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Funkcionalna analiza genske varijante C20068T u 3'kraju gena za protrombin ¢oveka i

njena uloga u patogenezi trombofilije

REZIME

Protrombin (Faktor II) je prekursor trombina, jednog od klju¢nih molekula u
odrzavanju hemostazne ravnoteze. PoviSeni nivo protrombina dovodi do poremecaja
hemostazne ravnoteze i stanja hiperkoagulacije, koje se manifestuje pojavom tromboza.
Pokazano je da 3'kraj protrombinskog gena poseduje nekanonsku organizaciju, usled
Cega je podlozan mutacijama koje dovode do povecane ekspresije protrombina i
poviSenog rizika za pojavu trombofilije.

U okviru prethodne studije, sprovedene u Laboratoriji za molekularnu biologiju,
Instituta za molekularnu genetiku i geneti¢ko inzenjerstvo, Univerziteta u Beogradu, u
poslednjem egzonu gena za protrombin identifikovana je promena citozina (C) u timin
(T) na mestu 20068. Ova genska varijanta dovodi do zamene CGC kodona za arginin u
CGT kodon koji takode kodira za arginin na poziciji 608 u proteinu. U bazi
dsSNP/NCBI je klasifikovana kao sinonimna promena, pod brojem rs3136532.
Pokazano je da je ova genska varijanta zastupljenija kod pacijenata sa trombozama i da
njeno prisustvo dovodi do povecane ekspresije iRNK.

Prvi deo istraZivanja, u okviru ove doktorske disertacije, podrazumevao je
odredivanje ucestalosti genske varijante C20068T u grupi pacijenata sa trombofilijom,
kao 1 u odgovarajucoj grupi zdravih ispitanika, ¢ime bi se utvrdilo da li ova varijanta
predstavlja potencijalni novi trombofilni marker. Drugi deo istrazivanja obuhvatio je
funkcionalnu analizu C20068T varijante, u cilju rasvetljavanja mehanizma kojim ova
sinonimna varijanta uti¢e na promenu ekspresije gena za protrombin.

U okviru ove studije testirano je ukupno 797 ispitanika, od toga 606 pacijenata i
191 ispitanik kontrolne grupe. Pacijenti su podeljeni u grupe, shodno poremecaju od
koga su bolovali, u grupu pacijenata sa tromboti¢kim poremecajima (443 pacijenta, od
cega: 106 sa cerebrovaskularnim insultom, 101 sa pluénim embolizmom, 175 sa
trombozom dubokih vena i 61 sa kombinovanim trombotickim poremecajima) i grupu
pacijentkinja sa spontanim pobacajima (163 pacijentkinje).

U grupi pacijenata sa cerebrovaskularnim insultom detektovana su tri

heterozigotna nosioca C20068T varijante (OR 5,53; P=0,13). U grupi pacijenata sa



izolovanim plué¢nim embolizmom takode su detektovana tri heterozigotna nosioca (OR
5,81; P=0,12). Kod pacijenata sa trombozom dubokih vena detektovano je Sest nosilaca
(OR 6,74; P=0,057), dok su kod pacijenata sa kombinovanim tromboti¢kim
poremecajima detektovana tri nosioca (OR 9,83; P=0,045). U ukupnoj grupi pacijenata
sa tromboti¢kim poremecajima, prisustvo C20068T varijante u heterozigotnom obliku je
predstavljalo statisticki znacajan faktor rizika (OR 6,66; P=0,049). U grupi Zena sa
spontanim pobacajima detektovana su 4 heterozigotna nosioca ove genske varijante (OR
4,26; P=0,31). U ovoj studiji nisu detektovani homozigotni nosioci C20068T varijante.

Prisustvo C20068T varijante dovodi do povecanja koli¢ine protrombina u
plazmi pacijenata koji su heterozigotni nosioci ove varijante. U odnosu na standardnu
plazmu (referentna vrednost 100), kvantifikovana koli¢ina protrombina u plazmi
pacijenata iznosila je 143,65+28,8; P<0,05.

Dalja funkcionalna analiza C20068T je pokazala da ova varijanta dovodi do 1,60
puta povecane ekspresije protrombinske iRNK u odnosu na wt (wild type). Ovi rezultati
su dobijeni relativnom kvantifikacijom iRNK metodom real-time PCR na odabranim
klonovima stabilno transfekovanih cos-7 ¢elija za koje je utvrdeno da imaju isti broj
kopija inserata. Za potrebe ovog eseja, prvi put je standardizovana nova metoda za
odredivanje broja kopija transgenih inserata (metod qfPCR-kapilarna elektroforeza).

In silico predikcija sekundarne strukture poslednjeg egzona protrombinskog
gena je pokazala da prisustvo T na mestu 20068 dovodi do promena u sekundarnoj
strukturi egzona i potencijalno moze da uti¢e na stabilnost iRNK. Medutim, esej
ispitivanja stabilnosti iRNK u cos-7 ¢elijama stabilno transfekovanim wt i 20068T
konstruktima je pokazao da prisustvo bazne zamene C u T ne dovodi do znacajnih
promena u stabilnosti iIRNK za protrombin.

Ova studija je obuhvatila i odredivanje potencijalnih razlika u mestu iskrajanja
izmedu protrombinskih iRNK dobijenih iz c¢elija transfekovanih wt i 20068T
konstruktima. Rezulati su pokazali da prisustvo 20068T varijante dovodi do stvaranja
transkripata sa manjom duzinom 3'kraja u poredenju sa wt transkriptima.

Analiza DNK/protein interakcija je obuhvatila EMSA esej sa identifikacijom
vezanih proteina masenom spektrometrijom i metod odredivanje mesta vezivanja
proteina za jednolan¢anu DNK probu esejem FP-PCR (Footprinting Primer-PCR) koji

je standardizovan u okviru ove studije. Rezultati masene spektrometrije su pokazali da



se za region wt probe vezuje 11 proteina, dok se za 20068T probu vezuju tri proteina iz
jedarnog ekstrakta HepG2 celijske linije. Identifikovani proteini pretezno pripadaju
familiji heterogenih nuklearnih ribonukleoproteina, ali na osnovu njihovih do sada
opisanih funkcija nije mogucée pretpostaviti koja bi bila njithova uloga u regulaciji
ekspresije gena za protrombin. Ispitivanje interakcije jedarnih proteina HepG2 ¢elija sa
jednolan¢anom DNK probom FP-PCR metodom je pokazalo da prisustvo T na mestu
20068 dovodi do stvaranja vezivnog mesta za protein ili proteinski kompleks koje se ne
vezuje za wt varijantu.

Rezultati ove studije su pokazali da C20068T varijanta predstavlja novi,
znacajni trombofilni marker sa ucestalos¢u od oko 3% u grupi pacijenata Sa
trombofilijom. Funkcionalna analiza je pokazala da prisustvo ove varijante dovodi do
povecane koli¢ine protrombina u plazmi pacijenata, kao i do povecane ekspresije
IRNK za protrombin u ¢elijama stabilno transfekovanim 20068T konstruktom. Dalja
funkcionalna analiza je pokazala da ova genska varijanta dovodi do povecéane ekspresije
protrombina na vise nivoa regulacije, uticuéi na duzinu 3'kraja protrombinske iRNK,
njenu sekundarnu strukturu, DNK-protein interakcije i interakcije sa regulatornim
proteinima. Na osnovu dobijenih rezultata, C20068T predstavlja funkcionalnu
sinonimnu gensku varijantu, ¢iji mehanizam delovanja do sada nije opisan i potrebne su

dalje studije da bi se on do kraja rasvetlio.
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The functional analysis of the C20068T gene variant in the 3’end of the protrombin

gene and its role in the pathogenesis of thrombophilia

ABSTRACT

Prothrombin (Factor I1) is a precursor of thrombin, one of the key regulatory
enzymes in the maintainance of haemostasis. Elevated level of prothrombin leads to
haemostatic disbalance and hypercoagulation, which can manifest as thrombotic
disorders. The 3’end of the prothrombin gene has noncanonical architecture that is
sensitive to gain-of-function mutations, leading to increased prothrombin expression
and elevated risk for thrombophilia.

In our previous study we detected a novel C to T point mutation at the position
20068 in the last exon of the prothrombin gene. This gene variant leads to exchange of
CGC to CGT codon which both code for arginine at the position 608 in the protein.
C20068T gene variant is clasified as synonymous gene variant, under reference SNP ID
number 3136532. This variant was more frequent in the patients with thrombosis
compared to controls and leads to increased prothrombin mRNA expression.

The first aim of this study was to determine the prevalence of C20068T gene
variant in patients with thrombopbhilia, as well as in healthy controls. The second aim of
this study was to elucidate the mechanism by which C20068T variant affects the
prothrombin gene expression and pathogenesis of thrombophilia.

This study included 797 subjects, divided in study and control groups. Patients
were divided in five groups, according to thrombotic event they suffered from: 443 with
several thrombotic manifestations, including 106 patients with cerebrovascular insult,
101 patient with pulmonary embolism, 175 patients with deep vein thrombosis and 61
patient with combined thrombotic events. This study also included 163 women who
suffered from foetal losses. In the groups of patients with cerebrovascular insult, we
have detected three heterozygous carriers of C20068T variant (OR 5.53; P=0.13), as
well as in the group of patients with isolated pulmonary embolism (OR 5,81; P=0,12. In
patients with deep vein thrombosis, 6 carriers of 20068CT genotype were detected (OR
6.74; P=0.057. Three heterozygous carriers were detected in the patients with combined
thrombotic manifestations (OR 9.83; P=0.045). Our results indicate that C20068T

represents significant risk factor for thrombotic occurence (OR 6.66; P=0.049). Four



heterozygous carriers were detected in women with foetal loss (OR 4.26; P=0.31). No
homozygous carriers of C20068T gene variant were detected in this study.

Our results have shown that the presence of C20068T variant leads to the
increase of prothrombin level in the plasma of heterozygous carries. Compared to the
standard plasma (reference value 100), quantified the amount of prothrombin in the
plasma of patients was 143.65 + 28.8 (P < 0.05).

Further functional analysis of C20068T variant showed that this variant leads to
1.60-fold increased prothrombin mRNA expression, compared to wild type (wt)
prothrombin mMRNA. These results were obtained by relative quantification of mRNA
by real-time PCR, using the stably transfected cos-7 cell clones with same transgene
copy number. For the purposes of this study, we have standardized the new method for
determination of the transgene copy number (qfPCR-capillary electrophoresis).

In silico prediction of the secondary structure of the last exon of the prothrombin
gene revealed that the presence of T at the position 20068 leads to a change in the
secondary structure and can potentially affect the stability of the mRNA. However, the
measurment of mMRNA stability in cos-7 cells stably transfected with wt and 20068T
constructs showed that C to T substitution does not lead to significant changes in the
stability of prothrombin mRNA.

This study also included the determination of potential differences in the choice
of cleavage site in prothrombin mRNA extracted from cells transfected with wt and
20068T constructs. The results showed that the presence 20068T leads to generation of
transcripts with a shorter 3'end compared to wt transcripts.

DNA-protein interaction analysis included EMSA assay with the identification
of proteins by mass spectrometry and the assay for determination of the protein
interactions with the single-stranded DNA probes. This assay, Footprinting Primer-PCR
(FP-PCR), was for the first time standardized in this study. The results of the mass
spectrometry revealed that 11 proteins have bonded with wt probe and 3 proteins have
bonded with 20068T probe. Identified proteins mainly belong to the family of
heterogenous nuclear ribonucleoproteins, but their role in the regulation of the
prothrombin expression remains to be elucidated. Investigation of the interaction of
HepG2 nuclear proteins with single-stranded DNA (ssDNA) probe by FP-PCR method



have shown that the presence of T at the position 20068 results in the formation of the
ssDNA/protein complex binding site that does not exist in the wt DNA probe.

The results of this study showed that C20068T variant represents a new
significant thrombophilic marker, with a frequency of approximately 3% in the group of
patients with thrombophilia. Functional analysis demonstrated that the presence of this
variant leads to increased prothrombin plasma level in, as well as, to an increased
prothrombin mRNA expression. Further analysis has elucidated that C20068T variant
most likely affects prothrombin expression on several levels of gene expression
regulation, including the lenght of the prothrombin mRNA 3’end, its secondary
structure, DNA-protein interactions and interactions with other regulatory proteins.
Based on our results, C20068T variant is a functional synonymous gene variant, whose

exact mechanim of action remains to be elucidated in our further studies.
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1. UvVOD

1.1. Trombofilija

1.1.1. Opsti pregled hemostaze

Hemostaza predstavlja jedan od mehanizama za odrzavanje normalne
homeostaze organizma [1]. Prevashodna funkcija hemostaze je odrzavanje te¢nog stanja
krvi i njenog normalnog protoka kroz cirkulaciju, a u slucaju povrede krvnog suda
spreCavanje gubitka krvi kroz formiranje krvnog ugruska na mestu povrede. Normalna
hemostaza se odrzava osetljivom ravnotezom izmedu prokoagulantnih i
antikoagulantnih faktora, a svako narusavanje ove ravnoteze moze dovesti do krvarenja
ili formiranja krvnih ugrusaka koji dovode do zalepljenja krvnog suda. Glavne
komponente hemostaznog sistema su: endotel krvnih sudova, trombociti, proteini
koagulacione kaskade, kao i inhibitori koagulacije i sistem fibrinolize [1].

Vaskularni endotel predstavlja barijeru koja odvaja ¢elije krvi i faktore plazme
od visokoreaktivnih molekula i proteina smestenih u dubljim slojevima zidova krvnih
sudova [2]. U slucaju povrede krvnog suda, nakon lokalne vazokonstrikcije glatke
muskulature na mestu ostecenja, endotelne Celije zapo€inju sintezu hemostatskih faktora
koji omogucavaju dalje formiranje krvnog ugruska (tkivni faktor i fon Vilebrandov
faktor) [3, 4].

Trombociti nastaju od prekursorskih Celija kostne srzi-megakariocita [5, 6]. U
cirkulaciji su prisutni u neaktivnom obliku kao pojedina¢ne celije, jer ne adheriraju na
neoste¢eni vaskularni endotel. U slucaju povrede krvnog suda, trombociti zapocinju
adheziju na mestu povrede, kroz receptorske kontakte sa fon Vilebrandovim faktorom,
fibrinogenom i fibronektinom [7]. Potom sledi aktivacija trombocita i sekrecija faktora
iz trombocitnih granula koji omogucéavaju dalju agregaciju trombocita i formiranje
trombocitnog ugruska, kao i pokretanje koagulacione kaskade (Slika 1).

Proteini koagulacione kaskade imaju klju¢nu ulogu u stvaranju fibrina koji je
glavna komponenta krvnog ugruska. Faktori koagulacije su u cirkulaciji prisutni u
neaktivnoj formi (profaktori). Neaktivni faktori se u nizu enzimskih reakcija aktiviraju,
po kaskadnom principu, a kao krajnji proizvod nastaje fibrin koji omoguc¢ava stvaranje
krvnog ugruska. Sistem za koagulaciju moze da se aktivira na dva nacina, kroz
spoljaSnji i unutrasnji put, a novija istrazivanja pokazuju da in vivo postoji interakcija

Doktorska disertacija Bioloski fakultet 1
Univerzitet u Beogradu



lva B. Pruner

ova dva puta [3, 7-10]. Unutrasnji i spoljasnji put se spajaju u zajednicki put, pri c¢emu u
poslednjem koraku dolazi do stvaranja trombina koji dovodi do prevodenja fibrinogena
u fibrin i stvaranja krvnog ugruska. Trombin je centralni regulatorni molekul procesa
koagulacije, koji pored prevodenja fibrinogena u fibrin, mehanizmima pozitivne i
negativne povratne sprege reguliSe Citav proces i omoguéava normalno odvijanje

hemostaze (Slika 1) [11].

S~ krvni
ugrusak

Slika 1. Koagulaciona kaskada i proces formiranja krvnog ugruska.

Preuzeto i modifikovano sa [www.rndsystems.com]

U odrzavanje normalne hemostaze su ukljuceni i inhibitori koagulacije, koji

specifi¢no inhibiraju razlicite faktore koagulacije. Najznacajniji inhibitori koagulacije
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su antitrombin, protein C, protein S, trombomodulin, inhibitor puta tkivnog faktora
(TFPI), C1 inhibitor, al-proteazni inhibitor, a2-makroglobulin, heparin kofaktor Il i
drugi [12].

Razgradnja krvnog ugruska deSava se nedugo nakon njegovog formiranja, kao
deo normalne hemostaze, §to omogucava ponovno uspostavljanje toka krvi i dalji
oporavak ostecenog tkiva. Proces razgradnje krvnog ugruska naziva se fibrinoliza. Kao i
u slucaju formiranja ugruska, njegova razgradnja podrazumeva niz koraka koje
kontroliSu aktivatori i inhibitori, formirajuci fibrinoliticku kaskadu. Plazminogen, glavni
proenzim fibrinolitickog procesa prisutan je u Krvi u neaktivnoj formi. Delovanjem
aktivatora plazminogena on se prevodi u aktivnu formu, plazmin. Plazmin vrsi digestiju
fibrinskih lanaca, pri ¢emu nastaju solubilni fibrinski degradacioni proizvodi. Aktivnost
plazmina regulisana je inhibitorima fibrinolize, medu kojima su najznacajniji inhibitori
aktivatora plazminogena (PAI-1 i PAI-2) i op-antiplazmin [13].

Poremecaji hemostaze javljaju se u slucaju nedostatka ili poremeéene funkcije
jednog ili vise ucesnika ovog procesa [14]. U slucaju poremecene hemostaze dolazi do
odstupanja od hemostazne ravnoteze u sSmeru hipo- ili hiperkoagulacije, $to za posledicu
ima krvarenje (hemoragija) ili zacepljenje krvnog suda (tromboza). Hiperkoagulacija se
javlja usled povecanja nivoa koagulacionih faktora i/ili smanjenog nivoa prirodnih
inhibitora koagulacije i faktora fibrinolitickog sistema (Slika 2).

PROTOK KRVI
T ENDOTEL KRVNIH SUDOVA H
R KRVNI KONSTITUENTI E
o L_v I | . | ed
M —-”'/ \\ —_ R
B HIPERKOAGUABILNO| NORMALNA "\H1POKOAGUABILNO
O STANJE \ HEMOSTAZA ' STANJE A
= G
A C NS0 NS o I
J
A
Slika 2. Odrzavanje hemostazne ravnoteze.
Preuzeto i modifikovano iz Rasche H, 2001 [14]
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1.1.2. Tromboze i trombofilija

Tromboze predstavljaju patofiziolosko stanje usled koga dolazi do stvaranja
tromba (krvnog ugruska) koji dovodi do zacepljenja krvnog suda. Tromb nastaje kao
posledica poremecene ravnoteze izmedu faktora ukljuCenih u odrzavanje normalne
hemostaze: endotel krvnih sudova, trombociti, koagulacioni i fibrinoliticki sistem.
Tromboze se dele na arterijske i venske, a zbog razlika izmedu arterijskog i venskog
krvotoka, razlikuju se i tipovi trombova koji nastaju u njima. U arterijama preovladava
’beli tromb’” koji je bogatiji trombocitima, sa manjim udelom fibrina, dok u venama
preovladava *’crveni tromb’’, bogatiji fibrinom i eritrocitima [15]. NajceSc¢e posledice
arterijskih tromboza su infarkt miokarda i mozdani udar, dok su naj¢es¢e manifestacije
venskih tromboza tromboze dubokih vena i pluéni embolizam, koji mogu da se
manifestuju i kao venski tromboembolizam. Venski tromboembolizam ima ucestalost
od 1 na 1000 stanovnika godi$nje i najces¢i je uzrok smrti kod trudnica, porodilja i
hospitalizovanih pacijenata [16].

Tromboze su multifaktorijalno oboljenje koje nastaje usled interakcije veéeg
broja steCenih i naslednih faktora. Najces¢i steCeni faktori za areterijske tromboze su:
puSenje, dijabetes, gojaznost i hiperholesterolemija, a u slucaju venskih tromboza
hirurSke intervencije, traume, imobilizacija, maligniteti, imunizacija, trudnoca 1
puerperijum [15, 16].

Trombofilija u najSirem smislu obuhvata sva nasledna 1 ste¢ena klinicka stanja

povisene sklonosti ka nastanku tromboze.

1.1.3. Nasledni faktori rizika za nastanak trombofilije

Na mogu¢i znacaj naslednih faktora u etiologiji trombofilije ukazala su
familijarne tromboze, odnosno povecana sklonost ka tromboziranju kod veceg broja
¢lanova jedne porodice. U poslednjih pedeset godina opisan je veci broj mutacija koje
povecavaju rizik za nastanak tromboza. Ove mutacije podeljene su u tri grupe: 1)
mutacije u genima koji kodiraju za inhibitore koagulacije, Sto dovodi do smanjene
inhibicije koagulacije, 2) mutacije u genima koji kodiraju za prokoagulantne faktore, sto
dovodi do povecane sinteze ovih faktora ili smanjene inhibicije, 3) mutacije u genima
koji kodiraju faktore fibrinolitiCkog sistema, usled Cega dolazi do poremecenog

funkcionisanja fibrinolize [17].
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Prvi nasledni poremecéaj, doveden u vezu sa trombofilijom, bio je deficijencija
antitrombina (AT), opisana 1965. godine od strane Egeberga i saradnika [18]. AT
deficijencija se javlja usled mutacija u genu SERPINC1. Homozigotni nosioci mutacija
nisu kompatibilni sa zivotom. Osamdesetih godina proslog veka opisane su mutacije
koje dovode do deficijencija proteina S i proteina C [19, 20]. Do deficijencije proteina C
dolazi usled mutacija u genu koji kodira protein S (PROC gen), dok se deficijencija
proteina S javlja usled mutacija u PROS1 genu. Ovi poremecaji su retki u opstoj
populaciji, ali su povezani sa visokim rizikom za dobijanje tromboza.

Prekretnicu u istrazivanju naslednih osnova trombofilije predstavlja otkrice
rezistencije na aktivirani protein C (APCR) od strane Dalbaka i saradnika i mutacije
G1691A u genu za faktor V (FV Leiden mutacija) od strane Bertine i saradnika [21, 22].
FV Leiden mutacija dovodi do zamene aminokiseline arginin glutaminom na poziciji
506 u proteinu. Faktor V GIn506 se normalno aktivira trombinom, ali je njegova
inaktivacija aktiviranim proteinom C otezana $§to dovodi do produzenog
prokoagulantnog dejstva [22, 23]. Produzeno dejstvo aktiviranog faktora V dovodi do
poremecene hemostazne ravnoteZe i pomeranja ka hiperkoagulantnom stanju. Mutacija
je prisutna kod 15-50% bolesnika sa venskim tromboembolizmom i kod 5% individua u
opstoj populaciji. FV Leiden mutacija je najucestalija mutacija kod pacijenata sa
trombofilijom, dok je druga po ucestalosti genska varijanta u 3'nekodiraju¢em regionu
gena za protrombin (FII G20210A) [24]. Varijanta FII G20210A je povezana sa
povecanim nivoom protrombina u krvi. Ucestalost genske varijante FII G20210A u
opstoj populaciji iznosi 1-6%, dok je kod pacijenata sa trombofilijom ucestalost 6-18%.
Zbirno, FV Leiden mutacija i FII G20210A varijanta su prisutne kod vise od dve tre¢ine
pacijenata sa trombofilijom [16].

U poslednjih desetak godina veci broj genskih varijanti u razli¢itim genima
povezan je sa povecanim rizikom ka trombozama. Insercija 23bp u egzonu 3 gena za
endotelijalni receptor za protein C/aktivirani protein C povecava rizik za pojavu
tromboza [25]. Disfibrinogenemije uglavnom izazivaju krvarenja, ali je pokazano da
odredeni genotipovi mogu dovesti do tromboembolija, kao Sto su fibrinogen y C10034T
I fibrinogen B 455G/A [26].

Medu genskim varijantama koji dovode do poremecaja fibrinolitickog sistema,

najve¢i znafaj ima 4G/5G varijanta u promotoru PAI-1 gena, koja za posledicu ima
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povisenu ekspresiju PAI-1 proteina, a samim tim i povec¢anu inhibiciju fibrinolize, §to
dovodi do hiperkoagulacije [27].

Razvoj novih tehnologija, poput sekvenciranja nove generacije, omogucio je
analizu velikog broja gena i identifikaciju novih potencijalnih faktora rizika kod
pacijenata sa trombofilijom. Nedavno objavljena studija, u kojoj je analizirano 20000
SNPova (engl. Single Nucleotide Polymorhisms) u okviru 11000 gena, kod 3000
pacijenata sa trombozama i 5000 zdravih osoba pokazala je viSu ucestalost nekoliko
genskih varijanti u okviru gena za CYP4V2, AT, Faktor Xl i glikoprotein 6 kod
pacijenata sa trombozama, $to potencijalno moze doprineti patogenezi trombofilije [28].

Velika GWAS (engl. Genome-Wide Association Study) koja je obuhvatila
analizu 317000 SNPova kod 453 bolesnika sa venskim tromboembolizmom i 1327
zdravih ispitanika pokazala je jasnu udruzenost samo tri genske varijante: jedne u genu
za faktor V i dve u genima koji determini§u ABO krvni sistem. Prema ovoj studiji, FV
Leiden mutacija predstavlja najveéi rizik za venski tromboembolizam, dok krvne grupe
O i A2 predstavljaju manje faktore rizika. Druge detektovane varijante nisu pokazale
statisticki znacajno vecu ucestalost kod pacijenata sa trombozama [29].

Odredene genske varijante mogu predstavljati i protektivne faktore za tromboze,
poput varijante G>T u genu za faktor XIIl koji dovodi do aminokiselinske zamene
arginina za leucin u proteinu, $to znac¢ajno smanjuje rizik za pojavu tromboza [30].

Obzirom da su tromboze multifaktorijalno oboljenje, od velikog je znacaja
ispitivanje uticaja prisustva dve ili viSe genskih varijanti, njihove medusobne
interakcije, kao i interakcije sa sredinskim faktorima. Pacijenti koji su kombinovani
heterozigoti za FV Leiden 1 FII G20210A imaju 2,6 puta veci rizik za nastanak
tromboza nego nosioci samo FV Leiden mutacije [31].

lako je opisan veliki broj genskih varijanti, njihova primena kao trombofilnih
markera je ogranicena. Za vecinu novoopisanih varijanti nije utvrdena jasna udruzenost
sa pojavom bolesti, pa se u dijagnostici trombofilije najceS¢e Kkoristi utvrdivanje
prisustva deficita AT, proteina C i proteina S, kao i FV Leiden i FI1 G20210A genskih
varijanti [32].

Doktorska disertacija Bioloski fakultet 6
Univerzitet u Beogradu



lva B. Pruner

1.2. Protrombin

1.2.1. Gen za protrombin

Gen za protrombin Coveka je sekvenciran 1987. godine od strane Degen i
saradnika i dugacak je ~21 kb, sadrzi 14 egzona, duzine 25-315 bp, razvojenih sa 13
introna ¢ije se duzine kre¢u od 84-9447 bp [33]. Purinske i pirimidinske baze su
priblizno jednako distribuirane u genu, sa 23% adenina, 25% citozina, 25,6% guanina i
26,4% timina. Priblizno 40% gena za protrombin Cine repetitivne sekvence koje
pripadaju Alu i Kpn familiji. Ovako visok udeo repetitivnih sekvenci nije uobicajen za
sisarske gene. Rojl i saradnici su 1987. godine utvrdili poziciju protrombinskog gena na
hromozomu 11(p11-g12), u blizini centromere [34]. Informaciona RNK (iRNK) koja se
sintetiSe sa ovog gena dugacka je oko 2300 bp, zajedno sa S5’netranslatirajuéim
regionom i poli(A) repom (Slika 3). Gen za protrombin je predominantno eksprimiran u
jetri, ali je pokazano da se u manjoj meri eksprimira u mozgu, dijafragmi, bubrezima,

kao i u placentalnom i adrenalnom tkivu [35].

12 1314
] H 20 kb

iRNK | 2 «b

Egzon
Protein |Pro|GLA [Kringl 1

Slika 3. Strukturna organizacija protrombinskog gena, iIRNK i proteina.

Preuzeto i modifikovano iz Lictman LA, Kipps TJ, Seligsohn U, Kaushansky K, Prchal

JT; Williams hematology, 8th Edition; www.accessmedicine.com
Promotor gena za protrombin ¢oveka, slicno promotorima za faktore VII i XI i
proteina C, ne sadrzi konsenzusne TATA i CCAAT sekvence. Smatra se da odsustvo
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ovih sekvenci u promotoru protrombinskog gena doprinosi heterogenosti mesta za
inicijaciju transkripcije, koja su grupisana u regionu -40 do -20 nukleotida u odnosu na
mesto pocetka translacije. U okviru promotora protrombinskog gena takode se nalaze i
GC-bogati regioni, Cija uloga u regulaciji transkripcije ovog gena jos uvek nije
razjas$njena [36]. U okviru promotorskog regiona prisutna su najmanje dva regulatorna
elementa. U eksperimentima finog mapiranja, pokazano je da je prvih 400 bp uzvodno
od mesta pocetka transkripcije neophodno za bazalnu aktivnost promotora, a narocito 72
bazna para smestena uzvodno od glavnog mesta pocetka transkripcije. U ovom regionu
postoje vezivna mesta za veci broj jedarnih proteina. Dodatni regularni element nalazi
se uzvodnije, na poziciji od -922 do -845 nukleotida i ima pojacavacku (engl. enhencer)
funkciju, neophodnu za regulaciju ekspresije protrombinskog gena [37]. Uklanjanje
pojacavackog regiona dovodi do smanjenja transkripcione aktivnosti od 90%. Ovaj
udaljeni element, funkcionise u obe orijentacije, a u okviru njega su prisutna najmanje
tri mesta za koja se vezuju faktori odgovorni za jetra-specifi¢nu ekspresiju protrombina
[38]. Pokazano je da se za mesto 1 u pojacava¢kom regionu, na poziciji -922 do -897
nukleotida vezuje HNF4-a (engl. hepatocyte nuclear factor). Za mesto 2, na poziciji -
895 do -871 vezuju se HNF1-a, HNF3-f i jedan za sada neidentifikovani transkripcioni
faktor [38, 39]. Mesta vezivanja HNF faktora u ovom regionu se najverovatnije
preklapaju i medusobno iskljucuju. Na mestu 3 (-680 do -836) vezuju se Spl i Sp3
(engl. specificity protein). Sva tri mesta vezivanja regulatornih proteina su veoma
znaajna za normalnu transkripciju protrombinskog gena. Nemoguénost vezivanja
HNF3-B dovodi do dramaticnog smanjenja aktivnosti promotora, dok nevezivanje
HNF4-a ili Sp1/Sp3 ima umerenije efekte na aktivnost promotora.

3'kraj gena za protrombin ima nekanonsku organizaciju i detaljno je opisan u
poglavlju 1.3.6.

Mutacije u genu za protrombin mogu dovesti do znacajnih poremecaja procesa u
koje je protrombin uklju¢en. Osim funkcije u hemostazi, protrombin ima znacajnu
ulogu i u drugim fizioloskim i patofizioloSkim procesima poput reparacije tkiva, rasta
neurita, aterosklerozi, inflamaciji i metastaziranju tumora [40-44]. Pokazano je da
knockout misevi za protrombin (FII'/' miSevi) razvijaju hemoragijski fenotip ubrzo
nakon rodenja i umiru u roku od dva dana [45, 46]. Tokom embrionalnog razvoja FI1”-

embrioni pokazuju dva razli¢ita fenotipa. Rani fenotip iskazuje zaostatak u razvoju, sa
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veli¢inom od samo 15% u odnosu na normalne embrione i krvarenjima u oblasti
zumancisne kese. lako bez vidljivog krvnog protoka, ekstraembrionalni krvni sudovi ne
pokazuju znakove oSte¢enja i nekroze. Ovakvi embrioni umiru oko desetog dana
gestacije. Medutim, deo FII”" embriona se normalno razvija do kraja gestacije.
Pretpostavlja se da protrombin majke parcijalno nadoknaduje nedostatak protrombina
kod embriona, §to obezbeduje normalan razvoj odredenog broja FII” embriona, jer
rezerve protrombina majke nisu dovoljne da nadoknade nedostatak kod svih embriona.
Shodno tome, pretpostavlja se da ni u slu¢aju humanih embriona protrombin majke nije
dovoljan da nadomesti kongenitalnu deficijenciju protrombina kod embriona, $to dovodi
do njegove smrti. Sli¢ni rezultati dobijeni su u studiji Deja i saradnika sa knockout
embrionima zebrice [47, 48], gde su takode primecena dva razli¢ita fenotipa. Rani
fenotip pokazivao je abnormalnosti u razvoju prvog dana nakon fertilizacije, a veé
drugog dana javljali su se defekti u vaskularnom sistemu, sa smanjenim brojem celija u
cirkulaciji i poremeéenim krvnim tokom, sa prisutnim perikardijalnim edemom. Kasni
fenotip iskazivao je krvarenja u regionu mozga i produzeno vreme koagulacije.
Embrioni zebrice, za razliku od embriona miSeva, ne umiru u ranim stadijumima
embrionalnog razvoja, najverovatnije zbog toga Sto za rane embrionalne stadijume
zebrice nisu potrebni razvijeni vaskularni sistem i transport kiseonika, obzirom da
embrioni zebrice kiseonik mogu da usvajaju direktno iz vode. Eksperimenti sa
kondicioniranim knockout miSevima, kod kojih je protrombin deletiran u adultnom
periodu, pokazali su da ovi miSevi umiru od masivnih krvarenja u roku od nedelju dana
[49].

Mutacije u genu za protrombin najviSe su povezane sa poremecajima
hemostazne ravnoteZe. Obzirom na razliite supstrate sa kojima trombin, aktivna forma
protrombina, interaguje, poremec¢aji mogu biti u smeru hipokoagulacije ili u smeru
hiperkoagulacije.

Kongenitalna deficijencija protrombina (hipoprotrombinemija) je redak
autozomalno recesivni poremecaj pra¢en masovnim krvarenjima i smanjenim nivoom i
aktivno$éu protrombina (ispod 10% normalnih vrednosti). Disprotrombinemiju
karakteriSe prisustvo disfunkcionalnog protrombina, ali je nivo proteina normalan.
Smatra se da kompletna deficijencija protrombina (aprotrombinemija) nije kompatibilna

sa zivotom [50]. Do deficijencije protrombina dovode mutacije u kodiraju¢em regionu
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gena. Do danas je opisano vise od 32 mutacije u protrombinskom genu koje dovode do
aminokiselinske zamene ili pojave stop kodona [51]. Kvik i saradnici su 1955. godine
opisali slucaj pacijenta sa disprotrombinemijom kod koga je kasnije utvrdeno prisustvo
C>T tranzicije koja dovodi do zamene arginina cisteinom na poziciji 382 u proteinu
(protrombin Quick 1) i G>T transverzije koja dovodi do zamene glicina valinom na
poziciji 558 u proteinu (protrombin Quick Il). Obe zamene dovode do promena u
katalitickom regionu protrombina, S$to rezultuje izmenjenom interakcijom sa
fibrinogenom i izrazito smanjenom protrombinskom aktivno$éu [52, 53]. Varijanta
protrombina nazvana Himi I pronadena je kod pacijentkinje sa disprotrombinemijom
[54] i predstavlja T>C tranziciju na poziciji 8751 u egzonu 10, koja dovodi do zamene
metionina treoninom na poziciji 337 u proteinu. Osim Himi | mutacije, kod iste
pacijentkinje je utvrdeno prisustvno G>A tranzicije koja dovodi do zamene arginina
histidinom na poziciji 388 u proteinu (protrombin Himi Il) [54]. Ivahana i saradnici su
1992. godine opisali slucaj pacijentkinje sloZzenog heterozigota za hipoprotrombinemiju
i disprotrombinemiju [55]. Kod ove pacijentkinje je nadena insercija 1 bp u egzonu 6
(4177insT) koja predstavlja mutaciju izmenjenog okvira Citanja (engl. frameshift) i
dovodi do stvaranja terminacionog kodona u egzonu 7, koji kodira Kringl 2 domen
proteina (hipoprotrombinemija). Osim ove insercije, kod pacijentkinje je nadena i
Arg418Trp zamena u proteinu (disprotrombinemija) [56].

Osim ovih varijanti opisane su i protrombin Barcelona (Arg271Cys), Denver |
(Glu300Lys), Denver Il (Glu309Lys), Saint-Denis (Asp552Glu), Arg382His i Tyr44Cys
[51, 57-60]. Sve ove varijante dovode do krvarenja.

Kada je u pitanju hiperkoaguabilnost, u promotorskom i kodirajuéem regionu
gena za protrombin nisu pronadene varijante koje dovode do povecane ekspresije gena
ili aktivnosti proteina. Sa pove¢anom ekspresijom proteina su povezane varijante u 3’

kraju ovog gena i one su detaljno opisane u posebnom poglavlju 1.3.7.

1.2.2. Struktura i funkcija protrombina

Protrombin je prekursor trombina, klju¢nog regulatora procesa hemostaze.
Protrombin je protein od ~72 kDa, sintetiSe se predominatno u jetri i izlu¢uje u krvotok,
gde u formi zimogena cirkulise do trenutka aktivacije [1]. Pripada grupi vitamin K

zavisnih enzima, pored faktora VII, IX i X, kao i proteina C i S. Humani protrombin je
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glikoprotein od 579 aminokiselina, sa tri N-vezana ugljenohidratna lanca, na pozicijama
Asn78, Asnl100 i Asn373. Protrombin ¢ini nekoliko domena: Gla, Kringl 1, Kringl 2,
laki lanac i kataliti¢ki domen. U prekusorskoj formi protrombina, na N-kraju se nalazi
propeptidna sekvenca od ~20 aminokiselina koja prekusor protrombina usmerava ka
endoplazmati¢nom retikulumu u kome se obavlja posttranslaciona modifikacija [61]. U
okviru propetidne sekvence se nalazi i mesto prepoznavanja za y-karboksilaciju. Ova
posttranslaciona  modifikacija  protrombina  podrazumeva  karboksilaciju 10
aminokiselinskih ostataka glutaminske kiseline koji se prevode u y-karboksiglutaminsku
kiselinu (Gla) 1 formiraju Gla domen protrombina. Ovaj proces u rapavom
endoplazmati¢nom retikulumu katalizuje enzim vitamin K zavisna karboksilaza [62].
Gla domen ima ulogu u vezivanju jona kalcijuma i interakciji sa membranskim
povr§inama. Nepravilno karboksilovan Gla domen oteZano interaguje sa
protrombinaznim kompleksom, $to dovodi do neefikasne aktivacije protrombina.

Pored Gla domena, prisutni su Kringl motivi (engl. kringle motifs), duzine od po
80 aminokiselina, na koje se nastavljaju domen lakog lanca trombina i kataliticko serin-
proteazno jezgro trombina (Slika 3). Kringl motivi su prisutni u mnogim proteinima
plazme, ukljuujué¢i protrombin, plazminogen, tkivni aktivator plazminogena,
urokinazu, faktor XII i apolipoprotein A [1].

Gla domen i Kringl 1 ¢ine fragment 1 protrombina [63, 64]. Vezivanje jona
kalcijuma za Gla aminokiselinske ostatke indukuje znacajne konformacione promene
Gla domena. U odsustvu jona kalcijuma, Gla je nestruktuiran, dok u njegovom prisustvu
zauzima struktuiranu konformaciju neophodnu za interakciju sa kiselim fosfolipidima
membranskih povr§ina. Vezivanje protrombina za membranske povrSine ga ¢ini
dostupnim za delovanje protrombinaznog kompleksa. Uloga Kringl 1 motiva u okviru
fragmenta 1 protrombina nije u potpunosti razjaSnjena, mada se smatra da interaguje sa
aktiviranim faktorom V u okviru protrombinaznog kompleksa.

Fragment 2 protrombina ¢ini Kringl 2 motiv [65]. Kringl 2 je po
aminokiselinskoj sekvenci i strukturi slican Kringl 1 i obavlja vise razli¢itih funkcija.
Smatra se da vezuje jone kalcijuma i predstavlja glavno mesto u protrombinu na kome
se deSava interakcija protrombina i aktiviranog faktora V iz protrombinaznog
kompleksa, $to indukuje promenu konformacije protrombina i izlaze ga delovanju

aktiviranog faktora X. Kristalografskim analizama je pokazano da Kringl 2 region
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protrombina moze da interaguje sa anjon-vezuju¢im mestom Il (engl. exocite II) u
trombinu ¢ime inhibira inaktivaciju trombina antitrombinom, modifikuje aktivno mesto
i anjon-vezuju¢e mesto | (engl. exocite 1) u trombinu, ubrzava delovanje trombina
prema malim peptidnim supstratima, inhibira sposobnost trombina da iseca fibrinogen i
utice na aktivaciju proteina C.

Aktivacija protrombina u aktivnu formu a-trombin odvija se u nekoliko koraka,
preko dva razlicita puta (Slika 4) [66-69].

Najpre se na povrSini membrane formira protrombinazni kompleks koga Cine
aktivirani faktori V i X i joni kalcijuma, koji omogucava aktivaciju protrombina [70,
71]. Jedan put aktivacije zapocinje isecanjem protrombina na poziciji Arg271, ¢ime
nastaju protrombinski fragment 1.2 i pretrombin 2. Isecanjem pretrombina 2 na poziciji
Arg320 nastaje a-trombin sastavljen iz dva lanca, koji je nekovalentno povezan sa
fragmentom 1.2. Dodatnim isecanjem o-trombina na poziciji Arg284 od strane samog

trombina dobija se stabilna i aktivna forma trombina (Slika 4) [72].
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Slika 4. Sematski prikaz puteva aktivacije protrombina.

Preuzeto i modifikovano iz Wood et al, 2011 [70]

Drugi put aktivacije protrombina pocinje isecanjem na poziciji Arg320 ¢ime
nastaje meizotrombin. Daljim delovanjem protrombinaznog kompleksa na poziciji

Arg271 nastaju fragment 1.2 1 a-trombin. Sa druge strane, meizotrombin se
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autokataliticki iseca na poziciji Argl56, ¢ime nastaju fragment 1 i meizotrombin des-
fragment[73]. lako je meizotrombin intermedijarni produkt aktivacije protrombina sa
kratkim polu-Zivotom, pokazano je da i on moze imati razli¢ite uloge u procesu
koagulacije. Daljim autokatalitickim delovanjem na poziciji Arg283 nastaje stabilna
forma a-trombina (Slika 4) [74, 75].

Osim navedenih formi trombina, u cirkulaciji su prisutne i degradovane 3 i y
forme koje najverovatnije nastaju autokatalitickim delovanjem samog a-trombina.
Degradovane forme trombina zadrzavaju deo kataliticke aktivnosti i delimi¢no
ucéestvuju u aktivaciji faktora XIII i samog protrombina [1].

Trombin pripada familiji S1 proteaza i njegov S1 proteazni domen se nalazi u
okviru B lanca [76]. Kao i svi predstavnici ove familije i trombin formira disulfidni

most izmedu cisteina na pozicijama 11 122 (Slika 5).

Anjon-vezujuce (
mesto IT 7 petlja-60

Anjon-vezujuce

- I\ | mesto I
A / ‘\ = -
‘ / J‘ A
e Jcel/\
mesto /' ) Autoliti¢ka

petlja- 186 petlja- 220 petlja

Slika 5. Struktura trombina i kompleksu sa ireverzibilnim inhibitorom trombinskog
aktivnog mesta (H-D-Phe-Pro-Arg-CH,CI).
Preuzeto i modifikovano iz Di Cera et al, 2007 [77]

U aktivnom mestu trombina nalaze se Ser195 zajedno sa His57 i Asp189 (prema
numeraciji himotripsina), koji su neophodni za nukleofilni napad na peptidne veze
razli¢itih supstrata [77, 78]. Oko aktivnog mesta nalaze se petlje i Sarzirani regioni.

Petlje 60 1y uokviravaju dzep u kome se nalazi katalitiCka trijada. Petlja 60 interaguje sa
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hidrofobnim aminokiselinskim ostacima na N-kraju mesta isecanja u supstratima. Sa
druge strane, y-petlja je hidrofilna i interaguje sa karboksiterminalnim aminokiselinskim
ostacima supstrata koji se iseca. Trombin sadrzi i dva anjon-vezuju¢a domena (engl.
exocites | i Il). Anjon-vezuju¢i domen I uéestvuje u vezivanju fibrinogena i fibrina,
supstratnom prepoznavanju PAR-1 i PAR-4 (engl. protease activated receptor 1 i 4)
kao i vezivanju stafilokoagulaze i hirudina. Anjon-vezujué¢i domen II ucestvuje u
interakcijama sa razli¢itim supstratima, ukljuc¢ujuéi heparin i protrombin [79].

Veoma vazna Karakteristika trombina je prisustvo petlje koja vezuje jone
natrijuma [77, 80]. Vezivanje natrijuma vrs$i alostericku modulaciju aktivnosti trombina
i reguliSe prelaz izmedu njegove prokoagulantne i antikoagulantne aktivnosti [81, 82].
Prokoagulantna aktivnost ogleda se prevashodno u aktivaciji fibrinogena i njegovom
prevodenju u fibrin [83]. Takode, trombin dovodi do aktivacije faktora XIII koji se
kovalentno vezuje za krvni ugrusak, katalizuje umrezavanje fibrinskih vlakana i
stabilizuje nastali fibrinski ugrusak [83]. Kroz aktivaciju trombinom aktiviranog
inhibitora fibrinolize (TAFI), trombin uti¢e na inhibiciju fibrinolize [84], a takode
ucestvuje u proteolitickoj aktivaciji faktora V, VIII i XI [85-87]. Preko aktivacije PAR 1
I 4 koji pripadaju familiji G-protein kuplovanih receptora, trombin uti¢e na aktivaciju
trombocita [88]. Drugi mehanizam aktivacije trombocita podrazumeva proteolizu
glikoproteina GpV, koji je deo Gplb-IX-V kompleksa na povrsSini cirkuliSuéih
trombocita [89].

Svoju antikoagulantnu aktivnost trombin ispoljava kroz aktivaciju proteina C
[90]. In vivo, trombin se vezuje za trombomodulin, receptor na membrani endotelnih
¢elija. Vezivani trombomodulin suprimira sposobnost trombina da proteoliti¢ki deluje
na fibrinogen i PAR-1, ali povecava supstratnu specifi¢nost prema zimogenu proteina
C. Aktivirani protein C inaktivira aktivirane forme FV, FVIII, FX i XI, esencijalne
faktore za prevodenje protrombina u trombin. Sam trombin se ireverzibilno inhibira
antitrombinom i trombin specifiénim heparin kofaktorom II.

Pored uloge u procesu koagulacije, trombin uéestvuje i u procesima inflamacije,
angiogeneze, reparacije tkiva i diferencijaciji neurona. Graficki prikaz funkcija

trombina dat je na Slici 6.
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Slika 6.Funkcije trombina.

Preuzeto i modifikovano iz Crawley et al, 2007 [11]

1.3. Uloga 3'kraja protrombinskog gena u regulaciji genske ekspresije

1.3.1. Regulacija genske ekspresije kod eukariota

Evolucija kompleksnih bioloskih sistema poput eukariota nije iSla samo u
pravcu povecanja broja gena, ve¢ 1 u pravcu formiranja kompleksnih 1 viSestrukih
sistema regulacije ekspresije gena. Regulacija genske ekspresije kod eukariota
podrazumeva vremenski i prostorno precizno orkestrirane procese koji ukljucuju opste i
specifi¢ne proteinske faktore, kao i cis regulatorne elemente prisutne u samim genima
[91-93]. Mehanizmi kontrole ekspresije gena mogu se u osnovi podeliti na mehanizme
koji deluju na transkripcionom nivou, i mehanizme koji deluju na posttranskripcionom
nivou. Na putu od gena do dobijanja funkcionalnog proteinskog produkta postoji
nekoliko nivoa regulacije: proces transkripcije, procesovanje iIRNK, transport iRNK,
proces translacije, degradacija iIRNK, aktivacija, inaktivacija i degradacija proteina i
epigenetska kontrola. Model regulacije ekspresije eukariotskih gena na razli¢itim

nivoima dat je na Slici 7.
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Slika 7. Nivoi regulacije ekspresije gena kod eukariota.
Preuzeto i modifikovano prema Orphanides & Reinberg, 2002 [91]

Transkripciji eukariotskih gena prethodi niz dogadaja koji obezbeduju uspesno
prepisivanje datog gena. Ovi dogadaji ukljucuju dekondenzaciju lokalne strukture
hromatina, remodelovanje  nukleozoma, modifikaciju histona, regrutovanje
transkripcionih aktivatora i koaktivatora i njihovo vezivanje za pojacavace i promotore,
kao i vezivanje bazalne transkripcione masinerije za sam promotor [92, 94, 95].

Promotorska sekvenca je pozicionirana uzvodno od gena Kkoji se prepisuje i
predstavlja jedan od glavnih regulatornih regiona za kontrolu ekspresije [92]. Oko 30%
eukariotskih gena sadrzi TATA box u promotorskom regionu. Osim ovog elementa,
Neki eukariotski promotori ne sadrze ove karakteristicne elemente, ve¢ poseduju GC-

bogate strukture.
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Pojacava¢i predstavljaju cis-regulatorne elemente koji stimuliSu gensku
ekspresiju na nivou transkripcije [96]. Aktivnosti pojacavaca su razlicite: posredovanje
u otvaranju hromatinskih struktura, pozicioniranje gena u transkripciono aktivne regione
jedra, regrutovanje transkripcionih kompleksa i moduliranje elongacije transkripcije.
Nedavno je pokazano da se sa pojacavackih regiona prepisuju kratki RNK molekuli
(eRNAS) koje imaju krucijalnu ulogu u kontaktu izmedu pojacavaca i promotora.

UtiSivaci ili sajlenseri predstvljaju cis regulatorne regione koje prepoznaju
transkripcioni represori [97, 98]. Vezivanje represora, zajedno sa enzimima za
modifikaciju histona dovodi do stvaranja lokalne heterohromatinske strukture koja
onemogucava transkripciju ciljnog gena.

Posttranskripciona kontrola ekspresije gena podrazumeva mehanizme ukljuéene
u procesovanje iRNK, transport, lokalizaciju, translaciju i degradaciju [99]. Ono §to je
zajednicko za sve ove procese je da kontrolisu da li ¢e se i gde data iRNK prevesti u
protein. Pre transporta u citoplazmu, primarni transkript sa odredenog gena prolazi kroz
obradu koje ukljucuju formiranje 5'kape, proces ’splajsovanja’> odnosno isecanje
introna iz pre-iRNK i formiranje 3'kraja, najées¢e uz poliadenilaciju. Svi ovi koraci se
deSavaju kotranskripciono i mogu uticati jedni na druge [100-102].

Stvaranje i obrada 3'kraja iRNK bice detaljno objasnjeni u poglavlju 1.3.3.

1.3.2. Struktura 3'kraja gena

U osnovi 3'kraj gena ¢ine dva regiona: 3'UTR (engl. untranslated region) koji se
prepisuje u procesu transkripcije i nakon obrade ostaje u sastavu zrele iIRNK i 3'FR
(engl. flanking region) koji se delimi¢no prepisuje, ali se iskraja tokom obrade iRNK.

U okviru 3’krajeva vecine gena nalaze se tri elementa koja Cine jezgro
poliadenilacionog signala u okviru pre-iRNK: AAUAAA motiv nalazi se 10-30
nukleotida uzvodno od mesta isecanja, U-bogate ili GU-bogate sekvence koje se nalaze
nizvodno od mesta isecanja i samo mesto isecanja koje predstavlja mesto dodavanja
poli(A)-repa. Van jezgra poliadenilacionog signala nalaze se dodatne regulatorne
sekvence koje regrutuju regulatorne proteine ili odrZavaju poliadenilacioni signal u

otvorenoj i pristupac¢noj formi (Slika 8).
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Slika 8. Struktura 3'kraja IRNK. USE-upstream element; DSE-downstream element.

Preuzeto i modifikovano iz Stasinopoulos et al, 2005 [103]

Konsenzusna sekvenca AAUAAA je prisutna u skoro svim poliadenilovanim
iRNK ¢elija [104]. U studijama u kojima je vrSena mutageneza ovog motiva je
pokazano da je ovaj heksanukleotid esencijalan za pravilno isecanje i dodavanja
poli(A)-repa. Sekvenca AAUAAA je visoko konzervisani element i predstavlja
kanonsku sekvencu, obzirom da mutacije u bilo kom od nukleotida ovog motiva dovode
do inhibicije procesovanja 3'kraja. Pokazano je da ova sekvenca nije prisutna u nekim
genima, ali je u njima dokazano prisustvo sekvenci sliénih ovom motivu. Smatra se da
su razliCite forme ove sekvence povezane sa alternativnom ili tkivno-specifi¢cnom
poliadenilacijom [105].

Nizvodno od poli(A)-mesta, oko 30 nukleotida, u FR regionu, nalazi se nizvodni
element DSE (engl. downstream element). Ovaj element je manje evolutivno
konzervisan. On moze biti prisutan u dve forme: kao U-bogati i GU-bogati element. U-
bogati element ¢ini nekoliko uridina, a GU-element ima konsenzusnu sekvencu
YGUGUUYY (Y-pirimidinska baza). Poliadenilacioni signal moze imati samo jedan
DSE, a mogu biti prisutni i dodatni U-bogati i GU-bogati elementi. Pokazano je da
mutacije i delecije DSE imaju mali uticaj na pravilno formiranje 3'kraja, iako blizina
DSE poli(A)-mestu moze uticati na odabir mesta isecanja primarnog transkripta [104].

Poli(A)-mesto predstavlja taénu poziciju na kojoj se iseca primarni transkript i
na kojoj se dodaje poli(A) rep. Tatno mesto isecanja odredeno je prevashodno
razdaljinom izmedu uzvodne AAUAAA sekvence i DSE elementa. Sekvenca koja
okruzuje mesto isecanja nije konzervirana, mada se na ovom mestu kod 70% iRNK
ki¢menjaka nalazi A, zatim U 1 C, a najrede se na ovoj poziciji nalazi G. Takode je
pokazano da se u 59% slucajeva ispred A nalazi C, tako da dinukleotid CA definise

poli(A) mesto vecine gena [106].
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Uzvodno od konzerviranog AAUAAA elementa nalazi se uzvodni regulatorni
element USE (engl. upstream element). USE predstavlja pojacavacku sekvencu, Cije je
prisustvo prvi put primefeno u virusnim genima, a kasnije je utvrdeno i njihovo
prisustvo u sisarskim genima. USE motivi su uridinom bogati regioni koji ubrzavaju
poliadenilaciju 3'krajeva gena u kojima se nalaze [106].

Alternativna poliadenilacija predstavlja znafajan mehanizam regulacije
ekspresije gena koji dovodi do stvaranja izoformi iRNK sa razli¢itim 3'krajem [105].
Odvijanje alternativne poliadenilacije je omoguéeno prisustvom multiplih
poliadenilacionih mesta ili medusobnim isklju¢ivanjem terminalnih egzona i deSava se u
priblizno 50% humanih gena. Postojanje alternativnih 3'UTR obezbeduje raznovrsnost
ekspresije jednog gena i znacajan je aspekt tkivno-specificne ekspresije i ekspresije

gena tokom razvoja [105].

1.3.3. Mehanizam obrade 3'kraja pre-iRNK

U formiranju i obradi 3'kraja iIRNK ucestvuje veliki broj proteinskih faktora
(Slika 9). Kod sisara, u ovaj proces ukljuceni su proteinski kompleks CPSF (engl.
cleavage/polyadenylation specificity factor), CstF (engl. cleavage-stimulatory factor),
CF In i CF Il (engl. cleavage factors), RNK polimeraza I, PAP (engl. Poly(A)-
polimerase) i PAB Il (engl. Poly(A)-binding protein I1).

Isecanje 3'kraja_ poli(A)rep

mesto iskrajanja

PAM T DSE

UGUA  AAUAAR UGUGU

Slika 9. Proteinske komponente sistema za iskrajanje i poliadenilaciju 3'kraja gena.
Preuzeto i modifikovano iz Elkon et al, 2013 [105]
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CPSF proteinski kompleks prepoznaje specificno AAUAAA sekvencu. Sastoji
se od subjedinica, ozna¢enih kao CPSF-160, CPSF-100, CPSF-73 i CPSF-30. Pokazano
je da subjedinica CPSF-160 specifi¢no prepoznaje AAUAAA sekvencu i vezuje se za
nju. Ostale subjedinice omogucavaju stvaranje stabilnog kompleksa na RNK prekursoru
I interaguju sa CstF i PAP [107].

CstF je neophodan za iskrajanje, ali ne i za poliadenilaciju, iako moze da
stimulise dodavanje poli(A) repa pomocu CstF-vezujueg mesta, lokalizovanog
uzvodno od AAUAAA heksanukleotida. CstF je multiproteinski kompleks koga Cine
subjedinice od 77, 64 i 59 kDa. Njegove subjednice sadrze RNK-vezuju¢e domene i
vezuje se za U-bogati region u DSE, a takode ucestvuju u protein-protein interakcijama
sa drugim komponentama masinerije za iskrajanje i poliadenilaciju [104].

CF In i CFll, faktori ucestvuju isklju¢ivo u procesu isecanja primarnog
transkripta i pretpostavlja se da deluju kao dodatni faktori stabilizacije CPSF kompleksa
sa RNK supstratom [104].

RNK polimeraza II sadrzi konzervirani karboksiterminalni domen (CTD), koji je
potreban u procesu isecanja (engl. cleavage factor). RNK polimeraza nije uklju¢ena u
sam proces dodavanja adenina, ali doprinosi stabilizaciji kompleksa sa CPSF i CstF
[104].

Poli(A) polimeraza je enzim koji dodaje adenozine na 3'kraj RNK molekula.
Pripada familiji nukleotidil transferaza i visoko je konzervisana medu eukariotima. PAP
ne poseduje specifi¢nost za RNK supstrate, ve¢ specifi¢no prepoznaje ATP [104].

PAB Il je protein od 33 kDa koji je neophodan za brzu elongaciju i kontrolu
duzine poli(A) repa. In vitro je pokazano da se vezuje direktno za CPSF-30 [104].

Inicijalni korak u stvaranju funkcionalnog kompleksa za iskrajanje i
poliadenilaciju RNK predstavlja prepoznavanje signala na prekursorskoj RNK od strane
CPSF i CstF, uz asistenciju CF I,,. CPSF-160 se uz asistenciju CPSF-30 i CPSF-100
vezuje za AAUAAA, dok se CstF vezuje za DSE preko CstT-64 subjedinice. Interakcija
CPSF i CstF sa njihovim sekvencama je slaba, ali stabilizovana protein-protein
interakcijom izmedu CPSF-160 i CstF-77. Poslednji deo inicijacionog kompleksa je
RNK polimeraza II koja vrsi isecanje, najverovatnije uz asistenciju CPSF-73. Za
uspesno isecanje, u kompleks se regrutuju i CF I, i PAP. Po zavrSetku, faktori isecanja

disosuju iz kompleksa, PAB 1I se vezuje, nakon ¢ega dolazi do brze elongacije poli(A)
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repa do duzine od 250 adeninskih ostataka. Nakon toga se brzina elongacije smanjuje, a

komponente poliadenilacione masinerije disosuju sa molekula RNK (Slika 10) [104].

a 10- 30 nt <30nt

m7GpppG ICA 3
t
mesto iskrajanja

poliadenilacija l

CPSF

Slika 10. Proces obrade i poliadenilacije 3'kraja iRNK.

Preuzeto i modifikovano iz Danckwardt et al, 2006 [108]

1.3.4. Uloga 3'kraja gena u regulaciji genske ekspresije
3'kraj gena ukljucen je u regulaciju ekspresije na nivou: transkripcije, obrade

primarnog transkripta, transporta iz jedra, lokalizacije IRNK u citoplazmi [109],
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stabilnosti IRNK [110] i translacije [111]. Takode, region 3’kraja predstavlja mesto
interakcije sa mikroRNK i drugim malim RNK molekulima [112].

Sam proces sinteze i obrade primarnog RNK transkripta ima veoma vaznu ulogu
u regulaciji ekspresije. Pre svega, oCuvana arhitektura poliadenilacionog signala je
esencijalna za zavrSetak procesa obrade 3'kraja. Postojanje vise poliadenilacionih
signala u jednom genu omogucava alternativnu obradu 3'kraja i pojavu viSe izoformi
iRNK. Za ovaj proces je pokazano da moze imati ulogu u regulaciji ekspresije istog
gena u razli¢itim tkivima. Takode, alternativna poliadenilacija moze igrati veliku ulogu
u procesu embriogeneze i diferencijacije ¢elija [104, 105].

Posebno vaznu ulogu u stabilnosti iIRNK i procesu translacije ima poli(A) rep.
Poli(A) rep je neophodan za uspesni eksport iRNK iz nukleusa u citoplazmu gde se
odvija proces translacije [113]. Duzina poli(A) repa i njegova ,zastiCenost“ PAB
proteinima uticu na poluzivot iRNK. Kratkozive¢e iRNK imaju krace poli(A) repove i
odlikuju se AU bogatim motivima u 3'UTRu. Pretpostavlja se, da kod ovih iRNK, PAB
proteini migriraju i vezuju se za AU bogate regione na 3'kraju ostavljajuci poli(A) rep
nezasticen i podlozan degradaciji [114].

Veoma znacajna za regulaciju ekspresije je i interakcija 3'kraja sa mikroRNK
(miRNK). miRNK su 20-30bp dugi, jednolancani molekuli RNK koji su
komplementarni delovima iRNK za koje se vezuju i onemogucavaju proces translacije
[115]. Analizom 207 razli¢itth humanih miRNK, za ¢ak 43,5% je pokazano da su
komplementarne konzervisanim osmomerima identifikovanim uporednom studijom

3'kraja gena kod razli¢itih sisara [116].

1.3.5. Uloga 3’kraja gena u patoloskim stanjima

Istrazivanja su pokazala da 3'kraj gena ima i znacajnu ulogu u patogenezi
razli¢itih bolesti [117, 118]. Mutacije koje pogadaju stop kodon, poliadenilacioni signal
I menjaju sekundarnu strukturu 3’'kraja IRNK dovode do poremecene regulacije procesa
u kojima ucestvuje 3'kraj i mogu dovesti do pojave bolesti.

Promene koji dovode do perturbacija polozaja stop kodona mogu znacajno
uticati na duzinu 3'UTRa, kao i na duzinu translatiranog proteina. EBS (lat.
epidermolysis bullosa simplex) ili keratinska bolest je autozomno dominantno oboljenje
povezano sa keratinskim genima KRT14/KRT5. Mutacije u ovim genima dovode do
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formiranja preuranjenih stop kodona, a takode su opisane i mutacije koje dovode do
formiranja odlozenih stop kodona i 3'UTRa nefizioloSke duzine [119-121]. Sli¢ne
mutacije deSavaju se i u genu PAX6 koji dovodi do aniridije, oboljenja koje se
karakteri$e gubitkom irisa [122, 123].

Mutacije koje pogadaju poliadenilacioni signal su retke, a dovode do
nemogucnosti vezivanja proteina poliadenilacione masinerije 1 gubitka proteinskog
produkta datog gena. Promene u kanonskoj sekvenci poliadenilacionog signala opisane
su kod talasemijskih poremecaja [124] i u FOXP3 genu koji kodira transkripcioni faktor
zaduZen za regulaciju razvoja i funkcije regulatornih T-¢elija. Mutacije u ovom genu
dovode do IPEX sindroma (engl. immune dysfunction, polyendocrinopathy and
enteropathy, X-linked) [125].

Obzirom da 3'UTR formira specifi¢ne sekundarne strukture, promene u sekvenci
dovode do formiranja nepravilnih struktura, §to moze biti osnova za nastanak bolesti.
Na primer, mutacije u 3'regionu GATA4 gena menjaju sekundarnu strukturu iIRNK i
njenu lokalizaciju i translaciju. Mutacije u ovom genu su povezane sa kongenitalnim
sréanim oboljenjima [126].

Za razliku od goreopisanih promena, koje naj¢es¢e dovode do smanjene koli¢ine
ili potpunog odsustva proteina, posebnu grupu promena u 3'kraju gena ¢ine gain of
function polimorfizmi koji dovode do povecane ekspresije gena. Ovakve promene su
daleko rede 1 mehanizmi kojim uti¢u na ekspresiju gena nisu u potpunosti razjasnjeni.
Jedna od takvih je G20210A genska varijanta koja se nalazi na mestu iskrajanja pre-

iRNK za protrombin i bi¢e detaljno razmatrana u poglavlju 1.3.7 [127].

1.3.6. Struktura 3'kraja gena za protrombin

3'kraj protrombinskog gena poseduje specificnu, nekanonsku organizaciju [127].
Za razliku od ostalih humanih gena, 3’kraj protrombinskog gena cine aktivni USE
element, manje efikasno mesto iskrajanja i neaktivni DSE element (Slika 11).

Za razliku od vecine gena, obrada 3'kraja protrombinskog gena se odvija na
USE-zavisan nacin [108, 128]. USE motiv protrombinskog gena nalazi se na poziciji -
33 do -17 baza uzvodno od poliadenilacinog signala i predstavlja timinom bogati
region. Ovakvi USE elementi su prvi put opisani kod virusa, gde su Siroko

rasprostranjeni i imaju ulogu pojacavaca obrade 3'kraja. Kod sisara su opisani u svega
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nekoliko iRNK, ukljuuju¢i humani komplement C2, lamin B2, ciklooksigenazu-2 i

kolagenske gene [129-132].

USE DSE
o 17 nt e 20 nt S 21 nt -
M7GPPPN X __ I ot rauaat SCG - —BEEn -+
~ region et
AUUAUUUUUGUGUUU
- -

Slika 11. Prikaz organizacije 3'kraja iRNK za protrombin. USE-upstream element;
DSE-downstream element.

Preuzeto i modifikovano prema Danckwardt et at, 2008 [118]

Medutim, kompjuterske analize su pokazale da je USE-zavisno iskrajanje 3’krajeva
Siroko rasprostranjeno medu sisarskim iRNK i da ovaj motiv predstavlja jedan od vrlo
znacajnih regulatornih regiona 3'kraja. Poredenje USE elementa protrombina sa
poznatim motivima 3'UTRa je pokazalo da FII USE sadrzi dva visoko konzervirana
motiva koji se preklapaju- UAUUUUU i UUUUGU, oba neophodna za efikasno
procesovanje 3'kraja iIRNK za protrombina. In vivo je pokazano da odsustvo USE
motiva onemogucava formiranje 3'kraja protrombina. Takode, uklanjanje nekoliko
nukleotida iz USE motiva dovodi do smanjene obrade 3'kraja [128]. Relativna pozicija
u odnosu na poliadenilacioni signal takode ima znacajnu ulogu u efikasnosti obrade
3'kraja  IRNK za protrombin. Pomeranje USE motiva nizvodno prema
poliadenilacionom signalu ubrzava procesovanje 3'kraja, dok pomeranje 10-30
nukleotida uzvodno dovodi do gubitka funkcije u 3’procesovanju. lako se
pretpostavljalo da je za uspeSnu obradu 3'krajeva koji su nekanonski organizovani
potrebno da USE element sadrzi veéi broj uracilskih ostataka, u slu¢aju protrombinskog
3'kraja je pokazano da svako smanjenje, ali i povecanje broja uracila u USE elementu
dovodi do gubitka funkcije u obradi 3'kraja. Sa druge strane, duplikacija celog USE

elementa povecava brzinu procesovanja 3'kraja. Svi ovi podaci ukazuju na ¢injenicu da
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je USE element protrombina evoluirao u pravcu sekvence koja poveéava efikasnost i
brzinu obrade 3'kraja. Eksperimentalno je pokazano da se za USE element vezuju dve
klase proteina: faktori koji ucestvuju u iskrajanju i faktori koji pripadaju
poliadenilacionoj masineriji. Od faktora iskrajanja potvrdeno je vezivanje hnRNPI/PTB
(engl. heterogenous nuclear ribonuclearprotein I/polypyrimidine tract-binding protein
1), U2AF65 (engl. splicing factor U2AF 65-kDa subunit) i U2AF35 (engl. splicing
factor U2AF 35-kDa subunit). Od faktora poliadenilacione masinerije, za USE element
se vezuju; CstF 50, CPSF 160, CstF 77, CstF 64 i CPSF 100. Za U2AF65 je pokazano
da interaguje i sa PAP i CF I, $to ukazuje da su procesi iskrajanja poslednjeg egzona i
pospesSivanja obrade 3'kraja kod protrombina kompleksno povezani sa USE
regulatornim motivom. Model obrade 3’krajeva sa nekanonskom organizacijom dat je
na Slici 12.

PAP

Slika 12. Obrada nekanonski organizovanih 3’krajeva gena USE-zavisnim
mehanizmom.
Preuzeto i modifikovano iz Danckwardt et at, 2007 [128]

Za razliku od vecine eukariotskih iRNK kod kojih je dinukleotid CA
karakteristiCan za mesto isecanja, nemutirana sekvenca protrombina na ovom mestu
poseduje CG dinukleotid. In vitro je pokazano da je isecanje iza CG dinukleotida
najmanje efikasno od svih mogu¢ih kombinacija, te se G nukleotid najrede nalazi na
ovoj poziciji. Zamena G nukleotida bilo kojim drugim u protrombinu dovodi do

povecane efikasnosti isecanja i povecane ekspresije protrombina [127].
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DSE regulatorni element protrombinskog gena je daleko siromasniji uraciliom u
odnosu na druge sisarske gene, §to znacajno smanjuje Sposobnost vezivanja CstF
kompleksa i minimalizuje njegovu ulogu u procesu iskrajanja iRNK protrombina.

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

akcentom na znacajnu ulogu USE elementa u ovim procesima (Slika 11) [128].

1.3.7. Uloga genskih varijanti 3'kraja protrombinskog gena u regulaciji ekspresije
protrombina i nastanku trombofilije

Nekanonska organizacija 3'kraja gena za protrombin, u kome postoje regioni
manje efikasni u procesu iskrajanja iRNK u poredenju sa drugim genima, ¢ini ovaj
region potencijalnim mestom za nastanak funkcionalnih genskih varijanti koje dovode
do povecane ekspresije gena (gain of function) [127]. Do danas je u ovom regionu
protrombinskog gena opisan veéi broj genskih varijanti povezanih sa poveéanom
ekspresijom protrombina.

Medu do sada opisanim genskim varijantama u 3'kraju gena za protrombin
najznacajnija je FII G20210A varijanta. Poort i saradnici su sekvenciranjem svih
egzona, kao i 5- i 3'- UTRa gena za protrombin, kod 28 pacijenata sa
dokumentovanom venskom trombozom 1 pozitivhom porodi€nom anamnezom,
identifikovali G>A promenu i to u 3'UTRu gena na poziciji 20210, koja predstavlja
mesto iskrajanja iIRNK [24]. Ova genska varijanta je bila prisutna kod 18% pacijenata i
1% zdravih ispitanika, Sto ga ¢ini faktorom rizika od 2,8 za nastanak venskih tromboza.
Kod heterozigotnih nosilaca FII G20210A varijante detektovan je poviSeni nivo
protrombina u plazmi (>od 115 U/dL). U daljim studijama je pokazano da ova varijanta
predstavlja znacajan faktor rizika za nastanak venskih tromboza [133, 134]. To je
posebno izrazeno kod pacijenata sa idiopatskim trombozama portne vene, gde je
ucestalost ove varijante vise od osam puta povecana u odnosu na kontrolu grupu [135],
kao i kod pacijentkinja u trudno¢i ili na hormonskoj terapiji [136-139]. Takode je
pokazano da ova protrombinska varijanta moze da predstavlja znacaj faktor rizika za
pojavu spontanih pobacaja i smrti fetusa u uterusu [135, 138, 140]. Uloga FII G20210A
varijante u nastanaku arterijskih tromboza je daleko manja. META analize pokazuju da
predstavlja blagi faktor rizika za pojavu infarkta miokarda 1 moZdanog udara, narocito u

Doktorska disertacija Bioloski fakultet 26
Univerzitet u Beogradu



lva B. Pruner

slu¢ajevima kada je udruzen sa sredinskim faktorima [141, 142]. Na osnovu zbirnog
pregleda rezultata iz 11 centara u kojima je testirano 5527 ljudi, utvrdeno je da je
ucestalost G20210A varijante oko 2% u ops$toj populaciji. Medu osobama koji ne
pripadaju populaciji belaca frekvencija FII G20210A varijante je iznosila svega 0,67%
[143].

U regionu iskrajanja iIRNK kod pripadnika crne rase opisana je C20209T
varijanta [144] sa ucestalos¢u od svega 0,4%, dok je kod belaca opisana samo kod
nekoliko pacijenata. lako je otkrivena kod pacijenata sa trombozama, nije dokazana
njena povezanost sa trombofilijom [145]. In vitro funkcionalni eseji su dali
kontroverzne rezultate. Naime, prema rezultatima grupe iz Lajdena, 20209T varijanta ne
dovodi do poveéanja, ve¢ do blagog smanjenja ekspresije gena za protrombin [146]. Sa
druge strane, istrazivali iz Hajdelberga su pokazali da je C20209T funkcionalna
varijanta koji dovodi do povecane ekspresije protrombinskog gena [147].

U okviru DSE regiona 3'kraja gena za protrombin opisane su A20218G,
T20219A 1 C20221T varijante [148-150]. Varijanta A20218G je opisana kod svega dve
pacijentkinje sa trombozama, od kojih je jedna bila nosilac FII G20210A i FV Leiden
mutacija. Varijanta T20219A je otkrivena kod jedne pacijentkinje sa trombozom nakon
porodaja, dok je C20221T varijanta opisana kod ne$to veceg broja pacijenata, ali do
sada nije uradena studija o njenoj frekvenciji. Za C20221T gensku varijantu je u in vitro
studiji potvrdeno da dovodi do povecane ekspresije protrombina, najverovatnije
mehanizmom efikasnijeg DSE elementa u slu¢aju timina na poziciji 20221 [151, 152].

Za varijantu A19911G, koja je locirana u poslednjem intronu gena za
protrombin, takode je pokazano da dovodi po poviSenog nivoa protrombina [153].
Studije su pokazale da je ova varijanta zastupljenija kod pacijenata sa trombozama, ali
da, sama po sebi, predstavlja vrlo blagi faktor rizika za nastanak tromboza. Medutim, u
kombinaciji sa drugim genskim varijantama (FII G20210A i FV Leiden) moze biti
dodatni faktor rizika [153-156].

Nedavno su u poslednjem egzonu gena za protrombin otkrivene dve nukleotidne
zamene koje dovode do rezistencije na antitrombin, S$to predstavlja novi mehanizam
nastanka trombofilije. Mutacija nazvana protrombin Yukuhashi (G20031T) otkrivena je
kod japanske pacijentkinje sa trombozama [157]. Ova missense mutacija dovodi do

aminokiselinske zamene arginina leucinom na poziciji 596 u proteinu. Druga mutacija,
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koja pogada istu poziciju, pronadena je u dve srpske porodice sa razliitim
tromboti¢kim poremec¢ajima. Ova mutacija je nazvana protrombin Beograd (G20031A)
i dovodi do aminokiselinske zamene arginina glutaminom na poziciji 596 u proteinu
[158]. Funkcionalne analize su pokazale da obe mutacije dovode do otezane inaktivacije
trombina antitrombinom, $to dovodi do poremecéaja hemostazne ravnoteze i pojave
tromboza. Protrombin Yukuhashi 1 Beograd predstavljaju retke varijante
protrombinskog gena, sa uc¢estalos¢u manjom od 1% [157, 158].

Nedavno su u Laboratoriji za molekularnu biologiju, IMGGI, detektovane nove
genske varijante T20063C, C20068T i T20298C 3'kraja gena za protrombin [159].
Genska varijanta T20063C nalazi se u poslednjem egzonu i dovodi do aminokiselinske
zamene fenilalanina izoleucionom na poziciji 606 u proteinu, dok se T20298C varijanta
nalazi u delu 3’ FR sekvence. Ove varijante su retke i njihova funkcija je jo§ uvek
nepoznata. Genska varijanta C20068T predstavlja sinonimnu zamenu u poslednjem
egzonu protrombinskog gena i ne dovodi do izmena u aminokiselinskoj sekvenci
protrombina. U preliminarnim, in vitro studijama je pokazano da konstrukti sa genskom
varijantom C20068T dovode do 1,64 puta povecane ekspresije iRNK u odnosu na wt
konstrukt, $to ukazuje na mogucnost da ova genska varijanta ima funkcionalne
posledice i moze biti potencijalno zna¢ajan marker trombofilije [159].

FII C20068T genska varijanta je, kao funkcionalna varijanta, ¢iji mehanizam
delovanja nije poznat, odabrana kao predmet istrazivanja u okviru ove doktorske

disertacije.
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2. CILJ

Ova studija se bavi sinonimnom genskom varijantom C20068T u poslednjem
egzonu gena za protrombin. Sam 3'kraj protrombina, ima nekanonsku organizaciju i
specifi¢nu arhitekturu koja ga ¢ini podloznim gain of function mutacijama. Do danas je
opisano viSe genskih varijanti u ovom regionu za koje je pokazano da dovode do
povecane ekspresije gena za protrombin, §to je povezano sa poremecajem hemostazne
ravnoteze i pojavom trombofilije.

Poslednjih godina, sve je vise podataka o ulozi sinonimnih zamena u regulaciji
ekspresije gena. lako ne dovode do aminokiselinske zamene u finalnom proteinskom
produktu, sinonimne zamene mogu regulisati ekspresiju datog gena na drugim nivoima,
od brzine transkripcije, obrade, transporta i degradacije RNK, do promena u brzini i
stopi translacije proteina, $to znatno moze uticati na vremenski i prostorno regulisanu

ekspresiju jednog proteina.

Ciljevi ove doktorske disertacije su definisani na slede¢i nacin:

1. Odredivanje ucestalosti genske varijante C20068T u grupi pacijenata sa
trombofilijom, kao i odgovarajucoj grupi zdravih ispitanika, ¢ime bi se utvrdilo
da 1i C20068T varijanta moze predstavljati novi trombofilni marker.

2. Funkcionalna analiza C20068T varijante u cilju rasvetljavanja mehanizma kojim

ova sinonimna genska varijanta uti¢e na promenu ekspresije gena za protrombin.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Ispitanici

U okviru ove studije testirano je ukupno 797 ispitanika, od toga 606 pacijenata i
191 ispitanik kontrolne grupe.

Pacijenti su selektovani iz grupe od 4000 pacijenata koji su upuéeni u
Laboratoriju za molekularnu biologiju, IMGGI, zarad testiranja na trombofilne
mutacije. Na osnovu anamnesti¢kih podataka iz studije su iskljuceni pacijenti Sa
malignitetima, infektivnim bolestima i endokrinoloskim poremecajima, kao i pacijenti
sa deficitom antitrombina, proteina C i proteina S. Pacijenti su testirani na prisustvo FV
Leiden i FIl G20210A mutacija i u studiju su ukljuceni oni za koje je utvrdeno da nisu
nosioci ovih mutacija. Od 606 ovako selektovanih pacijenata, njih 443 je imalo neki
tromboticki poremecaj, dok je 163 imalo ponovljene spontane pobacaje nepoznate
etiologije. Pacijenti sa tromboti¢kim poremecajima su podeljeni u grupe, shodno
trombotickom poremecaju koji su imali. Grupu pacijenata sa cerebrovaskularnim
insultima ¢inilo je 106 pacijenata, grupu sa izolovanim pluénim embolizmom ¢inio je
101 pacijent, grupu sa trombozom dubokih vena 175 pacijenata [160], dok je 61
pacijent imao kombinovane tromboticke epizode.

Opstu kontrolnu grupu ¢inilo je 191 zdravih ispitanika oba pola, dok je
kontrolnu grupu za pacijentkinje sa spontanim pobacajima ¢inilo 75 zdravih Zena, bez
istorije trombotickih epizoda, koje su imale najmanje jednu uspesnu trudnocu.

Za izolaciju DNK pacijenata 1 ispitanika kontrolne grupe koris¢eni su limfociti
periferne krvi, kao i ¢elije bukalne sluzokoze. Krv je uzimana sa 3,8% Na-citratom kao
antikoagulansom, u odnosu 9:1. Uzorci bukalne sluzokoZe su uzimani sterilnim
Stapi¢em za bris. Plazma pacijenata je dobijena centrifugiranjem pune krvi uzete sa Na-
citratom kao antikoagulansom na 3000rpm u trajanju od 10 minuta. Uzorci DNK ¢uvani
su na -20°C, a uzorci plazme na -80°C.

Ovo istrazivanje je odobrio Eti¢ki komitet Instituta za transfuziju krvi Srbije.
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3.2. Materijal

3.2.1. Celijske linije

U okviru funkcionalne analize C20068T varijante u genu za protrombin
koris¢ene su komercijalno dostupne cos-7, HepG2 i HeLa permanentne ¢elijske linije.
Cos-7 permanentna celijska linija nastala je transformacijom CV-1 Ccelijske linije,
poreklom od ¢elija bubrega africkog zelenog majmuna, pomocu virusa SV-40. HepG2
permanentna c¢elijska linija dobijena je iz tkiva jetre petnaestogodisnjeg decaka koji je
bolovao od hepatocelularnog karcinoma. HeLa ¢elijska linija dobijena je iz ¢elija raka

grli¢a materice.

3.2.2. Bakterijski sojevi
U studiji je koris¢en soj E. coli DH5a (supE44 AlacU169 (480lacZAM15)
hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl).

3.2.3. Plazmidni vektori

Za Kloniranje PCR produkata koris¢en je pJET1.2/blunt plazmidni vektor
(Thermo Scientific), veli¢ine ~3kb (Slika 13). Ovaj vektor se moze Kkoristiti za
kloniranje PCR produkata sa lepljivim ili ravnim krajevima, sa veli¢inama inserta od 6
bp do 10kb. Nakon transformacije, recirkularizovani pJET1.2/blunt vektor eksprimira
letalni restrikcioni enzim, ¢ime prestaje njegova propagacija, tako da se na Petri Solji
pojavljuju samo rekombinovani klonovi koji sadrze insert. Vektor sadrzi gen za

rezistenciju na ampicilin.

pJET1.2/blunt
2974 bp

Slika 13. pJET1.2/blunt vektor.

Preuzeto sa www.thermoscientific.com
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U eksperimentima transfekcije koris¢en je pCI-neo ekspresioni vektor
(Promega), veli¢ine ~5,5 bp (Slika 14). pCl-neo sisarski ekspresioni vektor nosi
citomegalovirusni pojacavac/promotor koji omogucéava konstitutivhu ekspresiju
ukloniranih DNK inserata u razli¢itim sisarskim celijama. Efikasnu selekciju celija,
transfekovanih pomocu ovog vektora, omoguéava gen za neomicin fosfotransferazu,
koji obezbeduje otpornost na antibiotik G-418. G-418 antibiotik je aminoglikozid koji
proizvode streptomicete, a citotoksi¢ni efekat ispoljava kroz blokiranje translacije.
Neomicin fosfotransferaza inaktivira G-418 putem fosforilacije, ¢cime sprecava njegov
toksi¢ni efekat i omogucava prezivljavanje Celija koje nose vektor. Za propagaciju u
bakterijskim ¢elijama vektor sadrzi gen za rezistenciju na ampicilin. U okviru ovog
vektora nalazi se i kasni signal za poliadenilaciju iz virusa SV40, za koji je pokazano da
povecava efikasnost obrade i translacije kloniranih DNK fragmenata.

Za potrebe funkcionalne analize 3'kraja gena za protrombin koris¢en je vektor
pClneo kome je deletiran region duzine 226bp sa SV40 poliadenilacionim signalom-
pClIneoASV40 [161]. Uklanjanjem virusnog poliadenilacionog signala spre¢en je njegov
uticaj na ekspresiju kloniranog gena. U ovoj studiji je kori§¢en vektor pClneoASV40 u
koji je uklonirana celokupna cDNK za protrombin: signalna sekvenca, 14 egzona, 3’
nekodiraju¢i region i 50bp 3'FR regiona nizvodno od mesta iskrajanja:
pCIneocASV40Pt+50-wt konstrukt [161]. U ovaj vektor je metodom in-situ mutageneze
uvedena zamena na mestu 20068 (pClneoASV40Pt+50-20068T-20068T konstrukt)
[159].

Bglll

ori S Sl
CMV LE.
Enhancer/Promoter PPl 37 1!
Nhel 1085
Xhol 1091
Intron EcoRl [1096
Miul 1102
Amp’ pCl-neo SV40 Late Xbal [1114
Vector poly(A) Sall  |1120
(5472bp) Accl [1121
Smal 1127
1 ori j Notl [1131
Q 13 T
Synthetic  gy40 Enhancer/

poly(A) Early Promoter

BamH| neo

Slika 14. Cirkularna mapa pCl-neo vektora.

Preuzeto i modifikovano sa www.promega.com

Doktorska disertacija Bioloski fakultet 32
Univerzitet u Beogradu



lva B. Pruner

3.2.4. Oligonukleotidi

Nazivi i sekvence oligonukleotida i prajmera koris¢enih u ovom radu dati su u Tabeli 1.

Tabela 1. Nazivi i sekvence koris¢enih oligonukleotida

Naziv Sekvenca Eksperiment
Fllpsm 5'-GCTTCTACACACATGTGTTGC-3’ PCR-RFLP
PCR-RFLP,
Pt2 S5'-TCAATGCTCCCAGTGCTATTC-3' real-time PCR,
fragment analiza
FIl113a 5-GGAAACGAGGGGATGCCTGT-3' Sekvenciranje
DNK
A6b 5-GTGAGAGGAAAGATGGCAGG-3' Sekvenciranje
DNK
F13/14 5'-FAM-CCCTTTGTCATGAAGGAGCCCC Fragment
FAM TTT-3 analiza
18sRNKeur 5'-NED- AGGATCCATTGGAGGGCAAGT-3 Fragment
F analiza
18sRNKeur 5'-TCCAACTACGAGCTTTTTAACTGCA-3' Fragment
R analiza
F13/14 real-time PCR,
neobelezeni 5-CCCTTTGTCATGAAGGAGCCCCTTT-3' modifikovani 3’
RACE
M1 5-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3' real-time PCR
M2 5'-AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3' real-time PCR
RT418a 5'-CCGGTCTTGTCGATCAG-3 real-time PCR
RT418b 5'-TGAGCCTGGCGAACAGTTC-3' real-time PCR
G418-proba 5'-VIC-ATGCTCTTCGTCCAGAT- real-time PCR
MGBNFQ-3'
Ptl FAM 5'-FAM-GGATGGGAAATATGGCTTCTAC-3 modifikovani
3'RACE
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Naziv Sekvenca prajmera Eksperiment
prajmera
polyT 5'-T(20) -3’ modifikovani
3'RACE
Ptl 5'-GGATGGGAAATATGGCTTCTAC-3' EMSA
FIl Lo S'-TACTCTCCAAACTGATCAATGAC-3' EMSA
PAI-1a 5'-CACAGAGAGAGTCTGGCCACGT-3 EMSA
PAI-1b 5'-CCAACAGAGGACTCTTGGTCT-3' EMSA
Footprinting
20068mut S5'-ACACATGTGTTCCGTCTGAAGAAGTGG Primer
AACAG-3' PCR
Footprinting
FIlwt20068 | 5'-ACACATGTGTTCCGCCTGAAGAAGTGGA Primer
TACAG-3' PCR
za sekvenciranje
pJET1.2 5-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3' pJET1.2/blunt
forward plazmida
za sekvenciranje
pJET1.2 5'-AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3 pJET1.2/blunt
reverse plazmida
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3.3. Metode

3.3.1. Metode za detekciju genske varijante C20068T

Za detekciju genske varijante C20068T kod pacijenata i ispitanika kontrolne
grupe koris¢ene su metode PCR-RFLP (engl. Polimerase chain reaction-Restriction
fragment length polymorphism) i sekvenciranje DNK.

Izolacija DNK iz periferne krvi
[protokol za QlAamp DNA Mini Kit-QIAGEN]
U mikrotube od 1,5mL dodavano je 200uL periferne krvi, 20uL QIAGEN

proteinaze K 1 200 pL pufera AL. SmeSa je vorteksovana 15s i zatim inkubirana na
56°C 10min, da bi se elije lizirale i DNK oslobodila od proteina. Nakon toga je
dodavano 200uL apsolutnog etanola i smesa je ponovo vorteksovana 15s. Smesa je
zatim nanos$ena na QIAamp kolonu i centrifugirana na 8000rpm u toku 1min. Nakon
odbacivanja eluata (DNK se vezuje za kolonu), dodavano je 500uL pufera AWL i
kolona ponovo centrifugirana na 8000rpm u toku 1min. Eluat je odbacivan, a kolona
prebacivana u novu epruvetu za sakupljanje eluata. U slede¢em koraku, dodavan je
pufer AW2 koji dodatno oslobada DNK od necisto¢a i kolona centrifugirana na
13000rpm u toku 3min. Nakon toga, kolona je prebacivana u novu epruvetu i ponovo
centrifugirana na istoj brzini u toku 1min, kako bi se uklonili tragovi pufera. U
poslednjem koraku kolona je prebacivana u ¢istu mikrotubu od 1,5mL. DNK je spirana
sa kolone dodavanjem 200uL sterilne vode, kolona je inkubirana 1min na sobnoj
temperaturi, a zatim centrifugirana na 8000rpm u toku Imin. Izolovana DNK ¢uvana je

na -20°C do daljeg koris¢ena.

Izolacija DNK iz c¢elija bukalne sluzokoze

[protokol za QIAamp DNA Mini Kit-QIAGEN]

Deo stapica za uzimanje bukalnog brisa sa pamu¢nom vaticom na kojoj se nalaze
¢elije bukalne sluzokoZe je smeStan u mikrotubu zapremine 2mL. U nju je dodavano
400uL 1xPBS pufera (137mM NaCl; 3,375mM KCI; 1,76mM KH3PO4; 10mM
Na,HPO,; pH7,5) i 20uL QIAGEN proteinaze K. Zatim je dodavano 400uL pufera AL i

sme$a odmah vorteksovana 15s. Nakon toga, smes$a je inkubirana 10min na 56°C,
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dodavano je 400uL etanola i cela smesa je vorteksovana. 700uL smese je nanoSeno na
kolonu i ona je centrifugirana na 8000rpm u toku 1min. Eluat je odbacivan i ostatak
smese je nanoSen na istu kolonu uz ponovljeno centrifugiranje. U slede¢em koraku je
dodavano 500uL pufera AW1 i kolona centrifugirana na 8000rpm u toku 1min. Nakon
odbacivanja eluata, dodavano je 500uL pufera AW2. Kolona je centrifugirana na
13000rpm u toku 3min. Nakon toga kolona je prebacivana u novu epruvetu i ponovo
centrifugirana na istoj brzini u toku 1min kako bi se uklonili tragovi pufera. Po
zavrSetku centrifugiranja, kolona je prebacivana u c¢istu epruvetu. Na kolonu je
dodavano po 200uL sterilne vode. Kolona je 1min inkubirana na sobnoj temperaturi, a
zatim centrifugirana na 8000rpm u toku Imin, ¢ime je DNK eluirana sa kolone.

Za merenje koncentracije DNK je koris¢en spektrofotometar NanoVue (GE

Healthcare, Life sciences), po uputstvu za rad na aparatu.

Analiza DNK na agaroznom gelu

Prema referenci [162]

Analiza DNK je vrSena na horizontalnom agaroznom gelu odgovarajuce
koncentracije (0,8- 2%), u zavisnosti od veli¢ine molekula DNK koje treba razdvojiti. U
gelove je pre polimerizacije dodavan etidijum bromid (5ug/mL). Elektroforeza je vrSena
u TAE puferu (40mM Tris; 20 mM siréetna kiselina; 1mM Na,EDTA), pri naponu od 4-
7 V/em. DNK je vizualizovana osvetljavanjem gela UV svetlom talasne duzine 312 nm.
Nakon elektroforeze gelovi su dokumentovani CCD kamerom sa BioDocAnalyze
sistemom. Za odredivanje veliine fragmenata DNK koriS¢eni su odgovarajuci

komercijalni DNK markeri (NE BioLabs).

PCR-RFLP metoda
prema referencama [163] i [164]

PCR-RFLP (engl. Polimerase chain reaction-Restriction fragment length
polymorphism) je metoda koja se koristi za direktnu detekciju prisustva mutacija i
genskih varijanti. Zasniva se na tome da postojanje promene u sekvenci kreira novo ili
ukida postojece mesto prepoznavanja odgovarajuceg restrikcionog enzima. Na taj nacin,
umnozeni fragment DNK ¢e nakon delovanja restrikcionog enzima imati razlicite

duzine u zavisnosti od prisustva/odsustva polimorfizma. Reakcija lan¢anog
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umnozavanja DNK (engl. PCR-Polymerase Chain Reaction), omoguéava umnozavanje
zeljenog fragmenta DNK iz minimalne koli¢ine pocetnog materijala, koriS¢enjem
termostabilne Taq polimeraze. Ukoliko se reakcija lanéanog umnozavanja odvija
direktno iz pune krvi, bez prethodne izolacije DNK, na pocetku se koristi "hot start”,
odnosno nekoliko ciklusa grejanja i hladenja, kako bi se omogudila liza celija i
oslobadanje DNK.

Metoda PCR-PSM (engl. Polymerase chain reaction-mediated site-directed
mutagenesis) se zasniva na moguc¢nosti Taq polimeraze da uvede promenu u sekvenci
DNK tokom reakcije lan¢anog umnozavanja tako $to jedan od prajmera koji se koristi
nije potpuno komplementaran DNK matrici. Na taj nain omogucava se stvaranje novog
restrikcionog mesta u umnozenom segmentu ¢ije ¢e postojanje zavisiti od prisustva ili
odsustva mutacije koja se analizira.

Za detekciju genske varijante C20068T koris¢ena je PCR smesSa, u finalnoj

zapremini 25uL, sledeceg sastava:

200-500ng DNK ili 1pL pune krvi

10x PCR pufer 2,5uL
25mM MgCl; 2,5uL
2mM dNTPs 2,5uL
10 pmol Fllpsm 0,5uL
10 pmol Pt2 0,5uL
5U/uL Taq polimeraza 0,2uL

Temperaturni profil PCR reakcije kada je umnozavanje radeno iz DNK bio je sledeci:

95°C/5min

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

72°C/10min
Temperaturni profil PCR reakcije kada je umnozavanje radeno direktno iz pune krvi bio
je sledeci:

(97°C/3min, 55°C/3min)x 3 ciklusa

95°C/5min

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

72°C/10min
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Produkti PCR reakcije su proveravani na 2% agaroznom gelu, a zatim su
tretirani odgovaraju¢im restrikcionim enzimom na 37°C tokom 16h. Sastav smeSe za

digestiju, finalne zapremine 25uL, bio je sledeéi:

PCR produkt 15uL

10x pufer M 2,5uL
Hhal (10U/uL) 0,5pL
uslovi digestije 37°C/16h

Produkti digestije DNK restrikcionim enzimom analizirani su vertikalnom
elektroforezom na 10% poliakrilamidnim gelovima. DNK je vizuelizovana bojenjem

gelova solima srebra.

Analiza DNK na poliakrilamidnom gelu

Prema referenci [162]

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

EDTA pH 8). Po zavrSetku elektroforeze, gelovi su bojeni solima srebra.

Vizualizacija DNK u poliakrilamidnim gelovima srebro nitratom

Prema referenci [165]

Vizualizacija DNK u poliakrilamidnim gelovima vrSena je bojenjem srebro
nitratom. Poliakrilamidni gelovi su, nakon elektroforeze, najpre fiksirani 30min u
rastvoru 10% etanola 1 0,5% siréetne kiseline. Nakon toga, gelovi su bojeni u 0,1%
rastvoru srebro nitrata 10min. Visak srebra je uklanjan ispiranjem najpre u
redestilovanoj vodi, a zatim u razvijacu sledeceg sastava: 1,5% natrijum hidroksid,
0,01% natrijum borhidrid i 0,048% formaldehid. Gelovi su u razvijacu inkubirani
20min. Fiksiranje dobijenih traka vr§eno je potapanjem gelova u 0,75% rastvor natrijum

bikarbonata u trajanju od 20min.
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Sekvenciranje DNK

[protokol za BigDyeTerminator Ready Reaction Kit- Applied Biosystems]

Metodom sekvenciranja se odreduje redosled nukleotida u molekulu DNK.
Metoda se zasniva na sposobnosti DNK sekvenaze da sintetiSe komplementarni lanac
DNK, nastavljaju¢i oligonukleotidni lanac vezan za jednolancanu DNK, pri ¢emu
koristi smesu dezoksiribonukleotida i didezoksiribonukleotida [166]. Reakcija sinteze
komplementarnog lanca se zaustavlja ugradivanjem didezoksiribonukleotida koji ne
poseduje 3’-OH grupu na molekulu dezoksiriboze neophodnu za elongaciju molekula
DNK. Na ovaj nacin se dobija serija jednolanc¢anih fragmenata ¢ija se duzina razlikuje
za jedan bazni par. Svaki od Ccetiri didezoksinukleotida je obelezen razli¢itom
fluorescentnom bojom, ¢ime se reakcija sekvenciranja i detekcija produkata vrSe u
jednoj reakciji.

Za sekvenciranje DNK koriséen je kit BigDye™ Terminator Version 3.1 Ready
Reaction (Applied Biosystems). Produkti reakcije sekvenciranja su analizirani
kapilarnom elektroforezom na aparatu 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Fragment 3'kraja gena za protrombin duzine 715bp najpre je umnoZzavan
metodom PCR-a, pomoc¢u prajmera FIl113a i A6b. PCR smesa finalne zapremine 25uL

sadrzala je slede¢e komponente:

200-500 ng DNK

10xPCR pufer 2,5uL
25mM MgCl, 2,5uL
2mM dNTPovi 2,5uL
10 pmol F1113a 0,5uL
10 pmol A6b 0,5uL
5 U/uL Taq polimeraza 0,2uL

Temperaturni profil PCR reakcije kada je umnozavanje vrseno iz DNK bio je sledeci:

94°C/5min
(94°C/45s, 61°C/45s, 72°C/455)x35 ciklusa
72°C/10min
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Temperaturni profil PCR reakcije kada je umnozavanje vrSeno iz pune krvi bio je
sledeci:

(97°C/3min, 55°C/2min)x 3 ciklusa

95°C/5min

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

72°C/10min

Nakon provere PCR produkta na 2% agaroznom gelu, vrSeno je pre€iS¢avanje
DNK na koloni (QIlAquick PCR Purification kit, Qiagen) prema uputstvu proizvodaca.
U PCR smeSu dodavano je 80uL PBI pufera, nakon ¢ega je smeSa vorteksovana i
centrifugirana 5s. Citava zapremina je nanoS$ena na QIAquick spin kolonu i
centrifugirana tokom na 13000rpm/Imin radi vezivanja umnozenog PCR produkta za
kolonu. Eluat je odbacivan, nakon ¢ega je na kolonu dodavano 750uL pufera PE, a
smesa centrifugirana na 13000rpm/1min. Nakon odbacivanja eluata, kolona je dodatno
centrifugirana na 13000rpm/Imin, radi dodatnog uklanjanja preostale tecnosti.
QIAquick kolona je zatim prebacena u Cistu mikrotubu od 1,5mL, dodato je 50uL
sterilne vode, kolona je inkubirana 1min na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega je PCR
produkt eluiran sa kolone centrifugiranjem na 13000rpm/1min.

SmesSa za reakciju sekvenciranja, finalne zapremine 8uL, sadrzala je sledece

komponente:

-10 ng precisé¢enog PCR produkta
-3,2 pmol Fll13a
-2uL. Ready Reaction Mix (Applied Biosystems)

Temperaturni profil PCR reakcije za sekvenciranje bio je sledeci:
96°C/1min
(96°C/10s, 50°C/5s, 60°C/4min)x25 ciklusa
4°C/

Posle zavrSene reakcije sekvenciranja uzorci su preciS€avani Na-acetatnom
precipitacijom. U 8uL smeSe je dodavano po 40ul 0,1M Na-acetata pH 5,2,
rastvorenog u etanolu. Zatim je vrSeno centrifugiranje na 13000rpm u toku 10min, uz
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odlivanje supernatanta. Talog je ispiran dva puta sa po 200uL 70% etanola, uz
centrifugiranje 13000rpm/10min i odlivanje supernatanta. Nakon toga je u potpunosti
osuSen. OsuSeni talog je rastvaran u 25ul HiDi Formamide (Applied Biosystems) i
celokupna zapremina je nanoSena na aparat za automatsko sekvenciranje. Za analizu
dobijenih sekvenci kori§¢en je Sequencing Analysis Software v5.3.2 with KB Basecaller
v1.4 (Applied Byosistems).

Statisticka obrada podataka
[MedCalc 12.2.1.0]

Za statisti¢ku obradu podataka kori$¢eni su: XZ test i Studentov t-test, sa nivoom
statisticke znacajnosti od 0,05. Odredivani su P vrednost, OR (Odds Ratio) i 95%ClI
(Confidence Interval). Za statisticku obradu podataka koris¢en je programski
paketMedCalc, verzija 12.2.1.0.Za odredivanje Hardi-Vajnbergove ravnoteze koriséen
je Hardy-Weinberg equilibrium calculator (http://www.oege.org/software/hardy-

weinberg.html).

3.3.2. Kvantifikacija koli¢ine protrombina u humanoj plazmi
Za relativnu kvantifikaciju koli¢ine protrombina u plazmi pacijenata kori$¢ena je
Western blot analiza. Kao referentni uzorak koris¢ena je komercijalno dostupna

standardna humana plazma (Siemens).

Western blot analiza

Prema referenci [167]
Western blot je metoda koja omogucava imunodetekciju ciljnog proteina u
uzorku. Metoda podrazumeva sledece korake: razdvajanje proteina elektroforezom,

transfer razdvojenih proteina na membranu i imunodetekciju proteina na membrani.

a) Elektroforeza proteina na denaturiSu¢em poliakrilamidnom gelu
Prema referenci [168]
SDS-PAGE (engl. Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) je metoda koja omogucava razdvajanje proteina prema molekulskoj

tezini.
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Ova metoda je koris¢ena za razdvajanje proteina plazme pacijenata. Za njihovo
razdvajanje je koris¢en diskontinuirani SDS poliakrilamidni gel koji se sastoji iz gela za
koncentrovanje (stacking gel) koji omogucava homogenizaciju uzoraka i gela za
razdvajanje (running gel) u kome se proteini iz uzorka razdvajaju po svojoj masi.

Koriséen je gel za razdvajanje sledeceg sastava: 12% poliakrilamid; 375mM Tris
pH 8,8; 0,1% SDS; 0,1% amonijumpersulfat i 0,01% TEMED. Sastav gela za
koncentrovanje je bio: 6% poliakrilamid; 0,5M Tris pH 6,8; 0,1% SDS; 0,1%
amonijumpersulfat i 0,01% TEMED. Po 20uL plazme pacijenata, 20 puta diluirane u
sterilnoj vodi, je najpre pomesano sa 10pL pufera za nanosenje uzorka (50mM Tris pH
6,8; 2%SDS; 10% glicerol; 0,1% bromfenolplavo), a zatim denaturisano kuvanjem na
95°C tokom 5 min. Na gel je nanoSeno po 25uL uzorka. Kao negativna kontrola
koris¢ena je FII deficijentna plazma (HemosIL), a kao pozitivna kontrola standardna
humana plazma (Siemens), nanoSene po 25uL. Elektroforeza se odvijala u puferu TG
(25mM Tris pH 8,8; 250mM glicin; 0,1% SDS), pod konstantnim naponom od 100V u
gelu za koncentrovanje i 180V u gelu za razdvajanje. Zajedno sa uzorcima na gel je
nanoSen marker odgovarajuc¢ih molekulskih tezina. Po zavrSetku elektroforeze proteini

razdvojeni na gelu su dalje analizirani metodom Western blot.

b) Prenos proteina na membranu

Proteini plazme pacijenata su nakon razdvajanja elektroforezom na SDS-
poliakrilamidnom gelu prenoseni na Immobilon-P membranu za transfer (Millipore) od
poliviniliden fluorida (PVDF), pomocu sistema za polusuvi transfer (Biometra). Gel je
inkubiran u katodnom puferu (25mM Tris/HCI pH 9,4; 40mM glicin; 20% metanol).
Membrana je aktivirana potapanjem u metanol 1-2s, a zatim ispirana u vodi 5min i
inkubirana u anodnom puferu Il (25mM Tris/HCI pH 10,4; 20% metanol) 5min. Na
anodnu plocu, koja je najpre nakvasena anodnim puferom I (300mM Tris/HCI pH 10,4;
20% metanol) stavljano je po 2 sloja 3 MM papira, nakvasenih anodnim puferom I.
Preko ovog sloja stavljan je po jedan 3MM papir natopljen anodnim puferom Il. Zatim
je stavljana aktivirana membrana, a preko nje gel. Kao poslednji sloj stavljana su po tri
3MM papira natopljena u katodni pufer. Aparatura je zatvarana postavljanjem katode na
slozeni ,,sendvi¢“. Transfer je trajao 40min pri maksimalnoj struji od 5mA/cm?

membrane.
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¢) Imunodetekcija proteina na membrani

Detekcija ispitivanog proteina se najces¢e vrsi u dve faze—koris¢enjem
primarnog 1 sekundarnog antitela. Primarno antitelo (I Ab) je specificno za odredeni
epitop ,.target proteina, dok sekundarno antitelo (Il Ab) “prepoznaje” primarno i
najéeSée je specificno za epitop imonoglobulina Zivotinje iz koje je izolovano | Ab.
Sekundarno antitelo je konjugovano sa molekulom pomocu koga se moze izvrsiti
detekcija signala (biotin, alkalna fosfataza, peroksidaza rena, itd).

Membrana je, nakon transfera, preko no¢i inkubirana u 5%BSA (Bovine serum
albumin) rastvorenom u puferu PBST (80mM Na,HPO,4; 20mM NaH,PO,4; 100mM
NaCl pH 7,5; 0,1% Tween 20), da bi se blokiralo nespecificno vezivanja antitela. Nakon
toga, membrana je kratko ispirana u puferu PBST i inkubirana sa primarnim antitelom
Thrombin K-20 goat polyclonal antibody (Santa Cruz Biotehnology) tokom 1h, uz blago
meSanje. Ovo primarno antitelo prepoznaje srediSnji region humanog trombina i moze
se koristiti za detekciju i trombina i protrombina. Primarno antitelo je koris¢eno u
razblazenju 1:2000 u 2%BSA, rastvorenom u PBST puferu. Nakon inkubiranja,
primarno antitelo je ispirano prvo 15min, a zatim 3x5min u PBST puferu, uz neprestano
mesanje. Membrana je zatim inkubirana 1h i 15min u sekundarnom antitelu Anti-Goat
IgG, peroxidase conjugate (Sigma), razblazenom 1:80000 u 2%BSA, rastvorenom u
PBST puferu, takode uz mesanje. Sekundarno antitelo je ispirano 15 min i 3x5 min u
PBST puferu, nakon ¢ega je vrSena detekcija hemiluminiscentnog signala. Za indukciju
hemiluminiscencije je korid¢éen komercijalni reagens Imobilion™  Western
Chemiluminiscent HRP Substrate (Millipore), prema uputstvu proizvodaca. Peroksidaza
rena (HRP-Horseradish Peroxidase) katalizuje reakciju u kojoj se supstrat (Lumigen
PS-3 akridan) prevodi u jedinjenje koje daje hemiluminiscentni signal sa maksimalnom
apsorpcijom na talasnoj duzini od 430 nm. Membrana je inkubirana sa reagensom Smin,
nakon ¢ega je uklonjen viSak reagensa. Detekcija signala vrSena je na radiografskim
filmovima, a trajanje ekspozicije odredivano empirijski.

Na svaki gel je, zajedno sa uzorkom, nanoSena pozitivna kontrola, u odnosu na
koju je radena relativna kvantifikacija koli¢ine protrombina kod pacijenata. Svi uzorci
su nanoSeni u triplikatu u tri nezavisna eksperimenta. Relativna kvantifikacija signala,
koji odgovara koli¢ini protrombina vriena je pomocu softvera za analizu Western blota

Image Studio Lite, proizvodaca LI-COR.
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3.3.3. Metode za funkcionalnu analizu genske varijante C20068T

Priprema plazmidne DNK za transfekciju celija u kulturi
[protokol za EndoFree Plasmid Maxi Kit-QIAGEN]

Za uspesnu transfekciju potrebno je da plazmid bude osloboden bakterijskih
endotoksina, pa je zbog toga izolacija zeljenih plazmida radena kitom za EndoFree
izolaciju plazmida.

Na ¢vrstu LB podlogu (1% tripton; 1% NaCl; 0,5% ekstrakt kvasca i 1,5%
bacto-agar) sa ampicilinom su direktno iz glicerolskog $toka sejani prethodno dobijeni
pClneoASV40Pt+50 (wt) i pClneoASV40Pt+50-20068T (20068T) transformanti [159].
Sa ¢vrste selektivne podloge su zasejavane pojedinacne bakterijske kolonije u SmL LB
medijuma (1% tripton, 1% NaCl, 0,5% ekstrakt kvasca) i inkubirane 8 sati na
37°C/300rpm. 100uL ove kulture je zasejavano u 100mL LB medijuma sa ampicilinom
i inkubirano 12-16 sati na 37°C/300rpm. U te¢ne i u &vrste medijume dodavan je
ampicilin u finalnoj koncentraciji od 100ug/mL. Bakterijske celije su taloZene
centrifugiranjem na 4700rpm/4°C/25 min. Talog je resuspendovan u 10mL pufera P1,
zatim je dodavano po 10mL pufera P2, uz meSanje invertovanjem. Smesa je inkubirana
na sobnoj temperaturi Smin. Nakon toga dodavano je 10mL pufera P3 i smeSa
invertovana 4-6 puta. Dobijeni celijski lizat je nanosen na QIAfilter Maxi, inkubiran
10min na sobnoj temperaturi, a zatim profiltriran. U filtrirani lizat je dodavano 2,5mL
pufera ER, smeSa promeSana invertovanjem 1 inkubirana na ledu 30min. Za to vreme je
kolona QIAGEN-tip 500 ekvilibrisana dodavanjem 10mL pufera QBT. Na ekvilibrisanu
kolonu nanosen je filtrirani lizat. DNK vezana za kolonu je dva puta ispirana sa 30mL
pufera QC i eluirana puferom QN. Eluirana DNK je precipitirana dodavanjem 10,5mL
izopropanola i centrifugiranjem na 8000rpm, 30min na 4°C. Nakon toga u talog je
dodavano SmL 70% etanola i smesa centrifugirana 10 min na 8000rpm/4°C. Talog je
susen na vazduhu 10-30min, rastvoren u 200pL endotoxin-free pufera TE i nakon

merenja koncentracije plazmidna DNK je ¢uvana na -20°C.
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Kultivacija permanentnih Celijskih linija

Prema referenci [169]

Za gajenje permanentnih Celijskih linija Cos-7, HepG2 i Hela koriS¢en je
medijum DMEM (Dulbecco’'s Modified Eagle Medium, PAA Laboratories) sa L-
glutaminom i glukozom u koncentraciji 4,5 g/L, obogacen sa 10% fetalnog govedeg
seruma (FBS, Gibco) i antibiotikom gentamicinom u finalnoj koncentraciji 50pg/mL.
Zasejavanje celija je vrSeno brzim odmrzavanjem alikvota ¢elija i resuspendovanjem u
kompletnom medijumu zagrejanom na 37°C. Celije su gajene u odgovarajuéim sterilnim
sudovima u inkubatoru sa automatskim protokom 5% CO, na temperaturi od 37°C.
Pasaziranje ¢elija je vrSeno pri konfluentnosti od priblizno 80%, tako $to im je nakon
ispiranja puferom PBS (137mM NaCl; 3,4mM KCI; 1,8mM KH,PO,4; 10mM Na;HPO,
pH 7,2) dodavan rastvor tripsina i EDTA (0,05% tripsin i 0,02% EDTA). Nakon kraceg
delovanja enzima (3-5min), reakcija je zaustavljana dodavanjem medijuma sa serumom
u odnosu 1:1 prema dodatoj koli¢ini tripsina. Celije su resuspendovane, a zatim brojane
pod mikroskopom pomocu hemocitometra. Broj ¢elija odredivan je brojanjem dva
dijagonalna polja i pomocu jednacine:

Broj ¢elija/mL=broj ¢elija/2x10*

Nakon brojanja, ¢elije su zasejavane u odgovaraju¢em razblazenju ili zamrzavane.

U cilju zamrzavanja, ¢elije su prvo centrifugirane 10min na 1200rpm, nakon ¢ega su
¢elije resuspendovane u medijumu za zamrzavanje (10% dimetilsulfoksid (DMSO) u
FBS-u). DMSO ima krioprotektivnu ulogu, jer obezbeduje vezivanje vode i time
smanjuje verovatnocu stvaranja kristala leda koji mogu da oStete celije. Suspenzija
éelija je razdeljivana u kriotube i postupno zamrzavana: -20°C (4-8h), -80°C (16-24h),

nakon ¢ega su Celije Cuvane u te¢nom azotu (-198°C).

Transfekcija cos-7 celijske linije plazmidnom DNK

[protokol za PolyFect Transfection Reagent-QIAGEN]

Za transfekciju permanentne Celijske linije c0s-7 koris¢en je reagens Polyfect
(Qiagen). Polyfect je molekul sferi¢ne arhitekture sa "granama" koje se radijalno
pruzaju iz centralnog dela sfere i zavrSavaju naelektrisanim aminogrupama za koji se

vezuje DNK. Ovako nastali, pozitivno naelektrisani kompleks se vezuje za negativno
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naelektrisane receptore na membrani ¢elije, ¢ime se omogucava ulazak plazmidne DNK
u ¢Celiju.

Za eksperimente transfekcije 4x10° cos-7 Celija je zasejavano u T-25 flask i
gajeno pod standardnim uslovima 24h. Odgovaraju¢i plazmidi, koji su izolovani po
protokolu za EndoFree izolaciju, su najpre podvrgnuti digestiji restrikcionim enzimom
Notl u trajanju od 16h. Linearizacija plazmida je vrSena da bi se omogucila laksa
integracija plazmidne DNK u genom celija. Linearizovani plazmidi su preciS¢avani na
koloni (QlAquick PCR Purification Kkit, Qiagen) i rastvarani u puferu TE (10mM Tris,
1mM EDTA pH 8,0). 2,5ug plazmidne DNK je rastvoreno u 150uL medijuma DMEM
(bez seruma i antibiotika, jer oni ometaju stvaranje kompleksa). Po dodavanju 15uL
PolyFect reagensa i vorteksovanja, smesa je inkubirana 5-10min na sobnoj temperaturi
kako bi se oformili kompleksi izmedu Polyfect-a i plazmidne DNK. Zatim su kompleksi
pomesani sa ImL kompletnog medijuma i celokupna smesa je prebacivana u flask sa
éelijama, kojima je pre toga dodato 3mL sveZeg kompletnog medijuma. Celije su zatim

gajene pod standardnim uslovima 48h.

Kultivacija stabilnih transfektanata cos-7 celija

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

postizanja fluktuentnog rasta, a zatim zamrzavane i ¢uvane u tecnom azotu (-198°C).

Kultivacija stabilnih transfektanata poreklom od pojedinacnih celija

Cos-7 ¢elije stabilno transfekovane odgovaraju¢im plazmidnim vektorom, sejane
su brzim odmrzavanjem i resuspendovanjem u kompletnom medijumu sa dodatkom

Img/mL antibiotika G418. Zarad gajenja celijskih klonova, koji su poreklom od
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pojedinacnih stabilno transfekovanih éelija, 3x10% éelija sejano je u Petri Solje
150/22mm sa 25mL medijum. Na taj nacin je omoguceno stvaranje kolonija oko
izdvojenih, pojedinaénih ¢elija. Celije su gajene dok kolonije nisu postale vidljive okom
(oko mesec dana). Svaka celijska kolonija je prebacivana u bunar mikrotitar ploce sa 96
bunara na slede¢i nain: u nastavak je sipano 10uL rastvora tripsina, tripsin je ispustan i
usisavan direktno nad odabranom c¢elijskom kolonijom, uz blago grebanje, ¢ime se
kolonija odvaja sa podloge i prebacuje direktno u bunar mikrotitar plo¢e u koji je
prethodno sipano 200uL kompletnog medijuma. Celije su u mikrotitar plo¢ama gajene
do dostizanja visoke konfluentnosti, a nakon toga su sukcesivno subkultivisane u
sudove sve vece povrsine, do finalne kultivacije u T-175 flasku. Nakon dostizanja
visoke konfluentnosti, deo ¢elija je zamrzavan, a ~10° ¢elija izdvojeno za izolaciju
DNK pomoc¢u QlAampDNAMIniKit (QIAGEN), prema uputstvu proizvodaca. Za
merenje koncentracije DNK je koris¢en spektrofotometar NanoVue (GE Healthcare,

Life sciences), po uputstvu za rad na aparatu.

Odredivanje broja kopija inserata u c¢elijskim klonovima

Prema referenci [170]

a) Esej qfPCR-kapilarna elektroforeza

Za potrebe odredivanja broja kopija inserata u Celijskim klonovima
standardizovan je esej baziran na relativnoj kvantifikaciji fluorescetno obelezenih PCR
produkata (qfPCR) detektovanih pomocu kapilarne elektroforeze. U ovom eseju,
fragment ciljnog gena je koamplifikovan sa internom genomskom kontrolom u istoj
tubi, da bi svi faktori koji uticu na koli¢inu PCR produkta podjednako uticali na ciljni
fragment 1 internu kontrolu. Za umnozavanje ciljnog protrombinskog fragmenta
koriS¢eni su prajmeri dizajnirani tako da se jedan nalazi na egzon-egzon spoju
(ukljucuju delove egzona 13 i 14 protrombinskog gena), ¢ime se umnoZavaju samo
regioni protrombinske cDNK sa plazmidnih inserata, dok umnozavanje sa genomske
DNK nije moguce. Kao kontrola, kori$¢en je fragment gena za eukariotsku 18S rRNK,
koji se moze koristiti za sve sisarske ¢elijske linije. Praymerski parovi su dizajnirani tako

da imaju iste temperature topljenja, Sto olakSava bipleks PCR reakciju. Po jedan prajmer
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iz svakog prajmerskog para je obelezen fluorescentnom bojom FAM, odnosno NED.
Duzine PCR produkata date su u Tabeli 2.

Tabela 2. Duzine PCR produkata ciljnog dela protrombinskog gena i endogene kontrole

Prajmerski Duzina PCR
parovi produkta
(bp)
F13/14 FAM
Pt2 280
18sRNKeurF
18sRNKeurR 99

Ciljni fragment protrombinskog gena i interna kontrola su umnoZavani u istoj

mikrotubi. Sastav PCR smeSe, finalne zapremine 25uL, bio je slede¢i.

200 ng DNK

10xKapa Taq pufer B 2,5 uL
2mM dNTPovi 2,5 uL
10pmol/pL F13/14 FAM 0,5 pL
10pmol/uL Pt2 0,5 pL
1pmol/uL 18sRNKeurF 1puL
1pmol/pL 18sRNKeurR 1puL
5U/uL Kapa Taq polimeraza 0,2 uL

Temperaturni profil PCR reakcije bio je sledeci:
94°/5min
(94°1min, 62°/1min, 70°C)x 37 ciklusa
72°/10min

Svaki uzorak je umnozavan u triplikatu, u tri nezavisne PCR reakcije.
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Po 1uL PCR produkta je rastvoren u 20uL HiDi formamida sa 0,25uL
GeneScan™-500 L1Z™ standarda (Applied Biosystems) i celokupna smesa je nanoena
na aparat za automatsko sekvenciranje 3130 Genetic Analyser (Applied Biosystems).
Rezultati su analizirani koriS¢enjem Gene Mapper 4.0 softvera. Detekcija PCR
produkata vrSena je pomocu kapilarne elektroforeze, merenjem relativne fluorescencije
PCR produkata odgovarajucih duzina. lzmerena visina pika srazmerna je koli¢ini PCR
produkta. Normalizacija rezultata vrSena je tako $to je visina pika ciljnog fragmenta
deljena visinom pika interne kontrole. Tako dobijene vrednosti za sve klonove su

medusobno poredene, da bi se identifikovali klonovi koji imaju isti broj inserata.

b) Verifikacija eseja gfPCR-kapilarna elektroforeza metodom real-time PCR
Prema referencama [171] i [172]

Metoda real-time PCRa je bazirana na reakciji lanCanog umnoZavanja
polimerazom (PCR), pri ¢emu je zahvaljujuéi reagensima koji se koriste i opti¢kim
karakteristikama aparata omoguéeno pracenje kinetike ove reakcije. Kvantifikacija
koli¢ine produkta koji je nastao PCR reakcijom omogucava kvantifikaciju koli¢ine
pocetne matrice (DNK, cDNK, RNK) sa koje se vr§i umnozavanje. Obzirom da se
detekcija koli¢ine nastalog produkta vrSi tokom odvijanja reakcije, real-time PCR
metoda obezbeduje Sirok linearni dinamicki opseg, visoku senzitivnost i kvantitativnost.
Dva osnovna pristupa za detekciju su: 1) koriséenje reagensa (fluorescentne boje) koji
emituje fluorescentni signal nakon vezivanja za molekul dvolan¢ane DNK. Signal koji
se dobija je srazmeran koli¢ini dvolancanog produkta PCR reakcije i1 nije zavisan od
primarne sekvence umnozenog DNK fragmenta. NajceS¢e koriS€eni reagens iz ove
grupe je SYBR-Green, koji se interkalira izmedu baznih parova i fluorescira onda kada
je vezan za dvolanc¢anu DNK, 2) kori$¢enjem oligonukleotidnih proba koje su obelezene
fluorescentnom bojom, a komplementarne su delu sekvence koja se umnozava. Na taj
nacin se signal detektuje samo pri specificnom umnozavanju. Najces¢e se koriste Taq
Man obelezene probe. U kvantifikaciji (DNK, RNK, cDNK) metodom real-time PCRa
postoje dva pristupa: 1) apsolutna kvantifikacija, gde se fluorescentni signal poredi sa
signalima dobijenim od seta standarda poznatih koncentracija i 2) relativna
kvantifikacija, gde se rezultat iskazuje u odnosu na vrednosti dobijene za uzorak

odabran kao kalibrator. Uporedo sa umnozavanjem sa sekvence Ciljnog gena vrsi se i
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umnozavanje referentnog gena (endogene kontrole). To omogucava normalizaciju
rezultata dobijenih za ciljni gen.

Potvrda rezultata dobijenih novom metodom za odredivanje broja kopija
inserata-qfPCR-kapilarnom elektroforezom, vrSena je za odabrane klonove pomocu
real-time PCR, koris¢enjem SYBR-Green pristupa na 7500 real-time PCR sistemu
(Applied Biosystems). Kao ciljni gen koris¢en je isti fragment protrombinskog gena koji
je koris¢en u eseju qfPCR-kapilarna elektroforeza (prajmeri dati u Tabeli 1), dok je kao
referentni gen koris¢en fragment gena za metilentetrahidrofolat reduktazu (MTHFR),
umnozavan prajmerima M1: 5-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3' i M2: 5'-
AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3'. Sastav reakcione smese U finalnoj zapremini od
10pL bio je sledeci:

150ng DNK

2xBrilliant 11 SYBR Green QPCR Master Mix 5uL
10pmol/puL F13/14 0,5 uL
10pmol/pL Pt2 0,5 pL
10pmol/puL M1 0,5 pL
10pmol/uL M2 0,5 uL

Temperaturni profil real-time PCR reakcije bio je sledeci:
50°C/2min
95°C/10min
(95°C/15s, 60°C/1min)x 40 ciklusa

Za oba prajmerska para je izvrSena analiza krive topljenja, koriS¢enjem ABI
PRISM 7500 softvera (Applied BioSystems), da bi se isklju¢ila moguénost nespecificnog
umnozavanja. Da bi se procenila efikasnost umnozavanja, za oba para prajmera
konstruisane su standardne krive koriS¢enjem serijskih razblazenja DNK matrice
izolovane iz cos-7 celija transfekovanih pClneoASV40Pt+50 plazmidom. Efikasnost
real-time PCR reakcije je izradunata koris¢enjem formule E=10YS) (E-efikasnost
reakcije, S-nagib standardne krive). Za izraCunavanje srednjih C; vrednosti (engl.

threshold cycle value) i standardnih devijacija (SD) koris¢en je makro konstruisan u
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programu Microsoft Office Excel, koji na osnovu dobijenih podataka o efikasnosti
reakcija vrsi korekciju rezultata. Kolic¢ina amplifikovanog ciljnog gena normalizovana
je u odnosu na referentni gen. Svaki uzorak je umnozavan u tri nezavisne PCR reakcije i

na 7500 real-time PCR aparat nanoSen u triplikatu.

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

Po 2x10° odabranih klonova stabilno transfekovanih cos-7 éelija je zasejavano u

ImL standardnog kompletnog medijuma uz dodatak 1mg/mL antibiotika G418. Celije
su gajene na 5%CQ0,/37°C/ 48h, a zatim su lizirane dodavanjem 350uL pufera RLT
Plus. Lizat je homogenizovan na QIlAshredder koloni, centrifugiranjem 2min na
13000rpm. Da bi se izbegla DNK kontaminacija, homogenizovani lizat je nanoSen na
gDNA Eliminator kolonu i centrifiguran 30s na 13000rpm. Nakon toga je u eluat
dodavano po 350uL 70% etanola i celokupna zapremina prebacivana na RNeasy kolonu
za koju se vezuje RNK. Ova kolona je centrifugirana 15s na 13000rpm, a zatim je
dodavano 700uL pufera RW1 i kolona ponovo centrifugirana 15s na 13000rpm. U
narednom koraku je RNK ispirana dva puta sa po 500uL pufera RPE. Kolona je
centrifugirana 2min na 13000rpm, a nakon toga jo§ jednom 1min, kako bi se uklonili svi
tragovi pufera. RNK je sa kolone eluirana sa 50uL sterilne vode (Rnase-free voda),
centrifugiranjem 1 min na 13000rpm. Prinos i kvalitet izolata RNK je proveravan
horizontalnom elektroforezom na agaroznom gelu i merenjem koncentracije na

spektrofotometru NanoVue. Izolati RNK su ¢uvani na -20°C.

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

Za analizu RNK metodom real-time PCRa, veoma je vazno da izolovana RNK

nije kontaminirana sa DNK. Iz tog razloga su RNK izolati prec¢is¢avani DNA-free kitom
(Ambion). U izolate je dodavan DNase pufer u odgovarajucoj zapremini i 1uL enzima
rDNasel. Smese su inkubirane 20-30min na 37°C. Zatim je enzim inaktiviran
dodavanjem 0,1 volumena DNase | inaktivirajueg agensa. Nakon 2min na sobnoj
temperaturi, smese su centrifugirane 1,5min na 13000rpm. Precis¢ena RNK, koja se

nalazi u supernatantu, je prebacivana u novu epruvetu.
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Sinteza cDNK
[protokol za High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit- Applied Biosystems]

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit sadrzi reverznu transkriptazu i
nasumic¢ne (engl. random) prajmere dizajnirane tako da omogucavaju prevodenje
celokupne iRNK u cDNK. Ovako dobijena ¢cDNK se moze dalje koristiti za
kvantifikaciju metodom real-time PCRa.

Kao matrica za reakcije reverzne transkripcije koriséeni su uzorci RNK izolovani iz
odabranih klonova stabilno transfekovanih cos-7 ¢elija.

Reakcije reverzne transkripcije, radene u zapremini od 20uL, bile su sledeceg sastava:

10xRT Buffer 2 ulL
25xdNTP Mix 0,8 uL
10x random prajmeri 2 ub
MultiScribe reverzna 1uL

transkriptaza
RNK lpg

Temperaturni profil reakcije reverzne transkripcije:
25°C/25min
37°C/120min
85°C/5s
4°C/o

Uzorci ¢cDNK su ¢uvani na -20°C.

Kvantifikacija iRNK metodom real-time PCR

[protokol za TagMan Gene Expression Assays-Applied Biosystems]

Reakcije real-time PCRa radene su na aparatu 7500 Real-Time PCR (Applied
Biosystems). Za pracenje uticaja prisustva genske varijante C20068T na ekspresiju gena
za protrombin u odabranim c¢elijskim klonovima koris¢en je TagMan pristup uz metod
relativne kvantifikacije. Za detekciju ciljnog molekula-protrombina koris¢en je TagMan
Gene Expression Assay (Applied Biosystems). Kao referentni gen, odnosno endogena

kontrola, izabran je gen za neomicin-N-transferazu, koji omogucava rezistenciju na
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antibiotik G418. On se eksprimira u svim transfekovanim ¢elijama pod istim uslovima,
jer njegova ekspresija ne zavisi od prisustva genske varijante C20068T. Takode,
koli¢ina raspolozive iRNK za neomicin-N-transferazu je direktno srazmerna broju
insertovanih kopija konstrukta u genom c¢elija, ¢ime je ova endogena kontrola u isto
vreme 1 kontrola uspeSnosti transfekcije, jer se u vektoru nalazi u odnosu 1:1 sa
protrombinskom iRNK, ¢ija se ekspresija prati.

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

sledeéeg sastava:

2x Univerzalni PCR MasterMix SuL

20x TagMan Gene Expression Assays 0,5uL
(900nM prajmeri i 250nM FAM TagMan MGB

proba)

18pmol/uL RT418a prajmer 0,5ul
18pmol/uL RT418b prajmer 0,5ul
250nM G418 proba 0,5uL
cDNK 15uL

Temperaturni profil reakcije bio je slede¢i:
50°C/2 min
95°C/10 min
(95°C/15s, 60°C/1min)x 40 ciklusa.
Za obradu dobijenih rezultata koris¢en je 7500 System Software (Applied

Biosystems).

In silico predikcije uticaja prisustva C>T nukleotidne zamene na poziciji 20068

Nukleotidna zamena C>T nalazi se na poziciji 20068 u poslednjem egzonu
protrombinskog gena, koji je veoma znac¢ajan u procesima obrade 3'kraja, iskrajanja
introna, poliadenilacije itd. Da bi se usmerila dalja funkcionalna analiza uticaja ove
genske varijante na ekspresiju protrombina, uradene su in silico analize koje su
podrazumevale proveru uticaja prisustva C20068T genske varijante na upotrebu

kodona, sekundarnu strukturu iRNK i moguce interakcije sa miRNK. U svim
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pretragama na izabranim serverima koris¢ena je sekvenca poslednjeg egzona
protrombinskog gena duzine 144 bp, u okviru koga se nalazi mesto 20068 na kome se
desava C>T bazna zamena.

Upotreba kodona (engl. codon usage) je procenjena pomoc¢u GenScript servera i
alata Rare Codon Analysis. Uticaj odabira odredenog kodona meri se paramtrom CAI
(engl. Codon Adaptation Index) koji predstavlja odstupanje ciljne protein kodirajuce
sekvence gena u odnosu na sekvence seta referentnih gena. CAIl vrednost je u direktnoj
korelaciji sa nivoom ekspresije datog gena.

Predikcija sekundarne strukture uradena je pomocu dva softverska paketa-
RNAfold i Mfold. Osnovna karakteristika na osnovu koje rade oba servera za predikciju
sekundarne strukture je minimalna slobodna energija sparivanja (AG). Ovaj metod krece
od pretpostavke da je nativna sekundarna struktura ona koja ima najmanju vrednost
slobodne energije, $to je ¢ini termodinamicki najstabilnijom. Algoritmi za izraCunavanje
minimalne vrednosti slobodne energije date sekundarne strukture uzimaju u obzir
komplementarno sparivanje baza unutar linearne sekvence, kao i potencijalno
nekomplementarno sparivanje baza i nekanonske sekundarne strukture poput
pseudocvorova.

Predikcija uticaja prisustva C>T bazne zamene na mogucnost vezivanja

mikroRNK procenjena je pomocu servera MiRBase.

Odredivanje stabilnosti iRNK za protrombin u c¢elijama transfekovanim wt i C20068T

konstruktima
Prema referenci [173]

Jedan od eksperimentalnih pristupa za odredivanje stabilnosti iRNK zasniva se
na dodavanju inhibitora transkripcije, ¢ime se zaustavlja sinteza iIRNK, a zatim se prati
kinetika degradovanja ciljne iRNK. Uzorci RNK se sakupljaju u odredenim
vremenskim tackama, nakon ¢ega se odreduje koli¢ina preostale ciljne iRNK u svakoj
od njih. Koli¢ina preostale iRNK se moze odedivati koris¢enjem vise razli¢itih metoda,
ali se najcesce koriste Northern blot analiza i real-time PCR.

Kao inhibitor transkripcije u ovoj studiji koriS¢en je aktinomicin D, polipeptidni
antibiotik koji se vezuje za DNK na mestu transkripcionog inicijacionog kompleksa i

sprecava elongaciju transkripcije od strane RNK polimeraze.
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Za eksperimente odredivanja stabilnosti IRNK za protrombin, koris¢ene su cos-7
éelije stabilno transfekovane wti 20068 T plazmidnim konstruktima. Celije su podignute
i gajene u odgovaraju¢em kompletnom medijumu do konfluentnosti. Nakon dva ciklusa
pasaziranja, po 2x10° ¢elija je sejano u 6-well plejtove i gajeno tokom 24h. Nakon 24h
¢elije su tretirane aktinomicinom D, rastvorenim u DMSO, u finalnoj koncentraciji
lpg/mL. Da bi se ispitao mogu¢i efekat DMSOa na koli¢inu ciljne iRNK, pored
netretiranih celija, kao kontrola gajene su i celije tretirane 1pL/mL DMSOom. U
odredenim vremenskim intervalima (6, 18 i 24h) celije su sakupljane i iz njih je
izolovana RNK prema goreopisanom protokolu. Izolovana RNK je koriS¢ena kao
matrica za sintezu ¢cDNK i kvantifikaciju iRNK pomoc¢u real-time PCRa, prema
goreopisanim protokolima. U eksperimentu su kori$c¢eni Celije stabilno transfekovane wt
i 20068T plazmidnim konstruktima, dobijene iz tri nezavisne transfekcije. Za sve od
njih, eksperiment je raden u triplikatu za svaki vremenski interval, za Celije tretirane

aktinomicinom D, tretirane DMSOom i netretirane ¢elije.

Odredivanje razlika u mestu iskrajanja protrombinske iRNK izolovane iz cos-7 celija

stabilno transfekovanih wt i 20068T konstruktima modifikovanom 3 RACE metodom
Prema referencama [174] i [175]
Metod brzog umnozavanja krajeva cDNK (engl. Rapid Amplification of cDNA

Ends-RACE) se koristi za utvrdivanje celokupne sekvence 5'/3' krajeva RNK
transkripata: 5’'RACE ili 3'RACE. U 3'RACE metodi koristi se prajmer specifi¢an za
poli(A) rep. U prvom koraku, iRNK se prevodi u cDNK pomocu reverzne transkriptaze
i oligo-dT prajmera. U drugom koraku se koristi gen-specifi¢ni prajmer koji se vezuje
za egzonsku sekvencu i adapterski prajmer koji se vezuje za region poli(A) repa. Na
ovaj nacin je sekvenca 3'kraja ciljne iRNK ogranicena egzonskim i poli(A) prajmerom,
§to omogucéava njeno umnozavanje u PCR reakciji i sekvenciranje.

Da bi se utvrdilo da li prisustvo 20068T varijante utice na izbor mesta iskrajanja
primarnog transkripta i time dovodi do stvaranja iRNK sa razli¢itim duzinama 3'kraja
primenjena je metoda modifikovanog 3'RACE. Kao pocetna matrica u ovoj metodi
koriS¢ena je cDNK iz cos-7 ¢elija stabilno transfekovanih wt i 20068T konstruktima. U
prvoj PCR reakciji koris¢en je jedan prajmer, specifiCan za egzon-egzon Spoj
protrombinske cDNK. Dobijeni produkt iz prve PCR reakcije je koris¢en kao matrica za
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umnozavanje u drugoj PCR reakciji koriS¢enjem prajmera iz poslednjeg egzona koji je
fluorescentno obelezen i poli(T) prajmera. Fluorescentno obelezeni prajmer omogucava
detekciju umnozenih transkripata kapilarnom elektroforezom i fragment analizu.

Iz cos-7 ¢elija, stabilno transfekovanih wt i 20068T plazmidnim konstruktima,
izolovana je ukupna RNK i sintetisana cDNK, prema goreopisanim protokolima.
Umnozavanje 3'krajeva uradeno je u dve sukcesivne PCR reakcije. U prvoj PCR
reakciji, kori$éen je F13/14 prajmer koji se nalazi na egzon-egzon spoju izmedu egzona
13 i 14 protrombinskog gena.

Sastav PCR smese, finalne zapremine 25uL, bio je slede¢i:

cDNK 1pL
10x PCR pufer 2,5uL
25mM MgCl, 2,5uL
2mM dNTPs 2,5uL
10 pmol/pL F13/14 2uL
5U/uL Tag polimeraza 0,2uL

Temperaturni profil PCR reakcije bio je sledeci:
95°C/10min
(95°C/1min, 64°C/1min, 72°C/1min)x 35 ciklusa
72°C/10min
Dobijeni PCR produkt kori$¢en je kao matrica za umnoZavanje u narednoj PCR

reakciji. Sastav PCR smese, finalne zapremine 25uL, bio je sledeci:

PCR produkt 1uL
10x PCR pufer 2,5uL
25mM MgCl, 2,5uL
2mM dNTPs 2,5uL
10 pmol/pL FAM-Pt1 0,5uL
10 pmol/pL Poly(T) 0,5uL
5U/uL Tag polimeraza 0,2uL
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Temperaturni profil PCR reakcije bio je sledeci:

95°C/10min

(95°C/30s, 64°C/30, 72°C/30)x 35 ciklusa

72°C/10min

Eksperiment je raden u tri nezavisna PCR umnozavanja, iz cDNK dobijene
izolacijom RNK iz tri nezavisne stabilne transfekcije.

PCR produkti dobijeni u drugoj reakciji su rastvoreni u 20uL. HiDi formamida sa
0,25uL GeneScan™-500 LIZ™ standarda (AppliedBiosystems) i nanoSeni na kapilarnu
elektroforezu. Analiza duzina dobijenih fragmenata radena je u softveru Gene Mapper
4.0.

3.3.3.1. Metode za ispitivanje DNK-protein interakcija

Izolacija jedarnih proteina iz HepG2 i Hel.a éelija

Prema referenci [176]

HepG2 i HeLa celije su posle ispiranja u PBS puferu mehanicki odvajane od
podloge i centrifugirane 5min na 1300rpm. Nakon taloZenja centrifugiranjem celije su
resuspendovane u 2 volumena pufera A (0,25M saharoza; 10mM HEPES pH 7,9; 10
mM KCI; 1,5 mM MgCl,; 0,2 mM EDTA; 0,5mM DTT; 0,5mM PMSF; 1ug/mL
leupeptina; 1ug/mL pepstatina i 1ug/mL antipaina) i inkubirane 10 minuta na ledu.
Celije su lizirane homogenizacijom u staklenom homogenizeru uz dodavanje NP-40
(0,05%). Jedra su stalozena centrifugiranjem (2000rpm, 10 minuta, +4°C), a zatim
resuspendovana i homogenizovana u puferu C (20mM HEPES pH 7,9; 25% glicerol;
0,42M NaCl; 1,5mM MgCl,; 0,2mM EDTA; 0,5mM DTT; 0,5mM PMSF; 1ug/mL
leupeptina; 1ug/mL pepstatina i 1pug/mL antipaina). Nakon meSanja 30min na +4°C
suspenzija proteina je centrifugirana (20000rpm, 30min, +4°C). Supernatant je
dijaliziran u puferu D (20mM HEPES pH 7,9; 20% glicerol; 0,1M KCI; 0,2mM EDTA;
0,5mM DTT I 0,5mM PMSF) 4-5h na +4°C. Nakon dijalize rastvor je centrifugiran
(20000rpm, 20min, +4°C). Dobijeni supernatant koji sadrzi jedarne proteine je
alikvotiran i ¢uvan u te¢nom azotu. Koncentacija izolovanih jedarnih proteina iz HepG2
i HeLa ¢elija odredivana je pomocu Quick Start Bradford Protein Assay reagensa

(BioRad) prema uputstvu proizvodaca.
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Esej promenjene elektroforetske pokretljivosti (EMSA)

Prema referenci [177]

EMSA (engl. electrophoretic mobility shift assay) predstavlja jednu od metoda
za ispitivanje DNK-protein ili RNK-protein interakcija. Ovom metodom moguce je
odrediti da li se neki od proteina iz odabranog proteinskog ekstrakta vezuje za odredeni
DNK ili RNK region. Esej se zasniva na ¢injenici da DNK/RNK-protein kompleks
migrira drugacije od slobodnih DNK/RNK fragmenata u nedenaturiSu¢em
poliakrilamidnom gelu. Radioaktivno ili fluorescentno obelezen ciljni DNK/RNK
region (DNK/RNK proba) se inkubira sa zeljenom proteinskom frakcijom (jedarna,
citoplazmatska, itd.), nakon ¢ega se vrSi razdvajanje fragmenata na poliakrilamidnom
gelu pod nedenaturiSu¢im uslovima. Posle elektroforeze vr$i se detekcija signala.
Ukoliko postoji interakcija ponudenih proteina sa DNK/RNK probom, signal se
detektuje na drugacijoj poziciji u gelu u odnosu na signal slobodne, nevezane probe, jer
proba razli¢ito putuje kada su za nju vezani proteini.

U EMSA reakcijama koriS¢ene su wt 1 20068T mutirana proba u duZini od 82
bp, dobijene PCR umnozavanjem dela zadnjeg egzona gena za protrombin u regionu
oko mesta 20068. Probe su umnozavane u PCR reakciji, u finalnoj zapremini 100uL, a
kao matrice za umnozavanje koriséeni su izolovani plazmidi pClneoASV40Pt+50bp i
pClneoASV40Pt+50bp-20068T. Sastav reakcione smese bio je sledeéi:

Plazmidna DNK (30 ng/uL) 1uL
10x PCR pufer 10pL
25mM MgCl, 10uL
2mM dNTPs 10uL
10 pmol/pL Flipsm luL
10 pmol/pL Pt2 luL
5U/uL Tag polimeraza 0,4uL

Temperaturni profil PCR reakcije bio je sledeci:

95°C/5min
(94°C/30s, 56°C/30s,72°C/30s)x 39 ciklusa
72°C/10min
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Za proveru specifi¢nosti formiranih kompleksa, kao nespecificna proba koriscen
je PCR produkt u duzini od 99 bp, dobijen umnozavanjem dela promotora za PAI-1 gen.

Sastav PCR smese, finalne zapremine 25uL, bio je sledeci:

DNK (5-10ng/pL) 3uL
10x PCR pufer 2,5uL
25mM MgCl, 2,5uL
2mM dNTPs 2,5uL
10 pmol/pL PAI-1a 0,5uL
10 pmol/pL PAI-1b 0,5uL
5U/uL Tag polimeraza 0,4uL

Temperaturni profil PCR reakcije bio je sledeci:
94°C/5 min
(94°C/30 sec, 61°C/30 sec, 72°C/30 sec)x 33 ciklusa
72°C/10min

Umnozene probe su precipitirane preko noc¢i, dodavanjem glikogena i 3M Na-
acetata (pH5,2) u 95% etanolu. Nakon uparavanja do suvog, probe su rastvorene u
300uL sterilne ddH,O i precis¢ene koris¢enjem PureLink PCR Purification kita
(Invitrogen), prema uputstvu proizvodaca. U uzorak je dodavano 4 volumena B2 pufera
za vezivanje. Uzorak je nanoSen na PureLink Spin kolonu i centrifugiran na
13000rpm/1min. Zatim je u kolonu dodavano 650uL pufera za pranje, nakon cega je
kolona centrifugirana na 13000rpm/1min. Kolona je dodatno centrifugirana na
maksimalnoj brzini tokom 3min, da bi se uklonili tragovi pufera za pranje. Kolona je
zatim prebacena u sterilnu tubu od 1,5mL, u nju je dodato 50uL sterilne voda, nakon
Cega je inkubirana 1min na sobnoj temperaturi i centrifugirana na 13000rpm/2min.
Kvalitet probe nakon precis¢avanja proveren je elektroforezom na 10%
poliakrilamidnom gelu, a koncentracije su izmerene koriS¢enjem aparata NanoVue,
prema uputstvu za rad na aparatu.

Pre radioaktivnog obelezavanja, uzorci probe su defosforilisani koriS¢enjem

SAP enzima (Shrimp Alkaline Phospathase, USB), prema uputstvu proizvodaca.
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Deproteinizacija uzoraka vrSena je dodavanjem smeSe fenol/hlorofom u odnosu 1:1,
nakon cega je vrSeno centrifugiranje na 13000rpm tokom 3min. Gornja faza je
prebacena u novu mikrotubu, nakon ¢ega je ponovo uradena precipitacija etanolom.

Reakcija obelezavanja je sadrzala 1pg oligonukleotidnih proba, SuLL PNK pufera
(USB), 1,6uL T4 polinukleotid kinaze (3U/uL), 2uL [y-P]dATP (6000Ci/mmol) uz
dodatak dH,O do 50uL. Nakon 30min inkubacije na 37°C, reakcija je zaustavljena
inkubacijom tokom 10min na 65°C. Neugradeni radioaktivni nukleotidi su uklanjani iz
reakcije metodom molekulskog sejanja kroz G-25 sefadeks kolonice (GE Healthcare).
Kvalitet obelezavanja oligonukleotidnih proba proveren je merenjem na scintilacionom
brojacu (LKB). Svi uzorci su nakon merenja rastvoreni do 2500cpm/puL.

EMSA reakcije su radene sa 12ug jedarnih proteina, izolovanih iz HepG2 ili
HelLa ¢elijskih linija, 4uL obelezenih proba, u puferu za vezivanje (5mM Tris-HCI pH
7,9; 10mM KCI; 1,25mM MgCly; 2% glicerol; 0,1mM EDTA pH 8,0; 0,1mM DTT i
lug poly(dIdC)) u finalnom volumenu od 34uL, tokom 60 minuta na 37°C. Za
kompeticiju (hladenje), koriS¢ene su neobelezene probe u molarnom visku od 100 puta.
Uporedo su radene reakcije specificnog hladenja i nespecificnog hladenja
(neobelezenom PAI-1 probom).

Razdvajanje fragmenata vrseno je elektroforezom na 5% poliakrilamidnom gelu
u TBE puferu, na +4°C, tokom 1hi 15min (180V, ~20mA). Signali su detektovani
eksponiranjem na radiografskim filmovima. Ekspozicija je trajala od jedne nedelje do

mesec dana.

Masena spektrometrija na Orbitrap LTQ XL

Prema referenci [178]

Masena spektrometrija je analiticka tehnika koja omogucava dobijanje spektara
masa atoma i molekula prisutnih u uzorku. Tehnika podrazumeva da se komponente
uzorka degraduju u naelektrisane fragmente, nakon c¢ega se vrsi njihovo razdvajanje
shodno odnosu masa/naelektrisanje (m/z odnos). Razdvajanje fragmenata se vrsi
njihovim ubrzavanjem u elektricnom ili magnetnom polju, pri ¢emu se fragmenti sa
istim m/z odnosom detektuju istovremeno. Jedna od primena masene spektrometrije je u
identifikaciji proteina u datom uzorku. Proteini se prvo digeriraju na peptidne fragmente

pomocu tripsina, nakon Cega se vrSi njihova masena spektrometrija, ¢ime se dobija
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maseni spektar, karakteristican za svaki protein. Dobijeni spektar se poredi sa
deponovanim spektrima u bazama podataka (engl. peptide mass fingerprinting), ¢ime se
vr$i identifikacija proteina.

Ovaj pristup koriS¢en je da bi se identifikovali proteini prisutni u formiranim
kompleksima u EMSA esejima. Zarad identifikacije proteina koji formiraju kompleks sa
ponudenim wt i 20068T probama, delovi poliakrilamidnog gela u regionu
identifikovanog kompleksa su isecani u sterilnim uslovima (da bi se sprecila
kontaminacija uzorka) i ¢uvani na -80°C do dalje analize. Polozaj DNK-protein
kompleksa na gelu odredivan je na osnovu polozaja nevezane probe i markera duZzine.
Kao kontrole, isecani su delovi gela sa polozaja koji odgovaraju pozicijama kompleksa,
a na koje su nanoSeni uzorci samo proteina i samo probe. Pre analize na masenom
spektrometru, vrSena je in gel digestija formiranih kompleksa. Svrha in gel digestije je
in situ enzimska hidroliza proteina prisutnih u uzorku, nakon ¢ega se nastali peptidi
pasivnom difuzijom ekstrahuju iz samog gela. Digestija u gelu ukljucuje nekoliko
koraka pranja samog gela, ¢ime se vr$i oslobadanje od potencijalnih kontaminanata.
Nakon toga se proteini prisutni u uzorku tretiraju pomocu ditiotreitola (DTT),
redukujuceg agensa koji raskida disulfidne veze u proteinu 1 jodoacetamida, koji vrsi
alkilovanje cisteina 1 sprecava ponovno formiranje disulfidnih mostova. Digestija
proteina se vrsi sekvencno-specificnim proteolitickim enzimom (tripsin), koji generiSe
peptide koji pasivno difunduju iz gela. Nastali peptidi se analiziraju masenom
spektrometrijom.

Za pranje uzoraka 1 digestiju u gelu koriste se sledece komponente, rastvorene u
MilliQ vodi:

50mM i 25mM NH4HCO;

10mM DTT

55mM jodoacetamid

Acetonitril

25mM NH4HCO3/50% acetonitril

Apsolutni etanol

15ng/uL Tripsin (svinjski)
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Iseceni region gela u kome se nalazi kompleks je najpre usitnjen sterilnim
skalpelom do veli¢ine 2-3mm? Usitnjeni gel je ispiran tokom jednog sata
vorteksovanjem na 600rpm sa 100uL 25mM NH4HCOj3. Supernatant je uklonjen, a gel
ispiran 45 minuta sa 100uL smese 25mM NH4HCOg/acetonitril u odnosu 1:1, nakon
Cega je supernatant ponovo uklonjen. Zatim je dodato 100ul DTT-a i smesa je
inkubirana u mraku, na 57°C tokom jednog sata. Smesa je kratko centrifugirana,
supernatant je uklonjen i u tube dodato 100uL acetonitrila, nakon cCega je smeSa
vorteksovana 6 minuta. Supertnatant je uklonjen, u smeSu dodato 100uL jodacetoamida,
nakon ¢ega je smeSa inkubirana na sobnoj temperaturi, u mraku, tokom 45 minuta, a na
kraju je supernatant uklonjen. U drugoj seriji pranja, u tube je dodato 100uL 25mM
NH;HCO3;, a smesa je vorteksovana 30 minuta na sobnoj temperaturi. Supernatant je
uklonjen, a u tube je dodato 100uL 25mM NH4HCO3/50% acetonitril u odnosu 1:1,
nakon ¢ega je supernatant ponovo uklonjen. U tube je dodato 100uL 100% acetonitrila,
smeSa je vorteksovana 5 minuta na sobnoj temperaturi, nakon cega je supernatant
uklonjen.

Digestija uzoraka uradena je dodavanjem 10uL tripsina (15ng/uL) i inkubacijom
preko no¢i na 37°C. Reakcija je zaustavljena dodavanjem 0,1% mravlje kiseline, a
digestije su ¢uvane na -20°C do dalje analize.

Analiza digeriranih uzoraka uradena je te€cnom hromatografijom kuplovanom sa
masenom spektrometrijom na aparatu Easy NanoLC-Orbitrap LTQ XL (Thermo
Scientific).

Separacija peptidnih fragmenata uradena je teCnom hromatografijom na
EasySpray koloni (i.d. 75um, veli¢ina ¢estica 1,8um, duzina kolone 15¢m) kuplovanom
sa ¢elicnim emiterom (15um) sa EasyLC front-end uredajem. Protok rastvaraca bio je
300nL/min, koris¢eni su slede¢i gradijenti: A-0,1% HCOOH u H,0O i B-0,1% HCOOH
u 98% acetonitrilu. Vremenski profil te¢ne hromatografije bio je sledec¢i: 0-5min 5%
rastvara¢ B, 5-50min linearni gradijent do 70% rastvaraca B, 50-60min 95% linearni
gradijent rastvaraca B, 60-70min 95% rastvara¢ B, 70-75min 5% linearni gradijent
rastvaraca B, 75-80min 5% rastvarac¢ B. Zapremina nanetog uzorka bila je 4pL.

Prekolona je ekvilibrisana pomocu 6,2uL, a kolona pomoc¢u 7ulL 5% rastvaraca

B. Uzorci su jonizovani pomo¢u EasySpray nanoESI izvora u pozitivnom modusu,
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napon emitera bio je 2,4 kV, napon kapilare bio je 8V, dok je temperatura kapilare bila
275°C.

Sakupljanje podataka je uradeno u data-dependant modusu sa dinami¢kom
ekskluzijom. Pet najzastupljenijih peptida u svakom skeniranju je analizirano nakon
fragmentacije na 35% normalizovanoj kolizionoj energiji, koriS¢enjem automatskih
funkcija uredaja. Dinamicka ekskluzija je namestena na vremenski okvir od 90s i list
size 500. Orbitrap LTQ XL je namesten na opseg masa 300-2000 m/z, sa rezolucijom od
30000.

Analiza dobijenih podataka uradena je pomoc¢u Xcalibur 2.2 softvera, a analiza
dobijenih peptida pomocu softverskih paketa Proteome Discoverer 1.3 i X!Tandem.
Identifikacija dobijenih peptida uradena je poredenjem sa humanom UniProt bazom

podataka.

Vezivanje proteina jedarnog ekstrakta HepG2 celija za jednolancane wt i mutirane
20068T probe-esej Footprinting Primer-PCR (FP-PCR)

DNK *’footprinting’> metoda ima za cilj ispitivanje DNK/protein interakcija.

Metoda se bazira na ¢injenici da ukoliko postoji vezivanje proteina za ciljnu sekvencu
ona ¢e biti sacuvana od delovanja nukleaza i na taj nac¢in moguce je utvrditi da li postoji
mesta vezivanja proteina za sekvencu od interesa. Modifikacija metode, koja je
primenjena u ovoj studiji, sastoji u tome da je region DNK koji je ostao zasti¢en
vezanim proteinima koris¢en kao prajmer u PCR reakciji, $to je omogucilo njegovu
identifikaciju (FP-PCR). Shema eseja data je na Slici 15.

Jednolancane wt 1 20068T mutirana probe, duzine 33bp, inkubirane su sa
proteinima jedarnog ekstrakta HepG2 celija. Reakciona smesa, finalnog volumena
40uL, za vezivanje proteina jedarnog ekstrakta HepG2 ¢elija i jednolancanih proba bila

je sledeceg sastava:

wt/20068T jednolancane probe (100 pmol/uL) 1uL
proteini jedarnog ekstrakta HepG2 (0,7ug/uL) 17uL
4x pufer za vezivanje 10uL

Smesa je inkubirana tokom 1h na 37°C.
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l PCR reakcija

odredivanje sekvence zasti¢enog dela jednolanéane probe

Slika 15. Shematski prikaz eseja Footprinting Primer-PCR (FP-PCR).

Sastav pufera za vezivanje je bio: 5mM Tris-HCI pH 7,9; 10mM KCI; 1,25mM
MgCly; 2% glicerol; 0,1mM EDTA pH 8,0; 0,1mM DTT i 1ug poly(dIdC).
Nakon toga, u rekcionu smesu, je dodavana S1 nukleaza, koja specificno iseca

jednolan¢ane DNK ili RNK molekule, prema slede¢em protokolu:

5xS1 pufer 12ul
S1 nukleaza (2U/uL) 0,5ul
reakciona smesa 40uL

Smesa, finalnog volumena 60uL je inkubirana 30 minuta na 37°C, nakon &ega je

S1 nukleaza inaktivirana na 70°C tokom 10 minuta. U narednom koraku, u reakcionu
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smeSu je dodato 10uL proteinaze K (Fermentas), a smesa je inkubirana tokom 15
minuta na 55°C. Inaktivacija proteinaze K vriena je kuvanjem uzorka na 95°C tokom 10
minuta. Preostali jednolanCani fragmenti Su iz smeSe preciS¢avani Na-acetatnom
precipitacijom. U 70uL smese je dodavano 350ul 0,1M Na-acetata pH 5,2, rastvorenog
u etanolu. Zatim je vrSeno centrifugiranje na 13000rpm u toku 10min, uz odlivanje
supernatanta. Talog je ispiran dva puta sa po 200uL 70% etanola, uz centrifugiranje
13000rpm/10min 1 odlivanje supernatanta. Uzorak je finalno rastvoren u 50uL. H,O.

Nakon tretmana S1 nukleazom i proteinazom K, u uzorku ostaje samo
jednolancani fragment pocetne DNK probe koji je tokom tretmana S1 nukleazom bio
zaSti¢en proteinima koji su za njega bili vezani. Dobijeni jednolancani fragment
koris¢en je kao jedan prajmer u PCR reakciji dok je kao drugi prajmer koris¢en A6
prajmer. Kao matrica, koris¢en je 715bp dug region 3’-kraja protrombinskog gena,
dobijen umnozavanjem pomocu F13a i A6b prajmera.

PCR smesa finalne zapremine 25uL sadrzala je sledec¢e komponente:

715 bp DNK matrica 10ng
10xPCR pufer 2,5uLpL
25 mM MgCl, 2,5uL
2mM dNTP 2,5uL
jednolan¢ani prajmer 4,5uL
10pmol/uL. A6b 0,5uL
5U/uL Tag polimeraza 0,2uL

Temperaturni profil PCR reakcije bio je sledeci:
(97°C/2min, 55°C/3min)x3 ciklusa
(95°C/15s, 61°C/15s, 72°C/15s)x38 ciklusa
72°C/10min

Dobijeni PCR produkti su analizirani elektroforezom na 10% poliakrilamidnom
gelu, a zatim klonirani u pJET1.2/blunt vektor, kako bi se sekvenciranjem inserta

odredila sekvenca regiona koji je bio zasti¢en proteinima.
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a) Kiloniranje PCR produkta u pJET1.2/blunt vektor
[protokol za CloneJet PCR Cloning Kit, Thermo Scientific]
Na ledu je postavljena reakcija poravnavanja krajeva PCR produkta. Reakciona

smesa, finalnog volumena 18uL sadrzala je:

2xReaction Buffer 10uL
PCR produkt SuL
nuclease free H,O 2ul
DNA Blunting enzim luL

Smesa je kratko vorteksovana i centrifugirana, nakon ¢ega je inkubirana tokom
5min na 70°C. Reakcija ligacije postavljena je na ledu, dodavanjem 1uL pJET1.2/blunt
vektora (50ng/pL) i 1pL T4 DNK ligaze. SmeSa je inkubirana tokom 1h na sobnoj

temperaturi i preko no¢i na +4°C.

b) Kaultivacija bakterija
Bakterije soja E. coli DH5a su gajene u te¢nom LB medijumu (1% tripton, 1%
NaCl, 0,5% ekstrakt kvasca) ili na ¢vrstoj LB podlozi (1% tripton, 1% NaCl, 0,5%
ekstrakt kvasca i 1,5% bacto-agar). Svi koris¢eni medijumi su sterilisani
autoklaviranjem.
Bakterije su gajene na temperaturi od 37°C. U te¢ne i u ¢vrste medijume dodavan

je ampicilin u finalnoj koncentraciji od 100ug/mL.

c) Priprema kompetentnih bakterijskih ¢elija za transformaciju

Ova metoda ima za cilj da se ¢elijska membrana bakterija uc¢ini propustljivijom,
kako bi se omogucilo ,,ubacivanje* strane DNK, odnosno transformisale bakterijske
¢elije odgovaraju¢im vektorom.

Pripremanje kompetentnih bakterijskih celija za transformaciju toplotnim
Sokom: Sveze, pojedinacne bakterijske kolonije, koriS¢ene su za inokulisanje 10mL
medijuma LB u kome su zatim gajene preko no¢i na 37°C na 180rpm. Sa 2mL ove
prekono¢ne kulture inokulisano je 200mL LB medijuma. Kultura je gajena na 37°C na
200rpm dok nije dostigla ODgop>0,3. Po dostizanju odgovaraju¢eg ODggo, Kultura je
centrifugirana 10min na 2500rpm/4°C. Dobijeni talog je resuspendovan u 10mL 0,1M
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CaCl, i inkubiran na ledu 15min. Nakon toga je suspenzija ponovo centrifugirana 10min
na 2500rpm/4°C. Talog je resuspendovan u 2mL rastvora RF2 (10mM MOPS; 1mM
RbCI; 75mM CaCl,. 15% glicerol) i inkubiran na ledu 15min. Po 50-200uL smese je

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

d) Transformacija kompetentnih bakterijskih ¢elija

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

Transformacija kompetentnih bakterijskih ¢elija toplotnim Sokom:
U smes$u kompetentnih bakterijskih ¢éelija (200uL) dodavano je 20uL ligacione smese.
Smesa je inkubirana jedan sat na ledu, a zatim izlagana toplotom $oku: 42°C (2min), led
(5min). Ovako transformisanim c¢elijama dodavano je po 500pL LB medijuma bez
antibiotika i njihov oporavak je favorizovan gajenjem na 37°C u toku jednog sata.
Nakon toga 100-500pL bakterijske kulture je utrljavano na ¢&vrstu LB podlogu.
Bakterijske éelije su gajene na &vrstoj podlozi preko noéi na 37°C. 1z pojedina¢nih

kolonija su izolovani ciljni plazmidi.

e) lzolovanje plazmidne DNK na maloj skali

[protokol za GeneJet plasmid miniprep kit-Fermentas]

Pojedinacne bakterijske kolonije zasejavane su u SmL tecnog LB medijuma sa
ampicilinom i inkubirane preko noéi na 37°C/180rpm. Prekonoéna kultura je
centrifugirana 2min na 13000rpm, i dobijeni bakterijski talog je resuspendovan
vorteksovanjem u 250uL rastvora za resuspendovanje. U resuspendovani talog
dodavano je 250uL rastvora za lizu i 350uL rastvora za neutralizaciju uz mesanje
invertovanjem. Nakon toga je smeSa centrifugira na 13000rpm u trajanju od Smin.
Supernatant je prebacivan na GenelJet kolonu, koja je centrifugirana na 13000rpm u
toku 1min. Na ovaj nafin je DNK vezana za kolonu, i u naredna dva koraka
preciS¢avana dodavanjem 0,5mL rastvora za pranje i centrfugiranjem na 13000rpm u

trajanju od 1 minuta. Da bi se odstranili i poslednji tragovi pufera, kolona je ponovo
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centrifugirana na 13000rpm u trajanju od 1 min. DNK je eluirana sa kolone dodavanjem
50pL sterilne vode i centrifugiranjem na 13000rpm u trajanju od 1 minuta.

Izolovana plazmidna DNK je kori$¢ena kao matrica u reakciji sekvenciranja, pri
¢emu su koriS¢eni prajmeri specificni za sekvencu plazmida pJET1.2 forward
sequencing primer i pJET1.2 reverse sequencing primer. Reakciona smeSa, finalne

zapremine 8uL, bila je sledeceg sastava:

-210ng plasmid pJET1.2 sa insertom
-3,2pmol pJET1.2 F/R prajmer Fl113a
-2uL Ready Reaction Mix (Applied Biosystem)

Nakon reakcije sekvenciranja uzorci su pre¢is¢avani Na-acetatnom
precipitacijom i sekvencirani na 3130 Genetic Analyser aparatu (AppliedBiosystems)

prema ve¢ opisanom protokolu.
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4. REZULTATI

4.1. Odredivanje ucestalosti genske varijante C20068T

Prvi deo ove studije obuhvatao je odredivanje ucestalosti genske varijante
C20068T u poslednjem egzonu gena za protrombin kod 797 ispitanika (606 pacijenata i
191 ispitanik kontrolne grupe).

Na osnhovu Kriterijuma opisanih u poglavlju Materijal i metode, iz baze
podataka od 4000 pacijenata koji su upucéeni u Laboratoriju za molekularnu biologiju,
IMGGI, na testiranja na trombofilne markere, selektovana je grupa od 606 pacijenata
(starost 37+12,11 godina; 3223 i 9383) koji su ukljuceni u studiju: 443 pacijenata
(starost 38+13,84 godina; 3223 i ©220) sa razli¢itim tromboti¢kim manifestacijama i
163 pacijentkinje (starost 33+5,20 godina) sa spontanim pobacajima (SP) nepoznatog
uzroka. Pacijenti ukljuc¢eni u studiju su imali ukupno 1008 trombotickih dogadaja
(prose¢no 1,66 trombotickih dogadaja/pacijentu), a njih 203 (44,91%) je imalo
pozitivnu porodi¢nu anamnezu. Da bi se utvrdio znacaj koji genska varijanta C20068T
moze imati za razliite tromboticke pojave, pacijenti su podeljeni u grupe, u zavisnosti
od tromboti¢kog poremecaja od kog su oboleli. Grupu pacijenata sa cerebrovaskularnim
insultima (CVI) ¢inilo je 106 pacijenata (starost 35+15,38 godina; 341 i1 265), grupu sa
izolovanim plu¢nim embolizmom (PE) ¢inio je 101 pacijent (starost 43+14,23 godina;
356 i @ 45), grupu sa trombozom dubokih vena (TDV) 175 pacijenata (starost
37+11,64 godina; 390 i 985), dok je 61 pacijent imao kombinovane tromboticke
poremecaje (KTP) (starost 41+11,48 godina; 336 i 225).

Opstu kontrolnu grupu cinilo je 191 zdravi ispitanik (starost 38+10,31 godina;
384 1 9106), dok je kontrolnu grupu za pacijentkinje sa spontanim pobacajima ¢inilo
75 zdravih Zena (starost 38+9,42 godina) koje nisu imale spontane pobacaje, sa barem
jednom uspesnom trudno¢om. Kontrolne grupe su po polu i starosti odgovarale
grupama pacijenata.

Karakteristike ispitanika koji su ukljuceni u studiju date su u Tabeli 3.
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Tabela 3. Karakteristike uc¢esnika u studiji.

Odnos
Tromboticki n Prosecna starost polova Pozitivna Broj TD Prosecan
(godine £SD) porodi¢na broj TD
poremecaj 4 | @ | anamneza
(%)
CVI 106 35£15,38 41 | 65 43 130 1,23
(51,81)
PE 101 43+14,23 56 | 45 41 111 1,10
(48,81)
TDV 175 37+11,64 90 85 49 260 1,49
(44,95)
61 41+11,48 36 | 25 26 TDVISP 9,
- (52,00) TDV/PE 33,
5 KTP TDVI/CVI 2,
2 TDV/ IM 2,
< SPIPE 1,
- SPICVI 1
TP 443 38+13,84 223 | 220 159 501 1,13
(48,77)
SP 163 33+5,20 0 | 163 44 459 2,82
(34,92)
z 606 37+12,11 223 | 383 203 1008 1,66
(44,91)
< OKG | 191 38+10,31 84 | 106 / / /
Z
0 &
E2 [Ke | 75 389,42 0 | 75 ] ] ]
§C° | sp
X

n-broj pacijenata/ispitanika u grupi, SD-standardna devijacija,-muski pol, 9-Zenski

pol, TD-tromboticki dogadaj, CVI-cerebrovaskularni insult, PE-plu¢ni embolizam,

TDV-tromboza dubokih vena, KTP-kombinovani trombotic¢ki poremecaji, SP-spontani

pobacaji, Z-ukupan broj pacijenata, OKG-opsta kontrolna grupa, KG-SP-kontrolna

Doktorska disertacija

grupa za spontane pobacaje

Bioloski fakultet
Univerzitet u Beogradu

70




lva B. Pruner

Detekcija genske varijante C20068T vrSena je PCR-RFLP metodom ili
sekvenciranjem DNK. PCR je raden direktno iz krvi ili iz izolovane DNK. U sluc¢aju
kada je detekcija prisustva genske varijante C20068T radena PCR-RFLP metodom,
umnozavan je fragment duzine 190bp (190bp-20068T mutirani alel, 170+20bp-wild
type (wt) alel), a kada je detekcija prisustva genske varijante C20068T radena
sekvenciranjem DNK, umnozavan je i sekvenciran region 3'kraja protrombinskog gena
duzine 715 bp (Slika 16).

A

20068CT
2boo
190 bp
170 bp
188
M/N M/N N/N

Slika 16. Detekcija C20068T genske varijante.
A: PCR-RFLP analiza. L: marker molekulskih duzina; N-wt alel, M-mutirani alel. B:

Deo sekvence 3'kraja gena za protrombin sa C20068T varijantom u heterozigotnom
obliku.
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Detektovane ucestalosti genske varijante C20068T kod pacijenata i kontrola dati

su u Tabeli 4.

Tabela 4. Ucestalost genske varijante C20068T kod pacijenata sa trombofilijom i

zdravih ispitanika.

Tromboticki poremecaj C20068T P OR
n (95% ClI)
(%)
N/N MIN | M/M
CVI 103 3 / 0,130 5,53
(n=106) (97,17) | (2,83) 0,57-53,88
PE 98 3 / 0,120 5,81
(n=101) (97,03) | (2,97) 0,60-56,65
TDV 169 6 / 0,057 6,74
= (n=175) (96,57) | (3,43) 0,80-56,60
:
=2 KTP 58 3 / 0,045 9,83
< (n=61) (95,08) | (4,92) 1,00-96,30
PTP 428 15 / 0,049 6,66
(n=443) (96,61) | (3,39) 0.87-50.78
SP 159 4 / 0,310 4,26
(n=163) (97,55) | (2,45) 0,23-80,15
z 587 19 / 0,059 6,15
(N=606) (96,86) | (3,14) 0,82-46,25
< OKG 190 1 /
Z (n=191) (99,48) | (0,52)
o
o2 KG-SP 75 0 /
s © (n=75) (100) | (0,00)
Y

n-broj pacijenata u grupi, SD-standardna devijacija, TD-tromboticki dogadaj, CVI-

cerebrovaskularni insult, PE-plu¢ni embolizam, TDV-tromboza dubokih vena, KTP-

kombinovani trombotic¢ki poremecaji, PTP-pacijenti sa tromboti¢kim poremecajima,

SP-spontani pobacaji, Z-ukupan broj pacijenata, OKG-opsta kontrolna grupa, KG-SP-

kontrolna grupa za spontane pobacaje, N-wt alel, M-mutirani alel, P-statisticka

znacajnost, OR-Odds Ratio, Cl-interval poverenja
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Genska varijanta C20068T u heterozigotnoj formi detektovana je u svim
grupama ispitanika sa trombotickim poremecajima sa ucestaloséu 2,45-4,92%, dok je u
kontrolnoj grupi detektovan jedan heterozigotni nosilac (0,52%). U kontrolnoj grupi
ispitanica koje nisu imale spontane pobacaje nije detektovan nijedan nosilac C20068T.
Homozigotni nosioci ove genske varijante nisu detektovani u studiji. Sve testirane grupe
su bile u Hardi-Vajnbergovoj ravnotezi, izuzev kontrolne grupe pacijentkinja koje nisu
imale spontane pobacaje. Za ovu grupu nije bilo moguée izradunati y2-vrednost obzirom
da u njoj nije detektovan ni jedan nosilac 20068T alela.

Ucestalost C20068T varijante bila je povefana u svim ispitivanim grupama
pacijenata u odnosu na odgovarajac¢u kontrolnu grupu.

Medu 443 pacijenta sa trombotiCkim manifestacijama, njih 15 su bili nosioci
C20068T wvarijante (3,39%), $to je u odnosu na kontrolnu grupu statisticki znacajno
povecanje ucestalosti (P=0,049).

U grupi pacijenata sa CVI tri ispitanika su imala 20068CT genotip (2,83%).
Ucestalost C20068T varijante u ovoj grupi je poveéana u odnosu na kontrolnu grupu, ali
povecanje ucestalosti nije dostiglo statisticku znacajnost. Sli¢ni rezultati dobijeni su i u
grupama pacijenata sa izolovanim PE, gde su detektovana 3 nosioca (2,97%) i u grupi
pacijentkinja sa SP, gde su detektovana 4 nosioca (2,45%) ove genske varijante. lako je
u ovim grupama detektovano povecanje ucestalosti C20068T genske varijante, u odnosu
na kontrolnu grupu, to povecanje nije bilo statisticki znacajno. U grupi pacijenata sa
TDV detektovano je 6 nosilaca ove varijante i njeno prisustvo povecava rizik za pojavu
TDV skoro sedam puta (P=0,057). Takode, ucestalost C20068T genske varijante bila je
statisti¢ki znac¢ajno povecana u KTP grupi pacijenata (P=0,045). Ovu grupu cinili su
pacijenti kod kojih se javljalo viSe razli¢itih trombotickog oboljenja. Pacijenti u ovoj

grupi su imali TDV u kombinaciji sa PE, SP, CVI ili infarktom miokarda.
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4.2. Kvantifikacija koli¢ine protrombina u plazmi

Kod pacijenata koji su nosioci C20068T genske varijante kvantifikovana je
koli¢ina protrombina u uzorcima plazme. U tu svrhu je koris¢en metod relativne
kvantifikacije signala dobijenog Western blot analizom. Kao kontrolni uzorak kori$¢ena
je komercijalno dostupna standardna plazma u odnosu na koju su izrazene dobijene
vrednosti koli¢ine protrombina u plazmi pacijenata. Kao dodatni kontrolni uzorci
koris¢ene su plazme pacijenata heterozigotnih nosilaca FII G20210A genske varijante
za koju je pokazano da dovodi do poviSenog nivoa protrombina, kao i plazma pacijenta
za koga je sekvenciranjem 3'kraja protrombinskog gena utvrdeno da nije nosilac nijedne
genske varijante u ovom regionu-simptomatski nenosilac. Kao negativha kontrola
koris¢ena je protrombin deficitarna plazma. Plazma koriS¢ena za relativnu
kvantifikaciju dobijena je od 6 nosilaca genske varijante C20068T koji su detektovani u
asocijativnoj studiji. Dva pacijenta su imala CVI, dve pacijentkinje su imale ponovljene
SP, dok je po jedan analizirani pacijent imao TDV i PE. Nijedan od pacijenata u periodu
uzimanja uzoraka nije bio na antikoagulantnoj terapiji.

Nakon razdvajanja elektroforezom i transfera na membranu, proteini uzoraka su
inkubirani antitelima. Detekcija je vrSena na fotosenzitivnom filmu (Slika 17). Da bi se
povecala preciznost kvantifikacije, svaki uzorak pacijenata i kontrola je na SDS-
poliakrilamidni gel nanoSen u triplikatu, u tri nezavisna eksperimenta. Vrednosti
dobijene za pacijente su iskazane u odnosu na rezultate dobijene za standardnu plazmu
kojoj je dodeljena referentna vrednost 100.

Relativna kvantifikacija signala koji odgovara koli¢ini proteina vrSena je
pomocu softvera Image Studio Lite (LI-COR Biosciences — GmbH).

U odnosu na standarnu plazmu, u plazmi pacijenata nosilaca C20068T varijante
detektovan je statisticki znacajno poviSen nivo protrombina (143,65+28,8). Nosioci
G20210A mutacije su takode imali poviSen nivo protrombina u plazmi (163,64+21,8),
dok kod simptomatskog nenosioca nije detektovan poviSen nivo protrombina

(105,49+13.5). Grafi¢ki prikaz nivoa protrombina dat je na Slici 18.
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Simptomatski nenosilac 1 2 3 4 5 6 7
1,2,3:uzorak plazme pacijenta
4:protrombin deficijentna plazma

5,6,7:standardna plazma

Heterozigotni nosilac
G20210A varijante

1,2,3:standardna plazma
4,5,6:uzorak plazme pacijenta

7:protrombin deficijentna plazma

Heterozigotni nosilac
C20068T varijante

1,2,3:standardna plazma
4,5,6:uzorak plazme pacijenta

7:protrombin deficijentna plazma

Slika 17. Western blot analiza nivoa protrombina u plazmi pacijenata.
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Slika 18. Relativna kvantifikacija koli¢ine protrombina u plazmi.
SP-standardna plazma; 20068CT-koli¢ina protrombina u plazmi pacijenata hetrozigotih
nosilaca C20068T varijante; 20210GA-koli¢ina protrombina u plazmi pacijenata
hetrozigotnih nosilaca G20210A mutacije; N/N-koli¢ina protrombina u plazmi

simptomatskog nenosioca
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4.3. Funkcionalna analiza genske varijante C20068T

4.3.1. Kultivacija stabilnih transfektanata poreklom od pojedinacnih ¢elija

Zarad gajenja Celijskih klonova, koji su poreklom od pojedinaénih
transfekovanih ¢elija koriS¢ena je heterogena populacija prethodno dobijenih stabilnih
transfektanata sa wt i 20068T kontruktom. Wt konstrukt je dobijen tako $to je u pClneo
vektor sa deletiranim SV40 poliadenilacionim signalom (pCIneoASV40 vektor)
uklonirana celokupna ¢cDNK za protrombin, produzena za 50bp 3'FR sekvence
protrombinskog gena nizvodno od mesta iskrajanja (pClneoASV40Pt+50bp). Za
20068T konstrukt u ovaj vektor je metodom in situ mutageneze uvedena zamena C u T
na mestu 20068 (pCIneoASV40Pt+50bp-20068T).

Celije su retko sejane u Petri Solje i Kultivisane mesec dana uz periodi¢ne
promene medijuma, do formiranja ¢elijskih kolonija vidljivih golim okom (Slika 19).
Pojedina¢ne kolonije su sukcesivno pasazirane u vece sudove. Finalno je dobijeno 8

klonova sa wt konstruktom i 12 klonova sa 20068T konstruktom.

Slika 19. Pojedinacne kolonije cos-7 ¢elija u drugoj nedelji gajenja.

4.3.2. Odredivanje broja Kkopija inserata protrombinskog gena u celijskim
klonovima

Esej gfPCR (kvantitativni fluorescentni PCR)-kapilarna elektroforeza je prvi put
standardizovan za potrebe odredivanja broja kopija inserata protrombinskog gena u cos-
7 ¢elijskim klonovima u okviru ove doktorske disertacije [170]. Iz dobijenih klonova
izolovana je DNK koja je koriS¢ena kao matrica za umnozavanje u PCR reakcijama.
Obzirom da se kao matrica za umnozavanje U PCR reakciji koristi genomska DNK, da
bi se obezbedilo specificno umnozavanje sa konstrukta insertovanog u genom koris¢en

je prajmer Kkoji se nalazi na egzon-egzon spoju izmedu egzona 13 i 14 protrombinskog
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gena. Kao interna kontrola PCR reakcije, koja je koris¢ena za normalizaciju rezultata
dobijenih kapilarnom elektroforezom, izabran je fragment gena za sisarsku 18S rRNK.
Po jedan prajmer iz svakog prajmerskog para bio je fluorescentno obelezen. Ciljna
protrombinska sekvenca i interna kontrola su koamplifikovane u triplikatu, u tri
nezavisne PCR reakcije. Nakon amplifikacije, PCR produkti su razdvajani kapilarnom

elektroforezom, nakon ¢ega je vrSena analiza dobijenih fragmenata (Slika 20).
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Slika 20. PCR fragmenti ciljnog dela protrombinskog gena i endogene kontrole
razdvojeni kapilarnom elektroforezom.

Crni pik: endogena kontrola; Plavi pik: protrombinski fragment

Visina dobijenog pika odgovara koli¢ini umnoZenog PCR produkta, §to je
proporcionalno i pocetnoj koli¢ini DNK matrice u PCR reakciji. Za svaki od 18
dobijenih klonova izraCunata je srednja vrednost visine pika (SVVP) koji odgovara
ciljnoj protrombinskoj sekvenci i SVVP interne kontrole. Normalizovana SVVP
dobijena je deljenjem SVVP protrombinskog fragmenta i SVVP interne kontrole. Za
svaki testirani klon odredivana je normalizovana SVVP vrednost i njena Standardna
devijacija.
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Medu 18 testiranih klonova, detektovana su dva wt-20068T para sa
odgovaraju¢im normalizovanim SVVP vrednostima (Slika 21). Prvi par ¢inili su
klonovi wt-2 i 20068T-6, Cije su normalizovane SVVP vrednosti iznosile 2,03+0,43 i
2,22+0,43 redom. Drugi par cinili su klonovi wt-6 i 20068T-8, ¢ije su normalizovane
vrednosti iznosile 1,16+0,28 i 1,18+0,28.

Na osnovu dobijenih rezultata parovi klonova wt-2/20068T-6 i wt-6/20068T-8

imaju medusobno odgovarajuci broj kopija inserata.

Normalizovana SVVP

wt-2 20068T-6 wt-6 20068T-8
Parovi klonova sa istim brojem kopija inserata

Slika 21. Odredivanje broja kopija inserata protrombinskog gena esejem qfPCR-
kapilarna elektroforeza.
wt-klonovi transfekovani pCIneoASV40Pt+50bp konstruktom; 20068 T-klonovi
transfekovani pCIneoASV40Pt+50bp-20068T konstruktom; SVVP: srednja vrednost

visine pika.

Validacija rezultata dobijenih u eseju gqfPCR-kapilarna elektroforeza za dva
odabrana para klonova vrSena je metodom real-time PCR koris¢enjem SYBR-Green. U
ovom eseju kao referentna kontrola korisc¢en je gen za metilentetrahidrofolat reduktazu
(MTHFR). Specifi¢nost umnozavanja je potvrdena analizom krive topljenja u ABI
PRISM 7500 softveru i izra¢unate su efikasnosti amplifikacije, koje su za ciljni i
referentni gen imale priblizno iste vrednosti (5= -3,02 i R{=0,97 za ciljni gen; S,= -3,06

i R,?=0,98 za referentni gen). Srednje Ct vrednosti za par wt-2 i 20068T-6 iznosile su
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2,14+0,15 i 2,06£0,1 redom. Srednje Ct vrednosti za par wt-6 i 20068T-8 iznosile su
0,53+0,06 i 0,59+0,08 redom (Slika 22).
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wt-2 20068T-6 wt-6 20068T-8

Parovi klonova sa istim brojem kopija inserata

Slika 22. Odredivanje broja kopija inserata protrombinskog gena metodom real-time
PCR.
wt-klonovi transfekovani pClneoASV40Pt+50bp konstruktom; 20068T-klonovi
transfekovani pCIneoASV40Pt+50bp-20068T konstruktom.

Rezultati dobijeni pomoc¢u real-time PCRa su potvrdili rezultate eseja gfPCR-
kapilarna elektroforeza, za oba para klonova. Za dalju analizu odabran je par G6 i
20068-8, zbog manjih razlika i varijabilnosti standardnih devijacija.

4.3.3. Pracenje ekspresije gena za protrombin relativnom kvantifikacijom iRNK
Rezultati dobijeni u prethodnoj studiji [159], u kojoj je ekspresija gena za
protrombin prac¢ena u heterogenoj populaciji ¢elija stabilno transfekovanih wt i 20068T
konstruktima, pokazali su da mutirani konstrukt dovodi do 1,64 puta povecane
ekspresije protrombina u odnosu na wt. Obzirom da ekspresija protrombina u ovako
postavljenom eksperimentu zavisi od broja kopija inserata, odredivanje ekspresije je
uradeno 1 na klonovima sa istim brojem kopija, da bi se isklju¢io eventualni uticaj

razli¢itog broja inserata na dobijeni rezultat.
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Slika 23. Relativna kvantifikacija ekspresije gena za protrombin metodom real-time
PCR.
A-ekspresija protrombina u heterogenoj populaciji (HP) ¢elija. Kalibrator wt-HP; B-
ekspresija protrombina u pojedina¢nim kolonijama. Kalibrator wt-6. wt-Celije
transfekovane wt konstruktom; 20068T-¢elije transfekovane 20068T konstruktom. RQ-

relative quantification

Iz odabranih wt-6 i 20068-8 klonova je izolovana RNK koja je koris¢ena kao
matrica za dobijanje ¢cDNK, koja je zatim koriS¢ena u reakcijama real-time PCRa,
prema protokolu opisanom u poglavlju Materijal i Metode. Dobijeni uzorci cDNK su
analizirani u triplikatu, a detekcija signala za protrombin i referentni gen (neomicin-
fosfotransferazu) radena je na istoj cDNK matrici. Rezultati su obradeni koriS¢enjem
7500 System Software, a kao kalibrator je koris¢en uzorak wt-6, kome je dodeljena RQ
(Relative Quantification) vrednost 1. U odnosu na wt-6 klon, 20068-8 klon pokazuje 1,6
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puta vecu ekspresiju protrombina (P<0,05). Dobijeni rezultati pokazuju da prisustvo
20068T varijante dovodi do poveéanja ekspresije protrombina od ~60% u odnosu na wt
varijantu, bez obzira da li se u eksperimentu koriste monoklonalne kolonije sa istim

brojem inserata ili heterogena populacije ¢elija (Slika 23).

4.3.4. In silico predikcije uticaja prisustva C>T nukleotidne zamene na poziciji
20068

Prethodni rezultati su pokazali da C20068T varijanta dovodi do povecane
ekspresije protrombina. Da bi se dobio uvid o potencijalnom mehanizmu kojim ova
varijanta dovodi do povecanja ekspresije, najpre su uradene in silico predikcije uticaja
C>T zamene na mestu 20068 u protrombinskom genu.

Rezultati dobijeni pomoc¢u GenScript servera pokazuju da ucestalost upotrebe
CGC (wt sekvenca) kodona u genomu ¢oveka iznosi 10,9/1000 nukleotida, dok se CGT
kodon Koristi sa ucestalos¢u 4,7/1000 mukleotida, $to ga ¢ini rede odabiranim
kodonom. Distribucija upotrebe kodona u slu¢aju wt i 20068T sekvence poslednjeg
egzona protrombinskog gena data je na Slici 24, a strelicom je oznafena pozicija

kodona u kome se deSava C>T zamena.
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Slika 24. Distribucija frekvencije upotrebe kodona u poslednjem egzonu
protrombinskog gena.
A-wt sekvenca egzona 14 protrombinskog gena; B-20068T sekvenca egzona 14

protrombinskog gena
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Rezultati predikcije upotrebe kodona na poziciji bazne zamene pokazuju da se, u
poredenju sa setom referentnih gena, CGC kodon daleko ¢es¢e bira u odnosu na CGT,
koji predstavlja rede upotrebljavani kodon za aminokiselinu arginin. lako je CGT kodon
koji se rede bira, CAI (engl. Codon Adaptation Index) vrednosti za wt sekvencu egzona
14 protrombinskog gena iznosila je 0,82, dok je CAI vrednost za 20068T sekvencu
iznosila 0,80.

Rezultati predikcije sekundarne strukture egzona 14 pomoc¢u RNAfold softvera
pokazuju da uvodenje C>T zamene na poziciji 20068 dovodi do znacajnih promena u
sekundarnoj strukturi ovog egzona. Minimalna slobodna energija u odsustvu zamene
iznosi -32,40 kcal/mol, dok u prisustvu bazne zamene iznosi -34,40 kcal/mol. Takode,
prisustvo T na mestu 20068 dovodi do poveéanja verovatnoc¢e komplementarnog
sparivanja baza unutar ove sekvence, $to sekundarnu strukturu egzona €ini stabilnijom i

najverovatnijom u nativnim uslovima (Slika 25).

1
&I [y .
verovatnoca sparivanja baza

Slika 25. Predikcija sekundarne strukture egzona 14 protrombinske iRNK pomocu
RNAfold softvera.
A-wt sekvenca; B-20068T sekvenca. Strelicom je oznacena promena u sekundarnoj

strukturi do koje dovodi prisustvo T na poziciji 20068

Prema rezultatima predikcije sekundarne strukture pomocu Mfold softvera,

minimalna slobodna energija wt sekvence poslednjeg egzona iznosi 31,44 kcal/mol, a u
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prisustvu C>T bazne zamene na poziciji 20068 -36 kcal/mol. Citozin na poziciji 20068
se komplementarno sparuje sa G u blizini jednolancane petlje, dok zamena timinom na
istoj poziciji dovodi do restruktuiranja sekundarne strukture u kojoj se uracil na poziciji

20068 nalazi u okviru jednolancane strukture (Slika 26).

Slika 26. Predikcija sekundarne strukture egzona 14 protrombinske iRNK pomocu
Mfold softvera.
A-predikcija wt sekvence; B-predikcija 20068T sekvence. Strelicom je oznacena

promena u sekundarnoj strukturi do koje dovodi prisustvo T na poziciji 20068

Rezultati obe predikcije sekundarne strukture pokazuju da prisustvo C>T bazne
zamene smanjuje minimalnu slobodnu energiju i doprinosi formiraju stabilnije
sekundarne strukture egzona 14 protrombinske iRNK.

Pretrazivanje MiRBase baze podataka je pokazalo da se za ovaj region
protrombinskog gena, i u wt formi i kada je prisutna C u T zamena na mestu 20068, ne

vezuje nijedna do sada opisana mikroRNK.
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4.3.5. Ispitivanje stabilnosti IRNK za protrombin u ¢elijama transfekovanim wt i
20068T konstruktima

Stabilnost iRNK ispitivana je pracenjem Kinetike degradacije iIRNK za
protrombin u stabilno transfekovanim cos-7 ¢elijama tretiranim aktinomicinom D. U
odredenim vremenskim tackama nakon pocetka tretmana (6, 18 i 24h) iz celija je
izolovana RNK koja je koris¢ena za kvantifikaciju iRNK za protrombin metodom real-
time PCRa.

Kori$¢eni aktinomicin D je rastvoren u DMSO, pa je paralelno vrSen i tretman
ovim rastvaracem, kako bi se iskljucio njegov moguci uticaj na ekspresiju protrombina.

Paralelno, pod istim uslovima, gajene su i kontrolne ¢elije koji nisu tretirane.

16

14

Relativna kvantifikacija [RQ] >

BT DMSO BT DMSO BT DMSO
6h 18h 24h

18

16

14

12

Relativna kvantifikacija [RQ] T3

BT DMSO BT DMSO BT DMSO
6h 18h 24h

Slika 27. Uticaj DMSO na ekspresiju protrombinske iRNK tokom vremena.
A-¢elije transfekovane wt konstruktom; B-celije transfekovane 20068T konstruktom.
BT-kontrolne, netretirane Celije, DMSO-dimetil sulfoksid
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Svi rezultati su normalizovani na referentni gen-neomicin fosfotransferazu, a
kao kalibrator su korisS¢ene odgovaraju¢e RQ vrednosti dobijene za netretirane celije.
Rezultati su za svaku vremensku tacku iskazivani u odnosu na netretirane ¢elije kojima
za svaku ta¢ku merenja dodeljivana vrednost 1.

Dobijeni rezultati su pokazali da DMSO ne dovodi do statisti¢ki znacajne razlike
u ekspresiji protrombinske iIRNK, i kod ¢elija sa wt, i kod ¢elija sa 20068T konstruktom
u odnosu na netretirane Celije (Slika 27).

Rezultati eksperimenta tretmana celija aktinomicinom D su pokazali da
prisustvo T na mestu 20068 ne dovodi do statisticki znacajne razlike u koli¢ini

detektovane iIRNK u odnosu na wt konstrukt ni u jednoj vremenskoj tacki (Slika 28).

18

16

14

Relativna kvantifikacija [RQ]

wt 20068T wt 20068T wt 20068T
6h 18h 24h

Slika 28. Uticaj aktinomicina D na ekspresiju protrombinske iRNK tokom vremena.
wt-¢éelije transfekovane wt konstruktom; 20068T-celije transfekovane 20068T

konstruktom

4.3.6. Odredivanje razlika u mestu iskrajanja protrombinske iRNK

U ovoj studiji primenjena je modifikovana metoda 3'RACE u cilju praéenja
efekta 20068T varijante na izbor mesta iskrajanja iRNK i duzinu 3'UTRa. Specifi¢nost

umnozavanja 3'kraja protrombinske iRNK obezbedena je u dve sukcesivnhe PCR

Doktorska disertacija Bioloski fakultet 85
Univerzitet u Beogradu



lva B. Pruner

reakcije. U prvoj PCR reakciji, umnozavanje je vrseno jednim prajmerom, koji se nalazi
na egzon-egzon spoju egzona 13 i 14 protrombina. U drugoj PCR reakciji, specifi¢nost
umnozavanja je povecana koriS¢enjem fluorescentno obelezenog prajmera, specifi¢nog
za protrombinsku sekvencu i poly(T) prajmera, koji prepoznaje sekvencu poli(A) repa.
Kao matrica koris¢ena je ¢cDNK dobijena cos-7 celija stabilno transfekovanih wt i
20068T konstruktima. PCR umnozavanje je radeno u triplikatu za tri nezavisne stabilne
transfekcije. Nakon PCR reakcija, uzorci dobijeni amplifikacijom svih wt uzoraka su
pomeSani medusobno naneSeni na kapilarnu elektroforezu. Isto je uradeno i sa uzorcima
dobijenim amplifikacijom 20068T uzoraka. Detekcija dobijenih produkata vrsena je
kapilarnom elektroforezom, a dobijeni fragmenti su analizirani pomoc¢u Gene Mapper
4.0 softvera.

Rezultati ovog eksperimenta pokazuju da postoji ravnomerna raspodela u
populaciji kra¢ih fragmenata (Slika 29). Znacajne razlike postoje u populaciji dugih

fragmenata, koji su predominantno prisutni u wt uzorcima.
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Pikovi detektovani u fragment analizi

Slika 29. Rezultati fragment analize nakon umnozavanja dela 3'kraja cDNK metodom
modifikovanog 3'RACE.
wt-¢elije transfekovane wt konstruktom; C20068T-¢elije transfekovane 20068 T
konstruktom
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4.3.7. DNK-protein interakcije

a) Ispitivanje interakcije jedarnih proteina HepG2 i HeLa céelija sa wt i
20068T probom
Da bi se ispitao efekat prisustva 20068T varijante na interakcije sa DNK-
vezujuim proteinima, primenjen je esej promenjene elektroforetske mobilnosti
(EMSA). Generisane su wt i 20068T dvolancane probe, duzine 82 bp, u ¢ijoj se sredini
nalazi mesto 20068. Probe su inkubirane sa ekstraktima jedarnih proteina, izolovanih iz
¢elijskih linija HepG2 i HeLa (Slike 30 i 31).

HepG2 NE - - + + + - + + +
wt proba - - - - - 4+ 4+ + +
mutirana proba - + + + + - Z 2 e
wt proba 100x - - - - - - - o ®
mutirana proba 100x - - - e - - = - -
nespecifi¢na proba - - L = - - - -

<—Cl

330 bp—> "
(—

< C3
< C4

100 bp—>

L. 1 2 3 4 5 © 7 6
Slika 30. EMSA esej wt i 20068T probe sa jedarnim proteinima poreklom iz HepG2

¢elija.

L-marker molekulske duzine (10 bp); NE-jedarni proteini; 1- slobodna 20068T proba;
2- kompeticija (hladenje) kompleksa nespecificnom PAI-1 probom, 3- kompeticija
(hladenje) kompleksa neobelezenom 20068 T probom; 4-inkubacija 20068T probe sa
HepG2 NE; 5- slobodna wt proba; 6- kompeticija (hladenje) kompleksa nespecificnom
PAI-1 probom, 7- kompeticija (hladenje) kompleksa neobelezenom wt probom; 8-

inkubacija wt probe sa HepG2 NE.
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Utvrdeno je da dolazi do formiranja vise DNK-protein kompleksa u interakciji
wt i 20068T probe sa ekstraktom jedarnih proteina HepG2 celija (kolone 4 i 8, Slika
30). Raspored uocenih kompleksa se nije razlikovao za wt i za 20068T probu.
Najintezivniji kompleks (oznacen sa C1) je ujedno imao i najmanju elektroforetsku
pokretljivost. Kako bi se potvrdila specificnost formiranih kompleksa, uradena je
kompeticija neobelezenom wt (kolona 7, Slika 30) i 20068T probom (kolona 3, Slika
30) u 100x vecem molarnom odnosu. Rezultati su pokazali da u oba slucaja dolazi do
’hladenja’’ formiranih kompleksa. Eksperiment kompeticije nespecificnom PAI-1
probom je pokazao da dodavanje nespecifi¢éne probe ne dovodi do “hladenja” nastalih
kompleksa, ¢ime je njihova specificnost dodatno potvrdena (kolone 2 i 6, Slika 30).

U cilju analize vezivanja jedarnih proteina iz HeLa celijske linije, wt i 20068T
proba su inkubirane sa jedarnim ekstraktom izolovanim iz ovih ¢elija. Rezultati su
pokazali da i u ovom slu¢aju dolazi do formiranja vise DNK-protein kompleksa, kao i u
slucaju inkubacije sa jedarnim proteinima iz HepG2 ¢elija, §to je prikazano na Slici 31
(kolone 2 1 7). Raspored uocenih kompleksa je odgovarao rasporedu kompleksa koji je
uocen za proteine iz HepG2 celija. Kompeticija neobelezenim wt i 20068T probama
dovodi do “hladenja” ovih kompleksa (kolone 3 i 8, Slika 31). Takode je uradeno i
unakrsno “hladenje” wt probe mutiranom probom i obrnuto (kolone 5 i 10, Slika 31),
koje je pokazalo da wt proba jace “hladi” DNK-proteinske komplekse nastale
inkubacijom mutirane probe sa jedarnim proteinima, $to ukazuje da wt proba formira
stabilnije komplekse u odnosu na 20068T probu usled povecanog afiniteta vezivanja
proteina za probu. Dodavanje nespecifi¢ne, neobelezene probe u visku ne dovodi do

“hladenja” nastalih kompleksa (kolone 4 i 9, Slika 31).
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HelLa NE

wt proba

mutirana proba

wt proba 100x
mutirana proba 100x
nespecificna proba
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L+t
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Slika 31. EMSA esej wt i 20068T probe sa jedarnim proteinima poreklom iz HeLa
¢elija.

NE-jedarni proteini. 1-slobodna wt proba; 2- inkubacija wt probe sa HeLa NE; 3-
kompeticija (hladenje) kompleksa neobeleZenom wt probom; 4-kompeticija (hladenje)
kompleksa nespecificnom PAI-1 probom; 5-kompeticija (hladenje) kompleksa
neobelezenom mutiranom 20068T probom; 6-slobodna 20068T proba; 7-inkubacija
mutirane 20068T probe sa HeLa NE; 8- kompeticija (hladenje) kompleksa
neobelezenom C20068T probom; 9-kompeticija (hladenje) kompleksa nespecificnom

PAI-1 probom; 10-kompeticija (hladenje) kompleksa neobelezenom wt probom.

b) Identifikacija proteina masenom spektrometrijom
U cilju identifikacije proteina koji se vezuju za wt i mutiranu probu, kori§¢ene u
eksperimentima promenjene elektroforetske pokretljivosti, uoceni kompleks C1 je
isecan sa gela i podvrgnut digestiji tripsinom. Dobijeni peptidi su identifikovani
pomoc¢u masene spektrometrije, poredenjem sa UniProt bazom humanih jedarnihnih
proteina, §to je prikazano u Tabeli 5.
U kompleksu koji sa jedarnim proteinima HepG2 formira wt proba

identifikovano je 11 razli¢itih proteina, dok su u kompleksu sa mutiranom probom

identifikovana 3 razli¢ita proteina.
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Tabela 5. Proteini identifikovani u kompleksu sa wt i mutiranom probom

Identifikovani proteini

wt proba

Mutirana proba

78 kDa glucose-regulated protein

78 kDa glucose-regulated protein
OS

Isoform A2 of Heterogeneous
nuclear ribonucleoproteins A2/B1

Heterogeneous nuclear

ribonucleoprotein Al

Heterogeneous nuclear

ribonucleoprotein H

Calreticulin

cDNA FLJ51586, moderately
similar to Heterogeneous nuclear

ribonucleoprotein Al

cDNA FLJ58832, highly similar to
Heterogeneous nuclear

ribonucleoprotein A3

Heterogeneous nuclear

ribonucleoprotein Q

Protein disulfide-isomerase

E3 SUMO-protein ligase CBX4

ELAV-like protein 1

Polypyrimidine tract-binding

protein 1

Ubiquitin carboxyl-terminal
hydrolase 34
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Karakteristike proteina dobijene su pretrazivanjem UniProt baze podataka, a date su u

Tabeli 6.

Tabela 6. Opste karakteristike proteina detektovanih u kompleksima

Protein

Odlike proteina

78 kDa glucose-regulated

protein

~72kDa, lokalizovan u citoplazmi i
endoplazmati¢nom retikulumu, ATP- i nukleotid-

vezujuéi protein

Heterogeneous nuclear

ribonucleoprotein A2/B1

~37kDa, lokalizovan u nukleusu i citoplazmi,

RNK-vezujuéi protein, ukljuéen u procese

iskrajanja i obrade iIRNK

Heterogeneous nuclear

ribonucleoprotein H

~30,5kDa, pretpostavljeni protein predikovan na

oshovu rezultata ~ sekvenciranja ~ genoma.

Pretpostavlja se da je protein koji interaguje sa

nukleinskim kiselinama

cDNA FLJ51586, moderately
similar to Heterogeneous

nuclear ribonucleoprotein Al

~26,5kDa, ribonukleoprotein. Pretpostavlja se da je

protein koji interaguje sa nukleinskim kiselinama.

cDNA FLJ58832, highly

~34,2kDa, ribonukleoprotein. Pretpostavlja se da

ribonucleoprotein Q

similar to Heterogeneous je protein koji interaguje sa nukleinskim
nuclear ribonucleoprotein A3 | kiselinama.
Heterogeneous nuclear Ribonukleoprotein sa 5 razli€itih izoformi,

razli¢itth molekulskih masa. Uklju¢en u RNK
obradu, iskrajanje i regulaciju translacije. Moze
nukleusu,

biti  lokalizovan u citoplazmi,

endoplazmaticnom retikulumu, mikrozomu i

splajsozomu. Vezuje se sa RNK molekule i

poli(A)
Protein disulfide-isomerase ~57kDa, najcesce lokalizovan u
endoplazmaticnom  retikulumu i celijskoj

membrani, ukljuc¢en u metabolic¢ke procese
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Protein

Odlike proteina

E3 SUMO-protein ligase CBX4

~61,4kDa, lokalizovan pretezno u nukleusu,
uklju¢en u procese transkripcije 1 regulacije
transkripcije, sumoilacije proteina i1 regulaciju

apoptoze. DNK, RNK i protein vezujuci protein.

ELAV-like protein 1

~36kDa, lokalizovan u citoplazmi i nukleusu,
uklju¢em u 3'kraj stabilizaciju iIRNK, regulaciju
genske ekpresije prosece  RNK metabolizma,
regulaciju translacije. Vezuje se za dvolanCane
RNK molekule i AU-bogate regione 3'kraja iRNK

Polypyrimidine tract binding
protein 1

~57kDa, lokalizovan u nukleusu, RNK-vezujuci
protein, uklju¢en u procese iskrajanja i obrade

splajsovanja i procesovanja iRNK

Ubiquitin carboxyl-terminal

hydrolase 34

~404kDa, protein ukljuen u pozitivnu regulaciju
kanonskog Wnt signalnog puta i proces
ubikvitinacije

Calreticulin

~48kDa, lokalizovan u vefem broju celijskih
kompartmana, sa velikim brojem razlicitih
funkcija. Protein interaguje sa RNK, iRNK,
hormonima, receptorima i proteinima.

c) Vezivanje proteina jedarnog ekstrakta HepG2 celija za jednolancane wt i

20068T probe

Da bi se ispitala interakcija jednolancane wt i mutirane probe (ss-wt i ss-

20068T) sa proteinima, dizajniran je i standardizovan Footprinting Primer-PCR (FP-

PCR) esej. U ovom eseju jednolancani region za koga se vezuju proteini, ostaje zasticen

od delovanja S1 nukleaze i u daljem toku se koristi kao prajmer u PCR reakciji. Kao

matrica za umnozavanje kori§éen je wt fragment 3'kraja protrombinskog gena, u okviru

koga se nalazi i mesto 20068. Pod navedenim eksperimentalnim uslovima proteini iz

jedarnog ekstrakta HepG2 ¢elija se ne vezuju za ss-wt probu, tako da ona nije zaSti¢ena

od delovanja S1 nukleaze i biva degradovana u potpunosti. Sa druge strane, deo ss-

20068T probe ostaje zasticen proteinima tokom tretmana S1 nukleazom i u PCR reakciji
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ucestvuje kao prajmer, pri cemu nastaje produkt PCR reakcije duzine od oko 500 bp

(Slika 32).

715 bpep

~500 bp m—pr

ss-wt ss-20068T L -K

Slika 32. PCR produkt dobijen kori$¢enjem zasti¢enog regiona DNK probe kao
prajmera u PCR reakciji.
L-marker molekulskih duzina (50bp)

Da bi se potvrdilo da je dobijeni 20068T PCR produkt specifican, prvo je
ukloniran u pJET1.2/blunt plazmidni vektor, a zatim sekvenciran, koriSéenjem prajmera
koji su specifiéni za plazmidnu sekvencu. Deo dobijene sekvence je prikazan na Slici
33. Analiza dobijene sekvence je pokazala da se radi o specificnom PCR produktu i da
je u PCR reakciji umnozen region 3'kraja gena u kome se nalazi mesto 20068. Da je taj
region zaista poreklom iz regiona koji je zasti¢en proteinima od delovanja S1 nukleaze
dokazuje prisutvo T nukleotida na mestu 20068 u sekvenci, bez obzira $to je matrica sa

koje je umnozavanje vrseno imala C nukleotid na tom mestu.

20068 T

' !."'ES\ \ \ g \
LWL

Slika 33. Deo sekvence PCR produkta dobijenog koriS¢enjem zasti¢enog regiona ss-

20068T probe kao prajmera u PCR reakciji sa A6b prajmerom.
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Nasi rezultati pokazuju da nukleotidna zamena C>T na poziciji 20068 dovodi do
stvaranja mesta vezivanja nekih od proteina jedarnog ekstrakta HepG2 ¢elija, dok to

mesto ne postoji u wt probi.
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5. DISKUSIJA

Prvi deo ovog istrazivanja imao je za cilj odredivanje ucestalosti genske
varijante C20068T kod pacijenata sa razli¢itim tromboti¢kim poremecajima,
pacijentkinja sa spontanim pobacajima, kao i u kontrolnoj, zdravoj populaciji. Kod
ispitanika koji su nosioci 20068CT genotipa, odreden je nivo protrombina u plazmi, da
bi se utvrdilo da li ova varijanta dovodi do poveéanja nivoa protrombina, $to predstavlja
dobro definisan faktor rizika za trombofilije.

Drugi deo istrazivanja obuhvatio je funkcionalnu analizu genske varijante
C20068T u in vitro eksperimentima, sa ciljem da se rasvetli mehanizam kojim ova
genska varijanta dovodi do povecane ekspresije protrombina. Uticaj prisustva C20068T
varijante pracen je na nivou ekspresije 1 stabilnosti iRNK, pracen je uticaj na izbor
mesta iskrajanja pre-iRNK, kao i DNK-protein interakcije. In silico analizom utvrden je
uticaj na odabir kodona i sekundarnu strukturu poslednjeg egzona protrombinskog gena

u kome se C20068T varijanta nalazi.

5.1. Uclestalost genske varijante C20068T

Genska varijanta C20068T predstavlja sinonimnu varijantu u poslednjem egzonu
gena za protrombin, koja dovodi do zamene CGC kodona za arginin u CGT kodon Kkoyji
takode kodira arginin na poziciji 608 u proteinu. Ova genska varijanta je u bazi
podataka dbSNP (engl. The Single Nucleotide Polymorphism database) zavedena pod
referentnim brojem rs3136532.

U okviru prethodne studije [159] C20068T genska varijanta je prvi put
detektovana kod pacijentkinje koja je razvila masovnu trombozu nakon porodaja. U
grupi od 100 pacijenata sa razlicitim trombotickim manifestacijama, ova genska
varijanta je detektovana kod 3 pacijenta, dok je od 100 ispitanika kontrolne grupe jedan
bio heterozigotni nosilac C20068T varijante. Ucestalost C20068T varijante bila je
povecana u grupi pacijenata, ali to povecanje nije dostiglo statisticku znacajnost
(P=0,687) [159].

Analiza ucestalosti genske varijante C20068T u ovoj studiji obuhvatila je 606

pacijenata obolelih od razli¢itih tromboti¢kih poremecaja i 191 ispitanika kontrolne

grupe.
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U kontrolnoj grupi od 191 ispitanika, detektovan je jedan heterozigotni nosilac
C20068T genske varijante (0,52%). PGA-European-Panel grupa (PGA-Programs for
Genomic Apllications) je medu 22 testirana ispitanika bele rase detektovala jednog
heterozigotnog nosioca ove genske varijante (4,5%). HapMap grupa (deo
internacionalnog Haplotype Map projekta) je analizom 60 ispitanika iz Evrope
detektovala ovu gensku varijantu kod jednog ispitanika (1,7%). U okviru PGA-African-
Panel grupe, koja je obuhvatila 21 ispitanika, C20068T varijanta nije detektovana.
HapMap grupa, takode, nije detektovala ovu gensku varijantu na uzorku od 90
ispitanika iz Azije i 60 iz Afrike. Kao i u okviru nase studije, homozigotni nosioci
varijante nisu detektovani ni u jednoj od ovih studija. Ucestalost C20068T varijante u
zdravoj populaciji ispitanika ukljuenih u naSu studiju je niZa u odnosu na rezultate
dobijenih u PGA i HapMap projektima. Medutim, ovi projekti su ukljuéili veoma mali
broj ispitanika (od 21 do 90), usled cega dobijeni rezultati ne predstavljaju pouzdan
pokazatelj ucestalosti ove genske varijante u ispitivanim grupama. U odnosu na
varijante u zdravim populacijama, detektovana ucestalost C20068T varijante je neSto
niza: uCestalost FV Leiden mutacije je ~5% u beloj populaciji [22], dok je ucestalost FII
G20210A varijante ~3% [24]. Prema dosadasnjim podacima, C20068T varijanta je,
slicno FV Leiden 1 FII G20210A, ucestalija u beloj populaciji.

Nasi rezultati pokazuju da je ucestalost C20068T varijante povecana pribliZzno
sedam puta kod pacijenata sa trombotickim poremecajima u poredenju sa kontrolnom
grupom. U grupi pacijenata sa tromboti¢kim poremecajima detektovano je 19
heterozigotnih nosilaca (3,39%), dok je u kontrolnoj grupi detektovan jedan
heterozigotni nosilac (0,52%). Prisustvo 20068CT genotipa predstavlja statisticki
znacajan faktor rizika za pojavu trombotickih poremecaja (OR 6,66; 95%CI 0,87-50,78;
P=0,049). U poredenju sa FV Leiden i FII G20210A, Kkoji su najucestaliji geneticki
faktori rizika za trombofiliju, rezultati ove studije pokazuju da je C20068T varijanta
potencijalno vrlo znacajan trombofilni marker. U odnosu na ucestalost FV Leiden
mutacije, koja kod pacijenata sa trombofilijom iznosi 15-50% [179], ucestalost
C20068T varijante je niza, ali je rizik za dobijanje tromboze priblizno isti. FV Leiden u
heterozigotnoj formi povecava rizik za tromboze 3-8 puta, dok C20068T varijanta
povecava rizik oko 7 puta [28, 179]. FIl G20210A varijanta je prisutna kod 6-18%
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pacijenata sa trombozom i povecava rizik za trombozu oko 4 puta [153, 179, 180].
Rezultati dobijeni u ovoj studiji ukazuju da C20068T genska varijanta moze biti
ukljucena u standardni dijagnosticki panel za trombofilije, naroCito kada su kod
pacijenata prisutne tromboze nepoznate etiologije.

Da bi se analizirao znacaj koji genska varijanta C20068T moze imati kao novi
marker za trombofilije, odabrani pacijenti podeljeni su u grupe, shodno poremecaju od
kog su bolovali. U grupi pacijenata sa trombotickim poremecajima bilo je 443 pacijenta,
od ¢ega 106 sa CVI, 101 pacijent sa PE, 175 pacijenata sa TDV 1 61 pacijent sa KTP,
dok je u grupi pacijentkinja sa SP bilo 163 ispitanica.

U grupi pacijenata sa CVI detektovana su tri heterozigotna nosioca (2,83%). | u
ovoj grupi postoji povecana ucestalost 20068CT genotipa u odnosu na kontrolnu grupu.
CVI predstavlja veoma kompleksan tromboticki poremecaj koji obuhvata razlicita
stanja sa Sirokim spektrom manifestacija [181]. U ISCVT (engl. International Study on
Cerebral Vein and Dural Sinus Thrombosis) studiji, u 34% slucajeva trombofilija je
predstavljala faktor rizika za CVI, dok je nasledna trombofilija bila faktor rizika u 22%
sluajeva [182]. Nasledni faktori rizika za CVI nisu u potpunosti rasvetljeni.
Najucestaliji faktori rizika su FV Leiden mutacija, koja je prisutna kod 10-25%
pacijenata sa CVI, dok je FIl G20210A varijanta prisutna kod 20% pacijenata sa CVI
[183]. Nasi rezultati pokazuju da je C20068T varijanta u odnosu na FV Leiden mutaciju
1 FII G20210A varijantu, rede prisutna kod pacijenata sa CVI, ali imaju¢i u vidu da je
ova varijanta oko 5 puta ucestalija kod pacijenata sa CVI u odnosu na kontrolnu grupu,
ona moze predstavljati znacajni faktor rizika. Obzirom da je u ovu studiju ukljuceno
samo 106 pacijenata sa CVI, da bi se u potpunosti rasvetlila uloga koju ova varijanta
moze imati u njegovoj patogenezi, potrebno je studiju sprovesti na veéem broju
pacijenata.

Zapazen je trend povecanja ucestalosti heterozigotnih nosilaca C20068T genske
varijante i u grupi pacijenata sa PE (2,97%) i TDV (3,43%) u odnosu na kontrolnu
grupu. lako se smatralo da PE i TDV imaju istu etiologiju, nedavna istraZivanja su
pokazala da se faktori rizika koji dovode do ova dva tromboticka poremecaja znacajno
razlikuju [184]. Nasledne trombofilije su prisutne kod 30-40% pacijenata sa TDV [185],
dok su podaci vezani za izolovane PE kontradiktorni. Desmarais i saradnici su prvi put

primetili da je ucestalost rezistencije na aktivirani protein C, u ¢ijoj osnovi je FV Leiden
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mutacija, niza kod pacijenata sa izolovanim PE [186]. Kasnije studije su potvrdile da se
ucestalosti FV Leiden mutacije razlikuju kod pacijenata sa izolovanim PE i TDV.
Manten i saradnici su pokazali da je FV Leiden mutacija prisutna kod 9% pacijenata sa
izolovanim PE i kod 17% pacijenata sa TDV [180]. Ovaj rezultat, koji je nazvan *’FV
Leiden paradoks’’, je potvrden i u studiji Martineli i saradnika [187] i Grifoni i
saradnika [188]. Sa druge strane, znacaj G20210A varijante kao faktora rizika za PE i
TDV nije u potpunosti rasvetljen. Margaglione i saradnici su pokazali da je FlI
G20210A wucestalija kod pacijenata sa TDV (14,2%), dok je ucestalost u grupi
pacijenata sa PE bila niza (8,7%) [189]. Martineli i saradnici su pokazali da FIIG2010A
predstavlja znacajan faktor rizika za izolovane PE [190]. Nasi rezultati su pokazali da je
ucestalost C20068T varijante veéa u grupi pacijenata sa TDV u odnosu na pacijente sa
PE, §to doprinosi hipotezi o razli¢itim faktorima rizika koji su u osnovi patologije TDV
i izolovanog PE. Kada je u pitanju FV Leiden mutacija, njeno prisustvo poveéava rizik
za TDV 4,5 puta, dok u slu¢aju izolovanog PE predstavljava blag faktor rizika (OR 1,7)
[191]. Prisustvo G20210A varijante povecava rizik za TDV oko 3 puta [189], a studije
nisu dale jasne rezultate o riziku koji G20210A predstavlja za izolovane PE. Nasa
studija je pokazala da C20068T varijanta moze predstavljati znacajni faktor rizika (OR
6,74,P=0,057) za TDV, dok je za izolovane PE taj rizik manji (OR 5,81; P=0,12). Da bi
se rasvetlio znaCaj C20068T varijante za ove tromboticke poremecaje, potrebno je
studiju proSiriti na vec¢i broj pacijenata.

Kada su u pitanju kombinovani tromboti¢ki poremecaji, ucestalost 20068CT
genotipa je statisticki znac¢ajno povecan u odnosu na kontrolnu grupu (4,92%; P<0,005).
U literaturi ne postoji mnogo podataka o naslednim faktorima rizika za KTP.
Najucestalije manifestacije KTP su TDV pracene sa PE. Studije su pokazale da sui FV
Leiden 1 FII G20210A veoma znacajni faktori rizika u sluc¢ajevima kada su TDV
komplikovane sa PE [188-190, 192]. Nasi rezultati su pokazali da je C20068T varijanta
znacajni faktor rizika (OR 9,83; 95% CI11,00-96,30;P=0,045) za nastanak KTP, ¢ak i
ako je studija obuhvatila ovako malu grupi pacijenata (samo 61). Ove rezultate je
potrebno potvrditi u ve¢im studijama.

U grupi pacijentkinja sa SP detektovana su 4 heterozigotna nosioca C20068T
genske varijante (2,45%), dok u kontrolnoj grupi od 75 Zena, koje nisu imale spontane

pobacaje i1 imale bar jednu uspesnu trudnocu, nije detektovan nijedan nosilac. Medutim,
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ta razlika u ucestalosti nije dostigla statistiCku znacajnost (OR 4,26; 95%CI 0,23-80,15;
P=0,31). Trudnoc¢a sama po sebi predstavlja hiperkoaguabilno stanje koje se karakterise
porastom koncentracije faktora koagulacije, koje omogucava zasStitu majke tokom
porodaja. Trombofilija, nakon hromozomskih abnormalnosti, predstavlja drugi naj¢es¢i
uzrok SP, narocito u prvom trimestru trudnoce. Uloga naslednih trombofilnih faktora
rizika u etiologiji SP nije u potpunosti razjasnjena, a rezultati asocijativnih studija su
kontradiktorni. Reznikoff-Etievan i saradnici su pokazali da FV Leiden i FIl G20210A
predstavljaju znacajne faktore rizika za rane spontane pobacaje, pre desete nedelje
gestacije [193]. U ovoj studiji, heterozigotni nosioci FV Leiden i FII G20210A imali su
skoro tri puta povecan rizik od SP. U studiji Finana i saradnika, 41% zena sa
ponovljenim SP je bilo nosilac FV Leiden mutacije, dok je ~14% zena imalo FII
G20210A [194]. Sa druge strane, Dajli i saradnici nisu nasli statisti¢ki znacajno
povecéanje ucestalosti FV Leiden i FII G20210A kod pacijentkinja sa ponovljenim SP
[195]. Ucestalost C20068T varijante u naSoj studiji je niza od ucestalosti u
gorepomenutim studijama, medutim nasi rezultati pokazuju da prisustvo ove genske
varijante u mnogo vec¢oj meri, skoro 4,5 puta, povecava rizik za pojavu SP. Obzirom na
vrlo kompleksnu 1 nerazjaSnjenu etiologiju SP, prisustvo C20068T varijante treba
posmatrati kao dodatni faktor rizika koji doprinosi patologiji SP. Imajuci u vidu da je u
ovu studiju uklju¢eno samo 75 ispitanica kontrolne grupe, kod kojih nije detektovano
prisustvo C20068T varijante, dobijene rezultate bi trebalo potvrditi u studijama koji ¢e
ukljuciti ve¢i broj ispitanica.

Rezultati ove studije predstavljaju prve podatke o ucestalosti C20068T u
razli¢itim trombotickim poremecajima i ukazuju na znacaj ove varijante kao novog
trombofilnog markera. Vazno je naglasiti da su u ovu studiju ukljuceni samo pacijenti
kod kojih nisu prisutni najznacajniji genetski faktori rizika: FV Leiden mutacija, FlI
G20210A varijanta i deficijencije proteina C, proteina S i antitrombina. Kombinacija
FV Leiden mutacijei FII G20210A varijante je prisutna kod vise od dve trecine
pacijenata sa trombofilijom, dok deficijencije proteina C, proteina S i antitrombina, iako
predstavljaju manje ucestale faktore rizika, imaju znacajnu ulogu u patogenezi
trombofilije. Na ovaj na¢in mogli smo da analiziramo ulogu C20068T varijante u
patogenezi trombofilije i njen potencijalnih znacaj kao trombofilnog markera nezavisno

od drugih genetskih faktora rizika. Rezultati nase asocijativne studije pokazuju da je
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ucestalost C20068T varijante u kontrolnim grupama niza od 1%, dok u definisanim
grupama pacijenata sa trombotickim poremecajima i spontanim pobacajima postoji
trend viSestruko povecane ucestalosti. Prisustvo 20068CT genotipa povecava rizik za
pojavu trombotickih poremecaja od 4,26 do ¢ak 9,83 puta, Sto je bio slucaj u grupi
pacijenata sa KTP. Na osnovu dobijenih rezultata C20068T varijanta predstavlja
znacajan trombofilni marker kod pacijenata kod kojih nisu prisutni drugi genetski
faktori rizika. Njegovo uklju¢ivanje u strandardni trombofilni paket bi omogucilo
dijagnostikovanje nasledne trombofilije kod vise od 3% pacijenata, kod kojih uzrok
tromboza nije utvrden, Sto bi u znacajnoj meri doprinelo pravilnom terapeutskom

pristupu i poboljsalo prevenciju rekurentnosti oboljenja kod ovih pacijenata.

5.2. Kvantifikacija koli¢ine protrombina

Prethodne studije su pokazale da je poviseni nivo protrombina u plazmi sam po
sebi faktor rizika za nastanak tromboza [24], ali mehanizam kojim dovodi do formiranja
patoloskih trombova nije sasvim razjasnjen. Smatra se da poviSeni nivo protrombina
moze dovesti do disbalansa u regulaciji prokoagulantnog, antikoagulantnog i
fibrinolitickog sistema. Visoke koncentracije protrombina dovode do povecanog
stvaranja trombina, §to moZe uticati na povecan stepen koagulacije i stvaranja fibrinskih
ugruSaka. Faktori koji dovode do povecanja nivoa protrombina u plazmi nisu u
potpunosti poznati. Sve mutacije koje su do sada opisane u kodiraju¢em delu gena za
protrombin dovode do njegove smanjene aktivnosti i/ili smanjene koli¢ine proteina u
plazmi. Medutim, u poslednje dve decenije opisan je veci broj genskih varijanti u 3'
regionu protrombinskog gena koje doprinose povecanju nivoa protrombina. Poort i
saradnici su pokazali da je G20210A varijanta udruzena sa povisenim nivoom
protrombina i da nosioci 20210A alela imaju znacajno povisen nivo protrombina u
odnosu na nenosioce [24]. Ovi rezultati su potvrdeni kasnijim studijama od strane
Simionija i Selija (1,05 U/mL kod nenosilaca u odnosu na 1,32 U/mL kod nosilaca
FIIG20210A) [153, 196]. Seli i saradnici su takode pokazali da genska varijanta
A19911G dovodi do blagog povecanja nivoa protrombina u plazmi. Nosioci GG
genotipa, imaju nivo protrombina od 107,2 U/dL u odnosu na 99,0 U/dL koliko je
izmereno kod nosilaca AA genotipa. Takode, prisustvo A19911G varijante kod nosilaca
20210A alela dovodi do dodatnog povecanja nivoa protrombina [153]. FII C20221T
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genska varijanta opisivana je sporadicno kod nekoliko pacijenata sa razliitim
trombotickim poremecajima i takode je udruzena sa poviSenim nivoom protrombina
[127].

Uticaj prisustva 20068CT genotipa na nivo protrombina ispitivan je relativnom
kvantifikacijom koli¢ine protrombina u plazmi pacijenata za koje je utvrdeno da su
heterozigotni nosioci ove varijante. Relativna kvantifikacija radena je nakon detekcije
signala Western blot analizom u odnosu na komercijalno dostupnu standardnu plazmu.
Kao kontrolni, odredivani su nivoi protrombina kod heterozigotnih nosilaca G20210A
varijante i kod pacijenta za koga je pokazano da nije nosilac nijedne genske varijante u
3'regionu protrombinskog gena (oznacen kao simptomatski nenosilac). Rezultati
pokazuju da prisustvo 20068CT genotipa dovodi do statisticki znacajnog povecéanja
koli¢ine protrombina u plazmi pacijenta (143,65+28,8 u odnosu na 100, kolika je
dodeljena referentna vrednost standardne plazme). Detektovano povecanje je vrlo sli¢no
onom dobijenom za 20210GA genotip (163,64+21,8), dok su vrednosti dobijene za
simptomatskog nenosioca odgovarale vrednostima za standardnu plazmu.

Dobijeni rezultati predstavljaju prve podatke o uticaju genske varijante
C20068T, na nivo protrombina kod pacijenata sa trombofilijom. U daljim studijama,
koje bi obuhvatile ve¢i broj ucesnika, potrebno je pratiti nivo protrombina u duZem
vremenskom periodu, da bi se ovi rezultati potvrdili.

Nasi rezultati pokazuju da je C20068T funkcionalna varijanta i da dovodi do
povecanja koli¢ine protrombina u plazmi. To povecanje odgovara rezultatima dobijenim
za G20210A varijantu, za koju je u vec¢em broju studija potvrdeno da dovodi do
poviSenog nivoa protrombina [24, 153]. Obzirom da prisustvo C20068T varijante ima
funkcionalne posledice, u vidu povecanja nivoa protrombina u plazmi, za koji je vec
utvrdeno da je trombofilni faktor rizika, ovi rezultati potvrduju da ona predstavlja novi i
zna¢ajan marker za trombofilije koga treba ukljuciti u rutinski panel trombofilnih

testova.
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5.3. Funkcionalna analiza genske varijante C20068T

5.3.1. Odredivanje broja kopija inserata u celijskim klonovima esejem qfPCR-
kapilarna elektroforeza

Celijske linije predstavljaju nezamenljiv model sistem za biomedicinsku
primenu [197]. Sisarske ¢elije se koriste prilikom ispitivanja genske funkcije, ekspresije
i mehanizama regulacije zbog sposobnosti da sintetiSu, procesuju, pravilno saviju i
modifikuju sekretovane humane proteine. Celijske linije mogu se transfekovati
tranzijentno ili stabilno, u zavisnosti od vrste eksperimenta i analize koja se vrsi.
Tranzijentna transfekcija se koristi za analizu kratkoro¢nog uticaja transfekovanog
konstrukta, bez njegove integracije u genom Ccelije domacina. Stabilna transfekcija
podrazumeva integraciju gena od interesa u genom celije domacina, §to omogucéava
dugoro¢nu analizu proteinske ekspresije i mehanizama regulacije ciljnog gena.
Medutim, na transgenu ekspresiju u stabilno transfekovanim sisarskim ¢elijama utice
vedi broj faktora, od kojih je broj kopija transgena koji su insertovani u genom jedan od
najznacajnijih.

Broj kopija inserata transgena u stabilno transfekovanim sisarskim celijama je
tradicionalno odredivan metodom Southern blot [198]. Poslednjih godina razvijene su
nove metode za semikvantitatino ili kvantitativno odredivanje broja kopija transgena.
Real-time PCR predstavlja metodu izbora kada je u pitanju determinacija broja kopija
inserata u transfekovanim celijama, obzirom na Sirok dinamicki opseg moguce
kvantifikacije i malu koli¢inu polaznog materijala [199]. Medutim, real-time PCR ima i
odredena ogranicenja, kao Sto su cena fluorescentno obelezenih proba za svaki ciljni
gen i otezana standardizacija multipleks reakcija za veci broj referentnih gena [200].

U okviru ove doktorske teze standardizovan je esej za odredivanje broja kopija
inserata koji se zasniva na upotrebi fluorescentno obelezenih prajmera i detekciji signala
nakon kapilarne elektroforeze [170]. U ovoj metodi, ciljni protrombinski fragment se
koamplifikuje sa internom genomskom kontrolom u istoj mikrotubi, ¢ime se obezbeduje
kontrola varijabilnosti, jer svi faktori koji uti¢u na prinos PCR reakcije, uticu u istoj
meri na kontrolu i ciljni fragment. Kao interna kontrola kori$¢en je fragment gena za
18S rRNK. Produkti PCR reakcije su razdvajani kapilarnom elektroforezom, a detekcija

signala vrSena je Gene Mapper 4.0 softverom. Kori§¢enjem ovog pristupa, detektovani
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su wt i 20068T celijski klonovi koji sadrze odgovarajuci broj kopija. Ovi Celijski
klonovi su kori§¢eni u eksperimentima odredivanja ekspresije protrombinske iRNK u
odsustvu i prisustvu mutacije.

Rezultati dobijeni ovim esejem su potvrdeni koris¢enjem real-time PCRa kao
standarne metode. Za potrebe nase studije uticaja prisustva 20068T varijante na
ekspresiju protrombina, bilo je potrebno identifikovati ¢elijske klonove koji imaju isti
broj kopija inserata, bez preciziranja broja inserata. Standardizovani esej je
semikvantitativan i ne moze se koristiti za odredivanje apsolutnog broja kopija inserata
bez odredenih modifikacija. U poredenju sa drugim metodama, opisani esej je brz i
precizan, potrebne su male koli¢ine DNK matrice, ne zahteva dodatno preciS¢avanje
nakon PCR reakcije, te se moze koristiti kao brz metod za relativnu determinaciju broja

kopija u velikom broju transfekovanih ¢elija [170].

5.3.2. Pradenje ekspresije gena za protrombin u odabranim klonovima relativnom
kvantifikacijom iRNK

Prethodna studija sprovedena u Laboratoriji za molekularnu biologiju, IMGGI
pokazala je da prisustvo 20068T varijante dovodi do poveéane ekspresije iRNK za
protrombin 1,64 puta u odnosu na wt varijantu [159]. Takode, u prethodnoj studiji je
pokazano da je to povecanje koli¢ine iRNK srazmerno povecanju do koga dovodi
prisustvo 20210A alela (1,65 puta), koji je ve¢ poznati faktor rizika za trombofiliju i
dokazano je da dovodi do povecanog nivoa protrombina [24]. Medutim, ova studija je
radena na heterogenoj populaciji ¢elija, u kojoj su prisutne ¢elije sa razlicitim brojem
insertovanih kopija transgena [159]. Prednost ovakvog pristupa je u tome S§to se
prilikom transfekcije heterogena populacija celija eksperimentalno lakse propagira, jer
ne postoji korak selekcije klonova sa odredenim brojem kopija inserta. Ali upravo zbog
odsustva ove selekcije, ¢elije u heterogenoj populaciji imaju razli¢it broj kopija inserta,
Sto teorijski moze uticati na dobijene rezultate.

Da bi se potvrdilo da uoceno povecanje ekspresije iRNK nije posledica
neravnomerne zastupljenosti ¢elija sa razli¢itim brojem kopija transgena u heterogenim
populacijama celija, ekspresija protrombinske iRNK je pracena u wt 1 20068T celijskim
klonovima za koje je utvrdeno da imaju isti broj kopija. Nasi rezultati su pokazali da

prisustvo 20068T varijante dovodi do povecane ekspresije protrombinske iRNK i1 u
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¢elijama sa istim brojem kopija inserta. Detektovano poveéanje (1,60 puta) odgovara
povecéanju koje je dobijeno u heterogenoj populaciji ¢elija (1,64 puta), ¢ime je pokazano
da dobijeni rezultat nije posledica neravnomerne distribucije ¢elija sa pove¢anim brojem
kopija transgena u 20068T C¢elijskoj populaciji. Na osnovu pregleda literature, ovo je
prva studija u kojoj su za pracenje ekspresije koriS¢eni i pristup sa heterogenom
populacijom celija i pristup sa ¢elijskim klonovima sa istim brojem kopija inserta. Nasa

studija pokazuje da oba eksperimentalna pristupa daju iste rezultate.

5.3.3. In silico predikcije uticaja prisustva C>T nukleotidne zamene na poziciji
20068

Prethodni rezultati su pokazali da je C20068T funkcionalna varijanta, Cije
prisustvo dovodi do povecane koli¢ine protrombina u plazmi i povecane ekspresije na
nivou iRNK. Da bi se usmerila dalja istrazivanja u pravcu rasvetljavanja mehanizma
kojim C20068T varijanta dovodi do promena u ekspresiji protrombina, uradene su in
silico predikcije da bi se utvrdilo na kom nivou regulacije ekspresije bi ova varijanta
mogla imati potencijalnu ulogu.

Studije frekvence SNPova u humanom genomu pokazale su da se 60% SNPova
nalazi van kodirajucih regiona genoma [201]. Od preostalih 40%, preko 90% se desava
u intronima, dok se u kodiraju¢em delu genoma dogada oko 1,5% nesinonimnih zamena
i 1,1% sinonimnih zamena, ukazuju¢i na ¢injenicu da je kodiraju¢i deo genoma pod
velikim evolutivnim pritiskom ocuvanja funkcionalne sekvence. NajceS¢e promene koje
se deSavaju u kodiraju¢em genomu su tranzicije (C>T, T>C, A>G, G>A) 1 pretpostavlja
se da se u kodiraju¢em genomu desavaju sa viSom frekvencijom [202]. Za sinonimne
mutacije se smatralo da su *’tihe’’ i kao takve, trebalo bi da imaju visu stopu mutiranja
u odnosu nesinonimne. Medutim, frekvence sinonimnih i nesinonimnih zamena u
kodirajuéem genomu su sli¢ne. Stavise, pokazano je da je frekvenca nesinonimnih
zamena veca od frekvence sinonimnih zamena, $to moze biti posledica razli¢itih
frekvenci nukleotida na svakoj od tri pozicije u kodonu. Kada su u pitanju sinonimne
zamene, sinonimni kodoni se najéeS¢e razlikuju u nukleotidu na trecoj poziciji u
kodonu. Analiza je pokazala da je sa 17%, timin najredi nukleotid na tre¢oj poziciji,

kada su u pitanju sinonimni polimorfizmi [201].
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Nasi rezultati su pokazali da je CGT kodon, nastao uvodenjem C u T zamene na
mestu 20068 u protrombinskom genu, najrede upotrebljavani kodon za arginin. Na
osnovu ove predikcije 20068T varijanta bi trebalo da dovodi do smanjene ekspresije
protrombina. Medutim, poredenje CAI (engl. Codon Adaptation Index) za CGC i CGT
kodone je pokazalo vrlo bliske vrednosti. CAl vrednost predstavlja meru adaptivnosti
upotrebe kodona u kontekstu efikasne ekspresije gena. Na osnovu svega ovog,
predikcija je pokazala da izbor kodona najverovatnije nije uzrok povecane ekspresije
protrombina u prisustvu C20068T varijante.

Sekundarna struktura iRNK je u najvecoj meri determinisana primarnom
nukleotidnom sekvencom. Nedavna istrazivanja pokazuju da su sinonimne zamene u
genomu pod snaznim evolutivnim pritiskom zbog Cinjenice da uti€u na stabilnost
sekundarnih struktura u molekulu iIRNK kod sisara [201, 203]. Sinonimne zamene ne
menjaju samo stem-loop strukture u iRNK, ve¢ uticu i na stepen degradacije iRNK i
translacije, §to moze biti povezano sa patoloskim stanjima [204]. Bioinformaticke
analize su pokazale da sekundarne strukture iRNK znacajno uti¢u i na proces iskrajanja
i alternativnog iskrajanja introna, kroz sastavljanje splajsozomalne masSinerije i
interakcije sa RNK-vezuju¢im proteinima [205].

Liu i saradnici su pokazali da 3'kraj gena za protrombin ispoljava znacajnu
heterogenost u sekvenci koja moze da se odrazava na razliCitosti u iskrajanju 3'kraja i
poliadenilaciji. Za FIl G20210A varijantu je pokazano da nema znacajnih uticaja na
lokalnu sekundarnu strukturu, obzirom da i 20210G i 20210A alel formiraju homologe
strukture ukosnica [206].

Da bismo ispitali uticaj koji C20068T varijanta moZe imati na sekundarnu
strukturu egzona u kome se nalazi, uradili smo predikciju sekundarne strukture pomocu
RNAfold i Mfold programa i utvrdili da prisustvo C>T zamene dovodi do formiranja
energetski povoljnijih sekundarnih struktura u odnosu na wt sekvencu. RNAfold
programski paket je pokazao da T na mestu 20068 dovodi do povecanja verovatnocée
komplementarnog sparivanja baza unutar egzona i smanjuje minimalnu slobodnu
energiju za 2 kcal/mol. Mfold program je pokazao da T na mestu 20068 dovodi do
restruktuiranja sekundarne strukture egzona, u kojoj je T u okviru asimetri¢ne

jednolancane petlje, za razliku od wt sekvence egzona, u kojoj se C na poziciji 20068

Doktorska disertacija Bioloski fakultet 105
Univerzitet u Beogradu



lva B. Pruner

nalazi u blizini bulge petlje (Slika 26). Ovaj program je potvrdio poveéanje minimalne
slobodne energije sekundarne strukture sa timinom na mestu 20068.

Prve dokaze da sinonimni polimorfizmi uticu na sekundarnu strukturu iRNK
dali su Nakli i saradnici [207], u studiji na haplotipovima katehol-O-metiltransferaze
(COMT). Postoje tri razli¢ita haplotipa COMT gena (LPS, APS i HPS haplotipovi). koji
¢ine 4 SNPa, od ¢ega su dva sinonimna polimorfizma. Sinonimne zamene prisutne su u
LPS i HPS haplotipovima. Predikcije sekundarnih struktura haplotipova pokazale su da
je LPS haplotip asociran sa najve¢om slobodnom energijom i1 najmanje stabilnom
strukturom ukosnice, dok je HPS haplotip bio asociran sa najstabilnijom ukosnicom i
najmanjom minimalnom slobodnom energijom. Eksperimentalno je pokazano da je
HPS haplotip takode udruzen sa najmanjom enzimskom aktivnoséu COMT i
najmanjom koli¢inom proteina. Prisustvo sinonimnih polimorfizama u LPS 1 APS
haplotipu dovodilo je do povecanja aktivnosti i koli¢ine proteina, ali i stvaranja manje
stabilnih sekundarnih struktura [207].

Suprotno tome, C20068T varijanta dovodi vece stabilnosti sekundarne strukture
egzona 14, ali i do povecanja koli¢ine protrombina. Obzirom da in silico analiza
sekundarne strukture ne moze da predvidi fizioloske efekte koje sinonimni polimorfizmi
imaju na ekspresiju gena, funkcionalnim analizama potrebno je potvrditi da je promena
sekundarne strukture poslednjeg egzona zaista deo mehanizma kojim ova genska
varijanta doprinosi povecanju koli¢ine protrombina.

Pretrazivanje MiRBase baze podataka je pokazalo da prisustvo mutacije ne utice
na vezivanje mikroRNK. Medutim, kako je u pitanju deo gena sa nekanonskom
organizacijom 1 vrlo dinamiénom ulogom u procesima regulacije ekspresije
protrombina, potrebno je pretragu prosiriti na veci broj baza i in vitro studije.

Prethodno uradena in silico predikcija vezivanja proteina Kkoji se vezuju za
region 3'kraj gena za protrombin uz pomoc¢ SpliceAid baze podataka, pokazala je da
prisustvo 20068T varijante ukida mesto vezivanja za SRP-40 protein (SFRS5, engl.
splicing factor, arginine/serine-rich-5), koji ima ulogu u iskrajanju transkripta [159,
208]. Za ovaj region (wt i 20068T) se vezuju i ETR-3 (engl. Elav-type
ribonucleoprotein) i CUG-BP (engl. CUG binding protein), koji ucestvuju u
alternativnoj obradi pre-iRNK [209]. Ova predikcija pokazuje da C20068T varijanta

najverovatnije utice na interakcije proteina sa nukleinskim kiselinama.
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5.3.4. Odredivanje stabilnosti iRNK za protrombin u c¢elijama stabilno
transfekovanim wt i 20068T konstruktima

Stabilnost iIRNK je veoma znacajna za gensku ekspresiju. Faktori koji uti¢u na
stabilnost transkripta mogu se podeliti u dve Kkategorije: cis faktori, odnosno
karakteristike samog transkripta i trans faktori poput faktora rasta, RNaza, RNK-
vezuju¢ih proteina, jona, kiseonika itd [173]. Sinonimni polimorfizmi u tom smislu
predstavljaju cis faktore i deluju na stabilnost iRNK preko vise mehanizama. Za
sinonimne polimorfizme CDSN gena, koji kodira protein korneodezmozin, koji je
overeksprimiran kod pacijenata sa psorijazom, pokazano je da dovode do povecanja
stabilnosti IRNK [210]. Takode, sinonimni polimorfizmi u ovom genu menjaju i afinitet
vezivanja transkripta sa citoplazmatskim RNK-vezuju¢im proteinima. Za sinonimne
polimorfizme koji se deSavaju u ABCC2 genu, asociranom sa Dubim-DzZonsonovim
sindromom, je pokazano da povecavaju stabilnost iRNK, $to za posledicu ima povisenu
ekspresiju proteinskog produkta [211]. Heterozigotni nosioci sinonimnog polimorfizma
ispoljavaju razli¢itu farmakokinetiku pravastatina, leka koji se primenjuje protiv
povisenog nivoa holesterola u krvi, a koji je supstrat za delovanje ABCC2 [212]. Sa
druge strane, sinonimni polimorfizmi u humanom dopaminskom receptoru D2 dovode
do smanjene stabilnosti iIRNK i stope translacije [213].

Da bismo ispitali uticaj C20068T genske varijante na stabilnost protrombinske
iRNK, ¢elije transfekovane wt i 20068T konstruktima tretirane su aktinomicinom D,
globalnim inhibitorom transkripcije. Ovaj metodoloski pristup podrazumeva merenje
stope degradacije date iRNK tokom vremena, od trenutka kada se njena transkripcija
inhibira. Nas$i rezultati su pokazali da konstrukti sa T na mestu 20068 ne pokazuju
statisticki znaCajne promene stabilnosti protrombinske iRNK u odnosu na wt
transkripte. iIRNK za wt i mutirani konstrukt su pokazale slican obrazac degradacije
tokom trajanja Citavog tretmana aktinomicinom D.

lako se 6h nakon tretmana detektuje smanjenje koli¢ine iRNK, tokom 18 i 24h je
detektovan naizgled paradoksalni porast koli¢ine iRNK za protrombin i u wt u u
20068T konstruktima. Ovaj fenomen je najverovatnije posledica brze stope degradacije
i kraceg polu-zivota iRNK za neomicin-fosfotransferazu, koja je koriS¢ena kao
endogena kontrola u odnosu na koju je normalizovana ekspresija protrombinske iRNK.

Ovo bi se moglo prevazi¢i time $to bi u budu¢im eksperimentalnim postavkama, kao
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endogena kontrola, bio ukljucen neki od gena ¢ije iRNK ima dugacak poluzivot, kao §to
su, geni koji kodiraju proteine ukljuene u metabolizam, formiranje citoskeleta ili
ekstracelularnog matriksa.

Dobijeni rezultati nisu potvrdili rezultat in silico predikcije, koja je pokazala da
postoji poveéana stabilnost iRNK u prisustvu 20068T varijante, ali ne iskljucuju
moguénost da sinonimna C20068T varijanta deluje, bar delimi¢no, preko menjanja
stabilnosti IRNK. Obzirom da ispitivanje stabilnosti iIRNK putem inhibicije
aktinomicinom D predstavlja sistem sa najmanjom osetljivoscu, osetljiviji sistem, poput
upotrebe plazmida sa tetraciklin inducibilnim promotorima, usmeren isklju¢ivo na
ciljanu protrombinsku iRNK, dao bi uvid u potencijalni mehanizam fine regulacije
ekspresije protrombina preko regulacije stabilnosti iRNK [173].

5.3.5. Odredivanje razlika u mestu iskrajanja protrombinske iRNK izolovane iz
Celija stabilno transfekovanih wt i 20068T konstruktima

Poslednjih godina, sve je ve¢i broj dokaza o znac¢aju alternativne poliadenilacije
(APA) u regulaciji ekspresije gena i duzine 3’'UTRa. Genome-wide studije izvedene na
algama, biljkama, kvascima, crvima, misevima i ¢oveku su pokazale da broj gena sa
kojih se prepisuju transkripti sa alternativnim poli(A) mestima varira od 10% kod
S.cerevisiae do preko 50% kod coveka. Alternativnom poliadenilacijom nastaju
transkripti razli¢itih duzina i funkcija, ¢ime se obezbeduje fina vremensko-zavisna i
tkivno-specificha ekspresija gena [214]. Postoje dva osnovna tipa alternativne
poliadenilacije. CR-APA (coding region-APA), podrazumeva da su alternativna mesta
poliadenilacije smestena u okviru egzona i introna i dovodi do stvaranja razli¢itih
izoformi proteina. Sa druge strane, u najvecem broju slucajeva, alternativna
poliadenilaciona mesta smestena su u 3'UTRu gena, ¢ime nastaju transkripti sa
razlicitim duzinama 3'regiona, ali istom proteinskom sekvencom i funkcijom (UTR-
APA). APA koja se dogodi u kodiraju¢em regionu utice na proteinsku funkciju
kvalitativno, dok APA koja se dogodi u netranslatirajucem regionu utic¢e kvantitativno
na nivo proteina [215].

Kao §to je opisano u poglavlju Uvod, 3’'kraj protrombinskog gena ima
nekanonsku organizaciju [128]. On poseduje aktivni uzvodni regulatorni element

(USE), neefikasno mesto iskrajanja i manje aktivni nizvodni regulatorni element (DSE).
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Dankvart i saradnici su pokazali da 3'kraj protrombinskog gena poseduje jedinstvenu
arhitekturu koja ga ¢ini osetljivim na trombofilne gain of function mutacije [127].

Nasa studija je obuhvatila odredivanje potencijalnih razlika u mestu iskrajanja
izmedu protrombinskih iRNK dobijenih iz celija transfekovanih wt 1 20068T
konstruktima, metodom modifikovanog 3'RACE. Rezultati su pokazali da prisustvo
20068T varijante dovodi do stvaranja transkripata sa manjom duzinom 3'kraja u
poredenju sa wt transkriptima.

Obzirom na nekanonsku organizaciju protrombinskog 3'kraja, moguce je da
dodatni uracil na poziciji 20068 dodatno stabilizuju USE element, koji je od klju¢nog
znacaja za poliadenilaciju protrombinske iRNK i dovodi do aktiviranja alternativnih
mesta poliadenilacije lociranih uzvodno od pozicije 20210, za koju je pokazano da je
glavno mesto iskrajanja u protrombinskoj iRNK [161, 216, 217].

U 3'UTRu se nalaze mnogobrojne regulatorne sekvence, ukljucuju¢i ARE
sekvence 1 vezivna mesta za mikroRNK. Duzi 3'kraj gena znaci da se u njemu ceSce
nalaze ovi regulatorni signali i stoga je iRNK podloznija negativnoj regulaciji [218,
219]. Takode, duzina 3'kraja negativno je korelisana sa koli¢inom proteina, tako da
iRNK transkripti sa kra¢im 3'UTRom generiSu veée koli¢ine proteina, $to je pokazano u
slucaju kancera i proliferiSuéih ¢elija [220, 221], a §to je slucaj i sa 20068T varijantom u

okviru ove studije.

5.3.6. DNK-protein interakcije

a) Analiza DNK-protein interakcija i identifikacija vezanih proteina

Za utvrdivanje DNK-protein interakcija koriS¢en je EMSA metod sa
dvolan€anim DNK probama (wt 1 20068T).

Rezultati su pokazali da dolazi do formiranja vise specifi¢nih kompleksa, i u
sluaju HepG2 i u slucaju HeLa jedarnog celijskog ekstrakta. Formirani kompleksi su
uspesno hladeni dodavanjem wt i mutirane probe u visku, a dodavanje nespecifi¢ne
probe nije dovodilo do gubitka formiranih kompleksa. Takode je utvrdeno da se jedarni
proteini sa ve¢im afinitetom vezuju za wt probe, §to ukazuje na moguénost da prisustvo
T na poziciji 20068 utie na interakcije proteina sa ovim regionom protrombinskog
gena. Ovi rezultati dobijeni su koris¢enjem dve kancerske ¢elijske linije, tako da bi u
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buduca istrazivanja trebalo ukljuciti i primarnu ¢elijsku liniju hepatocita, da bi se dobio
jasniji uvid u interakcije DNK i proteina.

U cilju identifikacije proteina vezanih u kompleksu sa probama, region gela u
kome se nalazio kompleks C1 (Slika 30) isecan je sa gela za uzorke wt i 20068T probe,
koji su inkubirani sa proteinima jedarnog ekstrakta HepG2 c¢elija, a kao kontrolni uzorci
su paralelno isecani odgovaraju¢i regioni za uzorke slobodnih proba koje nisu
inkubirane sa proteinima, kao i odgovarajuc¢i region za uzorak koji je sadrzao samo
proteine jedarnog ekstrakta, bez DNK proba. Isecani regioni su podvrgnuti digestiji
tripsinom, nakon ¢ega su dobijeni peptidi analizirani masenom spektrometrijom pomocu
Orbitrap LTQ XL aparata. Detekcija peptida radena je pod rigoroznim uslovima, sa
analizom 5 najzastupljenijih peptida u svakom skeniranju.

Iz dalje analize su najpre eliminisani svi proteini koji su detektovani u
kontrolama. To su pre svega bili keratini, koji su najces¢i kontaminanti prilikom masene
spektrometrije. Dodatno, u uzorku u kome su se nalazi samo proteini jedarnog ekstrakta
HepG2 ¢elija, detektovan je nukleolin, koji je takode izuzet iz daljeg razmatranja.

Nasi rezultati pokazuju da postoji znacajna razlika u broju detektovanih
proteina, vezanih za wt i mutiranu probu (Tabela 5). U kompleksu sa wt probom je
detektovan veéi broj proteina, iako se kompleksi detektovani u eksperimentima
vezivanja nalaze na istoj visini u gelu. Ovakav rezultat moze biti posledica razli¢itog
afiniteta vezivanja proteina za wt i mutiranu probu, usled ¢ega su proteini vezani za
mutiranu probu bili ispod praga detekcije masenog spektrometra.

Protein koji se vezuje za polipirimidinski trakt (engl. Polypyrimidine tract
binding protein 1-PTBP1) detektovan je samo u kompleksu koji formira wt proba, a ne i
mutirana proba, kao i heterogeni nuklearni ribonukleoproteini (hnRNP) A2/B1, H, A3 i
Q, HuR i 4 proteina koji pripadaju proteinima endoplazmati¢nog retikuluma, dok je u
oba uzorka detektovan hnRNP A1l protein. U kompleksu sa mutiranom probom
detektovan je i kalretikulin, koji nije prisutan u kompleksu sa wt probom.

PTBP-1 protein se preferencijalno vezuje za polipirimidinske delove nukleinskih
kiselina [222]. Ovaj protein ima sposobnost transporta izmedu nukleusa i citoplazme
[223], ¢ime ucestvuje u veCem broju razlicitih procesa, kao §to su splajsovanje [224,
225], obrada i poliadenilacija 3'kraja [226, 227], stabilnost IRNK [228] i inicijacija

translacije [229]. Smatra se da je PTBP-1 Saperon koji ima sposobnost da se vezuje za

Doktorska disertacija Bioloski fakultet 110
Univerzitet u Beogradu



lva B. Pruner

RNK, vrsi njeno restruktuiranje i time deluje kao aktivator ili represor drugih proteina
[230]. PTBP-1 je protein od 57kDa i poseduje 4 RRM motiva (engl. RNA recognition
motifs) koji mogu da se vezuju za razli¢ite delove molekula RNK [231]. Takode, na N-
terminalnom kraju proteina se nalaze signali za lokalizaciju u jedro i eksport iz jedra.
PTBP-1 deluje kao represor alternativnog splajsovanja, favorizujuéi preskakanje
alternativnih egzona. Pokazano je da PTPB-1 istovremeno favorizuje i inhibira isecanje
3'kraja IRNK. Vezivanjem za USE element, PTBP-1 stimuliSe poliadenilaciju, a
inhibiciju poliadenilacije vrsi kroz kompeticiju sa CstF proteinom. PTPB-1 povecava
stabilnost iRNK, tako $to vezivanjem za 3'UTR sprecava vezivanje proteina ukljucenih
u degradaciju iRNK [222]. U literaturi ne postoje podaci da ovaj protein moze da se
veze za dvolanCanu DNK 1 njegova direktna uloga u regulaciji transkripcije nije
poznata.

Familiju hnRNP proteina ¢ini najmanje 20 visoko zastupljenih hnRNP i veci
broj manje zastupljenih proteina [232, 233]. Svi ¢lanovi familije imaju iste modularne
strukture koje ¢ine RNK-vezujué¢i domeni-RRM (engl. RNA recognition motifs-RRM)
[232, 234]. Ovi motivi ucestvuju u opstim i specificnim interakcijama sa nukleinskim
kiselinama i drugim proteinima. Osim RRM, prisutni su i drugi strukturni domeni poput
RGG boxes, koji predstavljaju Arg-Gly-Gly-ponovke i KH (K-homology) domeni [234].
Funkcionalna specifi¢nost pojedina¢nih c¢lanova ove proteinske familije, njihova
subcelijska lokalizacija i protein-protein interakcije regulisane su domenima bogatim
glicinom, prolinom ili kiselim aminokiselinama [235]. Rezultati nase studije su pokazali
da se za wt probu vezuju hnRNP A2/B1, Al, A3, H i Q, dok je u kompleksu sa
mutiranom probom detektovan hnRNP A1l.

hnRNP A2/B1, Al i A3 pripadaju subfamiliji hnRNP A/B proteina [236, 237].
Iako se c¢lanovi ove subfamilije preferencijalno vezuju za RNK [238], nedavna
istrazivanja pokazuju da se ovi proteini specificno vezuju za promotorske sekvence
razliCitth gena i1 time ucestvuju u regulaciji transkripcije [236]. hnRNP Al je
najzastupljeniji protein ove familije, njegov N-terminus ¢ine dva RRM domena, dok se
na C-terminusu nalaze RGG box i sekvenca za lokalizaciju u jedro [239]. Za ovaj
protein je pokazano da se vezuje za promotore gena c-myc [240], APOE [241], timidin
kinaze [242], y-fibrinogena [243] i receptora za vitamin D [244]. hnRNPA2/B1 se,

slicno A1, vezuje za promotore c-myc, APOE i receptora za vitamin D [240, 241, 244],
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a takode je pokazano da interaguje sa promotorima BRCAL [245] i gonadotropin-
oslobadaju¢eg hormona 1 [246]. hnRNPA3 se vezuje za regulatorne regione u
promotoru Hoxc8 gena. Istrazivanja pokazuju da su sekvence za koje se hnRNPA/B
proteini vezuju po svom sastavu veoma heterogene [236]. One uklju¢uju ATTT motiv u
promotoru timidin kinaze, TGCTCTC box u promotoru y-fibrinogena, a A3 prepoznaje
GGGGCC ponovke u promotoru gena C9orf72 [247]. Uticaj sposobnosti vezivanja za
razli¢ite motive na ekspresiju ovih gena nije u potpunosti jasan. Literaturni podaci
pokazuju da vezivanje ovih hnRNP moze dovesti i do aktivacije i do represije
transkripcije [236]. Sami mehanizmi kojima hnRNPA/B proteini reguli$u transkripciju
nisu razjasnjeni. Pretpostavlja se da regulaciju mogu vrsiti direktno, interakcijom sa
samim promotorima ili indirektno, interakcijom sa drugim proteinima asociranim sa
DNK, kao S§to su histoni [248]. Nedavno je pokazano da hnRNPA2/B1 interaguje sa
p53, koji predstavlja transkripcioni faktor koji se vezuje za veci broj ciljnih gena [249].
Takode se pretpostavlja da hnRNPA/B familija proteina ima ulogu i u terminaciji
transkripcije, kao §to je pokazano na hnRNP proteinima kvasca-Npl3 i Hrpl, koji
stimuliSu prepoznavanje kripticnih mesta za poliadenilaciju [250]. Do danas nije
pokazana uloga humanih hnRNPA/B proteina u terminaciji trankripcije, niti njihovo
potencijalno vezivanje za regione 3'kraja. Nasa studija je prva koja je pokazala da se ovi
proteini potencijalno vezuju za 3'kraj i da prisustvo C20068T varijante potencijalno
moze dovesti do promena u vezivanju/afinitetu vezivanja regulatornih proteina za ovaj
region. Medutim, da bi se ovaj rezultat potvrdio, potrebno je eksperimentalno pokazati
da do vezivanja ovih proteina zaista dolazi i da ovaj rezultat ne predstavlja artefakt u
datim eksperimentalnih uslovima.

U kompleksu sa wt probom su detektovani i hnRNP Q i H. Literaturni podaci
pokazuju da su ovi proteini ukljuCeni u procese alternativnog splajsovanja i regulacije
translacije proteina, preko vezivanja za iRNK, ali njihova uloga u regulaciji ekspresije
gena na nivou transkripcije nije do sada opisana [251, 252].

ELAV-like protein 1 (HuR protein) je protein od 36kDa, koji pripada ELAV
familiji proteina (engl. embryonic lethal abnormal vision). Ovaj protein poseduje tri
RRM, za koje je pokazano da se vezuju za ARE sekvence i poli(A) rep ciljnih iRNK
[253]. Iako je u najvecoj meri prisutan u jedru, njegova uloga u tom celijskom

kompartmanu nije potpuno jasna. Ovaj protein ima sposobnost transporta u citoplazmu,
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gde regulisSe polu-zivot kratkozive¢ih iRNK koje poseduju ARE sekvence [254].
Nedavno je pokazano da HuR interaguje sa razli¢itim hnRNP proteinima, kako u jedru,
tako 1 u citoplazmi, a pretpostavlja se da najverovatnije reguliSe procese alternativnog
splajsovanja, poliadenilacije i eksporta odredenih iRNK iz jedra u citoplazmu [255]. Do
sada nije pokazano da se HuR moze vezivati za DNK, medutim kako postoji njegova
interakcija sa hnRNP, nije iskljuceno da u kompleksu sa ovom proteinskom familijom
HUR protein moZze ucestvovati i u regulaciji ekspresije na nivou transkripcije.

U kompleksu sa wt detektovana su 4 proteina koji pripadaju proteinima
endoplazmati¢nog retikuluma i uglavnom su ukljuceni u procese Savijanja proteina i
kontrole kvaliteta u endoplazmati¢nom retikulumu. Detektovani BiP (GRP-78) i
protein-disulfid izomeraze predstavljaju Saperone endoplazmati¢nog retikuluma, sa
signalnim sekvencama koje omogucavaju njihovu lokalizaciju u ovu organelu [256-
258]. lako su ovi proteini eksprimirani u hepatocitima, u literaturi ne postoje podaci o
njihovoj ulozi u regulaciji ekspresije gena. Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 34 je
protein pretezno ukljuéen u regulaciju Wnt signalnog puta [259]. Ovaj enzim
prepoznaje i hidrolizuje peptidne veze na C-terminalnom glicinu ubikvitina [260].
Takode je ukljuCen u procesovanje poliubikvitinovnaih prekursora i ubikvitinovanih
proteina, a podaci o potencijalnoj ulozi u regulaciji ekspresije gena ne postoje u
literaturi. Sa druge strane, za E3 SUMO-protein ligase CBX4 je, osim uloge u
sumoilaciji proteina, pokazano da predstavlja deo PRC1-slicnog multiproteinskog
kompleksa, koji odrzava transkripciono reprimirano stanje mnogih gena tokom razvica
[261]. Ovaj kompleks ucCestvuje u procesima hromatinskog remodelovanja i
modifikaciji histona [262]. Obzirom da su ovi proteini detektovani u kompleksu sa wt
probom, njihov potencijalni znacaj trebalo bi da bude predmet buduéih ispitivanja.

U kompleksu sa mutiranom probom detektovan je kalretikulin. Ovaj protein je
pretezno lociran u endoplazmati¢nom retikulumu, gde se vezuje za nepravilno savijene
proteine i sprecava njihov transport iz endoplazmati¢nog retikuluma u GoldZzijev aparat
[263, 264]. Kalretikulin moze biti prisutan i u jedru, $to ukazuje na njegovu potencijalnu
ulogu u regulaciji transkripcije. lako ne poseduje sposobnost direktnog vezivanja za
DNK, kalretikulin interaguje sa DNK-vezujuéim domenima razli¢itih hormonskih
receptora, ¢ime spreCava interakciju hormona sa hormon-vezuju¢im DNK elementima

[265].
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Dalje analize bi trebalo usmeriti u pravcu eksperimentalnog potvrdivanja
eventualnih funkcija u regulaciji ekspresije 3'kraja protrombinskog gena, obzirom da su
do sada opisane samo uloge u regulaciji ekspresije vezivanjem za promotorske regione

gena.

b) Interakcija proteina jedarnog ekstrakta HepGz2 celija sa jednolan¢anim wt i
20068T probama-esej FP-PCR

DNK footprinting esej zasniva se na zastiti DNK fragmenta od delovanja
nukleaza pomocu proteina koji se vezuju za taj fragment. Razlike u obrascu isecanja od
strane DNaze ukazuju na regione DNK fragmenta za koje se proteini vezuju. Ovaj
metod se moze Koristiti za ispitivanje DNK-protein interakcija [266], kao i1 utvrdivanje
konsenzus mesta za koje se proteini vezuju. U ovom radu je primenjen Footprinting
Primer-PCR (FP-PCR), koji se bazira na DNA footprinting eseju, a prvi put je
standardizovan u na$oj laboratoriji. Ovaj esej je osmisljen sa ciljem da se utvrdi da li
postoje razlike u vezivanju proteina u slucaju kada je na mestu 20068 prisutan T. U
nasem eseju kori$¢ene su jednolanéane wt i mutirane probe (ss-wt i ww-20068T) koje
su inkubirane sa jedarnim proteinim HepG2 c¢elija. Ukoliko su za ponudene probe
vezani proteini, taj region je tokom tretmana nukleazama bio zastiCen vezanim
proteinima 1 u narednom koraku je koriS¢en kao prajmer u PCR reakciji. Kao matrica u
PCR reakciji koris¢en je region od 715 bp 3’kraja protrombinskog gena ¢ija je sekvenca
bila wt. Kloniranjem dobijenog PCR produkta moguce je njegovo direktno
sekvenciranje 1 utvrdivanje sekvence zasticenog regiona. Velika prednost eseja je $to je
brz, tehnicki jednostavan i informativan kada se prati efekat prisustva odredene mutacije
na interakciju sa ponudenim proteinima, obzirom da se nakon PCR reakcije dobija
informacija da li je region u kome je mutacija zasti¢en vezanim proteinima. Nedostatak
ovog eseja je to Sto, obzirom da se zaSticeni region koristi kao prajmer u PCR reakciji,
sekvenciranjem dobijenog PCR produkta moze da se odredi samo jedan kraj sekvence
zaSticenog regiona. Odredivanje cele sekvence zaStiCenog regiona moglo bi se postici
koris¢enjem veceg broja proba koje su sukcesivno skrac¢ene za jedan nukleotid. Takode,
ovaj esej ne moze dati informaciju da li se za zaSti¢eni region vezuje jedan protein ili

viSe njih u kompleksu.
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Nasi rezultati su pokazali da u slucaju wt probe ne postoji zastita proteinima,
pod primenjenim eksperimentalnim uslovima. Sa druge strane, dobijeni rezultati su
pokazali da deo ss-20068T probe ostaje zastiCen tokom enzimskih tretmana i u PCR
reakciji daje produkt duzine ~500bp. Sekvenciranje dobijenog PCR produkta je
pokazalo da se na mestu 20068 nalazi T, $to pokazuje da zasti¢eni region sadrzi mesto
20068 i1 ponasa se kao prajmer za PCR-PSM reakciju, uvode¢i C>T zamenu u sekvenci.
Na osnovu ovih rezultata je zaklju¢eno da prisustvo T na mestu 20068 dovodi do
stvaranja vezivnog mesta za protein/proteinski kompleks, koji Stiti ovaj region od
delovanja S1 nukleaze. Ovaj rezultat je u suprotnosti sa predikcijom vezivanja proteina
pomocu SpliceAid softvera, u kojoj je pokazano da T na mestu 20068 ukida mesto
vezivanja sa Sp-40 proteinom [159]. Dalja istraZivanja trebalo bi da obuhvate
utvrdivanje ta¢ne sekvence konsenzusnog vezivnog mesta, kao i identifikaciju proteina
koji se vezuju za region koji sadrzi 20068T, §to ¢e omoguciti dalje rasvetljavanje

mehanizma kojim C20068T genska varijanta uti¢e na ekspresiju gena za protrombin.

5.4. Sinonimne genske varijante u regulaciji genske ekspresije

Sinonimne zamene nukleotida omogucene su osobinom degenerisanosti
genetickog koda, prema kojoj jednu aminokiselinu moze kodirati vise razli¢itih kodona
[267]. Pokazano je kod razli¢itih organizama da postoji preferencijalno koris¢enje
odredenih kodona za jednu aminokiselinu (engl. codon usage bias) koje znacajno utice
na regulacije ekspresije jednog gena. Prema ’’neutralnoj teoriji’” dugo je vaZzilo pravilo
da preferencijalni odabir kodona postoji zahvaljujuci razlikama u mutabilnosti kodona i
da se sinonimne zamene deSavaju slucajno i stoga nemaju uticaj na fitnes organizama.
Medutim, nedavna istraZivanja pokazuju da sinonimne zamene uti¢u na regulaciju
translacije i iskrajanja, da su sinonimna mesta pod selektivnim pritiskom i da se odabir
kodona odrZava ravnoteZom izmedu selekcije, mutacija i genetickog drifta. Na odabir
odredenog kodona znacajno uti¢e GC-sastav. Kod D.melanogaster i C.elegans je
pokazano da se na poslednjoj poziciji u kodonima koji se ¢esée koriste u najvecem broju
slu¢ajeva nalaze G ili C. Kod sisara, sinonimna mesta u prvim egzonima su GC-bogata
u odnosu na sinonimna mesta poslednjih egzona gena, dok se introni medusobno ne
razlikuju u GC-sastavu [268]. Odabir sinonimnih kodona kod razli¢itih organizama nije

slu¢ajan i moZe usmeravati translaciju, obzirom da su tRNK za preferencijalne kodone
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prisutne u vecoj koli¢ini u citoplazmi ¢elije, a takvi kodoni su ¢esce prisutni kod visoko
eksprimiranih gena. Regulacija ekspresije gena kroz odabir kodona je ¢esta kod nizih
organizama poput prokariota i arhea, dok je kod sisara pokazana mala korelacija izmedu
odabira Cestih kodona i genske ekspresije. Sa druge strane, odabir retkih kodona je bitan
za usporavanje translacije, ¢ime se omogucava da translatirani region proteina bude
pravilno savijen. Pokazano je da su CeS¢e birani kodoni asocirani sa struktuiranim
domenima proteina (a-heliks), a retki kodoni su karakteristicni za nestruktuirane regione
proteina i B-plo¢e [269]. Cesti kodoni se koriste za kodiranje delova proteina koji su
esencijalni za njegovu funkciju, tako da brza translacija sprecava greSke u savijanju
proteina i smanjuje moguc¢nost gubitka njegove funkcije [267].

Na nivou iRNK, sinonimne zamene mogu imati razlicite uticaje. IRNK molekuli
su jednolanc¢ani i kroz intramolekularno sparivanje baza formiraju razli¢ite sekundarne
strukture. Formiranje sekundarne strukture IRNK i pre-iIRNK zavisi od primarne
sekvence i okoline u kojoj se molekul nalazi, a komplementarne interakcije se desavaju
medu udaljenim nukleotidima. Pokazano je da se start i stop kodoni najées¢e nalaze u
nesparenim petljama relaksiranih struktura RNK, $to ih ¢ini lako dostupnim za proteine
translacione masinerije. Sa druge strane, netranslatiraju¢i regioni formiraju stem-loop
strukture, komplementarnim sparivanjem unutar sebe. Prisustvo sinonimnih zamena
moze uticati na sekundarnu strukturu iRNK, kroz stvaranje novih stabilnijih struktura
(hairpin loops). Kroz regulaciju formiranja sekundarnih struktura, sinonimne zamene
uticu 1 na translaciju, jer formiranje stabilnih sekundarnih struktura odlaZe inicijaciju
translacije 1 oteZava translokaciju ribozoma sa jedne strane, a sa druge strane formiranje
relaksiranijih struktura ubrzava translaciju [267].

Sinonimne zamene ispoljavaju znacajan uticaj i kroz interakciju sa drugim RNK
molekulima. Dugo se smatralo da tokom translacije dolazi isklju¢ivo do interakcija
komplementarnog sparivanja iRNK 1 tRNK, kao 1 interakcija izmedu rRNK i ribozom
vezujucih mesta na iRNK. Medutim, pokazano je da postoje clinger elementi na rRNK
molekulima koji se komplementarno vezuju sa razli¢itim delovima iRNK, formirajuci
duplekse koji sluze za pravilno pozicioniranje iRNK tokom translacije. Ovakvi elementi
su identifikovani u sekvenci 5S, 18S i 28S rRNK, a eksperimentalno je pokazano da
imaju razlicite afinitete vezivanja za koli¢inski razli¢ito zastupljene iRNK. Jedan od

faktora koji znacajno uti¢e na afinitet vezivanja rRNK i iRNK je nukleotidni sastav na
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sinonimnim pozicijama. C-bogata sinonimna mesta u okviru grupe visoko zastupljenih
IRNK imaju ve¢i afinitet za vezivanje rRNK, te se takve iRNK brze translatiraju [267].

Odabir sinonimnih kodona je vrlo znacaj mehanizam regulacije vezivanja
miRNK za iRNK. Analizom biljnih genoma je pokazano da postoji trend izbegavanja G
i C bogatih kodona u regionima koji okruzuju mesta vezivanja miRNK, ¢ime se postize
relaksiranija lokalna struktura i omogucava pristipacnost vezivnog mesta. Na ovaj
nacin, sinonimni kodoni u blizini mesta vezivanja miRNK se selektuju tako da
omogucavaju lakse vezivanje miRNK. Sli¢ni rezultati dobijeni su i u studijama na
sisarima i insektima. Sinonimne mutacije na mMIRNK-vezuju¢im mestima
onemogucavaju vezivanje miRNK i mogu dovesti do pojave razli¢itih oboljenja [267].

Znacaj sinonimnih zamena u patogenezi je vrlo malo poznat. Kim¢i-Sarvati i
saradnici su 2007. godine prijavili sinonimni polimorfizam u MDR1 (engl. multidrug
resistance 1) genu koji dovodi do generisanja retkog kodona koji uti¢e na pravilno
savijanje proteina i modulira supstratnu specifi¢nost [270]. Sinonimni polimorfizam u
genu za humani dopaminski receptor D2 dovodi do promena u sekundarnoj strukturi
iRNK, §to za posledicu ima smanjenje stabilnosti iRNK 1 stope translacije i promenjenu
osetljivost D2 receptora na dopamin [213]. Genome wide studije su pokazale asocijaciju
sinonimnih polimorfizama sa promenama u RNK degradaciji i stepenu translacije koje
su povezane sa [-talasemijom [271], cistiénom fibrozom [272], Dusenovom miSi¢nom
distrofijom [273] i kancerom. Sinonimni polimorfizam u humanom IRGM genu
onemogucava vezivanje miR-196 i dovodi do tkivno-specificnog poremecaja regulacije
IRGM-zavisne ksenofagije, $to pacijenta predisponira ka Kronovoj bolesti [274].

Do danas nisu opisane sinonimne promene u 3'kraju humanih gena koje dovode
do povecane genske ekspresije. Nasa studija je pokazala da C20068T genska varijanta
predstavlja funkcionalnu gensku varijantu, koja dovodi do povecane ekspresije
protrombinske iRNK i poviSenog nivoa protrombina u plazmi pacijenata koji su nosioci
20068CT genotipa. Funkcionalna analiza je pokazala da prisustvo C20068T varijante do
promena u ekspresiji protrombina dovodi na vise nivoa regulacije ekspresije. Prisustvo
T na mestu 20068 dovodi do promena u sekundarnoj strukturi IRNK, stvaranja
transkripata sa kra¢im 3'krajem, utie na intenzitet interakcija proteina sa DNK 1 dovodi
do stvaranja mesta vezivanja proteina za jednolancanu DNK. Ove funkcionalne

posledice prisustva 20068T pokazuju da postoji njihovo sinergisticko delovanje koje
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kao krajnji efekat ima povecanu ekspresiju protrombina, §to dovodi do hiperkoagulacije
I sklonosti ka trombozama. Rezulati ove studije pokazuju da mehanizam kojim
C20068T genska varijanta dovodi do promene u ekspresiji gena za protrombin veoma

sloZen i potrebe dalje studije da bi se on detaljno rasvetlio.
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6. ZAKLJUCCI

1. U grupi pacijenata sa trombofilijom i u kontrolnoj grupi su odredene ucestalosti
C20068T varijante:

a. Ucestalost C20068T varijante u kontrolnoj grupi zdravih ispitanika iznosi
0,52%

b. ucestalost C20068T wvarijante kod pacijenata sa cerebrovaskularnim
insultom iznosi 2,83% (OR 5,53; P=0,13)

C. ucestalost C20068T varijante kod pacijenata sa izolovanim plué¢nim
embolizmom iznosi 2,97% (OR 0,12; P=0,12)

d. ucestalost C20068T varijante kod pacijenata sa trombozom dubokih vena
iznosi 3,43% (OR 6,66; P=0,057)

e. ucCestalost C20068T varijante kod pacijenata sa kombinovanim
trombotickim poremecajima iznosi 4,92% (OR 9,83; P=0,045)

f. zbirna ucestalost C20068T varijante kod pacijenata sa svim
trombotic¢kim poremecajima iznosi 3,39% (OR 6,66;P= 0,049)

g. ucestalost C20068T varijante kod pacijentkinja sa spontanim pobacajima
iznosi 2,45% (OR 4,26; P=0,31).

2. Prisustvo C20068T varijante dovodi do povecanja koli¢ine protrombina u
plazmi pacijenata koji su heterozigotni nosioci ove varijante. U odnosu na
standardnu plazmu (referentna vrednost 100), kvantifikovana koli¢ina

protrombina u plazmi pacijenata iznosila je 143,65+28,8; P<0,05.

3. C20068T varijanta predstavlja novi znacajni trombofilni marker koga treba

ukljuciti u rutinski panel trombofilnih testova.

4. Za potrebe funkcionalne analize varijante C20068T, prvi put je standardizovan
esej za odredivanje broja kopija inserata u stabilno transfekovanim celijama-
gfPCR-kapilarna elektroforeza i esej za odredivanje mesta vezivanja proteina za

jednolan¢anu DNK-esej Footprinting Primer-PCR (FP-PCR).
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5. Na sistemu stabilno transfekovanih ¢elija koje imaju isti broj kopija inserata je
pokazano da 20068T varijanta dovodi do 1,60 puta povecane eckspresije

protrombinske IRNK u odnosu na wt.

6. In silico predikcije su pokazale da prisustvo C20068T ne dovodi do promena u
odabiru kodona. Predikcija sekundarne strukture poslednjeg egzona je pokazala
da prisustvo T na mestu 20068 dovodi do promena u sekundarnoj strukturi
egzona koja moze uticati na stabilnost iRNK. Pretrazivanje MiRBase baze
podataka je pokazalo da se za ovaj region protrombinskog gena ne vezuje
nijedna do sada opisana mikroRNK.

7. Celije stabilno transfekovane konstruktom sa T na mestu 20068 ne pokazuju
statistiCki znacajne promene U stabilnosti protrombinske iIRNK u odnosu na
¢elije transfekovane wt konstruktom. iRNK za wt i mutirani konstrukt su

pokazale slican obrazac degradacije tokom trajanja tretmana aktinomicinom D.

8. Ispitivanje razlika u mestu iskrajanja kod wt i 20068T konstrukata je pokazalo
da prisustvo 20068T varijante dovodi do stvaranja transkripata sa manjom

duzinom 3'kraja u poredenju sa wt transkriptima.

9. Ispitivanje interakcije dvolanéane DNK probe sa proteinima jedarnog ekstrakta
HepG2 i HeLa c¢elija EMSA esejem je pokazalo da dolazi do formiranja vise
specificnih kompleksa. Jedarni proteini se sa veé¢im afinitetom vezuju za wt
probe, §to ukazuje na mogucénost da prisustvo T na poziciji 20068 uti¢e na

interakcije proteina sa ovim regionom protrombinskog gena.

10. Identifikacija proteina prisutnih u kompleksu C1, masenom spektrometrijom, je
pokazala da se za wt probu vezuje 11 proteina, dok se C20068T probu vezuju 3
proteina. U kompleksu sa wt probom detektovani su uglavnom proteini koji
pripadaju familiji heterogenih nuklearnih ribonukleoproteina. U kompleksu sa
20068T probom je detektovan kalretikulin, koji nije prisutan u kompleksu sa wt

probom.
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11. Jednolan¢ana 20068T proba u interakciji sa jedarnim proteinima HepG2 c¢elija
biva zaSticena od delovanja S1 nukleaze. Koris¢enjem FP-PCR eseja je
pokazano da prisustvo T na mestu 20068 dovodi do stvaranja vezivnog mesta za

protein ili proteinski kompleks koji se ne vezuje za wt varijantu.

12. C20068T predstavlja funkcionalnu sinonimnu gensku varijantu, ¢iji mehanizam

delovanja do sada nije opisan.
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Elektronske baze podataka
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2
3
4
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.
8
9

Online Mendelian Inheritance in Man: http://www.omim.org/

HapMap project: http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/

PubMed: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed

. dbSNP/NCBI: http://www.ncbi.nIm.nih.gov/snp/

Programs for Genomic Aplications: http://www.nhlbi.nih.gov/resources/pga/

GenScript: http://www.genscript.com/
RNAfold: http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cqgi
Mfold: http://mfold.rna.albany.edu/?q=mfold

MiRBase: http://www.mirbase.org/

10. UniProt: http://www.uniprot.org/
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Mpwunor 1.

U3jaBa o ayTopcTBY

[MoTnucanmn-a Wea B. NpyHep

Opoj nHaekca M3012/2009

i UsjaBrbyjem
Aa je JOKTopCcKa aucepTtauunja no4 HacnoBom

®yHKUMOHaNHa aHanusa reHcke BapujaHte C20068T y 3’kpajy reHa 3a npoTpoMOuH

YoBeKa W HeHa ynora y natoreHesun Tpombocdunmje

® pe3lynTtaTt CoONnCTBEHOr NCTPpaXmnsadkor paga,

e [la NpeasioxeHa gucepraunja y UenuHu H1 y genosmma Huje 6una npegnoxeHa
3a pobujare OBuNo Koje Aunnome npema CTYAWCKAM nporpamumma gpyrux
BMCOKOLLKKOMCKNX yCTaHOBa,

e [acy pe3ynTaTut KOPEKTHO HaBeaeHW U

* [a HWCaM Kpwwro/rna ayTopcka npaBa W KOPWUCTUO WHTENEKTyanHy CBOjuUHY
APYrux nvua.

MoTnuc pokTopaHAaa

Y Beorpagy, 23.04.2014.

EEN




Mpwnor 2.

MU3jaBa 0 NCTOBETHOCTMU WITaMMNaHe u eNeKTPOHCKe
Bep3unje OOKTOPCKOr paaa

Vme » npesnme aytopa Mea b. MNpyHep
Bpoj nHaekca M3012/2009
Ctyaunjckn nporpam MonekynapHa 6uonoruja

Hacnos paga QyHkunoHanHa aHanunsa reHcke BapujaHte C20068T y 3'kpajy reHa 3a
npoTPOMOUH YOBEKA M HeHa yhora y natoreHesu tpombodunuije

MeHTOp ap BaneHntuHa hophesuh n npod. Ap Aywaxka Casuh Masuhesuh

MNoTnucanw/a Mea B. NpyHep

WsjaBrbyjem ga je wTamnaHa Bepsvja Mor AOKTOPCKOr pajda WCTOBETHAa eNIeKTPOHCKO)
BEpP3Wju Kojy cam npegao/na 3a objaBrbuBare Ha noptany HAurutanHor
peno3suTopujyma Yuusepsuteta y beorpaay.

JlosBorbaBam fga ce o6jaBe MOjM NUYHM nojaun BesaHn 3a fobujarwe akagemckor
3Barba JOKTOpa Hayka, Kao LWTO Cy uMe v npesvme, roanHa n mecTto pohewa u gatym
onbpaHe paga.

OBM NWMYHW nogaun mory ce o6jaBUTV Ha MPEeXHWM CTpaHuuama gurutanHe
BrubnuoTeke, y enNekTPOHCKOM kaTanory v y nybnukaunjama YHusepsuteTa y beorpagy.

MoTnuc gokropaHaa

bl o,

10 ]

Y beorpagy, 23.04.2014.




Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuuwhemy

Osnauwhyjem YHusepanTeTcky Gnbnuoteky ,CBetosap Mapkosuh® ga y Aurutanyu
penosnTopujym YHusepsuteTa y beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY ancepTtauunjy noa
HacnoBOM:

dyHKUMOHANHa aHannaa reHcke BapujaHTe C20068T y 3’kpajy reHa 3a NpoTPOMOVH

YoBeKa 1 HeHa yrora y natoreHesun Tpomdocnnvje

KOja je MOje ayTOpPCKO Aeno.

[ncepTauujy ca CBUM npunosnma npeaao/na cam y enekTpoHCKOM hopmaTy norogHoM
3a TpajHO apxuBMpaH-e.

Mojy AOKTOPCKY AucepTauujy noxpareHy y Aurutanyu penosnTopujym YHueepsuTeTa
y Beorpaay mory fa kopucTe CBW Koju nowTyjy oapeade cagpxaxe y opabpaHom Tuny
nuueHue KpeaTusHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oany4no/na.

1. AyTOpCTBO

2. AyTOPCTBO - HEKOMEepLnjanHo
@AyTopCTBo — HeKomepumnjanHo — 6es npepage

4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPLWjanHo — AENUTY No4 UCTVM yCnosrma
5. Aytopcteo — 6es npepage

6. AyTOpPCTBO — AENnUTU NoA UCTUM ycnosuma

(MonMMo [a 3a0KpyUTe Camo jedHy OA LWeCT noHyheHux nuueHuu, kpatak onue
nvLeHum aar je Ha nonefuHn nucra).

MoTnuc pokropaHaa

Lwie A
[0 1

Y Beorpagy, 23.04.2014.




1. AyTopcTBO - [lo3BOrbaBaTe ymHOXasare, AUCTPUOYLMjy W jaBHO caonwiTaBawe
faena, v npepage, ako ce HaBefe UMe ayTopa Ha HauuH ofpefheH of CcTpaHe ayTopa
Uy fasaoua nuueHue, Yak n y komepumjande cepxe. OBo je HajcnoboaHwja of CBUx
AnLEeHUN.

2. AYyTOPCTBO — HekomepuwujanHo. [lossorbasarte yMHOXaBamwe, AUCTpudyumjy 1 jaBHo
caonwiTaBame Aena, 1 npepage, ako ce HaBeAe UMe ayTopa Ha HauuH ofpeheH of
cTpaHe ayTopa unu pgasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [03BOSbasa KoMmepuujanHy
ynotpeby aena.

3. AyTopCcTBO - HekomepuujanHo - ©Oes npepage. [osBorbaBate yMHOXaBawe,
AucTpubyumnly © jaBHO caonuwiTaBawe pfena, Hes npomeHa, npeobnukosaka WUnu
ynoTpebe gena y CBOM AENy. ako ce HaBefe vmMe aytopa Ha HaduH ofpeheH of
cTpaHe aytopa unu gasaoua nuuenue. Osa nuueHla He [03BOSbaBa KoMmepuujanHy
ynotpeby aena. Y'oaHocy Ha cBe ocTane nuueHLle, OBOM NWLIEHLOM Ce orpaHnvasa
Hajsehwn obum npasa kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HEKoMepuMmjanHo — AenuTu nog ucTvM ycnosuma. [lossorbasate
yMHOXaBake, AuCcTpubyLnjy 1 jaBHO caoniwiTasare gena, v npepage, ako ce Hasene
nuMme aytopa Ha HauvuH ogpeheH oA cTpaHe ayTopa wnu gasaoua nuueHue 1 ako ce
npepaga auctpubyvpa nog WCTOM WnWM crvnyHoMm nuueHuoMm. OBa nuueHua He
[103BOrbaBa KoMepuujanHy ynotpedy gena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepape. [osBorbaBate ymMHOXaBarbe, AUCTPUOyUMjy Vi jaBHO
caonuwTasame gena, 6es npoMmexa, npeobnukosara unu ynotpebe fena y cBom deny,
ako ce Hase[e uMe ayTopa Ha HaduH oapefeH of cTpaHe ayTtopa wiv gasaoua
nuueHue. OBa nuueHLa 4o3BobaBa kKoMepumjandy ynotpedy gena.

6. AyTopCcTBO - p[enuTv noh uctum  ycrioBuma. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBarbe,
ANCTpudyLMjy 1 jaBHO caonwTaBake [ena, v npepaje, ako ce HaBeae nme aytopa Ha
HaunH ogpeheH of cTpaHe ayTopa wnwv pasaola NUUEHLE W ako ce npepaja
avcTpubyupa nog WCTOM unu  cnuuHom nudeHuom. OBa nuueHua [A03BoSbaBa
komepumnjandy ynotpeby fena u npepaga. CnunuHa je cCoTBEPCKMM uUeHuama,
OAHOCHO NULieHUamMa OTBOPEHOr Ko4a.
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