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Predgovor

Proslo je 70 godina od otkri¢a sekundarne strukture molekula DNK. Od tog momenta molekularna bio-
logija se razvija neverovatnom brzinom. ,Trendovi u molekularnoj biologiji 3“ u svakom poglavlju pokazuju
fascinantne domete koje dostiZze molekularna biologija naseg vremena. | Nobelove nagrade se skoro svake
godine dodeljuju za postignuca iz ove naucne discipline. A nasi molekularni biolozi drze korak sa modernim
trendovima. Jedan od autora ovog Zbornika govori :,Bez sumnje, ono 3to je otkrice elektrona bilo za 20. vek
to su otkri¢a genomike za 21. vek.” Autori,,Trendova u molekularnoj biologiji 3“ ni najmanje ne sumnjaju u to.

Ove godine TMB3 prati i suplement, Knjiga apstrakata Drugog kongresa molekularnih biologa Srbije
(CoMB0S2). Pod pokroviteljstvom Srpskog drustva za molekularnu biologiju, Beograd je bio 2023. godine
mesto susretanja molekularnih biologa Srbije, regiona i Evrope. Doprinos Kongresu, koji su obelezila inspi-
rativna predavanja i inovativne naucne ideje, dali su svi molekularni biolozi Srbije. Formula uspesnosti i ovde
je bila aktuelna:

»Svi za jednog, jedan za svi!”

Sonja Pavlovi¢

I Trendovi u molekularnoj biologiji
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Iz recenzija Tematskog zbornika
Trendovi u molekularnoj biologiji

Tredi broj Trendova u molekularnoj biologiji predstavlja nastavak dobre prakse prikazivanja najboljih
naucnih radova mladih istraziva¢a Republike Srbije u oblasti molekularne biologije, kao i najznacajnijih ot-
krica i metodoloskih pomaka u ovoj oblasti. Osim ovog glavnog cilja, Trendovi ne zaboravljaju znacajne go-
didnjice i podsecanja na najznacajnija dostignuca i prekretnice u razvoju molekularne biologije. Tako je u
ovom tre¢em broju prikazan jedan od temeljnih radova u ovoj oblasti - 70 godina od otkri¢a sekundarne
strukture DNK. Radovi koji su obelezili proslu godinu i koji su ovde prikazani odnose se na proucavanje ge-
noma starih humanih populacija i evolucije (Nobelova nagrada za fiziologiju i medicinu 2022), a metodo-
loski pomak je sekvenciranje dugih fragmenata DNK.

Trendovi u molekularnoj biologiji 3 svojim sadrzajem u potpunosti su opravdali naziv koji nose - pri-
kazani radovi su tematski aktuelni, inspirativni i veoma znacajni u nau¢nom i Sirem drustvenom smislu. Ova
publikacija predstavlja svojevrsni presek stanja u molekularnoj biologiji u Srbiji i deo je napora da se prate
trendovi i drzi korak sa molekularnom biologijom u svetu. Zbog znacaja koji ima, nadam se da ¢e se trend
objavljivanja Trendova nastaviti i narednih godina.

Dr Svetlana Radovi¢, redovni profesor,

Bioloski fakultet Univerziteta u Beogradu



Tematski zbornik,Trendovi u molekularnoj biologiji 3 je treci broj u nizu izdanja koje ima za cilj da pri-
kaze naucne rezultate iz oblasti molekularne biologije koje su ostvarili naucnici iz Srbije u prethodnoj go-
dini. Sacinjen je od 18 poglavlja, od kojih 12 predstavljaju revijske radove proizasle iz doktorskih disertacija
mladih doktora nauka u kojima je prikazan njihov doprinos odredenoj nau¢noj oblasti molekularne biolo-
gije koja je povezana sa temom njihove disertacije. Preostalih 6 poglavlja su prikazi aktuelnih tema iz mo-
lekularne biologije u kojima su nasi nau¢nici dali svoj znacajni doprinos. Uvodno poglavlje je posveceno
jubileju, sedamdesetogodisnjici od otkri¢a strukture molekula DNK, momentu kad je molekularna biologija
krupim koracima krenula ka budu¢nosti, u kojoj je uz ITK tehnologije postala vodeca nauka.

Veliki broj poglavlja iz Zbornika (12) je posvecen istrazivanjima iz oblasti biomedicine. To je, ocigledno,

najznacajnija tema za nase istrazivace koji se bave molekularnom biologijom. Tu su i 3 poglavlja iz oblasti
farmakogenomike, koja predstavlja najnoviji trend u medicini — personalizovana (precizna) medicina. Ova
3 rada svedoce o tome da nasi naucnici prate najnovija stremljenja u medicini. Posebno treba istaci dopri-
nos mladih istraZivaca iz grupe medicinskih fakulteta ovom izdanju. Cak ¢etvoro istraziva¢a sa Medicinskog
fakulteta i jedan sa Stomatoloskog fakulteta su prilozili poglavlja nastala iz njihovih doktorskih disertacija.
Ovo pokazuje da medicina u Srbiji prati svetske trendove. Ovaj broj Tematskog zbornika svedodii o tome
da su znacajna postignu¢a molekularnih biologa u Srbiji donela napredak nasoj medicini.
Prva dva broja Tematskog zbornika, Trendovi u molekularnoj biologiji 1 i 2” su dozivela veliko interesova-
nje.Imala su i svoju promociju na Sajmu knjiga. Interesovanje autora da objave svoje rezultate u tematskom
zborniku ,Trendovi u molekularnoj biologiji 3 govori da je ovaj tip publikacije nedostajao nasoj nau¢noj
zajednici.

Dr Vesna Skodri¢ Trifunovi¢, redovni profesor,

Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu
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Tematski zbornik ,Trendovi u molekularnoj biologiji 3“ sadrzi prikaze nekih od najznacajnijih tema u
molekularnoj biologiji, pocev od ovogodisnjeg jubileja - 70 godina od otkri¢a sekundarne strukture mole-
kula DNK, preko odabira aktuelnosti koje su obeleZile prethodnu godinu u svetu, do naucnih rezulatata iz
ove oblasti koje su ostvarili istrazivaci iz Srbije. U okviru Aktuelnih tema, sumirani su rezultati istrazivanja iz
oblasti fiziologije i medicine za koje je u 2022. godini dodeljena Nobelova nagrada, a odnose se na geno-
miku starih humanih populacija i evoluciju. Takode, dat je i prikaz metode sekvenciranja dugih fragmenata,
koja je po ¢asopisu Nature Methods odabrana za metodu 2022. godine. Preostale teme su iz oblasti kojima
se bave istrazivaci iz Srbije, a koje ukljucuju istrazivanja iz biomedicine, farmakogenomike, kao i moleku-
larne biologije biljaka. Vazno je istaci da su mladi doktori nauka aktivno uc¢estvovali uizradi ovog Zbornika,
tako da 12 poglavlja u okviru navedenih oblasti predstavljaju revijske radove proizasle iz njihovih doktorskih
disertacija odbranjenih u prethodnoj godini.

Znacajno je da se ovaj Tematski zbornik objavljuje ve¢ tre¢u godinu za redom, kao i to da su u njego-
voj realizaciji ove godine ucestvovali istrazivaci iz razli¢itih nau¢nih instituta (3) i fakulteta (3) Univerziteta u
Beogradu. Ove ¢injenice ohrabruju, ukazujuci da u nasoj zemlji postoji kontinuitet u istrazivanjima u mole-
kularnoj biologiji koja su aktuelna u svetu, uz to da su dobijeni rezultati iz ove oblasti dostupni i $iroj ja-
vnosti na maternjem jeziku. ,Trendovi u molekularnoj biologiji 3” je tematski zbornik u kome su objedinjeni
rezultati fundamentalnih i primenjenih istrazivanja u molekularnoj biologiji ostvarenih u nasoj zemlji, iz te-
matskih oblasti koje su prepoznate i aktuelne u svetu.

Dr Gordana Nikcevi¢, naucni savetnik,
Institut za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo

Univerzitet u Beogradu



Znacaj farmakogenetike u terapijskom pristupu akutnog ishemijskog
mozdanog udara rekombinovanim tkivnim aktivatorom plazminogena
Marija Dusanovic¢ Pjevi¢

Institut za humanu genetiku Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu

Kontakt: marija.dusanovic-pjevicemed.bg.ac.rs

Apstrakt

Ishemijski mozdani udar (IMU) je pracen visokom incidencijom invaliditeta i mortaliteta Sirom sveta. Trom-
boliticka terapija rekombinovanim tkivnim aktivatorom plazminogena (rtPA) predstavlja jedinu odobrenu
terapiju u lecenju akutnog IMU (AIMU). Pokazano je da primena rtPA terapije dovodi do boljeg funkcio-
nalnog oporavka pacijenata nakon AIMU. Medutim, kod odredenog broja pacijenata, rtPA terapija je pra-
¢ena nezeljenim efektima, $to znacajno uti¢e na njihov oporavak.

I Trendovi u molekularnoj biologiji

Genske varijante, ne samo da uti¢u na predispoziciju za IMU, vec i na terapijski odgovor i klinicki ishod
same bolesti. Usled velikih interindividualnih varijacija u odgovoru na primljenu tromboliti¢cku terapiju,
farmakogenetika se sve vise fokusira na ispitivanje uticaja genskih varijanti nakon primene pomenute te-
rapije za leCenje AIMU, imajuci u vidu da su ve¢ neke polimorfne varijante povezane sa razli¢itim odgo-
vorom na rtPA terapiju, tokom same bolesti, ali i javljanjem rtPA-indukovanih hemoragijskih komplikacija.

U poslednjih 20 godina, farmakogeneticke rtPA studije su pokusavale da pronadu genske faktore rizika
povezane sa odgovorom na rtPA terapiju. Vecina ovih studija koristila je studije ispitivanja gena kandidata.
Medutim, nedavne sudije asocijacije kompletnog genoma su ukazale na to da bi genska predispozicija
mogla da utice na rtPA odgovor.

Cilj ovog rada je prikaz dosadasnjih rezultata o genima i genskim varijantama povezanih sa hemoragij-
skim komplikacijama i stepenom rekanalizacije nakon rtPA terapije kod pacijenata sa AIMU, kao i doprinosa
doktorske distertacije pod nazivom ,Ispitivanje povezanosti polimorfizama gena koji regulisu fibrinolizu
i integritet vancelijskog matriksa sa efektima terapije ishemijskog mozdanog udara rekombinovanim tki-
vnim aktivatorom plazminogena” postoje¢im znanjima o uticaju genskih varijanti na oporavak pacijenata
nakon AIMU le¢enog rtPA terapijom.

Kljucne reci: framakogenetika, ishemijski mozdani udar, tkivni aktivator plazminogena
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Importance of pharmacogenetics for ischemic stroke therapy
with recombinant tissue plasminogen activator

Marija Dusanovi¢ Pjevi¢
Institute of Human Genetics, Faculty of Medicine, University of Belgrade
Correspondence: marija.dusanovic-pjevic@med.bg.ac.rs

Abstract

Ischemic stroke (IS) is a major global health concern with high rates of disability and mortality. The ap-
proved treatment for acute ischemic stroke is thrombolytic therapy, which involves using recombinant
tissue plasminogen activator (rtPA). While rtPA therapy has been shown to improve functional recovery in
patients, it also has drawbacks and can lead to adverse effects that hinder patient recovery.

Genetic variations not only affect the susceptibility to ischemic stroke but also play a role in determining
the response to rtPA treatment and clinical outcomes. To better understand the individual variability in re-
sponse to thrombolytic therapy, pharmacogenetic studies are focusing on investigating the influence of
genetic variations. These studies aim to identify specific genetic variants associated with different re-
sponses to rtPA therapy and the occurrence of rtPA-induced hemorrhagic complications.

Traditionally, candidate gene strategies have been used in pharmacogenetic studies of rtPA. However, re-
cent advancements in genome-wide association studies (GWAS) have suggested that genetic predisposi-
tion may have an impact on the response to rtPA.

This study aims to present current findings on genes and genetic variations linked to hemorrhagic trans-
formation and recanalization rates following rtPA therapy in patients with acute ischemic stroke. It also
highlights insights provided by a doctoral dissertation titled “Analysis of the association between poly-
morphisms within genes which regulate fibrinolysis and extracellular matrix integrity with the effects of
ischemic stroke therapy with recombinant tissue plasminogen activator”. The research contributes to our
understanding of how gene variants can affect patient recovery after acute ischemic stroke treated with
rtPA therapy.

Key words: pharmacogenetics, ischemic stroke, tissue plasminogen activator



Ishemijski mozdani udar

Ishemijski mozdani udar (IMU) je prac¢en visokom incidencijom invaliditeta i mortaliteta Sirom sveta (1).
IMU nastaje usled redukovanog, ili potpunog prekida cirkulacije u odredenim regionima mozga nakon oklu-
zije krvnog suda embolusom, ili razvojem tromboze in situ (2). Funkcija neurona unutar centralne zone is-
hemije ireverzibilno je oStecena, za razliku od neurona unutar zone penumbre, smestene oko centralnog
ishemijskog jezgra. U penumbri, neuroni su izmenjene funkcije, ali strukturalno intaktni, pa je jo$ uvek mo-
guce oporaviti njihovu funkciju. Medutim, ukoliko se rekanalizacija ne uspostavi na vreme, dolazi do ire-
verzibilnog strukturnog i funkcionalnog ostecenja ovih neurona, odnosno ishemijske nekroze i u zoni
penumbre, $to znacajno povecava neuroloski deficit tj. stepen invaliditeta (3). IMU predstavlja veoma kom-
pleksno oboljenje u ¢ijem nastanku ucestvuju, kako genski, tako i faktori rizika i sredine (4).

Terapija akutnog ishemijskog mozdanog udara

U poslednje dve decenije, terapija akutnog IMU (AIMU) fokusira se na smanjenju, a uporedo i sprecavanju
dodatnog Sirenja mozdane ishemije sa ciljem postizanja blagovremene rekanalizacije okludirane arterije i re-
perfuzije ishemijskog tkiva, uspostavljanju kolateralnog krvotoka, kao i spre¢avanju sekundarnih ostecenja moz-
danog tkiva (5). Tromboliticka terapija rekombinovanim tkivnim aktivatorom plazminogena (rtPA) zajedno sa
mehanickom ekstrakcijom tromba (trombektomijom) jedine su dozvoljene terapije AIMU u svetu. Medutim, iako
je rtPA terapija zlatni standard u le¢enju AIMU, benefiti ove terapije ¢esto su u senci komplikacija koje za sobom
povlaci njena primena gde su studije pokazale da je Sest do sedam puta povecan rizik od intrakranijalnog kr-
varenja nakon primene ovog leka, 5to predstavlja ozbiljno terapijsko ogranicenje rtPA terapije (6). Imajudi u vidu
da se radi o terapiji sa potencijalno izuzetno teskim nezeljenim efektima, aplikacija tromboliticke terapije kod
pacijenata sa AIMU je strogo regulisana medunarodnim smernicama i protokolima (7,8), striktno vodediracuna
0 poznavanju ta¢nog vremena pocetka prvih simptoma AIMU. Terapijski prozor, viemenski okvir unutar kog se
smatra da primena tromboliticke terapije ima vecu korist u odnosu na moguce nezeljene efekte, iznosi tri do ce-
tiri i po sata (9). Takode, zbog destruktivnog dejstva rtPA na bazalnu membranu i vancelijski matriks, moze doci
do popustanja krvno-mozdane barijere (KMB) i najozbiljnije komplikacije tromboliticke terapije- intrakranijal-
nog krvarenja (10). Hemoragijska transformacija (HT) predstavlja bilo koje krvarenje u regionu ishemije nakon
IMU, koje moze da varira od mikroskopski vidljivih krvarenja do velikih hemoragija (11), a koja se u 3% slucajeva
zavrasava smrtnim ishodom (12). U skladu sa ECASS (engl. European Cooperative Acute Stroke Study) Il kriteri-
jumima, a na osnovu radiografskih nalaza, HT se moze podeliti na hemoragijske infarkte (tip li ll) i parenhimske
hematome (tip I i Il) (13). Najtezu prezentaciju post-rtPA nezeljenih efekata predstavlja simptomatska intrakra-
nijalna hemoragija (sICH) koja se javlja sa u¢estalo$¢u izmedu 2% i 7% u razli¢itim populacijama, a definisana je
kao bilo koji tip intrakranijalne hemoragije povezan sa neuroloskim i funkcionalnim pogorsanjem unutar sedam
dana od primene tromboliticke terapije, ili dovodi do smrtnog ishoda pacijenta kao direktnim uzrokom (13,14).

Uprkos Cinjenici da samo mali broj pacijenata sa AIMU primi tromboliti¢ku terapiju, pacijenti u terapij-
skom prozoru za primenu iste, imaju vece dugoro¢no prezivljavanje i nize stope mortaliteta, kao i bolji funk-
cionalni oporavak (15) i znac¢ajno poboljsan kvalitet zivota nakon IMU (16). Medutim, kod 40% pacijenata
rekanalizacija se uopste ne uspostavi, ili se uspostavi kada je ve¢ doslo do ireverzibilnog os$te¢enja neurona
(17). Duze vreme potrebno za rekanalizaciju nakon primene rtPA u visokoj je korelaciji sa velicinom infark-
tne lezije, posledi¢no sa losijim neuroloskim ishodom i losijim oporavkom nakon AIMU (18). Efikasnost rtPA
terapije ogleda se u brzini i obimu rekanalizacije zahvaéenog krvnog suda. Sa druge strane, efikasnost rtPA
terapije je smanjena usled pojave nezeljenih efekata, kao Sto su HT, reokluzija krvnog suda, neuroloska
ekscitotoksi¢nost ili oStecenja KMB koja vode dodatnom ostecenju mozdanog parenhima (19).

I Trendovi u molekularnoj biologiji
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U cilju poboljsanja sigurnosti i ishoda terapije rekombinovanim tkivnim aktivatorom plazminogena, sve
je vece interesovanje za pronalazak novih biomarkera, kao potencijalnih prediktora HT i drugih nezeljenih is-
hoda ove terapije. Identifikacija faktora koji predvidaju efikasnost rtPA bila bi znac¢ajna za tretman pacijenata
sa IMU, posebno onih za koje se ispostavi da nemaju odgovarajuci odgovor na rtPA, jer kod ovih pacijenata,
primena rtPA sa dodatnim koadjuvantim lekovima mogla bi biti efikasnija nego lecenje samo sa rtPA.

Geneticka osnova ishemijskog mozdanog udara

Studije asocijacije kompletnog genoma (engl. Genome wide association studies- GWAS) potvrdile su
oko 30 genskih lokusa povezanih sa nastankom IMU, podtipovima IMU, kao i ishodima nakon IMU. Osim
njih, i studije ispitivanja gena kandidata, metode sekvenciranja nove generacije (engl. Next generation se-
qguencing- NGS), kao i metode sekvenciranje celog genoma (engl. Whole genome sequencing- WGS) do-
prinele su ovim saznanjima. Uz pomo¢ navedenih molekularno-geneti¢kih metoda moguce je pronaci
potencijalne gene povezane sa razli¢itim bolestima, medu kojima je i IMU (20). Sa druge strane, brojne stu-
dije ukazale su na postojanje genetickih osnova u efektima rtPA terapije, oporavku pacijenata nakon pri-
mene iste, ali i komplikacijama nakon navedene terapije.

Farmakogenetika

Farmakogenetika predstavlja modernu discpilinu koja se bazira na otkrivanju individualnih genskih varijanti
koje uticu na efikasnost ili toksi¢nost lekova (21,22). Primarni cilj farmakogenetike je detekcija onih pacijenata
za koje je veca verovatnoca da ¢e imati koristi od odredene intervencije koris¢enjem njihovih genetickih infor-
macija za odabir odgovarajucéeg tretmana lecenja. Farmakogenetika ima za cilj da iskoristi ovo znanje za razvoj
personalizovanih pristupa medicine, prilagodavajudi izbor lekova i njihovo doziranje genskom profilu poje-
dinca. Razumevanjem genskog profila pacijenta, mogao bi se optimizovati izbor le¢enja, poboljsati terapijski
ishod i smanjiti nezeljene reakcije nakon primene konkretnog leka (23). Farmakogenetika AIMU se bazira na
ispitivanju polimorfizama razli¢itih gena kako bi se utvrdio njihov uticaj na Sarenolik odgovor na rtPA terapiju
kod pacijenata sa AIMU. Razlozi zasto se kod odredenog broja pacijenata razvije HT, kao i zasto neki pacijenti
bolje, a drugi losije odgovore na rtPA terapiju su brojni, ali i dalje nisu do kraja razjasnjeni. Poznavanje faktora
rizika i patofizioloskih mehanizama HT nakon tromboliti¢ke terapije mogu da smanje rizik od nastanka ove
komplikacije kod pacijenata u riziku (24). Usled velikih interindividualnih varijacija u odgovoru na primljenu
tromboliticku terapiju, farmakogenetika se sve vise fokusira na ispitivanje uticaja genskih varijanti nakon primene
pomenute terapije za lecenje IMU, imajudi u vidu da su ve¢ neke SNP (engl. Single Nucleotide Polymorphism -
SNP) varijante povezane sa odgovorom na rtPA terapiju, tokom same bolesti, ali i javljanjem hemoragijskih kom-
plikacija nakon primljene tromboliti¢ke terapije (25).

lako je opisana ogromna interindividualna varijabilnost u odgovoru na rtPA terapiju kod pacijenata sa
AIMU (26), ne tako veliki broj studija se bavio farmakogenetikom rtPA. Nekoliko studija udruzenosti gena
kandidata i samo jedna GWAS koris¢ene su za ispitivanje moguce povezanosti razlicitih polimorfizama i od-
govora na rtPA terapiju, ili pojavu nezeljenih efekata nakon primene pomenute terapije.

Geni povezani sa efektima rtPA terapije AIMU

Klinicki ishod nakon IMU je veoma raznolik i zavisi od mnogo faktora (27) medu kojima su starost paci-
jenta, vreme zapocinjanja terapije, lokalizacija zahva¢enog dela mozga, kao i teZzina IMU (28). Do funkcio-
nalnog oporavka nakon IMU moze se dodi brzo, a moze da traje mesecima i godinama. Takode, stepen



oporavka moze znacajno da varira od potpunog oporavka do trajne i teSke onesposobljenosti ili smrtnog
ishoda. Procena ishoda je, prema tome, veoma teska i nepouzdana i zavisi od vise faktora, sa nejasnim ili
ograni¢enim uticajem. Uticaj geneticke varijabilnosti na moguénost i stepen funkcionalnog oporavka nakon
IMU sve je viSe u ZiZi interesovanja. U nacelu, studije koje su se bavile ovom tematikom svoja istrazivanja naj-
¢esce su delila u dva segmenta: ispitivanje povezanosti polimorfnih genskih varijanti i odgovorom na rtPA
terapiju, odnosno stepenom rekanalizacije zahva¢enog krvnog suda sa jedne strane i povezanosti SNP va-

rijanti sa pojavom neZeljenih efekata nakon primene rtPA terapije, sa druge strane.

Polimorfne genske varijante povezane sa odgovorom na rtPA terapiju
i stepenom rekanalizacije nakon rtPA

Svega par studija su ispitivale stepen rekanalizacije zahvaéenog cerebralnog krvnog suda kod pacije-
nata leCenih rtPA terapijom nakon AIMU. Najverovatniji razlog za mali broj ovih studija je kompleksnost i po-
treba za adekvatnom aparaturom i stru¢nim kadrom u bolnicama, imajuci u vidu da se ovo ispitivanje ne radi
rutinski. Ipak, postoji nekoliko studija koje su analizirale povezanost genske predispozicije i stepena reka-
nalizacije nakon rtPA terapije kod pacijenata sa AIMU.

Studija koja je analizirala I/D polimorfizam ACE gena otkrila je da su pacijenti, nosioci DD genotipa, imali bolji
stepen rekanalizacije u poredenju sa pacijentima drugih genotipova nakon AIMU. Dodatno, u istoj studiji je pra-
¢ena pojava hemoragijskih komplikacija nakon rtPA terapije, ali statisti¢ka znacajnost nije potvrdena (29).

Trombinom aktivirani inhibitor fibrinolize (TAFI) je molekul koji direktno povezuje procese koagulacije
i fibrinolize i koji uti¢e na stopu rekanalizacije. Supstitucija aminokiseline Thr325lle u kodiraju¢em regionu
TAFI gena povecava njegovu aktivnost (30,31). Dva funkcionalna polimorfizma inhibitora fibrinolize, TAFI (-
1040 C/T-rs1926447) i PAI-I (AG/5G- rs1799889) gena, ukazala su na znacaj gen-gen interakcije jer kombi-
nacija genotipova (TAFI TT homozigoti i osobe sa PAI-1 4G alelom) ova dva polimorfizma povecava rizik za
rezistenciju na rekanalizaciju nakon primene rtPA terapije (32).

Jedna od najvedcih studija koja je ispitivala stepen rekanalizacije okludiranog krvnog suda nakon pri-
mene rtPA terapije kod pacijenata sa AIMU obuhvatala je 497 pacijenata, a ispitivala je 140 SNP varijante (33).
Tri polimorfizma, dva unutar IL-78 gena (rs1143627 i rs16944) i jedan unutar viWF gena (rs1063856), ukazali
su na njihovu povezanost sa stepenom rekanalizacije nakon rtPA. Dok je IL-1[ proinflamatorni citokin, pro-
tein kodiran vIWF genom vazan je, kako u procesu hemostaze kao antihemofilni faktor, tako i u adheziji trom-
bocita za zid krvnog suda u procesu koagulacije (33). Osobe sa TC haplotipom IL-18 gena (rs1143627 i
rs16944) imale su vece vrednosti IL-1f u plazmi i visok stepen rekanalizacije jedan sat nakon rtPA admini-
stracije. Takode, uocena je znacajna povezanost GG genotipa rs1063856 polimorfizma vWF gena i nizih vred-
nosti faktora koagulacije VIl sa brzom rekanalizacijom kod pacijenata nakon IMU.

Sve farmakogeneticke studije o rekanalizaciji su se uglavnom fokusirale na sistem koagulacije/fibrino-
lize, medutim, jo$ uvek nisu sprovedene nepristrasne studije na nivou genoma u ovoj oblasti. Upravo bi
GWAS mogle dati informacije o novim genskim varijantama koje su povezane sa revaskularizacijom kod pa-
cijenata koji su tretirani rtPA, a da to nisu bile varijante izabrane iz studija gena kandidata.

Polimorfne genske varijante povezane sa pojavom hemoragijskih komplikacija
nakon rtPA terapije

Za razliku od malobrojnih studija koje su direktno pratile stepen rekanalizacije nakon primene rtPA, u
literaturi se moze pronaci nesto vedi broj studija koje su ispitivale efikasnost ove terapije, odnosno funk-
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cionalni oporavak pacijenata nakon pomenute terapije, kao i pojavu nezZeljenih efekata, prvenstveno he-
moragijskih, nakon primene iste.

Veliki broj genetickih studija je bio usmeren na ispitivanje povezanosti funkcionalnih polimorfizama
unutar gena ¢iji produkti ucestvuju u koagulaciji i odgovoru na rtPA terapiju, kao i pojavu neZeljenih efekata
nakon primene iste.

Faktor XIII (FXIII) predstavlja vazan element u koagulacionoj kaskadi. Njegova uloga se ogleda u do-
datnoj stabilizaciji tromba tako $to formira popre¢ne veze unutar njega, $to otezava njegovu razgradnju
(30,34). Val34Leu polimorfizam FXIIl gena proucavan je u razli¢itim kardiovaskularnim bolestima, medutim,
njegova uloga nije najjasnija usled oprecnih rezultata (34,35). Kada se radi o IMU, neke studije su ukazale da
je alel Leu faktor rizika, kako za hemoragijski, tako i za ishemijski mozdani udar (36), medutim, druge studije
nisu ovo potvrdile (37). Studija koja je ispitivala uticaj ovog polimorfizma na pojavu nezeljenih efekata rtPA
terapije uocila je da su pacijenti sa Val/Val genotipom rede imali sICH u poredenju sa nosiocima Leu alela.
Stavise, pacijenti sa Val/Val genotipom su imali nizu stopu mortaliteta. Dodatno, Val/Val genotip Val34Leu
polimorfizma FXIIl gena zajedno sa nizim vrednostima fibrinogena u krvi (<3,6 g/l) povezan je sa boljim
oporavkom pacijenata sa IMU le¢enih rtPA terapijom i nizim mortalitetom (38). Sa druge strane, u nedavno
sprovedenoj studiji nije uo¢ena asocijacija Val34Leu, ali ni drugih polimorfizama FX/ll gena i pojave HT (39).
Meutim, u istoj studiji, nivoi FXIII u plazmi su bili povezani sa smrtnos¢u nakon rtPA terapije.

Inhibitor aktivatora plazminogena-1 (PAI-1) predstavlja glavni inhibitor endogene fibrinoliticke aktiv-
nosti tako Sto se vezuje za tkivni aktivator plazminogena (tPA), zajedno formirajuci neaktivan kompleks (40).
Interakcija izmedu primarnog medijatora fibrinolize- tPA i njegovog inhibitora- PAI-1 direktno regulise stva-
ranje ili razgradnju tromba (41). U poslednjih nekoliko godina 4G/5G polimorfizam PAI-1 gena je najcesce
analiziran PAI-1 polimorfizam, kako kod razlicitih cerebrovaskularnih oboljenja, uklju¢ujuci IMU, tako i kod
brojnih drugih oboljenja kao sto su infarkt miokarda (42), trombofilije (43), spontani pobacaji (44) i drugi. PAI-
1 4G/5G polimorfizam je povezan sa nivoom PAI-1 u plazmi, tako 5to je 4G alelna varijanta u vezi sa visim kon-
centracijama PAI-1 u plazmi (45). Dodatno, studije in vivo su pokazale da osobe homozigoti za 4G alel imaju
najvise nivoe PAI-1 u plazmi, dok su kod osoba homozigota za 5G alel ovi nivoi najnizi (46). Visi nivoi PAI-1
u plazmi uoceni su kod osoba sa IMU (47).

Studija sprovedena na 165 pacijenata sa IMU, ukazala je na mogucu povezanost 4G/4G genotipa sa lo-
Sijim oporavkom pacijenata sa IMU le¢enih rtPA. U pomenutoj studiji oporavak pacijenata je procenjivan
na osnovu skora modifikovane Rankin skale (mRS) i stepena rekanalizacije. Sa druge strane, u istoj studiji po-
vezanost genotipova 4G/5G polimorfizma i pojave rtPA indukovane HT je izostala (48). Saglasno sa ovim re-
zultatima, studija na 94 pacijenta koju su sproveli Dusanovi¢ Pjevi¢ i saradnici, takode, nije potvrdila
povezanost 4G/5G polimorfizma PAI-1 gena i oporavka pacijenata nakon IMU kao ni pojave HT kod pacije-
nata sa AIMU lecenih rtPA terapijom (49). Sa druge strane, Szegedi i saradnici su u svojoj studiji, koja je uklju-
¢ila 131 uzastopna pacijenta sa IMU lecenih rtPA, uocili povezanost 4G/5G polimorfizma PAI-1 gena i pojave
HT (50). Medutim, u istoj studiji nisu uocili povezanost ovog polimorfizma sa oporavkom pacijenata nakon
IMU, niti sa nivoima PAI-1 u plazmi.

Drugi inhibitori rtPA, kao $to je neuroserpin, povezivani su sa pojavom parenhimskog hematoma (PH)
(51). Neuroserpin je prirodni inhibitor tPA koji je eksprimiran u mozdanom tkivu. Nivoi neuroserpina pre
rtPA bili su povezani sa javljanjem PH i sa funkcionalnim oporavkom nakon mozdanog udara u grupi od 80
pacijenata sa IMU. Medutim, ne postoje farmakogeneticke studije koje su analizirale pojedina¢ne polimorfne
varijante unutar gena koji kodira neuroserpin i efikasnosti rtPA, ve¢ samo studije gena kandidata koje ana-



liziraju ulogu SNP varijanti unutar gena za neuroserpin i rizika za nastanak IMU kod osoba mlade starosne
dobi (52).

Pored faktora koji direktno ucestvuju u koagulaciji, a koji se mogu dovesti u vezi sa efikasnoscu rtPA te-
rapije, ili pojavom nezeljenih efekata nakon primene iste, postoje i drugi faktori koji nisu u direktnoj vezi sa
koagulaciono/fibrinoliznim sistemom, a koji bi, takode, mogli da uti¢u na ishod rtPA terapije.

Angiotenzin konvertujuci enzim (ACE) katalizuje transformaciju angiotenzina | u angiotenzin Il. Pred-
stavlja znac¢ajan enzim u renin-angiotenzin-aldosteron (RAAS) i kinin-kalikrein sistemu (53). ACE ima zna-
¢ajnu ulogu u vaskularnom remodelovaniju, aterosklerozi, razvoju hipertenzije i cerebrovaskularnih bolesti,
uklju¢ujudi IMU (54-56). U intronu 16 ACE gena, smesten je inserciono/delecioni (I/D) polimorfizam koji
utice na nivoe ACE u krvi (57) buduci da je D alel navedenog polimorfizma povezan sa visim nivoima ACE u
plazmi. Alel D je takode povezan sa visim nivoima PAI-1 u krvi (58,59), a posledi¢no je povezan sa slabijim
stepenom rekanalizacije nakon rtPA terapije (59). Ferndandez-Cadenas sa saradnicima ispitivao je I/D poli-
morfizam u odnosu na pojavu HT i stepenom rekanalizacije kod pacijenata sa IMU le¢enih rtPA terapijom,
ali nisu uocili povezanost ovog polimorfizma i pojave HT (29). Suprotno ovim rezultatima, u nesto skorijoj
studiji koju su sproveli Dusanovic Pjevic i saradnici uo¢ena je povezanost I/D polimorfizma ACE gena i po-
jave HT kod pacijenata lecenih rtPA nakon AIMU (49).

Broderick sa saradnicima je u svojoj studiji ispitivao ApoE gen i uocio je da je efikasnost rtPA terapije bila
bolja kod osoba sa ApoE E2 genotipom (60).

Del Rio-Espinola sa saradnicima je sproveo kompleksnu studiju u kojoj su koris¢eni klini¢cko geneticki
podaci sa ciljem da se predvidi pojava HT kod pacijenata sa IMU nakon primene rtPA (61). U ovoj studiji au-
tori su analizirali 140 SNP varijanti iz 97 gena kandidata kod 1172 pacijenata koji su leceni rtPA terapijom.
Medu ovim polimorfizmima posebno se istakao Val1000lle (rs669) polimorfizam unutar gena za alfa-2-
makroglobulin koji je povezan sa nastankom HT, kao i rs1801020 polimorfizmom unutar gena koji kodira
FXII. Autori su koristili geneti¢ke informacije i klinicke podatke za generisanje rezultata za predvidanje HT.
Koristedi logisticku regresiju, odabrali su znacajne i nezavisne varijable koje su ukljucili u rezultat. Ovaj re-
zultat nazvan i Genot-PA, povezan sa HT, nezavisno je ponovljen u drugoj studiji koja je koristila kohortu od
1324 pacijenta (61). Autori ove studije su ispitivali polimorfizme koje je studija Del Rio-Espinola izdvojila
kao polimorfizme od interesa (rs669 i rs1801020) zajedno sa klini¢ckim varijablama za predikciju HT. Rezul-
tat druge studije bio je u saglasnosti sa rezultatima studije Del Rio-Espinola i saradnika, a dodatno je uradena
i predikcija za pojavu HT kod pacijenata le¢enih trombektomijom. Ove poslednje dve studije su pokazale po-
tencijalnu potrebu za upotrebom genetike u kombinaciji sa klini¢ckim podacima kako bi se predvideo efe-
kat rtPA terapije. Medutim, zakljucci autora obe navedene studije su da je potrebno da se dobijeni geneticki
rezultati poboljsaju i dodatno ispitaju pre implementacije u klinicku praksu.

Ravnoteza izmedu matriks metaloproteinaza (MMP) i njihovih tkivnih inhibitora (engl. Tissue inhibitor
of metalloproteinases- TIMP) je veoma znacajna. Narusavanje ove ravnoteze dovodi do nekontrolisane ak-
tivnosti MMP i razgradnje proteina vanéelijskog matriksa u razli¢itim patoloskim stanjima (62), a kod IMU do-
vodi do narusavanja KMB $to za posledicu moze imati hemoragijske komplikacije (63).

Studija koju su sproveli Inzitari i saradnici analizirala je povezanost nivoa MMP (1-3i7-9) i TIMP (1, 2, 4)
u plazmi i oporavka pacijenata sa IMU lecenih rtPA terapijom. Studija je ukljucila 327 pacijenata sa IMU le-
¢enih rtPA terapijom, dok su nivoi MMP i TIMP mereni pre terapije i 24h nakon njene primene. Jedino su se
poviseni cirkuliSuci nivoi MMP-9 pokazali kao nezavisni prediktor loSeg oporavka pacijenata, pojave HT i
smrtnog ishoda (64). Nekoliko studija je ukazalo na povezanost nivoa matriks metaloproteinaze 9 u plazmi
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i HT nakon rtPA terapije (65,66). Unutar MMP-9 gena opisano je nekoliko funkcionalnih polimorfizama koji
uticu na ekspresiju MMP-9 gena i posledi¢no na nivo ovog enzima. Polimorfizam -1562 C/T nalazi se u pro-
motorskom regionu MMP-9 gena. Uoceno je da T alel ovog polimorfizma povecava aktivnost promotora i
posledi¢no povecava ekspresiju MMP-9 gena (67). Imajudi u vidu ulogu MMP-9 nakon IMU sa jedne strane,
i da se radi o funkcionalnom polimorfizmu koji uti¢e na razli¢itu ekspresiju MMP-9 gena sa druge strane, ne-
koliko studija je ispitivalo uticaj ovog polimorfizma i pojave nezeljenih efekata nakon tromboliticke tera-
pije. lako vecina literaturnih podataka ukazuju da je povec¢an nivo MMP-9 povezan sa loSijom prognozom
kod osoba sa IMU i javljanjem HT, kao i da je koncentracija iRNK MMP-9 prediktor loseg oporavka i veceg
mortaliteta kod pacijenata sa IMU (68), podaci o povezanosti polimorfizma unutar MMP-9 gena i funkcio-
nalnog oporavka nakon IMU le¢enog rtPA i dalje su nejasni, ali i nedovoljno istrazeni (69). Najskorija studija
koju su sproveli Dusanovic Pjevic i saradnici nije otkrila povezanost izmedu MMP-9 -1562C/T polimorfizma
i pojave HT (70) $to je u saglasnosti sa rezultatima studija Montaner i saradnika (71) i Fernandez-Cadenas i
saradnika (72), koji, takode, nisu uspeli da pronadu asocijaciju izmedu genotipova pomenutog polimorfizma
i javljanja HT kod pacijenata sa IMU le¢enim rtPA. Dodatno, studija koju su sproveli Ferndndez-Cadenas i sa-
radnici, pored toga $to je imala vedi broj pacijenata u odnosu na prethodne dve pomenute studije, analizi-
rala je sve funkcionalne polimorfizme unutar MMP-9 gena i autori nisu uspeli da pronadu povezanost
ispitivanih polimorfizama MMP-9 gena i pojave HT, ili bilo koje HT podgrupe pojedina¢no (72). Sa druge
strane, Dusanovic Pjevic i saradnici (70) su u svojoj studiji daljom analizom unutar podgrupa hemoragijske
transformacije, uocili da postoji statisticki znacajna razlika u ucestalosti genotipova MMP-9-1562 C/T poli-
morfizma izmedu pacijenata sa i bez parenhimskog hematoma tip 2 (PH-2). Osobe sa PH-2 statisticki zna-
¢ajno ¢esc¢e suimale TT genotip ispitivanog polimorfizma. U istoj studiji je uocena statisti¢ki znacajna razlika
u ucestalosti genotipova MMP-9-1562 C/T polimorfizma izmedu pacijenata sa i bez neke druge intrakrani-
jalne hemoragije. Osobe kod kojih se razvila neka druga intrakranijalna hemoragija (prosirena izishemic¢nih
hemoragija - intraventrikularna krvarenja ili SAH) nakon rtPA terapije statisticki znac¢ajno ¢es¢e suimale TT
genotip ispitivanog polimorfizma. Medutim, potrebne su dodatne studije, na ve¢em broju pacijenata u raz-
licitim etnickim grupama kako bi se pravi zaklju¢ak o uticaju ovog polimorfizma i pojave hemoragijskih
komplikacija nakon rtPA terapije mogao doneti.

Sve navedene studije su se bavile ispitivanjem povezanosti gena kandidata koji bi potencijalno mogli
da uti¢u na oporavak pacijenata nakon IMU lecenih rtPA terapijom. Medutim, uspeh ovih studija je bio
veoma skroman. Bezbednost (javljanje HT) i efikasnost (rekanalizacija) rtPA terapije snazno je povezana sa
dugoro¢nim ishodom (invaliditetom) nakon IMU. GWAS je ispitala dugoro¢ni ishod nakon IMU, koristedi
mRS skor tri i $est meseci nakon prvih simptoma IMU. Studija o genetickom doprinosu u funkcionalnom
oporavku i invaliditetu nakon mozdanog udara (GODs), bila je prva GWAS koja je analizirala dugoroc¢ni ishod
nakon IMU (73). U studiju je bilo uklju¢eno 2482 pacijenata sa IMU, u koju su bili ukljuceni pacijenti le¢eni
saibezrtPA, igde je uoCena povezanost izmedu genskih varijanti unutar PATJ gena i loSijeg oporavku nakon
IMU. Protein kodiran PATJ genom povezan je sa integritetom KMB, ¢ije narusavanje nakon IMU je blisko po-
vezano sa pojavom HT nakon trombolize (73).

Jedina GWAS izvedena kod pacijenata sa IMU koji su primili rtPA terapiju objavljena je nedavno (74). Au-
tori su analizirali parenhimske hematome prateci ECASS kriterijume u kohorti pacijenata sa AIMU le¢enih
rtPA, dok su pacijenti kojima je dodatno uradena trombektomija bili iskljuceni iz studije. Do danas, ova stu-
dija obuhvatila je najvecu kohortu pacijenata lecenih rtPA i geneti¢kim podacima (n=1904). Polimorfna va-
rijanta (rs76484331) unutar ZBTB46 gena bila je povezana sa PH (n=1324, p=1,61x107%), a zatim je potvrdena
i u nezavisnom uzorku (n=580, p=0,01). Protein kodiran ovim genom predstavlja faktor transkripcije ekspri-



miran u mozdanom tkivu. Zanimljivo je da je poligenski skor rizika generisan u kohorti otkri¢a sa 3506 gen-
skih varijanti povezanih sa PH, takode, povezan sa stepenom invaliditeta i mortaliteta u tre¢em mesecu
nakon AIMU procenjivano mRS skorom. Najznacajnija povezanost bila je u odnosu na dugoro¢ni oporavak
(invaliditet u trecem mesecu, p=1,51x10%) koji je ostao znacajan nakon logisticke regresije ukljucujudi ini-
cijalni skor neuroloskog deficita (NIHSS), pol i starost (p=0,01) (74). Uzimajuci u obzir rezultate GODs projekta
i podatke o PH iz GWAS, primeceno je da pojava HT i oporavak nakon IMU zavise od odredenih genskih fak-
tora rizika i bioloskih mehanizama na koje bi trebalo posebno obratiti paznju i dodatno i detaljnije prouca-
vati u bududim istrazivanjima.

Zakljucak

Farmakogeneticke studije koje se bave ispitivanjem uticaja rtPA terapije na oporavak pacijenata i po-
javu neZeljenih efekata nakon primene ove terapije kod pacijenata sa AIMU sprovode se unazad dve dece-
nije. Vecina ovih studija se bazirala na ispitivanju polimorfnih varijanti unutar razli¢itih gena, uglavnom
koristedi strategije gena kandidata, dok je sprovedena samo jedna GWAS kojoj je ovo bio primarni cilj istra-
Zivanja, dok je druga GWAS sa istim ciljem jo3 uvek u toku. lako nema dovoljno podataka, GWAS su ukazale
da bi geneticka pozadina mogla da uti¢e na odgovor pacijenta na rtPA terapiju. Konkretno, cerebralna kr-
varenja nakon rtPA terapije mogu biti posledica genskih faktora rizika. Pored toga, stepen rekanalizacije/re-
vaskularizacije bi, takode, mogao biti povezan sa genskim faktorima rizika. Medutim, samo nekoliko studija,
na nedovoljnom broju ispitanika, proucavale su genske faktore i upravo ovaj mali broj uklju¢enih pacije-
nata predstavlja najveci problem i nedostatak svih rtPA farmakogenetickih studija, ali treba uzeti u obzir da
veoma mali broj pacijenata sa AIMU zadovoljava sve kriterijume za primenu rtPA terapije.

U perspektivi farmakogenetickih rtPA studija potrebno je ukljucivanje sto veceg broja istrazivanja sa
ciliem pronalaZenja genskih modulatora rtPA terapije. Stavise, podaci dobijeni GWAS, takode, mogu se ko-
ristiti za razumevanje bioloskih mehanizama povezanih sa odgovorom na rtPA terapiju. Dodatno, patofi-
zioloski mehanizmi nastanka hemoragijske transformacije nakon tromboliticke terapije ili odsustvo rane
revaskularizacije nakon rtPA jo$ uvek nisu u potpunosti razjasnjeni. Analize signalnih puteva, genskih inte-
rakcija i Mendelova randomizacija su analize koje koriste podatke dobijene iz GWAS i koje bi mogle da raz-
jasne bioloske mehanizme povezane sa efektima rtPA terapije. lako se ¢ini da genetika moze igrati znacajnu
ulogu u efikasnosti rtPA terapije kod pacijenata nakon AIMU, za implementaciju farmakogenetike u klini¢ku
praksu potrebni su dosta bolji prediktivni modeli, ali i brzi uredaji i aparatura za odredivanje genotipova
polimorfizama od interesa.
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