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Predgovor

Uspostaviti tradiciju je mnogo teže nego realizovati inicijativu.  Pokazalo se da je prvi broj tematskog
zbornika Trendovi u molekularnoj biologiji 1 pobudio interesovanje naučne zajednice u Srbiji, tako da
drugi broj nije bilo teško sastaviti. Broj poglavlja u tematskom zborniku Trendovi u molekularnoj biologiji �
je premašio očekivanja. Kao da je Tematski zbornik simbolično postao - Ko je ko u molekularnoj biologiji u
Srbiji. I ponovo se pokazalo da se naučnici u našoj zemlji bave aktuelnim istraživačkim temama i aktivno
doprinose napretku molekularne biologije na mnogim poljima. I mladi molekularni biolozi su prikazom
svojih doktorskih teza pokazali da prate svetske trendove i savremene naučne pristupe.

Posebnost ovog broja je što se objavljuje u vreme kada obeležavamo jubilej, pedesetogodišnjicu Beo-
gradske škole molekularne biologije, o čemu svedoči tekst u kome je prikazan put razvoja programa za mo-
lekularnu biologiju na Biološkom fakultetu Univerziteta u Beogradu. 

Pre više godina na jednom naučnom skupu se govorilo o tome kako saznanja iz molekularne biologije
prožimaju sve naučne oblasti koje se bave živim organizmima i kako se može predvideti da će njena primena
obeležiti novi vek. Iz auditorijuma je stigao komentar: „Proći će i vaše“. Vreme svedoči da je era molekularne
biologije tek počela.

„I šta ćemo sad?“   

Sonja Pavlović
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Iz recenzija Tematskog zbornika
Trendovi u molekularnoj biologiji

Drugi broj tematskog zbornika „Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ predstavlja nastavak prikazivanja
i objavljivanja najznačajnijih naučnih radova proisteklih iz doktorskih disertacija mladih naučnika Srbije,
kao i najznačajnijih naučnih rezultata ostvarenih u svetu u oblasti molekularne biologije, u protekloj godini,
u kojima su naši naučnici dali svoj doprinos. U ovom broju, prikazano je 18 naučnih radova, od kojih je 12 iz
oblasti biomedicine, koji su posvećeni rezultatima ostvarenim u oblasti molekularne biologije retkih bolesti,
tumora i centralnog nervnog sistema. Ovi rezultati su od ogromnog značaja za unapređenje dijagnostike i
terapije bolesti. 

Rezultati koje su naši naučnici ostvarili u oblasti molekularne biologije biljaka prikazani su kroz tri rada,
a akcenat u njima je na mogućnosti primene  tih rezultata u oblasti ekologije, hortikulture i unapređenja
zdravlja ljudi (potraga za ekološki prihvatljivim bioherbicidima, modifikacija boje cveta, biološka aktivnost
prirodnih supstanci). 

Dva rada su posvećena naprednim metodama u oblasti molekularne biologije i prikazana su u poseb-
nom poglavlju, što smatram veoma važnim. 

Posebno bih istakla poglavlje u kojem je prikazan jedan od najznačajnijih naučnih rezultata u svetu u
protekloj godini (otkiće receptora za temperaturu i dodir), za koji je dodeljena Nobelova nagrada  za
fiziologiju i medicinu 2021. godine. Uvodno poglavlje ovog tematskog zbornika posvećeno je značajnom
jubileju – pedesetogodišnjici Beogradske škole molekularne biologije, i u njemu je prikazan razvojni put
studijskog programa Molekularna biologija i fiziologija na Univerzitetu u Beogradu – Biološkom fakultetu.  

Tematski zbornik „Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ nastavlja svoju misiju naučne avangarde za-
početu prošlogodišnjim brojem. Prikazivanjem najkvalitetnijih i najznačajnijih naučnih rezultata ostvarenih
u oblasti molekularne biologije u protekloj godini u kojima su naši mladi naučnici dali svoj ogromni dopri-
nos, prenose se informacije širem krugu istraživača i zaposlenih u različitim oblastima (medicina, farmacija,
poljoprivreda), čime se otvaraju mogućnosti za saradnju, a samim tim za primenu rezultata, kao i za nova
istraživanja.  

Svojom koncepcijom i odabirom radova „Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ prate napredak u oblasti
molekularne biologije i ne samo da prenose najznačajnije naučne rezultate, već i inspirišu i podstiču nova
istraživanja i šire interesovanje za ovu veoma značajnu naučnu oblast. Ovaj zbornik opravdava svoj naziv i
nadam se da će se nastaviti trend njegovog objavljivanja i narednih godina.  

Dr Svetlana Radović, redovni profesor, 
Biološki fakultet Univerziteta u Beogradu 
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Monografija/Tematski zbornik „Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ je drugi broj u nizu izdanja koje ima
za cilj da prikaže naučne rezultate iz oblasti molekularne biologije koje su ostvarili naučnici iz Srbije u
prethodnoj godini. Sačinjen je od 18 poglavlja, od kojih 8 predstavlja revijske radove proizašle iz doktorskih
disertacija mladih doktora nauka u kojima je prikazan njihov doprinos određenoj naučnoj oblasti moleku-
larne biologije koja je povezana sa temom njihove disertacije. Preostalih 7 poglavlja su prikazi aktuelnih
tema iz molekularne biologije u kojima su naši naučnici dali svoj značajni doprinos. Uvodno poglavlje je
posvećeno jubileju, pedesetogodišnjici  Beogradske škole molekularne biologije, u kome je prikazan put
razvoja programa za molekularnu biologiju na Biološkom fakultetu Univerziteta u Beogradu.           

Veliki broj poglavlja iz Zbornika (12) je posvećen istraživanjima iz oblasti biomedicine. Posebno je znača-
jno poglavlje u kome je prikazan doprinos naših istraživača u oblasti kojoj je dodeljena Nobelova nagrada
iz medicine za 2021. godinu (receptori za temperaturu i dodir).

Doprinos koji je molekularna biologija dala modernoj medicini je izuzetno veliki.  Danas su u kliničkoj
praksi u svetu mnogobrojni dijagnostički, prognostički i terapijskih molekularni markeri. Posebno je znača-
jno što je medicina u Srbiji pratila svetske trendove, i to zahvaljujući i velikim naporima molekularnih bio-
loga u našoj zemlji. Ovaj Tematski zbornik je svedočanstvo o značajnim postignućima molekularnih biologa
u Srbiji koji su doneli napredak našoj medicini i drugim naučnim oblastima.

Monografija/Zbornik je izuzetno zanimljivo koncipiran sa sadržajem koji je na visokom naučnom nivou
i koje je značajan izvor informacija za veliki broj naučnika u Srbiji čija se istraživanja više ne mogu zamisliti
bez molekularne biologije. Primeri primenljivosti rezultata istraživanja u praksi (medicinskoj i drugima) je
poseban kvalitet ovog Zbornika.  

Prvi broj Tematskog zbornika „ Trendovi u molekularnoj biologiji 1“ je doživeo veliko interesovanje. In-
teresovanje autora da objave svoj doprinos svetskoj nauci u broju 2 govori da je ovakav sadržaj bio neopho-
dan našoj naučnoj javnosti. Sigurno je da će ovako koncipiran Tematski zbornik imati budućnost, jer je
napredak medicine i drugih oblasti (biotehnologija, poljoprivreda, farmacija) nemoguće zamisliti bez novih
dostignuća molekularne biologije

Dr Vesna Škodrić Trifunović, redovni profesor, 
Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu 
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Tematski zbornik „Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ sadrži naučne rezultate koji su prepoznati na
svetskom nivou, a koje su istraživači iz Srbije ostvarili u prethodnoj godini iz ove oblasti. Zbornik je sačinjen
od 18 poglavlja, preglednih radova, grupisanih u pet celina. Prva celina je posvećena važnom jubileju,
pedesetogodišnjici osnivanja Beogradske škole molekularne biologije na Biološkom fakultetu Univerziteta
u Beogradu, dok druga sadrži prikaz rezultata naših istraživača iz oblasti fiziologije i medicine za koju je u
2021. godini dodeljena Nobelova nagrada. Najveći broj poglavlja je u okviru treće celine koja se bavi bio-
medicinom i to molekularnom biologijom retkih bolesti, tumora i centralnog nervnog sistema. Preostale
dve celine su posvećene molekularnoj biologiji biljaka i naprednim metodama molekularne biologije. Važno
je istaći da su mladi doktori nauka aktivno učestvovali u izradi ovog Zbornika, tako da 8 poglavlja u okviru
biomedicine i molekularne biologije biljaka predstavljaju revijske radove proizašle iz njihovih doktorskih
disertacija. 

Značaj ovog Zbornika je višestruk. Najpre, već drugu godinu za redom se objavljuju  najrelevantnija
saznanja iz navedenih oblasti koja su proizašla iz rada istraživača iz Srbije i dostupna su široj javnosti na
maternjem jeziku. Takođe, svoje radove su napisali istraživači iz različitih naučnih instituta (5) i fakulteta (5)
iz Srbije, što ohrabruje da će se u našoj zemlji i dalje nastaviti sa istraživanjima u molekularnoj biologiji koja
su aktuelna u svetu.

„Trendovi u molekularnoj biologiji 2“ je Tematski zbornik u kome su objedinjeni rezultati fundamental-
nih i primenjenih istraživanja u molekularnoj biologiji ostvarenih u našoj zemlji u prethodnoj godini.
Кorišćenjem najnovijih metodoloških pristupa u ovoj oblasti, ali i bioinformatičkih i drugih softverskih alata,
postignut je značajan napredak u dijagnozi i primeni novih strategija lečenja mnogih bolesti, forenzičkim
analizama, razvoju novih lekova. Ovaj sveobuhvatni prikaz istraživanja, koja se aktivno sprovode u naučnim
institutima i na fakultetima u Srbiji, doprinosi saznanjima o značaju koji molekularna biologija ima kako u
humanoj i veterinarskoj medicini, poljoprivredi, farmaciji, tako i u razvoju biotehnologije, očuvanju životne
sredine i biodiverziteta. 

Poseban doprinos Zbornika se ogleda u tome što se u njemu nalaze aktuelni podaci o dostupnosti
navedenih savremenih metodologija, čime se otvaraju realne mogućnosti za uspostavljanje novih saradnji
među istraživačima, kao i u uspostavljanju inter- i multi-disciplinarnosti i daljem razvoju nauke u Srbiji.

Dr Gordana Nikčević, naučni savetnik
Institut za molekularnu genetiku i genetičko inženjerstvo, Univerzitet u Beogradu 
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Geni-modifikatori β-talasemijskih sindroma – novi terapijski pristupi

Milena Ugrin
Laboratorija za molekularnu biomedicinu, Institut za molekularnu genetiku i genetičko inženjerstvo, 
Univerzitet u Beogradu, Beograd, Srbija
Kontakt: milena.ugrin@imgge.bg.ac.rs

Apstrakt

β-talasemijski sindromi predstavljaju veoma heterogenu grupu naslednih oboljenja hemoglobina
koje odlikuje poremećena sinteza β-globinskog lanca. Kliničke manifestacije β-talasmijskih sindroma va-
riraju od asimptomatskog do teškog oblika ovih oboljenja koje odlikuje zavisnost pacijenata od čestih
transfuzija. Velika fenotipska varijabilnost karakteristična za β-talasemije koja se najčešće ne može objasniti
samo različitim alelskim varijantama unutar β-globinskog gena, usmerila je istraživanja ka genima modi-
fikatorima ovih sindroma. Naime, smatra se da bilo koji faktor koji dovodi do smanjenja disbalansa između
α - i β-globinskih lanaca predstavlja potencijalo važan modifikator β-talasemijskih sindroma. Tako, sinteza
fetalnog hemoglobina i u adultnom dobu, delimično ublažava kliničku sliku jer se nedostatak funkciona-
lnog β-globinskog lanca kompenzuje viškom fetalnih, γ-globinskih lanaca. Brojne GWAS studije ukazale su
na postojanje varijanti i van β-globinskog genskog lokusa koje utiču na ekspresiju γ-globinskih ili stabil-
nost α-globinskih lanaca, a samim tim i na fenotip β-talasemijskih sindroma (HBS1-MYB, BCL11A, AHSP,
FoP, KLF1).

Do skora, transplantacija kosne srži je bio jedini vid terapije β-talasemijskih sindroma, međutim usled
visoke stope morbititeta i mortaliteta ove vrste terapije, alternativne strategije kao što su genska terapija
i razvoj indukovanih pluripotentnih stem ćelija se ubrzano razvijaju. 

Cilj genske terapije β-talasemijskih sindroma je indukcija produkcije β- ili γ-globinskih lanaca kao i
smanjenje α/β disbalansa u eritrocitima. Za transfer gena u genskoj terapiji koriste se različite vrste vektora,
kako ne-virusni, tako i virusni. Napredak na polju razvoja različitih vrsta vektora, transdukcije humanih
stem i progenitor ćelija, kao i različitih metoda editovanja samih gena, daje nadu da će u bliskoj budućnosti
genska terapija biti terapija izbora za β-talasemijske sindrome. 

Ključne reči: β-talasemijski sindromi, sekundarni geni modifikatori, genska terapija, iPSC
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Gene modifiers in β-thalassemia syndromes – a new therapy approach

Milena Ugrin
Laboratory for Molecular Biomedicine, Institute of Molecular Genetics and Genetic Engineering 
University of Belgrade, Belgrade, Serbia
Correspondence: milena.ugrin@imgge.bg.ac.rs 

Abstract

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

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

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

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

Kvalitativne hemoglobinopatije, koji se najčešće nazivaju hemoglobinskim varijantama ili strukturnim
hemoglobinopatijama, posledica su varijacija u aminokiselinskoj sekvenci molekula hemoglobina. Karak-
terišu se prisustvom normalne količine mutiranih globinskih polipeptida, koji doprinose formiranju molekula
hemoglobina izmenjenih fizičkih i hemijskih svojstava. 

Kvantitativni hemoglobinski poremećaji posledica su odsustva ili smanjene sinteze jednog ili više
polipeptidnih lanaca i označavaju se terminom “talasemije”. Talasemije se obično klasifikuju prema tipu glo-
binskog lanca koji nedostaje i uključuje dva najčešća oblika ovog oboljenja - α-talasemiju i β-talasemiju.
Pored ova dva oblika talasemijskih poremećaja, treba napomenuti da su definisane i druge vrste talasemija
kao što su δ-, δβ- i γδβ-talasemije.

U praksi, međutim, granica između kvalitativnih i kvantitativnih hemoglobinopatija nije tako stroga.
Naime, pokazano je da postoje hemoglobinske varijante (Hb E, Hb Lepore, Hb Constant Spring) čiji se iz-
menjeni polipeptidi sintetišu i u smanjenoj meri, te stoga predstavljaju talasemijski poremećaj. Usled ovakvih
otkrića uveden je pojam “talasemijski sindromi” koji obuhvata sve nasledne anemije koje se karakterišu de-
fektom u sintezi jednog ili više globinskih lanaca hemoglobinskog tetramera (1).

β-talasemijski sindromi

β-talasemijski sindromi su jedni od najčešćih autozomalno recesivnih naslednih oboljenja, sa visokom
učestalošću u populacijama Mediterana, Bliskog istoka, Centralne Azije, Indijskog podkontinenta i Dalekog
istoka (2). Karakterišu se odsustvom (β0-talasemije) ili smanjenom sintezom (β+-talasemije) β-globinskog
lanca adultnog hemoglobina (HbA; α2β2). Rezultat ove izmenjene sinteze globinskih lanaca je smanjena
produkcija funkcionalnog tetramernog hemoglobina što dovodi do hipohromije (smanjen udeo hemoglo-
bina u eritrocitima) i mikrocitoze (smanjena veličina eritrocita). Takođe, višak slobodnih α-globinskih lanaca
precipitira u prekursorima eritrocita u kosnoj srži, kao i u crvenim krvnim zrncima u cirkulaciji što rezultira
kraćim životnim vekom samih eritrocita a samim tim vodi ka neefikasnoj eritropoezi i hemolitičkoj anemiji
(3). 

Kliničke manifestacije anemije izazvane β-talasemijama variraju od talasemije major, teškog oblika ovog
oboljenja koje se karakteriše kontinuiranom potrebom za transfuzijom krvi, do blage, neprogresivne ta-
lasemije minor. Talasemija intermedija predstavlja srednje težak poremećaj kod kog ne dolazi do značajnog
smanjenja sinteze odgovarajućeg globinskog lanca i karakteriše se velikom fenotipskom varijabilnošću (4). 

β-globinski genski lokus

Adultni β-globinski gen (HBB) lociran je u okviru β–globinskog genskog lokusa smeštenog na terminal-
nom delu kraćeg kraka hromozoma 11 (11p15.5) i proteže se preko 70 kb. Ovaj klaster globinskih gena, pored
HBB gena, sadrži jedan pseudogen (ψβ pseudogen) kao i još četiri funkcionalna globinska gena: ε gen, koji
kodira embrionalni globinski lanac, gene Gγ (HBG2) i Aγ (HBG1), koji kodiraju fetalne, γ–globinske lanace i δ-
globinski gen (HBD) koji kodira istoimeni adultni globinski lanac. Redosled ovih pet funkcionalnih globinskih
gena u klasteru β-globinskih gena odgovara radosledu njihove ekspresije tokom ontogenetskog razvića (5).
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Uzvodno od β-globinskog lokusa, na udaljenosti 6-20 kb od ε-globinskog gena, nalazi se LCR (eng. Locus
Control Region), regulatorni region koji sadrži 5 DNAza 1 hipersenzitivnih mesta (HS) (Slika 1). Zajedno sa 5’ i
3’ HS, LCR igra odlučujuću ulogu u ekspresiji svih β-globinskih gena održavajući hromatin u otvorenom stanju,
sa jedne strane, i delujući kao veoma jak enhanser transkripcije globinskih gena, s druge strane. Uloga poje-
dinačnih hipersenzitivnih mesta još uvek nije u potpunosti poznata, mada su istraživanja pokazala da su HS2
i HS3 veoma važni u procesima transkripcije, te da delecija nekog od ovih hipersenzitivnih mesta dovodi do
smanjene transkripcije za oko 30% (4, 6).

Tokom fetalnog razvića i prvih šest meseci života čoveka, u okviru β-globinskog genskog lokusa dolazi
do veoma složenog obrasca geneske ekspresije koji se naziva hemoglobinski “switch”. Naime, tokom ranog
razvića dolazi do povećane ekspresije embrionalnog globinskog gena, a kasnije, tokom fetalnog razvića, ak-
tiviraju se geni neophodni za sintezu γ-globinskih polipeptidnih lanaca (HBG1; HBG2). Ovi γ-globinski lanci,
zajedno sa α-globinskim lancima, formiraju tetramer fetalnog hemoglobina (HbF; α2γ2). Ubrzo nakon rođenja
dolazi do molekulskog “switch”-a, odosno dolazi do prestanka sinteze γ-globinskih lanaca i početka produk-
cije β-globinskih lanaca a fetalni hemoglobin biva zamenjen adultnim, HbA hemoglobinom (7, 8).

Geni modifikatori β-talasemijskih sindroma 

β-talasemija je uzrokovana jednom od preko od 300 tačkastih mutacija ili, ređe, delecija koje pogađaju
sam HBB gen ili okolne sekvence (9). Međutim, genotipska varijabilnost u datom lokusu često nije dovoljna
da bi objasnila veliku fenotipsku varijabilnost koja se javlja kod pacijenata sa istim genotipom (10). Ovakva
klinička varijabilnost karakteristična za β-talasemijske sindrome usmerila je istraživače ka proučavanju
genetičkih modifikatora datih oboljenja što bi potencijano moglo dovesti do razvoja specifičnih i de-
lotvornijih terapijskih pristupa (11). Genetički modifikatori mogu delovati na tri nivoa: primarni, sekunarni
i tercijarni.

Primarni modifikatori se obično odnose na vrstu mutacije koja pogađa sam β-globinski gen. Lokacija
mutacija u različitim funkcionalnim regionima  gena određuje težinu kliničke slike, pa su tako mutacije i
podeljenje na mutacije koje utiču na transkripciju β-globinskog gena (promotorske i 5’ UTR mutacije), mu-
tacije koje utiču na obradu β-globinske iRNK (mutacije koje menjaju mesta iskrajanja, mutacije koje kreiraju
alternativna mesta iskrajanja, 3’ UTR mutacije) i mutacije koje utiču na iRNK translaciju (“nonsense”,
“frameshift”, mutacije inicijacionog kodona) (2). Mutacije koje utiču na transkripciju uglavnom rezultuju min-

Slika 1. Struktura β-globinskog genskog klastera. 
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imalnim deficitom β-globinskog lanca i reflektuju se u relativno blagom fenotipu. Tako mutacija C>T na
poziciji -101 uzvodno od početka transkripcije β-globinskog gena dovodi do veoma blagog deficita β-glo-
bina, u tolikoj meri da je asimptomatski kod heterozigota sa normalnim nivoom HbA2 (α2δ2) (4). Mutacije
koje utiču na obradu β-globinske iRNK pogađaju kako donorsko i akceptorsko mesto u intronima, tako i
konsenzusne sekvence koje okružuju ova mesta. Mutacije koje dovode do promene u sekvenci donorskog
i akceptorskog mesta iskrajanja onemogućavaju sintezu funkcionalne iRNK tako da se β-globinski lanci
uopšte ne sintetišu i dolazi do β0-talasemije. S druge strane, mutacije koje pogađaju konsenzus sekvence
koje se nalaze oko donorskog i akceptorskog mesta iskrajanja smanjuju efikasnost normalnog iskrajanja od
70% do 95% i dovode do β+-talasemije (5). Drugi tip mutacija u okviru ovih konsenzus sekvenci favorizuje
obradu na “pogrešnim” tj. kriptičnim mestima iskrajanja. Iskrajanje iRNK na ovim mestima dovodi do pro-
dukcije nefunkcionalne iRNK što rezultira fenotipom β+-talasemije. Do blaže kliničke slike β-talasemije
dovode i mutacije u okviru CAP regiona, kao i mutacije koje utiču na poliadenilaciju (12). Mutacije koje
narušavaju translaciju iRNK bilo u fazi inicijacije ili elongacije, povezane su sa fenotipom β0-talasemije. Većina
ovih poremećaja rezultat su uvođenja novog terminacionog kodona usled promene okvira čitanja ili kao
posledica nonsense mutacija i gotovo kod svih dolazi do terminacije u okviru prvog ili drugog egzona (13). 

Sekundarni modifikatori uključuju varijante u genima koji utiču na balans α/β-globinskih lanaca kao
što su α- i γ-globinski geni, kao i varijante u genima uključenim u ekspresiju γ-globinskih gena (HBS1-MYB,
BCL11A, KLF1, C1orf77) i stabilnost α-globinskih lanaca (AHSP). Ovi modifikatori obuhvataju gene kako u
okviru globinskih genskih lokusa, tako i van njih. Poslednjih godina brojna istraživanja su usmerena ka
proučavanju sekundarnih genskih modifikatora kao faktora koji dovode do blaže kliničke slike β-talasemi-
jskih sindroma. Naime, nastavak sinteze fetalnih, γ-globinskih polipeptida, a samim tim i fetalnog hemo-
globina (HbF) kod adulta, delimično ublažava kliničku sliku β-talasemijskih sindroma jer se nedostatak
funkcionalnog β-globinskog lanca kompenzuje viškom γ-globinskih lanaca. Ova činjenica je iskorićena pri
razmatranju sekundarnih modifikatora kao potencijalnih targeta genske terapije β-talasemijskih sindroma
(14).

Tercijarni modifikatori predstavljaju varijante u genima koje utiču na komplikacije izazvane β-ta-
lasemijskim sindromima kao što su hiperbilirubinemija, progresivna osteoporoza i osteopenija, trombofil-
ija, kardiopatije i bubrežna oboljenja (15-17). Hiperbilirubinemija i sklonost ka nastajanju kamena u žuči je
uobičajena komplikacija kod pacijenata sa β-talasemijom i rezultat je ubrzane hemolize eritrocita pri čemu
je bilirubin produkt razlaganja hemoglobina. Proučavanja su pokazala da su nivoi bilirubina i pojavljivanje
kamena u žuči kod β-talasemija povezani sa polimorfnom varijantom (7 TA ponovaka) u promotorskom re-
gionu gena za uridin-difosfat – glukoniltransferazu 1A (UGT1A), što se još naziva i Žilberov sindrom.
Pokazano je da je (TA)7 varijanta povezana sa povišenim nivoom bilirubina i kod anemije srpastih ćelija i
drugih hemolitičkih anemija (18-20).

Progresivna osteoporoza i osteopenija je još jedna uobičajena komplikacija koja se sreće kod mlađih
pacijenata sa β-talasemijom (21). Lokusi za koje se pretpostavlja da čine genetičku osnovu formiranja koš-
tane mase uključuju gen za receptor za estrogen, gen za receptor vitamina D (VDR; vitamin D receptor, eng.),
gen za kolagen tipa a1 i a2 (COLA1, COLA2) kao i gen za transformišući faktor rasta β1 (TGFβ1) (13). Talasemija
je praćena i hiperkoagulacionim stanjem (22). Genetički faktori rizika za tromboze, kao što su mutacije u
genu za Faktor V, Faktor II i metilentetrahidrofolat reduktazu (MTHFR), mogu značajno da doprinesu pojavi
i oštećenjima nastalim usled pojave trombotičkih insulta a samim tim i fenotipu β-talasemijskih sindroma
(23).
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Sekundarni geni modifikatori β-talasemijskih sindroma

Geni modifikatori u okviru globinskih genskih lokusa

α-globinski geni

Klaster α–globinskih gena sadrži tri funkcionalna gena: gen ζ, koji kodira ζ–globinske lance i koji se ek-
sprimira u embrionalnom stadijumu razvitka čoveka, i gene α2 i α1 (HBA1 i HBA2) koji kodiraju α–globinski
polipeptid od početnih faza gestacije i kasnije kroz čitav život. U lokusu α–globinskih gena locirana su i tri
pseudogena (pseudo ζ, pseudo α2 i pseudo α1 geni), kao i θ-gen, identifikovan na samom 3’ kraju lokusa,
nepoznate funkcije (24). Iako se sa α-globinskih gena prepisuju identični adultni α-globinski lanci, HBA2 gen
je i do 3 puta aktivniji od HBA1 gena, te se sa njega sintetiše i više polipeptidnih lanaca (25). Kao i β-ta-
lasemije, α-talasemije se odlikuju odsustvom (α0-talasemija) ili smanjenom sintezom (α+-talasemija) α-glo-
binskih lanaca što dovodi do disbalansa između globinskih peptidnih lanaca. Većina α-talasemija izazvana
je velikim delecijama koje obuhvataju jedan ili oba α-globinska gena na istom hromozomu (26).   

U mnogim populacijama u kojima je β-talasemija veoma zastupljena, α-talasemija se takođe javlja sa vi-
sokom učestalošću što kao rezultat ima konasleđivanje oba ova oboljenja. U takvim slučajevima, homozigo-
ti ili složeni heterozigoti za β-talasemijske varijante će imati blažu kliničku sliku jer će imati i manje
nesparenih α-globinskih lanaca. Naime, fenotip β-talasemijskih sindroma zavisi kako od tipa mutacije koja
pogađa sam HBB gen, tako i od broja funcionalnih α-globinskih gena. Tako pacijenti kod kojih je detekto-
vana varijanta u HBB genu u homozigotnom obliku, a pri tome imaju samo jedan funcionalni α-globinski
gen, prikazuju fenotip β-talasemije intermedije. Suprotno tome, ukoliko pacijent sa heterozigotnom mu-
tacijom u HBB genu sintetiše višak α-globinskih lanaca usled duplikacije jednog od HBA gena, dolazi do po-
jave β-talasemije intermedije umesto do očekivane talasemije minor (27).  

γ-globinski geni

Kao što je rečeno ranije, nakon ekspresije embrionalnih globinskih gena, γ-globinski geni koji kodiraju
polipeptidne lance fetalnog hemoglobina (HbF) se sintetišu tokom perioda gestacije. Ubrzo nakon rođenja,
γ-globinski lanci se zamenjuju β-globinskim lancima adultnog hemoglobina (HbA). Ovaj kompleksan pro-
ces genske ekspresije globinskih gena je klinički veoma važan obzirom da nastavak ekspresije γ-globinskih
gena ili njihova reaktivacija može ublažiti fenotip β-talasemijskih sindroma (7, 8).

Nasledno prisustvo fetalnog hemoglobina (eng. Heredetery persistence of fetal hemoglobin - HPFH) je
poremećaj koji se manifestuje nastavkom sinteze fetalnih, γ-globinskih polipeptida, a samim tim i fetalnog
hemoglobina (1.6-30%) i kod adulta. Opisana su dva glavna tipa HPFH sindroma - pancelularni tip HPFH, koji
se karakteriše veoma visokim nivoom sinteze HbF i njegovom uniformnom distribucijom u svim ćelijama cr-
vene loze; i heterocelularni tip HPFH, koji je rezultat genetski determinisanog povećanja broja eritrocita koji
sintetišu fetalni hemoglobin (F ćelije) (28, 29). Pancelularni tip HPFH se dalje može podeliti u dve klase i to
prvu, koja nastaje kao posledica delecija i drugu, u čijoj osnovi leže tačkaste mutacije. 

Delecione forme pancelularnog tipa HPFH posledica su velikih delecija unutar β-globinskog lokusa koje
obuhvataju δ- i β-globinske gene i deo intergenskog regiona između γ- i δ-globinskih gena. Objašnjenje koje
se može ponuditi za povećanu ekspresiju i pancelularnu distribuciju HbF kod ovih sindroma je činjenica da
ovakvi genski rearanžmani dovode udaljene enhansere u blizinu γ-globinskih gena, te da dolazi do inter-
akcije pozitivnih regulatora ovih gena sa dodatnim enhenserom (30, 31).
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Nedelecione forme HPFH su najčešće rezultat zamene jedne baze u promotorima γ- globinskih gena
(28). Ovakve tačkaste mutacije javljaju se u okviru mesta vezivanja transkripcionih faktora i uglavnom su
grupisane u tri regiona - oko pozicija -114 do -117, na poziciji -175, i na pozicijama od -195 do -202 nuk-
leotida (32). Region na poziciji -117 je distalni CCAAT blok, koji vezuje opšte CP1 i CDP transkripcione fak-
tore i eritroidno-specifične GATA-1 i NF-E3. Mutacije u ovom regionu dovode do slabije interakcije CCAAT
bloka i eritroidno-specifičnih transkripcionih faktora (33). Region u kome se nalazi mutacija g.-175T>C sadrži
vezivna mesta za GATA-1 transkripcioni factor, dok mutacije koje pogađaju region od -195 do -202 nuk-
leotida utiču na afinitet vezivanja Sp1 transkripcionog faktora (34).

Heterocelularni tip HPFH često je posledica mutacija van β-globinskog genskog lokusa. Pacijenti koji se
karakterišu ovim sindromom sadrže veliki broj F ćelija u adultnom periodu života, dok je nivo HbF je obično
znatno niži nego kod pancelularnog tipa HPFH (30). U nekim slučajevima, povišen nivo fetalnog hemoglo-
bina javlja se kod zdravih pojedinaca, dok se kod drugih, povišena sinteza HbF detektuje tek u uslovima er-
itroidnog stresa karakterističnim za β-talasemijske sindrome (30, 31).     

Jedna od najčešćih genetičkih varijanti koja svoj efekat ispoljava u uslovima eritroidnog stresa je i XmnI-
γG (g.-158 C>T) varijanta. Naime, klinička ispitivanja su pokazala da, u uslovima hematopoetskog stresa, kao
što je slučaj kod homozigotne β-talasemije i anemije srpastih ćelija, prisustvo XmnI polimorfizma dovodi
do povećanja ekspresije HbF (35). Međutim, povišen nivo HbF usled prisustva ove varijante je umeren i u
nekim slučajevima ne može objasniti veliku fenotipsku varijabilnost β-talasemijskih sindroma (36). Takođe
treba pomenuti i HBG1:g.-225_-222delAGCA varijantu, deleciju u promotorskom regionu Aγ-globinskog
gena za koju je pokazano da utiče na ekspresiju ovog fetalnog globinskog gena samo u uslovima eritroid-
nog stresa (37).  

Geni modifikatori van globinskih genskih lokusa

Brojni transkripcioni faktori su uključeni u regulaciju ekspresije γ-globinskih gena (Slika 2).
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Slika �. Transkripcioni faktori uključeni u regulaciju ekspresije γ -globinskih gena. Linijom sa strelicom na kraju označena je pozitivna regulacija (aktivacija). Lin-
ije sa kvadratićem na kraju označavaju negativnu regulaciju (represiju). Isprekidana linija označava nejasnu interakciju. Linija sa strelicama na oba kraja označava uze-
jamnu regulaciju.



HBS1L-MYB intragenski region

Varijante u HBS1L-MYB intergenskom regionu doprinose sa više od 20% varijacijama u nivou HbF, de-
tektovanim u zdravim populacijama u Evropi. Većina ovih varijanti javljaju se u okviru segmenta dugog 79
kb i raspoređene su u tri bloka koja su obeležena kao HMIP 1, 2 i 3 (eng. HBS1L-MYB intergenic polymorphism
– HMIP). Genetičke varijante koje pokazuju najveći efekat na nivo HbF locirane su u okviru 24 kb dugog re-
giona HMPI 2 bloka. Polimorfizmi za koje je pokazana asocijacija sa nivoom HbF uključuju, između ostalih,
polimorfizme rs9399137, rs28384513 i rs4895441 (38, 39).

Mehanizam koji omogućava ovim genetičkim varijantama da utiču na nivo HbF još uvek nije u pot-
punosti razjašnjen, ali rezultati brojnih studija ukazuju da se ovaj biološki efekat ostvaruje preko regulacije
okolnih gena, tj. HBS1L i MYB gena. Naime, pokazano je da ovaj inetergenski region ima ulogu regulatornog
elementa na šta ukazuje postojanje mesta vezivanja transkripcionih faktora kao što je GATA-1 (39). Smatra
se da ovaj regulatorni region kontroliše ekspresiju MYB gena koji kodira eritroidni transkripcioni faktor, što
dalje utiče na eritroidnu diferencijaciju i, indirektno, na nivo HbF. Naime, MYB transkripcioni faktor igra važnu
ulogu u procesima ćelijske proliferacije i diferencijacije i predstavlja negativni regulator ekspresije HbF preko
kog brojni drugi faktori, kao što su mikro RNK (miR-15a i miR-16-1) mogu uticati na nivo fetalnog hemo-
globina (40, 41). 

Lokus u kome se nalazi HBS1L-MYB intragenski region (6q22–23) sadrži i druge potencijalne gene kan-
didate koji učestvuju u regulaciji sinteze HbF. Oni uključuju PDE7B gen (eng. Phosphodiesterase 7), MAP3K5
gen (eng. Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 5) kao i PEX7 gen (eng. Peroxisomal biogeneses fac-
tor 7) (42). Istraživanja su pokazala da se kratki tandemski ponovci u u promotoru MAP3K5 gena, kao i in-
tronske varijante kako u MAP3K5, tako i u PDE7B genu mogu dovesti u vezu sa smanjenim HbF nivoom a time
i sa težom kliničkom slikom β-talasemijskih sindroma (43). Iako uloga MAP3K5 proteina kao prenosnika sig-
nala kroz citoplazmu, u eritropoezi nije u potpunosti jasna, PDE7B gen bi mogao biti uključen u regulaciju
fetalnog hemoglobina vezujući se za cAMP kao inhibitor γ-globinske genske ekspresije (44).   

BCL11A gen

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

U GWAS studijama ustanovljeno je postojanje veze između genetičkih varijanti u okviru BCL11A gena i
nivoa HbF u različitim populacijama (46). Tačnije, oko 15% ukupne varijabilnosti u nivou HbF moglo se prip-
isati polimorfizmima nađenim u drugom intronu BCL11A gena, kao što su rs11886868 i rs4671393 (36, 38).
Daljim istraživanjima ustanovljeno je da je BCL11A represor γ-globinskih gena koji se ne vezuje direktno za
promotorski region ovih gena, već za LCR, kao i za intergenski region između Aγ- i δ-globinskog gena, za koji
je već pokazana asocijacija sa γ-globinskom genskom represijom (47, 48). Svoju represorsku ulogu BCL11A
verovatno ostvaruje u interakciji sa brojnim transkripcionim faktorima kao što su jedarni deacetilazni kom-
pleks (NuRD), eritroidni transkripcioni faktori, GATA-1 i FOG-1, kao i SOX6 za koga je pokazano da deluje kao
represor embrionalnih globinskih gena kod miša (49).

Tvrdnja da BCL11A deluje kao represor γ-globinskih gena leži i u činjenici da je nivo ekpresije BCL11A
gena u adultnom stupnju viši u odnosu na nivo ekspresije ovog gena u fetalnom stupnju razvića (49, 50). Kao
direktni represor fetalnih globinskih gena, BCL11A je prvi genetički i biohemijski potvrđen faktor koji
učestvuje u molekulskom “switch”-u globinskih gena. Kao takav, ovaj transkripcioni faktor predstavlja po-

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.
.

.

��

Tr
en

do
vi

 u
 m

ol
ek

ul
ar

no
j b

io
lo

gi
ji



tencijalni terapeutski target protein za indukciju HbF (36). Međutim, obzirom da BCL11A funkcioniše kao
transkripcioni faktor i u neeritroidnim ćelijama, novije studije su prepoznale eritroidne BCL11A enhansere
koji se nalaze u drugom intronu BCL11A gena, kao potencijalne targete u genskoj terapiji β-talasemijskih sin-
droma. Na ovaj način bi promene u sekvenci drugog introna BCL11A gena imale uticaj na ekpresiju ovog
gena isključivo u eritroidnim ćelijama (51). 

GWAS studije pokazale su da varijante u okviru HBB, HSB1L- MYB i BCL11A gena mogu objasniti oko 50%
varijacija u nivou HbF, ukazujući na postojanje dodatnih faktora koji utiču na produkciju fetalnih globinskih
gena, odnosno sintezu fetalnog hemoglobina (38, 46, 52, 53). Neki od ovih faktora mogu biti regulatori ek-
spresije β-globinskih gena (KLF1), proteini odgovorni za stabilnost α-globinskih gena (AHSP) ili faktori
uključeni u epigenetičku regulaciju ekspresije fetalnih globinskih gena (FoP).

KLF1 gen

Eritroidni Kruppel-Like Faktor, KLF1 (EKLF), ključni je eritroidno-specifični transkripcioni faktor koji se
vezuje za CACCC motiv, važan regulatorni element mnogih eritroidnih gena, uključujući BCL11A i β-globin-
ski gen (54). Vezivanje KLF1 transkripcionog faktora za ove motive ostvaruje se preko tri DNK vezujuća dom-
ena koji su neophodni za aktivaciju KLF1 taget gena. KLF1 takođe sadrži i prolinom bogat transaktivacioni
domen preko koga ovaj transkripcioni factor vrši specifičnu aktivaciju HBB, direktno se vezujući za promo-
tor ovog globinskog gena (55, 56). Ovaj transaktivacioni domen sastoji se od inhibitornog (AK 195-291) i
aktivacionog (AK 20-124) domena. Ovaj minimalni aktivacioni region interaguje sa brojnim ćelijskim pro-
teinima uspostavljajući, na taj način, optimalan aktivacioni potencijal. S druge strane, inhibitorni region
funkcioniše tako što onemogućava efikasno vezivanje DNK vezujućeg domena za specifičnu DNK sekvencu
(57). 

Mutacije koje utiču na pomenute funkcije KLF1 transkripcionog faktora bi potencijalno mogle da utiču
i na ekspresiju globinskih gena.

Učestalost KLF1 varijanti kreće se od 0.0004% to 37% u različitim populacijama (58-60). Ove varijante
uključuju kako retke, tako i učestale promene u okviru KLF1 gena i u zavisnosti od njihove lokalizacije, fe-
notipa koji izazivaju i uticaja koji imaju na transkripciju, mogu se podeliti u jednu od četiri klase varijanti
(61). 

Klasu 1 čine varijante koje predstavljaju neutrane polimorfizme kao što je varijanta p.Ser102Pro. Vari-
jante koje pripadaju varijantama klase 2 uključuju „missense“ mutacije u DNK-vezujućem domenu i rezulti-
raju KLF1 transkripcionim faktorom izmenjenog afiniteta vezivanja target sekvenci. Ove varijante doprinose
mnogo blažem fenotipu od varijanti klase 3 koje uključuju „frameshift“ i mutacije koje uvode terminacioni
kodon. Klasa 4 obuhvata grupu varijanti koje menjaju visoko konzervirana mesta u okviru DNK vezujućeg
domena i dovode do veoma patološki ozbiljne kongenitalne diseritropoetske anemije (eng. Congenital
dyserythropoietic anaemia - CDA). Varijante koje pripadaju klasi 2, 3 i 4 su fatalne u homozigotnom stanju te
se sreću isključivo u heterozigotnom obliku (62).  

Direktna asocijacija mutacija u okviru KLF1 gena sa regulacijom sinteze hemoglobina ustanovljena je od
strane Borg et al. (54) koji su pokazali da tačkasta mutacija u KLF1 genu (p.K288X) u potpunosti ukida funkciju
DNK vezujućeg domena, na taj način onemogućavajući ulogu KLF1 kao transkripcionog faktora. Kao posled-
ica, dolazi do smanjene ekspresije BCL11A gena, odnosno do smanjene sinteze BCL11A, represora fetalnih
globinskih gena, što u krajnjem vodi ka povišenom nivou HbF (54, 63). Rezultati studije o prvoj KLF1 pro-
motorskoj mutaciji takođe idu u prilog činjenici da je KLF1 važan regulator nivoa HbF. Naime, pokazano je
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da ova KLF1:g.-148G>A varijanta dovodi do smanjene transkripcije KLF1 gena, čime se donekle može ob-
jasniti detektovan HPFH fenotip (64, 65).    

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

AHSP

αHb stabilišući protein (eng. αHb-stabilizing protein – AHSP) je eritroidno specifičan protein sa važnom
ulogom u procesima eritropoeze. Naime, ovaj protein uključen je u savijanje, stabilizaciju i transfer α-glo-
binskih lanaca prilikom formiranja tetramera hemoglobina. AHSP specifično vezuje brojne forme α-globina,
uključujući “apo” formu (ne sadrži hem) i α-hemoglobin (α-globin sa hemom). Njegova uloga kao speci-
fičnog molekuarnog šaperona koji vezuje α-globinske lanace hemoglobina sprečavajući, na taj način, pre-
cipitaciju istih, ukazuje da bi izmenjena ekspresija AHSP gena ili funkcija samog proteina mogla imati uticaj
i na fenotip β-talasemijskih sindroma (69-71). Međutim, rezultati brojnih studija o ulozi AHSP kao gena modi-
fikatora β-talasemijskih sindroma su kontradiktorna. Naime, dok su pojedina istraživanja pokazala da je
smanjena ekspresija datog gena povezana sa težom kliničkom slikom β-talasemija (72, 73), drugi tvrde da
AHSP ne predstavlja gen modifikator ovih oboljenja (74, 75). Međutim, postoji mogućnost da retke mutacije
koje dovode do gubitka funkcije AHSP gena ili različiti epigenetiči faktori mogu imati uticaj na fenotp već
postojeće β-talasemije (70, 74).   

FoP protein

FoP (eng. Friend of Prmt1) je mali ariginin/glicin bogat protein kodiran od strane C1orf77 gena. Ovaj pro-
tein, kroz interakciju sa proteinom PRMT1, uključen je u regulaciju transkripcije globinskih gena preko his-
tonske metilacije (76). Istraživanja su pokazala je FoP ključan modulator nivoa HbF jer potpuno ukidanje
njegove ekspresije dovodi do povećanog nivoa ekspresije γ-globinskih gena. Iako nije u potpunosti jasno
kako FoP reguliše ekspresiju fetalnih globinskih gena, pretpostavlja se da se njihova indukcija vrši kroz mod-
ulaciju SOX6, kofaktora BCL11A transkripcionog faktora. Rezultati ovakvih istraživanja ukazuju na FoP kao
novi potencijalni terapeutski target kako β-talasemijskih sindroma, tako i drugih hemoglobinopatija (77).  

Genska terapija

Uprkos velikim naporima na polju razvoja terapijskih tretmana β-talasemijskih sindroma, uključujući
transfuziju i terapiju određenim lekovima, izlečenje ovih oboljenja do skora je bilo moguće samo prilikom
alogene transplantacije hematopoetskih matičnih ćelija (78). Međutim, ova vrsta terapije dostupna je samo
malom broju pacijenata sa β-talasemijom i karakteriše se visokom stopom mortaliteta i morbiditeta (79). Kao
odgovor nauke na ova ograničenja i potrebom za trajnim rešenjem, proizašla je ideja o transferu terapeut-
skih gena koristeći autologne hematopoetske stem ćelije kao potencijalna terapija β-talasemijskih sindroma.

Hematopetske matične ćelije, kao targeti genskog transfera, izdvajaju se iz koštane srži ili periferne krvi
samog pacijenta, podležu in vitro genetičkim modifikacijama i, nakon kondicione hemoterapije pacijenta,
vraćaju se u “domaćina” (80).

Cilj genske terapije β-talasemijskih sindroma je indukcija produkcije β- ili γ-globinskih lanaca, smanjenje
količine slobodnih α-globinskih lanaca, kao i smanjenje α/β disbalansa u eritrocitima (81). Napredak na polju
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razvoja različitih vrsta vektora, transdukcije humanih stem i progenitor ćelija, kao i različitih metoda editovanja
samih gena, daju nadu da će u skoroj budućnosti genska terapija biti moguća terapija izbora za β-talasemijske
syndrome (81). 

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

Ne-virusni vektori

Naznaka da je genska terapija potencijalna terapija i talasemijskih sindroma, proizašla je iz istraživanja
o supresor tRNK (83). U datoj studiji, tRNALys gen konvertovan je u amber-supresorski gen mesto-speci-
fičnom mutagenezom antikodona. Kao rezultat dobijena je tRNK koja je suprimirala UAG amber mutaciju u
RNK β0-talasemija usled čega dolazi do produkcije funkcionalnog β-globinskog polipeptida. Uprkos
obećavajućim rezultatima ove vrste terapije, ona bi bila ograničena isključivo na β0-talasemijske sindrome,
a ova supresor tRNK bi uticala na proces terminacije sinteze wt proteina što tRNK ne čini dobrim kandidat
genima za upotrebu u genskoj terapiji. 

Kao mogući pristup genske terapije lečenju hemoglobinskih oboljenja, iskorišćena su i katalitička svo-
jstva ribozoma da vrše izmenu defektne iRNK koja se prepisuje sa mutiranog β-globinskog gena (84). Naime,
iskorišćena je mogućnost trans-iskrajanja određene grupe ribozoma kako bi se mutirani β-globinski tran-
skript preveo u RNK koja kodira γ-globinske polipeptidne lance. Na ovaj način mutirani adultni globinski
gen zamenjuje se genom koji kodira fetalne globinske lance. Ovaj pristup genskoj terapiji, iako perspekti-
van, ukazao je na postojanje mnogih nedostataka kao što su dugotrajan efekat terapije koja je usmerena na
proizvod transkripcije a ne mutirani gen (85).

Za razliku od ne-virusnih vektora, virusni vektori su pokazali veću efikasnost prilikom transfera gena
obzirom da ne zahtevaju uslove transfera koji nepovoljno utiču na osetljive hematopoetske matične ćelije,
kao što je elektroporacija (86).    

Virusni vektori

Retrovirusni vektori

Među prvim virusnim vektorima koji su korišćeni za transfer humanog β-globinskog gena u mišije he-
matopetske matične ćelije, bili su γ retorovirusi (γRV). Ovi viralni vektori konstruisani su tako što su geneti-
čki elementi neophodni za patogenost i replikaciju zamenjeni željenim transgenom (87).

γRV vektori sadrže intaktne duge terminalne ponovke (eng. long terminal repeats – LTR) koji sadrže U5,
R i region U3 velike promotorske aktivnosti koji služi za reverznu trnskripciju i inkoroporaciju virusnog ge-
netskog materijala u ćeliju domaćina (Slika 3) (86). Prvi pokušaji transfera β-globinskog gena u mišije he-
matopetske matične ćelije pomoću ovih vektora, rezultirale su niskim nivoom ekspresije datog β-globinskog
gena. Uvođenjem LCR regiona u γRV vektore, prevaziđen je problem smanjene ekspresije transgena ali ne
i varijabilnost u nivou ekspresije koja zavisi od mesta insercije transgena (85). Ograničenja γRV vektora od-
nose se i na činjenicu da retrovirusni vektori ne mogu inficirati ćelije koje se ne dele, c ̌esto uzrokuju
hematopoetske maligne bolesti zbog neprecizne ugradnje blizu ćelijskih protoonkogena i ne mogu nositi
veliku količinu genetskog materijala (79).  

Iako su mnogobrojne modifikacije napravljene u γ-retrovirusnim vektorima, što je rezultiralo
poboljšanom genskom ekspresijom, pravi napredak u genskoj terapiji se dogodio upotrebom lentivirusnih
vektora. 
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Lentivirusni vektori

Lentivirusni vektori (LV) pokazuju nekoliko prednosti u odnosu na već pomenute retroviruse. Naime, po-
kazano je da imaju sposobnost da uđu i integrišu se u ćeliju koja se ne deli, što je za hematopoetske matične
ćelije mnogo pogodnije obzirom na to da se ove ćelije češće nalaze u fazi mirovanja. Takođe, LV pokazuju vi-
soku efikasnost transdukcije i mogu nositi veće i kompleksnije transgene kasete koje sadrže introne i regu-
lacione elemente, što je potrebno za visok nivo ekspresije globinskih gena. Lentivirusni vektori imaju sigurniji
integracijski profil od retrovirusa jer se najčešće ugrađuju unutar introna gena, na taj način izbegavajući re-
gulatorne elemente blizu mesta početka transkripcije, što rezultira nizǒm genotoksičnošću i smanjenjem
učestalosti insercijske onkogeneze (86, 88). Postizanje većeg nivoa bezbednosti kada je u pitanju integracija
transgena pokušana je i dizajniranjem samoinaktivirajućih vektora (eng. self-inactivating – SIN). SIN-
lentivirusni vektori imaju deleciju u virusnom promotoru/pojačivaču u U3 regionu LTR-a na 3’-kraju. Ta dele-
cija se prilikom transkripcije kopira u 5’-LTR i smanjuje transaktivaciju susednih promotora, što čini vektor
sigurnijim za korišćenje u terapijske svrhe (Slika 3) (89). 

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

Genska insercija 

Ova vrsta genske terapije podrazumeva inserciju vektora koji sadrži β- i γ-globinske gene, kao i celo-
kupnu regulatornu mašineriju, u autologe hematopoetske stem i progenitor ćelije (eng. Human Stem and
Progenitor Cells-HSPC) ex-vivo, a zatim injektiranje ovako modifikovanih HSPC nazad u pacijenta koji je pret-
hodno podvrgnut procesu mijeloablacije (89-91). Uprkos, naizgled, jednostavnoj proceduri, tehnološki na-
predak ovog pristupa zabeležen je tek u novije vreme. Naime, vektori koji nose HBB gen i njegove
regulatorne elemente, uključujući delove LCR-a, od skora mogu biti proizvedeni u većoj količini, sa visokim
nivoom čistoće i mogućnošću da transfekuju dovoljno veliki broj matičnih ćelija koje bi dovele do značaj-
nog kliničkog odgovora (92, 93). Novije globinske kasete obično sadrže β-globinski gen sa deletiranim des-
tabilišućim Rsal fragmentom lociranom u intronu 2, kao i sekvencama koje okružuju HS LCR-a. Međutim,
broj i dužina HS regiona u globinskim kasetama varira obzirom da je teško precizno utvrditi regulatorne re-
gione unutar svakog hipersenzitivnog mesta pojedinačno a pri tom ukinuti potencijalno destabilišuće re-
gione (79).   
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Slika �. Genomska organizacija γRV i SIN LV vektora.



Gensko editovanje

Editovanje gena koje predstavlja ciljanu izmenu specifičnih target sekvenci u okviru datog gena, pred-
stavlja alternativni pristup modifikacije HSPC u cilju genske terapije. Veliki napredak postignut je nakon
uvođenja CRISPR/Cas9 (eng. clustered regularly interspaced short palindromic repeats/CRISPR associated pro-
tein) sistema kao metode za precizno editovanje željenih genskih lokusa (94). Kao kandidat gen sa najvećim
terapeutskim potencijalom u GWAS studijama, proizašao je BCL11A gen. Dva novija klinička ispitivanja koja
za cilj imaju povećanje nivoa fetalnog hemoglobina, oslanjaju se na ciljani prekid funcije enhansera locira-
nog u drugom intronu BCL11A gena. Kao posledica uvedenih delecija, dolazi do smanjene BCL11A ekspre-
sije u eritroidnim ćelijama a time i povećane ekspresije fetalnih globinskih gena (80). Iako osmišljeno da se
putem specifično sintetisanih nukleaza postignu precizne genetičke modifikacije i izbegnu nespecifične in-
tegracije, glavni nedostatak modifikacije gena u terapijske svrhe β-talasemijskih sindroma i dalje predstav-
lja „off-taget“ aktivnost samih nukleaza, odnosno mogućnost pojave neželjenih promena u nekom drugom
delu genoma (81).  

Aktuelni uspeh genske terapije

Prva uspešna genska terapija β-talasemijskih sindroma sprovedena je 2007. godine. Tom prilikom pa-
cijent sa HbE/β0-talasemijom tretiran je eksprimirajućim vektorom koji je sadržao β-globinski gen
(βA(T87Q)), 260 bp globinski promotor, HS2, HS3, HS4 i dve kopije izolator sekvenci koji okružuju datu glo-
binsku kasetu. Hbβ87 se ponaša kao fetalni Hb i interferira s polimerizacijom srpastog Hb-a, a funkcioniše
normalno kao i HbA i u ekspresiji i u kapacitetu prenošenja kiseonika. Iako je ova terapija bila uspešna u
smislu da pacijent nije više zahtevao redovne transfuzije krvi, analizom insercijskih mesta vektora pokazano
je da većina terapijskog doprinosa potiče od dominantnog klona u kojem je integrisani vektor izazvao tran-
skripcionu aktivaciju HMGA2 gena, potencijalnog onkogena. Mada je pokazano da povećana ekspresija
HMGA2 gena dovodi do pojave uglavnom benignih tumora, ovaj događaj je ukazao na nedostatke lentivi-
rusnog transfera gena koji uključuju efikasnost i preciznost genske insercije (95).  

Poslednjih godina, indukovane pluripotentne stem ćelije (eng. induced pluripotent stem cells-iPSCs) po-
kazale su se kao dobri kandidati za transfer gena. iPSC se uz pomoć različitih transkripcionih faktora, gene-
rišu iz somatskih ćelija poreklom iz fibroblasta kože, amnionske tečnosti ili horionskih čupica β-talasemijskih
pacijenata. Naime, pokazano je da je ugradnja i ekspresija četiri različita gena (Klf4, Oct4, Sox2, c-Myc) do-
voljna kako bi fibroblasti poreklom iz repa miša dobile karakteristike iPSC ćelija. Fibroblasti miša, homozi-
gota za humani alel za srpastu anemiju (βS/βS), konvertirane su u iPSC ugradnjom četiri pomenuta gena, a
zatim je u njih elektroporacijom ubačena kratka sekvenca DNK β-globinskog gena koja sadrz ̌i sekvence
potrebne za korekciju mutacije putem homologe rekombinacije. iPSC u kojima je došlo do ispravljanja mu-
tacije izolovane su i gajene u većoj količini i tretirane faktorima rasta i mijeloidnim citokinima kako bi postale
HSPC. Takve HSPC su transplantirane nazad u miša kod kog su dovele do izlečenja srpaste anemije (96). 

iPSC ćelije su lako dostupne i predstavljaju neograničen izvor matičnih ćelija za gensku manipulaciju.
Prednost ovih ćelija kada je reč o genskoj terapiji je mogućnost skrininga i odabira klona koji poseduje si-
gurnu integraciju transgena, kao i visok nivo njegove ekspresije. Međutim, postoje određene prepreke koje
onemogućavaju iPSC ćelijama da budu korišćene u terapijske svrhe. Naime, potrebno je pronaći način kako
bi se zaobišla upotreba štetnih onkogena (kao što je c-Myc) kao transkripcionih faktora potrebnih za trans-
formaciju ćelija u iPSC, izbeći upotrebu retrovirusnih vektora kao mehanizma dostave gena koji nose rizik
od insercijske mutageneze i razviti pouzdane protokole za diferencijaciju ljudskih iPSC (79, 86, 87). 
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Zaključak

β-talasemijski sindromi su najviše istražena oboljenja na molekulskom nivou. Samim tim, terapijski proto-
koli β-talasemijskih sindroma predstavljaju primer potencijalno novih vrsta terapija kod različitih vrsta obo-
ljenja. 
Razvoj na polju sekvenciranja genoma, razumevanje genske regulacije HBB gena, pristupačnost nukleaza
koje se koriste za editovanje gena, kao i tehnološki napredak kada je dizajniranje vektora u pitanju, dovelo
je novih kliničkih studija na polju genske terapije β-talasemjskih sindroma. Za razliku od alogenske trans-
plantacije HSC-a koja je do skora bila jedini način izlečenja β-talasemija, genska terapija ne zahteva posto-
janje odgovarajućeg donora, stoga bi se njenim razvitkom omogućilo dugoročno izlečenje većeg broja
obolelih za koje, za sada, postoje samo tretmani koji ublaz ̌avaju simptome bolesti, ali ne predstavljaju
dugoročno rešenje. Mada dugoročna efikasnost i bezbednosni profil ovog terapijskog pristupa još uvek
nisu u potpunosti poznati, prvi rezultati datih kliničkih studija daju nadu da bi genska terapija β-talasemij-
skih sindroma mogla postati terapija budućnosti ovih oboljenja.
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