


Tr
en

ds
in

MM
ooll

eecc
uull

aarr
  BB

iioo
lloo

gg
yy

�

6
Personalized medicine and COVID-19: the importance of ge-
nomic host profiling and bioinformatics

Personalizovana medicina i COVID-19: značaj genomskog
profilisanja pacijenata i bioinformatike
Branka Zukić, Biljana Stanković, Nikola Kotur

21
Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) 
as a point-of-care SARS-CoV-2 detection method

Izotermalna amplifikacija posredovana petljom (LAMP) 
kao metoda za terensku detekciju SARS-CoV-2 virusa
Mila Djisalov, Teodora Knežić, Ljiljana Janjušević, 
Željko D. Popović, Petar Kosijer, Ivana Gadjanski

33
CRISPR-Cas9 technology: 
from basic research to clinical application

CRISPR-Cas9 tehnologija: 
od osnovnih istraživanja do kliničke prakse
Marko Panić 

42 Application of CRISPR/Cas9 technology 
in the discovery of new molecular therapeutics

Primena CRISPR/Cas9 tehnologije 
u otkrivanju novih molekularnih terapeutika
Anita Skakić, Maja Stojiljković

54 Diagnostics of rare diseases: New paradigmNova paradigma u dijagnostici retkih bolesti 
Milica Keckarević Marković, Miljana Kecmanović, 
Dušan Keckarević

60
Genetic and epigenetic characterization of variant DMPK
expansions as a modifier of phenotype in myotonic 
dystrophy type 1

Genetička i epigenetička karakterizacija varijantnih DMPK
ekspanzija kao modifikatorа fenotipa miotonične distrofije tipa 1
Jovan Pešović, Stojan Perić, Lana Radenković, 
Vidosava Rakočević-Stojanović, Dušanka Savić-Pavićević

71 Molecular basis of primary ciliary dyskinesiaMolekularna osnova primarne cilijarne diskinezije
Marina Anđelković

84 The Molecular Basis of Monogenic DiabetesMolekularna osnova monogenskog dijabetesa
Jovana Komazec, Milena Ugrin

96
Differential diagnosis of eosinophilic infiltrate in esophageal
mucosa by applying molecular biology methods

Diferencijalna dijagnoza eozinofilnog infiltrata u sluznici 
jednjaka primenom molekularno-bioloških metoda
Nina Ristić, Tijana Išić Denčić, Radmila Janković

107
Molecular markers in systemic sclerosis: 
candidate genes and therapeutic modalities

Molekularni markeri u sistemskoj sklerozi: 
geni kandidati i terapijski modaliteti 
Vesna Spasovski, Miša Vreća

113
Long noncoding RNA GAS5 as a new biomarker 
in oncology

Duga nekodirajuća RNK GAS5 kao novi biomarker 
u onkologiji
Vladimir Gašić, Nataša Tošić

123
Predictive and prognostic role of p16INK4a, p14ARF 
and KRAS genes in humnan rectal carcinoma

Prediktivna i prognostička uloga gena p16INK4a, p14ARF 
i KRAS u karcinomu rektuma čoveka
Bojana Kožik, Milena Krajnović, Nikola Kokanov

133
Contemporary molecular-biological investigations 
of papillary thyroid carcinoma prognostic factors and their
potential for application in clinical practice

Savremena molekularno-biološka ispitivanja prognostičkih
faktora papilarnog tiroidnog karcinoma i mogućnost njihove
primene u kliničkoj praksi
Ilona Đorić, Jelena Janković Miljuš, Sonja Šelemetjev

146

152

Non-coding RNAs as a prospect in diagnostics 
and treatment of cardiovascular diseases

Nekodirajuće RNK kao perspektiva u dijagnostici 
i lečenju kardiovaskularnih bolesti  
Ljiljana Rakićević

166

Biological effect of pomegranate polyphenols 
on the components of metabolic syndrome: implications 
on oxidative stress

Biološko delovanje polifenola nara na komponente 
metaboličkog sindroma: implikacije na oksidativni stres 
Milica Kojadinović i Aleksandra Arsić

180

Biogenic silencers of Pseudomonas aeruginosa virulenceBiogeni utišavači virulencije vrste Pseudomonas aeruginosa
Milka Malešević, Branko Jovčić

Silicon as an anti-stress element for plants exposed 
to toxic copper 

Silicijum kao antistres element za biljke izložene toksičnim
koncentracijama bakra
Dragana Bosnić, Dragana Nikolić, Jelena Samardžić

S a d r ž a j  •  C o n t e n t



Tr
en

do
vi

 u
 m

ol
ek

ul
ar

no
j b

io
lo

gi
ji

Predgovor

Molekularna biologija doživljava svoj procvat u XXI veku. Od naučne discipline koja je početkom 1930-ih bila u po-
vojima, i koja je nastojala da objedini genetiku, biohemiju i biofiziku kako bi rasvetlila tajne života, izrasla je u nauku
čija su postignuća  doprinela velikom napretku u medicini, veterini, poljoprivredi i farmaciji. Uz informaciono komu-
nikacione tehnologije, molekularna biologija je najperspektivnija oblast istraživanja, od koje se očekuje da značajno
doprinese boljitku života ljudi u budućnosti.

U Srbiji je molekularna biologija prepoznata relativno rano, pre nego na mnogim drugim meridijanima. Već u
školskoj 1972/73. se na Biološkom fakultetu u Beogradu (tada Prirodno-matematički fakultet) osniva smer- molekularna
biologija i fiziologija. U našoj zemlji se tako edukuju generacije molekularnih biologa već pola veka. I veliki naučni in-
stituti u Srbiji osnivaju laboratorije u kojima istraživanja prate, a ponekad i predvode, svetske trendove u molekular-
noj biologiji. Jedna od tih naučnih institucija je Institut za molekularnu genetiku i genetičko inženjerstvo (IMGGI),
osnovan 1986. godine u Beogradu. Već 35 godina naučnici iz IMGGI stavljaju najmodernije teme iz molekularne bio-
logije u fokus svojih istraživanja. 

Ovaj Tematski zbornik ima za cilj da prikaže aktuelne teme i postignuća iz oblasti molekularne biologije u pret-
hodnoj, 2020. godini i da svedoči o tome kako su naučnici u Srbiji učestvovali u tim svetskim trendovima. Poglavlja su
rezultat doktorskih teza mladih molekularnih biologa ali i prikaz aktuelnih istraživanja u kojima je istaknut doprinos
naših naučnika. Od godine 2020. se očekivao veliki napredak u mnogim disciplinama zahvaljujući novim saznanjima
iz molekularne biologije. Početak godine je doneo pandemiju KOVID-19 bolesti, koja je imala sve karakteristike epi-
demija iz ranijih vekova. Bili smo na pragu velikog razočaranja. A onda je molekularna biologija upotrebila sve svoje
kapacitete, tako što je omogućila karakterizaciju virusa, uzročnika bolesti, za izuzetno kratko vreme. Iz tog razloga me-
tode za detekciju virusa su bile razvijene u rekordnom roku, te je brza i efikasna dijagnostika postala dostupna leka-
rima. A potom su se pojavile vakcine, rezultat modernih metoda genetičkog inženjerstva. I tako je 2020. godina ipak
bila jedinstvena u istoriji, jer je odgovor na epidemiju bio brz i efikasan, zahvaljujući, u velikoj meri, molekularnoj bio-
logiji. Iste godine, Nobelova nagrada za hemiju je dodeljena metodi koja efikasno i tačno edituje humani genom. Vrata
medicine budućnosti su se širom otvorila.

Ova sveska bi trebalo da bude prva u nizu godišnjih tematskih zbornika posvećenih aktuelnim temama iz mole-
kularne biologije. Svesni smo kako će ovi rezultati izgledati za deceniju ili dve. Ali, ovo su „znakovi pored puta“ koje je
naše vreme ostavilo, osvetljavajući put kojim se ide napred. Mi smo zadivljeni napretkom naše nauke, kad pogledamo
u prošlost, ali smo i svesni koji su njeni dometi u odnosu na ono čemu nauka stremi. Radujemo se budućim sveskama
i verujemo da će one otvarati nove perspektive i trasirati put napretka.   

Nadamo se da će ovaj Tematski zbornik naći put do mladih ljudi, da će ih inspirisati da se opredele za naučni rad,
posebno za molekularnu biologiju. Verujemo da će buduće generacije uvideti da naučni rad i u ovoj zemlji može dati
doprinos svetskoj nauci a pri tome i dovesti do poboljšanja života ljudi u našoj zemlji. Od svih koji su učestvovali u
stvaranju ovog svedočenja o našem vremenu, poruka za vas koji dolazite je:

„Hoćemo li na molekularnu?!“    

Sonja Pavlović
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Iz recenzIja TemaTSkog zbornIka
Trendovi u molekularnoj biologiji

Tematski zbornik Trendovi u molekularnoj biologiji oslikava trenutno stanje i fokus istraživanja u molekularnoj bio-
logiji u Srbiji. Izabrane tematske oblasti i reprezentativni radovi jasno govore o mogućnostima i dometima ove nau-
čne oblasti i spremnosti istraživača u Srbiji da prate trendove i savremene naučne pristupe. 

Osim trenutno aktuelnog COVID-19, molekularna biologija je unapredila i obogatila istraživanja u medicini kroz
oblast biomedicine. Težište ovog Tematskog zbornika je na rezultatima istraživanja molekularne osnove kompleksnih
i retkih bolesti. Proučavanje prokariota dovelo je do mnogih fundamentalnih i revolucionarnih otkrića u molekularnoj
biologiji, koja su otvorila put ka biotehnološkoj primeni. Jedno od takvih otkrića je i CRISPR/Cas9 tehnologija za edi-
tovanje genoma. Veoma važna oblast istraživanja je i potraga za inovativnim načinima kontrole infekcija izazvanih
bakterijama koje su rezistentne na konvencionalne antibiotike. O ovim temama se takođe govori u Tematskom zbor-
niku. Istraživanja u molekularnoj biologiji biljaka ne samo da su proširila znanja o ovim organizmima, već su otvorila
put ka primeni savremenih metoda za poboljšanje osobina biljaka i povećanje prinosa. U tom smislu je veoma za-
nimljiv i ilustrativan rad koji je prikazan u ovom Zborniku. 

Tematski zbornik Trendovi u molekularnoj biologiji jasno je ukazao na naučni i širi društveni značaj istraživanja u
molekularnoj biologiji. Ovim prvim brojem nagoveštava se da će Zbornik ne samo pratiti i dokumentovati najznačaj-
nija dostignuća u molekularnoj biologiji, već da će biti podstrek i inspiracija istraživačima u Srbiji.  

Prof. Svetlana radović, redovni profesor
biološki fakultet Univerziteta u beogradu 

Tematski zbornik „Trendovi u molekularnoj biologiji“ je sačinjen od 17 poglavlja u kojima su predstavljeni naučni
rezultati iz oblasti molekularne biologije koje su ostvarili naučnici iz Srbije. Veliki broj poglavlja iz Zbornika je posve-
ćen istraživanjima iz oblasti biomedicine. Doprinos koji je molekularna biologija dala modernoj medicini je izuzetno
veliki.  Danas su u kliničkoj praksi mnogobrojni dijagnostički, prognostički i terapijskih molekularni markeri. Posebno
je značajno što je medicina u Srbiji pratila svetske trendove, i to zahvaljujući i velikim naporima molekularnih biologa
u našoj zemlji.

Najbolji primer postignuća molekularne biomedicine je odgovor ove nauke na pandemiju KOVID-19. Dijagno-
stika je omogućena uzuzetno brzo jer je molekularna biologija bila spremna za ovaj zadatak. Ipak je razvoj vakcina u
fascinantnom roku najveće postignuće ove nauke. Molekularna biologija je pokazala svoju snagu u pravom trenutku
i postala najznačajnija nauka u kriznim momentima za čovečanstvo, kako u svetu, tako i u našoj zemlji.

Sigurno je da će ovako koncipiran Tematski zbornik imati budućnost, jer je napredak medicine nemoguće zami-
sliti bez novih dostignuća molekularne biologije.  

Prof. dr vesna Škodrić-Trifunović, redovni profesor
medicinski fakultet Univerziteta u beogradu

Ovaj Tematski zbornik kroz četiri celine daje pregled najznačajnijih ostvarenja u molekularnoj biologiji u svetu, a
kojima se bave i istraživači u Srbiji. U okviru 17 preglednih radova prikazani su različiti rezultati - od onih koji su obe-
ležili prethodnu godinu (posvećeni COVID-19 i CRISPR/Cas9 tehnologiji), preko novih dostignuća u biomedicini (ret-
kih i kompleksnih bolesti), do molekularno bioloških istraživanja prokariota i biljaka. 

Značaj ovog Zbornika je višestruk, ogleda se ne samo u činjenici da su najrelevantnija saznanja iz navedenih obla-
sti objedinjena i postala dostupna široj javnosti na maternjem jeziku, već i zbog toga što su radove napisali istraživači
iz različitih naučnih instituta (6), fakulteta (3) i klinika (2) iz Srbije, u kojima se ta istraživanja aktivno sprovode. Naime,
saznanja o SARS-CoV-2 koronavirusu, uzročniku nove bolesti COVID-19, se kontinuirano uvećavaju i veoma je važno
što i naučnici iz naše zemlje daju doprinos u razumevanju ove pandemije. Isto se odnosi i na najnovije tehnologije za
manipulaciju molekula DNK, koje su dovele do revolucionarnih pomaka u biomedicinskim naukama. Stoga, prikazana
istraživanja molekularne osnove različitih bolesti najsavremenijim metodološkim pristupima, primena dobijenih re-
zultata u dijagnozi, preciznom predviđanju progresije bolesti i lečenju, kao i razvoju novih molekularnih terapeutika,
daju realnu osnovu očekivanjima da će personalizovana medicina uskoro postati široko dostupna.

dr gordana nikčević, naučni savetnik
Institut za molekularnu genetiku i genetičko inženjerstvo, Univerzitet u beogradu 
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molekularna osnova primarne cilijarne diskinezije

Marina Anđelković
Laboratorija za molekularnu biomedicinu, Institut za molekularnu genetiku i genetičko inženjerstvo, Univerzitet u
Beogradu, Beograd, Srbija
Kontakt: marina.andjelkovic@imgge.bg.ac.rs

apstrakt
Primarna cilijarna diskinezija (PCD) predstavlja redak genetički poremećaj motornih cilija koji se najčešće
nasleđuje na autozomno recesivan način, a uočeno je i nasleđivanje vezano za hromozom X i autozomno
dominantno nasleđivanje ovog oboljenja. Osnovne karakteristike PCD-a su abnormalnosti pokretnih cilija,
koje su posledica patogenih varijanti u genima koji kodiraju za proteine koji su neophodni za pravilnu struk-
turu i funkciju ovih organela. PCD predominantno obuhvata respiratorni trakt i reproduktivne organe, a
utiče i na lateralnost unutrašnjih organa. Klinička prezentacija nije specifična, već obuhvata simptome ra-
zličitih respiratornih oboljenja, što često dovodi do odloženog uspostavljanja precizne dijagnoze, zbog čega
je upotreba dijagnostičkih analiza i genetičkog profilisanja neophodna za utvrđivanje PCD-a. Metode sekven-
ciranja nove generacije omogućile su poslednjih godina detekciju velikog broja novih gena uzročnika i gena
kandidata za PCD, pa je do sada opisano 45 gena uzročnika koje su odgovorni za nastanak PCD-a i 200 gena
kandidata, a smatra se da je taj broj mnogo veći, s obzirom da 2500 proteina učestvuje u izgradnji i pravil-
nom funkcionisanju cilija. Nakon detekcije genetičkih varijanti u uzorcima pacijenata suspektnih na PCD,
molekularna karakterizacija varijanti, upotrebom in silico i/ili eksperimentalnih metoda, omogućava deter-
minaciju njihove patogenosti i uspostavljanje korelacije između genotipa i fenotipa pacijenata. Terapijski
protokoli kojima se leče PCD pacijenti nisu specifični za ovo oboljenje već se ekstrapoliraju iz terapijskih pro-
tokola drugih plućnih oboljenja sa sličnom kliničkom prezentacijom bolesti. Stoga su istraživanja terapeu-
tika na animalnim model sistemima od ključnog značaja za razvoj adekvatne terapije za PCD pacijente.
ključne reči: Primarna cilijarna diskinezija (PCD), dijagnostički testovi, genomsko profilisanje PCD pacije-
nata, funkcionalna karakterizacija varijanti, model sistemi za PCD, terapija za PCD.

molecular basis of primary ciliary dyskinesia

Marina Andjelkovic
Laboratory for Molecular Biomedicine, Institute of Molecular Genetics and Genetic Engineering, University of Bel-
grade, Belgrade, Serbia
Correspondence: marina.andjelkovic@imgge.bg.ac.rs

abstract 
Primary ciliary dyskinesia (PCD) is a rare genetic disorder that is most often inherited in an autosomal recessive
manner, nevertheless X-linked and autosomal dominant inheritance of this disease have been reported. The
main characteristics of PCD are abnormalities of motile cilia, which are a consequence of pathogenic variants
in genes encoding proteins necessary for the proper structure and function of these organelles. PCD pre-
dominantly involves the respiratory tract and reproductive organs, and also affects the laterality of internal or-
gans. The clinical presentation is not specific, and most often includes the symptoms of various respiratory
diseases, which leads to the delayed establishment of an accurate diagnosis. Consequently, the use of diag-
nostic and genetic analyses is necessary for the determination of PCD. Next-generation sequencing methods
have enabled the detection of a large number of novel PCD disease-causing and candidate genes in recent
years, and so far, 45 PCD disease-causing and 200 candidate genes have been described, and this number is
thought to be much higher since 2500 proteins participate in cilia formation. After detection of genetic vari-
ants in samples of patients suspected of PCD, molecular characterization of variants, using in silico and/or ex-
perimental methods, allows determination of their pathogenicity and establishment of genotype-phenotype
correlation in patients. Therapeutic protocols for treating PCD patients are not specific for this disease rather,
the therapy is extrapolated from other similar lung diseases. Therefore, research on therapeutics on animal
model systems is crucial for the development of adequate therapy for PCD patients.
keywords: Primary ciliary dyskinesia (PCD), diagnostic tests, genomic profiling of PCD patients, functional
characterization of variants, model systems for PCD, therapy for PCD.
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Uvod
Sindrom koji je obuhvatio trijadu hroničnog sinuzitisa, bronhiektazije i situs viscerum inversus (SI), prvi je opisao

Kartagener (1). Četrdeset godina kasnije, Afzelius je opisao četiri osobe sa rekurentnim bronhitisom i pneumonijom
povezanim sa ponovljenim infekcijama gornjih disajnih puteva koji su takođe imali SI u 50% slučajeva, tada poznatom
kao Kartagenerov sindrom (2). Kod ovih pacijenata su elektronskom mikroskopijom detektovane nepokretne cilije kao
posledica nedostatka dineinskih ručica u respiratornim cilijama i repovima spermatozoida.  Ova studija pokazala je da
urođeni poremećaj motornih cilija u respiratornom traktu i flagelama spermatozoida može prouzrokovati hroničnu
infekciju disajnih puteva i sterilitet kod muškaraca i tada je usvojen termin „sindrom nepokretne cilije“ (Afzelius). 

Istraživanja koja su usledila pokazala su da pored cilijarne nepokretljivosti i cilijarna diskinezija (poremećen obrazac
kretanja) kao i cilijarna aplazija (odsustvo cilija) dovode do ovog oboljenja, pa je ovaj termin zamenjen terminom „pri-
marna cilijarna diskinezija“ (2, 3). Termin „primarna“ korišćen je za razlikovanje ovog stanja od sekundarnih abnormal-
nosti cilija izazvanih upalom i infekcijom.

Primarna cilijarna diskinezija (PCD) je vrlo redak poremećaj motornih cilija (OMIM 244400) (3) koji se manifestuje
odmah po rođenju. Najčešći tip nasleđivanja ovog oboljenja je autozomno recesivno nasleđivanje (homozigotne var-
ijante, udružene heterozigotne varijante i trans-alelske heterozigotne varijante). Poslednjih godina nasleđivanje vezano
za hromozom X se sve češće detektuje kod pacijenata sa PCD-om (4-6), a nedavno su identifikovane i autozomno do -
minantne genetičke varijante u genu FOXJ1 koje uzrokuju PCD asociran sa hidrocefalusom (7). Prevalenca bolesti je
veoma promenljiva u celoj Evropi, jer je ovaj poremećaj često nedovoljno dijagnostikovan zbog nepristupačnosti di-
jagnostičkih i genetičkih testova (8). Procenjena prevalenca je između 1: 4000 i 1:40 000, s pravom prevalencom
verovatno oko 1:10 000 (8, 9) i većim stopama u određenim etničkim grupama zbog konsagviniteta (10, 11).

Osnovna ultrastrukturna karakteristika ovog oboljenja je poremećaj motornih (pokretnih) cilija koji je posledica
patogenih genetičkih varijanti u genima koji kodiraju za proteine koji su neophodni za pravilnu strukturu i funkciju ovih
organela. Uloga motornih cilija u respiratornom traktu je održavanje prohodnosti disajnih puteva omogućavanjem
kretanja mukusa sa inhaliranim bakterijama, virusima i stranim česticama čime se sprečava infekcija gornjih i donjih di -
sajnih puteva. Klinička prezentacija nije specifična, već obuhvata simptome različitih respiratornih oboljenja, što često
dovodi do odloženog uspostavljanja precizne dijagnoze, zbog čega je upotreba dijagnostičkih (biopsija respiratornog
epitela i elektronska mikroskopija, merenje nivoa nazalnog azot oksida (nNO), analiza frekvencije i obrasca kretanja cili-
ja i analiza cilijarnih proteina) i genetičkog profilisanja neophodna za utvrđivanje PCD-a. Primena metoda sekvenciranja
nove generacije (eng. Next-Generation Sequencing, NGS), kao što su targetovano egzomsko sekvenciranje (eng. Tar-
geted Exome Sequencing, TES) i sekvenciranje kompletnog egzoma (eng. Whole Exome Sequencing, WES) omogućile su
poslednjih godina detekciju velikog broja novih gena uzročnika i gena kandidata za PCD. Do danas je opisano 45 gena
uzročnika koje su odgovorni za nastanak PCD-a i 200 gena kandidata, a smatra se da je taj broj mnogo veći obzirom
da 2500 proteina učestvuje u izgradnji i pravilnom funkcionisanju cilija (10, 12-17). Međutim, identifikacija genetičkih
varijanti koje su odgovorne za uočeni fenotip PCD pacijenata je veoma dug i složen proces zbog velike količine
genetičkih varijanti dobijenih primenom ovih metoda. Ukoliko su detektovane varijante novootrkrivene i o njima ne
postoje informacije u bazama podataka, neophodna su dodatna istraživanja koja obuhvataju in silico strukturnu i
funkcionalnu analizu kao i eksperimentalnu funkcionalnu karakterizaciju genetičkih varijanti (4).

Iz terapijske perspektive ne postoje prospektivna, nasumična klinička ispitivanja praćenja ili lečenja PCD-a. Lekari
koji leče PCD prilagođavaju terapijske pristupe koji se koriste za druge hronične respiratorne bolesti, poput cistične fi-
broze (CF) i bronhiektazija bez CF. Razlike u različitim fenotipskim parametrima između ovih oboljenja sugerišu da ek-
strapolirajuće terapije u nekim okolnostima nisu prikladne za lečenje PCD-a (18-20). Stoga su istraživanja terapeutika
na model sistemima od ključnog značaja za razvoj adekvatne terapije za PCD pacijente.

�. bIologIja moTornIh cIlIja: STrUkTUra I fUnkcIja

Naše razumevanje pokretnih cilija i njihove uloge u bolestima izuzetno se povećalo tokom poslednje dve decenije,
a ključne informacije i uvidi su proizašli iz analize na model sistemu miša. Pokretne cilije se formiraju na određenim
tipovima epitelnih ćelija i obično se kreću na koordinisani način poput biča da bi olakšali protok i čišćenje tečnosti duž
ćelijske površine. U novije vreme, primena inovativnih ćelijskih bioloških tehnika na mišjim modelima omogućila je
značajan napredak u rasvetljavanju molekularnih i ćelijskih mehanizama u osnovi biogeneze i funkcije pokretnih ci lija
sisara (21). 

Visokokonzervirana cilijarna struktura (aksonema), sastoji se od devet dubleta mikrotubula (tubula A i tubula B)
koji okružuju centralni par mikrotubula. Ovakva cilijarna struktura označena je kao 9+2 tip aksoneme (22-24) i pose-
duju ga motorne cilije kao i kinocilije. Unutrašnje dineinske ručice (eng. Inner Dynein Arms, IDAs) i spoljašnje dineinske
ručice (eng. Outer Dynein Arms, ODAs) sastoje se od dineinskih motornih proteina koji omogućavaju kretanje cilija i re -
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gulisani su regulatornim kompleksom neksin-dinein (eng. Nexin-Dynein Regulatory Complex, N-DRC) i radijalnim struk-
turama (eng. Radial Spokes, RS). Aksonema, čiji poporečni presek iznosi približno 250nm, podeljena je u niz ponavlja-
jućih jedinica od 96 nm, dužinom cilijuma, što je posledica periodične organizacije glavnih aksonemalnih komponenata
(21). 

Trenutno razumevanje motornih cilija potiče iz studije izvedene na različitim model sistemima, uključujući miševe
i druge organizme (25). Najznačajniji među nižim eukariotima je alga Chlamidomonas reinhardtii, posebno primenljiv
model sistem koji je omogućio detaljnu genetičku, biohemijsku i strukturnu analizu flagela (24, 26). Za razliku od mo -
dela nižih kičmenjaka, miš je model sistem sisara čija su anatomija i fiziologija bliži čoveku. Jedini izuzetak je povezanost
hidrocefalusa, koja je češća na mišjim modelima nego kod ljudi, zbog anatomskih razlika u moždanim komorama i
dodatnih genetičkih modifikatora koji se izdvajaju u određenim sojevima miševa koji su ukršetni u srodstvu (27). Mo-
torne cilije sisara formiraju se na terminalno diferenciranim tipovima ćelija kao što su epitelne ćelije disajnih puteva,
ependimske ćelije diferencirane od radijalne glije i nodalne embrionalne ćelije (28). Pokretne cilije su prostorno ori-
jentisane, a njihova pokretljivost je visoko koordinisana unutar i između ćelija, kako bi se efikasno omogućio mukocili-
jarni klirens i prohodnost (23). 

Kao posledica poremećaja u biogenezi i pokretljivosti cilija dolazi do disfunkcije organa ili razvojnih nedostataka,
uključujući gubitak prve linije odbrane domaćina, urođenog imuniteta, gubitak funkcije pluća, oštećenje moždanog
tkiva i hidrocefalus, kao i poremećaje levo-desne asimetrije tokom embrionalnog razvoja (23, 29). 

Razumevanje mehanizama u osnovi formiranja, regulacije i funkcije pokretnih cilija sisara, kao i patogeni proces
izazvan aberantnim cilijama, omogućiće razvoj specifičnih terapija za PCD. 

�. klInIčka PrezenTacIja Pcd-a

Kod većine PCD pacijenata, klinički simptomi predominantno zahvataju čitav respiratorni trakt, reproduktivne or-
gane kao i položaj unutrašnjih organa. Većina simptoma se javlja ubrzo posle rođenja, nakon čega postaju hronični.
Najmanje 80% novorođenčadi obolelih od PCD-a razvija neonatalni respiratorni distres (NRD), iako nisu prevremeno
rođeni (30). Neonatalni respiratorni distres manifestuje se ubrzanim disanjem (tahipneom), modrilom (cijanozom),
uvlačenjem interkostalnih predela, uvlačenjem sternuma, lepršanjem nozdrva i apneom (31). Pored NRDS-a, prisutni
su rhinitis, sinuzitis, upala srednjeg uha, kao i česte respiratorne infekcije gornjih i donjih disajnih puteva, koji se nas-
tavljaju kroz detinjstvo i adolescenciju. Bronhiektazije se mogu javiti u detinjstvu, ali je ovaj entitet skoro neizbežan u
adolescenciji kao rezultat progresije bolesti. Bronhiektazije predominantno zahvataju donje i srednje lobuse, i pred-
stavljaju abnormalno proširenje bronhija i bronhiola. Kao posledica prisustva bronhiektazija javlja se hroničan kašalj,
produkcija sputuma i česta pojava infekcija, što može dovesti do progresivnog gubitka plućne funkcije, koja zahteva
transplantaciju pluća ili može imati fatalan ishod.

Kod 50% PCD pacijenata pored situs solitusa (anatomski normalan položaj unutrašnjih organa) primećena je i in-
verzija unutrašnjih organa, situs inversus, a uočavaju se i druge abnormalnosti položaja visceralnih organa kao što je
situs ambiguous. Kod većine muškaraca sa PCD-om javlja se sterilitet koji nastaje kao posledica smanjene pokretljivosti
spermatozoida usled narušene flagelarne strukture, zabeležen je i veći stepen vanmateričnih trudnoća jer su motorne
cilije odgovorne za kretanje jajne ćelije kroz Falopijevu tubu do materice (32).

Klinička prezentacija bolesti nije specifična, već obuhvata simptome različitih respiratornih oboljenja, kao što su
CF, bronhiektazije bez CF, neonatalni respiratorni distres sindrom, sindromi imunodeficijencije i Wegener-ova granu-
lomatoza (8), što često dovodi do odloženog uspostavljanja precizne dijagnoze. Uspostavljanje precizne dijagnoze
PCD-a je u većini slučajeva znatno olakšano ukoliko postoji inverzija viscerlanih organa, situs inversus. Međutim, samo
25% pacijenata sa SI ima i Kartagenerov sindrom, a SI može biti asociran i sa drugim oboljenjima organskih sistema (res-
piratorni, gastrointestinalni i genitourinarni), kao i sa različitim malformacijama bubrega (displazija, hipoplazija, ek-
topija i policistični bubrezi) (33). Stoga je primena dijagnostičkih testova i utvrđivanje genetičkog profila pacijenata
suspektnih na PCD ključna za potvrđivanje kliničke dijagnoze ovog oboljenja.

�. PrISTUPI za dIjagnoSTIkovanje Pcd-a

�.1. dijagnostički testovi

Biopsija respiratornog epitela i elektronska mikroskopija 
Biopsija respiratornog epitela i upotreba elektoronske mikroskopije (EM) za ultrastrukturni pregled cilijarnih ak-

sonema je dokazana tehnika za uspostavljanje PCD dijagnoze (16) i preporučuje se kao deo panela dijagnostičkih
testova za PCD. Kada se korišćenjem EM detektuju promene na spoljašnjim dineinskim ručicama (ODA) (34), spoljaš -
njim i unutrašnjim diineinskim ručicama (ODA i IDA) (35), unutrašnjim dineinskim ručicama sa neorganizovanim mikro-
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tubulama (36), radijalnih struktura (37) ili centralnog aparata (38) potvrđuje se dijagnoza PCD-a. Međutim, EM studije
sa normalnom cilijarnom ultrastrukturom ne isključuju PCD, jer određene patogene genetičke varijante PCD gena
mogu rezultovati normalnom ultrastrukturom (39, 40), ili suptilnim abnormalnostima (posebno onima koje uključuju
centralni aparat i radijalne strukture) koje ne mogu lako da se prepoznaju pomoću EM (41). Pored toga, ponovljene
biopsije kojima se ne detektuju respiratorne cilije mogu predstavljati oligocilijarni defekt koji uzrokuje PCD (42).

Za dijagnostičku studiju koja podrazumeva upotrebu EM potrebno je najmanje 20-50 jasnih poprečnih preseka
cilija, a dijagnostičke abnormalnosti se moraju konzistentno uočavati na poprečnim presecima više različitih cilija kako
bi se ove promene smatrale uzročnicima bolesti. Dalje, od suštinske je važnosti da se biopsije sakupljaju kada su paci-
jenti zdravi, jer se sekundarne promene u ultrastrukturi cilija mogu desiti tokom pogoršanja stanja njihovih respira-
tornih organa, zbog čega biopsiju treba ponoviti najmanje 2 nedelje nakon potpunog oporavka od bolesti (43). 

Ukoliko se detektuje nedostatak unutrašnjih dineinskih ručica (izolovan, bez drugih promena na aksonemi), uvek
su potrebne ponovljene biopsije i EM studije kako bi se potvrdilo da li ova patološka promena traje i stoga je verovat-
nije genetička (primarna), i nije nastala iz sekundarnih uzroka (17), čime se potvrđuje dijagnoza analiziranog pacijenta.
Takođe se mogu razmotriti ponovljene biopsije da bi se potvrdila univerzalnost i trajnost nalaza koji ukazuju na
promene centralnog aparata, radijalnih struktura ili unutrašnjih dineinskih ručica sa dezorganizacijom mikrotubula.

Kada se ispune svi neophodni uslovi za upotrebu EM, procenjeno je da se na ovaj način može razjasniti oko 70 %
svih PCD pacijenata (3). 

Merenje nazalnog azot oksida
Vrednosti azotnog oksida (eng. Nasal Nitric Oxide, nNO) u nosu su izuzetno niske kod PCD pacijenata (44). Ko-

rišćenjem granične vrednosti nNO < 77 nl/min, detektor će otkriti PCD, koji je rezultat cilijarnih aksonemalnih defekata
ili patogenih genetičkih varijanti u genu DNAH11, sa osetljivošću i specifičnošću od 98% i > 99%, pod uslovom da je
CF isključena kao finalna dijagnoza (45). Vrednosti znatno iznad ovog graničnog nivoa smanjuju verovatnoću PCD-a.
Međutim, kliničari i dalje moraju razmotriti PCD kao finalnu dijagnozu kada se suoče sa odgovarajućim kliničkim
fenotipom za PCD i vrednostima nNO iznad 77 nl/min, iako su retko prijavljeni oblici PCD sa vrednostima nNO iznad
ove granične vrednosti (46). Veoma niski nivoi nNO (ispod 77 nl/min) mogu se javiti tokom akutnih virusnih respira-
tornih infekcija i kod približno 30% pacijenata sa CF. Stoga se ispitivanje nNO mora izvršiti kada se pacijent potpuno
oporavi od virusne infekcije i nakon dijagnostičkog ispitivanja radi isključivanja CF (47). Stanja kao što su HIV (48), pan-
bronhiolitis (49) i ne-atopični sinusitis (50) takođe mogu dovesti do nivoa nNO ispod graničnih vrednosti, pa je
neopodno primeniti druge dijagnostičke testove kako bi se utvrdila precizna dijagnoza ovih pacijenata. 

Merenje nNO se preporučuje kao deo panela dijagnostičkih testova za PCD kod odraslih i dece starije od 5 go dina
(45). Vrednosti NO u nosu pouzdanije su kod dece školskog uzrasta i odraslih, jer ovi pacijenti mogu da ispune zahtev
lekara (pravilno duvanje u otpornik). Trenutno se istražuju tehnike za merenje nNO kod dece mlađe od 5 godina (51),
ali granične vrednosti koje bi imale dijagnostički značaj za PCD nisu utvrđene (52).

Analiza frekvencije i obrasca kretanja cilija
Analiza frekvencije obrasca kretanja cilija upotrebom brze video mikroskopije (eng. High Speed Videomicroscopy

analysis, HSVA) na cilijarnim biopsijama može potvrditi dijagnozu PCD-a, a ovaj test se preporučuje i kao deo panela
PCD dijagnostičkih testova (53). Funkcionalna cilijarna analiza se mora izvesti veoma precizno, kako bi se izbegli lažno
pozitivni i lažno negativni rezultati. Biopsije treba izvoditi samo kada su pacijenti zdravi. Ponovljene biopsije su
potrebne da bi se osiguralo da abnormalni obrasci kretanja nisu posledica sekundarnih procesa, poput virusnih in-
fekcija (54), izloženosti duvanu ili okolini, lošeg uzorkovanja biopsije ili nepravilne obrade biopsije (55). U studiji Roberta
Hirst-a i saradnika, potvrđeno je i da kultivacija bioptiranih epitelnih ćelija u ALI sistemu (eng. Air-Liquide interface, ALI)
dobijenih nasal-brushing tehnikom uklanja sekundarne promene na cilijama koje nisu posledica oboljenja i omogućava
veću preciznost dobijenih rezultata (43). 

Analiza cilijarnih proteina
Imunofluorescentna (IF) analiza cilijarnih proteina upotrebom fluorescentno obeleženih antitela omogućava de-

tekciju proteina dineinskih ručica koji nedostaju duž cilijarne aksoneme. IF analiza je od velikog značaja u potvrđivanju
PCD-a i deo je panela dijagnostičkih testova za utvrđivanje PCD-a (56). Bojenjem specifičnih cilijarnih proteina (DNAH5,
DNAI2, DNALI1 i RSPH4A / RSPH1 / RSPH9), koji su od suštinske važnosti za celokupnu strukturu dineinskih ručica i
radijalnih struktura, IF može otkriti mnogobrojne alteracije spoljašnjih i unutrašnjih dineinskih ručica i radijalnih struk-
tura čak i kada su u pitanju deficijencije drugih cilijarnih proteina primarni uzrok PCD-a. Heike Olbrich i saradnici su
potvrdili da na rezultate IF ne utiče sekundarna cilijarna diskinezija što je prednost u odnosuna HSVA, zbog čega ova
metoda ima veliki potencijal kao dijagostički test za PCD (57). 
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genetički testovi i strategije za selekciju genetičkih varijanti
Genomskim profilisanjem PCD pacijenata utvrđeno je da se približno 65-70 % genetičkih varijanti nasleđuje na

autozomno recesivan način (varijante u homozigotnom stanju, udružene heterozigotne varijante, trans alelske
genetičke varijante), i da je najveći broj (75%) detektovanih varijanti u PCD genima izolovano, tj prisutno u jednoj
porodici (58, 59). Genetičke varijante koje prouzrokuju PCD najčešće (80%) dovode do gubitka funkcije proteina (me -
njaju okvir čitanja, uvode preveremeni stop kodon, ukidaju stop kodon, menjaju mesto splajsovanja) (58), dok je manji
broj varijanti koje dovode do aminokiselinske zamene u polipeptidnom lancu proteina. Prema podacima iz literature,
geni u kojima se najčešće detektuju patogene genetičke varijante su DNAH5, DNAH11, DNAI1, CCDC39 i CCDC40 (58) i
oni su uzročnici bolesti kod 26% analiziranih PCD pacijenata. U populaciji Srbije, patogene genetičke varijante u ovim
genima odgovorne su za nastanak PCD-a kod približno 30% pacijenata (59). Grupisanje genetičkih varijanti u speci-
fičnim genskim regionima, kao što je to u slučaju sa drugim genetičkim oboljenima, je veoma retko. Iz tog razloga,
jako je teško odrediti koje genetičke varijante su stvarno uzročnici bolesti, a koje predstavljaju retke polimorfizme (52). 

Pored autozomno recesivnog nasleđivanja, genetičke varijante u genima OFD1 i RPGR, koji se nalaze na hro-
mozomu X, prouzrokuju PCD udruženu sa drugim poremećajima. Retinitis Pigmenotosa (slepilo zbog retinalne cilijarne
disfunkcije) kao i orofaciodigitalni sindrom (mentalna retardacija, kraniofacijalne abnormalnosti, abnormalnosti prstiju,
makrocefalija i cistični bubrezi) su oboljenja povezana sa hromozomom X koja obuhvataju cilijarne gene, RPGR i OFD1,
redom (5, 60). Kod pacijenata sa patogenim genetičkim varijantama u ovim genima neophodna je detaljna analiza
kliničke prezentacije bolesti jer se radi o udruženim oboljenjma nastalim kao posledica defekata u cilijarnim genima,
kako bi se primenila što adekvatnija terapija. 

Najnovija istraživanja Adama Shapiro-a i saradnika, pokazala su da autozomno dominante varijante u genu FOXJ1
prouzrokuju PCD koji je udružen sa drugim genetičkim oboljenjima. Pojedinačne patogene genetičke varijante u genu
FOXJ1 nastaju de novo i asocirane su sa hidrocefalusom i hroničnim oto-sino-pulmonarnim oboljenjima, pa je detaljna
klinička i genetička analiza ovih pacijenata neophodna zbog moguće asociranosti ovih oboljenja sa PCD-om (7). 

Genetičko testiranje pacijenata suspektnih na PCD preporučuje se kao deo panela dijagnostičkih PCD testova.
Trenutno je poznato 45 gena uzročnika PCD-a (OMIM #244400) (Tabela 1.), a broj gena uzročnika i gena kandidata za
nastanak ovog poremećaja rapidno raste sa upotrebom tehnika sekvenciranja nove generacije (TES, WES) obzirom na
kompleksnost cilijarne aksoneme (4, 59).

Nakon genomskog profilisanja suspektnih PCD pacijenata količina detektovanih varijanti nekada prelazi 10.000
po jednom pacijentu pa je neophodno izvršiti prioritizaciju gena od interesa za PCD. U ove gene ubrajaju se svi poz-
nati geni kandidati i geni uzročnici za PCD, geni koji pripadaju istoj familiji gena kojoj pripadaju geni uzročnici i geni
čiji proteinski produkti interaguju sa proteinima neophodnim za pravilnu strukturu i funkciju cilija (59). Nakon formi-
ranja jedinstvene liste gena za PCD, broj detektovanih varijanti unutar ovih gena iznosi i preko 100. Stoga se vrši se-
lekcija genetičkih varijanti na sledeći način: 

Prema posledicama varijanti na protein: vrše aminokiselinsku zamenu u polipeptidnom lancu, menjaju okvir či-
tanja aminokiselinske sekvence, uvode prevremeni stop kodon, dovode do ukidanja stop kodona, insercije i delecije
koje menjaju okvir čitanja, insercije i delecije koje ne menjaju okvir čitanja, varijante koje utiču na mesto iskrajanja; 

Prema učestalosti varijanti: varijante koje imaju učestalost < 5% (prema podacima iz baza podataka: 1000 Genoma
i ExaC;

Prema patogenosti: patogene, potencijalno patogene i varijante nepoznatog značaja (eng. Variant of Uncertain Sig-
nificance, VUS).

Ukoliko se detektuju potencijalno patogene genetičke varijante u uzorcima pacijenata suspektnih na PCD, pris-
tupa se njihovoj validaciji, odnosno utvrđivanju njihove patogenosti upotrebom in silico i/ili eksperimentalnih metoda. 

Za identifikaciju mutacionog profila pacijenata kod kojih nisu detektovane varijante u genima relevantnim za
PCD, a klinička prezentacija bolesti ukazuje na ovo oboljenje, pristupa se detaljnoj pretrazi literature i listi gena (Tabela
1.) dodaju se geni odgovorni za pojedinačne simptome bolesti. Ova proširena lista gena omogućava diferencijalnu di-
jagnozu pacijenata koji boluju od drugih plućnih pedijatrijskih bolesti, a sa PCD-om dele zajedničku kliničku sliku (61).
Za sledeće simptome bolesti: bronhiektazije bez CF, hroničan kašalj, prekomerna produkcija mukusa, respiratorni dis-
tres kod novorođenčadi i metabolizam surfaktanta kod plućnih oboljenja, analiziraju se sledeći geni: ABCA3, ABCA1,
ABCB1, ABCC3, ABCA10, ABCB11, ABCC4, ABCA12, ABCB4, ABCC6, ABCA13, ABCB6, ABCC8, ABCA2, ABCB7, ABCC9, ABCC1,
ABCD1, ABCA4, ABCC11, ABCD4, ABCA7, ABCC2, ABCG1, ABCG2, ABCG5, ABCG8, CFTR, MUC1, MUC13, MUC2, MUC3A, MUC4,
MUC5B, MUC6, MUC7, SFTPA1, SFTPA2, SFTPB, SFTPC, SFTPD, SCNN1A, SCNN1B, SCNN1Gi SLC26A9.

Zatim se analiziraju geni asocirani sa senzornim ciliopatijama: BBS1, BBS2, BBS3, BBS4, BBS5, BBS6, BBS7, BBS8, BBS9,
BBIP10, KIF3A, KIF3B, KAP, IFTA, IFTB, IFT43, IFT80, IFT122 i TTC21B.

U populaciji Srbije, proširena lista gena omogućila je uspostavljanje dijagnoze kod još 30% analiziranih pacijenata (61). 
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Tabela 1. Spisak gena uzročika i gena kandidata asociranih sa nastankom PCD-a
AR – autozomno recesivno, AD – autozomno dominantno, ODA – spoljašnje dineinske ručice, IDA – unutrašnje dineinske ručice
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�. molekUlarna karakTerIzacIja geneTIčkIh varIjanTI 

�.1. in silico strukturna i/ili funkcionalna analiza 
Ukoliko se DNK i iRNK sekvenca gena od interesa modifikuje zbog prisustva genetičke varijante, biološka funkcija

translatiranog proteina se menja, jer biološka funkcija proteina zavisi od njegove nativne trodimenzionalne strukture
(3D). Tehnike određivanja 3D strukture, kao što su XRD (eng. X-ray diffraction, XRD) ili NMR (eng. Nuclear Magnetic Res-
onance, NMR) (62), su veoma skupe i stoga ograničene. Takođe, postoje tehničke prepreke, jer se svaki protein ponaša
drugačije ili ne može da zadrži svoje nativno stanje nakon procesa kristalizacije (63). Stoga je dostupnost različitih on-
line i offline alata za 3D modelovanje proteina presudna za predviđanje strukture proteina. Korišćenje alata kao što su
Raptor X (64), Phire2 (65) i Chimera (66) omogućavaju prediktivne trodimenzionalne modele odabranih proteina i
pružaju informacije o tome kako genetička varijanta utiče na savijanje proteina u prostoru.

In silico predikcija patogenosti uključuje predviđanje uticaja otkrivenih varijanti na transkripcionom, translacionom
i posttranslacionom nivou. Ukoliko detektovana varijanta promeni otvoreni okvir čitanja (eng. Open Reading Frame,
ORF) sekvence, za otkrivanje svih mogućih ORF-ova softver Translate Tool je jedan od načina detekcije (67). Dalje, in-
terakcije protein-protein (PPI), kao i posttranslacione modifikacije (PTM), igraju centralnu ulogu u regulaciji velikog broja
ćelijskih procesa signalizacije, a promena interakcija i PTM mogu dovesti do različitih oboljenja kod ljudi (68). Alati za
predviđanje PPI, kao što su STRING (69) i COACH (70), pružaju neophodne informacije o kvaternarnoj strukturi proteina
od interesa. Da bi se utvrdilo da li genetička varijanta menja posttranslacione modifikacije (PTM) proteina, program
PhosphoSitePlus je in silico metoda od izbora (71). Ako je region proteina na koji utiče detektovana genetička varijanta
visoko evoluciono očuvan, postoji indikacija da je region važan za održavanje strukture i/ili funkcije proteina. Korišćenje
softvera Aminode (72) i poravnavanje sekvence proteina među različitim vrstama pružaju dragocene informacije.

5.2. Eksperimentalna funkcionalna analiza detektovanih genetičkih varijanti
Da bi se utvrdio potencijalni efekat varijante koja je označena kao patogena ili varijanta sa nepoznatim značajem

i kako bi se gen kandidat uvrstio u listu gena uzročnika za PCD, pored in silico analize, eksperimentalna, empirijska
analiza, omogućava definitivnu potvrdu uloge detektovane genetičke varijante i gena kandidata na uočen fenotip
kod PCD pacijenata. 

Genetička varijanta svoje efekte ispoljava na transkripcionom i translacionom nivou što kao rezultat ima gubitak
sinteze proteina od interesa, apsolutni i/ili delimični gubitak biološke funkcije koju ostvaruje u interakciji sa drugim pro-
teinima (kvaternarna struktura proteina) ili sintezu okrnjenog proteina. 

Mnogobrojne metode su opisane u literaturi za determinaciju patogenosti genetičkih varijanti gena uzročnika za
PCD (59, 73). Za analizu uticaja detektovane genetičke varijante na transkripcionom nivou koristi se RT-qPCR metoda
(59). Za analizu uticaja efekta varijante na proteinskom nivou koriste se: Western Blot metoda (59) i sekvenciranje
aminokiselinske sekvence proteina od interesa (74). Dve najčešće korišćene metode za sekvenciranje proteina su
masena spektrometrija i Edmanova degradacija korišćenjem proteinskog sekvencera. Metode masene spektrometrije
su sada najčešće korišćene za sekvenciranje i identifikaciju proteina, ali Edmanova degradacija ostaje zlatni standard
za karakterizaciju N-terminusa proteina (74).

Tehnologija CRISPR/Cas9 i editovanje gena od interesa na ćelijskom nivou (in vitro) i u živom model sistemu (in
vivo/ex vivo) (21, 75) se koristi kako bi se uspostavila korelacija između genetičkih varijanti i uočenih fenotipova kod PCD
pacijenata (76). 

�. model SISTemI I načInI lečenja Pcd-a

�.1. miš kao model sistem za izučavanje Pcd-a i multicilijarnih ćelija 
Brojni model sistemi, u rasponu od jednoćelijskih eukariota do sisara, pružili su informacije o genetici, biohemiji

i strukturi motornih cilija koje se nalaze u osnovi patogeneze PCD-a. Međutim, zbog izvanrednih resursa koji su na
raspolaganju za genetičke manipulacije i razvojnu, patološku i fiziološku analizu fenotipa, miš je izbio u prvi plan
razumevanja pokretnih cilija sisara i postao najadekvatniji model sistem za analizu PCD-a (21), o čemu svedoči i veliki
broj relevantnih linija miševa. 

Tokom poslednje dve decenije, modeli miša pružili su ogromnu količinu informacija o genima, genetičkim meha-
nizmima i obrascima nasleđivanja koji se nalaze u osnovi PCD-a kao i funkcije motornih cilija. Kao i kod ljudskih PCD
pacijenata, modeli miša pokazuju genetičku i fenotipsku heterogenost, a većina pokazuje kombinaciju različitih
fenotipova povezanih sa PCD-om, uključujući nakupljanje sluzi u sinusnoj šupljini, otitis media, neplodnost mužjaka i
ženki, hidrocefalus i heterotaksiju ili urođenu srčanu manu. Različite genetičke modifikacije miševa omogućile su una-
pređenje ovog polja istraživanja, što je omogućilo detaljnu histopatološku analizu fenotipa i sveobuhvatnu procenu
strukture i funkcije cilija u više tipova ćelija. Ovi modeli su takođe verifikovali gene uzročnike PCD-a identifikovane kod
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ljudskih pacijenata, identifikovali nove gene potrebne za funkciju pokretnih cilija i otkrili efekte velikog broja alela na
patogenezu bolesti, multiciliranu diferencijaciju ćelija i strukturu i funkciju cilija.

Pored spektra mišjih modela sa genetičkim varijantama koje rezultuju disfunkcijom cilija i PCD-om, stvoreno je
nekoliko linija miša koji služe kao moćni alati za obeležavanje, identifikovanje ili manipulaciju cilijarnim ćelijama.
Rekombinacija uslovnog alela u motornim cilijarnim ćelijama omogućena je Fokj1-Cre linijom miša i linijom Fokj1-
CreERT2 indukovanom tamoksifenom (77, 78). Ovakve linije miševa omogućavaju GFP (eng. Green Fluorescent Protein,
GFP) obeležavanje svih pokretnih cilijarnih ćelija (79). Pored omogućavanja proučavanja genetičkih knockout-a, ove li -
nije miševa su vrlo efikasne prilikom analiziranja ćelijske loze koji prate diferencijaciju cilijarnih ćelija u disajnim pute-
vima i razvoj nervnog sistema (80, 81). Pored toga, transgena linija CiliaGFP omogućava obeležavanje motornih i
primarnih cilijarnih ćelija (82). Ovi novi genetički alati se mogu primeniti na modelima PCD-a za procenu patogeneze
bolesti ili koristiti za biološku i biohemijsku analizu cilijarnih ćelija.

Primarna kultura poreklom iz miša kao model sistem 
Primarna kultura cilijarnog epitela, posebno mTEC (eng. Mouse Tracheal Epithelial Cells, mTEC), u ALI sistemu,

postala je osnovni sistem za analizu motornih cilija sisara (83). 
Primarna kultura može biti poreklom od wild-type ili mutiranog miša, a genetičke manipulacije na ovim ćelijskim

linijama vrše se lentivirusnom transdukcijom čime se omogućava generisanje knockdown primarne kulture sa
prekomernom egzogenom ekspresijom, pomoću RNK sa strukturom ukosnice, shRNK (eng. Short Hairpin RNA, shRNA)
ili kratkih interferirajućih siRNK (eng. Small Interfering RNA, siRNA) (84-86). Ovako generisane ćelijske linije poreklom
iz miševa koriste se za analizu ćelijskih i biohemijski procesa, a ekspresija egzogenih proteina omogućava i studije in-
terakcije protein-protein u mTEC ćelijskoj liniji (87). Utišavanje gena transkripcionog faktora Gemc1 ili Mcidas u kul-
tivisanim radijalnim glijalnim ćelijama sprečilo je diferencijaciju u kolumnarni cilijarni epitel i ekspresiju Foxj1 (88),
potvrđujući njihovu ulogu u pokretanju multicilirane diferencijacije ćelija. 

Mišji modeli PCD-a kao i ćelijske linije generisane metodama genetičkog inženjerstva mogu poslužiti kao adek-
vatan model sistem za testiranje terapeutika za lečenje PCD-a i poboljšanje cilijarne funkcije. 

�. TeraPIja Pcd-a
Terapijski protokoli kojima se leče PCD pacijenti nisu specifični za ovo oboljenje, već se terapijski pristupi ek-

strapoliraju iz drugih plućnih oboljenja sa sličnom kliničkom prezentacijom bolesti. Najčešće se koristi terapija za CF,
uprkos očiglednim razlikama u patofiziologiji ova dva poremećaja (89).

Osnovni postupci lečenja PCD-a uključuju čišćenje disajnih puteva, kontrolu i prevenciju infekcije i, ukoliko je
moguće, sprečavanje izlaganju inflamatornim agensima, uključujući i pasivno udisanje duvanskog dima.

Različite tehnike kao što su ručna fizioterapija grudnog koša, posturalna drenaža, autogena drenaža, aktivno cik-
lično disanje i fizička aktivnost, omogućavaju klirens disajnih puteva (90).

Korišćenje inhalatora je uobičajena procedura za tretiranje PCD pacijenata koja pomaže vlaženju i razređivanju
viskoznog sekreta disajnih puteva, čime se olakšava proces mukocilijarnog klirensa (91). Inhalacioni fiziološki rastvor
koristi se u lečenju bronhiektazija za poboljšanje  mukocilijarnog klirensa (92), međutim nedavna studija je pokazala
da inhalacija fizioloskog rastvora PCD pacijentima nije poboljšala kvalitet života niti značajno uticala na spirometriju
ili smanjenje upale disajnih puteva (93). 

Tokom infekcija, DNK i aktin koji se oslobađaju akumulacijom neutrofila povećavaju viskoznost sputuma u disajnim
putevima. Udisanjem rekombinantne humane DNaza I (rhDNase) poboljšavaju se rezultati spirometrije, pa se rhDNase
vrlo često preporučuju u tretmanu CF (94). Neutrofilno zapaljenje disajnih puteva zabeleženo je i kod PCD pacijenata.
Do sada je nekoliko PCD studija pokazalo značajno poboljšanje kliničkih parametara nakon tretmana inhalacionom
DNazom (95, 96). Trenutno se rhDNase ne preporučuju rutinski u lečenju PCD-a, stoga su neophodne dodatne studije
kako bi se potvrdila njegova efikasnost u smanjenju neutrofilnog zapaljenja kod PCD pacijenata. 

Studije na pacijentima sa CF-om i bronhiektazijama bez CF, uključujući i neke pacijente sa PCD-om, pokazale su
da su sistemski antibiotici efikasni u lečenju „pogoršanja“ stanja plućnih bolesti (97, 98). Simptomi respiratornog trakta
koji uključuju promene u kašlju, stvaranje sputuma, promene u brzini disanja, ili su spiromerijski testovi loši (opada ek-
spiratorni volumen u 1s, eng. expiratory volume in 1s, FEV1), mogu se smatrati pouzdanim markerima pogoršanja stanja
respiratornog trakta kod PCD pacijenata. Iako se blaga pogoršanja mogu lečiti oralnim antibiotikom i povećanim agre-
sivnim klirensom disajnih puteva, teška pogoršanja mogu zahtevati intravenske antibiotike i hospitalizaciju. Izbor an-
tibiotika treba izvršiti na osnovu najnovijih rezultata kulture sputuma i uzimati u obzir istoriju kolonizacije disajnih
puteva svakog pojedinačnog pacijenta.

Hirurška intervencija (segmentektomija ili lobektomija) može se sa oprezom razmatrati u slučaju difuzne plućne
bolesti i može se uzeti u obzir samo kada neproporcionalno opterećeni region pluća nije uspeo da se oporavi nakon
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lečenja i postoji značajno pogoršanje pacijentovog zdravlja zbog teške hemoptize. Ako se razvije bolest pluća u završnoj
fazi, transplantacija pluća može biti opcija kod PCD pacijenata (99, 100).

Otkrivanje i primena terapije za PCD koja je specifična za ovo oboljenje, odnosno specifična za uočenu genotip-
fenotip korelaciju pojedinačnih pacijenata biće omogućena sa sve većim znanjem i razumevanjem ove korelacije kod
PCD pacijenata. Veliko očekivanje potiče iz nedavne studije Michele Lai i saradnika koji je prvi primenio tehnologiju
„edi tovanje gena“ za ovu bolest. U ovoj studiji, obnovljena je funkcija gena DNAH11 ex vivo, zamenjujući patogenu
genetičku varijantu nativnom, neizmenjenom sekvencom u oboleloj ćeliji. Na epitelnoj ćelijskoj liniji dizajniranoj da
sadrži ciljno mesto za DNAH11, restrikcioni enzim je isekao preko 80% mutirane sekvence DNAH11 i zamenio muti-
ranu sekvencu originalnom sekvencom u oko 50% ćelija. U cilijarnim ćelijama disajnih puteva pacijenata sa PCD-om,
rekombinacija i normalizacija cilijarnog kretanja i obrazca dogodili su se u 33%, odnosno u 29% ćelija. Rezultat edito-
vanja gena je povratak normalne funkcije cilija (101). 

Ova studija pokazuje da editovanje gena može omogućiti ponovnu cilijarnu funkciju ex vivo, otvarajući nove per-
spektive za lečenje PCD-a.

�.  zakljUčak 
Iako je PCD genetički i klinički vrlo heterogeno oboljenje, pored kliničke prezenacije bolesti koja ukazuje na PCD,

upotrebom dijagnostičkih testova i genomskog profilisanja suspektnih pacijenata, može se dostići visoka stopa us-
postavljanja precizne dijagnoze bolesti na vreme (~70%). Da bi stopa uspostavljanja dijagnoze dostigla svoj maksi-
mum, neophodne su dodatne funkcionalne analize na ćelijskim linijama i model sistemima za PCD.

Napredak u genetičkoj manipulaciji i fenotipskoj analizi PCD-a na modelu miša, zajedno sa primenom inovativnih
molekularno bioloških tehnika, doveli su do značajnog napretka u razumevanju pokretnih cilija sisara i patogeneze
PCD-a. Širok spektar genetičkih mišjih modela potvrdio je značajnost mnogih cilijarnih gena i otkrio nove uloge za
brojne gene, čime je klinički fenotip PCD pacijenata razjašnjen. Miš, kao model sistem takođe služi za identifikovanje,
razvoj i ispitivanje efikasnosti potencijalnih terapeutika za PCD.
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