u na otpustanje citohroma C iz mitohondrija i aktivaciju nishodnih kaspaza [44].

Oksidativna ostecenja i modulacija biomolekula mogu direktno uticati na regulaciju razli¢itih signalnih
puteva [37, 46, 47]. Izuzetno je znacajno naglasiti da oksidativni stres dovodi do znacajnih promena u pro-
pustljivosti membrane, transportu jona i funkciji organela procesom lipidne peroksidacije [48]. Povecanje
Stetnih proizvoda lipidne peroksidacije, kao i promene sistema redukovani/oksidovani glutation (GSH, GSSG)
predstavljaju znacajne faktore ostecenja prilikom I/R [37, 49]. Tokom I/R koncentracija slobodnih masnih ki-
selina, pre svega arahidonske kiseline, znacajno se povecava. Fosfolipaze A2 i C, aktivirane povecanjem Ca?,
hidrolizuju fosfolipide, dok resinteza istih zahteva ocuvan energetski status, odnosno prisustvo ATP. Stoga,
povecanje unutarcelijskog Ca?* i poremecen energetski status, podsti¢u nastanak slobodnih masnih kiselina
i ostecenje membrane [50]. Dodatno, usled narusenog oksidativnog statusa dolazi do povec¢anog formira-
nja ROS koji reaguju sa nezasi¢enim masnim kiselinama proizvode¢i alkil radikal, koji moze formirati pero-
ksil radikal ¢ijom se redukcijom dalje formiraju lipidni hidroperoksidi i drugi alkil radikali i propagira ciklus
lipidne peroksidacije. Pored navedenih direktnih $tetnih delovanja, krajnji proizvodi lipidne peroksidacije
poput malondialdehida (MDA), 4-hidroksinonenala i akroleina mogu uzrokovati disfunkciju proteina vezi-
vanjem za tiolne grupe kao i smanjenje GSH kroz reakciju sa GPx i glutation S-transferazom (GST), proizvo-
dedi na taj nacin jo$ ozbiljnija ostec¢enja [37]. Postishemicni pad nivoa GSH i smanjena aktivnost GPx i GR su
dobro okarakterisani u mnogobrojnim studijama [32, 371.

Uloga reaktivnih nitrozativnih vrsta u molekulskim promenama
koje karakteriSu moZdanu ishemiju/ reperfuziju - efekat azot oksida

U fizioloskim uslovima, NO reguliSe niz parametara neophodnih za odrzavanje homeosteze centralnog
nervnog sistema (CNS) kao Sto su protok krvi i tonus krvnih sudova, neurotransmisija, sinapticka plasti¢-
nost i sinaptogeneza [47, 51]. Tokom I/R nivo NO raste, a uloga koju tom prilikom ostvaruje moze biti dvo-
jaka, u zavisnosti od koli¢ine NO u tkivu, izoforme enzima koji je uklju¢en u njegovu sintezu i trenutnog
mikrookruzenja. U mozgu pacova i ¢oveka, NO nastaje reakcijom hidroksilacije L-arginina u prisustvu ki-



seonika, gde funkciju katalizatora mogu vrsiti tri tipa enzima: neuronalne azot oksid sintaze (engl. neuronal
nitric oxide synthase, nNOS), endotelne azot oksid sintaze (engl. endothelial nitric oxide synthase, eNOS) i in-
ducibilne azot oksid sintaze (engl. inducible nitric oxide synthase, iNOS) [52]. Generalno, NO nastao delova-
njem eNOS uglavnom je oznacen kao neuroprotektivan, dok nNOS i iNOS ostvaruju neurotoksic¢an efekat
kako u ranoj tako i u kasnoj fazi I/R [53]. Povecan nivo NO direktno inhibira kompleks IV (citohrom C oksi-
daza) mitohondrijskog respiratornog lanca ugrozavajucdi proces oksidativne fosforilacije i vijabilnost celije
[54]. Tokom i nakon I/R dolazi do pokretanja neuroinflamacije i naglog skoka NO sto dovodi do aktivacije me-
taloproteinaza vancelijskog matriksa koje vrse isecanje razli¢itih komponenti matriksa kompromitujudi struk-
turu i stabilnost krvno-mozdane barijere (KMB) [55]. NO takode uti¢e na aktivaciju cikolooksigenaze-2 i
povecanje produkcije prostaglandina E2 povecavajudi na taj nacin neuroinflamatorni odgovor tokom I/R
[56]. Dodatno, NO dovodi do nitrozilacije proteina ¢elije i narusavanja njihove bioloske funkcije. NO sluZi
kao izvor niza RNS prevashodno peroksinitrita (ONOO"), azot (IV)- oksida (NO2) i azot (lll)- oksida (N,O3) te
dovodi do nastanka nitrozativnog stresa [57]. RNS mogu izazvati sli¢cna ostecenja kao i povecan nivo NO, a
to su: nitracija i nitrozilacija proteina pracena gubitkom bioloske funkcije, oste¢enja na molekulu DNK, na-
rusavanje KMB, povecanije lipidne peroksidacije, inhibicija kompleksa mitohondrijskog respiratornog lanca
i drugo [37].

Signalni put NMDA receptorskog kompleksa u mozdanoj ishemiji/reperfuziji

Ograniceni protok krvi tokom faze ishemije dovodi i do narusavanja jonske homeostaze [58] Sto rezul-
tuje depolarizacijom neurona usled ¢ega dolazi do povecanog oslobadanja ekscitatornih neurotransmitera
(prevashodno glutamata) u sinapticki prostor. Istovremeno, gubitak energije izazvan ishemijom narusava
funkciju transportera za preuzimanje glutamata, te dolazi do preteranog nakupljanja glutamata u sinapti-
¢koj pukotini i prekomerne aktivacije glutamatnih receptora na postsinaptickim neuronima [31]. Do danas
su okarakterisana tri tipa jonotropnih receptora za glutamat i imenovana prema nazivima sinteti¢kih ago-
nista pomocu kojih su otkriveni: a) receptori osetljivi na N-metil-D-aspartatsku kiselinu (NMDARs); b) re-
ceptori osetljivi na a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionsku kiselinu (AMPARs); ¢) receptori osetljivi
na kaini¢nu kiselinu. NMDARs predstavljaju podklasu jonotropnih glutamatnih receptora neophodnih za
vilan razvoj mozga i prezivljavanje neurona u fizioloskim uslovima. Funkcionalni NMDARs su heterotetra-
merni kompleksi sacinjeni od dve konstitutivno ekspimirane NR1 i najmanje jedne subjedinice tipa NR2
(A-D) ili NR3 (A-B) [59]. Signalni kompleks sacinjen od NR2B subjedinice NMDARs, post-sinaptickog proteina
95 (engl. postsynaptic density protein 95, PSD-95) i nNOS predstavlja jedan od najranije okarakterisanih si-
gnalnih kompleksa koji u¢estvuju u oste¢enju i smrti neurona tokom i nakon I/R [19, 30]. PSD-95 je sinapti-
¢ki protein koji ukotvljava i stabilizuje NMDARs u membrani i privlaci razli¢ite signalne molekule u
neposrednu blizinu unutarcelijske pore kanala receptora. PSD-95 pomocu svojih protein vezuju¢ih domena
omogucava dopremanje nNOS u blizinu pore kanala NMDARs i njegovo izlaganje ulaznoj struji Ca*. Kon-
centracija Ca%"i blizina kompleksa Ca?*/kalmodulin dovode do konformacione promene nNOS ¢ime se po-
stize uklanjanje autoinhibitornog elementa i aktivacija enzima. nNOS dalje uc¢estvuje u signalnoj transdukciji
posredno preko produkcije NO ili neposredno ostvarujuci fizi¢cku interakciju sa drugim adapterskim protei-
nom CAPON (engl. C-Terminal PDZ Domain Ligand Of Neuronal Nitric Oxide Synthase) koji se vezuje za pro-
tein GTPazu Dexras1 (engl. dexamethasone-induced Ras-related protein 1) i omogucava njenu aktivaciju.
Literaturni podaci pokazuju da aktivacija kompleksa nNOS/CAPON/Dexras 1 ima znacajnu ulogu u NMDARs
posredovanoj neurotoksi¢nosti i ostecenju celija [52, 53].
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Znacaj odnosa pro- i anti-apoptotskih ¢lanova Bcl-2 familije u moZdanoj ishemiji/reperfuziji

Apoptoza ili,programirana Celijska smrt” je proces kojim se uz aktivni utrosak energije i sintezu speci-
ficnih proteina pokrece smrt Celije kao sastavni deo fizioloskih procesa ili kao odgovor na odredena pato-
loska stanja [60]. Razlikuju se dva signalna puta pokretanja apoptoze - spoljasnji i unutrasnji. Spoljasnji put
se pokrece vezivanjem specifi¢nih vancelijskih liganda za receptore smrti, dok se unutrasnji put aktivira
unutarcelijskim signalima. Bez obzira na poreklo signala, pro-apoptotski signalni put dovodi do aktivacije
proteolitickih enzima kaspaza koji katalizuju isecanje i unistavanje velikog broja razlicitih proteina u ¢eliji [61].

Unutrasnji ,mitohondrijski put” moze biti pokrenut delovanjem razlicitih faktora poput radijacije, hi-
poksije, hipertermije, infekcije, hiperprodukcije ROS/RNS, kao i gubitkom faktora koji sprecavaju procese
apoptoze [62]. Ovaj signalni put oznacen je kao,Bcl-2 kontrolisani put” jer se njegova regulacija odvija po-
sredstvom ¢lanova porodice proteina Bcl-2. Odnos pro- i anti-apoptotskih ¢lanova Bcl-2 familije u mito-
hondrijama i njihovoj neposrednoj blizini odreduje sudbinu ¢elije [45, 63]. U odgovoru na pro-apototske
signale anti-apoptotski protein Bcl-2 (engl. B-cell ymphoma 2) spre¢ava pokretanje apoptoze regulisanjem
oslobadanja citohroma Ci drugih proteina iz mitohondrija tako Sto: a) spreCava premestanje proteina Bax
(engl. Bcl-2-associated protein X) i drugih pro-apoptotskih molekula iz citosola; b) sprec¢ava Bax (engl. Bcl-2-
associated protein X) / Bak (engl. Bcl-2 homologous antagonist killer) oligomerizaciju u MM; c) favorizuje zat-
varanje prolazne mitohondrijske pore. Promena odnosa Bax/Bcl-2 u blizini MM u korist pro-apoptotskog
Bax moze dalje rezultovati propagacijom apoptotske signalne kaskade koja ukljucuje formiranje kompleksa
apoptozoma i aktivaciju efektorskih kaspaza, kao i DNK endonukleaza koje vr$e fragmentaciju DNK mole-
kula i njegova nepovratna oStecenja. Promene nivoa Bax i Bcl-2, kao i poveéan odnos Bax/Bcl-2 pokazani su
u brojnim studijama na zivotinjskim I/R modelima [61].

Potencijal mitohondrijske membrane i moZdana ishemija/reperfuzija

Membranski potencijal mitohondrija (MPM) nastaje i odrzava se radom protonskih pumpi (kompleksi
I, 11 IV) koje ulaze u sastav mitohondrijskog respiratornog lanca. MPM odrzava se relativno stabilnim bu-
dudi da je neophodan za o¢uvanje energetske homeostaze i prezivljavanje ¢elije, a dugotrajne promene
dovode do gubitka vijabilnosti ¢elije i leZze u osnovi mnogih oboljenja [64]. Promene MPM okarakterisane
su u odredenim modelima I/R, gde finalnom gubitku funkcionalnosti mitohondrija prethode faze depola-
rizacije (ishemija) i hiperpolarizacije (reperfuzija) [29, 65].

Neuroinflamacija tokom mozdane ishemije/reperfuzije

Ranu fazu neuroinflamacije nakon mozdane I/R, u zavisnosti od stepena ishemije odnosno reperfuzije,
najcesce odlikuje aktivacija mikroglije i astrocita. Ovaj proces rezultuje stvaranjem glijalnog oZziljka koji moze
imati protektivnu ali i Stetnu ulogu, sprecavajuci reparaciju i regeneraciju mozdanog tkiva nakon traume.
Ovu fazu prati narusavanje strukturnog i funkcionalnog integriteta KMB i migracija leukocita sa periferije u
osteceni region mozga.

Mikroglija i astrociti

Mikroglijske celije predstavljaju rezidentne imunokompetentne makrofage koji obavljaju ulogu svoje-
vrsnog ,kucepazitelja” u CNS omogucavajuci kontrolu mikrosredine i uklanjanje metaboli¢kih produkata
[66]. Ove Celije interaguju sa umiru¢im neuronima u ishemi¢nom jezgru i na taj nacin ih ,,obelezavaju”za fa-
gocitozu. Aktivirana mikroglija takode sekretuje pro-inflamatorne supstance kao $to su faktor nekroze tu-



mora a (eng. tumor necrosis factor a, TNF-a), interleukin 10 (IL-10), interleukin-6 (IL-6), NO, razli¢ite ROS, ali i
anti-apoptotske protektivne molekule poput transformisuceg faktora rasta 1 (eng. transforming growth
factor 31, TGFP1), neurotrofi¢ckog faktora poreklom iz mozga (eng. brain derived neurotrophic factor, BDNF)
i insulinu- sli¢nog faktora rasta 1 (eng. insulin-like growth factor 1, IGF-1) [15, 671.

Pored celija mikroglije, tokom i nakon I/R se takode aktiviraju i astrociti oslobadajudi razlicite citokine,
hemokine i NO [68]. U mozgu odraslog ¢oveka gotovo 40% od ukupnog broja svih ¢elija ¢ine astrociti koji
obavljaju Sirok spektar kompleksnih fizioloskih funkcija unutar CNS tako $to obezbeduju strukturnu podr-
Sku nervnim celijama, ¢ine okruzenje neurona, oslobadaju razlicite faktora rasta i pomazu u odrzavanju KMB
[69].

Migracija leukocita

Nekoliko sati nakon nastupanja ishemije, leukociti bivaju privu¢eni hemokinima produkovanim u is-
hemi¢nom regionu mozga i dospevaju u ekstrvaskularna mesta infekcije vezujudi se za adehzivne mole-
kule na endotelu. Migracija leukocita iz krvi predstavlja visefazni proces koji se sastoji od pocetnog slabog
vezivanja za endotelne Celije, ¢vrste adhezije i transmigracije kroz endotel krvnih sudova. Ukratko, citokini,
prevashodno TNF-a i IL-1, deluju na endotelne celije malih krvnih sudova u ishemi¢nom regionu i stimulidu
ih da brzo eksprimiraju adhezivne molekule E i P selektin za koje se vezuju cirkuliSuci leukociti. Strujanje
krvi kroz krvni sud raskida te veze, te se one kontinuirano uspostavljaju nishodno $to se oznacava kao , ko-
trljanje” leukocita po povrsini endotela. Za ¢vrsto vezivanje i zaustavljanje leukocita na krvnom sudu tj. tran-
smigraciju iz lumena do ishemi¢nog regiona neophodni su hemokini, produkovani od strane mikroglije i
endotela pod uticajem TNF-a i IL-1, kao i ekpresija 32 integrina na povrsini leukocita. Na samom kraju ovog
procesa citoskelet leukocita se izduzuje po povrsini endotela, a hemokini dodatno stimuliSu njihovu po-
kretljivost i transmigraciju [70]. Infiltrirani leukociti oslobadaju citokine, hemokine, proteaze i ROS uzroku-
juci dalje ostecenje okolnog tkiva [71].

Uloga T limfocita u neuroinflamaciji tokom ishemije

U akutnoj fazi I/R, naivni T limfociti luce interferon y (IFN- y) i ucestvuju u produkciji ROS. T limfociti
mogu imati i neuroprotektivnu ulogu bududi da osteceni neuroni, mikroglija i makrofagi luce¢i TGF-$ pro-
movisu razvoj regulatornih T limfocita koji oslobadajuci interleukin-10 (IL-10) imaju pozitivan uc¢inak u opo-
ravku mozdanog tkiva nakon ishemije. lako se sa sigurno$¢u ne moze tvrditi koja je i kolika uloga adaptivne
imunosti u klinickoj slici koja prati I/R, postoje podaci koji govore u prilog nastanka autoreaktivnih CD 4+ i
CD 8" ¢elija nakon MU [72], $to bi takode moglo objasniti smrt neurona koja se deSava mnogo posle aku-
tne faze MU.

Zavr$na faza neuroinflamacije i reparacija tkiva nakon ishemije/reperfuzije

Ovu fazu pre svega karakterise otklanjanje neurona koji su podlegli ¢elijskoj smrti. Mikroglija ima do-
minantnu ulogu u uklanjanju degenerisanih neurona koji oslobadaju takozvane ,,pronadi me” signalne mo-
lekule kao $to su ATP i uridin trifosfat (UTP) i ,pojedi me” signale kao $to su uridin difosfat (UDP) i translokacija
fosfatidil serina sa unutrasnjeg na spoljasnji monosloj ¢elijske membrane. Tokom fagocitoze, mikroglija pro-
dukuje IL-10 i TGF- koji inhibiraju dalju inflamatornu kaskadu tako $to suprimiraju prezentaciju antigena
od strane dendritskih ¢elija i aktiviraju regulatorne T Celije koje vracaju sistem u homeostazu. Finalnu struk-
turu glijalnog ozZiljnog tkiva predominantno ¢ine astrociti koji se dele i polako migriraju na mesto povrede
gde popunjavaju upraznjen prostor [15, 55].
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DEHIDROEPIANDROSTERON

Dehidroepiandrosteron (DHEA) i njegov sulfatni estar dehidroepiandrosteron - sulfat (DHEAS) pred-
stavljaju najzastupljenije steroidne hormone u ljudskom organizmu [73]. Nakon rodenja, nivo DHEA(S)
opada i ostaje nizak sve do ulaska u pubertet nakon ¢ega se aktivno sintetise iz holesterola nizom biohe-
mijskih reakcija i izluCuje iz retikularne zone kore nadbubrega, te nivo hormona pocinje da raste naglo u cir-
kulaciji [74, 75]. Koncentracija u cirkulaciji je najvisa u dvadesetim godinama, nakon ¢ega postepeno opada
kod oba pola, aizmedu 65.-te do 70.-te godine zivota ove koncentracije postaju najmanje i iznose oko 20%
maksimalne koncentracije u mladosti [73].

DHEA i DHEAS su medu najranije indentifikovanim neurosteroidima u mozgu pacova [76, 77]. Naime,
80'tih godina proslog veka pokazana je veca koncentracija DHEA(S) u mozgu nego u plazmi, ¢ak i nakon
adrenalektomije i gonadektomije kod pacova [76, 77]. Ovi rezultati ukazali su da se DHEA(S) sintetiSe ne
samo na periferiji, ve¢ i u CNS. De novo sinteza DHEA opisana je u mozgu pacova, zaba [78] i ¢oveka [79] i to
prevashodno u astrocitima i oligodendrocitima [80].

Mehanizam delovanja dehidroepiandrosterona

Efekat dehidroepiandrosterona na jedarne receptore

Steroidni hormoni regulisu transkripciju gena vezivanjem za specifi¢ne receptore lokalizovane u cito-
plazmi koji se zatim premestaju u jedro, ili pak stupaju u direktnu interakciju sa jedarnim receptorima i/ili se-
kvencama na molekulu DNK koje sadrze odgovarajuca vezuju¢a mesta. Do danas, medutim, nije
okarakterisan nijedan specifi¢ni jedarni receptor koji poseduje visok afinitet za vezivanje DHEA ili DHEAS [81,
82]. DHEA moze funkcionisati kao nespecifi¢ni ligand veceg broja jedarnih receptora za koje se vezuje sa zna-
tno nizim afinitetom u odnosu na specifi¢ne ligande. Do sada je pokazano da se DHEA i/ili DHEAS vezuju za:
a) jedarne receptore klase | (receptori za steroidne hormone): androgeni receptori, estradiolski receptori a
i B; b) jedarne receptore klase Il tj. receptore koji dimerizuju sa retinoid X receptorom: PPARa (engl. peroxi-
some proliferator-activated receptor a), konstitutivni receptor za androstan, pregnanski receptor X [73, 83].
Pored navedenog neposrednog delovanja, DHEA se moze konvertovati u steroide koji imaju vedi afinitet za
vezivanje za jedarne receptore (npr. 7a-hidroksi-DHEA, testosteron i estradiol), te time moze posredno uti-
cati na aktivaciju nekoliko razlicitih receptora u jedru [84, 85].

Efekat dehidroepiandrosterona na receptore u mozgu

DHEA(S) modulisu aktivnost nekoliko receptora za neurotransmitere delujudi kao: 1) nekompetitivni
antagonisti GABA receptora tipa A (engl. y-aminobutyric acid receptor type A), pri €emu DHEAS ispoljava jaci
antagonisticki efekat [86-89]; 2) pozitivni alosteri¢ni modulatori NMDARs [90, 91] gde DHEA(S) povecava
aktivaciju posredno delovanjem na sigma 1 receptor (61R); 3) agonisti 1R [73, 80]. Osim navedenog, po-
tvrdeno je da se DHEA vezuje jacim afinitetom za citoskeletni protein MAP2C (engl. microtubule-associated
protein 2C), koji se u mozgu eksprimira samo tokom razvica, osim u mirisnoj kvrzici i mreznjaci u kojima se
eksprimira tokom celog zivota [92]. DHEA se takode vezuje za nespecifi¢na receptorska mesta na endotel-
nim celijama koja su povezana sa aktivno$¢u eNOS [93].

Neurobioloski efekti dehidroepiandrosterona

Neurobioloski efekti DHEA i njegovog suflata mogu se ostvariti direktno ili indirektno putem metabo-
lita ili intermedijera produkovanih tokom njihove biosinteze [73, 83]. Pored toga Sto su direktna delovanja



ona koja su od veceg znacaja za fizioloske i patofizioloSke mehanizme, potencijalni indirektni efekti su mno-
gobrojni i prozimaju skoro sve Celijske nivoe, te ¢e u ovom radu biti re¢i samo o direktnom uticaju DHEA.

Najznacajniji i najbolje opisani efekti DHEA su oni koji govore u prilog neuroprotekcije [73]. Neuropro-
tektivni u¢inak pokazan je u modelima razlicitih patoloskih stanja, kao $to su mozdana ishemija in vivo [94,
95]iin vitro [96, 97], neurotoksi¢nost posredovana NMDARs [97-99], povreda ki¢mene mozdine kod miseva
[100] i drugi. Opisan je blagotvoran efekat DHEA(S) na rast i razvoj neurita, kao i preZivljavanje neurona i ne-
urogenezu [101-103]. Dodatno, zabeleZen je anti-oksidativni [104-106], anti-inflamatorni [107, 108] i anti-glu-
kokortikoidni u¢inak egzogeno primenjenog DHEA(S) [98, 101, 107, 109], kao i efekat na sintezu i sekreciju
kateholamina [16, 110, 111].

Preklinicke i klinicke studije pokazale su da suplementacija DHEA moze biti potencijalno korisna u te-
rapiji depresije, anksioznosti i drugih psihijatrijskih stanja, buduci da postoje dokazi o promenjenim nivoima
endogenog DHEA(S) u mozgu pacijanata koji boluju od depresije, Sizofrenije, post-traumatskog stresnog po-
remecaja, kao i kod promena raspoloZenja i kognicije zdravih pojedinaca [73].

Vazno je naglasiti da efekat DHEA(S) moze varirati u zavisnosti od vremena primene, doze i prisustva
drugih faktora (egzogenih tretmana, intoksikacije) [73]. U skladu sa ovim, neke od studija pokazale su efe-
kat DHEA(S) iskljucivo u patoloskim stanjima, ali ne i fizioloSkim. U in vivo studiji, Zari¢ i saradnici pokazali
su da akutni tretman DHEA u fizioloskim uslovima ne dovodi do senzo-motornih promena niti alteracija
strukture tkiva i morfologije neurona u hipokampusu i pre¢eonoj kori pacova [18]. Takode, in vitro neuro-
protektivni u¢inak okarakterisan je u nekoliko studija iskljucivo nakon fizi¢ckih/hemijskih povreda ili neuro-
toksikacije, dok u fizioloskim uslovima nije primecen nikakav efekat ili je ¢eS¢e dolazilo do pojave
neurotoksi¢nosti [73]. Neurotoksi¢nost DHEA opisana je i u kulturi hipokampalnih neurona, pri ¢emu je ista
doza DHEA primenjena zajedno sa kortikosteronom pokazala neuroprotektivan efekat na Stetne promene
izazvane ovim glukokortikoidom (23). Sto se ti¢e visokih suprafizioloskih doza DHEA, pokazano je da one
mogu inhibirati kompleks I mitohondrijskog respiratornog lanca kako in vitro tako i in vivo [73, 112]. Naime,
narusena respiracija u mitohodrijama pokazana je u nekoliko razli¢itih kultura neurona (primarna kultura kor-
tikalnih, mezencefali¢nih i cerebelarnih granularnih neurona) gde je tretman visokom dozom DHEA rezul-
tovao povec¢anom potrosnjom glukoze i smrti ¢elija u kulturi. Dodatno, in vivo eksperimenti na misevima
tretiranim sa 0.6% DHEA dodatim u hranu tokom 3 meseca pokazali su gubitak neurona u mozdanoj kori i
hipokamusu kao i poremecaj motornih sposobnosti[112]. Takode, istrazivanja u kulturi misjih neuronai hu-
manog neuroblastoma govore u prilog smanjenja vijabilnosti ¢elija nakon tretmana DHEA [113]. Invivoiin
vitro studije pokazale su da, u zavisnosti od vremena primene, DHEA moze ostvariti neurotroficki i neuro-
protektivni efekat putem blokade NMDARs posredovane neurotoksi¢nosti [98, 99]. Na primer, kotretman
N-metil-D-aspartatom (NMDA) i DHEA u primarnoj kulturi hipokampalnih neurona pokazao je neuropro-
tektivne efekte DHEA dok predtretman ovim steroidom ili njegova primena 24h nakon NMDA nisu imali ni-
kakav efekat na NMDA posredovanu neurotoksi¢nost [99]. Akutni tretman DHEA je u ovom slucaju delovao
neuroprotektivno putem smanjenja prekomerne aktivnosti NOS i produkcije NO koja je posredovana akti-
vacijom NMDARs [99].

Dehidroepiandrosteron i mozdana ishemija/reperfuzija

lako je efekat DHEA opisan u razli¢itim patologijama, in vitro i in vivo studije koje se odnose na mozdanu
I/R nisu tako brojne. Pokazano je da predtretman DHEA(S) ima uticaja na prezivljavanje neurona mozdane
kore pacova ukoliko su odgajani u uslovima anoksije [96], kao i na smanjenje ostecenja hipokampusa pa-
cova izlozenih I/R [95]. Sa druge strane, jednokratna primena DHEA kao predtretmana u in vivo modelu I/R
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rezultovala je ve¢im stepenom smrti neurona i pogorsanjem kognitivnih sposobnosti. Interesantno je da se
ovakav efekat uocavao i ukoliko se tretman primeni neposredno nakon uspostavljanja I/R, dok je u vre-
menskom okviru od 3 do 48 sati nakon I/R, prime¢eno smanjenje smrti neurona i poboljsanje kognitivhog
deficita nastalog usled I/R [114].

Sa druge strane, Zari¢ i saradnici (2019) u svojoj studiji navode da treba razmotriti ranije prijavljeni ne-
uroprotektivni efekat DHEA bududi da je njegova primena 4 sata nakon 15 min ishemije/24 h reperfuzije kod
muzZjaka pacova ukazala na potencijalno pokretanje pro-apoptotskih dogadaja u hipokampusu. Naime, u
ovom istrazivanju je kod ishemicnih Zivotinja tretiranih DHEA (20 mg/kg) pokazano povecanje pro-apop-
toskog odnosa Bax/Bcl-2 i narusavanje MPM u hipokampusu koje nije uo¢eno u netretiranoj ishemi¢noj
grupi ukazujudi na potencijalno Stetan efekat tretmana u ishemi¢nim uslovima. Ista grupa pokazala je da u
ishemi¢nom stanju DHEA moze ostvariti diskretne region-specificne efekte vracajuci nivo proteina PSD-95
u hipokampusu i NR1 subjedinice NMDARs u prec¢eonoj kori na kontrolnu vrednost. Dodatno, autori prijav-
ljuju i da je tretman DHEA vratio post-ishemicni povecani nivo NO na kontrolnu vrednost u mozdanoj kori,
dok je ovaj efekat izostao u hipokampusu gde je nivo NO i proteinska espresija nNOS ostala povecana i
nakon tretmana DHEA [18].

Pored vaznosti odabira adekvatne vremenske tacke, pokazan je i znacaj primenjene doze DHEA. Lii sa-
radnici (2009) ukazali su da predtretman viskom dozom DHEA redukuje ostecenja hipokampusa pacova
koja nastaju usled 10 min I/R, dok taj efekat izostaje koris¢enjem nizih koncentracija [114]. lako je zabeleZena
neuroprotekcija blaga, autori sugeriSu potencijalno koris¢enje suplementacije DHEA u terapiji MU. Dozno-
zavisni neuroprotektivni efekat DHEA na smrt neurona i kognitivni deficit koji nastaje usled mozdane ishe-
mije pokazali su i Yabuki i saradnici (2015) [115]. U drugoj studiji pokazan je protektivni efekat DHEA na
promene oksidativnog statusa nakon I/R kod dijabeti¢nih pacova. U ovom istrazivanju normoglikemijski, i
pacovi tretirani streptozotocinom u cilju izazivanja dijabeti¢nog stanja, bili su podvrgnuti bilateralnoj oklu-
ziji karotidnih arterija (I=30 min, R=60 min), te su potom bili tretirani DHEA tokom 7, 14 ili 21 dan. Rezultati
studije pokazali su da je primenjena I/R povecala nivoe ROS i pogor3ala sinapticku funkciju uti¢u¢i na mem-
bransku aktivnost Na/K-ATPaze i oslobadanje laktat dehidrogenaze kod svih grupa Zivotinja. Buduci da hro-
ni¢na hiperglikemija sama po sebi dovodi do disbalansa oksidativnog statusa u tkivu, post-ishemi¢ni
disbalans oksidativnog statusa je bio veceg obima kod dijabeti¢nih pacova nego kod normoglikemijske
grupe nakon primenjene I/R. Tretman DHEA je uspes$no vratio nivo razli¢itih ROS blizu kontrolnog kod nor-
moglikemicnih pacova dok je ¢ak i kod kompromitovanih dijabeti¢nih pacova doveo do zna¢ajnog sma-
njenja ROS nakon I/R. Stavise, DHEA tretman je imao blagotvoran efekat na narusen integritet i funkciju
membrane nakon I/R, uzimajuci u obzir znacajno smanjanje pove¢anog oslobadanja laktat dehidrogenaze
i pada aktivnosti Na/K-ATPaze kako kod normoglikemicnih tako i kod dijabeti¢nih pacova nakon tretmana
[116].

Buduci da nakon I/R dolazi do aktivacije glijskih celija i povec¢ane produkcije razlicitih proinflamatornih
citokina i interleukina, pre svega TNF-a i IL-6, te narusavanja KMB, bitno je spomenuti efekat koji DHEA(S)
ostvaruju na astrocite [117, 118]. Naime, pokazano je da DHEA i DHEAS mogu inhibirati produkciju TNF-ain
vivo i in vitro u razli¢itim eksperimntalnim postavkama [119, 120]. Stoga bi jedan od potencijalnih mehani-
zama post-ishemi¢ne neuroprotekcije DHEA(S) mogao biti upravo regulacija prekomerne produkcije TNF-
aiIL-6 u astrocitima ¢ime bi se pospesilo oc¢uvanje integriteta KMB [118].

Povezanost endogenog nivoa DHEA(S) i mozdane ishemije u humanoj populaciji

Aktivacija hipotalamo-hipofizno-nadbubrezne (HHN) ose je pokazana kod razli¢itih akutnih oboljenja



[121-123]. Upravo je odgovor HHN ose jedan od prvih merljivih fizioloskih odgovora na mozdanu ishemiju
[124-126], dok nivo kortizola moze sluziti kao parametar koji odreduje funkcionalni ishod u akutnom MU
[127-129]. Pored kortizola, DHEA i njegov sulfat se takode oslobadaju tokom HHN aktivacije. U fizioloskim
uslovima, lu¢enje DHEA je sinhronizovano sa kortizolom kao odgovor na kortikotropni oslobadajuci hormon
i adrenokortikotropni hormon [130, 131]. Disbalans ili neadekvatan odgovor na stresor i smanjena kolic¢ina
DHEAS je povezana sa nepovoljnim ishodom kod razlic¢itih bolesti ukljucujudi sepsu i septicki Sok u nekim,
ali ne u svim studijama [132, 133]. Studije koje se bave povezanos¢u endogenog post-ishemicog nivoa DHEA
i klinicke slike kod pacijenata prezentovale su dosta kontrdiktorne rezultate. Jedna od studija je pokazala da
je DHEAS, ali ne i DHEA, povezan sa boljim funkcionalnim ishodom ali ne i preZivljavanjem kod pacijenata
nakon MU [123], $to je u osnovi primeceno i u studiji u kojoj su ispitanice bile Zene u postmenopauzi [134].
Slican ishod navodii studija Jimenez i saradnika (2013) koja je pokazala da nizak nivo DHEAS pozitivno ko-
relira sa povec¢anim rizikom od IMU kod Zena [135]. Suprotno ovim podacima, u istrazivanju Markludn i sa-
radnika (2004) nije primecena korelacija izmedu endogenog nivoa DHEAS i funkcionalnog ishoda [124].
Interesantno je da je kod pacijenata koji pate od multi-infarktne demencije detektovan znacajan pad DHEAS
u cerebrospinalnoj te¢nosti, te da je nakon njegove intravenske primene primeceno znatno poboljsanje
motornih sposobnosti i emotivne stabilnosti [136].

ZAKLJUCAK

Mozdana I/R predstavlja izuzetno kompleksno stanje cija je etiologija multifaktorijalna, $to otezava pro-
nalazak i klinicku efikasnost potencijalnog terapeutika te uprkos brojnim istrazivanjima tokom poslednjih
par decenija jos uvek nije pronadena adekvatna terapija za cerebro-vaskularna oboljenja poput MU i TIA. Iz
svega navedenog u ovom radu, moze se zakljuciti da DHEA poseduje potencijalni post-ishemi¢ni neuro-
protektivan ucinak, ali da su doza i vreme primene izuzetno znacajni i ostaju i dalje upitni, $to umnogome
limitira njegovu potencijalnu primenu u lecenju humanih cerebro-vaskularnih oboljenja. Naposletku, ekspe-
rimentalni dokazi koji govore u prilog neurotoksi¢nosti post-ishemi¢nog tretmana DHEA svakako ukazuju
da je ovaj neurosteroid jos uvek daleko od primene u klini¢koj praksi, kao i da se suplementacija DHEA ne
sme primenjivati olako i u visokim dozama.
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klonova autohtone i internacionalnih sorti vinove loze
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Apstrakt

Ova tema je fokusirana na hemijsku i biolosku karakterizaciju odabranih uzoraka crvenih vina. Akce-
nat je stavljen na hemijsku karakterizaciju klonskih sortnih vina vranac i merlo, kao i na procenu antioksi-
dativne aktivnosti merlo vina u ¢elijama kvasca. U radu su primenjene brojne analiticke tehnike za
odredivanje koncentracije fenolnih jedinjenja, elementalnog sastava i in vitro antioksidativnu aktivnosti
ispitivanih uzoraka (spektrofotometrija, cikli¢cna voltametrija, klasi¢na polarografija, EPR spektroskopija,
LC-MS/MS, ICP-OES i ICP-MS). Pored antioksidativne, ispitane su i citotoksi¢na i antibakterijska aktivnost od-
govarajucih uzoraka vina. Eksperiment na bazi vinskog kvasca je obuhvatio odredivanje ukupnih -SH
grupa, kao i enzimskih aktivnosti glutation peroksidaze, glutation reduktaze i katalaze. Eksperimentalno
dobijeni podaci za klonska sortna vina merlo ukazuju na poseban doprinos glutation peroksidaze preziv-
ljavanju celija kvasca u uslovima oksidativnog stresa. Kona¢no, primenom vestacke neuronske mreze raz-
vijena je brza i precizna metoda za predvidanje uticaja malih promena u vinskom fenolnom profilu na
aktivnosti istaknutih enzima antioksidativne zastite.

Kljucne redi: crvena vina, polifenolni sadrzaj, bioloska aktivnost crvenih vina, savremena statistika



Chemical profile and antioxidative activity of red wines
obtained from autochthonous and international grape clone varieties

Neda Pordevi¢
Vinca Institute of Nuclear Sciences, National Institute of Republic of Serbia, University of Belgrade
Correspondence: neda@vin.bg.ac.rs; nedadjordjevicl@gmail.com

Abstract

This topic focuses on the chemical and biological characterization of selected red wine samples. Emp-
hasis is placed on the chemical characterisation of clonal wines of Vranac and Merlot varieties, as well as
on the evaluation of the antioxidant activity of Merlot wines in yeast cells. Numerous analytical techni-
ques were used to determine the concentration of phenolic compounds, elemental composition and in
vitro antioxidant activity of the tested samples (spectrophotometry, cyclic voltammetry, classical polaro-
graphy, EPR spectroscopy, LC-MS/MS, ICP-OES and ICP-MS). In addition, total antioxidant activity, cytoto-
xic and antibacterial activity of the respective wine samples were determined. The wine yeast experiment
involved determining the total groups —-SH, as well as enzymatic activities of glutathione peroxidase, glu-
tathione reductase and catalase. The experimentally obtained data for clonal Merlot wine varieties indicate
a particular contribution of glutathione peroxidase to the survival of yeast cells under oxidative stress con-
ditions. Finally, using an artificial neural network (ANN), a rapid and accurate method was developed to pre-
dict the effect of small changes in the wine phenolic profile on the activities of prominent antioxidant
enzymes.

I Trendovi u molekularnoj biologiji

Key words: red wines, polyphenolic content, biological activity of red wines, modern statistics

207



E Trends in Molecular Biology

uvoD

Crveno vino je alkoholno pice koje se dobija fermentacijom Sire (grozdanog soka). Na sastav vina utice
veliki broj faktora, kao sto su kvaliteta sorte, stepena zrelosti grozda, klimatski i drugi agroekoloski uslovi sre-
dine, kao i sam postupak vinifikacije, uslovi skladistenja i zrenja vina [1,2]. Umereno kori$éenje ovog alko-
holnog pica ima blagotvorno dejstvo na zdravlje ljudi, koje se povezuje sa mikronutrijentima koji ulaze u
njegov sastav. Identifikacija bioaktivnih jedinjenja vina, kao i utvrdivanje mehanizama njihovog delovanja
ciljevi su naucne zajednice proteklih decenija [3]. Fenolna jedinjenja, mikro- i makroelementi se svrstavaju
medu najznacajnije mikronutrijene vina. Vitis vinifera L. je evropska vrsta vinove loze koja raste u umerenoj
klimatskoj zoni u kojoj veliki broj suncanih sati i mala koli¢ina padavina posebno pogoduju razvoju ove
vrste. Vranac je crnogorska autohtona sorta vinove loze, veoma vazna za vinogradarstvo i vinarijsku indus-
triju, kao i za ekonomiju Crne Gore uopste. Kao takva, najznacajnija je sorta vinove loze za proizvodnju cr-
venog vina u Crnoj Gori. Vino ove sorte sadrzi 11 do 14% alkohola i od 5-6 g/L kiselina [4]. Prepoznatljivo je
po specifitnom sortnom mirisu i ukusu, kao i po intenzivnoj tamnoj boji. Kvalitet mu omogucava kupazu sa
vinima drugih sorti. Klimatski uslovi u Cemovskom polju na podrugju Crne Gore pogoduju i uspesnom
gajenju introdukovanih sorti vinove loze kaberne sovinjon i merlo, od kojih se dobijaju vina vrhunskog
kvaliteta. Pomenute sorte su deo svetske vinske bastine, cuvene i prepoznatljive svuda u svetu [5]. O tome
svedodii ¢injenica da merlo sorta zauzima 62%, a kaberne sovinjon 25% ukupne povrsine plantaza vinove
loze u vinogradima Bordoa, poznatog vinarijskog grada na jugozapadu Francuske, odakle i poticu [5].

KLONSKA SELEKCIJA

Klonska selekcija predstavlja individualnu selekciju vinove loze u cilju poboljsanja agrobioloskih i
privredno-tehnoloskih osobina vinove loze, kao i povecanja prinosa grozda. Danas se savremeni vinogradi
podizu sa klonskim materijalom sorte. Ona se sastoji od serije procedura osmisljenih radi selekcije zdravih
klonova vinove loze, sa sortnom autenti¢nos¢u i poboljsanim karakteristikama [6]. Svaki mutirani Cokot iste
sorte vinove loze predstavlja razliciti klon i ¢okot sa drugacijim fenotipom. Cilj ove procedure je dobijanje
najvec¢eg moguceg broja klonova, genetski medusobno razli¢itih radi spreCavanja redukovanja prirodne
genetske razli¢itosti jedne vrste, kao i u cilju dobijanja dovoljne baze za obrazovanje poliklonskih vinograda
[7]. Klonska selekcija je od posebne vaznosti za autohtone sorte s obzirom na to da je teSko naci klonove iz
drugih regiona. Kompanija,13. jul Plantaze” a.d. Podgorica je s tim razlogom u toku desetogodisnjeg peri-
oda (2004-2014) radila na klonskoj selekciji autohtone sorte vranac. Tim postupkom je izdvojeno 7 klonova
(Cl do CVII) koji su se istakli visokim prinosom, kvalitetom grozda i vina, dobrim habitusom koji su vizuelno
zdravi i nezarazeni virusima. Oni su 2017. godine priznati i zati¢eni kao patenti. Osim toga, na podrugje Ce-
movskog Polja koje je u vlasnistvu kompanije ,13. jul Plantaze” a.d. Podgorica introdukovani su i klonovi
sorte merlo (VCR 1iVCR 101), selekcionisani od strane Vivai Cooperativi Rauscedo (VCR) Italija, najveéeg i
najcenjenijeg rasadnika vinove loze u Italiji (provincija Udin, region Friuli, severno od Venecije).

AKTIVNE KOMPONENTE VINA

Vino sadrzi vise od 500 jedinjenja medu kojima su najzastupljeniji voda, alkohol (etanol) i fenolna jedi-
njenja. Fenolna jedinjenja su heterogena grupa sekundarnih metabolita biljaka, a predstavljaju i jednu od
najvaznijih klasa bioaktivnih jedinjenja uopste. Oni nastaju iz amino kiselina u pentozo-fosfatnom i fenil-
propanoidnom putu, kao i u ciklusu Sikiminske kiseline. Stvaraju se u semenu i pokoZici grozda, a ekstrahuju
se tokom procesa fermentacije prelazeci u vino. U pokozici crnog grozda se nalazi oko 50% ukupnih fenol-
nih jedinjenja, u semenu 46-69%, dok se u pulpii soku grozda moze naci oko 6% fenolnih jedinjenja [8]. Ta-




kode, u vinu se mogu nadi i fenolna jedinjenja iz kvasca koji se koristi u postupku vinifikacije, kao i fenolna
jedinjenja iz hrastovog drveta oslobodena tokom procesa starenja vina. Finalni sastav i sadrzaj ovih jedi-
njenja u vinu zavisi od njihovog sadrzaja u grozdu, parametara vezanih za nacin ekstrakcije, nacin vinifika-
cije, kao i od samih hemijskih reakcija koje se desavaju tokom starenja vina. Fenolna jedinjenja prisutna u
grozdu i vinu mogu se svrstati u flavonoide i neflavonoide, pri ¢emu je flavonoidna grupacija u crvenom vinu
zastupljenija ¢inedi oko 85% ukupnih fenola [8].

Flavonoidi

Kao sekundarni metaboliti biljaka, flavonoidi imaju razli¢ite funkcije (antioksidativnu, fungicidnu, in-
sekticidnu, UV-protektivnu, signalnu, privlacenje insekata, itd.) [9]. Osnovni skelet strukture flavonoida cini
difenilpropansko jezgro C4-C3-Cg. To znadi da se u okviru strukture flavonoida zapaZaju dva benzenova pr-
stena (prsten A i prsten B) medusobno povezana trougljeni¢nim lancem koji gradi piranov prsten (hetero-
cikli¢ni prsten sa kiseonikom) (prsten C). Prema stepenu oksidacije piranskog prstena polifenoli se mogu
podeliti na $est podgrupa: flavonoli, flavanoli, izoflavoni, flavanoni, flavoni i antocijani. Glavne klase flavo-
noida koje se mogu naci u grozdu i vinima su flavonoli, antocijani, flavan-3-oli (katehini) i flavan-3-ol-
polimeri (proantocijanidini).

Najzastupljenija klasa flavonoida u pokozici crnog i belog grozda jesu flavonoli. Kvercetin i njegovi ko-
njugovani derivati mogu predstavljati i do 87% od ukupnog sadrzaja flavonola u crnom grozdu [10]. Za raz-
liku od kempferola i kvercetina prisutnih i u belim vinima, miricetin je specifi¢can samo za crvena vina. U
okviru pomenutih struktura glukoza je najéesce zastupljena Se¢erna komponenta povezana preko poloZaja
C-3 u prstenu C. Kvercetin se, takode, u grozdu moze naci u formi 3-ramnozilglukozida (rutina).

Flavan-3-oli (katehini) se u monomernoj, oligomernoj ili polimernoj formi mogu naci u semenu, kozici
i stabljici grozda. Od Cetiri moguca izomera katehina najzastupljeniji u vinu, a ujedno i najstabilniji su (+)-
katehin i (-)-epikatehin. Oligomerne i polimerne forme katehina, tzv. proantocijanidini (kondenzovani tanini),
odgovorne su za jedak (opor) karakter vina. Molekuli flavanola nemaju glikozilovane forme, ali mogu biti ve-
zani za polisaharide u grozdu i mogu biti ekstrahovani u obliku kompleksa u toku vinifikacije.

Antocijani su glikozilovani, hidrosolubilni pigmenti, koji daju obojenost vocu i cveéu. Najzastupljeniji su
u pokozici grozda, a manje ih ima u mesu. U grozdu i vinu identifikovano je pet antocijana, medusobno raz-
licitih prema supstituciji B-prstena sa dva ili tri supstituenta (OH i OCH3) [11]. Glikozidne forme su zastu-
pljenije u prirodi. U vinima dobijenim od vrste Vitis vinifera identifikovani su samo monoglukozidi antocijana,
kao i monoglukozidi antocijana acilovani p-kumarinskom, kafeinskom i siréetnom kiselinom. Malvidin mo-
noglukozid (malvin) je zasluzan za formiranje bazi¢ne boje crvenog grozda, a samim tim i crvenog vina.
Osim njega u grozdu se moze naci jos Cetiri razli¢itih antocijana: cijanidin, peonidin, delfinidin i petunidin.

Neflavonoidna jedinjenja

Derivati hidroksibenzoeve i hidroksicimetne kiseline, stilbeni, kao i tzv. hidrolizabilni tanini spadaju u ne-
flavonoidna jedinjenja vina. Ona su u grozdu i vinu prirodno prisutna, a ima i onih koji se u vino ekstrahuju
iz drveta u toku procesa maturacije ili se dodaju u toku procesa vinifikacije. Neflavonoidna jedinjenja stabi-
lizuju boju crvenih vina kroz intra- i intermolekulske interakcije, iako su sama po sebi bezbojna [12]. Pored
boje, znacajna su i za ukus i biolosku aktivnost samih vina.

U grozdu i vinu identifikovano je sedam benzoevih kiselina: galna, gentizinska, p-hidroksibenzoeva,
protokatehuinska, siringinska, salicilna i vanilinska kiselina. U vinu se moze naci i elaginska kiselina poreklom
iz drvenih buradi ili iz tanina, vinskih aditiva [11]. Salicilna i gentizinska kiselina su u grozdu i vinu prisutne
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u tragovima. U vinu se ove kiseline uglavno nalaze u svojim slobodnim formama [13]. Galna kiselina je naj-
zastupljenija u vinu. Ona zajedno sa elaginskom kiselinom ulazi u sastav galotanina i elagitaninina.

Hidroksicimetne kiseline su u vinima uglavnom zastupljene u esterifikovanoj formi. Takode se mogu
nadiiu obliku prostih glukozida. Iz ove grupe jedinjenja u vinima je najzastupljenija kafeinska kiselina u slo-
bodnom ili esterifikovanom obliku. Ona inace ¢ini 75 do100% ukupnog sadrzaja derivata cimetne kiseline
u vocu.

Jedno od najznacajnijih jedinjenja koje spada u grupu stilbena je trans-resveratrol (3,5,4'-trihidroksi-
stilben). U toku same fermentacije ovo jedinjenje dospeva u vino iz pokozice grozda. Za razliku od trans izo-
mera, cis-resveratrol je u tragovima prisutan u samom grozdu, a smatra se da nastaje iz trans oblika u procesu
vinifikacije [14]. U prirodi je najzastupljena glikozidna forma resveratrola, tzv. piceid (3-O-f-D-glukozid) [15].
U vrsti V. vinifera identifikovano je vise oligomera resveratrola.

Tanini nastaju polimerizacijom elementarnih fenolnih molekula [11]. Ova jedinjenja mogu da stvaraju
stabilne agregate sa proteinima i drugim biljnim polimerima. Galotanini i elagitanini spadaju u hidrolizabilne
tanine koji u svojoj strukturi sadrze galnu ili elaginsku kiselinu koje se oslobadaju nakon kisele hidrolize.
Pored toga tanini u svojoj strukturi sadrze i molekule glukoze. Hidrolizabilni tanini se dodaju kao aditivi u
vino, a u vino mogu dospeti i iz hrastovih buradi. Sa druge strane, (+)-katehin i (-)-epikatehin su osnovne
strukturne jedinice kondenzovanih tanina koji se takode nalaze u vinu [16].

Mikro— i makroelementi u crvenom vinu

Sadrzaj mikro—i makroelemenata moZe znacajno uticati na organolepticki kvalitet i nutritivnu vred-
nost vina. Koncentracija ovih elemenata u vinu moze prili¢no da varira. Poznato je da konzumiranje vina u
umerenim koli¢cinama (1-2 ¢ase na dan) snabdeva organizam elementima esencijalnim za njegovo
funkcionisanje [17]. Medutim, iznad optimalnog nivoa pojedini elementi mogu negativno uticati na
organolepticke osobine vina i biti Stetni po zdravlje ljudi [18,19]. The International Organisation of Vine and
Wine - OIV je internacionalna organizacija koja se bavi vinovom lozom i vinom i kao takva propisuje maksi-
malno dozvoljene vrednosti za sadrzaj metala u vinima [20]. Takode, ve¢ina zemalja ima sopstvene regula-
tive. Faktori koji mogu uticati na elementalni sastav vina su: sorta grozda, sadrzaj neorganskih jedinjenja u
zemljistu, klimatski uslovi, tehnika vinifikacije, transport i skladistenje vina [1]. Naime, koris¢enje organskih
i mineralnih dubriva, neorganskih pesticida, zagadenost spoljasnje sredine, upotreba aditiva mogu znaca-
jno promeniti elementalni sadrzaj vina [2,21].

BIOLOSKI EFEKTI VINA

Pozitivan efekat polifenola na zdravlje ljudi od davnina je poznat [11]. Medu alkoholnim pi¢ima crveno
vino pokazuje najjaci efekat protiv pojave oboljenja povezanih sa oksidativnim stresom [22]. Za antioksi-
dativnu sposobnost polifenola zasluzna je njihova struktura koja im omogucava da deluju kao redukcioni
agensi, donori vodonika i,hvataci” singletnog kiseonika [23]. Smatra se da je konzumacija crvenog vina za-
jedno sa maslinovim uljem klju¢na za objasnjenje ,Francuskog paradoksa” — smanjenja incidencije kardio-
vaskularnih oboljenja uprkos pove¢anom unosu hrane bogate zasi¢enim masnim kiselinama [24].
Zahvaljujudi svojim antioksidativnim, baktericidnim i vitaminskim svojstvima fenolna jedinjenja su u vezi
sa prevencijom od nastanka kardiovaskularnih i neurodegenerativnih oboljenja, kao i dijabetesa i kancera

[25,26]. Pretpostavlja se da inhibicija oksidativnih procesa podrazumeva:

« neutralisanje lipidnog, alkoksil i peroksil radikala doniranjem vodonika



« heliranje jona metala
- regeneraciju a-tokoferola kroz reakciju a-tokoferol radikala.

Brojne studije su proucavale antioksidativne efekte flavonoida. Studija Van Acker i saradnika (1996)
jasno je ukazala na to da su flavonoidi sa kateholnom grupom u prstenu B najaktivniji ,hvataci” slobodnih
radikala. Ova studija je pokazala i da je ostatak strukture flavonoida od malog znacaja za samu aktivnost,
osim u slucaju kvercetina u ¢ijoj strukturi kombinacija kateholne grupe sa dvostrukom vezom izmedu C2 i
C3 i hidroksilnom grupom na C3 u prstenu C uslovljava izrazitu antiradikalsku aktivnost [57]. Samim tim,
antioksidativna aktivnost kvercetina je duplo vec¢a u odnosu na katehin [38]. Takode, kvercetin ima vecu
sposobnost da helira jone prelaznih metala od katehina [58]. Sa druge strane, katehin i epikatehin poka-
zuju slican antioksidativni potencijal, dok cijanidin ima antioksidativni potencijal slican kvercetinu [38].

Antioksidativni kapacitet fenolnih kiselina i njihovih estara zavisi od broja i poloZaja hidroksilnih grupa
u odnosu na karboksilnu funkcionalnu grupu [27,28]. Monohidroksibenzoeve kiseline sa hidroksilnom
grupom u polozajima orto ili para u odnosu na karboksilnu grupu nemaju antioksidativnu aktivnost, za ra-
zliku od onih sa hidroksilnom grupom u meta polozaju [28]. Broj hidroksilnih grupa je direktno propor-
cionalan antioksidativnoj aktivnosti, pa su samim tim polifenoli efikasniji antioksidanti od monofenolnih
jedinjenja [27]. Galna kiselina, sa svoje tri hidroksilne grupe efikasniji je antioksidant od odgovarajucih
difenolnih kiselina (protokatehuinske i gentizinske). Resveratrol je jedno od najznacajnijih i najproucavani-
jih polifenolnih jedinjenja zasluznih za odrzavanje redoks statusa u organizmu. Ovo jedinjenje je i dobar
promotor aktivnosti razli¢itih antioksidativnih enzima [29]. U studiji Losa (2003) pokazano je da stilbeni uti¢u
na odrzavanje nivoa glutationa u monojedarnim celijama periferne krvi, time ih stite¢i od oksidativnih oste-
¢enja usled dejstva 2-deoksi-D-riboze [30]. Osim toga, ova studija je pokazala da resveratrol pozitivno de-
luje i na smanjenje oksidacije tiolnih grupa proteina u celijama humanih krvnih plocica. Sli¢no tome,
resveratrol indukuje povecdanje nivoa glutationa u humanim limfocitima aktiviranim vodonik peroksidom.
U sledecoj studiji, pokazano je da resveratrol povecava sintezu nekoliko antioksidativnih enzima, ukljucu-
juci glutation peroksidazu, glutation-S-transferazu i glutation reduktazu [31].

Antikancerogeni efekti fenolnih jedinjenja prvenstveno se odnose na zaustavljanje celijskog ciklusa,
inhibiciju onkogene signalne kaskade i angiogeneze, menjanje nivoa ROS u celiji, promociju ekspresije
tumor supresornih proteina, kao 5to je p53, kao i na povecanje sposobnosti diferencijacije i transformacije
u normalne ¢elije. Osim toga, prirodno prisutna fenolna jedinjenja pozitivho deluju na zaustavljanje migra-
cije Celija pri ¢elijskoj invaziji i ekstravazaciji [32]. Samim tim fenolna jedinjenja potpomazu lokalizaciju kan-
inicirajuci prekidanje celijske DNK, usled dejstva reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, a samim tim i celijsku smrt
kancerskih celija [33,34].

Godinama unazad postoji sve veéa tendencija za pronalazenje efikasnijih antimikrobnih prirodnih proiz-
voda, koji bi mogli poboljsati otpornost ljudi prema patogenim bakterijama uz minimalne sporedne efekte
[35,36]. Proucavanje antimikrobne aktivnosti specifi¢nih polifenolnih jedinjenja, kao $to su resveratrol, kver-
cetin i brojne fenolne kiseline predmet je mnogih nau¢nih studija [37,38]. Ono se odnosi kako na strukturne
specificnosti fenolnih jedinjenja kao antibakterijskih agenasa, tako i na razumevanje mehanizama antibak-
terijskog delovanja datih jedinjenja. Pretpostavlja se da se mehanizmi zasnivaju na: inhibiranju sinteze nu-
kleinskih kiselina, inhibiranju funkcionisanja ¢elijske membrane, inhibiranju energetskog metabolizma,
inhibiranju samog vezivanja bakterija i stvaranja biofilma, inhibiranju porina na ¢elijskoj membrani bakte-
rija, menjanju membranske propustljivosti kao i na samom smanjivanju patogenosti bakterija [39,40].
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SADRZAJ FENOLNIH JEDINJENJA U ODABRANIM UZORCIMA VINA

Analiza spektrofotometrijskog merenja sadrzaja ukupnih fenola, sadrzaja ukupnih flavonoida, mo-
nomernih antocijana, kao i anti-DPPH radikalske aktivnosti u uzorcima komercijalno dostupnih crvenih vina
sorti vranac, merlo i kaberne sovinjon (berba 2010-2012), je pokazala da sorta vinove loze, kao i klimatski
uslovi u godini proizvodnje vina znacajno uti¢u na pomenute parametre. Vina sorte vranac sadrzala su od
1513,0 £ 54,6 do 2362,1 £ 77,6 mgGAE/L ukupnih fenola [41]. U sortama merlo i kaberne sovinjon koncen-
tracije su bile vece i to od 2184,5 + 93,7 do 3730,2 + 164,7 mg/L, u okviru vina merlo sorte i od 2529,4 + 80,6
do 2873,4 £+ 93,2 mg/L u okviru vina sorte kaberne sovinjon. Sli¢ne vrednosti za koncentraciju ukupnih fe-
nola dobijene su u ranijim studijama koje su proucavale vina pomenutih sorti poreklom iz Makedonije, Crne
Gore, Gr¢ke, Argentine i Brazila [42,47]. Analizom uzoraka klonskih vina sorte vranac (Cl, Cll i Clll) pokazano
je da je sadrzaj ukupnih fenola (od 1349,0 + 56,3 do 2668,8 + 102,8 mgGAE/L) takode sli¢an sadrzaju nade-
nom u ranijim istraZivanjima vina sorte vranac poreklom iz Crne Gore, Srbije i Makedonije [42,43,48-52]. Sa-
drzaj ukupnih fenola u klonskim vinima sorte Merlo, VCR1 i VCR101 analiziranim u ovoj studiji kretao se u
okviru 2184,5 +£ 93,7 - 3337,9 £ 115,4 mgGAE/L. Taj sadrzaj je znatno veci u odnosu na sadrzaj naden u klon-
skim vinima iste sorte (022, 025 i 029), poreklom iz Srbije, kao i u odnosu na sadrzaj fenola u vinima pore-
klom iz Hrvatske (53-55). Koncentracija tanina u ispitivanin uzorcima merlo vina (551,6 + 28,7 do 793,8 + 37,5
mg/L) u skladu je sa vrednostima pronadenim u crvenim vinima merlo i drugih sorti crnog grozda (53,56-
58). Dobijeni rezultati za sadrzaj ukupnih flavonoida i monomernih antocijana takode su u skladu sa litera-
turnim podacima [49,51,53,59-62].

Faktori spoljasnje sredine, kao $to su temperaturne klimatske razlike, broj suncanih sati i osvetljenost te-
rena, kao i koli¢ina padavina imaju veliki uticaj na stepen fenolne zrelosti grozda, a samim tim i na fenolni
sastav vina. Naime, ¢ini se da su nepovoljniji meteoroloski uslovi (obilne padavine i zna¢ajno maniji broj sun-
¢anih sati) u 2010. godini uslovili da vina proizvedena te godine imaju najnizi sadrzaj ukupnih fenola.

Fenolni profil vina

U cilju detekcije i kvantifikacije polifenolnih jedinjenja u vinu koris¢ena je te¢na hromatografija sa
ultraljubicastim detektorom sa nizom fotodioda (PDA) i masenim detektorom sa tri analizatora — trostruki
kvadrupol (engl. triple quadrupole — QQQ) (LC-MS/MS). Dobijeni rezultati su pokazali da su najzastupljenija
fenolna jedinjenja u svim analiziranim uzorcima vina (+)-katehin i galna kiselina, sa najve¢im izmerenim
vrednostima 43,22 + 0,33 mg/L za koncentraciju (+)-katehina i 28,65 + 0,42 mg/L za koncentraciju galne ki-
seline u uzorku merlo vina iz 2012. godine. Opseg izmerenih koncentracija ovih jedinjenja u analiziranim cr-
venim vinima u skladu je sa prethodno publikovanim vrednostima (44,63-67). Komercijalno vino sorte
vranac sadrzalo je znatno manje (+)-katehina u odnosu na vina dobijena od klonova Cl, Cll i Clll. Porede-
njem komercijalno dostupnog i klonskih vina sorte merlo moze se primetiti da je najniza srednja vrednost
koncentracije galne kiseline izmerena u komercijalno dostupnom vinu iz2010i 2011. godine (10,23 + 0,22
mg/Li 13,39 + 0,34 mg/L). Sli¢cne koncentracije galne kiseline nadene su u klonskim vinima (022, 025 i 029)
merlo sorte poreklom iz Srbije [53,68]. S druge strane, koncentracija galne kiseline izmerena u okviru ove stu-
dije znatno je veca u odnosu na koncentraciju nadenu u merlo vinu poreklom iz Srbije ispitivanom u studiji
Beara i sar., 2017 [69]. Isti je slucaj i sa (+)-katehinom; najsiromasnije vino je komercijalno dostupno merlo
vino iz 2010. godine (16,98 + 0,36 mg/L), dok je najmanja koncentracija (+)-katehina u 2011. godini nadena
takode u komercijalno dostupnom vinu (23,10 + 0,21 mg/L). Koncentracija (-)-epikatehina u analiziranim
vinima kretala se u opsegu od 2,96 + 0,04 do 21,74 + 0,28 mg/L. Sadrzaj (+)-katehina i (-)-epikatehina u ana-
liziranim klonskim vinima je visestruko ve¢i u odnosu na klonska vina (022, 025 i 029) merlo sorte poreklom



iz Srbije [68]. Opseg izmerenih vrednosti za sadrzaj kvercetina u okviru analiziranih uzoraka kretao se od
0,27 £0,01 do 6,10 £+ 0,09 mg/L. Klonska vina sorte merlo sadrzala su vise kvercetina i miricetina u odnosu
na komercijalno dostupno vino. Glukozidna forma resveratrola (piceid) zastupljenija je u odnosu na sam re-
sveratrol $to je ocekivano jer u crvenom vinu piceid moze biti i do deset puta zastupljeniji u odnosu na sam
resveratrol. U vinima sorte vranac ocigledna je njihova najveca zastupljenost u uzorcima iz 2010. godine. Ki-
Sovita 2010. godina je ocigledno pogodovala ve¢em stvaranju fitoaleksina resveratrola. Ukupna koncen-
tracija resveratrola i njegovih glukozida u okviru merlo vina 2011. godista manja je u komercijalno
dostupnom vinu u odnosu na klonska vina VCR1 i VCR101. Koncentracije trans-piceida i trans-resveratrola
izmerene u ovoj studiji u skladu su sa vrednostima nadenim u makedonskim vinima iste sorte u okviru stu-
dije Kostadinovi¢ i sar. 2012 [70]. Najzastupljenije jedinjenje iz grupe derivata hidroksicimetne kiseline je
kafeinska kiselina. Sadrzaj ovog jedinjenja naden u uzorcima vina vranac u saglasnosti je sa sadrZzajem na-
denim u vinima iste sorte i istog geografskog porekla u studiji Pajovi¢-Séepanovic i sar., 2018 [67].

ELEMENTALNI SASTAV VINA

Za odredivanje koncentracije makroelemenata (Ca, Na, K, Mg i Fe) u okviru ove studije koris¢en je
opticki emisioni spektometar sa indukovano spregnutom plazmom (ICP-OES), iCAP-6500 Duo, Thermo
Scientific, UK, koji poseduje CID86 cip detektor. Odredivanje koncentracije preostalih Sesnaest mikroele-
menata (Al,V, Cr, Mn, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Ag, Cd, Sb, Ba, Tl, Pb), kao i elemenata prisutnih u tragovima, ura-
deno je na masenom spektometru sa indukovano spregnutom plazmom (ICP-MS), iCAP Q, Thermo Scientific
X series 2, UK. Visok odnos koncentracija kalijuma i natrijuma pronaden u svim analiziranim vinima veoma
je vazan za normalno funkcionisanje kardiovaskularnog sistema kod ljudi. Analizirana vina su znacajan izvor
i kalijuma, kalcijuma i magnezijuma, elemenata koji su esencijalni za funkcionisanje ljudskog organizma
[71]. Najzastupljeniji mikroelement u analiziranim uzorcima je gvozde. Nadena koncentracija ovog elementa
je bila ispod 6 mg/L, $to se smatra grani¢nom vredno$¢u pri kojoj moze doc¢i do stvaranja zamucenja vina
[72]. Iz istog razloga je vazno i to $to je koncentracija bakra u svim analiziranim uzorcima ispod 1 mg/L [72].
Osim toga, bakar je element koji moze ispoljiti prooksidativno dejstvo pri dozama iznad 1 mg/L [72]. Niza
koncentracija od date, koja je nadena u svim analiziranim uzorcima, ukazuje na netoksi¢an nivo bakra u
njima [12,73]. Sadrzaj cinka u svim uzorcima je u skladu sa vrednostima dozvoljenim od strane OIV (do 5
mg/L) [74]. Uzorak merlo vina iz 2012. godine je, medu komercijalnim vinima, uzorak sa najve¢im sadrzajem
gvozda, cinka, mangana i aluminijuma, dok je sadrZaj bakra znatno veci u uzorcima vina merlo 2012 i vra-
nac 2010 u poredenju sa svim ostalim uzorcima. Gvozde, bakar i cink su elementi vazni za funkcionisanje pro-
teina ukljucenih u transfer elektrona pa je njihov unos neophodan za odrzanje redoks balansa u organizmu
[75]. Koncentracija bakra znatno varira u uzorcima klonskih sortnih vina vranac u zavisnosti od godine proiz-
vodnje. Tako primera radi, uzorak Cl iz 2012. godine sadrzi 15 puta vise bakra u odnosu na uzorak istog vina
iz2011. godine. Ovakav rezultat moze biti posledica razli¢itih spoljasnjih faktora, kao $to su izmedu ostalih,
transportovanje i Cuvanje uzoraka. Izmerene koncentracije Fe, Cu, Mn i Zn u analiziranim vinima u skladu su
sa prethodno dobijenim vrednostima u hrvatskim i ¢eSkim crvenim vinima [76,77]. Jo$ jedan od esencijal-
nih elemenata crvenih vina, selen, kvantifikovan je u vedini analiziranih uzoraka. Populacioni preporuceni
unos selena od strane Naucne komisije za hranu u Evropskoj uniji iznosi 55 pg/dan [78]. Uzorak vina najbo-
gatiji selenom je merlo 2011, dok je kaberne sovinjon 2011 jedini uzorak pomenute sorte koji sadrzZi selen.

Vrednosti dobijene za koncentraciju teSkih metala arsena, kadmijuma i olova u ovoj studiji su ispod
granica toksi¢nosti naznacenih od strane evropske direktive kao i od strane OIV [20] (0,20 mg/L za As, 0,01
mg/L za Cd i 0,15 mg/L za Pb). Koncentracije elemenata prisutnih u tragovima, hroma, nikla, kobalta i vol-
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frama u analiziranim uzorcima u okviru su ranije publikovanih vrednosti [76,77]. Na osnovu dobijenih re-
zultata merenja takode se moze zakljuciti da je koncentracija potencijalno toksi¢nih elemenata (Pb, As, Cd,
Ni, Sb) daleko ispod odredenih granica, pri ¢emu je uzet u obzir unos datih elemenata (TDI, TWI, PTWI i
BMDLO1) u okviru preporucene dnevne doze (1-2 ¢ase) vina. lako nisu definisane dozvoljene koncentracije
mangana u vinu, vrednosti dobijene u ovoj studiji u skladu su sa literaturnim podacima [76,77].

ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST VINA

Spektrofotometrijsko odredivanje

Anti-DPPH radikalska aktivnost analiziranih uzoraka komercijalnih vina ispitana je pomocu UV-Vis
spektrofotometrije. Dobijeni rezultati jasno pokazuju da komercijalno dostupna vina sorti merlo i kaberne
sovinjon imaju znatno vecu anti-DPPH radikalsku aktivnost u odnosu na vino sorte vranac. Anti-DPPH ra-
dikalska aktivnost vina sorte vranac 2011. i 2012. godine proizvodnje znatno je veca u odnosu na vino iz
2010. godine. Pozitivne korelacije izmedu anti-DPPH radikalske aktivnosti i koncentracije ukupnih fenola,
flavonoida i monomernih antocijana ukazali su na pozitivan doprinos koji date klase jedinjenja imaju u od-
nosu na anti—-DPPH radikalsku aktvnost. Sli¢ne korelacije su pronadene i publikovane u predasnjim studi-
jama [50,79-81]. Poredenjem anti—-DPPH radikalske aktivnosti uzoraka vina sorte merlo moze se zakljuciti da
uzorci klonskih vina VCR1 i VCR101 imaju znatno vecu aktivnost u odnosu na komercijalno dostupno vino,
kao i da su anti-DPPH aktivnosti svih merlo vina iz 2011. godine vec¢a u odosu na vina iz 2010. godine proiz-
vodnje. Dobijeni korelacioni dijagrami i u slu¢aju ovih vina ukazuju na odli¢nu pozitivnu korelaciju izmedu
dobijene anti-DPPH radikalske aktivnosti i sadrzaja ukupnih fenola (R? = 0,91). Merlo vina iz 2011. godine
proizvodnje takode pokazuju i aktivnosti u odnosu na ABTS, hidroksil i superoksid radikale. Dok su anti—
DPPH i anti—-ABTS testovi odabrani kao naj¢esce koris¢eni antiradikalski testovi u analizi prirodnih proiz-
voda, ispitivanje anti-hidroksil i anti-superoksid radikalske aktivnosti od posebne je vaznosti s obzirom na
to da su dati radikali prirodno prisutni u Zivim organizmima. Za razliku od superoksid radikala, koji moze biti
detoksikovan dejstvom enzima superoksid dismutaze, hidroksil radikal se moze eliminisati samo neenzim-
skim putem [67]. Merlo vina iz 2011. godine proizvodnje pokazala su redukujucu aktivnost u FRAP eseju
ekvivalentnu redukujucoj aktivnosti od 3,52 do 3,62 mg askorbinske kiseline po mL vina. To znaci da jedna
¢asa vina (200 mL) ima redukujuéu sposobnost kao 704 do 724 mg askorbinske kiseline. Dobijeni rezultati
navode na zaklju¢ak da konzumiranje crvenog vina u umerenim koli¢inama ima pozitivan uticaj na odrza-
nje redoks balansa u uslovima in vitro.

Cikli¢na voltametrija i klasi¢na polarografija

Cikli¢na voltametrija je u ovoj studiji koris¢ena kao brza i pouzdana metoda za odredivanje antioksi-
dativne aktivnosti ispitivanih uzoraka vina, kao alternativha metoda tradicionalnim spektrofotometrijskim
tehnikama. U prethodnim studijama ova metoda je uspesno koris¢ena za odredivanje fenolnog sadrzaja u
vinima i za korelaciju analitickog odgovora sa antioksidativnim kapacitetom datih uzoraka [82-84]. Ova teh-
nika sluzi za odredivanje ukupne antioksidativne aktivnosti. Kako bi se obuhvatile sve grupe antioksidativ-
nih jedinjenja snimani su voltamogrami pri potencijalu od 0 do 1,3 V. Povrsina ispod voltamograma u
anodnom smeru proporcionalna je koncentraciji antioksidanata prisutnih u analiziranim uzorcima i pred-
stavlja antioksidativni kapacitet uzorka. Za poredenje antioksidativnog kapaciteta analiziranih uzoraka vina
koriscen je Q600 faktor, kao i antioksidativni kompozitni indeks (ACI) izraZzen u procentima. Analizom klon-
skih vina sorte vranac dobijeni rezultati su pokazali da se u voltamogramu uzorka Clll vidi drasti¢no pove-
¢anje Q600 faktora i ACl indeksa, $to ukazuje na najvecu antioksidativnu aktivnost ovog klonskog vina medu



uzorcima iz 2010.i2011. godine [85]. Sa druge strane, u grupi uzoraka 2012. godine proizvodnje, Cll uzorak
se isti¢e najve¢om antioksidativnom aktivnoscu.

Antioksidativna aktivnost odabranih uzoraka merlo vina prac¢ena je i metodom klasi¢ne polarografije.
Antioksidativna aktivnost je pracena kroz smanjenje grani¢ne anodne struje nastale usled stvaranja HPMC
kompleksa u baznim rastvorima vodonik peroksida. Posmatran je efekat razli¢itih vina na smanjenje pola-
rografske struje kroz zavisnost procenta opadanja pocetne anodne struje u odnosu na zapreminu gradi-
jentno dodavanih alikvota ispitivanih vina. Nagib linearnog dela dobijenih krivih (pomnozen sa 1000)
iskoris¢en je za izrazavanje antioksidativnhog kapaciteta uzoraka u %/mL analiziranih vina. |1z dobijenih re-
zultata moze se zakljuciti da je najvece smanjenje osnovnog pika anodne struje primecéeno pri dodavanju
uzorka merloVCR101 vina iz 2011. godine, pa je samim tim i antioksidativni potencijal datog uzorka najvedi
(194,8 + 6,6 %/mL). Polarografski esej je u ranijim studijama koris¢en u analizi antioksidativne aktivnosti
jakih alkoholnih pica, kao i belih i crvenih komercijalno dostupnih vina [50,86,87]. Medutim, u okviru ove stu-
dije pomenutom metodom po prvi put su analizirana specifi¢na klonska vina.

Antioksidativna aktivnost odabranih uzoraka vina u ¢elijama kvasca

Antioksidativna aktivnost analiziranih vina merlo sorte 2011. godine proizvodnje pracena je u ¢elijama
kvasca prethodno tretiranim vodonik peroksidom kroz stepen prezivljavanja (SP) ¢elija S. cerevisiae, sadrzaj
T-SH grupa, kao i kroz aktivnost antioksidativnih enzima glutation peroksidaze (GPx), glutation reduktaze
(GR) i katalaze (Cat). U ovom testu uoceno je da izlaganje ¢elija kvasaca vodonik peroksidu smanjuje njihov
stepen prezivljavanja na 33% u poredenju sa kontrolnim ¢elijama kvasaca koje su tretirane samo 13% eta-
nolom (100% preZivljavanje). Pretretmanom celija kvasaca svim analiziranim vinima raste njihova brzina
prezivljavanja u uslovima stresa, pri ¢emu je najizrazeniji zastitni efekat primecen za vino dobijeno od VCR1
klona vinove loze [88]. Pomenuti uzorak je i najbogatiji galnom kiselinom, (+)-katehinom, ukupnim resve-
ratrolom i kvercetinom, pa se moze pretpostaviti da su upravo pomenuta jedinjenja zasluzna za najvedi ste-
pen prezivljavanja ¢elija kvasaca zahvaljujuci izrazenoj antiradikalskoj aktivnosti.

U celijama kvasaca stresiranim vodonik peroksidom dolazi do znac¢ajnog povecanja aktivnosti enzima
Cat, kao i znacajno smanjenje GPx aktivnosti. Oba enzima katalizuju reakcije redukcije vodonik peroksida,
mada u ovom slucaju, Cat preuzima dominantnu ulogu u odbrani od oksidativnog napada izazvanog izla-
ganjem vodonik peroksidu. Dalje je primeéeno da svi analizirani uzorci vina pomeraju antioksidativnu od-
branu sa katalazne strane, $to je dominantno u celijama kvasca stresiranim vodonik peroksidom, na
GPx-dominantnu odbranu [88]. Naime, pretretman ispitivanim uzorcima vina prevenira pad u aktivnosti
GPx usled dejstva vodonik peroksida, pri ¢emu je efekat vina dobijenog od VCR101 klona vinove loze naj-
vedi. Aktivnost GPx u stresiranim Celijama kvasca prethodno tretiranim datim vinom je viSe nego dva puta
veca u odosu na kontrolne ¢elije. Sa druge strane, aktivnost GR je znacajno povecana u ¢elijama kvasca stre-
siranim vodonik peroksidom, 5to je u saglasnosti sa pove¢anim sadrzajem T-SH grupa koji je izmeren u ovim
celijama. Ovo zapazanje bi moglo ukazati na to da je smanjenje aktivnosti GPx u ¢elijama kvasca tretiranim
vodonik peroksidom pre usledilo zbog post-translatornih modifikacija koje su uticale na funkciju GPx, nego
zbog smanjenja sadrzaja ko-supstrata GSH. Analiza PCA rezultata dobijenih u okviru ispitivanja antioksida-
tivne aktivnosti pokazuje da sva testirana vina pokazuju protektivan efekat u odnosu na stepen prezivlja-
vanja Celija kvasca tretiranim vodonik peroksidom, dok povecéana aktivnost GPx moze biti jedan od bioloskih
mehanizama koji najvise doprinosi dokazanom protektivnom efektu. Ovakva zapaZanja u saglasnosti su sa
prethodno objavljenim literaturnim podacima [89,90].
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Vestacka neuronska mreza

Sve promenljive uzete u obzir u analizi PCA takode su iskoris¢ene za ANN (engl. Artificial Neural Ne-
twork) modeliranje koje je u ovoj studiji po prvi put iskoris¢eno u predvidanju aktivnosti antioksidativnih en-
zima u odnosu na malu promenu koncentracije fenola u vinima. ANN model je dao prilicno dobra
predvidanja eksperimentalnih rezultata (SP, T-SH, GPx, GR i Cat), za Sirok opseg promenljivih. Dobijene vred-
nosti odgovaraju nivou eksperimentalnih greski, a prikazuju uticaj sadrzaja fenolnih jedinjenja na antioksi-
dativnu aktivnost vina izrazenu pomocu SP, sadrzaja T-SH grupa i aktivnosti GPx, GR i Cat. Analiza osetljivosti
sluzi da pokaze uticaj ulaznih promenljivih, ali takode pokazuje i znacaj ulazne promenljive u odredenoj
tacki ulaznog prostora [91]. Primecéeno je da na SP najvedi pozitivni uticaj imaju male promene u sadrzaju
tR, Qe i K, dok najvedi negativni uticaj imaju male promene u sadrzaju cP, cR i tP u sredini ulaznog prostora.
Na sadrzaj T-SH najvedi pozitivni efekat imaju male promene u sadrzaju ukupnih fenola u oblasti minimuma
ulaznog prostora, dok je najveci negativni uticaj primecen pri malim promenama u sadrzaju cR u centralnom
delu ulaznog prostora. Na aktivnost GPx najpozitivnije deluju male promene u koncentraciji tR blizu gornje
granice ulaznog prostora. Takode je primeceno da tR ima isti Sablon delovanja na aktivnost GPx kao i na SP.
Pozitivan efekat tR na aktivnost GPx prikazan je u ranijim nauc¢nim radovima [92,93]. GA takode pokazuje isti
$ablon pozitivnog uticaja na aktivnost GPx kao i na SP u sredisnjem delu ulaznog prostora, gde koncentra-
cija cP negativno utice na date parametre. Dobijeni rezultati podrzavaju ranije zapazanje o tome da je ak-
tivnost GPx glavna odgovorna za povecanje SP u celijama kvasca stresiranim vodonik peroksidom i
prethodno tretiranim analiziranim vinima. Ono 5to je takode primeceno jeste da je aktivnost GR pod naj-
vedim pozitivnim uticajem pri malim promenama u koncentraciji cP, dok najnegativniji uticaj na aktivnost
GR pokazuju male promene u koncentraciji tR i PK u centralnom delu ulaznog prostora. Ovi nalazi su u
skladu sa PCA kao i sa eksperimentalnim merenjima.

Trends in Molecular Biology

m CITOTOKSICNA AKTIVNOST ODABRANIH UZORAKA VINA

Citotoksi¢na aktivnost analiziranih uzoraka merlo vina 201 1. godine proizvodnje ispitana je u odnosu
na Cetiri kancerske ¢elijske linije (HCT116 - Celijska linija kancera creva, Hela - Celijska linija kancera cervi-
ksa, A375 - ¢elijska linija melanoma i PANC-1 - Celijska linija kancera pankreasa). Posmatran je efekat anali-
ziranih vina u tri razli¢ita zapreminska procenta (5, 10 i 20%). Dobijeni rezultati su pokazali da sva analizirana
vina imaju najslabiji citotoksi¢ni efekat na celijsku liniju PANC-1. Poredenjem citotoksi¢nog efekta na ¢elij-
ske linije A375 i Hela, moze se zakljuditi da sva tri analizirana vina pokazuju veéu aktivnost u odnosu na ¢e-
lijsku liniju A375. Dalje, poredenjem efekata vina na celijske linije HCT116 i HeLa moze se primetiti da je taj
efekat razli¢it u odnosu na zapreminsku koncentraciju vina. Dok je pri 5 i 10% koncentraciji efekat svih vina
slican, pri 20% koncentraciji jace je dejstvo komercijalnog i vina VCR1 na ¢elijsku liniju HCT116. Medusob-
nim poredenjem citotoksi¢nog efekata analiziranih vina pri zapreminskoj koncentraciji od 5% u okviru jedne
kancerske celijske linije, mozZe se primetiti slican efekat sva tri vina u odnosu na sve cCetiri Celijske linije. S
druge strane, pri 20% zapreminskoj koncentraciji VCR101 vino najjace deluje na Celije HelLa, dok komereci-
jalno vino najslabije deluje na ¢elijsku liniju A375.

Odnos GSH/GSSG

Prooksidativno dejstvo analiziranih uzoraka crvenog vina sorte merlo, 2011. godine proizvodnje na me-
lanomsku celijsku liniju (A375) ispitano je kroz odnos GSH/GSSG u celijama tretiranim vinom u odnosu na
netretiranu kontrolu. Dobijeni rezultati su pokazali da je GSH/GSSG odnos u kancerskim ¢elijama tretiranim
sa sva tri uzorka merlo vina znatno manji od onog nadenog u kontrolnim (netretiranim) ¢elijama A375. Ta-




kode se vidi da je u ¢elijama tretiranim VCR101 vinom GSH/GSSG odnos najnizi (0,66 + 0,05) i da je znacajno
nizi u odnosu na odnos naden u ¢elijama tretiranim komercijalnim vinom (0,85 + 0,02) i ¢elijama tretiranim
VCR1 vinom (0,76 £ 0,03). Tretman komercijalnim vinom manje pomera ravnotezu prema GSSG i u odnosu
na tretman VCR1 uzorkom (p < 0,05). Iz dobijenih rezultata moze se zakljuciti da je uzrok pomerene
GSH/GSSG ravnoteze prema GSSG prooksidativno dejstvo crvenih vina u ¢elijama A375. Ovaj rezultat je od
izuzetnog znacaja imajuci u vidu hemio- i radio-rezistentnost melanomskih celija. Dati zaklju¢ak je u skladu
sa dosadasnjim naucnim pretpostavkama i saznanjima da polifenolna jedinjenja biljnog porekla upravo
prooksidativnim dejstvom ispoljavaju svoju antikancerogenu aktivnost [29,33,94,95].

ANTIBAKTERIJSKA AKTIVNOST ODABRANIH UZORAKA VINA

Radi ispitivanja antibakterijske aktivnosti analiziranih uzoraka vina merlo u ovoj studiji koriscen je
MIC esej kroz izraZzavanje minimalne koncentracije vina koja sprecava rast bakterija u eksperimentalnim
uslovima. U tu svrhu ispitana je antibakterijska aktivnost vina u odnosu na ¢etiri soja Gram-pozitivnih i ce-
tiri soja Gram-negativnih bakterija u koncentracijskom opsegu vina od 0,25 do 500 pyL/mL. Dobijeni rezul-
tati su pokazali da sva vina u datom opsegu koncentracija dostizu odgovarajuce vrednosti MIC, ¢ime je
potvrdeno njihovo antibakterijsko dejstvo u odnosu na ispitivane bakterijske sojeve. Vrednosti MIC svih
analiziranih vina krecu se od 125 do 500 pL/mL. Uzorak VCR1 2011 je uzorak sa najjatom ukupnom anti-
bakterijskom aktivno$¢u u odnosu na osam ispitivanih bakterijskih sojeva. S obzirom na to da je uzorak
VCR1 2011, uzorak sa najvec¢im sadrzajem ukupnog resveratrola, (+)-katehina i kvercetina, pokazana anti-
bakterijska aktivnost moze biti s tim u vezi. Prethodne naucne studije su pokazale da su fenolna jedinjenja
sposobna da ireverzibilno menjaju ¢elijsku membranu bakterija, pri ¢emu je antibakterijska aktivnost di-
rektno zavisna od strukture samih jedinjenja kao i da postoji sinergija u antibakterijskom delovanju flavo-
noida [96-98]. Takode se moze primetiti da je antibakterijska akrtivnost svih ispitivanih uzoraka vina
ocekivano izrazito slabija od pozitivne kontrole, antibiotika amikacina.

ZAKLJUCAK

Rezultati ove studije su pokazali da su sva analizirana vina bogat izvor fenolnih jedinjenja, kao i makro
i mikro elemenata u okviru dozvoljenih ili uobicajenih granica. Uzorci analiziranih vina su ispoljili antioksi-
dativnu aktivnost in vitro. Takode je utvrdeno da sva analizirana merlo vina povecavaju stepen prezivljava-
nja celija S. cerevisiae u uslovima oksidativnog stresa. Protektivni efekat analiziranih uzoraka vina
prvenstveno je zasluga aktivnosti GPx. Pomocu ANN razvijena je brza i precizna metoda za predvidanje ak-
tivnosti antioksidativnih enzima u odnosu na malu promenu koncentracije fenolnih jedinjenja u vinima sa
visokom ta¢nosc¢u predvidanja (R? = 0,98). Rezultati posebno ukazuju na to da sadrzaj trans-resveratrola u
vinima u okviru izmerenih gornjih granica pozitivno uti¢e na aktivnost GPx i Celijsko prezivljavanje. Sva ana-
lizirana vina pokazuju citotoksi¢nu aktivnost u odnosu na Cetiri kancerske Celijske linije. Najsnaznije dejstvo
uoceno je u odnosu na melanomske ¢elije i ¢elijsku liniju kancera creva HCT116, dok je najslabije delovanje
primec¢eno u odnosu na Celijsku liniju kancera pankreasa. Prooksidativno dejstvo merlo vina potvrdeno je
na melanomskim ¢elijama. Analizirana vina merlo sorte pokazuju i antibakterijsku aktivnost u odnosu na
osam patogenih bakterijskih sojeva.

Ova studija predstavlja jednu od retkih studija baziranih na kombinaciji klasi¢nih i savremenih ekspe-
rimentalnih metoda u karakterizaciji crvenih vina. S druge strane, plasti¢no je demonstrirano kako se pri-
menom napredne statistike podrobnije moze sagledati skrinovana biolo$ka aktivnost.
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Sekundarni metaboliti jabuke (Malus x domestica Borkh.) florizin i floretin su dihidrohalkoni visoko
specifi¢ni za vrste roda Malus. Autoalelopatski potencijal ovih fenolnih jedinjenja se ogleda u suzbijanju
rasta klijanca i sadnica zasadenih na mestu prvobitnih vo¢njaka jabuke. U osnovi njihove fitotoksi¢nosti su
ultrastrukturne i molekularne promene koje se ogledaju u povecanju sadrzaja malondialdehida, prolina i
aktivnosti antioksidativnih enzima: superoksid-dismutaze, peroksidaza i katalaza, kao i nivoa ekspresije
proteina uklju¢enih u odbrambene mehanizme ¢elije. Najnovija istrazivanja ukazuju na fitotoksi¢nost ovih
dihidrohalkona i prema drugim biljnim vrstama, kao npr. korovskoj model biljci Arabidopsis thaliana. Tret-
man floretinom izaziva znacajnu inhibiciju rastenja i razvica klijanaca A. thaliana, poremecaj gravitropskog
odgovora i pojavu morfoloskih i ultrastrukturnih malformacija u ¢ijoj osnovi lezi promena ekspresije
CDKA1;1, CDKB2;1, CYCA3;1i CYCB2;4 gena Celijskog ciklusa, kao i gena uklju¢enih u odrzanje homeostaze
auksina (PINs, AUX1, LAX3, ABCBs, TAAT i YUCs) i biosinteze giberelina (GA200x2 i GA3ox1). Ovo otvara
mogucnost za dalja istraZivanja njihovog alelopatskog delovanja ali i potencijalnu primenu kao ekoloski
bezbednih bioherbicida.

Kljuéne reci: alelopatija, dihidrohalkoni, fenolna jedinjenja, floretin, florizin, jabuka (Malus x domestica
Borkh.)
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Apple dihydrochalcones phloridzin and phloretin as novel allelochemicals
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Abstract

Phloridzin and phloretin are dihydrochalcones highly specific to domestic apple (Malus x domestica
Borkh.) and other species from genus Malus. Auto-allelopathic potential of these phenolics was recog-
nized in‘Apple Replant Disease’ (ARD) characterized by stunted growth, reduced root system and low yields
in apple trees replanted on lands that previously supported apple orchards. Physiological basis of phlo-
ridzin and phloretin autotoxicity are ultrastructural and molecular alterations that include increased cata-
lase, peroxidases and superoxide dismutase activities, raised malondialdehyde and proline contents, and
high expression of genes involved in cell defence system. The latest research on model plant Arabidopsis
thaliana indicates phytotoxicity of these dihydrochalcones towards other plant species. Phloretin inhibits
A. thaliana seedlings growth and development inducing agravitropic phenotype and morphological and
ultrastructural malformations in treated seedlings. Altered expression of CDKAT;1, CDKB2;1, CYCA3;1 and
CYCB2;4 cell cycle genes and genes involved in auxin homeostasis (PINs, AUX1, LAX3, ABCBs, TAAT and YUCs)
and gibberellin biosynthesis (GA200x2 and GA30x1) are in the physiological bases of phloretin phytotoxi-
city. This mechanism makes phloretin a prospective candidate for an eco-friendly bioherbicide and paves
the way for further research of phloretin role in ARD.

Key words: allelopathy, dihydrochalcones, apple (Malus x domestica Borkh.), phenolics, phloretin, phloridzin



Alelopatija je od davnina poznata kao pojava da jedna biljna vrsta suzbija i kontrolise rastenje i razvice
biljaka u svom okruzenju, $to joj omogucava efikasnije koris¢enje dostupnih resursa. Hemijska jedinjenja
koja ispoljavaju alelopatske efekte nazivaju se alelohemikalijama. Vecina ovih jedinjenja su sekundarni me-
taboliti koji nastaju kao nusprodukti primarnih metaboli¢kih puteva. Alelohemikalije mogu biti prisutne
kako u vegetativnim, tako i u reproduktivnim biljnim organima, ali se njihove koncentracije mogu znacajno
razlikovati medu organima pa ¢ak i tkivima iste biljne vrste [1]. Ova jedinjenja naj¢eS¢e dospevaju u zemlji-
Ste eksudacijom korena, evaporacijom ili spiranjem sa listova i stabla, ili degradacijom biljnih ostataka u
zemljistu aktivno$¢u mikroorganizama [2].

Uprkos svojoj sveprisutnosti i raznovrsnosti, alelohemikalije mogu biti svrstane u tri osnovne grupe: (1)
terpenoide, (2) jedinjenja koja sadrze azot (N) i (3) fenolna jedinjenja [3]. Dihidrohalkoni (DHH) su posebna
grupa fenolnih jedinjenja u ¢ijoj se osnovi nalaze dva 3estoclana ugljenikova (C6) prstena povezana mo-
stom od tri ugljenikova atoma dok je dvostruka veza koja je karakteristi¢na za prekursore flavonoida - hal-
kone, kod DHH redukovana (Slika 1). Specifi¢an izvor DHH u prirodi su vrste roda Malus, ukljucujudi i
domestifikovanu jabuku (Malus x domestica Borkh.) kod koje DHH ¢ine do 96-97% ukupnih fenolnih jedi-
njenja u listovima [4,5].
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Slika 1. Struktura dihidrohalkona florizina (A) i floretina (B). Preuzeto iz Stanisi¢. 2019 [77]

Florizin (floretin 2°-O-glukozid) (Slika 1A) je prvootkriveni i najzastupljeniji DHH kod vrsta roda Malus
koji ¢ini 4-18% suve mase listova jabuke [6]. Zbog svoje visoke zastupljenosti, florizin se koristi kao osnovni
parametar za klasifikaciju vrsta roda Malus [7] za determinaciju filogenetickih i fitogeografskih odnosa u
okviru subfamilije Maloideae [8], i u prehrambenoj industriji kao marker za utvrdivanje prisustva jabuke u
vo¢nim sokovima [9]. Skorasnji napredak u razvoju analiti¢kih metoda omogucdio je detektovanje ovog je-
dinjenja u tragovima i kod drugih vrsta familije Rosaceae kao $to su jagoda (Fragaria ananassa duch.) [10] i
divlja ruza (Rosa canina) [11], alii vrsta iz drugih familija kao $to su Fabaceae i Ericaceae [12,13]. Klju¢ni korak
u sintezi florizina jeste proces glikozilacije aglikona floretina (3-(4-hidroksifenil)-1-(2,4,6-trihidroksifenil)-1-
propanona) na poziciji 2’ pomocu specifi¢ne uridin-difosfat-glikoziltransferaze (UDP-glukozo:floretin 2'-O-
glucosiltransferaze) [14]. Osim u listovima, florizin se u znatnim koli¢inama nalazi i u korenu, stablu i kori
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jabuke iz koje je prvi putiizolovan davne 1835. godine [15]. Ubrzo nakon toga, zapocela su i prva istraZivanja
vezana za efekat florizina u organizmu sisara, a znacajniji rezultati vezuju se za istrazivanja nemackog fizio-
loga Joseph von Mering-a koji je izazvao eksperimentalnu glikozuriju kod pasa ubrizgavanjem ¢istog flori-
zina [16]. Nakon jednog veka istraZivanja mehanizma delovanja florizina u organizmu sisara, Alvardo i Crane
[17] ga definisu kao inhibitora glukoznog transporta, a Vick i Deidrich [18] utvrduju da je afinitet renalnog
glukoznog transportera prema florizinu i do 3000 puta veci nego prema molekulu glukoze. Danas je poz-
nato da florizin specifi¢no inhibira SGLT1 Na-glukozni kotransporter glodara i SGLT2 kotransporter u api-
kalnom domenu epitelnih ¢elija renalnih tubula ¢oveka [19]. Zbog sposobnosti da snizi nivo glukoze u krvi
nezavisno od insulina, florizin je nasao primenu u terapiji dijabetesa tipa 2 [20,21]. Inhibicija usvajanja glu-
koze u crevima i reasorpcije u bubrznim tubulama omogucava smanjenje telesne mase pacijenata i ¢ini ga
veoma privla¢nim prirodnim terapeutikom i u le¢enju gojaznosti [22].

Pored florizina, kod vrsta roda Malus identifikovano je jos najmanje deset drugih DHH koji se razlikuju
¢noj DHH strukturi, floretin je veoma fleksibilan molekul koji moZe aktivno da stupa u reakciju sa drugim bio-
molekulima u ¢eliji (Slika 1B). Za razliku od florizina, sadrzaj floretina je dosta nizak [24] ili ga ¢ak nije moguce
detektovati u nekim tkivima jabuke [25,6,26] usled brze konverzije u rastvorljive, glikozilovane forme koje
su stabilne, nereaktivne i pogodne za transportovanje [27]. Izrazena reaktivnost floretina rezultuje brojnim
farmakoloskim svojstvima kao $to su: antimikrobno, antikancerogeno, antioksidativno, estrogeno, antiinfla-
matorno, krioprotektivno i neuroprotektivno [28,29], $to ga ¢ini pogodnim za njegovu primenu u farmaciji,
medicini i kozmetici.

FiziolosSka uloga dihidrohalkona jabuke

Uprkos izuzetno visokom sadrzaju florizina u jabuci, pogotovo u listovima i korenu, kao i zapazenom
bioloskom delovaniju, fizioloska uloga floretina u biljkama jos uvek nije sa sigurnosc¢u utvrdena. Istrazivanja
sprovedena tokom proslog veka su ukazala na inhibiciju formiranja cvetnih pupoljaka jabuke pod dejstvom
florizina [30,31], kao i suzbijanje izduZivanja koleoptila ovsa [32]. U uslovima kulture in vitro je primeceno da
florizin dovodi do povecéanja broja aksilarnih pupoljaka kod jabuke [33], kao i do povecanja broja korenova
kod divlje sorte za kalemljenje M9 [34]. Egzogeno dodavanje florizina dovodi i do stimulacije procesa so-
matske organogeneze kod uljane palme [35]. Smatra se da visoka koncentracija florizina, kao dominantnog
fenolnog jedinjenja u semenu, pogotovo semenjaci, onemogucava dotok kiseonika do embriona nakon
imbibicije i time sprecava pocetak klijanja ukoliko seme nije prethodno proslo period hladne stratifikacije
(0-4 °C) [36]. Pri niskim temperaturama, vise kiseonika moze da se rastvori u vodeno/fenolnoj barijeri, a
manji deo biva vezan od strane polifenola, sto dovodi do njegovog olak$anog dopremanja do embriona i
otpocinjanja klijanja [37]. Novija histohemijska istrazivanja ukazuju da je lokalizacija florizina u ¢elijama pa-
lisadnog tkiva listova povezana sa njegovom ulogom u zastiti tkiva od Stetnog UV zracenja [38] kao i sa an-
tioksidativnim potencijalom [5].

UtiSavanje halkon-sintaze (CHS), klju¢nog enzima u sintezi glavnih flavonoida i dihidrohalkona jabuke,
dovelo je do gubitka gotovo svih pomenutih jedinjenja i indukovalo izraZzene fenotipske efekte kod muta-
nata jabuke, ukljucujuci patuljast rast nastao kao rezultat intenziviranog akropetalnog transporta auksina
[39]. UtiSavanje gena za floretin specifi¢nu glikoziltransferazu UGT88F 1 prouzrokovalo je smanjenje sadrzaja
floretina, florizina i drugih polifenolnih jedinjenja u transgenim biljkama jabuke. Ove promene izazvale su
povecanje intenziteta akropetalnog transporta auksina iz izdanaka i uzrokovale izrazen patuljasti fenotip koji
je predstavljao fenokopiju prethodno okarakterisanih CHS-deficijentnih mutanata jabuke [40].



Postoje dosta nepouzdani i ¢esto kontradiktorni podaci o ulozi florizina u odbrani jabuke od bolesti i Ste-
tocina. Smatra se da je florizin uklju¢en u odbranu biljaka jabuke od infekcije gljivom Venturia inequalis koja
izaziva ekonomski znacajnu bolest — ¢adjavu pegavost lista i krastavost plodova jabuke. Infekcija venturijom
dovodi do kolapsa celije i oksidacije njenih metabolita, medu kojima i florizina, aktivno$¢u enzima polifenol-
oksidaze. Oksidovani produkti florizina inaktiviraju pektinaze gljive i time onemogucavaju Sirenje patogena
koje se zasniva na razgradnji srednje lamele ¢elijskog zida biljne ¢elije [41]. Slican mehanizam je predlozen
i u slucaju infekcije gljivom Phlyctaena vagabunda u kome oksidacija florizina igra znac¢ajnu ulogu u ogra-
ni¢avanju Sirenja infekcije [42]. Medutim, Gaucher i saradnici [43] su testovima in vitro ustanovili relativho
nisku antimikrobnu aktivnost florizina, ali znac¢ajno vec¢u aktivnost njegovog aglikona floretina. Takode, jasna
povezanost nivoa florizina i otpornosti na plamenjacu izazvanu bakterijom Erwinia amylovora nije utvrdena
na polju [44].

Pitanje uloge florizina u odbrani jabuke od stetnih insekata uvodi nove dileme. Tako npr. florizin odbija
vasi Myzus persicae i Amphorophora agathomica [45], dok je atraktant za Rhopalosiphum insertum i zelenu vas
jabuke (Aphis pomi) [46]. Larve vrste Spodoptera littoralis izbegavaju ishranu ve¢ ostecenim listovima jabuke
koji povecano sintetisu florizin ve¢ nekoliko dana nakon nastanka ostecenja [47]. Fulcher i sar. [48] su uka-
zali na znacaj florizina u odbrani biljaka jabuke od japanske bube (Papillia japonica), s obzirom na to da je
stepen ostecenja listova korelirao sa sadrzajem florizina u listovima 10 razlicitih sorti.

Alelopatsko delovanje fenolnih jedinjenja jabuke

Potencijalnu autoalelopatsku aktivnost florizina i floretina sugerisao je Bérner davne 1959. godine [50],
smatrajudi ih odgovornim za razvoj bolesti jabuke poznate kao ARD (eng Apple Replant Disease). Ova bolest
se manifestuje usporenim i zakrzljalim rastom stabla i korena, kao i slabim plodonosenjem sadnica posadenim
na zemljisu na kome su prethodno gajena stabla jabuke [51]. Ispitivanje korenovog sistema vocaka obole-
lih od ARD je ukazalo na pojavu propadanja epidermalnih ¢elija i kortikalnog tkiva korena i znacajnu re-
dukciju u razvoju lateralnih korenova [52,53]. Takode je primecen veoma mali broj funkcionalnih korenskih
dlacica na obolelim korenovima [54]. lako je problem uspostavljanja zasada jabuke na zemljistu prethodnih
voc¢njaka dokumentovan jos pre dva stoleca, etiologija razvoja ARD je i danas ostala nepoznanica. Postoje
mnogobrojne studije o ucesc¢u razlic¢itih zemljidnih organizama u razvoju ARD, kao $to su parazitske nema-
tode iz roda Pratylenchus [55], aktinomicete [56] i veliki broj gljiva [57,58]. Primena fungicida u predtret-
manu zemljiSta, kao i sterilizacija zemljista koja je Cesto dovodila do uspesnog suzbijanja razvoja simptoma
bolesti, navela je na zaklju¢ak da su gljive najéesci uzro¢nici ove bolesti [59]. Sa druge strane, mnogobrojni
kontradiktorni rezultati i ¢injenica da primena fungicida Sirokog spektra delovanja, iako menja sastav mi-
krobiotskih zajednica, ne uti¢e na bolji rast i povecanje prinosa jabuke [60] bacaju dodatnu senku na pro-
blem ARD-a.

lako je Borner jos 1959.1 1960. godine [50, 61] nagovestio ulogu florizina i floretina detektovanih u zem-
ljistu voc¢njaka jabuke u razvoju simptoma ARD, dugi niz godina njihovo autoalelopatsko delovanje nije
proucavano. Dostupni literaturni podaci ukazuju da eksudati korena divljih vrsta jabuke, Malus pumila i Malus
prunifolia, deluju inhibitorno na klijanje semena i razvice klijanaca sopstvene vrste [62,63]. Ovi rezultati na-
govestavaju da bi dihidrohalkoni koji dospevaju u zemljiste izlu¢ivanjem korena jabuke ili razgradnjom izu-
mrlih biljnih delova (opalog lis¢a, plodova, kore ili korena) [64], mogli biti klju¢ni faktori u razvoju simptoma
ARD. Nicola i saradnici [65] su primetili da je tretman klijanaca jabuke sorte Fuji meSavinom zemlje i usitnje-
nih korenova M26 sorte za kalemljenje, nakon cetiri meseca doveo do znacajnog smanjenja sadrzaja hloro-
fila, mase korenova i ukupne mase tretiranih biljaka. UHPLC analiza sa masenom spektrometrijom ukazala je

I Trendovi u molekularnoj biologiji

227



E Trends in Molecular Biology

na znacajan porast sadrzaja florizina i floretina u primenjenoj mesavini u odnosu na kontrolnu podlogu. Tret-
man florizinom u niskoj koncentraciji (1,0 uM) je delovao stimulatorno na rast klijanaca vrste M. hupehensis,
dok su visoke koncentracije (1-4 mM) ispoljile inhibitorno delovanje [66] izazvavsi ultrastrukturne promene
na hloroplastima i mitohondrijama celija listova i/ili korena. Primena visokih koncentracija dovela je do po-
vecanja sadrzaja malondialdehida (MAD) - indikatora lipidne peroksidacije membrane, ali i aktivnosti antio-
ksidativnih enzima: superoksid-dismutaze (SOD), peroksidaze (POD) i katalaze (CAT). Pri vis§im koncentracijama
florizina uogeno je i sniZzenje stopa transpiracije i fotosinteze [66]. Sli¢can efekat florizina primecen je i kod kli-
janaca divlje vrste M. micromalus u cijim korenovima je zabelezen porast aktivnosti SOD, POD i CAT, kao i sa-
drzaj MAD i prolina srazmerno primenjenoj koncentraciji i trajanju tretmana [67]. Wang i sar. [68] su ukazali
na smanjenje stope respiracije i aktivnosti enzima ukljucenih u ciklus trikarboksilnih kiselina u korenovima M.
hupehentsis tretiranih 4,0 mM florizinom. Nedavno, Yin i sar. [69] su ukazali da floretin i florizin primenjeni u
koncentarcijama detektovanim u zemljistu vo¢njaka takode izazivaju povecanje nivoa ekspresije proteina
uklju¢enih u odbrambene mehanizme ¢elija korena M. hupehensis.

Dihidrohalkoni jabuke koji dospevaju u zemljiste bilo eksudacijom korena ili razgradnjom biljnog ma-
terijala mogli bi delovati inhibitorno i na druge biljne vrste, uklju¢ujuci i korove. Znacajan ogranicavajuci fa-
ktor u proucavanju takvih alelopatskih interakcija u rizosferi predstavlja komplikovanost izolacije i
identifikacije jedinjenja koje koren izlu€uje, kao i kompleksnost ekosistema rizosfere i prisustvo mikroorga-
nizama koji svojom aktivnos¢u mogu da modeluju delovanje alelohemikalija. U cilju otklanjanja ¢inilaca
koji uticu na promenu kvaliteta i kvantiteta izlu¢enih alelohemikalija, nedavno je uspostavljen model si-
stem in vitro kulture transformisanih korenova jabuke [26]. Uspostavljanje ovakvog model sistema zasno-
vano je na uvodenju pazusnih pupoljaka jabuke u kulturu in vitro i razvijanju pouzdanog i efikasnog sistema
za regeneraciju izdanaka putem procesa de novo organogeneze [70] kao i optimizaciji faktora koji stimulisu
regenerativni kapacitet eksplantata [70,71]. Postupak geneticke transformacije posredstvom Agrobacterium
rhizogenes 15834 vektora indukovao je pojavu transformisanih korenova na izdancima sorti Melrouz, Zlatni
delises, Cadel i Gloster, a vremenski koordinisana smena tretmana sa i bez indol-3-buterne kiseline (IBA)
omogucila je pionirski poduhvat uspostavljanja samostalne permanentne kulture korenova jabuke na po-
dlozi bez regulatora rastenja [26]. Metodom te¢ne hromatografije pod ultra visokim pritiskom sa masenom
spektrometrijom (UHPLC/(+/-)HESI-MS/MS) potvrdeno je da geneticka transformacija nije dovela do pro-
mena u sadrzaju glavnih sekundarnih metabolita u tkivu korena jabuke, florizina, glikozilovanih i aglikozi-
lovanih flavonoida i fenolnih kiselina u odnosu na netransformisan koren jabuke. Na taj nacin,
uspostavljanjem in vitro kulture transformisanih korenova jabuke stvoreni su uslovi za proucavanje alelo-
patskog potencijala jabuke u odsustvu mikroorganizama i drugih remetecih faktora rizosfere [26].

Fitotoksi¢ni potencijal eksudata korenova jabuke prema drugim biljnim vrstama uspesno je ispitan na
model biljci arabidopsis (Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.). Rezultati su pokazali da eksudat korenova jabuke
ne deluje inhibitorno na klijanje semena arabidopsisa, ali je njegov fitotoksi¢ni efekat na rastenje i razvice
klijanaca veoma izrazen i ogleda se u zna¢ajnoj inhibiciji rasta korena i izdanaka (35,1% i 62,1%, redom) [26].
Eksudat korenova jabuke najvise utice na proces obrazovanja lateralnih primordija, smanjivsi broj bo¢nih ko-
renova za 74% desetog dana tretmana. Analiza sadrzaja sekundarnih metabolita u eksudatu transformisa-
nih korenova jabuke je ukazala na nizak, ali veoma uravnotezen sadrzaj dihidrohalkona florizina (8,01 ng mL"
tj. 0,017 uM) i floretina (7,49 ng mL™ tj. 0,027 uM), kao i kafeinske (14,58 ng mL™ tj. 0,08 uM) i hlorogene ki-
seline (8,82 ng mL" tj. 0,025 uM) [26]. S obzirom na to da brojni literaturni podaci ukazuju na alelopatsko de-
lovanje hlorogene i kafeinske kiseline, bilo samostalno, bilo u okviru biljnih izolata [72,73,74,75], fitotksi¢no
delovanje floretina i florizina moralo je biti dodatno ispitano.



Alelopatski efekat biljnih izolata je naj¢escée posledica sinergistickog delovanja veceg broja jedinjenja
prisutnih u relativno niskim koncentracijama [76]. Medutim, pojedinacna jedinjenja ostvaruju sli¢an alelo-
patski efekat kao i biljni izolati samo ukoliko su primenjeni u mnogostruko veé¢im koncentracijama od onih
u kojima su zastupljeni u biljnom izolatu [75]. Zbog toga je alelopatski potencijal florizina i floretina proce-
njen na osnovu efekata tretmana sa 125, 250 i 500 uM ¢istih supstanci, na klijanje i morfoloske karakteristike
tokom rastenja i razvica klijanaca arabidopsisa, iako su detektovane koncentracije ovih dihidrohalkona u
te¢noj hranljivoj podlozi u kojoj su gajeni transformisani korenovi jabuke bile oko 100 puta nize [26].

Tretman florizinom ispoljio je dozno-zavisni efekat na klijance arabidopsisa ali je statisti¢ki znacajno
smanjenje duzine korena (21,3%) i broja lateralnih korenova (63,5%) zabelezeno tek na tretmanu sa 500 uM
floretinom [77]. Inhibitorni uticaj ovog tretmana na posmatrane morfoloske parametre je bio slabiji u po-
redenju sa efektom eksudata korenova jabuke, ali su oba tretmana imala izrazeniji efekat na razvice lateral-
nih korenova, nego na izduzivanje primarnog korena klijanaca. Alelopatski efekat eksudata korenova jabuke
u odnosu na cist florizin bi se mogao pripisati sinergistickom dejstvu njegovih komponenti. Na tretmanu sa
500 uM florizinom zapaZena je i veoma karakteristi¢na promena u izgledu korena klijanaca, koji je rastao uvi-
jajudi se i formirajudi oblik nalik sinusoidi, dok su lateralni korenovi bili veoma retki i male duzine [77].

Tretman floretinom je izazvao znacajnu dozno-zavisnu inhibiciju rastenja i razvi¢a klijanaca arabidop-
koren klijanaca koji je nakon 10 dana tretmana sa 500 uM floretinom bio znatno skracen (74,2%) i sa manjim
brojem lateralnih korenova (66,8%) u poredenju sa korenom kontrolnih netretiranih klijanaca (Slika 2) [77].
Floretin je ispoljio znacajan efekat i na izdanke klijanaca koji su bili bledozelene boje, manje duZine (48,2%)
i sa manjim brojem listova u poredjenju sa kontrolnim. Takode, 500 uM floretin je uslovio i pojavu specifi-
¢nog agravitropskog fenotipa klijanaca koji se odlikovao izvrnutim rastom kotiledona i hipokotila i nepra-
vilnim oblikom korena u vidu petlje (Slika 2) [77]. Prisustvo slobodne hidroksilne grupe na C2' poziciji i
odsusvo glikozilne grupe u molekulu floretina omogucéava ovom dihidrohalkonu da reaguje intenzivnije sa
drugim bioloskim molekulima [78] $to moZe objasniti njegovo pojacano fitotoksi¢no delovanje u porede-
nju sa florizinom.

Ultrastrukturna analiza celija mezofila klijanaca tretiranih floretinom je ukazala na promene u morfologiji
Celijskog zida, kao i strukturi i polozaju hloroplasta u ¢eliji [77]. Blaga izuvijanost celijskog zida primecéena
treci dan tretmana, rezultovala je formiranjem izrazenih ulegnucda i ispupcenja na celijskom zidu desetog
dana tretmana. Hloroplasti su zadobili okrugao oblik i izmeSteni su i grupisani u unutradnjosti celije, dok su
tilakoidi grana i strome poprimili kruznu formu i izgubili pravilnu orijentaciju. Smanjenje rezervi skroba u hlo-
roplastima nakon desetog dana izlaganja floretinu, kao i potpuno odsustvo amiloplasta i lipidnih kapi u ci-
toplazmi potvrduju da se narusena struktura hloroplasta usled stresa izazvanog floretinom znacajno
odrazava na funkciju celija [77].

Indol-3-sir¢etna kiselina (IAA), kao osnovni bioloski aktivan oblik auksina, ima centralnu ulogu u raz-
vi¢u biljnog organizma i uskladivanju odgovora biljke na promenljive uslove Zivotne sredine putem regu-
lacije procesa ¢elijske deobe, elongacije i diferencijacije. Klju¢ni aspekt delovanja auksina je zasnovan na
fino koordinisanim procesima biosinteze, konjugacije, degradacije i polarnog transporta auksina (eng. Polar
Auxin Transport (PAT,) koji omogucavaju uspostavljanje lokalnog maksimuma i morfogenetskih gradijenata
u okviru biljnog tkiva. Osnovni mehanizam koji kontrolise PAT obuhvata procese aktivnog ulaska (influksa)
i izlaska (efluksa) iz celija preko nekoliko specifi¢nih grupa transportera oznacenih kao AUX1/LAX (eng.
AUXIN1/LIKE AUXINT) transporteri i PIN (eng. PIN-FORMED) i ABCB (MDR) proteini (eng. MULTI-DRUG RESI-
STANCE/P-GLYCOPROTEIN (MDR/PGP), ATP-BINDING CASSETTE (ABC)) [79,80]. Kvantitativnom RT-PCR anali-
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Slika 3. Klijanci A. thaliana nakon 10 dana tretmana na ¥2MS podlozi sa floretinom u rastu¢im koncentracijama od 125 pM (A), 250 pM (C) ili 500 uM (E) u po-
redenju sa odgovaraju¢om kontrolom. Kontrolni tretman je sadrzao istu koli¢inu rastvara¢a DMSO koliko i odgovarajuci tretman floretinom (0,035% (B), 0,07% (D) i
0,14% (F) (v/v) DMSO za tretmane sa 125 pM, 250 uM i 500 uM floretinom, redom). Klijanci su se razvijali u Petri kutijama postavljenim uspravno. Preuzeto iz Stanisic.
2019 [77]



zom (qPCR) ekspresije gena uklju¢enih u glavni put biosinteze auksina (IpyA put) i polarni transport au-
ksina, utvrdene su promene u ekspresiji koje ukazuju na narusenu homeostazu auksina i verovatno stoje u
osnovi agravitropskog fenotipa klijanaca [77]. Tretman 500 uM floretinom je koordinisano delovao na sve
ispitivane gene PIN familije (PINT, PIN2, PIN3 i PIN7), kao i AUXT i LAX3 gene indukovavsi gotovo identi¢an
ekspresioni vremenski profil sa karakteristi¢cnim poveéanjem ekspresije 6 h nakon pocetka tretmana i ma-
njim smanjenjem nakon 12 h i 24 h u poredenju sa nivoom nakon 6 h [77]. Medutim, statisticki znacajna pro-
mena ekspresije zabelezena je iskljuc¢ivo kod PINT, PIN3 i PIN7 gena, zaduZenih za regulaciju akropetalnog
transporta auksina i njegovo preusmeravanje i distribuciju u lateralnim zonama apeksa [81,82]. Floretin je
znacajno stimulisao i ekspresiju ABCB1 gena, dok uticaj na ekspresiju ABCB4 i ABCB19 gena u korenovima kli-
janaca nije zabelezen [77].

Ekspresioni profili gena uklju¢enih u biosintezu auksina su varirali ili ¢ak bili suprostavljeni u korenovima
i izdancima tretiranih klijanaca [77], verovatno kao rezultat poznate funkcionalne redudantnosti ¢lanova
TAA and YUC familije gena. TAAT i YUC geni kodiraju enzime koji ucestvuju u najznacajnijem putu sinteze IAA
kod arabidopsisa, koji se odvija preko indol-3-piruvata (IPyA)[83]. TAAT gen kodira triptofan aminotransfe-
razu (TAA), koja katalizuje reakciju deaminacije L-triptofana do IPyA [84,85], dok YUC geni kodiraju monoo-
ksigenaze koje sadrze flavin i katalizuju reakciju konverzije IPyA do IAA [86]. Statisticki znacajano snizenje
TAAT ekspresije u korenovima je primeceno 12 h nakon aplikacije floretina, u istoj vremenskoj tacki u kojoj
je ekspresija TAR2 gena povecana [77] $to je verovatno posledica uloge koje TAAT i TAR2 geni dele u regu-
laciji formiranja auksinskog maksimuma u meristemskom tkivu korena [84]. Sli¢no, ekspresija YUC3 gena u
korenovima je bila suprostavljena ekspresiji YUC4 gena, dok ekspresija YUC6i YUC8 gena nije bila statisticki
znacajno izmenjena u odnosu na kontrolu [77]. Proucavajudi ekspresiju gena YUC genske familije kod kra-
stavca pri razli¢itim stresogenim tretmanima, Yan i sar. [87] su primetili da je kao odgovor na nisku tempe-
raturu, ekspresija CsYUCT0b gena bila dramatic¢no povisena, a ekspresija CsYUC4 snizena. Sli¢no, ekspresija
CsYUCT0a i CsYUCTT je bila potpuno suprostavljena ekspresiji CsYUC10b gena u slucaju slanog stresa, su-
gerisuci da razliciti ¢lanovi YUC genske familije deluju antagonisticki u istim stresnim uslovima kako bi odr-
zali odgovarajuci nivo auksina u ¢eliji i obezbedili odrzanje auksinske homeostaze. Cinjenica da su enzimi
koji katalizuju oba koraka u IpyA biosintetickom putu kodirani multigenskim familijama daje jednostavan
mehanizam za generisanje Sirokog opsega razlicitih ekspresionih odgovora u ¢eliji.

Tretman floretinom doveo je i do promena u ekspresiji GA200x2 i GA3ox1 gena koji kodiraju enzime
GA20i GA3 oksidazu odgovorne za zavrine korake u biosintezi bioaktivnih giberelina (GA) u citoplazmi [88].
U korenovima tretiranih klijanaca, promene ekspresije GA3ox1 i GA200x2 gena u posmatranim vremenskim
tackama su imale gotovo identi¢an trend promene kao i one zabeleZene u korenovima kod ispitivanih gena
ukljucenih u polarni transport auksina [77]. Promena u nivou ekspresije GA200x2, 6 h od pocetka tretmana
je bila znatno izrazenija nego u slu¢aju GA3ox1 i ostalih pomenutih gena. Znatno povisena ekspresija GA3ox1
i GA200x2 gena u korenovima tretiranih klijanaca ukazuje na moguce povecanje nivoa endogenih gibere-
lina i njihovo inhibitorno delovanje na razvoj lateralnih korenova. Gou i saradnici [89] su potvrdili da porast
sadrzaja giberelina inhibira rane korake u formiranju lateralnih korenova topole (Populus sp.), dok giberelin-
deficijentni i giberelin-neosetljivi mutanti razvijaju povecan broj lateralnih korenova u odnosu na kontrolu.
Ovakvi mutanti imaju i snizenu ekspresiju PIN3 gena $to ukazuje na mogucu interakciju giberelina i auksina
u regulaciji formiranja lateralnih korenova [89].

U osnovi inhibicije rasta korenova klijanaca izazvane floretinom stoji i poremecaj ekspresije gena za ki-
naze zavisne od ciklina (CDK) koje imaju centralnu ulogu u kontroli ¢elijskog ciklusa i evolutivno o¢uvanom
mehanizmu ¢elijske deobe kod eukariotskih organizama [90,91]. CDK pripadaju familiji serinskih/treoninskih
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protein-kinaza, ¢ija je specifi¢nost prema supstratu odredena vezivanjem za odgovarajudi ciklin (CYC), a ak-
tivnost regulisana od strane serije razli¢itih CDK aktivatora i inhibitora [92]. Specifi¢ni kompleksi ciklina i ki-
naza zavisnih od ciklina kontroli3u prolazak ¢elije kroz faze ¢elijskog ciklusa na razli¢itim kontrolnim tackama.
Istrazivanja ukazuju da alelohemikalije mogu uticati na razlicite aspekte kontrole celijskog ciklusa kod biljaka
[93,94,95,96]. Tretman klijanaca arabidopsisa floretinom je doveo do poveéanja nivoa ekspresije gena za ki-
naze zavisne od ciklina CDKA1;1iCDKB2;1 i cikline CYCA3;1i CYCB2;4 koja se odlikovala karakteristi¢nim vre-
menskim profilom sa maksimalnim povecanjem 6 h od pocetka tretmana, izuzev CYCB2;4 gena kod koga je
ekspresija bila povec¢ana u svim vremenskim tackama tretmana.

Zakljucak

Narusena strukturna organizacija ¢elije usled delovanja floretina, direktno se odrazava na njeno funkci-
onisanje, i moguce da je povezana sa disbalansom u sintezi i transportu auksina i giberelina kao klju¢nih re-
gulatora esencijalnih procesa u biljnom organizmu. Narusavanje bilo koje komponente sloZzenog sistema
interakcija, neizostavno rezultuje promenama koje se odraZavaju na nivou morfologije kao najvise instance.
IzraZzeno fitotoksi¢no dejstvo floretina otvara vrata daljim istraZivanjima u cilju saznanja molekularnih i fi-
zioloskih mehanizma njegovog delovanja. Buduca istrazivanja mehanizma delovanja floretina bi mogla do-
prineti rasvetljavanju njegove uloge u razvoju simptoma ARD, ali i utrti put primeni floretina kao novog
ekolosko-bezbednog herbicida u skladu sa sve vec¢im svetskim potrebama za proizvodnjom zdrave hrane i
zastitom potrosivih prirodnih resursa.
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Apstrakt

U hortikulturi je prisutna stalna potreba za ukrasnim biljkama sa novim karakteristikama, gde boja
cveta predstavlja jednu od najvaznijih osobina koja odreduje njihovu komercijalnu vrednost. Sa razvojem
metoda geneti¢kog inZenjeringa otvorena je moguc¢nost kreiranja biljaka sa Zeljenom bojom cvetova koja
se ne moze postici klasi¢nim ukrstanjem ili mutagenezom. Boja cvetova kod biljaka odredena je sadrza-
jem tri biljna pigmenta: antocijanina, karotenoida i betalaina. Do sada, najveci napredak postignut je ge-
netickom modulacijom biosinteze antocijanina. Na ovaj nacin postignute su nove boje cvetova kod
najmanje 50 ukrasnih vrsta, a neki od tih modifikovanih varijeteta su ve¢ dugi niz godina u slobodnoj pro-
daji. Medutim, promena boje cveta manipulacijom biosintetskog puta karotenoida je dokumentovana
kod svega nekoliko ukrasnih vrsta i poslednjih godina intenzivirana su istraZivanja u tom pravcu. U ovom
radu je razmatran potencijal ovog pristupa, sa posebnim osvrtom na rezultate postignute na promeni boje
cvetova kod kultivara ljubicice uvodjenjem gena za kapsantin-kapsorubin sintazu.

Kljucne reci: Geneticke transformacije, crt geni, ccs, Viola cornuta.
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Abstract

In horticulture, there is a constant need for ornamental plants with new characteristics, where the flo-
wer color is one of the most important features that determines their commercial value. With the deve-
lopment of genetic engineering methods, it has been possible to create plants with the desired flower
color which cannot be achieved by classical breeding or mutagenesis. The flower color in plants is deter-
mined by the content of three plant pigments: anthocyanins, carotenoids and betalains. Up to date, the
greatest progress has been made by genetic modulation of anthocyanin biosynthesis. In this way, the new
flower colors have been achieved in at least 50 ornamental species, and some of these modified varieties
have been on market for many years. However, the alteration of flower color by manipulating the carote-
noid biosynthetic pathway has been documented in only a few ornamental species, and the research has
been significantly increased last few years. In this paper, the potential of this approach is considered, with
special reference to the results achieved on flower color alteration of pansy cultivars by introducing the
gene for capsanthin-capsorubin synthase.
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Boja cveta predstavlja jednu od najvaznijih osobina ukrasnih biljaka i za to su odgovorni biljni pigmenti:
antocijanini, karotenoidi i betalaini. Antocijanini su najrasprostranjeniji u prirodi i cvetovima daju Sirok spek-
tar boja, pocev od plave, pa do Zute i crvene. Karotenoidi su zasluzni za Zutu, narandzastu i crvenu boju cve-
tova, dok betalaini, koji su otkriveni samo kod vrsta iz reda Caryophyllales, daju razliCite nijanse ljubicaste,
svetlo smede, Zute, narandzaste i crvene boje [1].

Biljni karotenoidi su po strukturi lipofilni C40 izoprenoidi sa polienskim lancima koji sadrze prstenove
na svojim krajevima i konjugovane dvostruke veze zahvaljujudi kojima apsorbuju vidljivu svetlost [2]. U bi-
lijkama se nalaze i u fotosinteti¢kim i u nefotosintetickim tkivima. U fotosintetickim tkivima, odnosno listo-
vima biljaka, karotenoidi su smesteni u hloroplastima gde imaju brojne funkcije neophodne za proces
fotosinteze, kao $to su izgradnja fotosistema, apsorpcija svetlosti i zastita fotosinteti¢ckog aparata od foto-
oksidacije [3]. U nefotosinteti¢kim tkivima, plodovima i cvetovima, njihova uloga je prvenstveno u obez-
bedivanju obojenosti kojom ¢e privudi oprasivace i zivotinje koje se hrane plodovima, kako bi doslo do
Sirenja semena u cilju reprodukcije biljaka [4,5]. Pored toga, od karotenoida mogu nastati isparljivi apoka-
rotenoidi koji, kao vazna komponenta mirisa cvetova ili arome plodova, pospesuju interakcije izmedu biljaka
i zivotinja. Karotenoidi sluze i kao prekursori za sintezu dve grupe fitohormona, apscisinske kiseline (ABA) i
strigolaktona, koji imaju klju¢nu ulogu u razvicu biljke i njenom odgovoru na stres [6,7]. U ljudskoj ishrani
obezbeduju prekursore za biosintezu vitamina A, a zbog svoje snazne antioksidativne aktivnosti koriste se
i u cilju zastite od raznih hroni¢nih oboljenja kao $to su kancer, kardiovaskularne bolesti i bolesti oka [8,9].

U cvetovima i plodovima biljaka karotenoidi se sintetisu de novo u hromoplastima, fotosinteticki neak-
tivnim plastidima [10], gde se akumuliraju u lipoproteinskim partikulama, odnosno plastoglobulama, aliiu
strukturama kao $to su fibrili, membrane, kristali i tubule. Smatra se da se tokom sazrevanja plodova, kao i
razvi¢a cvetova, hromoplasti mogu diferencirati od bilo kog tipa plastida, nefotosintetickih ili fotosintetickih,
u zavisnosti od tkiva u kojima se nalaze. Tako, na primer, u pojedinim delovima cveta hromoplasti nastaju
od amiloplasta, gde je konverzija plastida pra¢ena razgradnjom skroba i proizvodnjom Seéernog nektara
[11], dok prilikom diferencijacije hromoplasta od hloroplasta dolazi do potpune degradacije hlorofila, de-
zintegracije tilakoida i rearanZmana membranskog sistema plastida, pri ¢emu se formiraju strukture u ko-
jima ¢e se potom akumulirati karotenoidi [12].

Biosinteza karotenoida

U poslednje dve decenije svi geni glavnog biosintetskog puta karotenoida su identifikovani, klonirani
i funkcionalno okarakterisani [8, 13-16], Slika 1.

Biosinteza karotenoida zapocinje kondenzacijom dva molekula geranilgeranil-difosfata (GGPP) pomocu
enzima fitoen-sintaze (PSY) pri ¢emu nastaje bezbojni fitoen (C40). Slede reakcije desaturacije pomocu en-
zima fitoen-desaturaze (PDS) i (-karoten-desaturaze (ZDS), kao i reakcije izomerizacije pomoc¢u enzima (-ka-
roten-izomeraze (Z-1SO) i karotenoid-izomeraze (CRTISO), nakon ¢ega dolazi do formiranja crvenog all-trans
likopena, prvog obojenog karotenoida [17]. U biosintetskom putu karotenoida likopen predstavlja tacku
grananja i supstrat za dva kompetitivna enzima, likopen-f-ciklazu (LCYB) i likopen-g-ciklazu (LCYE). Oba en-
zima katalizuju ciklizaciju linearnog molekula likopena na jednom ili oba njegova kraja pri ¢emu se formi-
raju cikloheksanski prstenovi. Dodavanjem jednog e-prstena molekulu likopena pomocu LCYE nastaje
O-karoten. Potom, 6-karoten podleze daljoj ciklizaciji, ali posto LCYE ne moZe da koristi monocikli¢ne karo-
tenoide kao supstrat, dodavanje drugog, B-prstena vrsi LCYB i tada nastaje narandzasti pigment a-karoten
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Slika 1. Shema biosinteze karotenoida sa glavnim mestima u biosintetskom putu gde se vrsila metaboli¢cka modulacija biosinteze. Skracenice enzima u biosinte-
tskom putu: GGPS - geranilgeranil pirofosfat sintaza; PSY - fitoen sintaza; PDS - fitoen desaturaza, ZDS - (-karoten desaturaza; LCYB - likopen-f-ciklaza; LCYE - likopen-¢-
ciklaza; CHYB - B-karoten hidroksilaza; CYP97C - citohrom P450 monooksigenaza 97C; VDE - violaksantin de-epoksidaza; ZEP - zeaksantin epoksidaza; CCS -
kapsantin-kapsorubin sintaza; NXS - neoksantin sintaza; HBFD - karotenoid 4-hidroksi-B-ring 4-dehidrogenaza; CBFD - karotenoid B-ring 4-dehidrogenaza.

[18]. Ukoliko je likopen supstrat za LCYB, prvo dolazi do dodavanja jednog B-prstena i nastaje y-karoten, a
potom isti enzim dodaje i drugi 3-prsten pri ¢emu nastaje narandzasti pigment [3-karoten [5], odnosno pro-
vitamin A. Svi ovi karotenoidi koji se sastoje samo od ugljovodoni¢nog niza, ukljucujucii a- i -karoten, na-
zivaju se karotenima.

U narednim koracima biosinteze karotenoida dejstvom hidroksilaza dolazi do dodavanja kiseonika ci-
klicnim karotenima u vidu hidroksilnih grupa, kao i epoksidnih prstenova, dejstvom epoksidaza, gde na-
staju ksantofili. Postoje dva razlicita tipa hidroksilaza: B-karoten-hidroksilaza (CHYB), koja hidroksiluje
B-prsten ciklicnog karotena, i citohrom P450 monooksigenaza 97C (CYP97C) koja hidroksiluje i 3- i e-prste-
nove karotena. Hidroksilacijom a-karotena nastaje zuti pigment lutein koji predstavlja finalni produkt (3,&-
grananja u biosintezi karotenoida [19]. Sa druge strane, narandzasti pigment 3-karoten podleZe hidroksilaciji
pomocu CHYB pri ¢emu nastaje zuti zeaksantin koji pomocu enzima zeaksantin-epoksidaze (ZEP) prelazi u
anteraksantin i violaksantin. Dejstvom violaksantin-de-epoksidaze (VDE), violaksantin se moze konverto-
vati nazad u zeaksantin. Ove reakcije epoksidacije i de-epoksidacije, kao i zeaksantin, anteraksantin i viola-
ksantin, koji u njima ucestvuju, sastavni su deo ciklusa ksantofila [2]. Anteraksantin i violaksantin, aktivnos¢u
enzima kapsantin-kapsorubin sintaze (CCS), mogu biti konvertovani u kapsantin i kapsorubin, glavne karo-
tenoide koji daju karakteristi¢nu narandzastu i crvenu boju [15,20]. Poslednji korak u biosintezi karotenoida
jeste konverzija violaksantina u neoksantin pomocu neoksantin-sintaze (NXS).
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Dok je sinteza karotenoida u listovima u ¢vrstoj koordinaciji sa sintezom hlorofila, a njihov sastav i ko-
licina izuzetno konzervirani u visSim biljkama [21], karotenoidni profili cvetova mogu se drasti¢no razliko-
vati medu biljnim vrstama, pa ¢ak i medu varijetetima iste vrste. Tako, na primer, narandzasti cvetovi
Osmanthus fragrance Lour. i Calednula officinalis cv. '‘Alice orange’ nastaju akumulacijom B- i a- [22], odno-
sno [3-, y- i 6-karotena [23], dok su u Zutim cvetovima Gentiana lutea [24], Dendranthema grandiflorum [25],
Eustoma ([26], Ipomoea obscura [27] i Tagetes [28] naj¢es¢i 3,e-ksantofili, od kojih su najprisutniji lutein i nje-
govi derivati. Istu boju daju i B,3-ksantofili, pa se tako u cvetovima Oncidium [29] i Ipomoea sp. [27] u najve-
¢oj kolic¢ini akumulira violaksantin. Violaksantin i anteraksantin cvetovima Lilium spp. cv. '‘Conneticut King’
daju Zutu boju, dok su cvetovi kultivara 'Saija; gde se pored anteraksantina akumulira i kapsantin, crvene
boje [30]. Dva pigmenta sa kraja biosintetskog puta karotenioda, kapsantin i kapsorubin, odgovorni su za
crvene cvetove Lilium tigrinum cv. 'Red Night'[31].

Neke biljke akumuliraju i jedinstvene karotenoide, koji se retko nalaze u cvetovima drugih vrsta. Roze
cvetovi Hybiscus syriacus nastaju akumulacijom lutein-5,6-epoksida, auroksantina i hrizantemaksantina [32],
dok su izrazito crveni cvetovi Adonis aestivalis i A. annua, posledica akumulacije velike koli¢ine astaksantina
[33]. U kruni¢nim listi¢cima kalifornijskog maka (Eschscholzia califonica Cham.) [34] i Safrana (Crocus sativus)
[35] dominantno se akumulira krocetin, a u zigu tucka Safrana akumuliraju se apokarotenoidi, glikozidi kro-
cetina i pirokrocin, koji im daju crvenu boju [36].

Takode, znacajna raznolikost karotenoidnih profila postoji i u plodovima biljaka. Plodovi paradajza (So-
lanum lycopersicum), na primer, imaju crvenu boju zahvaljujuci likopenu koji ¢ini 85% ukupnih karotenoida
[37], dok su kapsantin i kapsorubin najzastupljeniji ksantofili u plodovima crvene paprike, Capsicum an-
nuum [38]. Sa druge strane, boja korenova Sargarepe (Daucus carota) i slatkog krompira (Ipomoea batatas)
ili ploda dinje, rezultat je akumulacije velike koli¢ine 3-karotena [39, 40].

Regulacija biosinteze i degradacije karotenoida

Uprkos vaznosti i brojnim funkcijama koje karotenoidi imaju u biljkama, regulacija njihove sinteze i aku-
mulacije nije u potpunosti razjaSnjena. Do sada je utvrdeno da akumulacija karotenoida u razli¢itim biljnim
organima generalno zavisi od brzine sinteze i degradacije koje su regulisane na transkripcionom i post-tran-
skripcionom nivou [41]. Medutim, posebno u nefotosintetickim tkivima, ovi mehanizmi su pod snaznim uti-
cajem brojnih internih (senescencija, cirkadijalni ritam, epigenetski mehanizmi i ABA) i eksternih signala
kao $to su svetlost, temperatura ili abioticki stres, $to Cini slozenu mreZu regulacije, o kojoj jos uvek ne po-
stoji kompletna slika.

Transkripciona regulacija predstavlja prvi i primarni kontrolni mehanizam karotenogeneze, i u cveto-
vima visi nivoi transkripata enzima biosinteze karotenoida povezani su sa ve¢im sadrzajem karotenoida
[16,42]. Na primer, usled povecane ekspresije vecine karotenogenih gena, posebno DXS i PSY, u narandza-
stim laticama nevena se akumulira mnogo veca koli¢ina ksantofila luteina nego u Zutim [43], dok cvetovi azij-
skog ljiljana pokazuju vecu ekspresiju gena biosinteze karotenoida u Zutim ili narandzastim nego u belim
cvetovima [27]. Biosinteza fitoena je pocetni korak koji odreduje brzinu sinteze karotenoida i njihovu koli-
¢inu [44]. Tako je u mladim cvetnim pupoljcima Gentiana lutea nivo ekspresije psy i dxs (1-deoksi-D-
ksiluloza-5-fosfat) gena najnizi, dok sa povecavanjem ekspresije ova dva gena tokom sazrevanja cvetova
dolazi do sve veée akumulacije karotenoida [45]. | u plodovima paradajza, prilikom njihovog sazrevanja i
promene boje iz zelene u crvenu, povedana sinteza likopena nastaje zahvaljujuci povec¢anoj transkipciji uz-
vodnih gena njegove biosinteze, kao $to su psy, pdsi crtiso [46]. U narednim koracima, sniZavanje ekspresije
ili odsustvo nekog od nizvodnih gena dovodi do akumulacije uzvodnih produkata biosinteze i odreduje tip



karotenoida u hromoplastima [47]. Kod paradajza likopen se akumulira zahvaljujuéi snizenoj transkripciji
nizvodnih gena kao 5to su lcyb, Icye i chy, dok je kod Osmanthus fragrans velika koli¢ina B-karotena u cve-
tovima rezultat nizeg nivoa transkripcije nizvodnih chyb i ze gena [48]. Kod ploda paprike Zuta i narandza-
sta boja rezultat su odsustva, odnosno snizene ekspresije ccs gena [49]. Pored toga, razlika u aktivnosti LCYB
i LCYE, enzima koji se nalaze u tacki grananja biosintetskog puta karotenoida, moze da uti¢e na balans iz-
medu (3,B- i B,e-karotenoida [50]. U kruni¢nim listi¢ima Oncidium visok procenat 3,f-karotenoida povezan
je savecom ekspresijom Icyb u odnosu na Icye [51], dok je, nasuprot tome, u kruni¢nim listi¢cima hrizanteme
veca ekspresija Icye u odnosu na Icyb uzrok visokog procenta f3,e-karotenoida [52].

Kod nekih biljnih vrsta boja cvetova odredena je ne samo sintezom karotenoida, vec¢ i njihovom de-
gradacijom. Medu familijom karotenoid-dioksigenaza (CCD), koje su odgovorne za dobijanje apokarote-
noida i omogucavaju produkciju ABA i strigolaktona [53], kataliticka aktivnost CCD1 i CCD4 moze imati
ulogu u determinaciji obojenosti cvetova i plodova. Najpoznatiji primer je hrizantema gde je ekspresija ka-
rotenoidnih biosintetickih gena u zutim i belim cvetovima gotovo jednaka, ali su sintetisani karotenidi de-
gradovani aktivnos¢u CCD4 koji se eksprimira samo u belim cvetovima [54]. Isti tako, i kod Lilium bownii var.
colchesteri, nakon cvetanja boja se za jedan dan promeni iz zute u belu, usled smanjenja koli¢ine karote-
noida u cvetovima kao rezultat povecane ekspresije CCD4 [55]. Aktivnost CCD4 je zabeleZena i kod krokusa
[56], cvetova krompira [57], kao i vrsta roda Brassica [58]. Pored toga, integracija gena za enzime GGPS, PSY,
LCYBi CHYB iz I. obscura var. lutea sa Zutim cvetovima i prisustvo novosintetisanih pigmenata zeaksantina i
neoksantina, u cvetovima transgenih biljaka /. nil doveli su do promene boje cveta iz bele u zutu boju tek sa
utiSavanjem CCD4 gena [59,60]. CCD1 takode degraduje karotenoide i doprinosi emisiji vaznih kompone-
nti mirisa cvetova petunije i Osmanthus fragrans [22, 61]. Medutim korelacija izmedu ekspresije CCD1 i aku-
mulacije karotenoida nije jasna i pretpostavlja se da se CCD1 nalazi u citoplazmi i da ima ogranicen pristup
karotenoidima u hromoplastima [36].

Transkripcioni faktori imaju klju¢nu ulogu u aktivaciji ili supresiji gena biosintetskog puta karoteinoda
i mnogobrojni signalni putevi u odgovoru na uticaj sredine ili programe razvi¢a stapaju se na nivou ovih re-
gulatora ekspresije gena [41,62]. U poslednjoj deceniji prili¢no veliki broj pretpostavljenih regulatora tran-
skripcije biosinteze karotenoida identifikovan je kod raznih biljnih vrsta, karakteristi¢nih za razli¢ite tipove
tkiva. Medutim, dok je njihova uloga u regulaciji biosintetskog puta karotenoida u fotosinteti¢kim tkivima
ili pri sazrevanju plodova paradajzai citrusa bar jednim delom dobro izu¢ena, podaci o transkripcionim fak-
torima koji kontrolisu metabolizam karotenioda u cvetovima prili¢no su oskudni. Do danas su poznata samo
tri regulatora specifi¢na za cvetove (COI1/MYB305, RCP1 i RCP2), ali se gotovo nista ne zna o njihovim funk-
cionalnim mehanizmima. COI1/MYB305 kod duvana reguliSe akumulaciju 3-karotena i cvetnog nektara, uti-
¢udi na transkripcionu regulaciju NtPSY, NtZDS i NtLCY gena [63]. RCP1 otkriven je kod Mimulus lewisii i
funkcionise kao pozitivni regulator svih gena u biosintezi karotenoida, ali posto mesta njegovog vezivanja
za DNK jo$ uvek nisu utvrdena, nije jasno da li on ima direktan ili indirektan uticaj na ekspresiju. Pored toga,
RCP1 ogranicava biosintezu antocijanina i samim tim reguliSe sadrzaj karotenoida i antocijanina u cvetovima
M. lewisii [64]. Identifikovan u istoj biljci, i RCP2 pokrece ekspresiju gena celokupnog biosintetskog puta ka-
rotenoida, ali vrlo verovatno na indirektan nacin, preko regulacije formiranja hromoplasta [65].

Post-transkripcioni i post-translacioni mehanizmi predstavljaju dodatni nivo kontrole i finog podesa-
vanja akumulacije karotenoida. Post-transkripciona regulacija uklju¢uje kontrolu splajsovanja, dok se post-
translaciona regulacija odvija kroz mehanizme kao 3to su protein-protein interakcije, povratne petlje,
promene redoks stanja i metaboli¢ko kanalisanje kroz komplekse vise enzima [62]. Primer post-transkrip-
cione regulacije je alternativno spajanje PSY, Sto rezultira varijantama PSY enzima razlicitih aktivnosti [66, 67].
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Protein-protein interakcije enzima karotenogenog puta sa Saperonima i Clp proteazama pomazu u odrza-
vanju njihove stabilnosti i proteostaze, sto je dokumentovano za DXS i PSY, glavne litimirajuée enzime bio-
sintetskog puta karotenoida [68], dok stvaranje enzimskih kompleksa, poput GGPPS-PSY ili fuzije enzima u
formiranju astaksantina moze efikasno kanalisati meduproizvodne metabolite i povecati stopu karoteno-
geneze [69,70].

PROMENA BOJE CVETA PRIMENOM GENETICKOG INZENJERSTVA

U oblasti hortikulture, gde vazan segment ¢ine ukrasne biljne vrste, postoji stalna potreba za kultiva-
rima sa izmenjenim karakteristikama, posebno sa novim bojama i drugacijim $arama cvetova. Sa razvojem
biotehnoloije stvoreni su uslovi za manipulaciju genima u cilju promene ovih karakteristika, a koje se ne
mogu postici klasi¢nim ukrstanjem ili mutagenezom [71,72]. U poslednjih 35 godina najcesce je modifiko-
van put biosinteze antocijanina, najrasprostranjenijih pigmenata u prirodi. Na ovaj nacin postignute su nove
boje cvetova kod najmanje 50 ukrasnih vrsta, a transgene linije karanfila (Dianthus caryophyllus) i ruza (Rosa
x hybrida) sa plavom ili ljubi¢astom bojom cvetova, mogu se nadi i u komercijalnoj prodaji [73,74].

Medutim, manipulacija biosintetskog puta antocijanina suocena je i sa nekoliko prepreka. Osnovni
problem je $to antocijanini, pre nego 5to se uskladiste u vakuolama, ¢esto prolaze kroz procese glikozilacija,
acilacija i metilacija koje potencijalno mogu uticati na promenu boje [75]. Ove reakcije je veoma tesko kon-
trolisati, $to oteZzava usmeravanje sinteze u pravcu stvaranja odredenog antocijanina. Pored toga, antocija-
nini menjaju boju pod uticajem razlicitih faktora poput pH vakuole [76], kopigmentacije [77], kompleksacije
metalnim jonima [78] i veli¢ine i oblika celije [79], pa akumulacija odgovarajuce vrste antocijanina ne ga-
rantuje i o¢ekivanu obojenost cvetova. Iz ovih razloga u poslednjoj dekadi fokus istraZivanja promene boje
cveta prosiren je i ka metaboli¢ckim modifikacijama druge glavne grupe pigmenata, karotenoida (Tabela 1).

“Gan Vrsta Poreklo gena Novosintetisani pigment Bojacveta  Promenjena  Referenca
{diviji tip) boja
cril crtZ Nicotiana tabacum Paracoccus Astaksantin Iuta ruFicasta [a1]
Nicotiana glauca Brevundimonas sp. Ehinenar derivatl, astaksantin Hila Crvena [83]
“Ipomea obscura Brevundimonas sp. Kantaksantin, adonirubin, bela ruficasta [84]
astaxantin,
crivy Peturia s, A aurantiocam Astaksantin swetlo-Futa narandiasta [85]
Lotus joponicus A, auranfigcum Astaksantin iuta narandiasta [85]
i Nicotiana glauca Cyanobacterium Ketolutain, ehinencn derivati, futa uta [82]
symechocistis 4-ketozeaksantin
Nicotiona tabacum  Hematococcus pluvigiis Astaksantin futa crvena so]
crif Iris germnaica Pantopa agglomerans Likopen futa svetlo-crvena [89]
Fortuneila hindsli Pantosa agglomerans Astaksantin bela narandiasta [90]
GGPF, P5Y,  lpomoegnil  lpomoed obscura, Zeaksantin, neoksantin bela "~ hela 59
LCYH, cril Pantosa ananatis
XES Petunia s hybrida Ipamoea obscuna, Anteraksantin, zeaksantin, wetlo-Tuta nijanse [=5]
Tagetes erecta, Solanum  [-karoten, f-kriptoksantin narandzaste
Ivcopersicum
BCH Oneidium supresija gena Mecksantin, violaksantin Fula swetlo-Euta 192
[t Ch, movifollum supresifa gena - uta bela [36]
[ Iris gerimanica Lifium lancifolium Kapsantin, kapsorubin Iuta nijanse creens Ei5‘|
5. lycopersicum Liliam dancifolium Kapsantin, kapsantinu-slican futa narandiasta [101]
Wiolo cormuta Lilirrt kovacifolivm Kapsantin Huta narandiasta [96]

Tabela 1. Spisak gena i biljnih vrsta na kojima je dobijena promena boje cvetova putem geneticke modulacije biosinteze karotenoida.



Prvi podaci o uspednosti metaboli¢kog inZenjeringa biosinteze karotenoida dobijeni su po¢etkom ovog
veka, genetickom modifikacijom duvana, Nicotiana tabacum. Tada su Mann i saradnici [80] introdukcijom
gena za B-karoten-ketolazu (crtO) iz zelene alge Haematococcus pluvialisi dobili biljke koje su akumulirale
nove k-karotenoide, narocito astaksantin i to pre svega u nektarijama cvetova. Kao rezultat, bledo Zute ne-
ktarije postale su svetlo-crvene. Nekoliko godina kasnije, sli¢ne rezultate su dobili Ralley i saradnici [81] koji
su postigli sintezu astaksantina koristeci dva gena, 3,3'-B-hidroksilazu (crt2) i 4,4'-B-oksigenazu (crtW), iz
morskih bakterija roda Paracoccus. Nasuprot tome, transformacija N. glauca crtO genom iz cijanobakterija,
nije dovela do akumulacije astaksantina, ve¢ samo ketokarotenoida kao 5to su 4-ketolutein, ehinenone 3'-
hidroksiehinenon i 4-ketozeaksantin, koji predhode njegovoj sintezi [82]. Akumulacija astaksantina kod N.
glauca postignuta je tek uvodjenjem crtWi crtZ iz Brevundimonas sp. [83]. Ekspresijom ovih gena, endogeni
karotenoidi kao $to su B-karoten i zeaksantin, uspesno su konvertovani u keto-hidroksilne karotenoide,
ukljucujudi i astaksantin, Sto je osim promene boje cveta iz Zute u crvenu, izmenilo i boju listova, koji su u
fazi senescencije bili crveni. Sli¢ni rezultati su dobijeni nedavno i genetickom transformacijom ladoleza sa
belim cvetovima sa crtWi crtZ genima. Pokazano je da 16,5% ukupnih karotenoida u listovima pripada grupi
novosintetisanih ketokarotenoida. Takode, potvrdena je mogu¢nost nasledivanja ovih osobina na potomke
[84]. lako je ovim istrazivanjima potvrdena moguénost promene boje cveta ili njegovih odredenih delova
putem modifikacije biosinteze karotenoida, njihov cilj je prvenstveno bio demonstracija potencijala ove
metode za proizvodnju komercijalno i farmakoloski znacajnih ketokarotenoida, kao $to su kantaksantin i
posebno astaksantin, koji se u prirodi izuzetno retko akumuliraju u tkivima biljaka. Prva studija usmerena na
dobijanje novih boja cvetova ukrasnih biljaka putem modifikacije biosinteze karotenoida bila je transfor-
macija kultivara petunije sa bledo-Zutim cvetovima crtW genom poreklom iz Agrobacterium aurantiacum
[85]. U transgenim biljkama sintetisan je astaksantin, a u zavisnosti od stepena njegove akumulacije, boja
cvetova kretala se od tamno Zute pa sve do narandzaste. Slicno tome, Suzuki i saradnici [86] upotrebili su
crtWW da uvedu biosintezu astaksantina u Lotus japonicus. Transformisane biljke akumulirale su nekoliko novih
karotenoida u cvetovima, uklju¢ujudi i astaksantin, sto je promenilo njihovu prirodno Zutu boju u razlicite
nijanse narandzaste.

Pored geneti¢kog inzenjeringa sinteze astaksantina, jo$ jedna strategija manipulacije biosinteze ka-
rotenoida mozZe biti iskoris¢ena za promenu boje cvetova. To je ektopi¢na ekspresija gena za fitoen sintazu
(psy kod biljaka i crtB kod bakterija) u cilju povecanja ukupnog sadrzaja karotenoida. Kao 5to je navedeno
ranije, sinteza fitoena je kod mnogih vrsta limitirajuci faktor sinteze karotenoida i nivo ekspresije PSY u di-
rektnoj je korelaciji sa akumulacijom karotenoida. Ovaj pristup prethodno je upotrebljen u cilju poveéanja
sadrzaja karotenoida kod plodova paradajza, krtola krompira, lis¢a duvana i semena nekoliko biljnih vrsta
[87]. Najpoznatiji primer njegove uspesnosti je introdukcija gena biosintetskog puta 3-karotena (provita-
min A) u endosperm pirinca [88], koji je prirodno bele boje i ne sadrzZi karotenoide. Nasuprot tome, u se-
menima psy-crtl transgenog pirinca, pored povecanja nutritivhe vrednosti, doslo je i do promene boje u
zlatno-zutu (eng. ,golden rice”). Ove studije pokazale su da pojacana ekspresija gena za PSY ili CRTB u bilj-
kama moze rezultirati pove¢anom pigmentacijom i potencijalno dovesti do dobijanja novih nijansi cvetova.
Tako je ekspresija crtB gena poreklom iz Pantoea agglomerans, kod Iris germanica cv. 'Fire Bride’ dovela do
promene boje plodnika i cvetne dr3ke iz zelene u narandzastu, kao i prasnika i bazanog dela segmenta li-
stova iz bele u roze [89], a kod Fortunella hindsii Swingle za posledicu imala promenu boje cveta iz bele u na-
randzastu, kao i promenu boje korenova i opalih listova [90]. Sa druge strane, introdukcija 5 gena (za GGPS,
PSY, LCYB i CHYB preklom iz I. obscura i bakterijskog crtl), uprkos sintezi pigmenata zeaksantina i neoksan-
tina, nisu doveli do promene bele boje cvetova Ipomoea nil [59]. Ovaj izostanak promene boje potvrdio je
da koli¢ina akumuliranih karotenoida ne zavisi samo od ekspresije gena koji ucestvuju u njihovoj biosin-
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tezi, ve¢ i degradacije, koja je prvenstveno pod kontrolom CCD4. Zuta boja cvetova . nil dobijena je tek uti-
$avanjem gena za CCD4 ciljanom mutagenezom pomocu CRISPR/Cas9 sistema, kada je koli¢ina karotenoida
u kuni¢nim listovima povecana za 20 puta u odnosu na cvetove kontrolnih biljaka [60]. Isto tako, gotovo
potpunom supresijom ekspresije CCD4 uvodenjem dve sekvence CmCCD4aRNAI, boja cvetova kod kultivara
hrizantema‘Jimba’ promenjena je iz bele u Zutu [91]. UtiS8avanje gena, kao jos jedna efikasna strategija mo-
difikacije boje cvetova, primenjeno je i kod Oncidium ‘Gower Ramsey". SniZzavanjem ekspresije gena za [3-ka-
roten hidroksilazu (BCH) putem RNK interferencije, boja cvetova ovog varijeteta orhideja promenjena je iz
jarko Zute u svetlo Zutu boju, usled smanjenja koli¢ine neoksantina i violaksantina [92].

Jos jedan vazan faktor koji utice na akumulaciju karotenoida, a ¢ijom se manipulacijom moze postici iz-
menjena boja cveta, jeste esterifikacija ksantofila. Enzim koji katalizuje ovaj proces, ksantofil esteraza (XES),
prvobitno je indentifikovan analizom pyp7 (PALE YELLOW PETAL 1) mutanata paradajza, Cije cvetove karak-
teriSu potpuno odsustvo estara ksantofila, smanjena koli¢ina ukupnih karotenoida i nepravilan razvoj hro-
moplasta [93]. Znacaj esterifikacije ksantofila, takode je potvrden poredenjem svetlo zutih cvetova Petunia
hybrida i tamno Zutih cvetova njenog bliskog srodnika Calibrachoa hybrida, gde je pokazano da je nizak
nivo XES i slab afinitet prema trans-ksantofilima klju¢ni uzrok zbog koga cvetovi petunije nisu tamnije boje
[94]. Stavise, heterologna espresija XES poreklom iz Zutih varijeteta paradajza, nevena ili [pomoea obscura u
transgenoj petuniji pospesila je esterifikaciju ksantofila, stvaranje karotenoid-lipoprotein vezujucih struktura
u hromoplastima i uticala na ekspresiju endogenih gena biosinteze karotenoida - sto je povecalo koli¢inu
akumuliranih karotenoida u laticama i dovelo do tamnije obojenosti cvetova [95].

| kao posledniji u nizu, gen za kapsantin-kapsorubin sintazu (ccs) pokazao se kao korisno orude u cilju
promene boje cveta. Kapsantin-kapsorubin sintaza Zute pigmente anteraksantin i violaksantin prevodi u
pigmente koji daju crvenu boju, kapsantin i kapsorubin - dva ketoksantofila koji sadrze jedan, odnosno dva
neuobicajena k-prstena. To su glavni pigmenti crvene paprike i narandzastih ili crvenih cvetova nekoliko
pripadnika Lilium spp., a identifikovani su i kod nekoliko drugih vrsta kao $to su Aesculus i Berberis. Spisak svih
biljnih vrsta gde se sintetiSu ovi pigmenti prikazan je u [96]. Do danas klonirani i funkcionalno okarakteri-
sani su jedino ccs geni iz C. annuum [97] i Lilium lancifolium [98]. Efikasnost koriscenja ccs iz paprike poka-
zana je njegovom introdukcijom u N. benthamiana pomocu virusnog vektora, gde su listovi nakon
transfekcije promenili boju usled sinteze i akumulacije kapsantina u hloroplastima [99]. Isto tako, heterolo-
gna ekspresija nekoliko gena biosintetskog puta karotenoida, uklu¢ujuci ccs paprike, dovela je do akumu-
lacije zeaksantina, astaksantina i kapsantina u endospermu pirinca [100]. Sa druge strane, funkcionalnost ccs
gena iz L. lancifolium prvi put je pokazana u transgenom kalusu Iris gerimanica, gde je ekspresija Llccs pod
kontrolom konstitutivnog CaMV 35S promotora dovela do znac¢ajne akumulacije kapsantina i kapsorubina,
kao i promene boje iz zute u razli¢ite nijanse narandzasto-crvene [15].

Potencijal introdukcije, za cvet specifi¢nog, Llccs gena za modifikaciju biosinteze karotenoida pokazan
je i kod dikotiledonih biljaka koje prirodno akumuliraju prekursore kapsantina i kapsorubina. Preusmera-
vanje biosinteze karotenoida prema kapsantinu i kapsantin-slicnom karotenoidu kroz ektopi¢nu ekspresiju
Llccs gena pod kontrolom himernog promotora (E35S-PchsA), uspesno je primenjeno za promenu boje
cveta paradajza i prvi je primer promene boje cveta bilo koje biljne vrste genetickom modifikacijom bio-
sinteze kapsantina [101]. Za razliku od zutih cvetova netransformisanih biljaka, cvetovi transformisanog pa-
radajza bili su u razli¢itim nijansama narandzaste boje, a novosintetisani pigmenti detektovani su ne samo
u cvetovima vec i u listovima transgenih biljaka.

Sitnocvetna ljubicica, V. cornuta L. je prva i za sada jedina ukrasna biljna vrsta kod koje je izmenjena
boja cveta metaboli¢kim inzenjeringom kapsantina [96]. U tu svrhu korisceni su kultivari u ¢ijim cvetovima,



koji su prirodno zute boje, dolazi do akumulacije velikih kolicina ksantofila, ukljucujudi anteraksantin i vio-
laksantin - koji su prekursori kapsantina i kasporubina, ali prirodno ne dolazi do njihove biosinteze zbog
nepostojanja ccs gena. Nakon uspostavljanja efikasnog protokola za in vitro regeneracije za ovu biljnu vrstu
[102, 103], introdukcija i ekspresija Llccs pod kontrolom CaMV 35S dovela je do promene boje krunicnih li-
sti¢a cvetova iz Zute u nijanse narandzaste boje (Slika 2 b, e, h). Pokazano je da je ova promena nastala usled
akumulacije kapsantina, novosintetisanog pigmenta u hromoplastima transgenih biljaka, ¢ija je koli¢ina
bila proporcionalna nivou Liccs ekspresije [96]. Pored toga, istrazivanja koja su u toku, pokazuju mnogo in-
tenzivniju pigmentaciju hromoplasta pri ekspresiji Liccs pod kontrolom E355-PchsA promotora - gde je po-
jacani 35S promotor fuzionisan sa promotorom gena za halkon sintazu (chsA) Petunia hybrida, koji usmerava
cvet-specifi¢nu ekspresiju ovog gena - u odnosu na Liccs pod kontrolom konstitutivnog CaMV 35S (Slika 2
¢, f, i). Ovo ukazuje da se povecanje sinteze kapsantina i/ili kapsorubina (kao i drugih karotenoida) radi po-
stizanja intenzivnije obojenosti cvetova moze postici pazljivim odabirom promotora, medu kojima oni tki-
vno specifi¢ni mogu predstavljati najpodesnije kandidate.

wit 358-Lices PchsA-Llccs

Slika 1. Promena boje cvetova sitnocvetne ljubicice (Viola cornuta) nastala usled ektopijske ekspresije gena za kapsantin-kapsorubin sintazu poreklom iz cvetova
ljiljana. (a) Cvet netransformisane biljke, wt-divlji tip; (b, c) Cvetovi transformisanih ljubicica dobijenih posle genetic¢kih transformacija pod kontrolom 35S (b) i 355-PchsA
promotora (c); (d) Detalj donjeg kruni¢nog listi¢a netransformisane biljke i (e, f) transformisanih ljubicica dobijenih posle geneti¢kih transformacija pod kontrolom 35S
(e) i 355-PchsA promotora (f); (g) Celije abaksijalne strane kruni¢nih listica netransformisane biljke i (h, i) transformisanih ljubicica dobijenih posle genetickih transfor-
macija pod kontrolom 35S (h) i 355-PchsA promotora (i) gde se moze uoditi akumulacija novosintetisanog pigmenta u hromoplastima. Barovi: a-c, 10 mm; d-f, 1 mm; g-

i, 10 m.
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Na kraju, mora se posebno naglasiti, da se samo kod malog broja biljnih vrsta prirodno sintetisu kap-
santin i/ili kapsorubin [96,104]. Prirodni izvori hrane koji sadrze ova dva k-ksantofila gotovo da su ograniceni
na plodove paprike i njihove produkte. Zbog znacaja za zdravlje, kao $to su snazna aktivnost uklanjanja ak-
tiviranog kiseonika i inhibicija peroksidacije lipida slobodnim radikalima [105] kao i potencijalna antitu-
morska aktivnost, kapsantin i kapsorubin su odli¢na ciljna grupa za geneticki inZzenjering razlicitih biljnih
vrsta kao izvora za proizvodnju ovih metabolita, kao i poljoprivrednih kultura u cilju poboljsanja njihove
nutritivne vrednosti.

ZAKLJUCAK

Promena boje cveta metaboli¢kim inzenjeringom biosintetskog puta karotenoida je relatvno novo
i do sada nedovoljno istrazeno polje biotehnologije ukrasnih biljaka. lako su geneticke manipulacije karo-
tenogeneze koje prvenstveno nisu bile usmerene na promenu pigmentacije, potvrdile moguénost promene
boje cveta kako uvodenjem novih, tako i pove¢anom ekspresijom ili utiSavanjem postojecih gena, ona je do
sada dokumentovana za svega nekoliko ornamentalnih vrsta. Pored toga, najjednostavnija manipulacija
biosintezom karotenida pomocu jednog gena najéesce ne dovodi do intezivne promene u akumulaciji ka-
rotenoida (a time i intenzivne promene obojenosti cvetova). Povecanje njene efikasnosti, gotovo izvesno,
zahteva introdukciju viSe gena i njihovu ekspresiju na jedan koordinisani nacin, $to u metaboli¢kom inze-
njerstvu biljaka predstavlja poseban izazov.

Geni i enzimi u biosintetskom putu karotenoida opsezno su proucavani poslednjih 20 godina, medu-
tim, regulacija, skladistenje i degradacija karotenoida u biljkama, a posebno u cvetovima, ostaje da se u
potpunosti razjasni. lako su istrazivanja na klasi¢nim model-sistem biljakama, poput arabidopsisa, duvana
ili paradajza, pruzila osnovna znanja o razli¢itim aspektima metabolizama i regulacije karotenoida, za ne-
koliko regulatornih gena i enzima, a posebno veliki broj faktora transkripcije, pokazalo se da snazno uti¢u
na biosintezu i akumulaciju karotenoida kao odgovor na metabolicke, razvojne i sredinske signale. Pozna-
vanje njihovog mehanizma delovanja i manipulacija ovim faktorima moze biti klju¢na za dugoro¢ni uspeh
u metabolickom inzenjeringu biosintetskog puta karotenoida.
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Apstrakt

Otkrivanje velikog sveta nekodiraju¢ih RNK molekula i njihove regulatorne funkcije je rezulto-
valo znacajnim porastom broja publikacija i interesovanja istrazivaca za ovu oblast. Posebno su bro-
jna istrazivanja jedne od klasa malih nekodiraju¢ih RNK, mikroRNK (miRNK), kao biomarkera za
predikciju, dijagnozu i prognozu razli¢itih humanih patologija. Razvoj i primena bioinformatickih
alatki za analizu miRNK koje su slobodno dostupne na internetu su omogudile sprovodenje
funkcionalnih analiza miRNK, njihovih interakcija i asocijacija sa humanim bolestima. Primenom tzv.
in silico softvera za miRNK analizu istrazivacima je omoguceno relativno jednostavno izvodenje za-
kljucaka i dalje preciznije usmeravanje toka istrazivanja. U poglavlju ¢e biti dat pregled nekoliko
odabranih i besplatno dostupnih bioinformatickih alata cije koris¢enje ne zahteva poznavanje pro-
gramiranja, a koje omogucavaju sprovodenje detaljnih analiza miRNK, funkcionalnih anotacija i aso-
cijacija sa humanim bolestima.
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Abstract

The discovery of a large world of non-coding RNA molecules and their regulatory functions has
resulted in a significant increase in publications and research interest in this field. There are numer-
ous studies of one of the classes of small non-coding RNA, microRNA (miRNA) as a biomarker for the
prediction, diagnosis and prognosis of various human pathologies. The development and applica-
tion of bioinformatics tools for miRNA analysis that are freely available on the internet have enabled
the implementation of functional analyzes of miRNAs, their interactions and associations with human
diseases. Applying the so-called in silico software for miRNA analysis allowed researchers to relatively
easily draw conclusions and precisely direct the flow of research. The chapter will provide an overview
of several selected and freely available bioinformatics tools whose use does not require knowledge
of programming, and which allow detailed analysis of miRNAs, functional annotations and associa-
tions with human diseases.

Key words: miRNA, bioinformatics, in silico, software, tools
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Kraj XX veka je u oblasti molekularne biologije doneo vazna otkriéa i rasvetljenje postojanja velikog
segmenta nekodiraju¢eg genoma, tj. nekodiraju¢ih RNK. Isprva se mislilo da je ve¢i deo humanog genoma
sacinjen od proten-kodirajucih gena, da bi takav stav bio potpuno izmenjen saznanjem da je manje od 2%
humanog genoma protein-kodirajuce. Izuzevsi klasu informacione RNK (iRNK), svi drugi RNK molekuli su
nekodirajudi. Medu njima najvecu paznju zauzimaju male i duge nekodirajuce RNK, koje se poslednje
decenije veoma intenzivno proucavaju. Male nekodiraju¢e RNK, duZine oko 20-30 nukleotida, imaju ulogu
u procesu utisavanja gena — RNK interferenciji (engl. RNA interference). One se mogu podeliti na tri klase:
male interferiraju¢e RNK, mikroRNK i piwi RNK. Klasifikacija je izvrSena prema duZini, biogenezi, tj. nac¢inu
obrade prekursora od kog nastaju, proteina sa kojim ulaze u kompleks za utiSavanje i bioloskih procesa u
¢ijoj kontroli ucestvuju.

Jedna od klasa malih nekodiraju¢ih RNK, mikroRNK (miRNK) su jednolanc¢ani molekuli RNK duZzine od
18-24 nukleotida koje imaju vaznu ulogu regulatora ekspresije ciljnih gena na posttranskripcionom nivou
[1]. Re¢ je 0 endogenoj i evoluciono o¢uvanoj grupi regulatornih RNK koje su identifikovane kod razli¢itih
vrsta. Prva miRNK /in-4 je otkrivena 1993. godine kod vrste nematode Caenorhabditis elegans [2], a u nared-
nom periodu je kod ¢oveka, kao i drugih vrsta otkriven homolog lin-4. Prva miRNA identifikovana kod ¢oveka
2000. godine je bila let-7. Od tada pa do danas je rastao broj identifikovanih miRNK kod razlicitih pripadnika
Zivog sveta. Prema podacima iz centralne baze, miRBase, koja sadrzi popis svih do sada otkrivenih miRNK
produkata kod 271 vrste, navedeno je da ukupan broj miRNK iznosi preko 38 000. Kod ¢oveka je do danas
otkriveno preko 2 500 miRNK.

Uloga miRNK je visestruka i neophodna za normalnu regulaciju homeostaze ¢elije, razvica, proliferacije,
diferencijacije i apoptoze [3]. Za ostvarivanje regulatorne funkcije, neophodno je da zrele forme miRNK
budu sintetisane. Zrele miRNK nastaju sloZzenim i fino regulisanim procesom koji zapocinje transkripcijom
miRNK gena delovanjem RNK polimeraze Il (Slika 1). Primarni transkript koji nastaje, pri-miRNK, duzine neko-
liko hiljada nukleotida, podleze obradi u jedru delovanjem endoribonukleaznog enzima Drosha koji dimer-
izuje sa dvolan¢anim RNK vezujuc¢im proteinom DGCR8 (engl. Di George critical region 8), ¢ime nastaje
pre-miRNK koja ima strukturu ukosnice i duzine je oko 70-100 nukleotida. Pre-miRNK se transportuje iz jedra
u citoplazmu pomo¢u Exportin 5/RAN-GTP kompleksa. Delovanjem endoribonukleaznog enzima Dicer i
kofaktora TARBP (engl. TAR RNA binding protein) se vrsi dalja obrada u citoplazmi i nastaje miRNK dupleks.
Samo jedan lanac iz miRNK dupleksa ¢e imati ulogu u posttranskripcionoj regulaciji i naziva se “vode(i
lanac”, dok e preostali, “lanac putnik”, biti degradovan. Razdvajanje miRNK lanaca miRNK dupleksa zavisi
od termodinamicke stabilnosti i stabilnosti sparivanja baza na 5’ kraju. Zrela miRNK, zajedno sa proteinom
iz familije Argonaut (AGO2 proteinom), GW182 i PABP ¢ini utisavajuci kompleks - RISC (engl. RNA induced
silencing complex). Regulacija ekspresije gena se ogleda u endonukleolitickoj degradaciji iRNK ciljnog gena
od strane efektornog proteina AGO2 usled prepoznavanja i vezivanja regiona semena (engl. seed regon), kog
¢ini 2-7 nukleotida 5" kraja miRNK, sa 3" netranslatiraju¢im regionom (engl. 3’- untranslated region, 3'-UTR)
iRNK. Vezivanje miRNK sa iRNK nije perfektno (potpuno) kod Zivotinja, za razliku od biljaka. Drugi vid post-
transkripcione regulacije od strane miRNK podrazumeva represiju procesa translacije ili deadenilaciju iRNK.
Ovo su vidovi regulacije koji se naj¢eSc¢e aktiviraju ukoliko sparivanje miRNK i iRNK nije perfektno. lako su
miRNK prevashodno poznate kao molekuli koji dovode do represije translacije, postoje podaci koji ukazuju
da miRNK mogu da deluju i kao aktivatori translacije [4, 5].

I Trendovi u molekularnoj biologiji
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Slika 1. Biogeneza miRNK molekula i njihova funkcija. RNK polimeraza Il vrsi transkripciju miRNK gena. miRNK geni se nalaze u intergenskim regionima, ali se mogu
nalaziti i u intronima protein kodirajucih i nekodiraju¢ih gena, kao i u egzonima. Transkripcijom nastaje pri-miRNK, duzine oko 1kb, koja podleZe obradi u jedru i cito-
plazmi. U jedru se delovanjem endoribonukleaze Drosha i kofaktora DGCR8 vrsi isecanje ,drske” pri-miRNK i nastaje pre-miRNK duzine oko 65 nukleotida. Nakon zavr-
Setka obrade u jedru, pre-miRNK se transportuje u citoplazmu eksportinom 5 sa kofaktorom RAN-GTP. U citoplazmi endoribonukleaza Dicer sa kofaktorom TARBP nastavlja
obradu uklanjanjem petlje pre-miRNK ¢ime nastaje miRNK dupleks duzine oko 22 nukleotida. Selektovani lanac vodic¢ iz miRNK dupleksa ima ulogu u posttranskripcio-
noj regulaciji ekspresije ciljnih gena. Lanac vodi¢ miRNK zajedno sa AGO2 proteinom ¢ini kompleks za utisavanje, koji ¢e, nakon $to se prepoznaju i spare regioni semena
miRNK i 3" netranslatirajuci region ciljne iRNK, vrsiti degradaciju iRNK, translacionu represiju ili deadenilaciju. iRNK ce biti degradovana utisavajuc¢im kompleksom u
slucaju perfektnog sparivanja miRNK-iRNK. U slu¢aju neperfektnog miRNK-iRNK sparivanja dolazi do represije translacije narusavanjem inicijacionog kompleksa ili dea-
denilacije koju vrsi CCR4-NOT koja je regrutovana od strane proteina GW128 i PABP.

Jedna zrela miRNK moze regulisati ekspresiju nekoliko gena, a ekspresija jednog gena moze biti reg-
ulisana sa nekoliko razli¢itih miRNK. Koliko je vazna uloga ovih molekula u posttranskripcionoj kontroli nivoa
gena ilustruje podatak da je oko 2/3 humanog genoma regulisano posredstvom miRNK [6]. Poremecena
regulacija nivoa miRNK je odlika razlicitih patoloskih stanja kod ¢oveka, npr. razvoja malignih tumora, kardio-
vaskularnih bolestii dr. S obzirom na fizicke i bioloske karakteristike koje imaju, miRNK mogu se koristiti kao
pogodni biomarkeri za dijagnozu i prognozu razlic¢itih bolesti, ukljuc¢ujuc¢i malignitete [7-9]. U telesnim
te¢nostima zivotinja su prisutne cirkuliSu¢e miRNK koje su upakovane u vancelijske mikrovezikule ili egzo-
zome [3], $to pored ¢injenice da miRNK imaju ulogu u meducelijskoj komunikaciji, ukazuje da one mogu biti

vrlo korisni neinvazivni biomarkeri razli¢itih patoloskih stanja u organizmu, kao 3to je kancer [3, 10].

Porast znanja naucne zajednice o miRNK i uopste akumulacija velikih koli¢ina podataka je pracena para-
leInim razvojem bioinformatike za potrebe karakterizacije i analize miRNK koja je istraZivac¢ima u ovoj oblasti
dala brojne pogodnosti.



ZNACAJ RAZVOJA BIOINFORMATICKIH ALATA ZA ANALIZU miRNK

Veliko interesovanje istrazivaca posveceno izucavanju miRNK u razli¢itim kontekstima, npr. povezanosti
sa humanim patologijama, je u prethodnoj deceniji vodilo intenzivnom razvoju kako eksperimentalnih, tako
i razvoju analitickih kompjuterskih pristupa, tj. bioinformatike i bioinformatickih alata. Danas su istrazivacima
na raspolaganju mnogobrojni softveri koji se mogu relativno lako koristiti za detekciju i identifikaciju miRNK,
predikciju ciljnih gena, funkcionalnu anotaciju, asocijaciju miRNK sa humanim bolestima i druge vidove
analiza miRNK od interesa. Vazan aspekt u razvoju ovakvih softvera je posedovanje programerskih vestina.
Imajudi u vidu da su krajnji korisnici napravljenih softvera prevashodno istrazivaci, koji neretko ne poznaju
programiranje u dovoljnoj meri, od velike je vaznosti da softveri budu jednostavni, laki i intuitivni za ko-
ri¢enje. Stice se utisak da je u danasnje vreme sprovodenje istrazivanja u oblasti miRNK gotovo nemoguce
bez upotrebe insilico alatki. Nastojanje bioinformaticara je razvoj sto preciznijih, pouzdanijih i brzih softvera
koji bi naisli na sve vecu upotrebu kod korisnika. Zajednicka saradnja istrazivaca i programera je upravo
omogucila razvoj takvih softvera [11].

Razvoj visokopropusnih tehnika je omogucio da se za relativno kratko vreme analizom odgovarajucih
bioloskih uzoraka identifikuju brojne miRNK. Nakon identifikacije sledi karakterizacija, $to ukljucuje i ko-
ris¢enje softvera za funkcionalne anotacije. Ovaj korak je vazan za utvrdivanje miRNK molekula koje su
uklju¢ene u odredenim bioloskim procesima [12]. U tu svrhu se sprovode takozvane analize obogacdivanja
(engl. enrichment) o kojima ¢e takode biti reci u okviru ovog poglavlja. Znacaj kompjuterskog pristupa u
analizi miRNK omogucava i fokusiranija istrazivanja koja se mogu validirati u eksperimentalnim uslovima,
bilo u in vitro, in vivo modelima ili na klini¢kim uzorcima.

Evidentno je da akumulacija velikih koli¢ina podataka uslovljava upotrebu bioinformatickih alata, $to
je odlika bazi¢nih i aplikativnih istrazivanja miRNK. Veliki broj alata je besplatno dostupan na internetu i
moze se koristiti na on line platformi - internetu (engl. web based tool). Cilj ovog poglavlja je davanje kratkog
pregleda dostupnih intenet alata za analizu miRNK koji moze posluziti istrazivacima za brz odabir naj-
pogodnijeg softvera za potrebe njihovih eksperimenata.

PREGLED BIOINFORMATICKIH ALATA

Do sada ne postoji ni jedan sveobuhvatni bioinformaticki alat u okviru kog bi se mogla uraditi celokupna
analiza tj. svi tipovi mogucih analiza miRNK od pocetka do kraja. Stoga su razvijeni pojedinacni softveri za
razli¢ite tipove analiza miRNK, kao i nekolicina integrativnih alata. Broj publikovanih radova u vezi sa novo-
razvijenim alatima za analizu miRNK je u zna¢ajnom porastu poslednjih 20 godina. Posebno interesovanje
istrazivaca za to se moze ilustrovati i ¢injenicom da je broj dostupnih softvera za miRNK analizu znatno visi
u poredenju sa drugim nekodiraju¢im RNK molekulima [13]. Vecina alatki je razvijena kao platforma na in-
ternetu, $to ih ¢ini lako dostupnim, jednostavnim za upotrebu i bez poznavanja programiranja. Pored njih,
postoje softveri cije koriS¢enje zahteva instalaciju na lokalnom racunaru, ali takvi alati nisu razmatrani u
okviru ovog poglavlja.

Dostupni internet alati se mogu podeliti na nekoliko grupa, u zavisnosti od moguénosti koje pruzaju:

(1) alati za identifikaciju miRNK i baze podataka

(2) alati za predikciju targeta miRNK - predvidanje vezujucih mesta miRNK

(3) alati za funkcionalnu karakterizaciju (anotaciju)

(4) alati za utvrdivanje interakcija miRNK-miRNK, kao i miRNK i drugih nekodirajuc¢ih RNK molekula
(5) alati za asocijaciju miRNK sa humanim bolestima

I Trendovi u molekularnoj biologiji
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Navedena podela alata nije iskljuciva i jedinstvena i moze biti detaljnija u zavisnosti od primenjenih kriter-
ijuma za klasifikaciju. Na primer, prema nekim autorima, jedna od mogucih podela je na sedam grupaii to: baze
podataka koje sadrze miRNK sekvence, validacija targeta, predikcija targeta, podaci o miRNK ekspresiji, miRNK
funkcija, uloga miRNK u signalnim putanjama i mrezama i uloga miRNK u bolestima [14]. Neki od alata imaju vise
razvijenih mogucnosti za analizu, pa bi se stoga mogli svrstati u nekoliko kategorija. Radi preglednosti, za
potrebe ovog poglavlja je uraden pregled bioinformatickih alatki prema gore navedenim grupama.

S obzirom na veliki broj i raznovrsnost postojecih bioinformatickih alata za analizu miRNK, grupa is-
trazivaca iz Poljske je dizajnirala platformu pod nazivom Tools4miRs, dostupnoj na web strani
https://tools4mirs.org/ u okviru koje se moze naci preko stotinu alatki svrstanih u odgovarajuce kategorije
[15]. Ova platforma je otvorena za istrazivace koji se bave razvojem novih alata da na Tools4miRs mogu be-
splatno da postave softvere koje su razvili. Istraziva¢i imaju mogucnost i da filtriraju opcije na platformi pri-
likom pretraZivanja da bi dosli do softvera koji u potpunosti ispunjava njihove potrebe za analizom miRNK.
Sveukupno, ovakva platforma predstavlja i znacajan vid ustede vremena istrazivaca prilikom trazenja Ze-
lienog softvera za miRNK analizu kod odgovarajuce vrste.

Pored prethodno navedene platforme, miRTollsGallery, dostupna na: http://mirtoolsgallery.tech/mir-
toolsgallery/, je jos jedna od baza koja sadrzi na jednom mestu alatke za analizu miRNK i to vréenjem pre-
trazivanja, sa mogu¢énoscu filtriranja i rangiranja alatki [16]. Na ovoj platformi takode postoji mogucénost
slanja novorazvijenih softvera od strane istrazivac¢a. Navedene dve platforme su posebno pogodne za pre-
trazivanje prilikom pisanja revijskih radova na temu alatki za miRNK analizu ili pravljenja komparacija do-
stupnih softvera koji pruzaju iste mogucnosti za analizu.

Na internet strani https://www.tamirna.com/micrornas-web-based-tools/ je dat kratak pregled samo
oko 20 internet miRNK alatki, koji nije sistematizovan poput prikaza alata na Tools4miRs i miRToolsGallery.

Za potrebe ovog poglavlja je vrsena pretraga dostupnih alata za analizu miRNK u literaturi tj. publiko-
vanim naucnim ¢lancima i revijskim radovima, kao i pretragom Tools4miRs platforme. Pri pretraZivanju
Tools4miRs baze je vriena filtriranje prema model organizmu, tipu alata i njegovoj dostupnosti. S obzirom
na veliki znacaj izu¢avanja miRNK kod ¢oveka, za pretragu dostupnih alata je kao model organizam navoden
Covek, a za dostupnost alata - online (koris¢en filter za pretragu: human AND data collection (razli¢it u za-
visnosti od kategorije alata, npr. za grupu alata za asocijaciju miRNK sa humanim bolestima je koris¢en Dis-
ease/Pathways) AND online). Vrsen je dalji izbor alatki za prikaz u radu u zavisnosti od toga da li alat ispunjava
trazeni/zadati kriterijum, kao i da li je link za alat funkcionalan, s obzirom da se neretko u literaturi i bazama
navode alati za koje web strane nisu vise dostupne, tj. ne postoje. Kako je veliki broj besplatno dostupnih
softvera, za potrebe ovog poglavlja ¢e biti izdvojene samo neke od njih, ciji ¢e kratak pregled biti dat za
svaku od pet grupa alata koje su prethodno navedene.

Alati za identifikaciju miRNK i baze podataka

Prva i istovremeno najveca razvijena javna baza podataka - repozitorijum, koja sadrZi sve informacije o
do sada identifikovanim miRNK kod razlicitih vrsta je miRBase [17]. U okviru nje se mogu pronaci sekvence
pre-miRNK i zrelih miRNK formi. Dodatno, miRBase je polazna tacka za jasno utvrden i nedsmismilen sistem
imenovanja, tj. nomenklature miRNK. Od uspostavljanja ove baze podataka 2002. godine do danas je de-
ponovano oko 38 589 unosa iz 271 vrste [18].

lako se ¢ini da je broj do sada identifikovanih miRNK kod razli¢itih vrsta ogroman, smatra se da nisu sve
jo$ uvek otkrivene. Metodoloski pristupi koji omogucavaju otkrivanje novih miRNK ukljuc¢uju kloniranje,



Northern blot, mikroereje, in situ hibridizaciju i sekvenciranje nove generacije [19, 20]. U potpunoj realizaciji
tog dela vazno mesto zauzimaju alati za predikciju prekursorskih i/ili zrelih miRNK molekula. Razvijeni su algo-
ritmi koji u obzir uzimaju karakteristike miRNK, kao $to su sekvenca, sekundarna struktura tj. struktura
ukosnice, evoluciona o¢uvanost sekvence i dr. Pretrazivanjem Tools4miRs platforme je napravljen popis
softvera za predikciju i validaciju novih miRNK i prekursora koji su dostupni online, a koji su predstavljeni u
Tabeli 1.

Alat Link Referenca
BioVLAB- http://epigenomics.snu.ac.kr/biovlab_mmia_ngs/ [21]
MMIA-NGS

CPs5 https://mcg.ustc.edu.cn/bsc/cpss/ [22]
DARIO http://daric.bicinf.uni-leipzig.de/ [23]
sRMAbench https://arn.ugr.es/srnatoclbox/newbench/ [24]
miRMA-dis http://bliulab.net/miRMNA-dis/ [25]
miBNAFoid https:/fevryma.ibisc.univ-evry.frievryrma/mimafold/ [26]
miRNAminer http://groups.csail.mit.edu/pag/mirnaminer/ [27]
miRQuest httpy//mirquest.integrativeblcinformatics.me/ [29]
novoMiRank https://cch-compute.cs.uni-saarland.de/novomirank/ [30]
Dasis 2.0 http://oasis.dzne.de/ [31]
SSCprofiler http://mirna.imbb.forth.gr/SSCprofiler.html/ [32]
Chimira httpe/fwww.ebiac.uk/research/enright/software/chimira/ [33]

Tabela 1. Odabrani alati za identifikaciju prekursora i/ili zrelih miRNK

BioVLAB-MMIA-NGS [21] je online razvijeni sistem za integrisanu analizu ekspresije miRNK i iRNK ko-
ris¢enjem podataka dobijenih sekvenciranjem nove generacije, analizu putanja i genskih setova, kao i
predikciju novih miRNK kandidata. Pored analize podataka dobijenih iz humanih uzoraka, ovaj alat ima
mogucnost analize podataka misa, rezus majmuna i pirinca.

CPSS [22] je bioinformaticki alat koji omogucava predikciju novih miRNK, kao i njihovih ciljnih gena,
funkcionalnu anotaciju miRNK i kvantifikaciju malih RNK na osnovu podataka RNK sekvenciranja.

DARIO [23] pruza mogu¢nost analize sekvence dobijene RNK sekvenciranjem, 5to je i moguénost koju
nudi i sSRNAbench alat [24]. Koris¢enjem miRNA-dis [25] se mogu identifikovati miRNK prekorsori na osnovu
unosa sekvence u FASTA formatu uz istovremenu vizualizaciju sekundarne strukture miRNK prekursora. miR-
NAFold [26] je online program koji takode omogucava identifikaciju miRNK prekursora, kao i strukturu ukos-
nice miRNK brzo uz visoku senzitivnost. Podatak za unos u miRNAFold je sekvenca celog genoma. Ovaj alat
ne daje sekvencu zrele miRNK.

Homologe sekvence miRNK medu brojnim zZivotinjskim vrstama, ukljuc¢ujuci i ¢oveka, se mogu pre-
traziti pomocu softvera miRNAminer [27]. Ovaj softver je povezan i sa alatom miRNAviewer [28] koji daje
globalni vizuelni prikaz homologih sekvenci miRNK razli¢itih vrsta.

U okviru alata miRQuest [29] je moguce integrisati nekoliko softvera za identifikaciju i predikciju miRNK
i uporediti predikcione alate, pri cemu se za unos koristi sekvenca u FASTA formatu.
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novoMiRank se koristi za rangiranje novo identifikovanih miRNK [30], Oasis 2.0 je razvijen kao alat za
brzu i efikasnu analizu RNK-seq podataka kod bilo kog organizma [31], dok SSCprofiler omogucava predi-
kciju novih miRNK prekursora [32]. Chimira [33] alat se koristi za detekciju miRNK, bez moguc¢nosti detek-
cije novih miRNK.

Alati za predikciju targeta miRNK - predvidanje miRNK vezujucih mesta

Najvazniji segment u radu sa miRNK predstavlja izucavanje njihove regulatorne uloge, tj. predikcija i
validacija gena ¢ija je ekspresija regulisana na posttranskripcionom nivou od strane miRNK. Kriti¢nu tacku
u funkcionalnoj karakterizaciji miRNK predstavlja precizna identifikacija miRNK vezuju¢ih mesta, tj. target
gena. U tu svrhu su razvijeni brojni bioinformaticki alati koji na osnovu odgovarajucih algoritama vrse predi-
kciju targeta miRNK. Kako je za prepoznavanje i vezivanje iRNK neophodan region semena (2-7 nukleotida
na 5’ kraju miRNK) koji se vezuje za 3'-UTR region iRNK, najveci broj in silico alata zahteva postojanje ko-
mplementarnog sparivanja izmedu targeta i miRNK. Cinjenica da izmedu miRNK i iRNK target gena, kod Zi-
votinja, ne mora da postoji savrseno (kompletno) sparivanje ¢ini predvidanje mesta vezivanja
komplikovanijim [34]. To predstavlja jedan od osnovnih izazova u predikciji targeta. Dodatno, vazno je da
algoritami imaju $to manji broj lazno pozitivnih i lazno negativnih rezultata tj. pogresnih predvidanja. Stoga
se uporedo sa porastom znanja u oblasti regulatorne uloge miRNK razvili algoritmi razli¢itih softvera za
predikciju targeta koji mogu koristiti razlicite kriterijume - pristupe za predvidanja vezujucih mesta i to: ste-
pena komplementarnosti regiona semena miRNK i 3'-UTR iRNK, evoluciona o¢uvanost sekvence vezujucih
regiona medu razli¢itim vrstama, slobodne energije tj. termodinamicke stabilnosti dupleksa miRNK-iRNK
(obi¢no niza energija odgovara vecoj stabilnosti), dostupnost mesta vezivanja, zastupljenost vezujuc¢ih mesta
koja se odnosi na broj mesta vezivanja miRNK u datoj iRNK. Pored navedenih, postoje i manje zastupljeni
pristupi za predvidanje target gena, kao sto je lokalni sadrzaj AU oko vezuju¢ih mesta i GU kolebanje” (engl.
GU wobble) u vezivanju regiona semena. Razli¢iti algoritmi najéesce koriste kombinacije razlicitih pristupa
za predvidanje vezujuc¢ih mesta ¢ime se povecava nivo senzitivnosti i preciznosti predvidanja. U istrazivackoj
praksi se ¢esto radi kombinovanje rezultata dobijeno koris¢enjem veceg broja alata s ciljem smanjenja lazno
pozitivnih i negativnih rezultata.

Dokazivanje target gena samo eksperimentalnim pristupom bi zahtevalo dosta novca i vremena. S
druge strane in silico nacin predvidanja gena ¢ija je ekspresija regulisana posredstvom miRNK od naseg inte-
resa je relativno brz i jednostavan. Stoga primena alata za predikciju targeta moze znacajno skratiti taj put
i postupak smanjenjem tj. suZzavanjem broja potencijalnih ciljnih gena za validaciju. Kako dobijeni rezultati
nisu konacni, identifikacija miRNK targeta primenom in silico pristupa zahteva eksperimentalnu validaciju
in vitro i/ili in vivo. Na primer, luciferazni reporterski esej predstavlja naj¢esée koriséen pristup za identi-
fikaciju i validaciju miRNK-targeta, potom CLIP (engl. cross-linking combined with co-immunoprecipita-
tion), mikroereji itd.

Predikcija i funkcionalna analiza miRNK targeta se moze raditi pomoc¢u DIANA-microT-CDS softvera [35,
36]. Od inicijalne verzije alata prvi put objavljene 2009. godine, algoritam za predikciju targeta je znacajno
poboljsan prevashodno u pogledu senzitivnosti predikcije targeta. Pored ¢oveka predikcija se moze vrsiti i
za miRNK drugih vrsta i to: Mus musculus, Caenorhabditis elegans i Drosophila melanogaster. Za pretrazivanje
je dovoljno uneti naziv miRNK ili gena od interesa. Sveobuhvatnost predikcije ciljnih gena koris¢enjem ovog
alata se ogleda u kombinovanju svih iznad navedenih pristupa za predvidanje vezuju¢ih mesta miRNK.

miRDB [37, 38] je softver za predikciju i funkcionalnu anotaciju miRNK target gena koji pored ¢oveka
omogucava pretragu miRNK targeta kod jos etiri Zivotinjske vrste: misa, pacova, kokoske i psa.



mirDIP [39] je jedan od integrativnih alata koji uklju¢uje preko 30 resursa i kojim se mogu pronacdi ciljni
geni miRNK. Ovaj alat ima mogucénost tzv. jednosmernog predvidanja, u kom se na osnovu unetog naziva
miRNK ili gena od interesa mogu pretraziti interakcije izmedu miRNK i gena. U slu¢aju dvosmernog testiranja,
korisnik mora da unese i miRNK i gen, pri ¢emu ce softver pretraziti sve moguce asocijacije bilo koje unete
miRNK sa bilo kojim navedenim genom. | jednosmerna i dvosmerna pretraga se mogu vrsiti prema stepenu
pouzdanosti rezultata (veoma visoko -1%, visoka -5%, srednja - prva 1/3 i niska pouzdanost - donje 2/3).
Program nudi i moguénost pretrage grupe miRNK koje imaju istu grupu ciljnih gena i obrnuto, drugim
re¢ima moguce je napraviti matriks interakcija humanih miRNK-iRNK. Pored navedenog postoji i moguc¢nost
pretrage miRNK u razli¢itim humanim tkivima.

miRGate [40] je takode integrativni alat koji uklju¢uje nekoliko kompjuterskih (RNAhybrid, Miranda,
PITA, TargetScan, MicroTar) i validiranih pojedinacnih softvera (miRTarBase, mirecords, TarBase, OncomiRDB)
za predvidanje vezujuc¢ih mesta miRNK kod ¢oveka, misa i pacova. Interesantno je napomenuti da mirDIP
ima oko 60 miliona vise predikcija u poredenju sa miRGate [39].

Algoritam TargetScan Human alata vrsi predikciju targeta na osnovu komplementarnosti i evolucione
ocuvanosti sekvence regiona semena [41], dok PITA softver pored evolucione o¢uvanosti koristi i podatke
o termodinamickoj stabilnosti tj. racunanja slobodne energije miRNK-iRNK dupleksa i dostupnosti mesta
vezivanja [42].

RNA22 [43] omogucava predikciju vezujuc¢ih mesta miRNK na osnovu slobodne energije. U okviru soft-
vera je moguce raditi interaktivnu predikciju unosenjem sekvenci miRNK i gena u FASTA formatu.

TargetSpy [44] ima moguénost jednostavne pretrage miRNK vezujucih mesta na osnovu unosa miRNK
od interesa. Ukoliko postoji interesovanje za specifi¢ni transkript, moguce je uneti ga u pretraguiili u supro-
tnom pretraziti sve moguce targete miRNK za koju se vrsi pretraga. Algoritam se zasniva na masinskom
ucenju, bez obzira na prisustvo komplementarnosti regiona semena.

RNAhybrid v.2.2 [45, 46] je softver koji omogucava brzo i efikasno predvidanje veceg broja - visestrukih
potencijalnih vezuju¢ih mesta miRNK molekula i RNK. Osnovni pristup na kom se zasniva predikcija je
pronalazenje energetski najstabilnijih (sa minimalnom slobodnom energijom) mesta hibridizacije izmedu
dve sekvence, miRNK i RNK, pri ¢emu nisu dozvoljene intramolekularne hibridizacije. Sekvence od interesa
moraju biti unete u FASTA formatu. Korisniku softvera je omoguceno da sam bira odlike, tj. poziciju i duzinu
regiona semena i GU sparivanje [46]. Pored toga 5to je program slobodno dostupan na internetu, moze se
i preuzeti i koristiti na lokalnom rac¢unaru.

Koris¢enjem GUUGIe alata [47] je moguce utvrditi sparivanje sekvenci od interesa na osnovu komple-
mentarnog sparivanja i GU parova. Prema proceni autora ovog revijskog rada, ovaj alat je manje specifi¢can
u poredenju sa RNAhybrid v.2.2 koji je dizajniran prevashodno za miRNK i iRNK.

PicTar [48] pruZa predvidanje vezuju¢ih mesta miRNK kod ki¢menjaka, sedam vrsta roda Drosophila, tri
vrste Nematoda, i koeksprimiranih miRNK i iRNK u razlic¢itim tkivima. Algoritam se zasniva na kombinovanju
slededih pristupa: poravnanju sekvenci i komplementarnosti regiona semena, evolucionoj o¢uvanosti i te-
rmodinamickoj stabilnosti.

IntaRNA [49, 50] je razvijen kao program koji predvida interakcije izmedu dva molekula RNK, pri ¢emu
je predikcija moguca i za iRNK vezuju¢a mesta od strane nekodiraju¢ih RNK, uklju¢uju¢i miRNK. Za pre-
trazivanje je neophodno uneti sekvence u FASTA formatu, a postoji moguénost pretrage podesavanjem
parametara za region semena (npr. minimalni broj baznih parova, GU parovi, pozicija regiona semena itd.)
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miRabel [51] daje mogucnost pretrazivanja miRNK targeta bilo unoSenjem naziva miRNK, target gena
ili putanje. Ovaj softver objedinjuje podatke iz predikcionih algoritama MiRanda, Pita, SVmicro i TargetScan
i baze podataka miRwalk. Na taj nacin se povecava specifi¢nost identifikacije miRNK targeta u poredenju sa
pretrazivanjem koris¢enjem pojedinacnih navedenih alata.

miRmap [52] pruza mogucénost pretrazivanja unosom naziva miRNK ili sekvence kod ¢oveka, misa, pa-
cova, krave, zebrice itd.

STarMir [53] alat na osnovu podataka dobijenih metodom cross-linking precipitacije (CLIP) vrsi predi-
kciju miRNK vezujucih mesta.

TargetRank [54] vrsi predikciju na osnovu sparivanja u 3'-UTR iRNK i miRNK od interesa. Primeceno je da
ovaj alat koristi podatke iz miRBase v10 5to ukazuje da nije azuriran. Ovaj podatak svakako treba uzeti u
obzir prilikom izbora bioinformati¢kog alata za predikciju ciljnih gena.

U ovu grupu alata bi se mogli svrstati i oni koji daju i pregled validiranih vezujuéih mesta, tj. ciljnih gena
¢ija je ekspresija regulisana od strane miRNK. Pod validacijom ciljnih gena se podrazumeva sprovodenje
funkcionalnih studija koje podarazumevaju upotrebu barem jedne od navednih metoda: reporterski esej,
Western blot, qRT-PCR, mikroerej i sekvenciranje nove generacije.

miRWalk [55, 56] je integrativni softver koji sadrzi informacije predvidenih i eksperimentalno validiranih
interakcija miRNK i targeta kod ¢oveka i drugih vrsta i to: mis, pacov, krava, pas, riba. U osnovi predikcije se
nalazi algoritam masinskog ucenja. Pretrazivanje se moze vrsiti unosom pojedinacnih miRNK ili gena, pri
¢emu je za unos miRNK neophodan tac¢an naziv ili broj iz miRBase, a za gene zvani¢ni naziv gena, RefSeqID,
EntrezID ili EnsemblID. U okviru softvera postoji i napredna opcija pretrazivanje liste miRNK ili gena.

miRTarBase [57, 58] funkcionise kao svojevrsna baza koja sadrzi podatake o eksperimentalno validi-
ranim interakcijama miRNK i target genima. Podaci se prikupljaju iz publikovanih studija i pretraga je moguca
za ¢oveka, misa, pacova, ali i brojne druge vrste kako Zivotinja tako i biljaka. Za pretragu je dovoljno uneti
naziv miRNK od interesa, ali se pretrazivanje moze vrsiti i prema target genima, signalnim putevima,
metodom validacije, nazivu bolesti i publikovanim radovima. Za validirane ciljne gene su navedene tehnike
koje su koris¢ene za validaciju. Npr. upotreba metoda reporterskog eseja, western blot i gRT-PCR predstavljaju
jak dokaz validiranog target gena u poredenju sa onim koji su validirani metodama kao $to su majkroerej,
CLIP-seq, pa se za takve validacije smatra da su slabijeg dokaza. Baza se redovno aZurira i poslednja verzija, miR-
TarBase 9.0 je dostupna od septembra 2021. godine [58].

DIANA-TarBase v.8 [59] takode sadrZi podatke o eksperimentalno validiranim miRNK-iRNK parovima.
Poslednja verzija sadrzi oko 670 000 jedinstvenih miRNK-iRNK parova. Pretraga se vrsi unosenjem naziva
miRNK i/ili gena. Podaci su dostupni za ¢oveka, kao i niz drugih vrsta, npr. Simpanzu, makaki majmuna, mis,
pacov, zebrica, Caenorhabditis elegans, ali i razli¢itih vrsta biljaka, virusa itd. Filtriranje podataka se moze
vrsiti prema nekoliko kriterijuma, npr. tipu validacije (direktna ili indirektna), tipu celija, tkiva, koris¢ene
metode za validaciju (nisko i visokopropusna - engl. low and high-throughput), metodi (qPCR, HITS-CLIP,
LAMP, PAR-CLIP itd.)

Pri koris¢enju in silico alata od velikog znacaja je aZuriranje softvera. Neki se regularno usavrsavaju,
dok to nije slucaj sa drugim alatkama. Taj podatak svakako treba uzeti u obzir prilikom izbora alata za
predvidanje targeta. Na primer, DIANA-microT-CDS, TargetScan, miRDB spadaju u regularno aZurirane
alatke. Za neke programe koji spadaju u ovu grupu alata, nisu bile aktivne internet strane, kao za npr.
EIMMo3 [60].



Navedeni predikcioni alati se mogu koristiti nezavisno. U danasnje vreme su se pojavile internet pla-

tforme koje omogucavaju integraciju vise razli¢itih algoritama.

ComiR [61] se moze koristiti za utvrdivanje targetovanja jedne iRNK od strane vise miRNK. U osnovi se
nalazi koriS¢enje Cetiri predikciona algoritma miRanda, PITA, TargetScan, mirSVR, ¢ijim kombinovanjem se
dobija rezultata iRNK-miRNK interakcija kod ¢oveka, Drosophila melanogaster, mida i Caenorhabditis elegans.

miRecords [62] je integrativna internet platforma za predikciju interakcija miRNKi ciljnih gena kod neko-
liko Zivotinjskih vrsta. Pri pretrazivanju postoje dve opcije: eksperimentalno validiranih ciljnih gena, ali i
kompjuterska predikcija na osnovu integracije podataka dostupnih u 11 programa za predvidanje vezu-
jucih mesta miRNK (DIANA-microT, Microlnspector,MirTarget2, miTarget, NBmiRTar, PicTar, PITA, RNA22,

RNAhybrid i TargetScan/TargertScan$).

Odabrani alati za predikciju ciljnih gena regulisanih od strane miRNK su prikazani u Tabeli 2.

Alat
DIANA-
microf-
D5
miRDB
mirDIP
miRGate
TargetScan
Hurman
PITA
RMNA22
TargetSpy
RNAhybrid
w22
GUUGIe
FicTar
IntaRMNA
miRabel
miRmap
STarMir
TargetRank
miRWalk
miRTarBase
DIANA-
TarBase v.8
ComiR

miRecords

Link

http:/fwww.microrna.griwebserver/

http://mirdb.org/
httpsy/fophid.utoronto.ca/mirDIP/
http://mirgate.bioinfo.cnio.es/
https:/fwww.targetscan.org!

https:/fgenie.weizmann.ac.il/pubs/mird7/index html/
https:/fem jefferson.edufrna2/

http:/fwww targetspy.org/
https://bibiserv.cebitec.uni-bielefeld.de/rmahybrid/

https://bibiserv.cebitec.uni-bielefeld.de/guugle/

https://pictar.mdc-berlin.de/
http://rnainformatik.uni-freiburg.de/IntaRNA/Input.jsp/
http://bioinfo.univ-rouenfr/mirabel/

https://mirmap.ezlab.org/

https://sfold.wadsworth.org/cgi-bin/starmirtest2 plf
http://hollywood.mit.edu/targetrank/

httpy//mirwalk.urmm.uni-heidelberg.de/
httpsy//mirtarbase.cuhk.edu.cn/~miRTarBase/miRTarBase_2022/php/index.php/
http:/fwww.microrna.gr/tarbase/

httpy/ fwww benoslab.pitt.edu/comir/
http://c1.accurascience.com/miRecords/download . php/
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Tabela 2. Odabrani alati za predikciju ciljnih gena regulisanih od strane miRNK
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Alati za anotaciju i funkcionalnu karakterizaciju miRNK

Jedan od koraka u analizi miRNK je funkcionalna karakterizacija miRNK lista tj. miRNK od interesa. Vazno
je staviti identifikovane miRNK u odgovarajuci kontekst, koji naj¢es¢e podrazumeva nalazenje signalnih
puteva ili bioloskih procesa u kojima su miRNK obogacene. Ukoliko su izvesne miRNK znacajno obogacene
u nekom signalnom putu, to moze ukazivati da je taj signalni put znacajan za fenotip/patolosko stanje koje
se ispituje. Uobicajeni nacin sprovodenja analiza obogadivanja podrazumeva da se najpre
identifikuju/prikupe svi target geni koji su regulisani od strane miRNK, a potom se na osnovu liste gena
utvrduju procesi u koje su uklju¢ene miRNK i sprovodi statisticko testiranje za utvrdivanje nivoa znacajnosti
njihovog obogacenja [12]. Ovaj nacin predstavlja indirektan vid anotacije miRNK. S druge strane, postoji
mogucnost sprovodenja direktnih anotacija miRNK lista koje pocivaju na eksperimentalnim podacima di-
rektnih asocijacija miRNK i bioloskih procesa u koje su uklju¢ene. U Tabeli 3 je dat popis nekoliko alata koji
pripadaju ovoj kategoriji.

Alat Link Referenca
GeneCodis https://genecodis.genyo.es/ [63-65]
CHANA-miRPath v.3 https://dianalab.e- [66]

ce.uth.gr/html/mirpathv3/index.php?r=mirpath/

MIENTURMET http://userver.bio.uniromal.it/apps/mienturnet/ [67)
mikNet https:/fwww.mirnet.ca/ [68]
miEAA https:/{ccb-compute.cs.uni-saarland.de/mieaa2/ (69, 70]
MiRSystem http://mirsystem.cgm.ntu.edutw/ [71]

Tabela 3. Odabrani alati za funkcionalnu karakterizaciju miRNK

GeneCodis [63-65] je softver razvojen za analizu liste gena, proteina, miRNK, CpG ostrvaca i transkri-
pcionih faktora kod razlicitih vrsta Zivotinja, biljaka, bakterije Escherichia colii pekarskog kvasca Saccharomyces
cerevisiae. Za anotaciju liste gena i/ili miRNK se moze koristiti genska ontologija (engl. Gene Ontology — GO)
ili Kjoto enciklopedija gena i genoma (engl. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes — KEGG).

DIANA-miRPath .3 [66] omogucava vrienje analize obogacenja liste miRNK indirektnim pristupom. Ovaj
pristup podrazumeva da se lista miRNK prevodi u ciljne gene koji se mogu predvideti bilo TargetScan, ili
DIANA-microT-CDS predikcionim algoritmima ili eksperimentalno validiranim ciljnim genima koji su do-
stupni iz DIANA-TarBase. Analiza obogacenja se moze vrsiti prema KEGG ili GO. Softver nudi moguc¢nost
prikaza obogacenja u formi mape intenziteta boja (engl. heatmap).

MIENTURNET [67] je alat koji za unos koristi listu gena ili miRNK za koje se radi analiza obogacivanja. Ovaj
program koristi za utvrdivanje interakcija miRNK-iRNK podatke iz TagetScan i miRTarBase koja sadrZi ekspe-
rimentalno validirane podatke. Na osnovu prikupljenih podataka se sprovodi analiza obogacivanja target
gena. Rezultati se mogu prikazati u vidu mreze interakcija miRNK-ciljnih gena.

miRNet [68] je platforma koja pored predvidanja interakcije miRNK i ciljnih gena se koristi i za
sprovodenje funkcionalnih analiza obogacenja. Ovaj softver integrise 14 razli¢itih miRNK baza koje se ko-
riste za funkcionalnu anotaciju (TarBase, miRTarBase, miRecords, miRanda, miR2Disease, HMDD, Phe-
nomiR, SM2miR, PharmacomiR, EpimiR, starBase, TransmiR, ADmIRE, TAM 2.0.). Pored toga ovaj alat



omogucava analizu mreza interakcija izmedu miRNK i gena, miRNK i drugih nekodiraju¢ih RNK (IncRNK,
circRNK i dr.)

mIEAA [69, 70] je alat koji ima moguénost vizuelnog prikaza interakcije izmedu miRNKii ciljnih gena uz
sprovodenja analize obogacivanja. Za unos se koristi lista gena ili miRNK. PretraZivanje moZe da bude je-
dnosmerno ili dvosmerno $to zahteva istovremeni unos miRNK i naziva gena.

MiRSystem [71] nudi moguc¢nost predikcije target gena za miRNK od interesa, a pored toga je moguce
uraditi karakterizaciju bioloskih procesa i putanja koje su obogacene genima koje su regulisane od strane
miRNK. Stoga ovaj softver predstavlja indirektni alat za funkcionalnu anotaciju. Alat podrzava pretrage samo
za ¢oveka i misa. Podaci se prikupljaju iz nekoliko baza radi funkcionalne anotacije i to: KEGG; Biocarta, GO
molekularne funkcije, Reactome, Pathway Interaction Database.

Alati za utvrdivanje interakcija miRNK-miRNK, miRNK i drugih nekodiraju¢ih RNK molekula

Regulacija ekspresije gena na postranskripcionom nivou je veoma kompleksna i pored miRNK ukljucuje
i druge klase nekodiraju¢ih RNK, medu kojima se u ovom trenutku posebno izdvajaju duge nekodirajuce
RNK. Utvrdivanje postojanja interakcije izmedu miRNK i IncRNK i katalogizacija interakcija je vazna u sagle-
davanju kompleksnosti genske regulacije i funkcionalnih posledica tih interakcija u fizioloskim i patoloskim
stanjima. Od bioinformatickih alata za utvrdivanje interakcija izmedu miRNK i nekodiraju¢ih RNK molekula
se izdvajaju softveri za utvrdivanje interakcija izmedu miRNK i dugih nekodiraju¢ih RNK. Duge nekodira-
ju¢e RNK mogu imati ulogu sundera za miRNK na taj nacin smanjujuci efekat koje miRNK imaju na ekspre-
siju ciljnih gena. U Tabeli 4 su dati podaci za dva odabrana alata kojima se moze utvrditi postojanje interakcije
izmedu miRNK i nekodiraju¢ih RNK molekula.

Alat { Softver Link Referenca
DIANA-IncBase v3 https://diana.e-ce.uth.gr/Incbhasev3/ [72]
starBase v.2.0 https://starbase sysu.edu.cn/ [73]

Tabela 4. Odabrani alati za utvrdivanje interakacija miRNK i nekodiraju¢ih RNK

DIANA-IncBase v3 sadrzi podatke o eksperimentalno potvrdenim interakcijama miRNK i nekodirajucih
targeta tj. dugih nekodiraju¢ih RNK [72]. Prethodna verzija ovog alata, DIANA-IncBase v2 nije vise dostupna
na internetu. Pored miRNK-IncRNK interakcija, u bazi se mogu pronadi podaci o ekspresiji IncRNK, pri ¢emu
je pretragu moguce vrsiti prema tkivu, ¢elijskim linijama, kako kod ¢oveka tako i misa.

StarBase v2.0 je sveobuhvatna baza u okviru koje se mogu naci informacije o interakciji miRNK sa drugim
nekodiraju¢im RNK molekulima [73]. U okviru baze su dostupni eksperimentalno potvrdeni rezultati o inter-
akaciji miRNK i IncRNK.

Alati za asocijaciju miRNK sa humanim bolestima

U prethodnom periodu intenzivnog proucavanja miRNK u oblasti biomedicine visestruko je potvrdena
uloga miRNK u razvoju, toku, prognozi i tretmanu razli¢itih humanih bolesti. Takvi podaci su uslovili veliko
interesovanje za razvoj alatki kojima se mogu detektovati asocijacije miRNK sa patoloskim stanjima, pre-
vashodno kompleksnim bolestima, kao $to su kancer, dijabetes, kardiovaskularne bolesti i drugo. U osnovi
tih alatki se nalaze razlic¢iti nacini razvoja, tj. algoritmi — kompjuterske metode koji se koriste, npr. masinsko
ucenje i slicno. Popis odabranih alata za asocijaciju miRNK sa humanim bolestima je dat u Tabeli 5.
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Alat / Softver Link Referenca

miRCancer httpy//mircancer.ecu.edu/ [74]
miRiaD https://www.miriad-database.org/search/ [75]
miR20isease http://www.mir2disease.org/ [76]
OncomiR http://oncomir.org/ [77]
RWRMTN https://apps.cytoscape.org/apps/twrmtn/ [78]
emiRIT https:/fresearch. bioinformatics.udel.edu/emirit/ [791
HMDD https:/fwww.cuilab.cn/hmdd/ [80]
CCDB https://webs.iiitd.edu.in/raghava/ccdb/index.php/ [81]
dbDEMC https://www.biosino.org/dbDEMC/index/ [82]
EpimiRBase https://www.epimirbase.eu/ [83]
MMNDR http/fwww.rna-society.org/mndr/ [B4-86]

Tabela 5. Odabrani alati za analizu asocijacije miRNK sa humanim bolestima

miRCancer [74] baza podataka je kreirana s ciljem da se putem pretrazivanja klju¢nih rec¢i dode do po-
dataka o ekspresiji miRNK u odredenom tipu kancera. Za pretrazivanje baze je dovoljno uneti miRNK od
interesa i/ili tip kancera. Ova baza je povezana sa PubMed bazom, $to omogucava direktan uvid u pu-
blikacije u kojima se pominje asocijacija izmedu miRNK i kancera. Povezanost miRNK sa razlicitim tipovima
kancera se ekstrahuje i pohranjuje u miRCancer bazi podataka. Ovo je posebno pogodno za istraZivace
miRNK biomarkera u razli¢itim kancerima.

miRiaD (engl. microRNAs in association with disease) [75] je baza koja funkcioniSe po istom principu kao
prethodno pomenuta, uz razliku sto se upotrebom ove baze dobijaju podaci o asocijaciji miRNK sa razli¢itim
bolestima.

miR2Disease [76] je baza koja omogucava pretragu povezanosti miRNK sa razli¢itim bolestima. Do-
datno, u okviru miR2Disease postoji mogucnost da istrazivaci podnesu rezultate svojih nalaza ili radove koji
se pretrazivanjem baze ne pojavljuju.

Za detaljno ispitivanje deregulisanih miRNK u kanceru se moze koristiti web alatka OncomiR [77]. Pre-
traga se moze vrsiti prema nazivu miRNK u 30 razlicitih tipova kancera, a podaci koje ovaj softver sadrzi su
dobijeni iz TCGA baze. Stoga je moguce pretraziti miRNK koje su znacajno asocirane sa razvojem, stadiju-
mom, gradusom i ukupnim preZivljavanjem pacijenata. Pored identifikacije miRNK koje su vazne za razlicite
kancere, ovaj program daje mogucnost tzv. de novo analiza na osnovu podataka o ekspresiji miRNK. U okviru
programa je moguce raditi i predikciju targeta odgovaraju¢e miRNK u konkretnom tumorskom tkivu.

RWRMTN [78] je alatka koja omogucava predikciju miRNK asociranih sa bolestima na osnovu mreza
miRNK i ciljnog gena. Ovaj softver zahteva preuzimanje aplikacije sa interneta i njegovu instalaciju. Za insta-
laciju je neophodna Java i program Cytoscape najmanje verzija 3 ili vise.

Prikupljanje informacija o miRNK iz literature je moguce uraditi koris¢enjem alata za pretrazivanje te-
ksta (engl. text mining) emiRIT [79]. Rec je o softveru koji sadrzi podatke o interakciji miRNK i gena, miRNK
i kancera, miRNK i bioloskih procesa i putanja, kao i miRNK u vancelijskim lokacijama.

HMDD (engl. Human miRNADisease Database) [80] sadrzi eksperimentalno potvrdene miRNK asoci-
rane sa razli¢itim humanim bolestima koje su dostupne u literaturi.



CCDB (engl. Cervical Cancer Database) [81] je baza podataka koja sadrZi informacije o eksperimentalno
validiranim genima, uklju¢uju¢i miRNK, koje su asocirane sa karcinomom cerviksa.

dbDEMC (engl. database of Differentially Expresses MiRNAs in human Cancers) [82] je baza podataka u
kojoj se mogu naci sacuvani podaci o diferencijalnoj ekspresiji miRNK u 40 razlic¢itih kancera. Podaci su priku-
pljeni iz javnih repozitorijuma: GEO (engl. Gene Expression Omnibus), TCGA (engl. The Cancer Genome Atas)
i SRA (engl. Sequence Read Archive). U okviru baze se nalaze i druge vrlo korisne alatke, kao $to je ID con-
vertor koji omogucava da se ranije koriS¢eni nazivi miRNK daju prema poslednjoj verziji miRBase v22.0. Do-
datno, u ovoj bazi je moguce uraditi miRNK meta-profilisanje u kanceru, unosenjem liste miRNK od interesa
i tipa kancera, a pretrazivanje je moguce u razli¢itim eksperimentalnim dizajnima i kriterijumima, npr. u
kanceru versus normalnom tkivu, metastazama, dobrom i loSem prezivljavanju i dr. Podaci o meta-profi-
lisanju se daju u vidu mape intenziteta obojenosti, tj. heatmap-e.

EpimiRBase [83] je prevashodno posvecena istrazivacima koji se bave izu¢avanjem povezanosti miRNK
i epilepsije, te se pretrazivanjem ove baze mogu pronaci informacije dostupne iz literature o deregulisanim
miRNK potvrdenih kod pacijenata sa epilepsijom, ali baza pokriva i podatke iz glodarskih modela (mi$ i
pacov) za izucavanje epilepsije.

MNDR [84-86] je repozitorijum razli¢itih klasa nekodiraju¢ih RNK (miRNK, IncRNK, circRNK, piRNK,
snoRNK) koje su asocirane sa bolestima. Pretraga je jednostavna i vrsi se prema nazivu nekodiraju¢e RNK,
Zivotinjskoj ili biljnoj vrsti, eksperimentalnoj validaciji ili kompjuterskoj predikciji, kao i jacini eksperime-
ntalnih dokaza.

Pored navedenih alatki i baza, pretrazivanjem literature, revijskih radova i platformi na kojima se nalaze
alatke za miRNK analizu, primeceno je da brojni softveri i/ili baze nisu update-ovane duze vreme, ¢ak su
neki linkovi i nedostupni. Na primer, baza PhenomiR [87] je nedostupna, dok npr. OncomiRdbB baza ne
funkcionise kada se unese miRNK od interesa za pretragu. U okviru ovog rada je vodeno racuna da su sve
navedene alatke dostupne, posebno u periodu pisanja ovog rada.

ZAKLJUCAK

lako je u prethodnom periodu dosta toga saznato u oblasti miRNK molekula i njihove regulatorne uloge,
uzimajudi u obzir kompleksnost regulacije genske ekspresije, moze se reci da su nasa znanja i dalje donekle
ogranic¢ena. Zahvaljujuci razvoju visoko-propusnih tehnika omogucena je intenzivna akumulacija velike
koli¢ine podataka o miRNK, a paralelni razvoj bioinformatickih alata omogucava da se bez poznavanja pro-
gramiranja prikupljeni podaci mogu analizirati iz razlicitih istraZivackih perspektiva i interesa. Raznovrsnost
dostupnih alata za analizu miRNK je velika i polje njihovog razvoja je veoma dinami¢no. Dok ranije razvijeni
softveri neretko vise nisu dostupni ili su nefunkcionalni, moze se re¢i da se svakodnevno publikuju radovi
u kojima se predstavljaju novi alati za analizu miRNK ili se stari alati dalje unapreduju. Saradnja izmedu
stru¢njaka koji oblikuju alate i krajnjih korisnika — istraZivaca je od velike vaznosti za dalji razvoj alata nove
generacije. U danasnje vreme je gotovo nezamislivo da nove generacije istrazivaca ne koriste bioinfo-
rmaticke alate i uopste in silico pristupe u osmisljavanju i realizaciji eksperimenata. Navedene informacije u
ovom kratkom pregledu mogu biti polazna osnova i predstavljati pomo¢ pri izboru bioinformatickih alata
potrebnih za sprovodenje dubljih i detaljnijih analiza miRNK. Pored navedenih odabranih alata u predsta-
vljenih pet kategorija, postoje i brojni drugi alati za analizu miRNK koji ne spadaju ni u jednu od navedenih
grupa. Na primer, alati koji omogucavaju pretragu efekta polimorfizama pojedina¢nih nukleotida u miRNK
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genima na strukturu i funkciju miRNK, interakciju miRNK sa transkripcionim faktorima, povezanost nivoa
miRNK sa prezivljavanjem pacijenata itd. Prikaz takvih tipova alata je izlazio iz okvira ovog preglednog rada
i stoga nisu razmatrani.

Razvoj novih softvera i njihova intenziviranija upotreba se tek ocekuje u periodu koji predstoji u istra-
zivanjima miRNK molekula.

ZAHVALNICA

Izrada ovog rada je omogucena zahvaljujuci projektu Ministarstva prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja
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U radu nisu navodeni bioinformaticki alati ¢ija internet strana nije bila dostupna, nije funkcionisala ili
je bila under construction zaklju¢no sa 31.05.2022. godine.
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Apstrakt

Kako se Y hromozom kroz generacije ne menja rekombinacijama, prenosi se uglavhom nepromenjen
sa oca na sina. Haplotipovi dobijeni kombinovanom analizom kratkih tandemskih ponovaka na Y hromo-
zomu imaju Siroku primenu u forenzi¢kim analizama za definisanje paternalne linije muskog donora bi-
oloskog traga, posebno u sluc¢ajevima gde standardna analiza autozomnih markera nije dovoljno
informativna. Y vezani haplotipovi se koriste i u evolucionim i genealoskim studijama, ali se za rekon-
strukciju filogenije Y hromozoma koristi analiza polimorfizama pojedina¢nih nukleotida. Promene na 'Y
hromozomu se ipak desavaju usled mutacija sto moze da dovede do diferencijacije Y vezanih haplotipova
izmedu oca i sinova. Tako mutacije u lokusima sa kratkim tandemskim ponovcima mogu da omoguce
identifikaciju muskarca u okviru jedne paternalne linije, ali mogu i da dovedu do progresnog iskljucenja
bioloskog srodstva. Usled toga je za ta¢nu interpretaciju genetickih profila neophodna precizna procena
stope mutacije pojedinacnih lokusa, za Sta se koriste studije parova otac-sin ili velikih porodi¢ni stabala.
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Lineage marker as a key player in complex forensic cases
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Abstract

Y chromosome is transmitted mostly unchanged from father to son due to the absence of re-
combination events. Haplotypes composed of Y-chromosomal short tandem repeat polymorphisms
are widely used to define paternal line of unknown male perpetrator in forensic analysis, especially
when standard analysis of autosomal markers is not informative enough. Y-chromosomal haplotypes
are also used in evolutionary and genealogical studies, but single nucleotide polymorphisms are more
suitable for the reconstruction of the Y chromosome phylogeny. However, Y chromosome changes
due to mutations, which could lead to differentiation of Y haplotypes between father and sons. Thus,
mutations in short tandem repeats loci can enable the identification of a man within a single pater-
nal line, but they could also lead to an erroneous exclusion of biological paternity. Reliable mutation
rates, for the proper use and accurate interpretation of genetic profiles, could be estimated from
multi-generation pedigrees or father-son pairs.

Keywords: Y chromosome; ancestry; mutation rates; forensic DNA analysis



Svaki ¢ovek, bez obzira na pol, u nukleusima svojih somatskih ¢elija ima 22 para autozomnih hromo-
zoma. Hromozomi jednog para su homologni, od kojih jedan potice od oca, a drugi od majke. Izmedu ho-
molognih hromozoma dolazi do razmene genetickog materijala tokom mejoze, ¢ime se obezbeduje
geneticki diverzitet. Dvadeset treci par hromozoma u nukleusima somatskih ¢elija ¢ini par polnih hromo-
zoma, koji mogu biti homologni (X i X) kod Zena ili nehomologni (X i Y) kod muskaraca [1]. Kako Y hromo-
zom nema svog homolognog para prakti¢no se nepromenjen prenosi sa oca na sina, te su informacije koje
nosi iskljucivo potpis paternalne linije.

Struktura Y hromozoma i obrazac nasledivanja

Y hromozom ¢oveka dugacak je 60 miliona baznih parova (bp) i jedan je od najmanjih hromozoma hu-
manog genoma. Terminalni regioni njegovog dugog i kratkog kraka, oznaceni kao pseudoautozomni regioni
(eng. Pseudoautosomal Regions, PAR), Cine oko 5% sekvence Y hromozoma. Pseudoautozomni regioni sadrze
10 - 12 gena od kojih svi imaju pandane na X hromozomu. Usled toga, ovi regioni na hromozomima XiY
mogu da se rekombinuju tokom mejoze, sli¢cno kao homologni autozomni hromozomi [2, 3]. Pseudoauto-
zomni regioni ogranicavaju nerekombinujudi region Y hromozoma (eng. Non-recombining Portion of the Y
Chromosome, NRY) koji ¢ini oko 95% njegove sekvence. Ovaj region predstavlja “nerekombinujucu pustinju”
jer ne podleze rekombinaciji tokom mejoze usled odsustva homologije sa X hromozomom. Medutim, kako
je ustanovljeno da izmedu sekvenci NRY moze dodi do nereciprocne rekombinacije (genska konverzija
izmedu ponovljenih sekvenci istog hromozoma), ovaj region se oznacava kao region specifi¢an za muskarce
(eng. Male-Specific Y Region, MSY) [4].

U okviru MSY razlikuju se euhromatinski i heterohromatinski regioni. Vise od polovine heterohromatina
Cine razli¢ite ponovljene sekvence bez kodirajuce funkcije, ¢ije delecije nemaju nikakav vidljiv fenotipski
efekat [1]. Sa sekvenci iz euhromatinskog regiona MSY prepisuje se 156 transkripcionih jedinica, od kojih bar
polovina kodira proteine. Od ukupnog broja od 78 protein - kodirajucih jedinica, oko 60 se moZze svrstati u
neku od 9 genskih familija specifi¢nih za MSY, ¢iji ¢lanovi poseduju preko 98% identi¢nu sekvencu. Pre-
ostalih 18 gena prisutno je u jednoj kopiji, te se moze re¢i da MSY kodira 27 razlicitih proteina ili familija
proteina [4]. Katalog sekvenci euhromatina obuhvata tri klase: sekvence transponovane sa X hromozoma,
X - degenerisane sekvence, i klasu amplikona, sastavljenu uglavnom od sekvenci koje pokazuju ¢ak 99,9%
identi¢nosti sa drugim sekvencama u MSY, a koje se odrZzavaju ¢estim Y - Y genskim konverzijama. Amp-
likoni i palindromske sekvence ¢ine Y hromozom podloznim samorekombinaciji tokom spermatogeneze
$to za posledicu ima intrahromozomske delecije. Takve delecije uzrok su varijacija u broju kopija genaY hro-
mozoma, a mogu uzrokovati i neplodnost muskarca [5].

Y hromozom je haploidan i prenosi se iskljuc¢ivo po muskoj liniji iz generacije u generaciju prakti¢no ne-
promenijen, usled odsustva homologne rekombinacije. Jedini faktor koji uzrokuje varijacije izmedu generacija
su (retke) mutacije. Tako Y hromozom nosi zapis svih mutacionih dogadaja oslikavajudi istoriju paternalne lin-
ije [6]. Navedeno cini analizu Y hromozoma nezaobilaznim alatom kada su u pitanju rekonstrukcije puteva mi-
gracije muskaraca u proslosti, analiza drevne DNK, geneticka genealogija, slu¢ajevi spornog ocinstva gde se
koristi kao pomocna alatka, utvrdivanje srodstva u masovnim nesre¢ama, i naravno, forenzi¢ke DNK analize [7].

AMEL lokus i pol

Od posebnog znacaja za forenzicke analize DNK bilo je otkrice amelogenin genskog markera (AMEL) za
utvrdivanje pola. Amelogenin genski lokus podrazumeva dva homologna gena prisutna na X i Y hromo-
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zomima: AMELY kodira protein uklju¢en u demineralizaciju zubne gledi i ima paralog na X hromozomu
(AMELX). Prvi intron AMELX je Sest bp kradi, te je dizajniran poseban set prajmera za umnozavanje AMEL
lokusa u ovom regionu oba hromozoma, dajuci amplikone od 106 bp i 112 bp sa X iY hromozoma, redom
[8]. Prajmeri za umnozavanje AMEL standardni su deo svakog kompleta hemikalija koji se koristi za utvrdi-
vanje DNK profila analizom autozomnih lokusa, s obzirom da moze da pruZi informaciju o polu donora bi-
oloskog traga. Medutim, kako retka delecija gena za amelogenin na Y hromozomu dovodi do odsustva
amplikona'Y hromozoma [9], danas je uglavnom jos jedan lokus sa Y hromozoma deo standardnog kompleta
za DNK tipizaciju, kako se, u slu¢aju odsustva amplikona od 112 bp, ne bi izveo pogresan zakljucak da se radi
o zenskom donoru bioloskog traga [10].

Polimorfizmi Y hromozoma

Potraga za polimorfizmima specifi¢cnim za Y hromozom bila je usmerena prvobitno na polomorfizme
u duzini restrikcionih fragmenata (eng. Restriction Fragment Length Polymorphisms, RFLPs). Detektovana su
samo dva Y RFLP [11], a daljim analizama je pokazano da'Y hromozom ima mali broj ovakvih polimorfizama
u poredenju sa drugim hromozomima [12]. Zahvaljudi napretku tehnologije i razvoju novih metoda, otkri-
vani su novi polimorfizmi Y hromozoma. Danas se u analizi Y hromozoma koriste dva tipa polimorfizama u
okviru MSY: sporomutirajuci polimorfizmi pojedinacnih nukleotida (eng. Single Nucleotide Polymorphisms,
SNP) i brze mutirajudi kratki tandemski ponovci (eng. Short Tandem Repeats, STRs). Kako se Y-STR i Y-SNP
odlikuju razli¢itim stopama mutacije koriste se i za izu¢avanje evolucionih dogadaja na razli¢itim vremen-
skim skalama [13]. Poseban napredak u otkri¢u novih polimorfizama Y hromozoma donelo je masivno para-
lelno sekveniranje (eng. Massive Parallel Sequencing, MPS). Takode, lako dostupni servisi koji vrse
sekvenciranje Y hromozoma MPS-om na li¢ni zahtev, znacajno su prosirili baze podataka i pruzili nove in-
formacije o Y-SNP i Y-STR lokusima [14].

Detekcija Y-SNP-ova uglavnom se obavlja metodom minisekvenciranja koja podrazumeva elongaciju
specifi¢nog prajmera za jedan nukleotid, upravo na mestu gde se nalazi SNP od interesa. Poseban vid ove
reakcije koji je Siroko u upotrebi, SNaPshot (ThermoFisher Scientific, SAD), podrazumeva koris¢enje obelezenih
dideoksi nukleotida i detekciju alela na osnovu emitovane fluorescencije, dok se analiza dobijenih fragme-
nata vrsi kapilarnom elektroforezom [6].

Detekcija alela za svaki Y-STR lokus vr3i se odredivanjem duzine fragmenata dobijenih lan¢anom rekaci-
jom polimeraze (eng. Polymerase Chain Reaction, PCR) kapilarnom elektroforezom. Danas su dostupni kom-
pleti hemikalija kojima je mogucée istovremeno umnoziti vedi broj Y-STR lokusa u jednoj reakciji. Takode,
nova tehnologija sekvenciranja, osim otkri¢a novih polimorfizama, nasla je primenu i u analizi Y hromo-
zoma. Primenom MPS-a moguce je dobiti podatke o duzini fragmenata kao i standardno kapilarnom elek-
troforezom, ali je pored toga moguce utvrditi promene sekvence samih ponovaka i okolnih regiona. MPS je
veoma privla¢na metoda s obzirom da pruza vise informacija i omogucava rezoluciju alela koji se kapilarnom
elektroforezom detektuju kao aleli iste duZine. Uprkos tome, kapilarna elektroforeza je i dalje zlatni standard
kada je u pitanju detekcija minimalne koli¢ine muske komponenete u musko-zenskim mesavinama jer MPS
za sada zahteva vece kolicine DNK materijala za analizu [15].

Y hromozom u forenzici i tumacenju proslosti

Kljuc¢ni zahtev forenzi¢kih analiza DNK je da se dobije visokodiskriminativan DNK profil koji je pogodan
za identifikaciju osobe. Analiza autozomnih STR lokusa je sama po sebi dovoljna za identifikaciju, jer je DNK



profil svake osobe jedinstven. Nasuprot tome, analizom Y vezanih STR lokusa, posebno onih koji se odlikuju
relativno niskom stopom mutacija (~103 po markeru po generaciji) [16, 17] dobija se haplotip koji definise
samo paternalnu liniju, ali nema mo¢ identifikacije osobe. Stoga je Y hromozom u forenzi¢kim istragama
dugo bio ignorisan. Naime, ukoliko se Y haplotip osumnjicene osobe poklopi sa Y haplotipom traga, ne
mozZe se reci da je ta osoba donor bioloskog materijala. Kako svi njegovi srodnici po muskoj liniji imaju isti
Y haplotip, ni oni se ne mogu iskljuciti kao potencijalni donori. S druge strane, nepodudaranje Y haplotipova
bioloskog traga i osumnji¢ene osobe omogucava da se osoba iskljuci kao donor bioloskog traga. I u sluca-
jevima utvrdivanja spornog ocinstva mora se uzeti u obzir da rezultat zasnovan iskljuc¢ivo na Y-STR ha-
plotipovima ne isklju¢uje kao moguceg oca nijednog muskog srodnika u istoj paternaloj liniji. Medutim,
znacaj analize Y-STR lokusa kod utvrdivanja spornog ocinstva, odnosi se pre svega na situacije kada poten-
cijalni otac nije dostupan za analizu, ali jesu njegovi srodnici po muskoj liniji. Kao i u kriviénim istragama,
nepodudaranje Y haplotipova podrazumeva iskljucenje ocinstva, dok uslovno istovetni Y haplotipovi mogu
da ukazu da je re¢ o istoj muskoj liniji i da upotpune informaciju dobijenu analizom autozomnih STR lokusa
ukoliko postoji.

Binarne markere, poput SNP, karakterise niska stopa mutacija (reda veli¢ine 10 po bazi po generaciji)
[18], zbog ¢ega se obi¢no smatraju jedinstvenim dogadajima u evoluciji ¢oveka. Za razliku od tackastih
polimorfizama u drugim delovima genoma, Y-SNP se akumuliraju u MSY znacajno brze, $to moze da se ob-
jasni velikim brojem ¢elijskih deoba prilikom spermatogeneze i odsustvom rekombinacije u ovom regionu.
U Projektu 1000 genoma sekvencirano je 1244 humanih' Y hromozoma i ustanovljeno preko 65000 SNP-ova
[19]. Osim otkri¢a novih polimorfizama Y hromozoma, Projekat 1000 genoma pruzio je i preciznije procene
mutacionih stopa za Y-SNP lokuse. Zavisno od primenjenog pristupa, one se krecu u rasponu od 8,71x107°
[20] do 7,6x107° [21] po bazi po generaciji. Zahvaljujudi niskoj stopi mutacije, kombinacije Y-SNP markera
definisu linije porekla - haplogrupe. Muskarci koji imaju istu kombinaciju SNP-ova na Y hromozomu pri-
padaju istoj haplogrupi. Haplogrupe se koriste za konstruisanje filogenetskog stabla Y hromozoma i tu-
macenje proslosti ljudi. Precizna procena mutacionih stopa Y-SNP-ova potrebna je za finu kalibraciju Y
filogenetskog stabla i odredivanje starosti poslednjeg zajednic¢kog pretka u okviru svake haplogrupe [22].

Arhitektura filogenetskog stabla Y hromozoma obuhvata 20 osnovnih haplogrupa ili grana, koje se oz-
nacavaju slovima od A-T. Duboke grane filogenetskog stabla definisu Y SNP-ovi koji su nastali toliko davno
da su zajednicki za Y hromozome velikog broja muskaraca. U okviru svake grane vremenom su se javljali novi
SNP-ovi koji su dovodili do daljeg grananja, definisuci nove, mlade grane, koje su rasprostranjene samo u
odredenim geografskim regionima. Neki SNP-ovi su nastali toliko skoro da su prisutni samo u nekim
porodicama ili ¢ak samo kod odredene osobe (privatne mutacije), odredujuci tako potencijalno najmlade
graneY filogenetskog stabla. Odredivanje geografskog regiona odakle potic¢u preci neke osobe, tj. njegovog
biogeografskog porekla, od znacaja je u forenzi¢kim analizama jer mogu da pruze istrazne smernice ka
pronalaZenju nepoznatog pocinioca [23, 24].

Y-SNP haplogrupe i njihova globalna distribucija

Populacione studije su pokazale filogeografsku struktuiranost Y hromozoma, odnosno omogucile su
pracenje biogeografske rasprostranjenosti njegovih pojedinih grana [25]. Ta¢nije, analiza rasprostranjenosti
osnovnih i mladih grana, koje su se formirale tokom istorije i migracija ljudi, pokazala je da su pojedinci koji
zive na istom kontinentu sli¢niji medu sobom u poredenju sa onima nastanjenim na drugim kontinentima.
Ustanovljeno je, na primer, da su najdublje grane filogenetskog stabla Y hromozoma, haplogrupe A i B,
ogranic¢ene na Afriku [26, 27]. Haplogrupa B je narocito zastupljena u Etiopiji i Sudanu [27]. Grane haplogrupe
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Ci D zastupljene su u razli¢itim delovima Azije [28-31]. Haplogrupa E je veoma razgranata, sa granama E1 i
E2 prisutnim u Severoistocnoj Africi i granom E3 koja pokazuju Siroku geografsku rasprostranjenost. Naime,
grana E3a je zastupljena u Africi i medu afro-amerikancima, dok je E3b zastupljena u Severnoj Africi, Za-
padnoj Evropi i na Bliskom istoku [27, 32]. Haplogupa | je ekskluzivno evropska. Smatra se da je nastala na
tlu Evrope, sa granom |1 koja je narocito zastupljena na severu Evrope i granom 12 koja je zastupljena sa vi-
sokom ucestalos¢u na teritorijama koje naseljavaju slovenski narodi [33]. Takode, haplogrupa R je sa svoje
dve osnovne grane, R1ai R1b, posebno zastupljena na teritoriji Evrope. Procenjuje se da preko 100 miliona
zapadnih Evropljana pripada R1b grani [34], dok je R1a prisutna u isto¢noj Evropi medu slovenskim naro-
dima, ali i u Aziji [35].

Y-STR haplotipovi

Drugi tip polimorfizama koji se koristi u analizi Y hromozoma su Y-STR-ovi, zastupljeni u manjem broju
u poredenju sa Y-SNP-ovima. Sekvenciranjem ¢itavog Y hromozoma primenom MPS utvrdeno je da katalog
sekvenci Y hromozoma sadrzi oko 4500 Y-STR-ova [36]. Kombinovanom analizom Y-STR lokusa dobija se Y
vezani haplotip koji definiSe odredenu paternalnu liniju i ima Siroku primenu u forenzici, slozenim slucaje-
vima spornog ocinstva i utvrdivanju srodstva. Svi haplotipovi koji imaju iste Y-SNP-ove pripadaju istoj ha-
plogrupi. Kako se svaka mutacija u okviru Y-STR lokusa deSava na nekom Y hromozomu sa odredenom Y-SNP
haplogrupom, varijacije Y-STR alela su duboko podeljene po haplogrupama [37], zbog ¢ega se Y-STR ha-
plotipovi mogu koristiti sa razli¢citom preciznos$¢u za predvidanje Y haplogrupa i u odsustvu Y-SNP genotipova
[38-40]. S druge strane, varijacije Y-STR alela u okviru haplogrupe mogu da pruze informaciju o starosti ha-
plogrupe, s obzirom da ¢e se starije haplogrupe odlikovati ve¢im diverziteom Y-STR haplotipova [14].

Primenu u forenzici Y-STR lokusi nasli su odmah nakon sto je okarakterisan prviY-STR, DYS19[41,42], a
vremenom su pazljivo selektovani novi iz skupa sekvenci kandidata iz MSY regiona i dodavani komercijalno
dostupnim kompletima hemikalija za utvrdivanje Y haplotipova. Prvi slu¢aj u kome je koris¢ena analiza Y-
STR lokusa podrazumevao je uzorak vaginalnog brisa silovane i ubijene Zene koji je metodom diferenci-
jalne ekstrakcije [43] razdvojen na frakcije spermatozoidnih i nespermatozoidnih (epitelnih) ¢elija. U frakciji
nespermatozoidnih celija nije bilo moguée umnoziti analizirani Y-STR lokus PCR-om, dok je analiza istog
lokusa u spermatozoidnoj frakciji vaginalnog brisa dala rezultat. Dobijeni alel razlikovao se od alela dobi-
jenog analizom nespornog uzorka osumnji¢ene osobe, te je prva primena analize Y-STR lokusa po-
drazumevala isklju¢enje osumnji¢ene osobe kao potencijalnog donora bioloSkog traga. Takode, tom
prilikom je pokazano da je moguce detektovati samo DNK poreklom od muske osobe u nebalansiranoj
musko-zenskoj mesavini, kada je prakti¢cno nemoguce identifikovati muskog doprinosioca analizom auto-
zomnih STR lokusa. Nedvosmislena detekcija muske komponente u tragovima u kojima se o¢ekuju musko-
zenske mesavine sa predominantnim sadrzajem bioloskog materijala poreklom od zenske osobe i
minimalnom koli¢inom materijala poreklom od muske osobe, poput uzoraka iz seksualnih napadaili pod-
nokatnog sadrzaja, i dalje je glavno polje primene Y-STR haplotipizacije. Tako je studija na uzorku od preko
2000 bioloskih tragova iz skoro 300 sluc¢ajeva seksualnih napada pokazala da bi jedna desetina ostala
neresena da pored standardnog utvrdivanja DNK profila analizom autozomnih STR lokusa, nije primenjena
i analiza Y vezanih haplotipova [44].

Forenzicka zajednica je 1997. godine definisala minimalni set Y-STR markera koji obuhvata devet lokusa
[45]. Kako bi se postigla bolja rezolucija paternalne linije povecan je broj Y-STR markera u kompletima
hemikalija, te su tako danas dostupni i oni sa 27 Y-STR markera. Povecanje broja Y-STR markera ima tehnicka
ogranicenja jer se ne mogu neograni¢eno dodavati markeri kompletima koji se analiziraju kapilanom elek-



torforezom, $to je metoda izbora u rutinskom radu u forenzici [46]. Medutim, bolja rezolucija paternalne
linije moze se postici i upotrebom markera koji se odlikuju viSom stopom mutacije. Tako, osim vecéeg broja
markera, komercijalni kompleti koji su danas u upotrebi imaju i nekoliko markera koji se odlikuju visom
stopom mutacije. Stopa mutacije Y-STR lokusa odnosi se na promenu broja ponovaka, posebno ponovaka
u neprekinutim nizovima, u kojima veci broj ponovaka dovodi do ¢es¢eg proklizavanja DNK polimeraze
tokom replikacije [47, 48]. Lokusi koji se odlikuju viSom stopom mutacija pogodniji su za identifikaciju pa-
ternalne linije donora bioloskog traga i diferencijaciju srodnika iste paternalne linije dok su lokusi koji se
odlikuju niskom ili umerenom stopom mutacija pogodniji za asocijaciju muskarca sa paternalnom linijom
pri utvrdivanju ocinstva/srodstva [49].

Znacaj utvrdivanja stopa mutacija Y-STR lokusa

Konvencionalno koris¢eni kompleti hemikalija za utvrdivanje Y haplotipova imaju dva ogranic¢enja zbog
relatvno niske stope mutacija koris¢enih Y-STR lokusa: nemogucnost rezolucije paternalne linije u situaci-
jama kada se utvrde identi¢ni haplotipovi kod nesrodnih muskaraca kao posledica povratnih mutacija
(“slucajno identi¢ni haplotipovi”) i nemogucnost da se napravi razlika medu haplotipovima srodnika iz iste
patrenalne linije (“haplotipovi identi¢ni po poreklu”). [50]. Napredak u diferencijaciji paternalnih linija
postignut je identifikacijom 13 brzo mutirajucih (eng. Rapidly Mutating, RM) Y-STR markera [50]. Ovi marke-
ri odlikuju se stopom mutacija ve¢om od 10 po markeru po mejozi [48, 50], a njihov znacaj u diferencijaciji
muskih srodnika, ali i nesrodnih muskaraca ¢iji su “haplotipovi slucajno identi¢ni’, pokazan je u brojnim
studijama koje su usledile [7, 51-56]. Nekoliko od 13 prvobitno opisanih RM markera postao je deo komer-
cijalnih kitova [57, 58], medutim njihov relativno mali broj u komercijalnim kitovima predstavlja ograni¢enje
za diferenijaciju bliskih srodnika po muskoj liniji. Kako je upotrebom 13 RM Y-STR markera utvrdena stopa
diskriminacije muskih srodnika, udaljenih jednu do Cetiri mejoze, koja je iznosila od 20% do 60% [51, 56, 60],
paznja je usmerena ka selekciji novih kako bi se moguc¢nost diskriminacije povecala. Identifikovano je potom
12 dodatnih brzo mutirajucih Y-STR markera, a kombinacijom opisanih 25 RM Y-STR-ova kapacitet diskrim-
inacije srodnika iste paternalne linije udaljenih do Cetiri mejoze povecan je na 90% [61]. Nedavno je razvi-
jenivalidiran RMplex komplet kojim je omoguéena analiza 30 RM Y-STR-ova [62].

S druge strane, ono $to je nedostatak Y-STR lokusa kod identifikacije, predstavlja prednost kada je u pi-
tanju utvrdivanje ocinstva/srodstva i identifikacija Zrtava masovnih nesreca [46]. U ovom slucaju prednost
imaju Y-STR lokusi koji se odlikuju niskom ili umerenom stopom mutacija. Medutim, kako je povecan broj
lokusa koji su deo standardnih kompleta povecana je i moguénost da se dobiju haplotipovi koji ¢e se raz-
likovati na odredenim lokusima [46]. Kada se Y haplotipovi potencijalnog oca i sina (ili pripadnika iste pa-
ternalne linije kod uvrdivanja srodstva) razlikuju na nekom od analiziranih lokusa, postavlja se pitanje da li
je ta razlika posledica mutacija ili se zapravo ne radi o ocu i sinu. Ranije je predlozeno pravilo da se iskljuci-
vanje ocinstva vrsi ukoliko se haplotipovi razlikuju na minimum 3 Y-STR lokusa. Medutim, ovakav model
morao je da pretrpi promenu nakon rezultata vise studija. Tako je u studiji u kojoj je koris¢en komplet za ana-
lizu 17 Y-STR lokusa na 1730 parova otac-sin zabeleZeno da je jedan par imao mutaciju na 3, dok su dva para
imala mutaciju na 2 od 17 lokusa [16]. Analizom dodatnih 169 lokusa kod istih parova, 123 parova otac-sin
je imalo mutacije na 3 lokusa, 42 para na 4 lokusa, a po 3 para na ¢ak 5, 6, 7 ili 8 lokusa [17]. Ovakvi rezultati
pokazuju da koris¢enje fleksibilnog modela za isklju¢enje ocinstva ima vise smisla. Takav model po-
drazumeva da se uzme u obzir ukupan broj lokusa koji se analiziraju, njihove stope mutacija, kao i razlike u
broju ponovaka na alelima koji se ne podudaraju s obzirom da vec¢ina mutacija STR lokusa podrazumeva
promenu u jednom ponovku [46].

I Trendovi u molekularnoj biologiji

281



E Trends in Molecular Biology

Za ispravnu i tacnu interpretaciju dobijenih profila neophodne su pouzdane procene stopa mutacija
[63]. Poznavanje mutacionih stopa potrebno je i za procenu vremenske udaljenosti do najskorijeg zajed-
ni¢kog pretka u genealoskim studijama. Za procenu stopa mutacija koriste se razliciti pristupi. Jedan pristup
podrazumeva utvrdivanje broja mutacija u parovima otac-sin [16, 17, 64, 65]. Kako bi se postigla sto pre-
ciznija procena, potrebno je analizirati veliki broj parova otac-sin. Drugi pristup podrazumeva analizu velikih
porodicnih stabala koje omogucavaju utvrdivanje stopa mutacija Y-STR lokusa koris¢enjem ograni¢enog
seta uzoraka koji su razdvojeni velikim brojem mejoza [7, 56, 66]. Medutim, oba pristupa imaju svoja
ograni¢enja. Analiza parova otac/sin ne uzima u obzir mogudi uticaj razli¢itih faktora na vremenskoj skali na
stope mutacije, dok se za velika i duboka porodi¢na stabla ancestralni haplotip rekonstruise na osnovu ha-
plotipova savremenika dostupnih za analizu, te su moguce greske u proceni mutacionih stopa zbog posto-
janja skrivenih mutacija u oba smera (povecanje i smanjenje broja ponovaka) i paralelnih mutacija u
razlicitim granama stabla, koje nije moguce detektovati [60]. Stoga, posebno za RM Y-STR, direktno pracenje
transmisija kod dovoljno velikog broja parova otac-sin, predstavlja bolji pristup za utvrdivanje stopa mu-
tacija. Stavise, samo ovaj pristup omogucava da se nedvosmisleno odredi za koliko se pove¢ao odnosno
smanjio broj ponovaka, kao i da se okarakterise smer mutacija (smanjenje ili povecanje broja ponovaka)
[61].

Poklapanje Y-STR haplotipova - znacaj velike baze podataka

U istrazi jednog krivi¢nog dela utvrdeno je da se Y haplotip bioloskog traga poklapa sa Y haplotipom
osumnji¢ene osobe na 23 Y-STR lokusa [67]. Kako su i sedmorica njegovih bliskih rodaka po muskoj liniji
imali identi¢ne haplotipove, kombinacijom dostupnih kompleta hemikalija i 13 RM Y-STR utvrdeni su hap-
lotipovi na 47 Y-STR markera, ali ponovo i njihovo medusobno poklapanje [67]. Medutim, na osnovu
ucestalosti haplotipa u populaciji i primenom odgovarajuceg matematickog modelovanja [68] utvrdeno je
da je Sansa da se slu¢ajnim mutacijama generisu identi¢ni haplotipovi tako visoke rezolucije van Sire
porodice veoma mala [67]. Tome u prilog dalje govore i rezultati studije u kojoj je analizirano 128 potomaka
jednog muskarca, u kojoj je pokazano da 12 savremenika, razdvojenih od 9 do 18 mejoza, ima identi¢an
haplotip na 36 Y-STR markera [56]. S druge strane, pripadnici iste muske linije mogu se razlikovati na ¢ak 18
od ukupno 36 analiziranih Y-STR markera, ukljucujucii 13 RM [56], Sto sve treba uzeti u obzir prilikom foren-
zi¢kih istraga i utvrdivanja srodstva.

Kako bi se ispravno tumacdili rezultati i procenila tezina dokaza u slu¢ajevima kada se utvrdi poklapanje
Y haplotipova pri ispitivanju srodstva ili Y haplotipa osumnji¢ene osobe sa Y haplotipom bioloskog traga,
potrebno je poznavanje ucestalosti Y haplotipova u opstoj populaciji. Saradnjom preko trideset forenzickih
i antropoloskih institucija iz Evrope, iniciranom nauénicima sa Univerziteta Sarite (Charité University) iz
Berlina, napravljena je kolekcija od preko 5000 minimalnih haplotipova. Na taj nacin je 2000. godine formi-
rana, sada najveca, baza podataka koja sadrzi Y-STR haplotipe anonimnih osoba iz svih delova sveta (Y chro-
mosome haplotype reference database, YHRD) [69]. VisegodiSnjim dopunjavanjem i prosirivanjem podataka,
pre svega kada je u pitanju broj Y-STR lokusa koji su deo haplotipa, poslednji put je dopunjena u februaru
2022. godine, 5to je bilo njeno 67. izdanje. (www.yhrd.org).

Biogeografsko poreklo mnogo bolje oslikavaju Y-SNP markeri u poredenju sa Y-STR markerima zbog
nize stope mutacija. Medutim, sa porastom broja haplotipova u YHRD, postajala je jasno uocljiva bio-
geografska struktuiranost i Y-STR haplotipova Sirom sveta [68]. Skup Y-STR profila rasprostranjenih na nekoj
teritoriji, a koji su deo jedne ili nekoliko zajednickih linija porekla ¢iji su nosioci tu teritoriju nastanili u dalekoj
proslosti, oznacava se kao “metapopulacija” [70, 71]. Metapopulacije su vremenom stabilizovane kultur-



oloskim i socioloskim faktorima ukljucujuci zajednicki jezik [72, 73], patrilokalno$¢u drustvenih zajednica [74]
i/ili geografskim barijerama [75]. Kako bi bolje oslikavala Y-specifi¢ne strukture metapopulacija, reorgani-
zovana je i YHRD baza, te je danas pretragom iste moguce utvrditi ucestalost odredenog haplotipa u okviru
metapopulacije. Ovo je od posebnog znacaja u istragama krivi¢nih dela i tumacenju dobijenog Y-STR ha-
plotipa, s obzirom da je prava slika njegove ucestalosti u okviru konkretne metapopulacije, a ne svih svetskih
metapopulacija, gde se taj haplotip mozda uopste ne javlja. Da li ¢e se pretragom baze utvrditi poklapanje,
kao i da li su u pitanju “slu¢ajno identi¢ni haplotipovi”ili “haplotipovi identi¢ni po poreklu” zavisi od broja
lokusa obuhvacenih haplotipom, njihove stope mutacija, veli¢ine baze i struktuiranosti same populacije
[67]. Vedi broj markera po haplotipu i vise stope mutacija povecavaju verovatno¢u da su “haplotipovi ide-
nti¢ni po poreklu”, a ne “slu¢ajno identi¢ni”. Ovo je takode od znacaja za forenzicke istrage jer se u slucaju
poklapanjaY haplotipova visoke rezolucije izmedu srodnika jedne muske linije istraga moze suziti samo na
tu liniju [67].
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