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Geneticko-epidemioloska analiza i analiza ekspresije gena renin-angiotenzin

sistema (RAS) u karotidnoj aterosklerozi kod ¢oveka

Karotidna ateroskleroza (KA) je hroni¢na bolest koja zapoCinje aktivacijom i
nakupljanjem inflamatornih ¢éelija koje se pune lipidima u zidu arterijskog krvnog suda.
Aterosklerotski plak sadrzi lipidno jezgro, fibroznu kapu, akumulira glatke misi¢ne
éelije (GMC) i proteine ekstraéelijskog matriksa (ECM).

Renin-angiotensin system (RAS) ima kljuénu ulogu u aktivaciji inflamacije u zidu
krvnog suda. Glavni molekuli RAS su: angiotenzin-konvertuju¢i enzim (ACE),
angiotenzin-konvertuju¢i enzim-homolog (ACE2), angiotenzin Il receptori tipa 1
(ATR1) i tipa 2 (ATR2), ACE2 homolog (TMEM 27) i regulatorna RNK (miR-155).
Angiotenzin Il (Ang Il) je glavni efektorni molekul RAS koji se sintetise aktivnoséu
ACE, a razgraduje aktivno$¢éu ACE2. Ang II ostvaruje svoje efekte vezujucu se za
ATR1 i ATR2. Efekti Ang Il imaju vaznu ulogu u regulaciji vaskularne homeostaze i
to su: vazokonstrikcija, migracija, proliferacija i hipertrofija GMC, poveéana sinteza
ECM i poveéana produkcija matriks-metaloproteinaza (MMPs). Ekspresija ATR1
regulisana je sa miR-155. Balans izmedu aktivacije i represije RAS moze biti odlucujuci
u patoloskom remodelovanju zida krvhog suda i patogenezi KA. Zato je vazno ispitati
funkcionalnu aktivaciju RAS sistema na lokalnom (tkivnom) nivou u karotidama i to na
nivou ekspresije gena koji kodiraju za komponente RAS, enzime i receptore. Ekspresija
gena je regulisana preko prisustva/odsustva razli¢itih alelnih varijanti funkcionalnih
polimorfizama u genima za RAS.

Geneticko-epidemioloska studija gena RAS je uradena po pacijenti - kontrole
dizajnu, na tri gena i tri polimorfizma. Ova studija obuhvatila je 750 ispitanika oba pola
iz populacije Srbije, 505 pacijenata i 246 kontrola iste etnicke pripadnosti. Uradena je
studija asocijacije polimorfizma I/D u genu za ACE, polimorfizma A1166C u genu za
ATR1 i polimorfizma A/G -1332 u genu za ATR2 sa nastankom KA, klinickim
parametrima KA, fenotipom plaka (stabilni (SAP) i nestabilni (NAP)), klini¢kim
dogadajima (prolazni ishemijski dogadaj (TIA) i cerebrovaskularni insult (CVI)) u

Srbiji. Isti polimorfizmi su asocirani i sa ekspresijom gena u tkivu plaku KA. Analiza



ekspresije gena RAS na nivou iIRNK je uradena po istom dizajnu, na Sest gena. TO su
ACE, ACE2, TMEM 27, ATR1, ATR2 i miR-155. Ova studija obuhvatila je tkivo KA
od 61 pacijenta po tipu SAP (45) i po tipu NAP (16). Studija ekspresije na nivou
proteina na tkivu KA plakova obuhvatila je (8) pacijenata, po tipu SAP (3) i po tipu
NAP (5) za ATR1, ATR2 i ACE2. U genotipizaciji ispitivanih polimorfizama kori$¢ena
je reakcija amplifikacije DNK in vitro PCR i restrikciona analiza sintetisanih
fragmenata (RFLP). Relativna kvantifikacija IRNK za ACE, ACE2, ATR1, ATR2,
kolektrin (TMEM27) i miR-155 uradena je Real-time PCR metodom. Analiza ekspresije
gena RAS i miR-155 uradena je u programu REST (REST Software, QIAGEN), kao i

metodom 2744Ct j 2-ACt

u GraphPad programu. Relativna kvantifikacija proteina uradena
je Western blot metodom i densinometrijom. Statisticka obrada podataka uradena je
koriS¢enjem programskog paketa STATISTICA 8.0.

Ispitani polimorfizmi: /D u genu za ACE, A1166C u genu za ATR1 i A/G -
1332 u genu za ATR2 nisu bili nezavisni faktori rizika za nastanak KA u ispitanom
uzorku u populaciji Srbije. Polimorfizam 1/D u genu za ACE bio je nazavistan faktor
rizika za formiranje NAP u grupi pacijenata musSkog pola. Nosioci genotipa I imali su
2.52 puta veci korigovani rizik za formiranje NAP od nosilaca genotipova koji sadrze
alel D. Utvrdena je statisticki znacajna razlika u distribuciji alela i genotipova
polimorfizma A1166C u genu za ATR1 izmedu pacijenata sa SAP i NAP. Polimorfizam
A1166C u genu za ATRL1 je nezavistan faktor rizik za formiranje NAP. Nosioci alela C,
po dominantnom modelu nasledivanja, imaju 1.94 puta vecéi korigovani rizik za
formiranje NAP od nosilaca genotipa AA. Polimorfizam A/G -1332 u genu za ATR2
nije asociran sa rizikom za formiranje NAP. Polimorfizam A/G -1332 u genu za ATR2
je znacajan nezavistan faktor rizika za nastanak CVI u grupi pacijenata muskog pola.
Hemizigot G/- je asociran sa 2.67 ve¢im korigovanim rizikom za nastanak CVI u
odnosu na hemizigot A/-. Polimorfizam I/D u genu za ACE je asociran sa nastankom
TIA u grupi pacijenata muskog pola. Genotip DD, po recesivnom modelu naslediovanja
asociran je sa 2.2 puta ve¢im korigovanim rizikom za nastanak TIA nego genotipovi
koji sadrze alel I. U tkivu KA plaka iRNK za ACE, ACE2, TMEM 27, ATR1 i miR-155
se eksprimiraju, a iIRNK za ATR2 se ne eksprimira. U ovoj studiji relativni odnos
ekspresije gena za ACE/ACE2 u KA plaku coveka je bio statisticki znacajno smanjen u

poredenju sa kontrolnim tkivom arterije bez znakova aterosklerozei u muskom (3.4



puta) i u zenskom (2.7 puta) polu. Relativni nivo ekspresije iRNK za ACE u poredenju
sa nivoom iRNK za ACE2 bio je statisticki znacajno nizi. Nivo ekspresije IRNK za
ACE 1 ATRI se nisu statisticki znacajno razlikovale po genotipovima polimorfizama
I/D 1 A1166C. Nivo ekspresije miR-155 se statisti¢ki znac¢ajno razlikovao u odnosu na
genotipove polimorfizma 1166 A/C u genu za ATR1 u grupi pacijenata zenskog pola.
Genotip CC je po recesivnom modelu nasledivanja statisticki znac¢ajno asociran sa vis§im
nivoom ekspresije miR-155. Nivo ekspresije IRNK za ACE, ACE2, ATR1 i TMEM27
se nije statisticki znacajno razlikovao izmedu SAP i NAP. Nivo ekspresije proteina
ATRI1 bio je statisti¢ki znacajno visi u NAP u odnosu na SAP, dok se nivoi proteina
ACE2 i ATR2 nisu statisticki zna¢ajno razlikovali izmedu SAP i NAP. Nivoi ekspresije
proteina ATR1 1 ATR2 nisu se statisticki znacajno razlikovali po genotipovima
ispitivanih polimorfizama A1166C i A/G -1332.

Ispitani geneticki markeri RAS u KA bi mogli biti od klinickog znacaja kao
faktori modulacije nastanka i toka bolesti, za koje se do sada nije znalo. U razli¢itim
podgrupama pacijenata sa KA asocijacija genetickih faktora sa klini¢kim parametrima

moze imati potencijalnu primenu u prevenciji i terapiji KA u bliskoj buduénosti.
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Genetic-epidemiological analysis and analysis of gene expression of the renin-
angiotensin system (RAS) in carotid atherosclerosis in humans

The carotid atherosclerosis (CA) is chronic disease, which begins with activation
inflammatory cells and accumulation lipid in these cells within blood vessel wall.
Atherosclerotic plaque containing a lipid core, fibrous cap, accumulates smooth muscle
cells (GMC) and proteins of the extracellular matrix (ECM).

The renin-angiotensin system (RAS) has a key role in activation of inflammation within
blood vessel wall. The main components of the system are: angiotensin I-converting
enzyme (ACE), angiotensin converting enzyme homolog (ACE2), angiotensin Il
receptor type 1 (ATR1), angiotensin Il receptor type 2 (ATR2), ACE2 homolog
(TMEMZ27) and regulatory RNA (miR-155). Angiotensin Il (Ang 1) is the main effector
molecule of the RAS, which is synthesized by the activity of ACE and is cleaved by
ACE2. Ang Il achieves its effects by binding to ATR1 and ATR2. These effects has an
important role in the regulation of vascular homeostasis and include the following:
vasoconstriction, vascular smooth muscle cells (SMC) migration, proliferation and
hypertrophy, increased synthesis of extracellular matrix (ECM) and enhanced
production of matrix metalloproteinases (MMPSs). The expression of ATR1 is regulated
by the miR-155. The balance between activation and repression of RAS can be decisive
in pathological remodeling of the vessel wall and the pathogenesis CA. It is therefore
important to examine the functional activation of RAS at the local (tissue) level in
carotid vessel wall at level of expression genes encoding for components of the RAS,
enzymes and receptors. The gene expression of components of RAS is regulated
through the presence/absence of different allelic variants of functional polymorphisms
in these genes.

The genetic epidemiological study for RAS genes was performed by case-control design
and consisted of three genes and three polymorphisms within these genes. This study
included 750 subjects of both sexes from the Serbian population, 505 patients and 246
controls of the same ethnic background. It is done genetic association study the ACE
I/D, ATR1 A1166C and ATR2 A/G -1332 polymorphisms with occurrence of CA,
clinical parameters of CA, (phenotypes of plaques (stable (SP) and unstable (USP)),



clinical events of disease (transient ischemic attack (TIA) and cerebrovascular insult
(CV1)) in Serbia. The same polymorphisms are associated with the with the expression
of genes in the tissue of carotid atherosclerotic plaques. Analysis of gene expression at
the level RAS mRNA is performed according to the same design, for the all six genes.
These genes were ACE, ACE2, TMEM27, ATR1, ATR2 and miR-155. This study
involved carotid atherosclerotic tissue of 61 patients, 45 patients with stable carotid
plaque characteristics and 16 patients with USP plaques. The study expression at the
level of proteins in carotid atherosclerotic tissue included 8 patients, 3 SP and 5 USP
plagues for ATR1, ATR2 and ACE2. Genotyping of examined polymorphisms is done
by reaction of amplification DNA in vitro (PCR) and restriction fragment length
polymorphism analysis (RFLP). Relative quantification of mRNA for ACE, ACE2,
ATR1, ATR2, collectrin (TMEM27) and miR-155 was performed by real-time PCR.
Analysis of the gene expression of RAS and miR-155 was performed by REST softwere
(REST Software, QIAGEN) and by 24" and 2°“' method in GraphPad softewere.
Relative quantification of protein was done by Western blot and densitometry. The
statistical analysis was performed using the software package STATISTICA 8.0.

The investigated polymorphisms in the human genes of the RAS: the ACE 1/D
polymorphism, the ATR1 A1166C and ATR2 A/G -1332 were not independent risk
factors for the occurrence of CA in examined sample in population of Serbia. The ACE
I/D gene polymorphism was an independent risk factor for the formation of USP
plaques in group of male patients. The carriers of Il genotype had 2.52 fold higher
adjusted OR for formation of USP plaques compared to those carriers containing allele
D. There was a significant statistical difference in the distribution of genotypes and
alleles of the ATR1 A1166C gene polymorphism between patients with SP and USP
carotid plaques. The ATR1 A1166C gene polymorphism was an independent risk factor
for the formation of USP plaques. The carriers of allele C according to the dominant
model inheritance had a 1.94 fold higher adjusted OR for the formation of USP plaques
compared to AA genotype carriers. The ATR2 A/G -1332 gene polymorphism is not
associated with the risk of the formation of USP plaques. The ATR2 A/G -1332 gene
polymorphism was a significant independent risk factor for CVI in the group of male
patients. The hemizygote G/- was associated with 2.67 fold gigher adjusted OR for CVI

compared to those carriers of hemizygote A/-. The ACE 1I/D polymorphism is associated



with an increased risk for the occurrence of TIA in male group of patients. The
genotype DD, according to the recessive model of inheritance is associated with 2.2
fold higher adjusted OR for the occurrence of TIA compared to those genotypes which
containing allele 1.

In the tissue of carotid atherosclerotic plaques the mRNA expression level of ACE,
ACE2, TMEM27, ATR1 and miR-155 is determined whilst ATR2 is not. In this study,
the relative ratio of MRNA expression of ACE and ACE2 (ACE/ACEZ2) in human CA
plaques was significantly reduced compared with control tissue arteries without any
signs of atherosclerosis, 3.4 fold in males and 2.7 fold in female patients. The relative
MRNA expression level of ACE compared to the level of ACE2 was significantly
decreased. The relative mRNA expression levels of ACE and ATR1 were not
significantly different between genotypes of the gene polymorphisms, I/D and A1166C.
The relative expression level of miR-155 was significantly different in regard to
genotypes of polymorphism A1166C in female group in patients. The genotype CC
according to the recessive model of inheritance is significantly associated with r level of
miR-155. The relative level of ACE, ACE2, ATR1 and TMEM27 mRNA expression
were not significantly different betwereen stable and unstable carotid plaques. The
ATR1 protein expression level was significantly higher within unstable carotid plaque
in comparison to stable plaques, whereas protein levels of ACE2 and ATR2 did not
significantly differ between these phenotypes. The expression levels of proteins ATR1
and ATR2 are not significantly different between the investigated polymorphisms,
A1166C and A/G -1332.

The examined genetic markers of RAS in CA could have clinical importance as factors
that modulate the origin and course of the disease, which hitherto unknown so far. The
association of genetic markers with clinical parameters in various subgroups of patients
with CA could have potential application in the prevention and treatment of disease in
the near future.

Key words: carotid atherosclerosis (CA), renin-angiotensin system (RAS), ACE, ACE2,
ATR1, ATR2, TMEM27, miR-155, gene polymorphism, mRNA exspression
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LISTA SKRACENICA:

3'UTR -3"-netranslatuju¢i region

LDLR - LDL receptor

5'UTR -5"-netranslatuju¢i region

LDLR ™- transgeni mi3evi sa izbatenim
genom za LDLR

A-adenin

LD-neslucajna asocijacija polimorfizama
u istom genu

ACE2- homolog angiotenzin-
konvertujuceg enzima

LOX-1- lektinu slican receptor za oxLDL
1

ACE2"-transgeni miSevi sa izba¢enim
genom za ACE2

LDLR - LDL receptor

ACE-angiotenzin-1 konvertujuc¢i enzm

Lp (a)-lipoprotein (a)

ACEI-inhibitori ACE enzima

MCP-1-protein koji privla¢i monocite

ADAM17-metaloproteaza ADAM17

M-CSF-faktor stimulacije kolonija
makrofaga

AFs-adventicijalni fibroblasta pacova

MHC Il-proteini glavnog
histokompatibilnog kompleksa klase |1

AK-aminokiseline

Lp (a)-lipoprotein (a)

Ang (1-7)- angiotenzin (1-7)

MCP-1-protein koji privlaci monocite

Ang I- angiotenzin |

mikroRNK-male nekodiraju¢e RNK

Ang ll- angiotenzin 11

MIRSNPS -polimorfizmi u vezuju¢im
mestima za mikroRNK

ANG-angiotenzinogen

MMP-1 -metaloproteinaza matriksa 1

APC-antigen prezentujuée éelije

MMP-2- metaloproteinaza matriksa 2

ApoB- lipoprotein LDL partikula

MMP-8- metaloproteinaza matriksa 8

ApOE " -transgeni mievi sa izbatenim
genom za ApoE

MMP-9- metaloproteinaza matriksa 9

ARBS-blokatori receptora ATR1

MMPs- familija metaloproteinaza
matriksa

ATR1-angiotenzin Il receptor tipa 1

MW- molekulska tezina

ATR2 "-transgeni misevi sa izbatenim
genom za ATR2

NADP(H) oksidaza- nikotinamid-
adenindinukleotid-fosfat oksidaza

ATR2- angiotenzin |l receptor tipa 2

NAP-nestabilan karotidni aterosklerotski
plak

B1R -bradikininski receptor tipa |

NEP-neutralna endopeptidaza

B2R- bradikininski receptor tipa Il

NF-kB-nuklearni faktor «B




BMI-indeks telesne mase

NO-azotoksid

CAKUT-kongenitalne anomalije urinarnog
trakta

oxLDL-oksidovani LDL

CCA-zajednicke karotidne arterije

PAI-1- inhibitor aktivacije plazminogena

C-citozin

PAOB -periferna arterijska okluzivna
bolest

CNS-centralni nervni sistem

PCR -lan¢ana reakcija polimeraze

CRP-C-reaktivni protein

PDGF -trombocitni faktor rasta

CVI-cerebrovaskularni insult

PKC-protein kinaza C

DBP-dijastolni krvni pritisak

PLS3-plastin 3

DDIM-D dimer

PPARs-familija
peroksizomalnih proliferativnih
aktiviranih receptora

DNK-dezoksiribonukleinska kiselina

RAS-renin angiotenzin sistem

EC-van c¢elijska petlja

REN-renin

ECM-vanéelijski matriks

PLS3-plastin 3

eNOS -endotelijalna NO sintaza

RFLP- restrikciona analiza sintetisanih
fragmenata

ERK1/2-protein kinaza regulisana
ekstracelijskim signalima

RNK-ribonukleinska kiselina

gACE-germinalna forma ACE enzima

ROS-reaktivne vrste kiseonika

GAPDH -gliceraldehid trifosfat
dehidrogenaza

SACE -somatska forma ACE enzima

G-guanin

SAP-stabilan aterosklerotski plak

GIPs -GPVR intergujuci proteini

SBP- sistolni krvni pritisak

GMC-glatke misiéne Celije

SDS-natrijum-dodecil sulfat

SDS-PAGE- SDS elektroforeza na
poliakrilamidnom gelu

GPVR -familija G protein vezuju¢ih
receptora

SHRSP- transgeni model pacova sa
hipertenzijom sklonih Slogu

H,0,- vodonik peroksid

SLC6A14- ¢lan familije proteina kojii
ucestvuju u transportu neurotransmitera
zavisnih od Na+ i CI- i transportu AK

HDL- lipoproteini visoke gustine

SNAP-25- sinaptozomalni vezani protein
od 25 kDa

HMEC-1-¢elijska linija mikrovaskularnih
endotelnih ¢elija

SNARE-solubilni proteinski kompleks

HNF1-a -hepatocitni nuklearnim
faktorom-a

snoRNK-mala nukleolarne RNK

hnRNPA1-heterogeni nuklearni

SNP-tackasti polimorfizam




ribonukleoprotein Al

HO-1-hem-oksigenaza-1

SS -ukupan stepen stenoze

HT-hipertenzija

TF-tkivni faktor

HuR- humani antigen R

THP-1-¢elijska linija monocita coveka

HUVEC-kultura venskih endotelnih ¢elija
izolovana iz pupcCane vrpce coveka

TI1A-prolazni ishemijski dogadaj

HWE- Hardy-Weinberg-ova ravnoteza

TMEMZ27-kolektrin

HuR- humani antigen R

TM-transmembranski domen

I/D -insercija/delecija

TNF-a-faktor nekroze tumora-alfa

ICA - interna karotidna arterija

T-timin

IC-unutar ¢elijska petlja

U-uracil

IFN-vy-interferon-y

VCAM-1-vaskularni adhezioni molekul

IGF-1- insulinu sli¢an faktor rasta 1

VEGF -vaskularni endotelijalni faktor
rasta

IL-1-a- interleukin-1la

VIIF- faktor koagulacije VII

IL-1-B- interleukin-1

vWF-von Vilebrandov faktor

IL-6-intereukin 6

IL-8- interleukin 8

IM-infarkt miokarda

IMZ-zadebljanje intima medije

IRES -inicijacija translacije unutra$njim
ulazom ribozoma

iRNK-informaciona RNK

K A-karotidna ateroskleroza

KVB-kardiovaskularne bolesti

LDL-lipoproteini niske gustine
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1. UVOD

1.1. ATEROSKLEROZA

Ateroskleroza je sistemska, kompleksna, multifaktorijalna, hroni¢na
inflamatorna bolest zida arterijskih krvnih sudova (Ludewig i sar., 2002; Hansson GK,
2005). Karakterise se disfunkcijom endotela usled povrede zida krvnog suda,
proliferacijom glatkih migi¢nih ¢éelija (GMC), akumulacijom lipida, sintezom
vancelijskog matriksa (Libby P, 2002), hroni¢nom inflamacijom; infiltracijom,
diferencijacijom inflamatornih ¢elija (monocita, makrofaga) i aktivacijom celija
imunskog odgovora (T-limfocita) (Hansson GK, 2009). To za posledicu ima
remodelovanje zida krvnog suda, stvaranje aterosklerotskog plaka, akutnu ili hroni¢nu
obstrukciju lumena, poremecaj protoka krvi i smanjeno snabdevanje ciljnih organa
kiseonikom (ishemija) (Libby i Ridker, 2006). Progresija bolesti doprinosi patogenezi
vrlo ozbiljnih kardiovaskularnih oboljenja ¢iji krajnji ishod moze biti sréani udar
(infarkt miokarda) (IM) ili Slog (cerebralna ishemija) (Libby i sar., 2011).

Prema podacima svetske zdravstvene organizaacije (eng. World Health Organization,
WHO) broj umrlih od kardiovaskularnih bolesti (KVB) u koje se ubrajaju: bolesti srca
(poremecaji nastali u koronarnim krvnim sudovima; IM, reumatske bolesti srca,
kongenitalne bolesti srca), cerebrovaskularne bolesti (Slog), poviseni Krvni pritisak
hipertenzija (HT) i periferna arterijska bolest, je do 2008. godine procenjen na 17.3
miliona ljudi, $to je 30 % od ukupnog broja smrtnih slu¢ajeva u svetu. Od tog broja 7.3
miliona je umrlo od koronarnih bolesti srca, a 6.2 miliona od sloga. Preko 80 % umrlih
od KVB u svetu je iz zemalja sa niskim i vrlo niskim Zivotnim standardom, sa priblizno
istom zastupljenosc¢u smrtnih slucajeva kod oba pola

(http://www.who.int/cardiovascular_diseases/en/).
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1.1.1. Nastanak i progresija ateroskleroze

1.1.1.1.  Disfunkcija endotela

Disfunkcija endotela je prvi korak u nastanku ateroskleroze. Dva klju¢na signala
u tom procesu su gubitak endetelijum-zavisne vazodilatacije i povecanje ekspresije
endotelnih i leukocitnih adhezionih molekula (Newby i sar., 2000). Moze biti izazvana
razli¢itim faktorima kao $to su: bakterijske i virusne infekcije; oksidativni stres- usled
povecane sinteze reaktivnih vrsta Kiseonika (ROS) kod npr., pusenja; mehanickih sila
(turbulentni tok krvi i sila trenja); poviSeni nivo lipoproteina niske gustine holesterola
(LDL) i homocisteina; HT i Se¢erne bolesti (Ross R, 1999). Gubitak bioloske aktivnosti
endotela narusava sintezu azotoksda (NO) i udruzen je sa povecanjem ekspresije
protrombotskih faktora, proinflamatornih adhezionih molekula, citokina i faktora
hemostaze. Citokini mogu smanjiti dostupnost NO i povecati sintezu ROS (Stocker i
Keaney, 2004.).

1.1.1.2.  Formiranje masnih pruga

Pojava prvih aterosklerotskih lezija je udruzena sa pojavom masnih pruga (eng.
feat streak). Tokom zivota masne pruge se javljaju ve¢ u detinjstvu i adolescenciji.
Inicijalni dogadaj u njihovom nastajanju je akumulacija lipida (zadrzavanje Apo-B —
lipoproteina LDL partikula) u subendotelijalnom prostoru vezivanjem za komponente

vancelijskog matriksa (Williams i sar., 2001; Tabas i sar., 2007).

1.1.1.3.  Formiranje uznapredovale lezije, plaka

Tranzicija relativno jednostavnih masnih pruga u daleko komplikovanije,
kompleksnije, aterosklerotske lezije se karakterise imigracijom GMC iz medijalnog
sloja kroz internu elasti¢nu laminu u intimalni sloj ili u subendotelni prostor (Glass i
Witztum, 2001). U odgovoru na povredu, citokine i faktore rasta GMC menjaju fenotip,
naime prelaze iz stanja mirovanja tkz., "kontraktilnog fenotipa" u aktivni "sinteticki

proliferativni fenotip" tip celija koji migriraju 1 proliferiSu (Frid i sar., 1997;
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Gittenberger-de Groot i sar., 1999; Schaper i Ito, 1996). Kontraktilni fenotip GMC
zdravog krvnog suda reguliSe njegov dijametar (vazokonstrikcijom ili vazodilatacijom)
(Schaper i Ito, 1996). Za razliku od kontraktilnog sinteticki fenotip u aterosklerozi je
odgovoran za remodelovanje zida krvnog suda. GMC sintetisu komponente
vancelijskog matriksa (intersticijalni kolagen, elastin, glikozaminoglikane) (Ross i sar.,
1999; Schwartz i sar., 2000). Na taj nacin, tokom progresije bolesti, aterosklerotske

lezije zadobijaju karakteristi¢nu formu ateroma (plaka) sa fibroznom kapom (slika 1.1.).

Fragmenti . Fibrozna ka
kolagena Fragmenti Pe
elastina

Kolagenaze

U3l wn

(K Sae Lipidi oslobodeni
X -J ‘t.npldno (\
L Zgt NS TR tskih Gelij
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Citokini, ROS f B
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Bl

Slika 1.1. Sazrevanje aterosklerotskih lezija. Uznapredovale aterosklerotske lezije sadrze fibroznu kapu
koja se sastoji od gustog vancelijskog matriksa, od kolagena i elastina. Ispod fibrozne kape nalazi se
lipidno jezgro sa mnostvom makrofaga i GMC u procesu éelijskog umiranja po tipu apoptoze, ostataka
apoptotskih tela i lipida. Proinflamatorni medijatori iz endotelnih éelija, limfocita i GMC dodatno
favorizuju Celijsku smrt apoptozom. Fibrozna kapa plaka slabi usled aktivnosti intersticijalnih kolagenaza
koje degraduju komponente vancelijskog matriksa. Elastaze dodatno degraduju elastin koji je neophodan
za migraciju Celija unutar lezija. Tokom ove faze aterogeneze formiraju se novi krvni sudovi nastali
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ekstenzijom postojecih vasa vasorum poreklom iz adventicijalnog sloja IEL- interna elasti¢na lamina;
MPC-makrofagi, penusave Celije; ROS-reaktivne vrste kiseonika) (modifikovano Libby i Ridker, 2006).

Tokom formiranja ateroma mononuklearni fagociti (makrofagi) kontinuirano fagocituju
lipidne depozite (oxLDL) putem receptora Cistaca i zadobijaju karakteristicnu formu
penusavih ¢elija (Glass i Witztum, 2001; Libby P, 2002). Makrofagi sekretuju
proinflamatorne citokine (hemokine), faktore rasta, metaloproteinaze matriksa (MMPs),
ROS i tkivni faktor (TF). Tkivni faktor amplifikuje lokalni imunski odgovor unutar
lezija 1 doprinose komplikaciji aterosklerotskih lezija odnosno trombozi. Privuceni
hemokinima interleukinom-8 (IL-8) i proteinom koji privla¢i monocite (MCP-1),
limfociti se vezuju za adhezione molekule eksprimirane na endotelnim ¢elijama kao §to
je vaskularni adhezioni molekul (VCAM-1) i P-selektin (Hansson i Libby, 2006).

1.1.1.4.  Fenotip nestabilnog (vulnerabilnog) aterosklerotskog plaka

Pojam "vulnerabilan plak" oznaCava leziju koja je odgovorna za nastanak
akutnog koronarnog sindroma (Muller i sar., 1994). Oznacava aterosklerotski plak sa
velikim lipidnim jezgrom, visokim sadrzajem makrofaga, malim udelom GMC i tankom
fibroznom kapom sklonom rupturi (Davies MJ, 1996). Glavni mehanizmi koji dovode
do rupture plaka su ekspresija faktora koji slabe fibroznu kapu, fizicka sila koju trpi
usled pritiska lipidnog jezgra i novo formirani krvni sudovi (vasa vasorum) unutar plaka
koji predstavljaju rizik za nastanak tromba (Shah PK, 2003). Tromboza u arterijskim
krvnim sudovima smatra se dogadajem koji je neposredno odgovoran za najveci deo
ishemijskih sindroma (incidenata) koji nastaju kao posledica ateroskleroze (Spagnoli i
sar., 2004; Van der Wall i sar., 1994; Virmani i sar., 2006; Mauriello i sar., 2005). Veci
deo trombova (60 %-80%) nastaje usled rupture- istanjene fibrozne kape, dok se ostatak
formira preko mesta povr$inske erozije plaka (Farb i sar., 1996).

Sematska ilustracija stanovista stabilnih i nestabilnih aterosklerotskih plakova prikazana

je naslici 1.2. (W van Lammeren i sar., 2011).
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Stabilan plak Nestabilan, ruptuiran plak

Malo lipidno jezgro (" Veliko lipidno jezgro
Debela fibrozna kapa Tanka fibrozna kapa
Nizak sadrZzaj makrofaga o Visok sadrzaj makrofaga
Mala gustina mikrokrvnih sudova . Visoka gustina mikrokrvnih sudova
Bez hemoragije unutar plaka ' Hemoragija unutar plaka

Bez rupture unutar plaka ' Ruptura plaka i tromb

Slika 1.2. Sematski prikaz stabilnih i nestabilnih aterosklerotskih plakova (modifikovano W van
Lammeren i sar., 2011)

Lipidno jezgro

Formiranje lipidnog jezgra glavna je karakteristika u razvoju vulnerabilnih
plakova. Kako ¢elijska smrt po tipu nekroze ima ulogu u formiranju lipidnog jezgra,
ono se oznacava i kao nekroti¢no jezgro. Pretpostavlja se da lipidno jezgro nastaje kao
rezultat spajanja (kombinovanja) manjih pulova akumuliranih lipida u veée, koje postaje
acelularno usled apoptoze i nekroze GMC i makrofaga-penu$avih éelija (Glass i
Witztum, 2001; Libby P, 2002; Hansson GK, 2005). Rezultati studija koje su za temu
imale ispitivanje uloge komponenata aterosklerotskih lezija u trombozi, pokazale su da
je lipidno jezgro do Sest puta vise doprinelo rupturi plaka u odnosu na ostale delove
(Fernandez-Ortiz i sar., 1994). U vulnerabilnim plakovima koronarnih arterija lipidno
jezgro ¢ini 29 %-34 % povrsine plaka (Virmani i sar., 2000; Cheruvu i sar., 2007). U
karotidnim arterijama simptomatskih pacijenata pred endarterektomiju lipidno jezgro
¢ini 40 % povrsine plaka (Grenholdt i sar., 2002).
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Tanka fibrozna kapa

Fibrozna kapa je vezivno tkivo koje prekriva lipidno jezgro. U njenom
formiranju uéestvuju GMC koje sintetiu komponente vancelijskog matriksa (kolagen i
proteoglikane) (Virmani i sar., 2000). Sadrzi i inflamatorne c¢elije medu kojima
dominiraju makrofagi-penusave ¢elije (Thim i sar., 2008). Klju¢nu ulogu u stabilnosti
fibrozne kape odreduje balans izmedu sinteze kolagena od strane GMC (sinteticki
fenotip) i razlaganje kolagena usled aktivnosti MMPs. Neke studije sugerisu da su
inflamatorni citokini odgovorni za regulaciju ovog balansa. Pored toga §to indukuju
apoptozu GMC 1i aktiviraju endotelne éelije i makrofage, takode povecavaju ekspresiju
MMPs u ovim ¢elijama (Galis i sar., 1994; Walsh i sar., 2000). Ruptura plaka se upravo
javlja na mestima stanjene fibrozne kape (Van der Wal i sar., 1994).

Inflamacija

Inflamacija kontinuirano prati aterosklerozu, a stepen inflamacije unutar plaka
moze ukazivati na rizik za rupturu (Libby P, 2002). Medutim, nisu svi delovi
nestabilnog plaka podjednako izloZeni inflamaciji. Lipidno jezgro je acelularno, a veliki
deo regiona plaka ¢ini fibrozno i kalcifikovano tkivo. Analiza endarterektomisanih
uzoraka plakova iz koronarnih krvnih sudova pacijenata sa anginom pektoris i akutnim
koronarnim sindromom pokazala je da makrofagi ¢ine 12 % (Moreno i sar., 2000),
odnosno 26 % povrsine plaka (Virmani 1 sar., 2000). Ultrazvukom je utvrdeno da u
karotidnim plakovima pacijenata pred endarteroktomiju taj procenat iznosi 1 %
(Grenholdt i sar., 2002). Za razliku od lipidnog jezgra ruptuirana fibrozna kapa je

zahvacena inflamacijom (Badimon i sar., 2012).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gr%C3%B8nholdt%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11802145
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Angiogeneza

Angiogeneza unutar plaka igra vaznu ulogu u nastanku komplikacija tokom
aterogeneze. Vasa vasorum zdravog krvnog suda obezbeduje neophodne nutritijente za
ishranu intima medije, dok u aterosklerozi usled hipoksije moze doprineti rastu lezija
(Moreno i sar., 2006). U uznapredovalim aterosklerotskim plakovima kontinuirana
aktivacija pro-angiogenih citokina rezultuje formiranjem novih nezrelih (fragilnih)
krvnih sudova ili penetracije postojecih iz adventicije u intimu koji mogu dovesti do
hemoragije (Kolodgie i sar., 2003; Virmani i sar., 2005). Hemoragija unutar plaka
uzrokuje iznenadno povecanje volumena plaka i pritiska u njemu, §to uzrokuje njegovu
nestabilnost. Angiogeneza je dvostruko do cetvorostruko veca u plakovima sklonim
rupturi (nestabilnim) u poredenju sa stabilnim lezijama u koronarnim krvnim sudovima
(Von Birgelen i sar., 2001; Schoenhagen i sar., 2000). Slicno je uo¢eno i u karotidnim
aterosklerotskim plakovima gde hemoragija doprinosi progresiji lezija (Takaya i sar.,
2005; Saam i sar., 2006).



Uvod

1.2. TKIVNI (LOKALNI) RAS

Klasi¢an koncept "cirkuliSu¢eg" renin-angiotenzin sistema (RAS) prosiren je
saznanjima njegovog delovanja na tkivhom (lokalnom) nivou (Re RN, 2004).
Cirkulisu¢i RAS samo je jedan od entiteta sveobuhvatnog RAS sistema i tkivnih RAS
koji mogu da funkcioni$u nazavisno od cirkuliSu¢eg (Paul i sar., 2006) (slika 1.3.).
Tkivni RAS karakteriSe se prisustvom svih komponenti sistema, renin (REN),
angiotenzinogen (ANG), angiotenzin konvertuju¢i enzim (ACE), angiotenzin | (Ang 1),
angiotenzin Il (Ang I1) i angiotenzinskih receptora u srcu, krvnim sudovima, bubrezima,
adrenalnim zlezdama, pankreasu, centralnom nervnom sistemu (CNS), reproduktivnom
sistemu, limfnom i adipoznom tkivu, hematopoeznim tkivima (Baltatu i sar., 2011;
Pérez-Diaz i sar., 2011; Siragy i Carey, 2010; Thatcher i sar., 2009; Fukuda i Sata,
2008; Cassis i sar., 2008; Park i Zambidis, 2009).

Iako je ustanovljeno da se tkivni Ang II sintetiSe od lokalno dostupnog Ang I, i1 dalje
nije jasno da li se tkivni REN sintetiSe lokalno 1 da li tkiva preuzimaju REN iz
cirkulacije poreklom iz bubrega. REN moze lokalno da se sekretuje u bubregu,
adrenalnim zlezdama i mozgu, ali se smatra da je u krvnim sudovima i srcu uglavnom
primarno poreklom iz bubrega (Nguyen Dinh Cat i Touyz., 2011).

Lokalni RAS funkcioniSe na endokrini, parakrini i autokrini/intrakrini nacin. Poviseni
tkivni nivoi komponenata RAS javljaju se u KVB nezavisno od povisenog nivoa krvnog
pritiska, u aterosklerozi, infarktu miokarda, u srcu ¢iji je rad poremecen, dijabetesu,
bolestima bubrega (Raizada i sar., 2007). Do sada su dobro okarakterisani tkivni RAS
sistemi u mozgu, bubregu, srcu (Re RN, 2004; Bader i Ganten, 2008; Beyazit i sar.,
2010; De Mello i sar., 2011; Zhuo i Li, 2011).



Uvod

Sistemski efekti ] Lokalni efekti ]

Srce

» Hipertrofija miokarda

+ Postishemi¢na aritmija

+ Remodelovanje posle infarkta

miokarda
* Krvni pritisak
Vaskularni sistem

* Volumen telesnih
te¢nosti -~ « Ateroskleroza
+ Balans elektrolita + Remodelovanje

Bubreg
» Nefropatija (sa/bez dijabetes)

Mozak
+ Tok krvi u mozgu
+ Krvno moZdana barijera

Adipozno tkivo
+ Metaboli¢ki sindrom

Slika 1.3. Sematski prikaz sistemskih i lokalnih efekata RAS sistema. RAS sistem ima kljuénu ulogu u
regulaciji krvnog pritiska, volumenu telesnih te¢nosti 1 balansu elektrolita. Pored toga $to ima sistemske
efekte, lokalno, RAS doprinosi adaptaciji celija na stimuluse, obnovi organa posle povrede i tkivnom
remodelovanju (modifikovano Fukuda i Sata, 2008).

1.3. RAS U INFLAMATORNOJ OSNOVI
ATEROSKLEROZE

RAS ima kljuénu ulogu u inicijaciji i progresiji ateroskleroze, kroz aktivaciju
inflamacije i proliferacije ¢elija (Phillips i Kagiyama, 2002; Grote i sar., 2004;
Petnehazy i sar., 2006).

Posto je ateroskleroza hroni¢na, inflamatorna bolest, multifaktorijalne etiologije,
kontinuirano regrutovanje imunih celija iz cirkulacije igra klju¢nu ulogu tokom
aterogeneze. Inflamatorni odgovor se odvija u tri koraka: 1) povecanje vaskularne
propustljivosti 2) infiltraciju leukocita i 3) tkivno remodelovanje (Cheng i sar.,
2005). Brojne studije su pokazale da Ang II kao inflamatorni medijator RAS, moduliSe

imunski odgovor odgovor na svakom od ovih koraka i posreduje u nekoliko klju¢nih



Uvod

dogadaja tokom procesa inflamacije (Cheng i sar., 2005; Marchesi i sar., 2008) (slika
1.4.). Pored hemodinamskih efekata na zid krvnog suda, Ang II ispoljava znacajne
efekte na celije zida krvnog suda $to ima za posledicu poremecenu homeostazu i

nastanak ateroskleroze (Brasier i sar., 2002).

Makrofage

/ CCR2/MCP-1

Dendritske celije

Migracija
/ Unos Ag/procesovanje

Glatke misicne celije

Migracija
Angiotenzin II ATR1 T celije
e Yooao | i Aktivacija
e —— , B Proliferacija
I—y Hemokini/Citokini
,.._V——-—J B Hipertenzija
Mezengijalne celije
TLR-4
\ ROS
Apoptoza

8 TLR4
Hemokini/Citokini

Slika 1.4. Uloga Ang Il posredovana njegovim vezivanjem za ATR1 u tkivnoj inflamaciji. Ang 1l
vezivanjem za receptor ATRI, aktivira signalne puteve u celijama imunskog sistema i doprinosi
lokalizovanoj aktivaciji imunog sistema (modifikovano Benigni i sar., 2010)

1.3.1. Efekti RAS na nastanak ateroskleroze

Za Ang 11, glavni efektorski peptd RAS, utvrdeno je da ucestvuje u svim fazama
tokom aterogenog procesa. Unutar zida krvnog suda Ang II povecava vaskularnu
propustljivost aktivacijom vaskularnog endotelijalnog faktora rasta (VEGF) (Suzuki i
sar., 2003; Cheng i sar., 2005). Regrutovanjem monocita iz krvi dodatno promovise
inflamaciju (Touyz RM, 2005). Pored monocita aktivira i druge imunokompetentne
¢elije iz krvi kao §to su T limfociti 1 visoko specijalizovane antigen prezentujuce Celije

(APC) (Lapteva i sar., 2001; Nahmod i sar., 2003). T limfociti poseduju endogeni RAS
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koji dalje moze da moduliSe inflamatorni odgovor (Jurewicz i sar., 2007; Hoch 1 sar.,
2009).

Konstantnu inflamaciju unutar zida krvnog suda Ang Il promovise aktivacijom
nekoliko pro-inflamatornih transkripcionih faktora. To su nuklearni faktor kB (NF-xB),
jedan od glavnih transkripcionih faktora za koji je utvrdeno da pojacava ekspresiju
brojnih gena u hroni¢nim inflamatornim bolestima (Barnes i Karin, 1997). S druge
strane Ang Il indukovana inflamacija je smanjila ekspresiju transkripcionih faktora iz
familije  peroksizomalnih proliferativnih  aktiviranih  receptora (PPARs)  (eng.
peroxisome proliferator-activated receptors, PPAR), koji za razliku od NF-kB imaju
protektivne efekte (Tham i sar., 2002). Ang Il indukovana inflamacija i remodelovanje
zida krvnog suda kontrolisana je i aktivacijom transkripcionih faktora iz familije ETS
transkripcionih faktora (Ets-1) (Zhan i sar., 2005).

Dokazi da Ang II promoviSe nastanak aterosklerotskih lezija pokazani su u
animalnim modelima bolesti kod miSeva deficijentnih za ApoE (ApoE ") i receptor za
LDL (LDLR 7), u kojima je hiperholesterolemija stimulisala sintezu angiotenzinskih
peptida (Daugherty i sar., 2004). U uznapredovalim aterosklerotskim lezijama Ang Il je
stimulisao ekspresiju MMPs (Galis i Khatri, 2002; Luchtefeld i sar., 2005) i inhibitora
aktivacije plazminogena (PAI-1) koji su destabilizovale aterosklerotski plak i dovele do
promene balansa fibrinolize (Vaughan i sar., 1995). Aktivacijom VEGF Ang Il je
promovisao adventicijalnu angiogenezu (Cheng i sar., 2005; Moreno i sar., 2006) (slika
1.5). Svoje efekte u aterosklerozi Ang Il ispoljava vezivanjem za Ang Il receptore tipa 1
(ATR1) i tipa 2 (ATR2) (Sayeski i Bernstain, 2001; Nouet i Nahmias, 2000). Aterogena
funkcija Ang II u zidu krvnog suda u najvecoj meri je posredovana aktivacijom ATR1
(Braiser 1 sar., 2002). Rezultati farmakoloskih studija inhibicije ATRI u animalnim
modelima ateroskleroze pokazali su nizi stepen razvoja bolesti (Li i sar., 2004;
Wassmann i sar., 2004a). Smatra se da protektivni efekti blokade ATR1 posreduju u
smanjenju oksidativnog stresa, smanjenju stepena inflamacije i poboljasanju funkcije
endotelijuma (Wassmann 1 sar., 2004a). Farmakoloska blokada ATRI je smanjila
akumulaciju lipida i1 povecala nivo kolagena unutar ateroma i samim tim stabilizovala
aterosklerotske plakove u animalnim modelima ateroskleroze kod miseva kod kojih je

gen za ApoE izbacen (Fukuda isar., 2008).
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Angiogeneza 1

Slika 1.5. Uloga Ang II-ATR1 puta u aterosklerozi. Receptor ATR1 eksprimiran je u vaskularnim i
inflamatornim cCelijama. Indukcijom sinteze rekativnih vrsta kiseonika (ROS), stimulacijom ekspresije
adhezionih molekula i hemokina Ang II dovodi do disfunkcije endotela, infiltracije inflamatornih celija i
skladistenje lipida. Ang Il takode promovise proces patoloske angiogeneze u vasa vasorum putem
povecane sinteze vaskularnog endotelijalnog faktora rasta (VEGF) (modifikovano Fukuda i Sata, 2008)

1.3.2. Efekti RAS na poveéanje oksidativnog stresa i remodelovanje

unutar zida krvnog suda

Pokazano je da vezivanje Ang Il za ATR1 unutar zida krvnog suda povecava
oksidativni stres tako S§to indukuje aktivnost enzima nikotinamid-adenindinukleotid-
fosfat oksidaze (NAD(P)H oksidaza) (Warnholtz i sar., 1999). Njenom aktivno$¢u
nastaju ROS koje su aktivno uklju¢ene u transdukciju mnogobrojnih signala Ang II
(Griendling i Ushio-Fukai, 2000). Pri tom nastaju superoksidni anjoni i vodonik
peroksid (H203) koji u zidu krvnog suda deluju na dva nacina : 1) ekstraéelijski tako $to
moduliSu endotelijum zavisne promene vaskularnog tonusa i1 2) intracelijski kao
sekundarni glasnici koji uti€u na dugotrajne fenotipske promene celija (Griendling 1
Ushio-Fukai, 2000). Efekat oksidativnog stresa se ogleda ve¢ u prvim fazama
aterogeneze tokom formiranja masnih pruga gde je Ang Il favorizovao unos oxLDL-au

makrofage (Keidar i sar., 2001). U endotelnim ¢elijama Ang II je povecao ekspresiju
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lektinu slicnog receptora za oksidovani LDL (LOX-1), koji dalje potpomaze unos
oxLDL-a unutar lezija (Morawietz i sar., 1999).

Kao deo odgovora na povredu, krvni sud tezi da se obnovi kroz procese
vaskularnog remodelovanja (Touyz RM, 2005; Marchesi i sar., 2008). Ang Il je imao
ulogu faktora rasta tokom remodelovanja in vivo tako $to je stimulisao hiperplaziju i
hipertrofiju GMC, transaktivacijom receptora trombocitni faktor rasta (PDGF) (Kelly i
sar., 2004). Zajedno sa faktorom nekroze tumora-a (TNF-a) u endotelnim ¢elijama
indukovao je sintezu MMP-2 (Arenas i sar., 2004). Zna se da je ekspresija MMP-2 i
MMP-9 u aterosklerozi udruzena sa rupturom aterosklerotskog plaka (Heo i sar., 2011).
Povecan nivo Ang II tokom remodelovanja zida krvnog suda posledica je 1 aktivnosti
MMP-8 koja konvertuje Ang | u Ang Il (Laxton i sar., 2009). Pokazano je da ATR1 i
ATR2 imaju suprotne efekte u vaskularnom remodelovanju (Brassard i sar., 2005).
Inhibicija ATR1 blokatorima (ARBS) imala je protektivni efekat na vaskularno
remodelovanje kod transgenih miSeva sa izbadenim genom za ATR2 (ATR2 7) u
kojima je indukovana povreda (Wu i sar., 2001). Blokada ATR1 smanjila je oksidativni
stres 1 imala antiaterosklerotske efekte kod miSeva kod kojih su geni za ATR2 1 ApoE
izbaceni (Iwai 1 sar., 2005). Inhibicija ATR1 selektivnim antagonistima smanjila je
hipertenziju, povecala ekspresiju ATR2 i favorizovala vaskularno remodelovanje u
Secernoj bolesti (Savoia i sar., 2007). Najc¢e$¢e koriS¢ena terapija u remodelovanja
vaskularnog tkiva jesu ARBS, inhibitori ACE enzima (ACEI) u kombinaciji sa drugim
medikamentima (Cipollone i sar., 2004; Koh i sar., 2010).

Podatak da je ekspresija ACE registrovana u inflamatornim regionima
karotidnih aterosklerotskih plakova (Fukuhara i sar., 2000), kao i eksperimentalni
dokazi da tokom progresije bolesti u pojedinim regionima aterosklerotskog plaka
karotida (makrofagi) gube sekretornu aktivnost sinteze ACE (Morioka i sar., 2004),
ukazala je da RAS ima kriticnu ulogu u ovoj bolesti. Istovremeno otkrice novih
komponenti sistema kao S$to je angiotenzin konvertuju¢i enzim homolog (ACE2)
suprotnog regulatora ACE, dovela su do preovladujuéeg koncepta o postojanju dva
sistema koji imaju suprotne efekte u regulaciji vaskularne homeostaze i vaskularne
funkcije (Rabelo 1 sar., 2011). To su aktiviraju¢a kaskada koju ¢ine ACE/Ang II/ATR1
i deaktivarujuca kaskada koji ¢ine ACE2, Angiotenzin (1-7) i Mas receptor (ACE2/Ang
(1-7)/Mas) (Santos i sar., 2008; Rabelo i sar., 2011; Clarke i sar., 2013). Pitanje koje se
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postavlja jeste da li patolosko remodelovanje unutar zida krvnog suda u krajnjim
fenotipovima ateroskleroze kod Coveka zavisi od aktivacije/deaktivacije RAS sistema
kroz odnos ekspresije ACE/ACE2 i/ili aktivacije/deaktivacije ekspresionog nivoa
receptora ATR1/ATR2.

1.3.3. Uloga ATR2 u aterosklerozi i remodelovanju zida krvnog suda

Postoje oprecni rezultati uloge ATR2 u aterosklerozi. Sugerisana je
antiinflamatorna uloga ATR2 tokom progresije ateroskleroze (Savoia i sar., 2011).
Direktna stimulacija ATR2 agonistom (supstanca 21) u kulturi fibroblasta je smanjila
sintezu proinflamatornih citokina (Rompe i sar., 2010). Indukcija sinteze ATR2 je
indukovala smanjenje nivoa ekspresije informacione RNK (iRNK) za MMP-2 koja ima
ulogu u rastu neointime posle povrede (Jing i sar., 2009). U animalnim modelima
ateroskleroze transgeni misevi sa izbacenim genom za LDLR u kojima je adenovirisnim
vektorom uspostavljena ekspresija ATR2 pokazala je da ovi miSevi imaju manji stepen
aterogeneze u aorti, smanjenu akumulaciju kolagena, smanjeni ekspresioni nivo i
aktivnost MMP-aza (MMP-2, MMP-9) u regionima aterosklerotskih lezija (Dandapat i
sar., 2008). U istom modelu miSeva pokazano je da prisustvo ATR2 modulise
oksidativni stres, povecava eckspresiju endotelijalne NO sintaze (eNOS) i hem-
oksigenaze-1 (HO-1) i proinflamatorne procese putem fosforilacije Akt-1 kinaze (Hu i
sar., 2008).

Kod miSeva sa izbacenim genom za ApoE polni hormoni su kod muzjaka imali ulogu u
razvoju ateroskleroskih lezija (aneurizmi) indukovanu Ang Il (Henriques i sar., 2004),
dok su zenke bile zasticene (Daugherty i sar., 2001). Kod Zenki je infuzija Ang Il i
primena blokatora ATR2 menjala tok bolesti (Daugherty i sar., 2001). U istom modelu
Ang Il i ishrana bogata holesterolom, u aterosklerotskom plaku je dovela do povecanja
ekspresije ATR2 na nivou iIRNK i proteina (Johansson i sar., 2005). Blokada receptora
ATR1 i inhibicija receptora ACE nije imala efekte na distribuciju i kompoziciju
aterosklerotskih lezija kod ¢oveka (Johansson i sar., 2008). Misevi koji su dupli nokauti,
deficijentni za ApoE i ATR2, na ishrani bogatoj holesterolom su razvili aterosklerozu
(Sales i sar., 2005; Iwai i sar., 2005). ATR2 je modulisao oksidativni stres i imao

kontraregulatornu ulogu u odnosu na ATR1 u uslovima kada je ATR1 blokiran (Sohn i
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sar., 2000). Posle 16 nedelja ishrane bogate holesterolom sojevi miseva sa ATR2 genom
imali su zna¢ajno manji broj makrofaga, GMC, lipida i kolagena u plakovima usled
apoptoze, dok ovaj efekat nije bio vidljiv posle 10 nedelja ove ishrane (Sales i sar.,
2005). ATR2 ima funkciju glavnog antiinflamatornog medijatora u animalnim
modelima povrede krvnih sudova (Wu i sar., 2001). U eksperimentalnom modelu
povrede karotidne arterije (eng. balloon injury) pokazano je da indukovana ekspresija
ATR?2 inhibira hiperplaziju i proliferaciju GMC (Tang i sar., 2011) i regulise formiranje
nove intime (neointime) (Wu i sar., 2001). Ukoliko je u ovim modelima izbacen gen za
ATR2 dolazilo je do zadebljanja medijalnog sloja usled smanjene apoptoze celija
(Yamamoto i sar., 2008). Ekspresija ATR2 zabeleZzena je u endotelnim c¢elijama,
makrofagama u aterosklerotskom plaku i ¢elijama novoformirane intime (neointime)
kod zeceva sa aterosklerozom (Zulli 1 sar., 2006).

Postoje 1 opre¢ni dokazi u kulturi monocita Coveka: stimulacija ATR2 Ang II je
pojacala sintezu prostaglandina (PGE;) i MMP-1, za koju je pokazano da ucestvuje u
inflamatornom procesu u rupturi aterosklerotskih plakova (Kim i sar., 2005). U LDLR
modelu miseva deficijencija gena za ATR2 nije imala efekte na tok i veli¢inu
aterosklerotskih lezija (Daugherty i sar., 2004).

Pokazano je da je ATR2 eksprimiran u makrofagama aterosklerotskih plakova ¢oveka
(Johansson 1 sar., 2008). To je jedina komponenta RAS sistema Ciji nivo ekspresije
(1IRNK 1 protein) nije bio povisen u drugim tipovima aterosklerotskih lezija (aneurizme)

zahvacenih boles¢u (Kaschina i sar., 2009).

1.4. MOLEKULI RAS SISTEMA
1.4.1. Angiotenzin I-konvertuju¢i enzim (ACE) i njegova funkcija

Kod ¢oveka ACE je peptidil dipeptidaza (karboksipeptidaza) koja uklanja po
dve aminokiseline (AK) sa karboksilnog kraja proteina ¢iju hidrolizu katalizuje. Svojom
aktivnoséu, ACE vrsi konverziju Ang I i tako generiSe Ang II. Postoji u dve forme:
somatska zastupljena u mnogim tkivima (SACE) i germinalna (testikularna) (gACE)
forma prisutna samo u testisima. Obe izoforme pripadaju grupi transmembranskih

ektoenzima (Corvol i sar.,, 1995a; Corvol i sar.,, 1995b) sa ekstracelijskim
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ektodomenom, hidrofobnim (transmembranskim) delom i kratkim citoplazmati¢nim
"repom" (slika 1.6). Obe forme enzima imaju signalnu sekvencu na N-kraju, potrebnu

za prolaz u endoplazmati¢ni retikulum (Coates D, 2003).

1.4.1.1. Molekulska struktura sACE

sACE enzima kod Coveka je peptid, koji ima molekulsku teZzinu (eng.molecular
weight, MW) 140 kDa (glokozilovana forma ima MW 150-180 kDa) (Coates D, 2003).
Somatska forma ima 1306 AK (slika 1.8.) i sadrzi dva homologa kataliticka domena
koji su 60 % identi¢ni, oznaceni kao N- i -C, prema tome da li su blize N ili C kraju
proteina (Danser i sar., 2007). gACE sadrzi samo jedan domen koji je identi¢an C
domenu sACE. Funkcionalne jedinice svakog domena su Zn ?* zavisni aktivni motivi
(His-Glu-X-X-His). Joni Zn?* &ine vaznu kataliticku komponentu aktivnog centra za
koju se vezuju ACEI (Natesh i sar., 2003).

DN BN | Ance

HExxH E

BT R ] gACE
B D W N BWEN [N SACE

Spro N domen Gpro C domen

B region duplikacije
.kodirajuéi region[ ] aktivho mesto
[ signalna [0} c-transmembranski domen
sekvenca

Slika 1.6. Struktura gena i proteina ACE. sACE nastala je tandemskom duplikacijom gena koji kodiraju
informaciju za dva domena, —-N i —C domen proteina i koji se traskribuje sa somatskog promotora
(oznaka Spro u genu). gACE se transkribuje sa drugog specifi¢nog unutras$njeg promotora (Gpro).
Proteini u okviru osnovnog regiona pokazuju visok stepen homologije (oznaceno ruZzicasto). Aktivna
mesta za koja se vezuju joni Zn** su oznadena zuto. Obe forme enzima sadrze N terminalnu signalnu
sekvencu (oznaceno zeleno). Kiémenjaci u proteinu sadrze hidrofobnu (transmembransku) C-teminalnu
sekvencu (oznaceno narandZasto), dok kod beski¢menjaka (AnCE) nedostaje transmembranski region i
protein postoji samo u solubilnoj ektracelijskoj formi (modifikovano Coates D, 2003).
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1.4.1.2.  Struktura gena za ACE

Gen za humani ACE lociran je na hromozom.u 17 (Mattei i sar., 1989) u regionu
g22-q24 (Jeunemaitre i sar., 1992). Gen je dug 21 kb i sadrzi 26 egzona. Informaciona
RNK (iIRNK) za sACE i gACE transkribuju se sa dva razlicita promotora (Hubert i sar.,
1991; Langford i sar., 1991).

Somatski promotor je lokalizovan na 5'-kraju prvog egzona i kontrolise transkripciju
svih egzona izuzev egzona broj 13. Egzon 13 kodira za 67 dugu AK sekvencu koja
odgovara N-terminalnom kraju gACE. Primarni transkript se alternativno iskraja te
postoje duze i kra¢e forme iRNK (4.3 i 3.5 kb) (Hubert i sar., 1991; Sugimura i sar.,
1998). Funkcionalna analiza promotora gena za ACE kod ¢oveka pokazala je da u
promotoru postoje dva pozitivna i dva negativna regulatorna elementa (Testut i sar.,
1993). Proksimalni pozitivni regulatorni element se nalazi 132 bp uzvodno od starta
transkripcije, a negativni regulatorni elementi nadeni su na poziciji -472 bp i izmedu -
343 bp i-132 bp (Testut i sar., 1993).

Germinalni promotor nalazi se u intronu 12 (Langford i sar., 1991) te je iRNK za
gACE kraca duga 3 000 nukleotida (Hubert i sar., 1991).

1.4.1.3.  Polimorfizam insercija/delecija (1/D) u genu za ACE

Polimorfizam insercija/delecija (1/D) ispoljava se kroz prisustvo (alel 1) odnosno
odsustvo (alel D) Alu-palindromske sekvence duge 287 bp u intronu 16 (slika 1.7.).
Analiza strukture sekvence alela I i alela D gena u genu za ACE pokazala je identi¢nu
palindromsku sekvencu od 14 bp na oba kraja insercije (Hunley i sar., 1996). Spajanje
ova dva ponovka sugeriSe moguéi nastanak alela D. Tokom mejoze jedan od ta dva
ponovka bi mogao da se postavi da bude komplementaran drugom i tako stvori petlju
koja bi mogla da izbaci insercioni fragment (Yoshida i sar., 1996). Ovaj nacin
potencijalnog nastanka polimorfizma u lokusu gena za ACE sugerise da je mutacioni
dogadaj koji je doveo do nastanka polimorfizma delecija, a ne insercija (Yoshida i sar.,
1996).
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Intron 16 IE
287 bp
alel | I - | |
“'*. &
LT
alel D [ - |

Slika 1.7. Sematski prikaz strukture genaza ACE. Polimorfizam 1/D nalazi se u intronu 16 i manifestuje
se prisustvom (insercija) ili odsustvom (delecija) sekvence duge 287 bp (modifikovano
http://www.nieronline.org/uploads/5/53/Lely_Fig2.jpg)

1.4.1.4.  Regulacija ekspresije gena za ACE polimorfizmom I/D

Prisustvo polimorfizma I/D predstavlja geneticku determinantu koja odreduje
koncentraciju solubilne forme ACE u serumu (Rigat i sar., 1990). Jasna veza izmedu
polimorfizma I/D u genu za ACE i nivoa ACE enzima u serumu nadena je u populaciji
Kavkazoida i Pima Indijanaca. Subjekti sa alelom D su imali vis§i nivo ACE u plazmi
nego subjekti sa alelom | (Rigat i sar., 1990; Foy i sar., 1996). U populaciji zdravih
Kavkazoida, efekat polimorfizma 1/D je kodominantan, $to znaci da osobe sa genotipom
IT imaju najnizi nivo enzima ACE, a osobe sa genotipom DD najvisi nivo, kod osoba sa
genotipom ID ovaj nivo je intermedijalan. Polimorfizam 1/D je povezan sa oko sa oko
47 % interindividualne varijabilnosti u nivou ACE enzima u plazmi (Rigat i sar., 1990).

U populaciju Negroida, za razliku od Kavkazoida, polimorfizam nije u
asocijaciji sa aktivnosti ACE u serumu u populaciji zdravih, kod dece i adolescenata
(Bloem i sar., 1996). Ovi nalazi ukazuju da je regulacija serumske aktivnosti ACE
asocirana sa polimorfizmom I/D i da je razli¢ita u razli¢itim etni¢kim grupama.

U T-limfocitima nosioci genotipa DD polimorfizma I/D u genu za ACE imali su najvisi
nivo intracelularnog ACE (Costerousse i sar., 1993). U leukocitima nivo ekspresije
iRNK za ACE bio je povisen kod nosilaca alela D (Suehiro i sar., 2004). Ista relacija
polimorfizma i ekspresije iRNK nadena je u tkivu bubrega (Mizuiri i sar., 2001). U

tkivu komore srca najveéa aktivnost ACE enzima bila je zabeleZzena kod nosilaca
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genotipa DD (Danser i sar., 1995). U tkivu pretkomore srca coveka sa ventrikularnom
hipertrofijom nivo ekspresije iRNK po genotipu polimorfizma I/D se nije statisticki
znacajno razlikovao (Spruth i sar., 1999).

Ispitivanje asocijacije izmedu polimorfizma I/D i nivoa SACE enzima u semenoj
teCnosti i aktivnosti gACE u spermatozoidima nije nadena (Williams i sar., 1995).
Transkripcija iRNK za gACE nije modulisana polimorfizmom I/D ve¢ je pod kontrolom
germinalnog promotora (Williams i sar., 1995). Ovi nalazi ukazuju da postoji tkivna
specifi¢nost regulacije ekspresije ACE.

Funkcionalnost ACE enzima se dugi niz godina unazad intezivno istraZivala u relaciji sa
polimorfizmom I/D, naro¢ito u KVB. Medutim, ispitivanja ekspresije ACE u tkivima
i/ili polimorfizmom regulisane ekspresije su retka. U tkivu aterosklerotkog plaka ex

Vivo, naro¢ito u karotidnoj aterosklerozi ova ispitivanja nisu izvr$ena.

1.4.1.5.  Studije asocijacije polimorfizma I/D u genu za ACE u karotidnoj
aterosklerozi

Studije koje su bavile ispitivanjem potencijalne asocijacije polimorfizma I/D u
genu za ACE sa karotidnom aterosklerozom su bile koncipirane na asocijaciju sa
subklinickim parametrima ateroskleroze kao Sto je zadebljanje intima medije (IMZ),
fenotipom koji se manifestuje na pocetku bolesti. Rezulatati ovih studija nisu
konzistentni. Velika meta analiza koja je sprovedena 2003. i koja je obuhvatila vise od
20 studija, od kojih je vec¢ina sa¢injena od populacija zdravih i bolesnih pokazala je
umerenu asocijaciju alela D polimorfizma 1/D sa IMZ (Sayed-Tabatabaei i sar., 2003).
Studije koje su se bavile ispitivanjem asocijacije polimorfizma I/D u genu za ACE sa
uznapredovalom aterosklerozom, sa fenotipom karotidnog aterosklerotskog plaka su
retke (Kolakovi¢ i sar., 2012).
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1.4.2. Angiotenzin konvertujuci enzim homolog (ACE2) i njegova

funkcija

ACE2 ima sli¢nost sa ACE, ali drugacije hidrolizuje supstrate ¢ime sintetiSe i
uklajanja drugacije efektorne molekule RAS. ACE2 ima ulogu negativnog enzimskog
regulator RAS (Donoghue i sar., 2000; Tipnis i sar., 2000). ACE2 je cink
metalopeptidaza kao i ACE koja ima jone Zn** u katalititkom domenu (Donoghue i
sar., 2000; Tipnis i sar., 2000; Turner i Hooper, 2002). ACE2 ima jedno kataliticko
mesto i funkcioniSe kao karboksimonopeptidaza koja uklanja po jednu AK sa C-kraja
supstrata (Vickers i sar., 2002). Sa ACE ima 61% sli¢cnosti i 41.8 % identi¢nosti
sekvence u katalitickom domenu (Tipnis 1 sar., 2000; Donoghue 1 sar., 2000; Turner 1
Hooper, 2002). Enzim nije osetljiv na inhibitore ACE enzima (Rice i sar., 2004). C-
terminalni domen ACE2 pokazuje 48% identi¢nosti sa kolektrinom (Zhang i sar., 2001),
jo$ jednim proteinom iz familije ACE. ACE2 hidrolizuje dekapeptid Ang | u
Angiotenzin (1-9) (Ang (1-9)) (Donoghue i sar., 2000) i oktapeptid Ang Il u Ang (1-7)
(Vickers i sar., 2002; Imai i sar., 2010). Za ACE2 je ustanovljeno da ima =~ 400 puta
vedi afinitet za katalizu Ang I nego za Ang I (Vickers i sar., 2002).

1.4.2.1. Molekulska struktura ACE2

ACE2 je transmembranski glikoprotein tipa I, koji ima 805 AK (slika 1.8.).
Poput ACE ima dva domena, kataliti¢ki domen na N-Kraju proteina (pozicija 147-555) i
C-terminalni domen. Na N-kraju proteina nalazi se signalna sekvenca duga 17 AK,
potom sledi motiv HEMGH-kataliticki domen, hidrofobni transmembranski region od
22 AK i citosolni domen dug 42 AK (Tipnis i sar., 2000). Ekstracelijski domen sadrzi
sedam N-potencijalnih mesta glikozilacije. Solubilna forma, sekretovana forma enzima,
kojoj nedostaje transmembranski i citosolni domen je glikozilovana na N-kraju i njena
MW iznosi 120 kDa (Tipnis i sar., 2000; Eriksson i sar., 2002). Deglikozilacija

smanjuje molekulsku tezinu proteina na 85 kDa.
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1 1306 aa

Somatski ACE HEMGH [ HEMGH I
1 732 aa

Germinalna forma ACE HEMGH I
; 805 aa

ACE2 HEMGH I
222 aa

Kolektrin I

Slika 1.8. Sematski prikaz strukturnih domena ACE, ACE2 i kolekirina. Svaki protein je integralni
protein tipa I sa signalnom sekvencom (oznaceno sivom bojom) i transmembranskim regionom (oznaceno
crno). ACE ima dva Zn** vezujuéa (HEMGH) kataliticka domena, dok ACE2 ima jedan kataliti¢ki domen
(oznaceno zuto). Homologi regioni izmedu ACE?2 i kolektrina su oznaceni zeleno. Brojevima je oznaceno
koliko AK sadrzi svaki protein. (modifikovano Kuba i sar., 2010).

Oslobadanje katalitickog ektodomena (solubilne forme enzima) proteoliticko seCenje je
posredovano aktivnoS¢u dezintegrina i metaloproteaze (ADAM17) (Lambert i sar.,
2005; Iwata i sar., 2009). Ovaj proces deSava se konstitutivno u niskom stepenu, a
moze biti i indukovan forbil estrima. Mesto seCenja ACE2 se nalazi u
jukstamembranskoj sekvenci na poziciji izmedu Arg’*® i Ser’®(Jia i sar., 2009).
Citoplazmati¢ni domen ACE2 kao i ACE sadrzi vezuju¢a mesta za kalmodulin koji ima
efekte na regulaciju i seenje katalitickog ektodomena (Lambert i sar., 2008). Pokazano
je da ACE2 interaguje sa p-integrinom u lizatu srca i pretpostavlja se da ova interakcija

predstavlja regulatorni mehanizam aktivnosti i kolokalizacije ACE2 (Lin i sar., 2004).

1.4.2.2.  Struktura gena za ACE2

Gen ACE2 coveka sadrzi 18 egzona od kojih neki imaju sli¢nosti sa prvih 17
egzona gena za ACE (Tipnis 1 sar., 2000). Mada su mnogi egzoni identi¢ne veliCine,
egzoni 5 i 6 razlikuju se i odgovaraju egzonu 5 gena ACE. Egzon 9 u genu za ACE2
koji kodira za motiv His-Glu-X-X-His (gde je X bilo koja AK) odgovara egzonu 8 u
genu za ACE (Turner i Hooper, 2002). Egzoni na 3' kraju koji kodiraju za

jukstamembranske, transmembranske i citosolne domene proteina su slicni egzonima
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kolektrina (Zhang i sar., 2001). Gen je mapiran na Xp22 hromozomu i prostire se na
oko 40 kb genomske DNK. Komplementarna dezoksiribonukleinska kiselina (cDNK)
za ACE2 se sastoji iz 3405 nukleotida od kojih je 103 nukleotida u 5'-nekodirajucoj
sekvenci, 2418 nukleotida u otvorenom okviru Citanja i 884 nukleotida u 3'- regionu
koji se ne prepisuje (Tipnis i sar., 2000). Northern blot analiza pokazala je da iIRNK za
ACE2 duga 3.400 nukleotida i da je ova transkripciona varijanta eksprimirana u
najviSem nivou u srcu, bubregu 1 testisima od ukupno 23 tkiva ¢oveka gde je ispitivana
njena ekspresija (Donoghue i sar., 2000). Prisustvo duZe transkripcione varijante od =8
kb je pokazano samo u bubregu (Donoghue i sar., 2000). Detektovana je i
transkripciona varijanta duga 5.900 nukleotida zastupljena u bubregu i testisima (Tipnis
1 sar., 2000). Iz tkiva pluca je 2005. godine klonirana cDNK za ACE2 1 utvrdeno je da
postoji alternativno iskrajanje. Pri tom je identifikovan alternativni 5' netranslatujuci

egzon u plu¢ima, testisu, gastrointestinalnom traktu (Itoyama i sar., 2005).

1.4.2.3.  Tkivna distribucija ACE2

Za razliku od ACE koji je Siroko eksprimiran u tkivima ¢oveka, ekspesija ACE2
je tkivno specifi¢na i imunohistohemijski potvrdena u endotelnim ¢elijama koronarnih
arterija, arteriola i venula miokarda srca (Tipnis i sar., 2000). Pokazano je da je ACE2
eksprimiran u epitelijumu tubula bubrega, u GMC bubreznih arterija (Donoghue i sar.,
2000).

U tkivu bubrega epitelijuma tubula (polarizovanih ¢elija) utvrdena je lokalizacija ACE2
u apikalnim membranama za razliku od ACE koji je distribuiran u bazolateralnim
membranama (Warner i sar., 2005). Studija koja je ispitivala ekspresiju ACE2 u tkivima
Coveka potvrdila je ekspresiju ACE2 u 72 tkiva sa najvi§im nivoom ekspresije u srcu,
bubrezima, testisima potom svim delovima gastrointestinalnog trakta narocito u ileumu.
U centralnom nervnom sistemu 1 limfnim tkivima utvrden je relativho nizak nivo

ekspresije ACE2 (Harmer i sar., 2002).
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1.4.2.4.  Model sistemi za ispitivanje funkcije ACE2 u kardiovaskularnim bolestima
I aterosklerozi

Prvo istrazivanje funkcije miolekula ACE2 molekula bilo je vrSeno na
transgenim misevima Kojih je gen inaktiviran, transgeni misevi sa izbadenim genom
(ACE2™) (Crackower i sar., 2002). Ovi miSevi bez obzira na pol, imali su poremeéenu
funkciju srca, smanjenu kontraktilnost i povisen nivo Ang II. Kontraktilna disfunkija i
dilatacija srca ovih miSeva, odsustvo fibroze i hipertrofije, li¢ilo je na sréanu slabost kod
Coveka. U srcu ovih miSeva detektovana je povecana ekspresija inducibilnih markera
hipoksije, BNIP3 i PAI-1 (Crackower i sar., 2002), pa se smatra da ACE2 ima ulogu u
snabdevanju kiseonikom u vaskularnim endotelnim i GMC srca. U transgenim
modelima hipertenzije kod pacova sklonih Slogu (eng. spontaneously hypertensive
stroke-prone rats, SHRSP) koji eksprimiraju humani ACE2 u GMC (Rentzsch i sar.,
2008) primecena je bolja funkcija endotelijuma i smanjena vazokonstrikcija u odgovoru
na Ang II. Potencijalni mehanizam koji obja$njava ovu funkciju je smanjeni oksidativni
stres 1/ili povec¢anje nivoa Ang (1-7).

U aterosklerozi ACE2 je stitio endotelne ¢elije od Ang II posredovane infiltracije
monocita i oksidativnog stresa tako $to uklanjao Ang I, a generisao Ang (1-7) (Lovren i
sar., 2008; Guo i sar., 2008). Kod transgenih miSeva sa izba¢enim genom za ApoE
tretman Ang (1-7) imao je ateroprotektivne efekte (Tesanovic i sar., 2010). Deficijencija
gena ACE2 kod transgenih miSeva za ApoE je potpomogla formiranje aterosklerotskih
plakova, §to se manifestuje pojacanom ekspresijom medijatora aterogeneze, citokina i
adhezionih molekula 1 adhezivnos¢u leukocita za endotelijum (Thomas i sar., 2010). U
eksperimentima na zeCevima U kojima je adenovurisom indukovana ekspresija gena
ACE2 (rekombinantni ACE2) registrovana je pojava stabilnih aterosklerotskih plakova
(Dong i sar., 2008). S druge strane u stabilnim karotidnim aterosklerotskim plakovima
coveka zabelezena je smanjena ekspresija ACE2 u poredenju sa lezijama sklonih rupturi
(Sluimer i sar., 2008). Transfekcija ACE2 u kulturi endotelnih ¢elija (eng. human
umbilical vein endothelial cell, HUVEC) i GMC ¢éelija ¢oveka, umanjuje TNF-a
indukovanu adheziju monocita i migraciju i proliferaciju GMC, respektivno (Lovren i

sar., 2008; Zhang i sar., 2010).
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1.4.3. Kolektrin, tkivna distribucija i funkcija

Kolektrin predstavlja jo§ jedan novootkriveni molekul iz familije ACE kod
coveka. Medutim za razliku od ACE i1 ACE2 u kolektrinu odsustvuju kataliticki domeni,
Sto ukazuje na to da nema enzimsku funkciju. Poseduje homologiju sa C- domenom
ACE?2, tako da se moze nazvati homologom ACE2 (slika 1.9.) (Lambert i sar., 2008).
Otkriven je 2001. godine i oznacen imenom (TMEM27) u tkivu bubrega (u citoplazmi 1
apikalnoj membrani endotelnih celija sabirnih kanalica 1 proksimalnih tubula) kod
parcijalno nefrektomisanih pacova (Zhang i sar., 2001). Kolektrin je transmembranski
glikoprotein koji ima kratak ekstracelijski domen koji dimerizuje, glikoziluje i podleze
kataliti¢koj obradi (Akpinar i sar., 2005). Kasnije je okarakterisan u nekoliko drugih
tkiva i u srcu (Danilczyk i sar., 2006; Fukui i sar., 2005; Akpinar i sar., 2005).

Studije Zivotinjskih modela kod kojih je izbacen gen za kolektrin su pokazale da miSevi
imaju poremecaj u transportu AK (Danilczyk 1 sar., 2006; Malakauskas 1 sar., 2007;
Verrey i sar., 2009). Poremecen transport AK ima uticaja na promenu u metabolizmu
AK, a svaka takva promena je kriticna za homeostazu kod sisara, u kojoj AK sluze i kao
signalni molekuli i kao supstrati za razli¢ite metabolicke puteve (Marshall S, 2006).
Kolektrin ima ulogu u hipertenziji indukovanoj visokim unosom NaCl, mehanizmom
nezavisnim od aldosteronske regulacije, preko membranskih proteinskih kompleksa
(Yasuhara i sar. 2008).

Funkcija kolektrina je drugacija od ostalih njemu homologih molekula RAS i ostvaruje
se nezavisno od njihovih enzimskih funkcija. Kolektrin se vezuje za snapin protein
(eng. synaptosomal associated protein of 25 kDa, SNAP-25) ¢ime uspostavlja
formiranje solubilnog proteinskog kompleksa (eng. soluble N-ethylmaleiamide—
sensitive factor attachment protein receptor, SNARE) (Fukui i sar., 2005; Yasuhara i
sar. 2008; Zhang i sar., 2007). Preko ovog proteinskog kompleksa kolektrin posreduje u
vezikularnom transportu apikalnih membranskih proteina, AK, transportu Na* i vode u
hipertenziji (‘YYasuhara i sar. 2008). Pretpostavlja se da je njegova uloga u regulaciji

homeostaze (Malakauskas i sar., 2009).
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1.4.3.1. Molekulska struktura kolektrina

Protein kolektrina kod ¢oveka ima 222 AK (slika 1.9.) i molekulsku masu od 25
kDa. Poseduje dva hidrofobna domena: hidrofobni domenna N-kraju proteina (AK 1-
14) koji ¢ini signalnu sekvencu i transmembranski domen koji se pruza od 142. do 164.
AK. Potencijalno mesto proteoliticke obrade je na poziciji izmedu 14 i 15 AK.
Ekstracelijski domen sadrzi 127 AK sa dva mesta glikozilacije (Zhang 1 Wada, 2007;
Zhang i sar., 2007). Sa C-krajem ACE2 deli 47.8 % identi¢nosti (Altschul i sar., 1997).
Potencijalna kalmodulinska sekvenca nalazi se na C-kraju pored transmembranske
sekvence 1 sugeriSe na njegovo ektodomensko isecanje (Akpinar i sar., 2005). To
ukazuje na mogucu ulogu kalmodulina u regulaciji ekspresije kolektrina na celijskoj
povrsini i njegovog vancelijskog oslobadanja, slicno kao kod ACEZ2, gde interakcija sa
kalmodulinom inhibira isecanje njegovog ektodomena (slika 1.9.) (Lambert i sar.,
2008). Na osnovu homologije kolektrina i ACE2 mozZe se pretpostaviti da kalmodulin

reguliSe oslobadanje ektodomena kolektrina (Lambert i sar., 2008).
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Slika 1.9. Kolektrin, homolog ACE2 sadrzi vezuju¢e mesto za kalmodulin. Poravnjanje peptidnih
sekvenci ACE2 i kolektrina pokazuje da su ove sekvence konzervisane i predstavljaju potencijalne
domene za vezivanje kalmodulina. Zvezdicama su obelezeni kataliti¢ki domeni, crni pravougaonici
predstavljaju transmembranske domene, a beli pravougaonici oznafeni zvezdicom predstavljaju
potencijalne domene za vezivanje kalmodulina (modifikovano Lambert i sar., 2008).
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1.4.3.2.  Struktura gena za kolektrin

Gen koji kodira za kolektrin (TMEM27) nalazi se na Xp22 hromozomu, 26 kb
udaljenosti od gena za ACE2. Gen sadrzi 4 egzona. iIRNK za kolektrin je duga 1.800
nukleotida i prvo je detektovana u bubregu (Zhang i sar., 2001). In vitro studije su
utvrdile da je gen za kolektrin transkripciono regulisan hepatocitnim nuklearnim

faktorom-a (HNF1-a) u ¢elijama pankreasa (Fukui i sar., 2005).

1.4.4. Angiotenzin Il receptor tipa 1 (ATR1)

14.4.1. Molekulska struktura ATR1

ATR1 je protein molekulske tezine 41 kDa i sadrzi 359 aminokiselina (Bergsma
1 sar., 1992). Pripada familiji G protein vezuju¢ih receptora (GPVR), sa 7
transmembranskih domena (TM-I-TM-VII) i aktivira G proteine (guanin nukleotid
vezujuci proteini). TM domeni su a-heliksima povezani sa tri vancelijske (EC1, EC2,
EC3) i tri unutarcelijske petlje (IC1, IC2, IC3). Svaki vancelijski domen sadrzi ostatke
AK cisteina koji medusobno formiraju disulfidne veze ¢ime se stabilizuje tercijerna
struktura receptora (Ohyama i sar., 1995). Vancelijski domen na N-kraju proteina ima
tri mesta N-glikozilacije i mutacije u ovim mestima nemaju efekta na vezivanje agonista
(Jayadev 1 sar., 1999). Tre¢a intracelijska petlja receptora (IC3) ima bitnu ulogu u
aktivaciji signalnih puteva (Daviet i sar., 2001). Domen na C-kraju sadrzi ostatke AK
serina koje predstavlja regulatorno mesto molekula, mesto fosforilacije i regulacije
signalnog puta receptora. Pokazano je da ovaj domen ATR1 interaguje sa GPVR

intergujué¢im proteinima (GIPs) koji reguli$u receptorsku funkciju (Mogi i sar., 2007).

1.4.4.2. Struktura gena za ATR1

Gen koji kodira za ATR1 u genomu ¢oveka mapiran je na hromozomu u regionu
g21-3g25 hromozomu i zastupljen je samo u jednoj kopiji (Curnow i sar., 1992; Guo i
sar., 1994). Gen se sastoji od najmanje 4 egzona (5'UTR) i 3 introna i ima duzinu veéu

od 60 kb. Kompletna kodiraju¢a sekvenca je u poslednjem egzonu, a egzoni koji mu
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prethode se nalaze u 5'-netranslatuju¢em regionu (Curnow i sar., 1995; Martin i sar.,
2001b; Elton i Martin., 2003).

1.4.43. Regulacija ekspresije gena za ATR1 preko alternativnog iskrajanja

Transkripcioni faktori Spl i Sp3 odgovorni su za regulaciju bazalnog nivoa
ekspresije ATR1 u in vitro ¢elijskim linijama (Zhao i sar., 2000; Zhao i sar., 2001;
Martin i sar., 2001a; Duffy i sar., 2004). Za ATRL1 je identifikovano 4 transkripta koji
potiCu od istog gena (Su i sar., 1994; 1996). Transkripcione varijante iRNK za ATR1
nastaju kombinovanjem prva tri egzona sa Cetvrtim. lzoforma ozna¢ena kao “dugi”
ATRI1 duza je za 32 AK na N-kraju proteina, moze biti sintetisana sa transkripcione
varijante C 1 D, a “kratki” ATR1 je receptorska izoforma koja je kodirana od strane
varijante A i B (Elton i Martin, 2003).

Egzon 1 u transkripcionim varijantama ATR1 je bogat GC-parovima (74.8 %) i
obrazuje stabilnu sekundarnu strukturu (eng. stem loop structure). Smatra se da u in
vitro uslovima inhibira translaciju ATR1 dok u in vivo aktivira sintezu proteina
(Curnow i sar., 1995). Utvrdeno je da 5'UTR transkripcionih varijanti sa egzonom 1 za
ATRI1, sadrzi sekvence IRES (inicijacija translacije unutras$njim ulazom ribozoma) 40
bp proksimalno od prvog egzona (Curnow i sar., 1995; Martin i sar., 2003). Smatra se
da su IRES sekvence bitne za odrzavanje sinteze krucijalnih proteina (u hipoksiji,
apoptozi, gladovanju, infekciji virusima) (Hellen 1 Sarnow, 2001), kao $to je ATR1 koji
je ukljucen u procese rasta i proliferacije Celija.

Curnow i saradnici su pokazali da egzon 2 inhibira prepisivanje iIRNK za ATR1 u
protein (Curnow i sar., 1995). Studija na uzorcima srca sa sréanom slabos¢u je pokazala
da je ekspresija transkripcione varijante A (bez 2. egzona) povecana, a transkripcione
varijante B i D smanjena (Warnecke i sar., 1999a).

Transkripcione varijante C i D koje sadrZze egzon 3 imaju start kodon AUG koji je u
okviru nizvodnog ORF u egzonu 4 (Curnow i sar., 1995; Martin i sar., 2001b). In vitro
translacijom je pokazano da se duZa izoforma receptora sintetiSe sa iRNK koja sadrzi 3.
egzon i potvrdena je i in vivo (Martin i sar., 2001b). Transkripciona varijanta C je
dicistronska §to znaci da kodira i za kracu i za duzu izoformu receptora. Jedno od

mogucih objasnjenja ove dicistronske sinteze koja je atipicna kod eukariota moze biti
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kolinearna regulacija ekspresije gena i sinteza proteina koji interaguju jedan sa drugim.
Za ATR1 je nadeno da obrazuje homodimere i heterodimere (AbdAlla i sar., 2000;
AbdAlla i sar., 2001a; AbdAlla i sar., 2001b). Formiranje heterodimera receptora moze
biti funkcionalno razli¢it od receptora monomera. Pokazano je da duza izoforma
receptora ima 3 puta manji afinitet vezivanja za Ang Il u poredenju sa kracom
izoformom (Martin i sar., 2001b). Ovi rezultati su sugerisali da u zavisnosti od
koncentracije Ang Il zavisi procentualna zastupljenost i aktivacija izoformi, a samim
tim i odgovor na Ang Il moZe da varira (Elton i Martin, 2003; Elton i Martin, 2007).

1.4.44. Regulacija ekspresije ATRI razlicitim faktorima

Nivo ekspresije receptora regulisana je agonistom Ang II. U kulturi GMC éelija
pacova Ang Il smanjuje ekspresioni nivo receptora (Lassegue i sar., 1995), dok
hroni¢na infuzija Ang II povecava nivo IRNK i samog receptora na tkivno specifi¢an
na¢in (Harrison-Bernard i sar., 1999). U hipertenziji ekspresija iRNK i proteina u
vaskularnim GMC je pozitivno regulisana Ang II i u modelu pacova (Wang i Du, 1998).
Kod ¢oveka senzitivnost krvnih sudova na nivo Ang Il modulisana je aktivnoséu RAS
sistema (Gunther i sar., 1980). Pored Ang Il je pokazano da i drugi agonisti u GMC
moduliSu ekspresiju ATR1 (Tabela 1.1.). Modulacija ekspresije ATR1 putem ovih
homologih i heterologih puteva doprinosi u jednu ruku adaptaciji RAS sistema na
hroni¢nu stimulaciju agonistima i sluzi kao objaSnjenje za uloge RAS sistema i ATR1 u
aterosklerozi i hipertenziji (Griendling i sar., 1993; Lassegue i sar., 1995). U kulturama
GMC ¢éelija Goveka je pokazano da ciklosporin i CRP poveéavaju ekspresioni nivo
ATR1 (Avdonin i sar., 1999; Wang i sar., 2003). U kulturi endotelnih ¢éelija ¢oveka
pokazano je da poviSena sila trenja protoka krvi (eng. shear stress, SS) smanjuje

ekspresiju receptora i broj vezujuéih mesta za Ang II (Ramkhelawon i sar., 2009).
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Tabela 1.1. Regulacija ATR1 u kardiovaskularnom sistemu (preuzeto i modifikovano
Mehta i Griendling, 2007)

Tip celija

Agonisti koji povecavaju ekspresiju
receptora

Antagonisti koji smanjuju ekspresiju
receptora

GMC Insulin (Nickenig i Bohm, 1998%*) Ang 1l (Gunther i sar, 1980;
Lassegue i sar; 1995; Harrison-
Bernard sar., 1999%)
LDL (Nickenig i sar., 1997%) Estrogen (Nickenig i sar, 19983,
2000%)
Progesteron (Nickenig i sar, 2000%) Vitamin A (Takeda i sar., 2000%)
Eritropoetin (Barrett i sar., 1998*) HMG CoA reduktaza inhibitori
(statini) (Ishiki i sar., 2001%*)
Ciklosporin (Avdonin i sar., 1999) Faktori rasta (Ullian i sar.,1997;
Nickenig i sar., 1994%)
Faktori rasta (Guo i Inigami., 1994*) | Tireoidni hormon (Fukuyama i sar.,
2003%)
CRP (Wang i sar., 2003) NO (Ichiki i sar, 1998*)
IL-6 (Wassmann i sar., 2004b) Forskolin (Wang i sar., 1997)
IGF-1 (Muller i sar., 2000%) Citokini (IL1-a,, TNF-a, IFN-y)
(Sasamura i sar., 1997; Ikeda i sar.,
1999%)
NaCl (Wang i Du, 1998; Nickenig i
sar., 1998b*)
EC OxLDL (Li i sar., 2000)

(*studije kod pacova)
HMG-3-hidroxi-3-methil-glutaril;LDL-lipoproteini niske gustine;IL1-a-interleukin 1a, IFN-y-interferon
v,CRP-C reaktivni protein, IGF-1-insulinu sli¢an faktor rasta-1, NaCl-natrijum-hlorid

U tabeli 1.1 prikazana je regulacije ekspresije ATR1 razli¢itim faktorima u GMC i EC

(preuzeto i modifikovano iz Mehta i Griendling, 2007)
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1.4.45. Postranskripciona regulacija iRNK za ATR1

14451 Regulacija ekspresije gena za ATR1 preko vezivanja regulatornih proteina

U kulturi GMC stimulacija Ang II skra¢uje poluzivot iRNK sa 6 h na 2 h

(Nickenig i sar., 2001). Stimulacija Ang II znacajno poveéava vezivanje proteina
kalretikulina za 3' UTR iRNK. Sekvenca od 2175 bp do 2195 bp sadrzi heksamer
AUUUA i odgovorna je za inducibilnu degradaciju iRNK. Stimualcija Ang Il dovodi do
fosforilacije kalretikulina (ha AK serin/treonin) i vezivanja za taj region $to indukuje
povecanu razgradnju iRNK (Nickenig i sar., 2002; Mueller i sar., 2008).
Pored kalretikulina identifikovano je da AUF-1 protein, koji se vezuje za distalnu
sekvencu od 231 nukleotida iIRNK za ATR1, destabilizuje iRNK i modulise ekspresiju
receptora (Pende i sar., 1999). Pored AUF-1 za 3'-netranslatirajuéem regionu gena
(3UTR) vezuju se RNK vezujuéi proteini, humani antigen R (HuR) i heterogeni
nuklearni ribonukleoprotein A1 (hnRNPA1) (Pende i sar., 2008). Multifunkcionalni
protein p100 vezivanjem za 3' UTR region gena preko SN-nalik domena (stafilokoke
nalik domena) skracuje poluzivot iIRNK za ATRI1 i pozitivno reguliSe ekspresiju
receptora (Paukku i sar., 2008). Utvrdeno je da postoji direktna interakcija 3' UTR
regiona gena za ATRL1 i gliceraldehid trifosfat dehidrogenaze (GAPDH), pri ¢emu ovaj
protein interaguje sa endogenim iRNK za ATR1 (Backlund i sar., 2009). Kompjuterska
analiza GAPDH vezuju¢ih mesta za 3'UTR gena je pokazala da su ova mesta bogata
AU ponovcima (Backlund i sar., 2009). Mapirano je vezujuce mesto za GAPDH (1-100
bp) 3'UTR regiona gena za ATR1. Ekspresija gena za ATR1 je pod kontrolom
vezivanja GAPDH molekula. U in vitro esejima pokazano je da GAPDH dozno zavisno
inhibira translaciju ATRI1. Delecija GAPDH vezuju¢eg mesta za ATR1 povecava
luciferaznu aktivnost (reporter gen eseja) (Backlund i sar., 2009). U uslovima
oksidativnog stresa kada su koronarne GMC u kulturi tretirane sa H,0, spreceno je
vezivanje GAPDH za iRNK za ATRL1 pa je poveéana ekspresija receptora (Nakajima i
sar., 2007). Pored uloge u odgovoru na oksidativni stres, GAPDH reguliSe bazalnu
ekspresiju ATRI1. U tkivima Coveka postoji razlika u ekspresiji molekula GAPDH.
Shodno tome postoji tkivno specificna GAPDH indukovana ekspresija gena ATR1
(Barber i sar., 2005).
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14452 Regulacija ekspresije gena za ATR1 malim nekodirajuéim mikroRNK

Funkcionalna studije in vitro u kulturi endotelnih i GMC ¢oveka pokazala je da

mikroRNK, miR-155 utisava ekspresiju ATR1 (Martin i sar., 2006). Pored toga in vivo
je in situ hibridizacijom pokazana ekspresija ove mikroRNK na nivou GMC i
endotelnih ¢elija kod ¢oveka (Martin i sar., 2006). Transfekcija endotelnih ¢elija Coveka
sa miR-155 stimulisanih Ang Il je smanjila ekspresiju ATR1 (Zhu i sar., 2011). U
¢elijama adventicijalnih fibroblasta pacova (AFs) transfekcija sa miR-155 smanjila je
endogenu ekspresiju ATR1 na proteinskom nivou (Zheng i sar., 2010).
Pored mir-155 funkcionalne studije su pokazale da jo§ neke mikroRNK regulisu
ekspresiju ATR1. To je miR-802 za koju je pokazano da moze da moduliSe ekspresiju
ATR1 coveka u epitelijalnim intestinalnim ¢elijama (Sansom 1 sar.,, 2010).
Funkcionalne studije za miR-132 pokazale su ova mikroRNK prepoznaje sekvence u
kodiraju¢em regionu gena za ATR1 i reguliSe ekspresiju receptora (Elton i sar., 2008).
In situ hibridizacijom u GMC éelijama je pokazano da je miR-132 eksprimirana u GMC
in vivo (Elton i sar., 2008).

1.4.4.6. Znacaj genetickih varijanti u regulatornom 3' UTR u procesima
regulacije ekspresije gena za ATR1

Gen za ATR1 kod ¢oveka je vrlo polimorfan i do sada je u ovom genu opisano
vise od 50 tackastih polimorfizama (eng. single nucleotide polymorphism, SNPs)
(Baudin B, 2005). U 3'-netranslatiraju¢em regionu gena na poziciji +1166 od start
kodona dolazi do transverzije azotne baze adenina u citozin (dsSNP rs5186)
(Bonnardeaux i sar., 1994). Utvrdeno je da bazna zamena na poziciji +1255 u 3'UTR
rezultuje 3 puta manjom ekspresijom iIRNK, dok bazna zamena na poziciji +1166
(A—C) dovodi do 2.5 puta vecée ekspresije iRNK (Lehtonen i sar., 2007). Funkcionalna
karakterizacija pojedinih delova 3'UTR regiona gena je pokazala da se u 3'UTR regionu
nalaze sekvence odgovorne za stabilnost iRNK. Polimorfizmi u vezujuéim mestima za
mikroRNK (miRSNPs) mogu da uticu na vezivanje mikroRNK i tako regulisu
ekspresiju ciljnih gena i posledi¢no da na taj nacin utiCu na nastanak i progresiju bolesti
(Abelson i sar., 2005; Mishra i sar., 2007; Adams i sar., 2007). Kompjuterski algoritmi
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koji predvidaju mesta u 3'UTR regionu gena koja potencijalno interaguju sa mikroRNK
I eksperimentalna potvrda ovih interakcija su objedinjeni u bazi podataka (TaRBase 4.0)
(Sethupathy i sar., 2006a; Sethupathy i sar., 2006b; Kuhn i sar., 2008a). Tako je
predvideno da u 3'UTR regiona gena za ATR1 postoji 58 vezuju¢ih mesta za
mikroRNK (Sansom i sar., 2010). Medutim, jedna novija studija je po prvi put pokazala
da i kodiraju¢e sekvence gena za ATRL interaguju sa mikroRNK i da mogu da

suprimiraju translaciju proteina (Elton i sar., 2008).

1.4.46.1 MikroRNK (miR-155) i postranskripciona regulacija ekspresije ATR1 sa
miR-155 u kardiovaskularnim bolestima

Gen koji kodira za miR-155 kod ¢oveka je inicijalno identifikovan u B ¢elijskim
limfomima (Tam W, 2001; Lagos-Quintana i sar., 2002). Gen je mapiran na
hromozomu 21 (Tam W, 2001). Sastoji se od 3 egzona i ima duzinu od 13 kb. Poveéana
ekspresija miR-155 je zabeleZzena u razli¢itim vrstama malignih tumora, viralnim
infekcijama 1 kardiovaskularnim bolestima (Faraoni 1 sar., 2009). Povisen nivo miR-
155, uz smanjeni nivo ATR1 zabeleZen je u tkivima srca i mozgu fetusa sa Daunovim
sindromom (trizomija 21. hromozoma, Ts21) (Kuhn i sar., 2008b; Kuhn i sar., 2010;
Sethupathy i sar., 2007). Ekspresija proteina ATR1 (detektovana u mononuklearima) je
u pozitivnoj korelaciji sa nivoom krvnog pritiska, a negativno sa ekspresijom miR-155 u
grupi bolesnika sa esencijalnom hipertenzijom u ¢elijama mononukleara (eng. PMNS)
(Ceolotto i sar., 2011). MiR-155 je razli¢ito eksprimirana u pojedinim tkivima ¢oveka
Sto sugeriSe da ova mikroRNK specificno regulise ekspresiju ATR1 na tkivno

specifi¢an nacin (Martin i sar., 2006).
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1.4.4.7. Polimorfizam A166C u genu za ATR1 i regulacija ekspresije gena za
ATR1 u funkcionalnim studijama i kardiovaskularnim bolestima

U regionu 3'UTR gena za ATR1 detektovano je mesto za koje se vezuje miR-
155 (Saunders i sar., 2007; Sethupathy i sar., 2007). Na tom mestu nalazi se
polimorfizam A1166C (slika 1.10.).

CHR 3
J CHR 21
'
S __AGTR 3 “GGG.. . TCGTAATT miR-155

il ..TCGTAATT " wild typs
A B |1 B T

= j ATR

SNP\

1166C: Y nema povisen

LAGCCTTAG... — AGCCTTAG.— represije = L

translacije  ATR1

Slika 1.10. Model molekularnog mehanizma asocijacije alela C polimorfizma A1166C sa hipertenzijom
osoba sa Dunovim sinromom Alel C polimorfizma A1166C u 3'UTR regionu gena za ATR1 ukida
vezivanje miR-155 §to indukuje povisen nivo ATR1 proteina. (modifikovano Sethupathy i sar., 2007).

Prisustvo alela A zadovoljava pravilo potpune komplementarnosti sa 5' krajem miR-155
(eng. seed sequences rule) u duzini od 7 bp. Suprotno tome, prisustvo alela C u genu
prekida pravilan niz komplementarnih baza tako da se termodinamika formiranja
dupleksa izmedu miR-155 i iRNK znac¢ajno menja (Martin i sar., 2006). Funkcionalne
studije su pokazale da transfekcija primarnih ¢éelija fibroblasta plu¢a ¢oveka sa miR-155
(eng. gain of function mutation) smanjuje endogenu ekspresiju ATR1 u poredenju sa
netransfekovanim Celijama (Martin i sar., 2006; Faraoni i sar., 2009). Kada su primarne
GMC transfekovane sa inhibitorom miR-155 endogena ekspresija ATR1 i Ang Il

aktivacija ERK1/2 (ekstracelularnim signalom regulisane kinaze) je bila znacajno
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povecana, Sto sugeriSe da miR-155 ima fizioloSku ulogu u regulaciji ekpresije ATR1 u
ovim ¢elijama (Martin i sar., 2006).

U in vitro studiji radenoj na (embrionalnim ¢elijama bubrega ¢oveka) gde su generisani
konstrukti u koje su insertovani razli¢iti regioni 3'UTR gena za ATRI najniza
luciferazna aktivnost je zabelezena kod alela A u odnosu na alel C i diletirani fragment
3'UTR gena (Sethupathy i sar., 2007). Prisustvo alela C moze imati efekte na ekspresiju
receptora jer naruSava pravilo potpune komplementarnosti izmedu miR-155 i 3'UTR
tako da je tada nivo ekspresije receptora uvek bio veci nego kada je pravilo potpune
komplementarnosti bilo ispostovano (Martin i sar., 2006). Ekspresija miR-155 bila
znacajno manja kod genotipa CC (Ceolotto i sar., 2011).

Ovi rezultati pokazali su da miR-155 moze smanjiti ekspresiju receptora inhibicijom
translacije IRNK (Elton i sar., 2010). Povecanje ekspresije receptora ATR1 moze biti

udruzeno sa nastankom ili progresijom KVB (Elton i sar., 2010).

1.4.4.8. . Studije asocijacije geneticke varijante A1666C gena za ATR1 u
kardiovaskularnim bolestima

Brojne su studije koje su ispitivale asocijaciju polimorfizma A11666C u genu za
ATR1 sa koronarnomj ili karotidnom aterosklerozom. Ove studije, medutim, nisu
konzistentne, a rezultati koji divergiraju bi se mogli pripisati razlikama u dobi, polu,
pripadnosti  pojedinim populacijama ili etni¢kim grupacijama, ili razli¢itim
negenomskim 1 drugim spoljasnjim ciniocima koji menjaju fizioloSki efekat
polimorfizma. Polimorfizam A1166C u genu za ATR1 je asociran sa HT (Bonnardeaux
i sar., 1994; Wang i sar.,1997; Kainulainen i sar., 1999; Wang i Staessen, 2000; Jiang i
sar., 2001; Hindorff i sar., 2002; Ono i sar., 2003; Kobashi i sar., 2004; Palatini i sar.,
2009). U naSoj populaciji genotip CC bio je asociran sa hipertenzijom samo kod
muskaraca (Stankovi¢ i sar., 2003). Meta analiza asocijacije polimorfizma A1166C sa
hipertenzijom, koja je obuhvatila, 16 474 individua pokazala je da nosioci alela C
imaju veci rizik za razvoj hipertenzije (Niu i Qi, 2010).
U koronarnoj aterosklerozi ovaj polimorfizam je asociran sa hipertrofijom u srcu
(Osterop i sar., 1998; Makeeva i sar., 2004; Smilde i sar., 2007), infarktom miokarda

(Tiret i sar., 1998; Amir i sar., 2009) i povecanim oksidativnim stresom u sréanoj
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insuficijenciji (Cameron i sar., 2006). Meta analiza koja je obuhvatila 20 435 bolesnika
sa koronarnom aterosklerozom koji su imali IM i 23 674 zdravih individua iz razli¢itih
svetskih populacija pokazala je da je polimorfizama A1166C u genu za ATR1
negativno asociran sa nastankom koronarne bolesti (Xu i sar., 2010). Polimorfizam
A1166C u genu za ATR1 je asociran sa smanjenom elasti¢no$¢u arterija (eng. arterial
stiffness) (Benetos i sar.,, 1996; Lajemi i sar., 2001; Diez i sar., 2003; Plat i sar., 2009) i
poveéanom vaskularnom reaktivnoséu na Ang Il (Amant i sar., 1997; Van Geel i sar.,
2000; Lim i sar., 2007). Studije koje su analizirale polimorfizam A1166C u karotidnoj
aterokslerozi ispitivale su asocijaciju sa zadebljanjem intima medije (IMT) (Castellano i
sar., 1996; Girerd i sar., 1998; Tabara i sar., 2001; Chapman i sar., 2001), sa stenozom
karotida (> 70 %) (Sticchi i sar., 2011) i $logom (Zhang i sar., 2011). Rezultati ovih
studija pokazali su da polimorfizam nije asociran sa aterosklerozom karotida. Meta
analiza koja je objedinila sve studije asocijacije ovog polimorfizma sa §logom do 2011.
godine u razli¢itim populacijama Kavkazoida 1 Azijata je pokazala da u populaciji
Kavkazoida nosioci redeg genotipa CC nemaju povecan rizik za nastanak Sloga (Zhang i
sar., 2011). Studije asocijacije polimorfizma A1166C u genu za ATR1 sa karotidnom
aterosklerozom, komplikacijama u karotidnoj aterosklerozi i Slogom do sada nisu

radene u populaciji Srbije.

1.4.5. Angiotenzin II receptor tipa 2 (ATR2)

1.45.1. Molekulska struktura ATR2

ATR2 pripada superfamiliji GPVR sa hidrofobnim transmembranskim
domenom i ekstracelularnim i intracelularnim domenima (Inagami T, 1999; Lazard i
sar., 1994). ATR2 ima 7 transmembranskih domena, molekulsku tezinu od 41 kDa,
sastoji se od 363 AK (Guthrie GP Jr., 1995; Unger i sar., 1996). To je glikoprotein koji
ima 5 potencijalnih mesta glikozilacije u N-kraju, pri ¢emu je molekulska masa
receptora povecana i nalazi se u rasponu od 60 do 113 kDa (Servant i sar., 1994). Zbog
mogucih postranslacionih modifikacija za ATR2 je pokazano da neke Celijske kulture
eksprimiraju protein koji ima molekulsku masu 80 kDa koja se smanjuje na 40 kDa

posle tretmana N-glikozidazom (Kambayashi i sar., 1993). Druga intracelijska petlja
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receptora sadrzi potencijalno mesto fosforilacije protein kinazom C (PKC), a na
karboksilnom kraju tri konsenzus mesta fosforilacije PKC kinazom i jedno za
fosforilaciju cAMP -zavisnom kinazom (Griendling i sar., 1996). U odnosu na receptor
ATRI razlikuje se po distribuciji, jer je tkivno specifi¢an, a vezivanjem liganda aktivira
drugacije signalne puteve (De Gasparo i sar., 2000). Sa ATR1 deli 34 % sli¢nosti u
strukturi aminokiselinske sekvence i sa slicnim afinitetom vezivanja za ligand Ang II
(Wang 1 sar., 1995). Znacajna razlika u strukturi izmedu ova dva receptora je u trecoj
intracelularnoj petlji i strukturi C-terminalnog repa (Wang i sar., 1995). U vezivanju za
ligand ucestvuje treca ekstracelularna petlja i transmembranski domeni (Volpe 1 sar.,

2003).

1.45.2.  Struktura gena za ATR2

Gen za ATR2 je mapiran na Xq22 hromozomu ¢oveka, dug je oko 5 kb i sadrzi
dva kratka 5' nekodiraju¢a egzona, 152 bp dugi intron 1, 1208 bp dugi intron 2 1
egzona 3 u kojem se nalazi kompletna kodiraju¢a sekvenca (Martin i Elton, 1995).
Promotorski region gena za ATR2 je dug 1.5 kb i ima 90 % identi¢nosti nukleotidne
sekvence sa promotorom gena kod misa (Ichiki i Inagami, 1995), pa se zbog te
analogije mnoga regulatorna mesta opisana kod miSeva i pacova, mogu primeniti kod
coveka.
U cilju ispitivanja da li gen za ATR2 cCoveka sadrzi potencijalnio cis regulatorne
elemente Kkoji reguliSu transkripciju, generisani su konstrukti promotora (-271/+100) i
promotora sa razli¢itom duzinom nizvodnih sekvenci gena: sa intronom 1, egzonom 2,
intronom 2 i egzonom 3 do mesta translacionog starta (-271/+1593). Plazmid koji sadrzi
promotor i kompletan region koji se transkribuje sa egzona 3 je imao vecu luciferaznu
aktivnost u odnosu na kontrolni plazmid promotora §to je ukazalo da ukljucivanje
introna 2 sugeriSe na prisustvo pozitivnih cis regulatorinih elemenata (Warnecke i sar.,
1999D).
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1.45.3. Regulacija ekspresije ATR2 razlicitim faktorima

Ekspresija ATR2 zavisi od stimulusa (faktora rasta) i statusa (aktivan rast ili
konfluentan sloj) u kojem se ¢elije nalaze (Dudley i sar., 1991; Dudley i Summerfelt,
1993). Dodavanje seruma ili faktora rasta u medijum celija u konfluentnom stanju
rapidno smanjuje ekspresiju receptora (Dudley i Summerfelt, 1993). Brojni faktori
modulisu ekspresiju ATR2 (Ichiki i sar., 1995). U promotoru gena za ATR2 se nalaze
mnogobrojne cis sekvence, vezujuc¢a mesta za ove faktore, CCAAT vezujuce mesto za
interleukin-1 (IL-1p), insulin odgovorno mesto, forbil estar, AP-1, AP-2 vezujuéa
mesta, C/EBP, NF-1, NF-L6, NF-kB i vezuju¢a mesta za c-AMP (CRE-vezujuca mesta)
(Martin i Elton, 1995).

1.45.4. Alternativne transkripcione varijante iRNK za ATR2 ¢éoveka i njihova
tkivna distribucija

Alternativnim iskrajanjem gena za ATR2 dobijaju se dve transkripcione
varijante: duza koja sadrzi sve egzone (1/2/3) i kraca koja sadrzi egzon 1 i 3 (1/3).
Tkivna distribucija alternativnih transkripcionih varijanti u tkivima ¢oveka do sada je
opisana u tkivu srca sa infarktom miokarda i kardiomiopatijom (Wharton i sar., 1998;
Warnecke i sar., 1999a), zatim u tkivu miometrijuma, miomu uterusa (Matsumoto i sar.,
1996) i kongenitalnim anomalijama urinarnog trakta (eng. congenital anomalies of the
kidney and urinary tract, CAKUT) (Stankovi¢ i sar., 2010). Transkripciona varijanta sa
egzonima 1/2/3 je bila ¢es¢e zastupljena od transkripcione varijante sa egzonima 1/3
(Wharton i sar., 1998; Warnecke i sar., 1999a; Warnecke i sar., 2005; Stankovic i sar.,
2010).
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1.4.5.5. Regulacija ekspresije gena za ATR2 preko alternativnog iskrajanja

U eksperimentima funkcionalne karakterizacije transkripcionih varijanti ATR2,
pokazano je da konstrukti sa sva tri egzona (1/2/3) imaju statisticki znacajno nizu
luciferaznu aktivnost u odnosu na konstrukte sa egzonima 1 i 3 (Warnecke i sar.,
1999a). Ovaj podatak se uzima u razmatranje kada se analizira ekspresija ATR2 u
razli¢itim patoloskim stanjima, u razli¢itim tkivima, kao mehanizam kojim se moduluse
ekspresija receptora (Warnecke i sar., 2005). Sli¢no kao i u genu za ATR1 u egzonu 2 je
identifikovan start triplet u minicistronu od 42 bp koji se proteze 1 u 3. egzonu
(Warnecke i sar., 1999a). Translacija sa ovog minicistrona rezultovala je peptidom od
14 AK koji bi mogao biti jedan od razloga inhibitornog efekta 2. egzona na ekspresiju
transkripcionih varijanti ATR2 u reporter esejima (Warnecke i sar., 1999a).

1.45.6. Polimorfizam A/G -1332 (rs1403543) u genu za ATR2 i regulacija
ekspresije

Analizom sekvence gena za ATR2 Coveka, u regionu gena -1590 i -1139 bp
uzvodno od mesta inicijacionog starta translacije, detektovan je polimorfizam odnosno
tranzicija azotnih baza A — G (A/G) na poziciji -1332 u intronu 1, ako se start kodon
translacije ra¢una pocev od egzona 3 u kom se nalazi kompletan kodiraju¢i region gena
(Nishimura i sar., 1999). Sledece godine isti polimorfizam opisan je ponovo samo sa
drugom oznakom +1675 G/A, lociran na poziciji 29 bp pre pocetka egzona 2 ukoliko se
azotne baze broje od pocetka egzona 1 (Erdmann i sar., 2000). Pretpostavka da
polimorfizam reguliSe razliCito alternativno iskrajanje iRNK, a samim tim ekspresiju
gena je ukazala na potencijalnu funkcionalnost polimorfizma (Nishimura i sar., 1999).
Na osnovu povecane luciferazne aktivnosti u konstruktima sa alelom G koja je bila
statisticki znacajno viSa u odnosu na one sa alelom A u ¢elijskim linijama izvedena je
pretpostavka da bi nosioci alela G mogli imati visSi nivo ekspresije proteina (Warnecke i
sar., 2005). Jedna od pretpostavki je i efikasnije procesovanje iRNK kod nosilaca alela
G (Balmforth AJ, 2010).
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1.4.5.7. Regulacija alternativnog iskrajanja preko polimorfizma A/G u intronu
gena za ATR2

Analiza sekvence gena je pokazala da se polimorfizam nalazi u okviru 7
nukleotida duge konsenzusne sekvence, locirane na mestu formiranja tacke isecanja
(eng. lariat branch point, BPS) u 1. intronu gena (Green MR, 1986; Nishimura i sar.,
1999). U c¢elijskim linijama, in vitro polimorfizam je imao efekte na alternativno
iskrajanje IRNK za ATR2 i nivo ekspresije iRNK za ATR2 (Nishimura i sar., 1999),
dok in vivo u nekim tkivima nije imao efekte ni na iskrajanje ni na ekspresiju gena
(Warnecke i sar., 2005; Stankovi¢ i sar., 2010).

1.45.8. Polimorfizam A/G -1332 u genu za ATR2 i asocijacija sa
kardiovaskularnim bolestima

Kontradiktorni rezultati su dobijeni u vezi asocijacije razli¢itih alelnih oblika
polimorfizma u patofizioloSkim stanjima. Alel G je kod hipertenzivnih bio asociran sa
hipertrofijom leve komore kod muskaraca (Alfakih 1 sar., 2004), sa pojavom HT kod
prerane koronarne bolesti i HT (Alfakih i sar., 2005), sa remodelovanjem srca uz unos
natrijumovih soli kod musSkaraca sa familijarnom istorijom koronarne bolesti
(Kuznetsova i sar., 2004) i sa infarktom miokarda i koronarnom aterosklerozom
(Alfakih i sar., 2007). U drugim studijama alel A je kod hipertenzivnih muskaraca bio
asociran sa remodelovanjem leve komore (Schmieder i sar., 2001; Ott i sar, 2007;
Orlowska-Baranowska i sar., 2007), sa remodelovanjem srca kod starijih muskaraca
(Herrmann i sar., 2002), sa HT i rizikom za rani nastanak bolesti srca (Jones i sar.,
2003) i sa rizikom za koronarnu aterosklerozu i progresiju ateroskleroze (Tousoulis i
sar., 2010). U nekim studijama kod osoba sa esencijalnom hipertenzijom i bole$¢u srca
polimorfizam nije imao efekte na geometrijske parametre remodelovanja leve komore
(Huber i sar., 2010). Studije asocijacije polimorfizma A/G -1332 u genu za ATR2 sa
karotidnom aterosklerozom, komplikacijama u karotidnoj aterosklerozi i Slogom do

sada nisu uradene u populaciji Srbije.
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2. HIPOTEZA| CILJEVI ISTRAZIVANJA

Studija obuhvata geneticko-epidemiolosku analizu polimorfizama u genima

RAS (ACE, ATR1, ATR?2) i analizu ekspresije gena RAS (ACE, ACE2, ATR1, ATR2,

TMEMZ27) i mikroRNK (miR-155), koja regulise ekspresiju ATRI, u patogenezi

karotidne ateroskleroze, u okviru ciljne grupe ispitanika iz Srbije. Studija se bazira na

sledecoj hipotezi: geni RAS kod ¢oveka su ukljuceni u procese nastanka i progresije
ateroskleroze i predstavljaju potencijalne pokazatelje nastanka i/ili komplikacije
ateroskleroze (tip aterosklerotskog plaka i pojava i vrsta klinickih simptoma bolesti).

Hipoteza ¢e biti proverena na tri na¢ina: 1) analizom asocijacije polimorfizama u

genima za RAS sa nastankom i komplikacijama karotidne ateroskleroze i 2) analizom

asocijacije nivoa ekspresije gena RAS (na nivou IRNK i proteina) u tkivu

aterosklerotskog plaka cCoveka sa nastankom 1 klinickim parametrima bolesti 1 3)

analizom asocijacije polimorfizama (I/D u genu za ACE, A1166C u genu za ATR1 i

A/G -1332 u genu za ATR2) sa nivoom ekspresije gena i proteina RAS i polimorfizma

A1166C u genu za ATR1 sa nivoom ekspresije regulatorne mikroRNK (miR-155)).

Postavljeni su slede¢i ciljevi:

1. Utvrditi ucestalost alelnih formi i genotipova polimorfizama u genima RAS (I/D u
genu za ACE, A1166C u genu za ATR1 i A/G -1332 u genu za ATR2) u grupi
pacijenata sa karotidnom aterosklerozom (KA)

2. Utvrditi da li su ispitani polimorfizmi asociarani sa nastankom KA.

3. Utvrditi da 1i su polimorfizmi u asocijaciji sa klinickim i1 biohemijskim parametrima
karotidne ateroskleroze.

4. Utvrditi, kvantifikovati i analizirati ekspresioni nivo iRNK za ACE, ACE2, ATR1,
ATR2, kolektrin (TMEM27) u tkivu karotidnog aterosklerotskog plaka i
kontrolnom tkivu arterije, kao i u odnosu na razlicite tipove aterosklerotskog plaka.

5. Kvantifikovati i analizirati ekspresioni nivo iRNK za ACE i ATR1 u odnosu na
genotipove polimorfizama I/D u genu za ACE i A1166C u genu za ATRL1.

6. Utvrditi i kvantifikovati ekspresioni nivo mikroRNK (miR-155), koja regulise
ekspresiju ATR1, u odnosu na genotipove polimorfizma A1166C u genu za ATR1 i

razlicite tipove plaka.
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7. Utvrditi ekspresioni nivo proteina ATR1, ATR2, ACE i ACE2 u tkivu
aterosklerotskog plaka i kvantifikovati ith u odnosu na razliCite tipove
aterosklerotskog plaka.

8. Kvantifikovati ekspresioni nivo proteina ATR1 u odnosu genotipove polimorfizma
A1166C u genu za ATR1 i ekspresioni nivo proteina ATR2 u odnosu genotipove
polimorfizma A/G -1332 u genu za ATR2.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. MATERIJAL

Geneticko-epidemioloska studija analize ucestalosti ispitivanih polimorfizama
DNK u genima RAS sistema kod coveka 1 njihove asocijacije sa nastankom 1
progresijom KA ukljucila je zdrave individue (kontrolna grupa) i pacijente ukupno
(n=512), koji su prema klinickim 1 laboratorijskim podacima klasifikovani od strane
lekara kao pacijenti sa KA. Jedna grupa pacijenata je u periodu.od 2004. do 2005.
godine lecena na Klinici za vaskularnu hirurgiju, Instituta za kardiovaskularne bolesti
Dedinje u Beogradu, Srbija (n=117). Druga grupa je u periodu od 2006. do 2007.
godine leCena na Vojnomedicinskoj Akademiji u Beogradu, Srbija (VMA) (n=79).
Tre€a grupa pacijenata leCena je na Institutu za kardiovaskularne bolesti Klinickog
centra Srbije (IKVB KCS) u Beogradu, Srbija (n=316). Od svih pacijenata uzeti su
uzorci pune periferne krvi iz koje je izolovana DNK, a od njih 270 i tkivo
aterosklerotskog plaka. Svi ispitivani pacijenti su Kavkazoidi, srpskog porekla.
Kontrolna grupa za populacionu studiju ispitivanih polimorfizama DNK obuhvatila je
zdrave pripadnike srpske populacije (n=285), nasumi¢no izabrane prilikom kontrolnog
zdravstvenog pregleda na teritoriji Beograda, starosti od 18 do 80 godina. Od svake
osobe uklju¢ene u ovu studiju dobijen je pristanak za uceSce, uzeti su li¢ni 1
anamnesticki podaci obuhvaceni upitnikom i uzorci pune periferne krvi za izolaciju
DNK. Biohemijske analize uradene su na medicinskim ustanovama u kojima su
pacijenti leCeni.
Geneticko-epidemioloska studija analize ucestalosti ispitivanih polimorfizama DNK u
genima RAS sistema i njihove asocijacije sa nastankom i progresijom karotidne
ateroskleroze izmedu kontrolne grupe i grupe pacijenata sa aterosklerozom karotida je
za navedene polimorfizme ukljucila: za polimorfizam I/D u genu za ACE (246
genotipizovanih kontrola, za polimorfizam A1166C u genu za ATR1 212 i za
polimorfizam A/G -1332 u genu za ATR2 207 genotipizovanih kontrola) koje su
poredene sa 505 pacijenata sa dijagnostikovanom KA. Geneticko-epidemioloska analiza

ucestalosti ispitivanih polimorfizama u odnosu na tip aterosklerotskog plaka je ukljucila
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298 pacijenata sa stabilnim aterosklerotskim plakom (SAP) i 113 pacijenata sa
fenotipom nestabilnog aterosklerotskog plaka (NAP).

U analizi ekspresionog nivoa iIRNK za komponenete RAS, ACE i kolektrin
(TMEM27) u tkivu karotidnog plaka obuhvacéeno je 61 pacijent sa dijagnostikovanom
karotidnom aterosklerozom. Od toga, broj pacijenata muskog pola bio je 42 (68.85 %),
a 19 (31.15 %). Analiza ekspresije iIRNK za ATR1 obuhvatila je 23 pacijenta i to 13
pacijenata (56.52 %) i 8 pacijentkinja (34.78 %). Analiza ekspresije iRNK za ACE2,
kao i relativnog nivoa odnosa ekspresije IRNK za ACE i ACE2 obuhvatila je 26
pacijenata sa KA, od togabroj pacijenata muskog pola bio je 17 (65.38 %), a Zena 9
(34.62 %).

Za analizu ekspresije mikroRNK (miR-155) u tkivu karotidnog plaka
obuhvaceno je 27 pacijenata sa dijagnostikovanom karotidnom aterosklerozom. Od
toga, broj pacijenata muskog pola bio je 14 (51.85 %) , a zena 13 (48.15 %). Po tipu
oboljenja podeljeni su na dve podgrupe: pacijenti sa fenotipom stabilnog
aterosklerotskog plaka (SAP) i komplikovanim (nestabilnim) plakom (NAP). Uzorci
tkiva aterosklerotskog plaka koriS¢eni u ovoj studiji dobijeni su tokom operacija
karotidne endarterektomije u toku 2008. godine izvedenih na IKVB. Kao kontrola
koris¢ena je komercijalna cDNK zdravog tkiva arterije bez znakova ateroskleroze,
osobe muskog pola stare 68 godina, proizvedene od strane firme (BioChain, CA, SAD).

Analiza ekpresije proteinskog nivoa komponenti RAS u lizatima tkiva
aterosklerotskih plakova obuhvatila je 8 uzoraka sa KA. ACE2, ATR1 i ATR2
detekovani su i analizirani u odnosu na beta aktin. ACE je u ukupnom lizatu tkiva
ateroslerotskog plaka detektovan, ali nije normalizovan u odnosu na beta aktin te stoga
nije uzet u analizu.

Geneticko-epidemioloska analiza polimorfizama DNK, kao 1 ekspresiona analiza RNK
uradeni su u Laboratoriji za Radiobiologiju i Molekularnu Genetiku, Instituta "Vinca",
Beograd, Srbija.

Detekcija proteina RAS sistema (ACE2, ATR1, ATR2) u proteinskim lizatima

aterosklerotskih plakova uradena je u Laboratoriji za Molekularnu biologiju 1

Endokrinologiju, Instituta "Vinc¢a", Beograd, Srbija.
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3.2. METODE

3.2.1. Ultrazvucna karakterizacija plaka

Karakterizacija karotidnih aterosklerotskih plakova vrSena je ultrazvu¢nim
pregledom, koji daje dvodimenzionalni slikovni prikaz tzv. B-mode, dopunjen kolorom
1 pulsnim doplerom, koriS¢enjem aparata Toshiba, Power Vision 6000, 7.5 Mhz
(Riverside, CA). Doplersonografski pregled levih i desnih karotidnih arterija ima dva
aspekta merenja: morfoloski i funkcionalni. Ultrazvuéni pregled omogucava ne samo
kvantitativnu analizu plaka (duzina, Sirina, debljina, stepen stenoze lumena) vec¢ 1
kvalitativnu analizu plaka, gradu plaka, povrSinu plaka, prisustvo tromba). Na osnovu
ove analize moze se procenti koliko je plak rizi¢an za pojavu cerebrovaskularne bolesti i
da li postoji indikacija za hirursko odstranjivanje (endarterektomiju).

U funkcionalnom smislu pregled daje informacije o karakteristikama protoka krvi koji
se moze videti u sklopu analize spektra frekvencija 1 pulsnog talasa u odredenim
delovima krvnog suda, u longitudinalnom 1 transferzalnom preseku. Morfoloski aspekt
podrazumeva utvrdivanje osobina toka krvi i Sirine krvnog suda, osobine granjanja
(bifurkacije), izgled intime, merenje zadebljanja intima-medije i utvrdivanje
eventualnog prisustva aterosklerotskih promena. Pored toga mogu se konstatovati
poremecaji toka krvi usled elongacije, krivudavosti (tortuoznosti) ili angulacija
(kinking) krvnih sudova. U sagledavanju morfologije aterosklerotskih promena unutar
zida krvnog suda odnosno plaka bitno je da se utvrde njegove karakteristike i izmeri
stepen stenoze istog. Aterosklerotska suZenja su najc¢es¢e nalaze u podrucju bifurkacije
zajedniCke karotidne arterije (CCA) i u pocetnom segmentu unutrasnje karotidne arterije
(ICA). Istrazivanje plakova je obuhvatalo distalni deo zajedni¢ke karotidne arterije u
duzini od 2 cm (CCA), karotidni bulbus i proksimalni deo unutrasnje karotidne arterije
(ICA) u duZini od 2 cm na levoj i desnoj strani vrata.

Plak je definisan kao lokalizovana eho-struktura koji zalazi u lumen krvnog suda i pravi
suzenje protoka. Pri tom rastojanje izmedu spoja medija-adventicije i povrSine lezije
okrenute lumenu iznosi vi$e od 1.2 mm. Sa povecanjem stepena stenoze struktura plaka
postaje viSe heterogena. Klasifikacija plakova vrSena je na osnovu ultrazvu¢nog

pregleda, prema stepenu ehogenosti, unutrasnjoj strukturi i mofologiji. Ehogenost plaka
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zavisi od njegovog sastava, usled nakupljanja depozita lipida, fibroznog tkiva, talozenja
kalcijuma (prisustva/odsustva kalcifikakata) i prisustva hemoragija. Anehogeni i
hipoehogeni regioni plaka mogu predstavljati hemoragije, depozite lipida ili nekroticne
promene (meko tkivo). Plakove viseg stepena ehogenosti odlikuje veéi stepen
kalcifikacije. Plakovi mogu da budu homogeni (ujedna¢ene homogene strukture,
uniformne ¢elijske strukture i1 glatke povrSine) ili heterogeni (neujednacne, heterogene
eho strukture). Heterogeni plak odlikuje kompleksna ehogena struktura usled prisustva
depozita lipida, kalcifikacije ili hemoragije unutar plaka. Lipidni plak je hipo- ili
anehogen, fibrozni izo-/hiperehogen bez kalcifikacija, fibrokalcifikovan je hiperehogen
sa punktiformnim kalcifikacijama, a kalcifikovani onaj kada je vise od polovine ili cela
povrSina prekrivena kalcifikatom (Savi¢ 1 sar., 2010). Na osnovu morfologije plaka,
njegove strukture, povrSine 1 stepena ehogenosti i/ili eholucentnosti procenjena je
aktivnost unutar plaka odnosno njegova stabilnost (European Society of Vascular
Surgeons, European Carotid Plaque Study Group, 1995, 2011; Montauban van
Swijndregt 1 sar., 1998; Lammie i sar., 2000; Grenholdt i sar., 2001; Grenholdt i sar.,
2002; Cho i sar, 2012). Stoga su plakovi podeljeni u dve podgrupe: nekomplikovane
stabilne (ujednacene homogene eho strukture) (SAP) (Widder i sar, 1990) 1
komplikovane nestabilne (neujednaéne, heterogene eho strukture) (NAP) (Gray-Weale i
sar., 1988; European Carotid Plaque Study, 1995, 2011). Pored unutrasnje strukture,
vazan je 1 izgled povrSine plaka. PovrSina plaka moze biti glatka, ili naruSena
ulceracijom (fokalnim depresijama). Kriterijum za ulceraciju plaka je defekt povrSine 1
strukture vec¢i od 2 mm. Ulceracije (odvajanje delova plaka; lipidnog jezgra plaka toku
krvi; engl. echoreflective surface of the plaque) mogu biti rizik za nastanak Sloga.
Plakovi glatke povrSine bez eholucentnog materijala su oznaceni kao stabilni (Widder 1
sar, 1990), dok su plakovi kod kojih je egzulcerisana povrSina (usled ulceracija na
mestima gde je doslo do odvajanja lipidnog dela plaka) (European Society of Vascular
Surgeons, European Carotid Plaque Study Group, 1995, 2011) ili preovladuje
eholucentni materijal usled hemoragije predstavljaju nestabilne plakove (Grenholdt ML,
1999).

Procena stepena stenoze je uradena merenjem rezidualnog lumena krvnog suda na
mestu stenoze i dijametra normalnog dela krvnog suda, po ECST kriterijumima (eng.

European Carotid Surgery Trialists Collaborative Group, ECST) kod pacijenata
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le¢enih u IKVB Dedinje i NASCET kriterijumima (eng. North American Symptomatic
Carotide Endaarterectomy Trial, NASCET) kod pacijenata le¢enih u IKVB KCS.
Kriterijum za merenje stepena stenoze krvnog suda prema ECST je poredenje odnosa
dijametra rezidualnog lumena sa procenjenim dijametrom karotidnog bulbusa, a prema
NASCET se uzima u obzir odnos dijametra rezidualnog lumena i dijametra distalnog
normalnog segmenta ICA (Wardlow i Lewis., 2005). U slu¢ajevima kada distalni deo
normalnog segmenta unutra$nje karotidne arterije nije oCuvan arterija je okarakterisana
sa stepenom stenoze od 95 %. Stepen stenoze od 70 % po NASCET je isto Sto 1 stepen
stenoze od 85 % po ECST kriterijumima (Rothwell 1 sar., 1994). Uzumajuéi u obzir
razliku u na¢inu procene stepena stenoze prema navedenim kriterijuma, radi adekvatne i
korektne kvantifikacije stepena stenoze, kod svih pacijenata sa dijagnostikovanom
aterosklerozom karotida, utvrdene su ekvivalentne vrednosti ukupnog stepena stenoze,

merene doplersonografom, prema formuli:

% ECST=10, 6 x % NASCET + 40 % (Rothwell i sar., 1994; Donnan i sar., 1998;
Wadlaw i Lewis, 2005).

3.2.2. 1zolacija i merenje koncentracije DNK iz Celija krvi

Izolacija DNK iz iz SmL krvi Coveka, uzete sa antikoagulansom (Na-citrat ili EDTA),
radena je na dva nacina: metodom po Kunkel-u (Kunkel i sar., 1977) i po protokolu za
izolaciju DNK na aparatu Abi Prism TM 6100 Nucleic Acid Prepstation (Applied
Biosystems, SAD).

Merenje koncentracije izolovane DNK

Koncentracija DNK u pg/mL je izracunata iz odnosa:

Aueo x razblazenje u kiveti (100) x duzina svetlosnog puta u kivetiu cm (1 cm) x faktor

apsorpcije za dvolanacanu DNK (50) / 1000.
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3.2.3. Genotipizacija polimorfizama DNK in vitro (PCR)

LanCana reakcija polimeraze (PCR) je metoda enzimske amplifikacije
specificnih segmenata DNK in vitro. Zahteva izuzetno male kol¢ine pocetnog materijala
DNK, a reakcija se izvodi pomoc¢u termostabilnog enzima, DNK polimeraze. UmnozZeni
fragmenti se seku upotrebom komercijalno dostupnih restrikcionih endonukleaza,
enzima koji prepoznaju specifi¢ne sekvence DNK koje naj¢es¢e obuhvataju polimorfno
mesto, radi razlikovanja genotipova polimorfizama u genu od interesa (eng. restriction

fragment length polymorphism, RFLP metoda).

3.2.3.1.  Genatipizacija poliorfizma I/D u genu za ACE reakcijom amplifikacije
DNK in vitro

Protokol:

Odredivanje inserciono/delecionog polimorfizma u genu za ACE radeno je po
prethodno dizajniranoj metodi (Stankovi¢ i sar., 1999). Oligonukleotidi koris¢eni pri
detekciji ovog polimorfizma prikazani su u tabeli 3.1. Komponente PCR reakcije,
radene u 20 pl smeSe prikazane su u tabeli 3.2. Svaka serija uzoraka sadrzala je

obaveznu negativnu (bez DNK) i pozitivhu kontrolu (DNK sa poznatim genotipom).

Tabela 3.1 Oligonukleotidi upotrebljeni za genotipizaciju ACE I/D polimorfizma

Oznaka Sekvenca amplimera Oznaka Ref
eferenca
polimorfizma amplimera

S'CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT-3' SA66

5GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT-3 | 167 | Stankovici

ACEIID sar., 1999

STGGGACCACAGCGCCCGCCACTAC-3 ACE3

U tabeli 3.1 prikazane su sekvence amplimera koris¢enih u genotipizaciji polimorfizma
I/D u genu za ACE.
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Tabela 3.2 Komponente PCR-a za detekciju 1/D polimorfizma u genu za ACE

Komponente PCR-a
Finalna koncentracija Zapremina (uL )
Pufer za PCR (10x) 1x 2
MgCl, 3.25mM 2.6
DMSO 5% 1
dNTP 0.25mM 4
Amplimer SA66 0.35uM 1 (7pmol)
Amplimer 167 1uM 2 (20pmol)
Amplimer ACE3 0.075uM 1 (1.5pmol)
Genomska DNK 0.6uL (200ng)
Taq polimeraza (0.5U/uL) lul
ddH,0 6.4 uL
ukupno 20uL

U tabeli 3.2 prikazane su komponente reakcione smese PCR reakcije koris¢enih u

detekciji polimorfizma I/D u genu za ACE

Temperaturni profil PCR reakcije bio je: inicijalna denaturacija 95 °C 3 min; u slede¢ih
30 ciklusa denaturacija 93 °C 1 min, hibridizacija 65 °C 1.5 min i ekstenzija 72 °C1.5

min i finalna ekstenzija 74 °C 4 min.

3.2.3.2.  Genatipizacija polimorfizama A1166C u genu za ATR1 i A/G -1332 u genu

za ATR2 u jednoj tubi reakcijom amplifikacije DNK in vitro

Prethodno dizajnirana alel specifi¢na metoda za detekciju polimorfizma A1166C u genu
za ATR1 je redizajnirana (Stankovi¢ i Alavanti¢, 2002). Ideja metode korisé¢ene u ovoj
studiji je bila da se oba polimorfizma, u genima za ATR1 i ATR2 detektuju u jednoj
reakciji kako bi se smanjilo vreme 1 troSkovi procesa genotipizacije. Metoda za
genotipizaciju polimorfizama A1166C u genu za ATR1 i A/G -1332 u genu za ATR2 je

osmiSljena tako da se fragmenti DNK u kojima se nalaze polimorfna mesta u oba
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ispitivana gena amplifikuju u jednoj PCR reakciji u istoj tubi (Zivkovic i sar., 2005).
Oligonukleotidi koris¢eni pri detekciji ovih polimorfizama prikazani su u tabeli 3.3.
Komponente za PCR reakciju radenu u 25 pl smese za detekciju oba polimorfizma

prikazane su u tabeli 3.4.

Tabela 3.3 Sekvence amplimera koris¢enih za genotipizaciju polimorfizama A1166C u

genu za ATR1 i A/G -1332 u genu za ATR2.

Oznaka .
] ) Sekvenca amplimera Referenca
polimorfizma
A1166C 5-GCAGCACTTCACTACCAAATGGGC-3'
AGTR1F Berge i Berg,
5-CAGGACAAAAGCAGGCTAGGGAGA-3' 1998
AGTRI1R
A/G -1332 | 5-GGA AGGTAGAACATACATTAAATG-3' .. o
Zivkovic i sar.,
AT2S1
2005
5-AGAGAAACAGCAGCTAAAGAATT-3
AT2AS

U tabeli 3.3 prikazane su sekvence amplimera koris¢enih u genotipizaciji polimorfizama
A1166C u genu za ATR1 i A/G -1332 u genu za ATR2
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Tabela 3.4 Komponente PCR-a za detekciju A1166C u genu za ATR1 i A/G -1332 u

genu za ATR2

Komponente PCR-a Finalna koncentracija Zapremina (uL)
Pufer za PCR (10x) 1x 2.5
MgCl, 3.5 mM 3
dNTP 0.125 mM 4
Amplimer AGTR1F 0.44 uM 1.1 (11 pmol)
Amplimer AGTR1 0.44 uM 1.1 (11 pmol)
Amplimer AT2S1 0.8 uM 2 (20 pmol)
Amplimer AT2AS 0.8 uM 2 (20 pmol)
Genomska DNK 0.6 uL ~ (200 ng)
Taq polimeraza (5U/ pL) 0.4 L
ddH,0 8.3 uL
ukupno 25 ul

U tabeli 3.4 prikazane su komponente reakcione smese PCR reakcije koris¢enih u
detekciji polimorfizama A1166C u genu za ATR1 i A/G -1332 u genu za ATR2

Temperaturni profil PCR reakcije bio je: inicijalna denaturacija 94°C 3 min; u slede¢ih
30 ciklusa denaturacija 94 °C 45 s, hibridizacija 58 °C 45 s, i ekstenzija 72 °C 45 s i
finalna ekstenzija 72°C 5 min. Svaka serija uzoraka sadrzala je obaveznu negativnu

kontrolu (bez DNK) i pozitivnu kontrolu (DNK sa poznatim genotipom).

3.2.4. Restrikciona analiza sintetisanih fragmenata (RFLP)

Restrikcionom  analizom  sintetisanih  fragmenata DNK, koriS¢enjem
restrikcionih enzima Haelll i EcoRI, utvrdeni su genotipovi polimorfizama DNK
A1166C u genu za ATR1 i A/G -1332 u genu za ATR2. Redi alel C polimorfizma
A1166C uvodi restrikciono mesto koje prepoznaje enzim Haelll. U slucaju prisustva
alela C dobija se fragment od 233 bp, dok je neseCeni fragment u slucaju prisustva alela

A (255 bp). Za odredivanje genotipa polimorfizma A/G -1332 u genu za ATR2 kori$¢en
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je restrikcioni enzim EcoRI koji u slucaju prisustva redeg alela G prepoznaje specificno
restrikciono mesto i seCe sintetisani fragment DNK. U slucaju prisustva alela A ne
dolazi do digestije PCR produkta od 120 bp, a u slucaju prisustva alela G dobijaju se
fragmernti od 91 bp i 29 bp. Posto su fragmenti DNK za oba polimorfizma sintetisani u
istoj tubi jednom PCR reakcijom, radi daljeg pojednostavljivanja metode genotipizacije,
uradena je i dupla restrikciona digestija u istoj tubi. Enzimi koriS¢eni za genotipizaciju
imaju optimalnu aktivnost na 37 °C, a digestioni pufer je odabran tako da oba enzima

imaju maksimalnu efikasnost delovanja u reakciji.

3.2.5. lzolacija, merenje i provera kvaliteta ukupne ¢elijske RNK
3.25.1.  Izolacija ukupne Celijske RNK iz karotidnog aterosklerotskog plaka

Ukupna RNK izolovana je iz tkiva i pripremljena za RT-PCR. Protokol opisuje
proceduru izolacije RNK iz tkiva koriS§¢enjem metode sa TRI Reagent-om po protokolu
proizvodaca (Ambion, SAD). Provera kvaliteta izolovane RNK uradena je po

standardnoj proceduri na formaldehidnom gelu.

3.2.6. Obrada uzorka RNK i reverzna transkripcija

Uzorci izolovane RNK tretirani su endonukleazom DNKaza I po protokolu proizvodaca
(Fermentas, Lithuania), pre reakcije reverzne transkripcije, kako bi se uklonili
jednolancani i dvolancani molekuli DNK. Reverzna transkripcija (RT-PCR) uradena je
po protokolu proizvodaca (RevertAid first strand cDNA synthesis kit, Fermentas,
Lithuania). Za RT-PCR koris¢eni su oligo-dT amplimeri, zato §to selektivno reverzno
prevode poli (A)+RNK i minimizuju nespecificne amplifikacije koje su asocirane sa

RT-PCR-om u kojoj se koriste nasumicni amplimeri (Goswami i sar., 1997).
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3.2.7. Detekcija iRNK za ACE, ACE2, ATR1, ATR2, kolektrin
(TMEMZ27) i miR-155 amplifikacijom odredenih molekula cDNK
(Real-time PCR)

Provera prisustva odredenog molekula cDNK vrSena je umnozavanjem cDNK
ciljnog regiona pomocu, PCR sa amplimerima i probom specifi¢nom za spoj dva egzona
u ciljnom genu. U ovoj studiji je za detekciju, kao i za relativnu kvantifikaciju
transkripata u ispitivanim genima kori§¢ena metoda PCR-a u realnom vremenu (eng.
Real-time PCR). Komercijalni eseji koji su kori$¢eni u studiji za detekciju potencijalno
eksprimiranih transkripata za ACE, ACE2, ATR2 i kolektrin (TMEMZ27) su:
Hs00174179_ml, Hs00222343 ml, Hs00169126_ml, Hs00252907_ml (Applied
Biosystems, SAD) i za 18S Hs99999901 sl (Applied Biosystems, SAD). Komercijalni
eseji koji su koriSéeni za detekciju potencijalno eksprimiranih transkripata za ATR1 su
bili slede¢i: Hs00259315 ml (Varijanta 4), Hs00241341 ml (Varijanta 2 1 3) i
Hs01096942_ml (Varijanta 1) (Applied Biosystems, SAD) (slika 3.1). Kao kontrola
koris¢ena je komercijalna c¢cDNK izolovana iz normalne arterije bez znakova
ateroskleroze, Cat No. C1234013-10, BioChain, SAD. Komercijalni eseji koriS¢eni za
detekciju mikroRNK u tkivu plaka su Hsa-mir-155 za miR-155 i endogena kontrola za
malu nukleolarnu RNK (eng. small nucleolar RNK, snoRNK), RNU44 (Applied
Biosystems, SAD).
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i ATG j ré.TG ATG i i 3

1 2 3 o] 4
Hs00259315_m1

Hs00241341 ml
Hs01096942 m1
Alternativno iskrajanje

Varijanta 1
. Varijanta 2

Varijanta 3

Varijanta 4

Slika 3.1 Sematski prikaz lokacija komercijalnih proba/prajmera u kodirajuéoj sekvenci gena za ATRI1
koji su korisc¢eni za detekciju potencijalno eksprimiranih transkripata iRNK za ATR1. Kataloski brojevi
proba/prajmera kori$¢enih u reakciji: Hs00259315 m1, Hs00241341 ml i Hs01096942 m1 (Applied
Biosystems, SAD). Probe i prajmeri su dizajnirani od strane proizvodacda i nalaze se na granici egzona: i
to sens prajmer je komplementaran 5' kraju egzona, a antisens 3' kraju egzona, dok je proba izmedu
prajmera.

3.2.8. WESTERN BLOT

3.2.8.1.  Priprema uzoraka tkiva karotidnog aterosklerotskog plaka za izolaciju
proteina
Uzorci tkiva aterosklerotskih plakova dobijenih neposredno sa operacija

karotidne endarteroktomije su odloZeni u te¢ni azot, a zatim na temperaturi od -70° C i
tako Cuvani do trenutka izolacije proteina. Otopljeni uzorci tkiva aterosklerotskih
plakova (100 mg tkiva) su usitnjeni i homogenizovani na ledu u RIPA puferu (50 mM
Tris HCI (pH 7.5), 150 mM NacCl, 1 % natrijum-deoksiholat, 0.1 % natrijum-dodecil
sulfat (SDS), 1% Triton X-100 ) u koji je dodat koktel proteaznih inhibitora (2 mM
PMSF, 5 pg/ml aprotinin, 5 pg/ml leupeptin), neposredno pred rad koris¢enjem Ultra-
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Turrax homogenizera (Dupont i sar., 1998). Zapremina RIPA pufera u kojoj je tkivo
homogenizovano bila je 500 pl. Homogenati su centrifugirani 30 min na 13 000 g na
temperaturim od 4°C, a zatim su odliveni supernatanti centrifugirani jos jedanput na
13 000 g 20 min na temperaturim od 4°C. Visak lipida u vidu sloja na povrSini
supernatanta je uklanjan nastavkom pipetora.

Supernatanti, koji predstavljaju ukupni celijski lizat, koriS¢eni su za Western blot.
Uzorci koji su spremljeni za Western Blot skuvani su 5 min na 100 °C u jednakoj

zapremini 2 x Laemmli pufera i ¢uvani u zamrzivacu na -20 °C.

Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina u uzorcima odredivana je kolorimetrijskom metodom,
koris¢enjem komercijalnog kompleta BCA (Smith 1 sar., 1985). Koncentracija ukupnih
proteina ocitavala se sa standardne krive, konstruisane na osnovu izmerenih vrednosti
apsorbanci poznatih koncentracija BSA (0.2, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6 i 2 mg/ml).

3.2.8.2.  Natrijum dodecil sulfat elektroforeza na poliakrilamidnom gelu (SDS-
PAGE)

Kao prvi korak u imuno-blot proceduri primenjena je diskontinuirana
poliakrilamid gel elektroforeza u prisustvu deterdzenta natrijum dodecil sulfata (eng.
Sodium Dodecyl Sulphate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE). Ova
specifi¢na elektroforetska tehnika obezbeduje razdvajanje proteinskih frakcija u uzorku
na osnovu njihove molekulske mase (Laemmli UK, 1970). Kao molekulski marker
koriS¢en je proteinski marker za elektroforezu ProteinPlus Prestained Ladder, koji
sadrzi 6 proteina razli¢itih molekulskih masa (130 kDa, 100 kDa, 70 kDa, 55 kDa, 35
kDa, 25 kDa, 15 kDa i 10 kDa, Fermentas, Vilnius, Lithuania). Posle elektroforeze

gelovi su koriSéeni za Western blot analizu.
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Imuno blot (Western blot)

Identifikacija ispitivanih proteina u uzorcima vrSena je primenom specifi¢nih
antitela. Membrane su inkubirane preko no¢i na 4° C, sa primarnim antitelima (kozjim
poliklonskim antitelima) na epitop na C-terminusu za ACE- (C-20)-sc-12187 i C-
terminusu za ACE2-(C-18) (sc-17720) (Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA, SAD) i
(zec¢ijim poliklonskim antitelima) za ATR1 i ATR2 i to: AT1-N-10-sc-1173 (Santa Cruz
Biotech, Santa Cruz, CA, SAD) sa epitopom na N-terminus i AT2R-ab19134-(Abcam,
Cambridge, GB) sa epitopom na poziciji pocev od 349. do 363. aminokiseline koji
odgovara receptoru pacova. Razblazenja primarnih antitela su bila slede¢a: ACE,
ACE2, ATR1 (1:250), ATR2 (1:5000) u TBST-u. Po zavrSenoj inkubaciji sa primarnim
antitelom, membrane su ispirane 5 x 5 min TBST puferom na sobnoj tempearturi uz
blago meSanje. Nakon ispiranja, membarane su inkubirane 1.5 h, uz meSanje, sa
sekundarnim anti- zec¢ijim odnosno anti-kozjim antitelom (Santa Cruz Biotech, Santa
Cruz, CA, SAD) konjugovanim sa peroksidazom rena (eng. Horseradish Peroxidase,
HRP) (razblazenje 1: 10 000 TBST) ili alkalnom fosfatazom (eng. Alkaline
Phosphatase, ALP) (razblazenje 1: 5000, TBST). Nakon inkubacije, membrane su
ispirane 5 x 5 min u TBST-u. Radi vizuelizacije traka, na membrane je nanoSen
supstrat za hemiluminiscenciju (eng. enhanced chemiluminescence, ECL) (Amersham
Biotech, Pittsburgh, PA, SAD) ili supstrat za alkalnu fosfatazu (BCIP/NBT).

Intenziteti signala, odnosno koncentracije ispitivanih proteina, odredivane su
denzitometrijski. Filmovi su skenirani, a opticka gustina detektovanih proteinskih traka
kvantifikovana je pomoc¢u raCunarskog program Image J 1.37 V. software
(http://rsb.info.nih.gov/ij/index.html).
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3.2.9. Statisticka obrada podataka

Ucestalosti genotipova i alela odredene su metodom prebrojavanja (eng. gene
counting method). Za ispitivanje slaganja distribucija dobijenih ucestalosti genotipova u
populaciji sa ocekivanim vrednostima, po Hardy-Weinberg-ovoj ravnotezi (HWE),
koridéen je x° test. Normalna distribucija parametara sa kontinualnim vrednostima
testirana je Kolmogorov-Smirnov-im testom sa Lilliefors-ovom korekcijom. Za
utvrdivanje razlike srednjih vrednosti kontinualnih parametara izmedu dve grupe koji su
u normalnoj raspodeli koris¢en je Studentov t-test za nezavisne uzorke, ili
neparametrijski Man-Vitni U test (eng. Mann-Whitney), za varijable ¢ije vrednosti nisu
u normalnoj raspodeli. Vrednosti fenotipskih varijabli su predstavljene brojano i
procentualno, ili kao srednja vrednost sa standardnom devijacijom (SV£SD). Analiza
razlike u distribuciji ucestalosti genotipova izmedu posmatranih grupa radena je
Pirsonovim y° testom. Analiza asocijacije genotipova i kombinacija genotipova sa
fenotipom radena je univarijantnom regresionom analizom, pra¢ena multivarijantnom
regresijom. Mera asocijacije genotipova sa fenotipom od interesa izrazena je kao
korigovani odnos Sansi OR (eng. odds ratio) sa intervalom pouzdanosti 95 % (eng.
confidence interval, + 95% CI). Sve statisticke analize su uradene koriS¢enjem
programskog paketa STATISTICA 8.0 Software (http://www.statsoft.com).

Kvantitativna analiza genske ekspresije je radena u programu REST (REST
Software, QIAGEN) (Pfaffl i sar., 2002) na osnovu odgovarajuc¢ih ulaznih vrednosti: Ct i
efikasnosti PCR amplifikacije za svaki ispitivani gene i endogenu kontrolu u okviru
ispitivanih grupa uzoraka. Cilj primene programa RESTO08 je da se utvrdi da li postoji
znacajna razlika u ekpresiji odgovarajueg gena izmedu grupe ispitivanih uzoraka i
grupe kontrola, uzimajuéi u obzir efikasnost reakcije i normalizaciju na referentni gen-
endogenu kontrolu. Testiranjem hipoteze provereno je da li je rezultat statistiCki
znacajan, na osnovu vrednosti p (p<0,05 predstavlja znacajnu razliku). U relativnoj
kvantifikaciji genske ekspresije vrednosti su normalizovane na nivo ekspresije
endogene kontrole RNU44, male nukleolarne RNK koja u tkivima ¢oveka ima relativno
stabilnu ekspresiju (Kiss T, 2002) i u tkivu karotidnog aterosklerotskog plaka

(Raitoharju i sar., 2011). Kvantitativna analiza ekspresije gena RAS i miR-155 uradena
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-AACt -ACt
2 C 2 C

je u programu GraphPad (http://www.graphpad.com) metodom I

(Schmittgen i Livak, 2008).
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Rezultati

4. REZULTATI

4.1. OSNOVNE KARAKTERISTIKE KONTROLNOG
UZORKA UZORKA PACIJENATA SA KAROTIDNOM
ATEROSKLEROZOM (KA)

Tabela 4.1.0snovne karakteristike kontrolnog uzorka i uzorka pacijenata sa karotidnom

aterosklerozom (KA)

Parametar Kontrolna grupa Pacijenti sa KA p
Pol m/Z n (%) 144 (50.53) /141(49.47) | 322 (62.89) /190 (37.11) | <0.001
Dob (godine) * 40.74+14.82 66.52+9.25 <0.001
Pusacki status n (%) 148 (51.93) 305 (59.58) <0.001
Hipertenzivni status 33 (11.58) 358 (69.92) <0.001
BMI (kg/m?)* 24.17 +3.56 26.26 +3.15 <0.001
Ukupni holesterol 5.85+1.37 5.82 +£1.53 ns
(mmol/L)*
LDL-C (mmol/L)* 3.69+1.11 3.74+1.09 ns
HDL-C (mmol/L)* 1.32+0.36 1.20+0.35 <0.001
Trigliceridi (mmol/L)* 1.56+1.25 1.99+2.13 <0.001
Lp (a) mg/dL * 20.91+22.61 45.24+42 34 <0.001
Ukupno (n) 285 512

Vrednosti kontinualnih varijabli su prikazane kao srednje vrednostitstandardna devijacija (SD);
diskretne varijable su prikazane broj¢ano i procentualno (%); statistiCka analiza distribucije kategorijskih
parametara utvrdena je Pearson y2 testom; statisticki analiza srednjih vrednosti parametara koji su u
normalnoj raspodeli utvrdena je Studentovim t- testom, a kod parametara koji nisu u normalnoj raspodeli
(*) neparametrijskim Mann-Whitney U testom. BMI-indeks telesne mase (eng. body mass index) SBP-
sistolni krvni pritisak, DBP-dijastolni krvni pritisak, LDL-C-LDL holesterol, HDL-C-HDL holesterol, Lp
(a)-lipoprotein (a).

U tabeli 4.1. prikazane su osnovne biohemijske i klinicke odlike ispitivane kontrolne i
grupe pacijenata sa KA, iz Srbije kod kojih su utvrdene relativne frekvencije genotipova
polimorfizama u genima za ACE (I/D), ATR1 (A1166C) i ATR2 (A/G -1332).
Vrednosti standardnih biohemijskih parametara u kontrolnoj grupi bili su u granicama
normalnih vrednosti. Kod pacijenata sa karotidnom aterosklerozom je uocen statisticki
znacajno veci broj pusaca i hipertenzivnih osoba u poredenju sakontrolnom grupom. U
odnosu na kontrolu pacijenti sa karotidnom aterosklerozom su se statisticki znacajno

razlikovali po godinama starosti, imali su viSe vrednosti indeksa telesne tezine (BMI),
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vecu koncentraciju triglicerida i lipoproteina i nizu koncentraciju HDL holesterola. U

grupi pacijenata sa KA statisticki znacajno vise ima muskaraca u odnosu na kontrolnu

grupu.

Tabela 4.2. Osnovne karakteristike uzorka pacijenata sa karotidnom aterosklerozom u
odnosu na podtipove aterosklerotskog plaka, stabilni aterosklerotski plak (SAP) i

nestabilni aterosklerotski plak (NAP)

Parametar Stabilan plak (SAP) | Nestabilan plak (NAP) p
Pol M/Z n (%) 178 (59.33) 81 (71.68) / 32 (28.32)
/122(40.67) p<0.05
Pusenje n (%) 213 (71.00) 82 (72.57) ns
Hipertenzija n (%) 258 (86.00) 101 (89.38) ns
Dob (godine)* 66.71 £9.21 67.57 £7.54 ns
BMI (kg/m®) 26.04 £ 2.65 26.79 £3.74 ns
Ukupan holesterol 579 £1.21 5.67 £1.20 ns
(mmol/L)
LDL-C (mmol/L) 3.76 £1.05 3.61 £1.07 ns
HDL-C (mmol/L) 1.22+£0.35 1.19 £0.36 ns
Trigliceridi (mmol/L)* 1.88 +£0.94 1.85£1.12 ns
Lp (a) (mg/dL)* 35.96 +40.76 28.84 +£33.16 ns
ApoAl (g/L)* 1.59 £0.47 1.49 £0.39 ns
ApoA2 (mg/L) 333.89+73.31 332.05 +64.79 ns
ApoB (g/L)* 1.16 £0.30 2.20 £10.42 ns
VIIF (g/L) * 96.47 + 41.38 98.93 +34.43 ns
vWF (1U/dL)* 159.98 + 85.85 168.52 +£73.73 ns
DDIM (ug/L)* 179.16 +163.69 221.74 + 266.82 ns
PAI (U/mL) 3.78 £1.28 3.02 £ 1.38 p<0.001
Plazminogen (g/L) 130.27 +£19.78 119.73+£26.84 p<0.001
CRP (mg/dL)* 7.83 £15.52 4.08 +5.63 ns
IL-6 (pg/mL)* 5.72 £11.25 5.20+£10.84 ns
Leukociti (10 /L) 7.60 + 1.78 7.95 +2.05 ns
Trombociti (10 */L)* 265.45 + 81.03 244.40 + 68.70 p<0.05
Stepen stenoze (% )* 90.07 +£7.61 88.04 £15.51 ns
Ukupno 300 113
Vrednosti kategorijskih  parametarau predstavljene su broj¢ano i procentualno (%), a vrednosti

kontinualnih varijabli kao srednja vrednost +standardna devijacija (SD); statisticka analiza distribucije
kategorijskih parametara utvrdena je Pearson y2 testom; statisticki analiza srednjih vrednosti parametara
koji su u normalnoj raspodeli utvrdena je Studentovim t-testom, a kod parametara koji nisu u normalnoj
raspodeli (*) neparametrijskim Mann-Whitney-U testom; VIIF- faktor koagulacije VII; DDIM-D dimer;
PAl-inhibitor aktivacije plazminogena; vVWF-von Vilebrandov faktor; CRP-C reaktivni protein; IL-6-
interleukin-6; ns-nije detektovana statisti¢ki znacajna razlika
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U tabeli 4.2. predstavljene su osnovne odlike grupe pacijenata sa karotidnom
aterosklerozom, podeljene prema fenotipu plaka na pacijente sa stabilnim (SAP) i
nestabilnim (NAP) aterosklerotskim plakom. Analiza varijanse ukupnog stepena
stenoze (SS) je uradena po ECST (eng. European Carotid Surgery Trialists
Collaborative Group, ECST) kriterijumima. Svi pacijenti imaju visok stepen stenoze
(>70 %). Registrvan je veci broj pacijenata sa fenotipom stabilnog aterosklerotskog
plaka. Pacijenti sa nestabilnim plakom imali su statisticki znacajno niZe vrednosti
koncentracije plazminogena i PAI i manji broj trombocita u plazmi. Nestabilan plak se
ceS¢e formirao kod muskaraca, nego kod Zena, pri ¢emu je ta razlika bila statisticki

znacajna (p<0.05).
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Tabela 4.3. Osnovne karakteristike uzorka pacijenata sa karotidnom aterosklerozom u
odnosu na podtipove aterosklerotskog plaka, stabilni aterosklerotski plak (SAP) i

nestabilni aterosklerotski plak (NAP) kod muskaraca

Muskarci n=259 Stabilan plak Nestabilan plak p
(SAP) (NAP)
n (%) 178 (68.73) 81 (31.27)
Pusenje n (%) 136 (77.71) 61 (75.31) ns
Hipertenzija n (%) 153 (87.43) 72 (88.89) ns
Dob (godine)* 65.93 £9.85 67.72+6.94 ns
BMI (kg/m®) 25.52 £2.24 26.64 +3.93 ns
Ukupan holesterol 5.69 +1.27 5.53 £1.08 ns
(mmol/L)
LDL-C (mmol/L) 3.71 £1.08 3.55 +0.98 ns
HDL-C (mmol/L) 1.16 £0.29 1.15+0.36 ns
Trigliceridi (mmol/L)* 1.91£1.04 1.78 £1.19 ns
Lp (a) (mg/dL) * 35.29 +40.59 28.36 +29.59 ns
ApoAl (g/L) 1.54 £0.39 1.45+0.36 ns
ApoA2 (mg/L) 328.27 + 72.86 326.98 +71.84 ns
ApoB (g/L) 1.16 £0.32 1.09 £0.25 ns
VIIF (g/L)* 94.61 +41.72 96.82 +39.18 ns
VvWF (1U/dL)* 165.90+ 90.13 168.55 + 78.20 ns
PAI (U/mL) 3.59 +1.23 2.99 £1.32 p<0.05
Plazminogen (g/L) 127.78 £19.19 119.95 +£30.02 p<0.05
CRP (mg/dL)* 6.47+£11.93 4.47+6.47 ns
IL-6 (pg/mL)* 6.22+13.28 6.22+12.68 ns
Leukociti (10 /L) 7.59+1.80 7.95+2.25 ns
Trombociti (10 */L)* 255.85+79.70 238.07+63.89 ns
Stepen stenoze (% )* 90.57 £7.04 90.38+9.08 ns

Vrednosti kategorijskih

parametara predstavljene su broj¢ano i procentualno (%), a vrednosti

kontinualnih varijabli kao srednja vrednost +standardna devijacija (SD); statisticka analiza distribucije
kategorijskih parametara utvrdena je Pearson y2 testom; statisticki analiza srednjih vrednosti parametara
koji su u normalnoj raspodeli utvrdena je Studentovim t-testom, a kod parametara koji nisu u normalnoj
raspodeli (*) neparametrijskim Mann-Whitney-U testom; VIIF- faktor koagulacije VII; DDIM-D dimer;
PAIl-inhibitor aktivacije plazminogena; vWF-von Vilebrandov faktor; CRP-C reaktivni protein; IL-6-
interleukin-6; ns-nije detektovana statisticki znacajna razlika

U tabeli 4.3. predstavljene su osnovne odlike pacijenata sa KA, podeljeni prema
fenotipu plaka kod muskaraca. ZabeleZen je veci broj pacijenata sa fenotipom stabilnog
aterosklerotskog plaka. Kod muskaraca su uo¢ene statististi¢ki znac¢ajno nize vrednosti

nivoa PAI i plazminogena u fenotipu nestabilnog aterosklerotskog plaka.
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Tabela 4.4. Osnovne karakteristike uzorka pacijenata sa karotidnom aterosklerozom u
odnosu na podtipove aterosklerotskog plaka, stabilni aterosklerotski plak (SAP) i
nestabilni aterosklerotski plak (NAP) kod zena

Zene n=154

Stabilan plak Nestabilan plak p
(SAP) (NAP)
n (%) 122 (79.22) 32 (20.78)
Pusenje n (%) 77 (63.11) 21 (65.63) ns
Hipertenzija n (%) 105 (86.07) 29 (90.63) ns
Dob (godine) 67.82 + 8.12 67.19 £9.05 ns
BMI (kg/m®) 26.69 = 3.00 27.21 +£3.28 ns
SBP (mmHg) * 139.58 + 18.76 138.13 +£12.37 ns
DBP (mmHg)* 86.11 +£10.15 85.00 £ 9.66 ns
Ukupan holesterol 593+1.12 5.97 £1.40 ns
(mmol/L)
LDL-C (mmol/L) 3.83 £1.01 3.75 £1.25 ns
HDL-C (mmol/L) 1.30 £0.40 1.29 £0.36 ns
Trigliceridi (mmol/L)* 1.83 + 0.80 2.04 £0.93 ns
Lp (a) (mg/dL)* 36.86 +41.17 30.01 +41.14 ns
ApoAl (g/L)* 1.65 +0.54 1.56+0.44 ns
ApoA2 (mg/L) 342.40 £73.72 344.73 +42.36 ns
ApoB (g/L)* 1.15+0.28 4.89 £19.21 ns
VIIF (g/L) 98.98 +41.04 104.06 +18.03 ns
VvWEF (1U/dL)* 151.70 + 79.29 168.45 +62.30 ns
DDIM (pg/L)* 179.17 +£170.13 212.85 £365.92 ns
PAI (U/mL) 4.06 +1.32 3.07 £1.35 p<0.05
Plazminogen (g/L) 133.75+20.16 119.20 £17.48 p<0.05
CRP (mg/dL)* 9.63%£19.19 3.08+2.08 ns
IL-6 (pg/mL)* 5.00+£7.27 2.61£1.60 ns
Leukociti (10 /L) 7.63+1.76 7.94+1.49 ns
Eritrociti (10 /L) 4.39+0.47 4.26+0.54 ns
Hemoglobin (g/L) 131.90+11.05 129.86+15.49 ns
Trombociti (10 /L)* 278.23+81.41 259.75+78.31 ns
Stepen stenoze (% )* 89.30+8.42 82.28 £24.47 ns

Vrednosti kategorijskih parametara predstavljene su brojéano i procentualno (%), a vrednosti
kontinualnih varijabli kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD); statisticka analiza distribucije
kategorijskih parametara utvrdena je Pearson y2 testom; statisticki analiza srednjih vrednosti parametara
koji su u normalnoj raspodeli utvrdena je Studentovim t-testom, a kod parametara koji nisu u normalnoj
raspodeli (*) neparametrijskim Mann-Whitney-U testom; VIIF- faktor koagulacije VII; DDIM-D dimer;
PAl-inhibitor aktivacije plazminogena; vWF-von Vilebrandov faktor; CRP-C reaktivni protein; IL-6-
interleukin-6; ns-nije detektovana statisticki znacajna razlika
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U tabeli 4.4. predstavljene su osnovne karakteristike pacijenata sa KA, podeljenih
prema fenotipu plaka kod Zena. Zabelezen je veci broj pacijentkinja sa fenotipom
stabilnog aterosklerotskog plaka. Pacijentkinje sa nestabilnim plakom imale su

statisticki znacajno nize vrednosti koncentracije plazminogena i PAIL

Tabela 4.5. Osnovne karakteristike uzorka pacijenata sa karotidnom aterosklerozom u

odnosu na cerebrovaskularni insult (§log)

Parametar Bez CVI n (%) sa CVI n (%) p
Pol M/Z n (%) 227 (57.32)/ 171 74 (63.79) /42 ns
(42.68) (36.21)
Pusenje n (%) 284 (71.54) 73 (62.93) ns
Hipertenzija n (%) 339 (85.39) 102 (87.93) ns
Dob (godine)* 65.88+8.48 67.63+9.74 ns
BMI (kg/m®)* 26.47+3.12 27.96 + 11.02 ns
Ukupan holesterol 5.84+1.54 5.96+ 1.35 ns
(mmol/L)*
LDL-C (mmol/L) 3.74+1.11 3.94+1.06 ns
HDL-C (mmol/L)* 1.22+0.33 1.23+0.41 ns
Trigliceridi (mmol/L)* 1.97+2.12 1.91£1.90 ns
Lp (a) (mg/dL)* 36.35+40.71 34.10+38.28 ns
ApoAl (g/L)* 1.60£0.45 1.43+0.37 p<0.05
ApoA2 (mg/L) 332.17+£72.76 341.62+81.48 ns
ApoB (g/L)* 1.17 £0.37 2.21£10.42 ns
VIIF (g/L)* 99.74+33.16 85.79+55.76 p<0.05
vWEF (1U/dL)* 162.72+76.88 130.05+93.91 p<0.05
DDIM (pg/L)* 188.53+200.03 209.96+154.01 p<0.05
PAI (U/mL) 3.57+1.27 3.39+1.56 ns
Plazminogen (g/L) 127.86+21.70 125.75+26.07 ns
CRP (mg/dL)* 5.10+£7.53 12.37+23.42 ns
IL-6 (pg/mL)* 4.84+7.22 5.29+8.77 ns
Leukociti (10 */L)* 7.43+1.93 8.14+2.13 p<0.05
Trombociti (10 /L)* 256.45+77.41 259.59+77.79 ns
Stepen stenoze (% )* 89.64+10.78 89.66+9.23 ns
Ukupno 396 116
Vrednosti kategorijskih  parametara predstavljene su broj¢ano i procentualno n (%), a vrednosti

kontinualnih varijabli kao srednja vrednost +standardna devijacija (SD); statisticka analiza distribucije
kategorijskih parametara utvrdena je Pearson y2 testom; statisticki analiza srednjih vrednosti parametara,
koji su u normalnoj raspodeli utvrdena je Studentovim t-testom, a kod parametara koji nisu u normalnoj
raspodeli (*) neparametrijskim Mann-Whitney-U testom; VIIF- faktor koagulacije VII; DDIM-D dimer;
PAl-inhibitor aktivacije plazminogena; vWF-von Vilebrandov faktor; CRP-C reaktivni protein; IL-6-
interleukin-6; ns-nije detektovana statisti¢ki znacajna razlika
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U tabeli 4.5. predstavljene su osnovne karakteristike grupe pacijenata sa KA,
podeljenih u odnosu na to da li su imali cerebrovaskularni insult ($log) ili ne. Pacijenti
koji su imali $log su u odnosu na pacijente koji nisu imali §log, pokazali nize vrednosti
nivoa ApoAl, VIIF i vWF 1 vise nivoe DDdimera i broja leukocita u plazmi i te

vrednosti su bile statisti¢ki znacajno razlicite.

Tabela 4.6. Klini¢ke karakteristike pacijenata sa karotidnom aterosklerozom

Klini¢ki parametri (%)
Bez simptoma bolesti 54.49
Prolazni ishemijski dogada;j 21.29
Slog 22.66
Nestabilni aterosklerotski 22.07
plakovi
Ulceracija 13.48
Tromboza 0.98
Komorbiditet Koronarna 23.24
bolest
Istorija bolesti u porodici 9.18
Dijabetes tipa 2 22.46
Periferna arterijska 15.04
okluzivna bolest (PAOB)
Terapija
Upotreba statina 18.55
Antihipertenzivna terapija 28.71
Antikoagulaciona terapija 2.15
Antiagregaciona terapija 50.98

U tabeli 4.6. prikazana je procentualna zastupljenost klinickih parametara pacijenata sa
KA (n=512). Procentualna zastupljenost nestabilnog karotidnog plaka u grupi pacijenata
bila je 22.07 %. Ukupan broj pacijenata koji su imali Slog bio je 116 (22.66 %).
Procenat pacijenata koji su imali dijabetes tipa 2 je bio 22.46 %. Procentualni udeo

pacijenata koji su zajedno sa KA imali i koronarnu aterosklerozu je bio 23.24 %
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4.2. GENETICKO-EPIDEMIOLOSKA ANALIZA

4.2.1. Polimorfizmi DNK u genima za ACE (I1/D), ATR1 (A1166C) i
ATR2 (A/G -1332) u kontrolnoj grupi i grupi pacijenata sa KA

4.2.1.1. Detekcija polimorfizma I/D u genu za ACE

MID IT ID ID ID IL DD ID DD

Slika 4.1 Prikaz genotipizacije polimorfizma I/D u genu za ACE na 1.8 % agaroznom gelu. M-DNK
marker 100 bp

Na slici 4.1 prikazan je izgled agaraznog gela u genotipizaciji polimorfizma I/D u genu
za ACE.
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4.2.1.2. Detekcija polimorfizama A1166C u genu za ATR1 i polimorfizma A/G -
1332 u genu za ATR2

255 bp
233 bp

Slika 4.2 Prikaz genotipizacije polimorfizama A1166C i A/G -1332 u genima za ATR1 i ATR2 na 8 %
poliakrilamidnom gelu, M-DNK marker ®x174.

Na slici 4.2 prikazan je izgled poliakrilamidnog gela u genotipizaciji polimorfizma
A1166C u genu za ATR1 i polimorfizma A/G-1332 u genu za ATR2
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4.2.1.3.

Distribucija genotipova u kontrolnoj grupi i grupi pacijenata sa

karotidnom aterosklerozom i njihov efekat na nastanak bolesti

Tabela 4.7. Distribucija frekvencija genotipova i alela polimorfizama u genima za ACE
(1/D), ATR1 (A1166C) kod kontrola i pacijenata sa KA ukupno i podeljenih po polu

Polimorfizam Kontrole  Pacijenti p | Polimorfizam Kontrole Pacijenti p
ACE n (%) n®)  (x) | ATRI n (%) n(%) ()
I/D Al1166C

Svi# Svi #

I 48 (19.51) 93 (18.42) AA 120 (56.60) 275 (54.46)

ID 127 (51.63) 255(50.50) ns | AC 78 (36.79) 185(36.49) ns
DD 71(28.86) 157 (31.09) CcC 14 (6.60) 45 (8.88)
Ukupno 246 505 Ukupno 212 505

Alel | 0.45 0.44 ns | Alel A 0.75 0.73 ns
Alel D 0.55 0.56 Alel C 0.25 0.27
Muskarci § Muskarci y

1 29 (20.28) 54 (16.67) AA 65 (59.63) 177 (54.46)

ID 69 (48.25) 166 (51.23) ns | AC 40 (36.70) 116 (35.69) ns
DD 45 (31.47) 104 (32.10) CC 4 (3.67) 32 (9.85)
Ukupno 143 324 Ukupno 109 325

Alel | 0.44 0.42 ns | Alel A 0.78 0.68 ns
Alel D 0.56 0.58 Alel C 0.22 0.32

Zene * Zene *

I 19 (18.45) 39 (21.79) AA 55 (53.40) 98 (54.44)

ID 58 (56.31) 87 (48.60) ns | AC 38 (36.89) 69(38.33) ns
DD 26 (25.24) 53 (29.61) CC 10 (9.71) 13 (7.22)
Ukupno 103 179 Ukupno 103 180

Alel | 0.47 0.46 Alel A 0.72 0.74 ns
ns Alel C 0.28 0.26

Alel D 0.53 0.54

#, §, *-ispitivani uzorak je u Hardy-Weinberg-ovoj ravnotezi; y-ispitivani uzorak u grupi pacijenata nije

u Hardy-Weinberg-ovoj ravnotezi; p-Pearson y* test

U tabeli 4.7. predstavljene su relativne ucestalosti genotipova i alela polimorfizama u
genima za ACE (I/D) i ATR1 (A1166C) kod kontrola i pacijenata sa KA ukupno i

podeljenih po polu. Distribucija ucestalosti genotipova nije odstupla od HWE u

kontrolnoj populaciji (p>0.05), ali odstupala je od HWE u grupi pacijenata sa KA

muskog pola za polimorfizam A1166C u genu za ATRI1 (p<0.05). Nije bilo statisticki

znacajne razlike u distribuciji genotipova i alela analiziranih polimorfizama izmedu

kontrola i pacijenata sa KA ukupno i podeljenih po polu.
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Tabela 4.8. Distribucija frekvencija genotipova i alela polimorfizama u genu za ATR2

(AJG -1332) kod kontrola i pacijenata sa KA podeljenih po polu

Genotip Kontrole  Pacijenti p | Genotip Kontrole Pacijenti p
ATR2  n(%)  n(%) () ATR2 n (%) n%) )
A/G -1332 A/G -1332
Muskarci # Zene *#
(AF) 61 (57.55) 178 (54.94) AA 31 (30.69) 58 (32.04)

ns | AG 53 (52.48) 76 (41.99) ns
(GhH) 45 (42.45) 146 (45.06) GG 17 (16.83) 47 (25.97)
Ukupno 106 324 Ukupno 101 181
Alel A 0.58 0.55 ns Alel A 0.57 0.53 ns
Alel G 0.42 0.45 Alel G 0.43 0.47

*-ispitivani uzorak je u Hardy-Weinberg-ovoj ravnotezi; #-pacijenti oba pola

kontrolnoj grupi nisu u Hardy-Weinberg-ovoj ravnotezi

kao i muskarci u

U tabeli 4.8. predstavljene su relativne ucestalosti genotipova i alela polimorfizama

A/G -1332 u genu za ATR2 u kontrolnoj grupi i grupi pacijenata sa KA podeljenih po

polu. Kod Zena nije zabeleZena statistiCki znacajna razlika u distribuciji genotipova i

alela spomenutog polimorfizma. Uocena je veca ucestalost genotipa GG polimorfizma

A/G -1332 kod pacijentkinja sa KA u poredenju sa kontrolnom populacijom.
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4.2.2. Polimorfizmi DNK u genima za ACE (1/D), ATR1 (A1166C) i
ATR2 (A/G -1332) u odnosu na tip aterosklerotskog plaka i
klini¢ki dogadaj

4.2.2.1. Distribucija genotipova polimorfizma I/D u genu za ACE u grupi
pacijenata sa KA u odnosu na tip plaka

Razlika u distribuciji genotipova i alela polimorfizma 1/D u genu za ACE prema
fenotipu plaka kod ukupnog broja pacijenata sa karotidnom aterosklerozom i kod Zena

nije bila statisticki znacajna.

Tabela 4.9. Distribucija genotipova polimorfizma I/D u genu za ACE kod pacijenata
muskog pola u odnosu na tip aterosklerotskog plaka (SAP i NAP)

Polimorfizam SAP n (%) NAP n (%) p
ACE (1/D)
1 21 (11.93) 19 (23.46)
ID 91 (51.70) 38 (46.91) ns
DD 64 (36.36) 24 (29.63)
Alel | 0.38 0.47 p<0.05
Alel D 0.62 0.53
Ukupno (n) 176 81
Grupisani genotip
I 21 (11.93) 19 (23.46) p<0.05
ID+DD 155 (88.07) 62 (76.54)

Podela pacijenata je izvrSena prema tipu aterosklerotskog plaka:SAP-stabilni aterosklerotski plak, NAP-
nestabilni aterosklerotski plak. Vrednosti su predstavljene broj¢ano i procentualno- n (%). Statisticka
analiza distribucije genotipova izmedu podgrupa pacijenata analizirana je Pearson-ovim y * testom. ns-
nije utvrdena statisticki znacajna razlika

U tabeli 4.9. prikazana je distribucija genotipova polimorfizma I/D u genu za ACE u
grupi pacijenata sa KA prema tipu aterosklerotskog plaka kod muskaraca. Nije bilo
statisticki znaCajne razlika u distribuciji genotipova polimorfizma prema tipu
aterosklerotskog plaka, ali je uo¢en trend razlike u distribuciji (p=0.06). Razlika u

distribucija alela navedenog polimorfizma prema tipu aterosklerotskog plaka bila je
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statisticki znacajna (p=0.02). Alel I je statisticki zanacajno ¢e$¢i u grupi muskaraca sa
nestabilnim tipom plaka u odnosu na muskarce sa stabilnim. Po dominantnom modelu
za alel D (II vs ID+DD) uocena je statisticki znacajna razlika u distribuciji genotipova
navedenog polimorfima (p=0.02). Po recesivnom modelu za alel D (1I+ID vs DD) nije

bilo statisticki znacajne razlike u distribuciji genotipova (rezultat nije prikazan).

Tabela 4.10. Odnos $ansi za formiranje nestabilnog plaka kod pacijenata muskog pola
sa karotidnom aterosklerozom u odnosu na genotipove polimorfizma I/D u genu za
ACE

Model Nekorigo 95 % CI p Korigo 95 % ClI p
polimorfizma | vani OR vani
OR
ACE (1/D)
ID+DD vs 1l 2.26 1.13-4.51 p<0.05 | 2.52 1.23-5.16 | p<0.05

Vrednosti odnosa Sansi prikazane su kao OR sa 95% CI

U tabeli 4.10 prikazani su rezultati regresione analize koji ukazuju da su nosioci
genotipa Il polimorfizma I/D u genu za ACE imali 2.52 puta veéi odnos Sansi a
formiranje nestabilnog plaka u odnosu na muskarce nosioce genotipova ID 1 DD

nezavisno od faktora rizika: dob, pusenje 1 hipertenziju (p<0.05).

4.2.2.2. Distribucija genotipova polimorfizma I/D u genu za ACE u grupi
pacijenata sa KA u odnosu na cerebrovaskularni insult (5log)

Nije bilo statisticki znacajne razlike u distribuciji genotipova i alela polimorfizma I/D
u genu za ACE u odnosu na cerebrovaskularni insult kod ukupnog broja pacijenata sa

KA, a ni kod pacijenata podeljenih po polu.
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4.2.2.3.  Distribucija genotipova polimorfizma I/D u genu za ACE u grupi

pacijenata sa KA u odnosu na prisustvo prolaznog ishemijskog dogadaja
(TI1A)

Razlika u distribuciji genotipova i alela polimorfizma 1/D u genu za ACE u odnosu na
prolazni ishemijski dogadaj nije bila statisticki znacajna kod ukupnog broja pacijenata i
pacijenata zenskog pola.

Tabela 4.11. Distribucija genotipova polimorfizma 1/D u genu za ACE kod pacijenata

muskog pola u odnosu na prisustvo prolaznog ishemijskog dogadaja

Polimorfizam Bez prolaznog Sa prolaznim ishemijskim p
ishemijskog dogadaja n dogadajem n (%)
(%)
ACE (1/D)
] 41 (17.52) 8 (12.31)
ID 124 (52.99) 27 (41.54) p<0.05
DD 69 (29.49) 30 (46.15)
Alel | 0.44 0.33 p<0.05
Alel D 0.56 0.67
Ukupno (n) 234 65
Grupisani genotip
[1+ID 165 (70.51) 35 (53.85) p<0.05
DD 69 (29.49) 30 (46.15)

U tabeli 4.11. prikazane su relativne frekvencije genotipova polimorfizma I/D u genu
za ACE kod pacijenata muskog pola u odnosu na prisustvo prolaznog ishemijskog
dogadaja. Razlika u distribuciji genotipova 1 alela polimorfizma I/D u genu za ACE kod
muskaraca bila je statisticki znacajna (p=0.04, p=0.01; prvo navedeno, drugo
navedeno). Alel D bio je statisticki znacajno ¢es¢i u grupi muskaraca koji su imali
prolazni ishemijski dogadaj u odnosu na muskarce koji nisu. Po recesivnom modelu za
alel D (DD vs II+ID) uocena je statisticki znacajna razlika u distribuciji genotipova

izmedu pacijenata koji nisu 1 koji jesu imali prolazni ishemijski dogadaj (p=0.01).
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Tabela 4.12. Odnos $ansi za prisustvo prolaznog ishemijskog dogadaja kod pacijenata
muskog pola sa karotidnom aterosklerozom, u odnosu na genotipove polimorfizma I/D

u genu za ACE

Model Nekorigova 95% CI p Korig | 95% CI p
polimorfizma ni ovani
OR OR
ACE (1/D)
I1+ID vs DD 2.05 1.16-3.61 | p<0.05 | 2.22 1.24-4.00 | p<0.05

Vrednosti odnosa Sansi prikazane su kao OR sa 95% CI.

U tabeli 4.12. prikazani su rezultati regresione analize koji pokazuju da su po
recesivnom modelu za alel D nosioci DD genotipa imali 2.22 puta ve¢i odnos $ansi za
nastanak prolaznog ishemijskog dogadaja nezavisno od faktora rizika: dob, puSenje 1

hipertenzija (p<0.05).

4.2.2.4.  Distribucija genotipova polimorfizma I/D u genu za ACE u grupi
pacijenata sa KA u odnosu na prisustvo ulceracije u aterosklerotskom
plaku

Nije utvrdena statisticki znaCajna razlika u distribuciji genotipova i alela polimorfizma

I/D u genu za ACE u odnosu na prisustvo ulceracije u aterosklerotskom plaku.
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4.2.2.5. Distribucija genotipova polimorfizma A1666C u genu za ATR1 u grupi
pacijenata sa KA u odnosu na tip plaka (SAP i NAP)

Tabela 4.13. Distribucija genotipova polimorfizma A1166C u genu za ATR1 u grupi

pacijenata u odnosu na tip aterosklerotskog plaka

Polimorfizam SAP n (%) | NAP n (%) | p
ATR1 (A1166C)
AA 175 (58.72) 50 (44.25)
AC 102 (34.23) 51 (45.13) p<0.05
CC 21 (7.05) 12 (10.62)
Alel A 0.76 0.66 p<0.05
Alel C 0.24 0.34
Ukupno (n) 298 113
Grupisani genotip
AA 175 (58.72) 50 (44.25) p<0.05
AC+CC 123 (41.28) 63 (55.75)

Podela pacijenata je izvr§ena prema tipu aterosklerotskog plaka: SAP-stabilni aterosklerotski plak, NAP-
nestabilni aterosklerotski plak. Vrednosti su predstavljene brojéano i procentualno- n (%); statisticka
analiza distribucije genotipova izmedu podgrupa pacijenata utvrdena je Pearson-ovim y * testom.

U tabeli 4.13. prikazana je distribucija genotipova i alela polimorfizma A1166C u genu
za ATR1 kod pacijenata sa KA prema fenotipu plaka. Razlika u distribuciji genotipova
polimorfizma A1166C bila je statisticki znacajna (p=0.03). Utvrdena je znacCajna razlika
1 u distribuciji alela polimorfizma A1166C u genu za ATRI. Alel C je statisticki
znacajno ¢e$¢i kod pacijenata sa nestabilnim plakom, u odnosu na pacijente sa stabilnim

aterosklerotskim plakom (p=0.002).
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Tabela 4.14. Odnos Sansi za formiranje nestabilnog plaka kod pacijenata sa karotidnom

aterosklerozom u odnosu na genotipove polimorfizma A1166C u genu za ATR1

Model Nekorigovan 95% CI p Korigo | 95% ClI p
polimorfizma i vani
OR OR
ATR1 (A1166C)
AA vs AC+CC 1.77 1.14-2.74 | p<0.05 | 1.94 1.18- p<0.0
3.20 5

Vrednosti odnosa Sansi prikazane su kao OR sa 95% CI.

U tabeli 4.14. prikazani su rezultati regresione analize gde je pokazano da su nosioci
genotipova koji sadrze alel C po dominatnom modelu za alel C (AC+CC vs AA) imali
1.77 puta veci odnos Sansi za formiranje nestabilnog plaka (p=0.01). Posle korekcije na
faktore rizika i biohemijske parametre koji su se razlikovali izmedu fenotipa stabilnog i
nestabilnog plaka (pol, dob, hipertenziju, pusenje, broj trombocita) ta vrednost ostala je

statisti¢ki znac¢ajna (OR=1.94, CI 95 % (1.18-3.20), p=0.009).

Tabela 4.15. Distribucija genotipova polimorfizma A1166C u genu za ATR1 u grupi

pacijenata muskog pola u odnosu na tip aterosklerotskog plaka

Polimorfizam SAPn (%) | NAP n (%) | p
ATR1 (A1166C)
AA 103 (58.19) 37 (45.68)
AC 59 (33.33 36 (44.44) ns
CC 15 (8.47) 8 (9.88)
Alel A 0.75 0.68 p<0.05
Alel C 0.25 0.32
Ukupno (n) 177 81
Grupisani genotip
AA 103 (58.19) 37 (45.68) ns
AC+CC 74 (41.81) 44 (54.32)

U tabeli 4.15. prikazana je distribucija genotipova kod pacijenata muskog pola prema
fenotipu plaka kod muskaraca. Razlika u distribuciji genotipova polimorfizma A1166C
nije bila statisticki znacajna, ali je ipak registrovana veca ucestalost genotipa CC kod

pacijenata sa nestabilnim plakom. Alel C bio je ¢e$¢i kod pacijenata sa nestabilnim
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plakom, u odnosu na pacijente sa stabilnim aterosklerotskim plakom i ta vrednost je bila
statisticki znacajna (p=0.04). Po dominantnom modelu za alel C (AA vs AC+CC) nije
uocena statistiCki znacajna razlika u distribuciji genotipova izmedu pacijenata sa
razli¢itim tipom aterosklerotskog plaka (p=0.06). Odnos Sansi za formiranje
nestabilnog plaka po ovom modelu kod muskaraca bio je 1.66 puta veéi, ali ta vrednost
nije bila dostizala statistiCku znacajnost (p=0.06). Po recesivnom modelu za alel C (AA
vs AC+CC) nije utvrdena statisticki znacCajna razlika u distribuciji genotipova za

nastanak nestabilnog aterosklerotskog plaka.

Tabela 4.16. Distribucija genotipova polimorfizma A1166C u genu za ATR1 u grupi

pacijenata zenskog pola u odnosu na tip aterosklerotskog plaka

Polimorfizam SAPn (%) | NAP n (%) \ p
ATR1 (A1166C)
AA 72 (59.50) 13 (40.63)
AC 43 (35.54) 15 (46.88) ns
CC 6 (4.96) 4 (12.50)
Alel A 0.77 0.64 p<0.05
Alel C 0.23 0.36
Ukupno (n) 121 32
Grupisani genotip
AA 72 (59.50) 13 (40.63) ns
AC+CC 49 (40.50) 19 (59.38)

U tabeli 4.16. prikazana je distribucija genotipova kod pacijenata sa KA prema fenotipu
plaka kod zena. Razlika u distribuciji genotipova polimorfizma A1166C nije bila
statisticki znaCajna. UocCena je veca frekvencija alela C kod zena pacijenata sa
nestabilnim aterosklerotskim plakom (p=0.01). Po dominantnom modelu za alel C (AA
vs AC+CC) registrovana je veca frekvencija alela C kod pacijentkinja sa nestabilnim

plakom, ali ta vrednost nije dostigla statisticku znacajnost (p=0.055).
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Tabela 4.17. Odnos $ansi za formiranje nestabilnog plaka kod pacijenata zenskog pola

u odnosu na genotipove polimorfizma A1166C u genu za ATR1

Polimorfizam | Nekorigov 95% ClI p | Korigov | 95% CI p
ani ani OR
OR
ATR1
(Al166C)
AA Referentni
genotip
AC 1.93 1.04-3.55 | p<0 | 2.60 1.04-6.53 | p<0.0
cC 3.71 1.09-1263 | 05 [ 678 [1.07-42.66| °
Alel A Referentni
alel
Alel C 1.91 1.05-3.45 | p<0
.05
Grupisani
genotip
AA vs AC+CC 215 | 0.97-478 | ns | 3.27 [0.94-11.37| ns

U tabeli 4.17. prikazani su rezultati regresione analize gde je pokazano da su Zene
nosioci heterozigota imali 1.9 ve¢i odnos Sansi za formiranje nestabilnog plaka u
odnosu na nosioce genotipa AA, a nosioci genotipa CC 3.7 puta veéi odnos Sansi za
formiranje nestabilnog aterosklerotskog plaka AA (p=0.03). Posle korekcije na faktore
rizika i biohemijske parametre koji su se razlikovali izmedu fenotipa stabilnog i
nestabilnog plaka kod zena (dob, hipertenziju, pusSenje, nivo plazminogena i PAI) ta
vrednost je ostala statistiCki znacajna respektivno (OR=2.60 CI 95% (1.04-6.53);
OR=6.78 CI 95% (1.07-42.66) (p=0.04). Utvrdena je statisti¢ki znaCajna razlika u
distribuciji alela analiziranog polimorfizma, tako da su nosioci alela C imali 1.9 puta
ve¢i odnos Sansi za formiranje nestabilnog aterosklerotskog plaka (p=0.03). Po
dominatnom modelu nasledivanja za alel C (AA vs AC+CC) nosioci genotipova koji
sadrze alel C imali su 2.15 puta ve¢i odnos Sansi za formiranje nestabilnog plaka.
Dobijna vrednost bila je na granici statisticke znacajnosti (p=0.056). Posle korekcije na
faktore rizika i biohemijske parametre koji se razlikuju izmedu fenotipa stabilnog i
nestabilnog plaka kod Zena (dob, hipertenziju, puSenje, nivo plazminogena i PAI) ta
vrednost nije bila statisticki znac¢ajna. Po recesivnom modelu za alel C nije utvrdeno da

postoji statisticki zna¢ajna razlika u distribuciji genotipova.
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4.2.2.6.  Distribucija genotipova polimorfizma A1666C u genu za ATR1 u grupi
pacijenata sa KA u odnosu na cerebrovaskularni insult (5log)
Nije bilo statisticki znacajne razlike u distribuciji genotipova i alela polimorfizma

A1166C u odnosu na $log kod ukupnog broja pacijenata, a ni kod pacijenata podeljenjih

po polu.

4.2.2.7.  Distribucija genotipova polimorfizma A1666C u genu za ATR1 u grupi

pacijenata sa KA u odnosu na prisustvo prolaznog ishemijskog dogadaja
(TI1A)
Razlika u distribuciji genotipova i alela polimorfizma A1166C u genu za ATR1 u

odnosu na prolazni ishemijski dogadaj nije bila statisti¢ki znacajna ni u ukupnom broju

pacijenata niti podeljenih po polu.

4.2.2.8.  Distribucija genotipova polimorfizma A1666C u genu za ATR1 u grupi
pacijenata sa KA u odnosu na prisustvo ulceracije u aterosklerotskom
plaku

Tabela 4.18. Distribucija genotipova polimorfizma A1166C u genu za ATR1 u grupi

pacijenata u odnosu na prisustvo ulceracije u aterosklerotskom plaku

Polimorfizam Odsustvo ulceracije Prisustvo ulceracije p
n (%) n (%)
ATR1 (A1166C)
AA 237 (55.63) 30 (43.48)
AC 157 (36.85) 32 (46.38) ns
CC 32 (7.51) 7 (10.14)
Alel A 0.74 0.67 p<0.05
Alel C 0.26 0.33
Ukupno (n) 426 69
Grupisani genotip
AA 237 (55.63) 29 (43.48) ns
AC+CC 189 (44.37) 39 (56.52)

U tabeli 4.18. prikazane su relativne frekvencije genotipova DNK polimorfizma u
A1166C u genu za ATR1 u odnosu na prisustvo ulceracije u aterosklerotskom plaku.
Nije utvrdena statisticki znaCajna razlika u distribuciji genotipova analiziranog

polimorfizma u odnosu na prisustvo ulceracije u aterosklerotskom plaku. Uocena je
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vecéa frekvencija alela C kod pacijenata sa ulceracijom i ta vrednost je bila statisticki
znacajna (p=0.03). Po dominantnom modelu za alel C (AA vs AC+CC) nije primecena

statisticki znacajna razlika u distribuciji genotipova.

4.2.2.9. Distribucija genotipova i hemizigota polimorfizma A/G -1332 u genu za
ATR2 u grupi pacijenata sa KA u odnosu na tip plaka (SAP i NAP)

Podela grupe pacijenata je izvrSena prema tipu aterosklerotskog plaka:SAP-stabilni
aterosklerotski plak, NAP-nestabilni aterosklerotski plak. Vrednosti su predstavljene
broj¢ano 1 procentualno- n (%). Obzirom na to da Zene imaju dve kopije X hromozoma,
one su nosioci G alela u homozigotnom i heterozigotnom stanju pa su u populaciji
prisutna sva tri genotipa; AA, AG i GG. S druge strane kod muskaraca je prisutna samo
jedna kopija X hromozoma, stoga su oni hemizigoti (A- ili G-navedeno u zagradi).
Analiza distribucije genotipova i hemizigota polimorfizma A/G -1332 u genu za ATR2

u odnosu na tip plaka nije utvrdila statisticki znac¢ajnu razliku.

Tabela 4.19. Relativne frekvencije genotipova polimorfizma A/G -1332 u genu za

ATR2 u odnosu na prisustvo/odsustvo/alela -1332 G u grupi pacijenata

ATR? (A/G-1332) Zene Muskarci Ukupno
n (%) n (%) n
Alel A/ - 45 (29.41) 139 (53.88) 184
Alel G/ - 108 (70.59) 119 (46.12) 227
Ukupno 153 (100 %) 258 (100%) 411

U tabeli 4.19. prikazane su relativne frekvencije genotipova polimorfizma u genu za
ATR2 u odnosu na prisustvo/odsustvo/alela -1332 G u grupi pacijenata ukupno i po
polu. U grupi pacijenata sa KA alel G bio je ¢e$¢i kod Zena (Zene su nosioci genotipova

GG 1 AG) u poredenju sa muskarcima (muskarci su nosioci genotipaa GG).
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4.2.2.10. Distribucija genotipova i hemizigota polimorfizma A/G -1332 u genu za
ATR2 u grupi pacijenata sa KA u odnosu na cerebrovaskularni insult
(slog)

Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u distribuciji genotipova i alela polimorfizma

AJG -1332 u genu za ATR2 kod Zena koje su imale $log u odnosu na one koje nisu.

Tabela 4.20. Distribucija hemizigota polimorfizma A/G -1332 u genu za ATR2 u

odnosu na cerebrovaskularni insult kod muskaraca

Polimorfizam Bez CVIn (%) | sa CVI n (%) | p
ATR2 (A/G -1332)
AA (A/-) 135 (60.00) 31 (42.47)
GG (G/-) 90 (40.00) 42 (57.53) p<0.05
Ukupno (n) 225 73

U tabeli 4.20. prikazane su distribucije genotipova i alela polimorfizma A/G -1332 u
genu za ATR2 u odnosu na cerebrovaskularni insult. Uo¢ena je veca procentualna
zastupljenost hemizigota G/- kod pacijenata koji su imali §log. Razlika u ucestalosti

genotipova bila je statisticki znacajna (p=0.009).

Tabela 4.21. Odnos Sansi za cerebrovaskularni dogadaj kod pacijenata muskog pola sa

KA u odnosu na hemizigote polimorfizma A/G -1332 u genu za ATR2

Model Nekorigo 95% ClI p Korigo | 95% CI p
polimorfizma vani vani
OR OR
ATR2 (A/G -1332)
G/l- 2.03 2.03 (1.19- | p<0.05 | 2.67 1.05- p<0.0
3.48) 6.76 5

Vrednosti odnosa $ansi su predstavljene kao OR sa 95 % CI

U tabeli 4.21. prikazan je odnos Sansi za cerebrovaskularni dogadaj kod pacijenata sa
KA u odnosu na hemizigote polimorfizma A/G -1332 u genu za ATR2 genu. Muskarci
hemizigotni nosioci G/~ imali su 2.03 puta veéi rizik za CVI (OR=2.03, CI 95 % 1.19-
3.48) (p=0.009). Posle korekcije na faktore rizika i biohemijske parametre koji odstupali

izmedu pacijenata koji nisu i koji jesu imali Slog (dob, hipertenziju, pusenje, nivo
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ApoAl, nivo DDdimera, triglicerida i broj leukocita) muskarci su imali 2.7 puta vecéi

odnos Sansi za §log (OR=2.67, C1 95 % 1.05- 6.76, p=0.04)

4.2.2.11. Distribucija genotipova i hemizigota polimorfizma A/G -1332 u genu za
ATR2 u grupi pacijenata sa KA u odnosu na prisustvo prolaznog
ishemijskog dogadaja (TIA)

Tabela 4.22. Distribucija genotipova polimorfizma A/G -1332 u genu za ATR2 u grupi

pacijenata zenskog pola u odnosu na prisustvo prolaznog ishemijskog dogadaja

Polimorfizam Bez prolaznog Sa prolaznim ishemijskim p
ishemijskog dogadaja dogadajem n (%)
n (%)
ATR2 (A/G -1332)
AA 49 (28.99) 14 (32.56)
AG 73 (43.20) 21 (48.84) ns
GG 47 (27.81) 8 (18.60)
Alel A 0.51 0.57 ns
Alel G 0.49 0.43
Ukupno (n) 169 43
Grupisani genotip
AA 49 (28.99) 14 (32.56) ns
AG+GG 120 (71.01) 29 (67.44)

U tabeli 4.22. prikazane su relativne frekvencije genotipova polimorfizma A/G -1332
u genu za ATR2 kod pacijentkinja u odnosu na prisustvo prolaznog ishemijskog
dogadaja. Razlika u distribuciji genotipova i alela polimorfizma A/G -1332 u genu za
ATR2 kod pacijentkinja nije bila statisti¢ki znacajna. Nije utvrdena statisticki znacajna
razlika u distribuciji genotipova po dominantnom modelu za alel G (AA vs AG+GG) u
odnosu na prisustvo prolaznog ishemijskog dogadaja, ni po recesivnom modelu za alel

G (AA+AG vs GG) (rezultat nije prikazan).
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Tabela 4.23. Distribucija hemizigota polimorfizma A/G -1332 u genu AGTR2 u grupi

pacijenata muskog pola u odnosu na prisustvo prolaznog ishemijskog dogadaja

Polimorfizam Bez prolaznog Sa prolaznim ishemijskim | p
ishemijskog dogadajem n (%)
dogadaja n (%)
ATR2 (A/G -1332)
AA (Al-) 130 (56.03) 36 (54.55)
GG (G/-) 102 (43.97) 30 (45.45) ns
Ukupno (n) 232 66

U tabeli 4.23. prikazane su relativne frekvencije hemizigota polimorfizma A/G -1332 u
genu ATR2 kod pacijenata muskog pola u odnosu na prisustvo prolaznog ishemijskog
dogadaja. Razlika u distribuciji polimorfizma A/G -1332 u genu za ATR2 u muskom

polu nije bila statisticki znacajna.

4.2.2.12. Distribucija genotipova i hemizigota polimorfizma A/G -1332 u genu za
ATR2 u grupi pacijenata sa KA u odnosu na prisustvo ulceracije u
aterosklerotskom plaku

Nije utvrdena statisticki znaCajna razlika u distribuciji genotipova i alela polimorfizma

A/G -1332 u genu za ATR2 u odnosu na prisustvo ulceracije u aterosklerotskom plaku

kod Zena.
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Tabela 4.24. Distribucija hemizigota polimorfizma A/G -1332 u genu za ATR2 u grupi

pacijenata muskog pola u odnosu na prisustvo ulceracije u aterosklerotskom plaku

Polimorfizam Odsustvo Prisustvo ulceracije p
ulceracije n (%)
n (%)
ATR2 (A/G -1332)
(A/-) 130 (52.42) 34 (68.00)
(G/-) 118 (47.58) 16 (32.00) p<0.05
Ukupno (n) 248 50

U tabeli 4.24. prikazane su relativne frekvencije hemizigota DNK polimorfizma A/G -
1332 u genu za ATR2 u odnosu na prisustvo ulceracije u aterosklerotskom plaku.
Utvrdena je statisticki znaCajna razlika u distribuciji genotipova 1 alela ispitivanog
polimorfizma u odnosu na prisustvo ulceracije u aterosklerotskom plaku kod muskaraca
(p=0.04, p<0.05; prvo navedeno, drugo navedeno). Muskarci hemizigoti A/- bili su

statisticki znacajno ¢eS¢i u grupi pacijenata sa ulceracijom u aterosklerotskom plaku.

Tabela 4.25. Odnos Sansi za prisustvo ulceracije kod muskaraca pacijenata sa
karotidnom aterosklerozom, u odnosu na hemizigote polimorfizma A/G -1332 u genu
za ATR2

Model Nekori | 95% CI p | Korigova 95% ClI p
polimorfizma govani ni OR
OR
ATR2 (A/G -1332)
Al- 1.93 1.01-3.68 | 0.0 2.03 1.02-4.03 p<0.05
5

Vrednosti odnosa $ansi su predstavljene kao OR sa 95 % CI

U tabeli 4.25. prikazan je odnos $ansi za prisustvo ulceracije kod pacijenata sa
aterosklerozom karotida, u odnosu na hemizigote polimorfizma A/G -1332 u genu za
ATR2. Muskarci nosioci hemizigota A/~ imali su 1.9 puta ve¢i odnos Sansi za nastanak
ulceracije (p=0.045). Posle korekcije na faktore rizika (dob, puSenje i hipertenziju) ta

vrednost je ostala statisti¢ki znacajna (p=0.04).
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4.3. ANALIZA EKSPRESIJE iRNK ZA KOMPONENTE
RAS | REGULATORNE MIR-155U TKIVU
KAROTIDNOG ATEROSKLEROTSKOG PLAKA

U analiziranom uzorku kao endogene kontrole analizirani su geni: gliceraldehid fosfat
dehidrogenaza (GAPDH) i gen za 18S rRNK. Od dve analizirane, za normalizaciju
rezulatata relativne ekspresije ciljnih gena, iskoriSé¢ena je ona endogena kontrola koja je
stabilnije eksprimirana unutar i izmedu ispitivanih grupa pacijenata 1 kontrola. Za dalju
analizu je odabrana 18S rRNK koja je kori§¢ena u normalizaciji rezulatata za analizu

ekspresije gena RAS sistema (ACE, ACE2, ATR1, ATR2, kolektrin (TMEM27).

Tabela 4.26. Uzorci u kojima je uspe$no detektovana iRNK za gene RAS kod
pacijenata sa KA

Ukupno ACE ACE2 ATR1 TMEM27
n (100 %)
61 (100 %) 61 (100.00) 26 (42.62) | 23(37.70)* | 61(100.00)
Muskarci/ 42(68.85)/ 19 17(27.87)/ 13 (21.31)/ | 42(68.85)/19
Zene n (%) (31.15) 9(14.75) 8 (13.11) (31.15)

*U analizi ekspresije gena za ATR1 dva uzorka u kojima je detektovana iRNK za ATRI su izbaceni jer
su dobijene vrednosti ekspresije znac¢ajno odstupale od ostalih dobijenih vrednosti ekspresije gena za ovaj
receptor.

U tabeli 4.26. prikazan je broj i procenat uzoraka u kojima je uspe$no detektovan
ekspresioni nivo gena RAS sistema. Ekspresioni nivo iRNK za ACE i TMEM27 je
uspe$no detektovan u svim uzorcima. Ekspresija IRNK za ACE2 je detektovana i
analizirana u 26 uzoraka (42.62 %), a iRNK za ATR1 u 23 (37.70 %).

83



Rezultati

Tabela 4.27. Broj i procenat uzoraka u kojima uspes$no detektovana i analizirana iRNK

za komponente RAS ukrstenih medusobno.

n (%) ACE ACE2 ATR1 TMEM27
ACE - 26 (42.62) 21 (34.43) 61 (100.00)
ACE2 26 (42.62) - 11 (42.31) 26 (100.00)
ATR1 21 (34.43) 11 (47.83) - 21 (34.43)
TMEM27 | 61 (100.00) 26 (42.62) 21 (34.43) -

U tabeli 4.27. prikazan je broj i procenat uzoraka u kojima je uspe$no detektovan i

analiziran ekspresioni nivo gena RAS sistema. Za ACE 1 TMEM27 procentualni u¢inak

analizirane ekspresije je bio 100 % i iRNK za ove gene je detektovana i analizirana u
svim uzorcima (n=61), dok je za ACE2 i ATR1 taj broj, odnosno procenat iznosio 26

(42.62 %) za ACE2 i 21 (34.43%) za ATR1. Relativni odnos ekspresije iRNK za ACE i

ACE2 (ACE/ACE2), je analiziran u uzorcima tkiva plaka u kojima je uspes$no

detektovan i analiziran ekspresioni nivo iRNK za ACEZ2.

84




Rezultati

4.3.1. Ekspresija iIRNK za angiotenzin-konvertujuéi enzim (ACE) u

karotidnim aterosklerotskim plakovima kod ¢oveka

4.3.1.1. Relativni nivoi IRNK za ACE

Grafik 4.1. Ekspresija iIRNK za ACE normalizovana na 18S RNK i kalibrator
(kontrolno tkivo arterije) u kontrolnom tkivu arterije (n=2) i tkivu karotidnog

aterosklerotskog plaka (n=61). Prikazana je srednja vrednost #standardna greska;

***znacajna razlika (***p<0.05, REST Software, QIAGEN).
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Na grafiku 4.1. predstavljena je ekspresija iRNK za ACE u tkivu kontrolne arterije
(komercijalno tkivo arterije bez znakova ateroskleroze) i tkivu karotidnog
aterosklerotskog plaka. Ekspresioni nivo iRNK za ACE bio je statisticki znac¢ajno nizi u
karotidnim karotidnom aterosklerotskom plaku u poredenju sa kontrolnim tkivom

arterije.
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Grafik 4.2. Ekspresija IRNK za ACE normalizovana na 18S rRNK i kalibrator
(kontrolno tkivo arterije) kod muskaraca u tkivu kontrolne arterije (n=2) 1 tkivu
karotidnog aterosklerotskog plaka (n=42). Prikazane su srednje vrednosti +standardna

greSka; ** znacajna razlika (**p=0.001, REST Software, QIAGEN).
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Na grafiku 4.2. predstavljena je ekspresija iRNK za ACE u tkivu kontrolne arterije
(komercijalno tkivo arterije bez znakova ateroskleroze) i tkivu Kkarotidnog
aterosklerotskog plaka kod muskaraca. Nivo ekspresije iRNK za ACE bio je statisticki
znaajno manje eksprimiran u karotidnim karotidnom aterosklerotskom plaku u

poredenju sa kontrolnim tkivom arterije.

86



Rezultati

Grafik 4.3. Ekspresija IRNK za ACE normalizovana na 18S rRNK i kalibrator
(kontrolno tkivo arterije) kod Zena u tkivu kontrolne arterije (n=2) i tkivu karotidnog
aterosklerotskog plaka (n=19). Prikazane su srednje vrednosti +standardna greska. **

znacajna razlika) (**p=0.001, REST Software, QIAGEN).
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Na grafiku 4.3. predstavljena je ekspresija IRNK za ACE u tkivu kontrolne arterije
(komercijalno tkivo arterije bez znakova ateroskleroze) i tkivu Kkarotidnog
aterosklerotskog plaka kod Zena. Nivo ekspresije iIRNK za ACE bio je statisticki
znacajno manje eksprimiran u karotidnim karotidnom aterosklerotskom plaku u

poredenju sa kontrolnim tkivom arterije.
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4.3.1.2. Ekspresija iRNK za ACE u karotidnim aterosklerotskim plakovima kod
coveka u odnosu na tip plaka (SAP i NAP)

Ekspresija iIRNK za ACE normalizovana na 18S rRNK u stabilnim (SAP) i nestabilnim
karotidnim plakovima (NAP) nije se statisticki znacajno razlikovala u celom
ispitivanom uzorku (SAP, n=45 i NAP, n=16; p=0.53, Mann-Whitney U-test); ni
podeljenom po polu (muskarci: SAP, n=29 i NAP, n=13; p=0.51, Mann-Whitney U-
test; zene: SAP, n=16 i NAP, n=3; p=0.29, Unpaired t test with Welch's correction).

4.3.1.3.  Ekspresija iRNK za ACE u karotidnim aterosklerotskim plakovima kod
coveka u odnosu na genotip polimorfizma I/D u genu za ACE

Ekspresija iIRNK za ACE normalizovana na 18S rRNK u odnosu na genotip
polimorfizma I/D u genu za ACE u karotidnim aterosklerotskim plakovima se nije
statistiCki znacajno razlikovala u celom ispitivanom uzorku (II,n=16, ID, n=29,
DD,n=16; p=0.91, Kruskal Waliss ANOVA), ni podeljenom po polu (muskaraci: II,
n=11, ID, n=21, DD, n=10; p=0.74, Kruskal Waliss ANOVA; Zene: II, n=5, ID, n=8,
DD, n=6; p=0.76, Kruskal Waliss ANOVA).
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4.3.2. Ekspresija iRNK za angiotenzin-konvertujuéi enzim homolog

(ACE2) u karotidnim aterosklerotskim plakovima kod ¢oveka

4.3.2.1. Relativna kvantifikacija ekspresije gena za ACE2

Grafik 4.4. Ekspresija iRNK za ACE2 normalizovana na 18S rRNK i Kkalibrator
(kontrolno tkivo arterije) kod muskaraca u kontrolnom tkivu arterije (n=2) i tkivu
karotidnog aterosklerotskog plaka (n=17). Prikazane su srednje vrednostitstandardna

greSka; * znacajna razlika (*p=0.046, REST Software, QIAGEN).
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Na grafiku 4.4. predstavljena je ekspresija IRNK za ACE2 u tkivu kontrolne arterije
(komercijalno tkivo arterije bez znakova ateroskleroze) i tkivu karotidnog
aterosklerotskog plaka kod muskaraca. Informaciona RNK za ACE2 je bila statisticki
znac¢ajno manje eksprimirana u karotidnim aterosklerotskim plakovima u poredenju sa

kontrolnim tkivom arterije.
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Grafik 4.5. Ekspresija IRNK za ACE2 normalizovana na 18S rRNK i kalibrator
(kontrolno tkivo arterije) kod Zena u tkivu kontrolne arterije (n=2) i tkivu karotidnog
aterosklerotskog plaka kod Zena (n=9). Prikazane su srednje vrednosti +standardna

greSka. *znacajna razlika (*p=0.037, REST Software, QIAGEN)
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Na grafiku 4.5. predstavljena je ekspresija IRNK za ACE2 u tkivu kontrolne arterije
(komercijalno tkivo arterije bez znakova ateroskleroze) i tkivu Kkarotidnog
aterosklerotskog plaka kod Zena. Ekspresija iRNK za ACE2 bila je statisti¢ki znacajno
manje eksprimirana u karotidnim aterosklerotskim plakovima u poredenju sa

kontrolnim tkivom arterije.
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4.3.2.2.  Ekspresija iIRNK za ACE2 u karotidnim aterosklerotskim plakovima u
odnosu na tip plaka (SAP i NAP)

Ekspresija IRNK za ACE2 normalizovana na 18S rRNK u stabilnim (SAP) i
nestabilnim karotidnim aterosklerotskim plakovima (NAP) kod musSkaraca se nije
statistiCki znacajno razlikovala (SAP,n=11, NAP,n=6; p=0.88,Unpaired t-test with
Welch's correction).

Grafik 4.6. Ekspresija iRNK za ACE2 normalizovana na 18S rRNK u stabilnim (SAP)
i nestabilnim karotidnim aterosklerotskim plakovima (NAP) kod Zena. SAP (n=8), NAP
(n=1); prikazane su srednje vrednosti +standardna greska *znacajna razlika (**p=0.011,

REST Software, QIAGEN).

Ekspresija iRNK za ACE2

Zene
2.01
%

g
S 1.54
o
o
o
o  10-
—
*
3
< 0.5+
N

0.0-

<
o &Q

Na grafiku 4.6. predstavljena je ekspresija iIRNK za ACE2 u stabilnim (SAP) i
nestabilnim (NAP) aterosklerotskim plakovima kod Zena. Nivo ekspresije iRNK za
ACE2 bio je statistiCki znacajno viSe eksprimiran u tkivu nestabilnog aterosklerotskog

plaka u poredenju sa tkivom stabilnog aterosklerotskog plaka.

21



Rezultati

Grafik 4.7. Ekspresija IRNK za ACE i ACE2 u tkivu karotidnog plaka normalizovana
na 18S rRNK i kalibrator (kontrolno tkivo arterije) kod muskaraca u uzorcima tkiva
aterosklerotskog plaka u kojima je uspesno detektovana ekspresija iRNK za ACE2.
(n=17); prikazane su srednje vrednosti + standardna greska; *znacajna razlika (*p<0.05,

Unpaired t test with Welch's correction).
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Na grafiku 4.7. predstavljen je relativni nivo ekspresije ACE i ACE2 u karotidnom
aterosklerotskom plaku kod muskaraca. Nivo ekspresije iRNK za ACE 1 ACE2 u
karotidnom aterosklerotskom plaku se u muSkom polu statisticki znacajno razlikovao.
Nivo ekspresije IRNK za ACE2 je u tkivu karotidnog aterosklerotskog plaka bio

statisti¢ki znaCajno ve¢i u poredenju sa nivoom ekspresije iRNK za ACE.
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Grafik 4.8. Ekspresija iIRNK za ACE i ACE2 u tkivu karotidnog plaka normalizovana
na 18S rRNK i kalibrator (kontrolno tkivo arterije) kod Zzena u uzorcima tkiva
aterosklerotskog plaka u kojima je uspesno detektovana ekspresija iRNK za ACE2
(n=9); prikazane su srednje vrednosti = standardna greska *znacajna razlika (*p=0.04,

Unpaired t test with Welch's correction).
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Na grafiku 4.8. predstavljen je relativni nivo ekspresije ACE i ACE2 u karotidnom
aterosklerotskom plaku kod Zena. Nivo ekspresije iRNK za ACE2 u tkivu karotidnog

aterosklerotskog plaka bio je statisticki znacajno veci u poredenju sa nivoom ekspresije

iRNK za ACE.
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4.3.3. Relativni odnos eskpresije IRNK za ACE i ACE2 u tkivu

karotidnog aterosklerotskog plaka

Grafik 4.9. Relativni odnos eskpresije IRNK za ACE i ACE2 u tkivu plaka
normalizovan na 18S rRNK i kalibrator (kontrolno tkivo arterije) kod muskaraca (n=17)
i zena (n=9) vs kontrolno tkivo arterije. Prikazane su srednje vrednostitstandardna
greska; *znaCajna razlika; ns— nije utvrdena statisticki znacajne razlike (p<0.05,

Bonferroni's Multiple Comparison Test).
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Na grafiku 4.9. predstavljen je relativni odnos ekspresije iRNK za ACE i ACE2 u tkivu
karotidnog plaka. Relativni odnos ekspresije IRNK (ACE/ACE2) u odnosu na kontrolno
tkivo arterije bio je statisticki znacajno nizi ito 3.4 kod muskaraca odnosno 2.7 puta
kod Zena. Relativni odnos ekspresije iRNK za ACE/ACE2 je kod Zena u poredenju sa

muskarcima bio visi, ali ta razlika nije bila statisticki znacajna.
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4.3.4. Ekspresija iRNK za kolektrin (TMEMZ27) u karotidnim

aterosklerotskim plakovima kod ¢oveka

4.3.4.1. Relativni nivoi iRNK za kolektrin (TMEMZ27) u odnosu na tip plaka (SAP i
NAP)

Ekspresija iIRNK za kolektrin normalizovana na 18S rRNK u stabilnim (SAP) i
nestabilnim karotidnim aterosklerotskim plakovima (NAP) nije se statisticki zna¢ajno
razlikovala kod muskaraca (SAP, n=29 i NAP, n=13; p=0.24, Mann-Whitney U test), ni
kod zena (SAP, n=16 i NAP, n=3; p=1.00, Mann-Whitney U test).

4.3.5. Ekspresija iIRNK za ATR1 u karotidnim aterosklerotskim

plakovima

4.3.5.1. Relativni nivoi iRNK za ATR1 u odnosu na tip plaka (SAP i NAP)

Ekspresija iIRNK za ATR1 normalizovana na 18S rRNK u stabilnim (SAP) i
nestabilnim (NAP) karotidnim aterosklerotskim plakovima se nije statisti¢ki znacajno
razlikovala u ukupnom ispitivanom uzorku (SAP,n=15, NAP,n=6; p=0.97, Mann-
Whitney U test) ni podeljenom po polu (muskarci: SAP, n=8 i NAP, n=5; p=0.81,
Unpaired t-test with Welch's correction; zene: SAP, n=7 i NAP, n=1; p=1.00, Mann-
Whitney U test).

4.3.5.2. Ekspresija iRNK za ATR1 u karotidnim aterosklerotskim plakovima u
odnosu na genotip polimorfizma A1166C u genu za ATR1

Ekspresija IRNK za ATR1 normalizovana na 18S rRNK u karotidnim aterosklerotskim
plakovima u odnosu na genotip polimorfizma A1166C u genu za ATR1 (AA vs AC vs
CC) nije se statisticki znacajno razlokovala u celom ispitivanom uzorku (AA, n=8, AC,

n=11, CC n=2; p=0.62, Kruskal Waliss ANOVA) ni podeljenom po polu (muskaraci: AA
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n=4, AC n=7, CC n=2; p=0.69, One Way ANOVA-Bonferroni's Multiple Comparison
Test; zene: AA n=4, AC n=4, ekspresioni nivo iIRNK za ATR1 kod genotipa CC nije
utvrden - CC n=0; p=0.56, Mann-Whitney U test).

4.3.6. Ekspresija miikroRNK miR-155 u karotidnim aterosklerotskim

plakovima kod coveka

4.3.6.1.  Relativni nivoi miR-155 u odnosu na tip plaka (SAP i NAP)

Ekspresija miR-155 normalizovana na RNU44 se nije statisticki znacajno razlikovala
izmedu Zena i musSkaraca (zene, n=13 i muskarci, n=14; p=0.72, Mann-Whitney U test).
Ekspresija miR-155 normalizovana na RNU44 u stabilnim (SAP) i nestabilnim
karotidnim plakovima (NAP) se takode nije statisticki znacajno razlikovala kako u
celom ispitivanom uzorku (SAP, n=20 i NAP, n=7; p=0.36,Mann-Whitney U test), tako
i u uzorku podeljenom po polu (muskarci: SAP n=9 i NAP n=5; p=0.24, Mann-Whitney
U test; zene: SAP n=11 i NAP n=2; p=0.86, Unpaired t-test with Welch' correction).
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Grafik 4.10. Ekspresija miR-155 normalizovana na RNU44 u stabilnim (SAP) i
nestabilnim karotidnim plakovima (NAP) kod muskaraca. SAP (n=9), NAP (n=5);
prikazane su srednje vrednosti +standardna greska; (p=0.24, Mann-Whitney U test).
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Na grafiku 4.10. predstavljena je ekspresija miR-155 u stabilnim (SAP) i nestabilnim
(NAP) aterosklerotskim plakovima, kod musSkaraca. Ekspresioni nivo miR-155 nije se

statisti¢ki znacajno razlikovao u odnosu na tip aterosklerotskog plaka.

4.3.6.2. Ekspresija miR-155 u karotidnim aterosklerotskim plakovima u odnosu na
genotip polimorfizma A1166C u genu za ATR1

Ekspresija miR-155 normalizovana na RNU44 u karotidnim aterosklerotskim
plakovima u odnosu na genotip polimorfizma A1166C u genu za ATR1 (AA vs AC vs
CC) se nije statisti¢ki znacajno razlikovala u celom ispitivanom uzorku (AA n=10, AC
n=11, CC n=6; p=0.37, Kruskal Waliss ANOVA) i kod muskaraca (AA n=7, AC n=5,
CC n=2; p=0.75, Kruskal Waliss ANOVA).
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Grafik 4.11. Ekspresija miR-155 normalizovana na RNU44 u Kkarotidnim
aterosklerotskim plakovima u odnosu na genotip polimorfizma A1166C u genu za
ATR1 (AA vs AC vs CC) kod zena AA (n=3), AC (n=6), CC (n=4); prikazane su
srednje vrednosti +standardna greSka. *znacajna razlika; ns—nije utvrdena statisticki
znacajna razlika; (*p=0.0429, One Way ANOVA- Dunnett's Multiple Comparison test,

test, za poredenje izmedu grupa u odnosu na referentni genotip AA).
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Na grafiku 4.11. predstavljen je ekspresioni nivo miR-155 u karotidnim
aterosklerotskim plakovima kod Zena, po genotipu polimorfizma A1166C u genu za
ATR1. Ekspresioni nivo miR-155 statisti¢ki se znac¢ajno razlikovao izmedu genotipova
AA 1 CC polimorfizma A1166C u genu za ATRI. StatistiCki znaajna razlika u

ekspresionom nivou miR-155 izmedu genotipova AA i AC nije registrovana.
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Grafik 4.12. Ekspresija miR-155 normalizovana na RNU44 u Kkarotidnim
aterosklerotskim plakovima u odnosu na genotip polimorfizma A1166C u genu za
ATR1 (AA+AC vs CC) kod zena. AA+AC (n=9), CC (n=4); prikazane su srednje

vrednosttstandardna greska; *znacajna razlika; (*p=0.0125, Unpaired t-test-two tailed).

Ekspresija miR-155
AA +ACvs CC
Zene

2.51

2-A CT

Na grafiku 4.12. predstavljen je ekspresioni nivo miR-155 u karotidnim
aterosklerotskim plakovima, po genotipu polimorfizma A1166C u genu za ATR1 (AA
+AC vs CC). Ekspresioni nivo miR-155 se statisticki znacajno razlikovao izmedu

genotipova polimorfizma A1166C u genu za ATR1.

4.3.7. Ekspresija iIRNK za ATR2 u karotidnim aterosklerotskim

plakovima kod coveka

Ekspresioni nivo iIRNK za ATR2 u tkivu karotidnog aterosklerotskog plaka nije

utvrden.

99



Rezultati

4.4. EKSPRESIJAPROTEINARAS

4.4.1. Ekspresija proteina ATR1 u karotidnim aterosklerotskim

plakovima

44.1.1. Detekcija proteina ATR1 Western Blot-metodom

P N N N N N N S S M

55 kDa ATR1

| ——— e 5 o

Slika 4.3. Detekcija proteina ATR1 Western Blot-metodom u karotidnim aterosklerotskim plakovima (S-
stabilan plak, N-nestabilan plak), P-pozitivna kontrola za ATR1-miometrijum, M-proteinski marker
(PageRuler ™ Plus Prestained Protein Ladder, Fermentas). Utvrdena ekspresija ATRI u ispitivanim
tkivima je detektovana alkalnom fosfatazom.

Na slici 4.3. predstavljena je ekspresija proteina ATR1 u ispitivanom tkivu

aterosklerotskog plaka detektovanog Western Blot metodom.
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Grafik 4.13. Ekspresija proteina ATR1 u karotidnim aterosklerotskim plakovima u
odnosu na fenotip plaka. Ukupno SAP (n=3), NAP (n=5) prikazane su srednje

vrednostitstandardna greska; *znacajna razlika; (*p=0.048, Unpaired t test with

Welch's correction).

0.3+

0.2+

ATR1/B aktin

0.1

0.0-

Na grafiku 4.13. predstavljena je ekspresija proteina ATR1 u ispitivanom tkivu KA u
stabilnim (SAP) i nestabilnim (NAP) aterosklerotskim plakovima. Ekspresija proteina

ATRI1 bila je statisticki znacajno vise eksprimirana u tkivu nestabilnog aterosklerotskog

plaka

Ekspresija proteina ATR1 u karotidnim aterosklerotskim plakovima u odnosu na
genotip polimorfizma A1166C u genu za ATR1 nije se statisticki znacajno razlikovala u

celom ispitivanom uzorku (AA n=4, AC+CC n=4, p=0.23, T-test-two tailed).
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4.4.2. Ekspresija proteina ATR2 u karotidnim aterosklerotskim

plakovima kod coveka
4.4.2.1. Detekcija proteina ATR2 Western Blot-metodom

M S § S N N N N N P

55 kDa ATR2

T—
43 kDa ” “-. B aktin

Slika 4.4. Detekcija proteina ATR2 Western Blot-metodom u karotidnim aterosklerotskim plakovima 1-2
-(SAP-M), 3-(SAP-7), 4-8-(NAP-M), 9-pozitivna kontrola za ATR2 —miometrijum, M-proteinski marker
(PageRuler ™ Plus Prestained Protein Ladder, Fermentas).

Na slici 4.4. predstavljena je ekspresija proteina ATR2 u ispitivanom tkivu

aterosklerotskog plaka detektovanog Western Blot metodom.

Ekspresija proteina ATR2 u karotidnim aterosklerotskim plakovima u odnosu na
fenotip plaka kod muskaraca se nije statisticki znacajno razlikovala (SAP n=2 i NAP

n=5; p=0.14, T-test-two tailed).

Ekspresija proteina ATR2 u plakovima se u odnosu na hemizigote polimorfizma A/G -

1332 u genu za ATR2 kod muskaraca nije statisti¢ki znacajno razlikovala (A/- n=3 1 G/-
n=4; p=0.71, T-test-two tailed).
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4.4.3. Ekspresija proteina ACE2 u karotidnim aterosklerotskim

plakovima

4.43.1. Detekcija proteina ACE2 Western Blot-metodom

S S N N N S S S

130 kDa ACE2

43 kDa B aktin

Slika 4.5. Detekcija proteina ACE2 Western Blot-metodom u karotidnim aterosklerotskim plakovima. 1-
2 (SAP-7), 3-(NAP-Z), 4-5-(NAP-M), 6-8 (SAP-M) M-proteinski marker (PageRuler ™ Plus Prestained
Protein Ladder, Fermentas).

Na slici 4.5. predstavljena je ekspresija proteina ACE2 u ispitivanom tkivu

aterosklerotskog plka detektovanog Western Blot metodom.

Ekspresija proteina ACE2 u karotidnim aterosklerotskim plakovima u odnosu na fenotip
plaka kod musSkaraca se nije statisticki znacajno razlikovala (SAP n=3 i NAP n=2;

p=0.32, T-test-two tailed).
4.4.4. Ekspresija proteina ACE u karotidnim aterosklerotskim
plakovima

4.4.4.1. Detekcija proteina ACE Western Blot-metodom

S S S N N N S § M

195 kDa ACE

Slika 4.6. Detekcija proteina ACE Western Blot-metodom u karotidnim aterosklerotskim plakovima 1-3
(SAP-M), 4-5-(NAP-M), 6-(NAP-Z), 7-8 (SAP-Z) —M-proteinski marker (PageRuler ™ Plus Prestained
Protein Ladder, Fermentas).
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Na slici 4.6. predstavljena je ekspresija proteina ACE u ispitivanom tkivu
aterosklerotskog plaka detektovanog Western Blot metodom.
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5. DISKUSIJA

Ateroskleroza je kompleksna, multifaktorijalna, progresivna, hroni¢na
inflamatorna bolest zida arterijskih krvnih sudova u ¢ijoj je osnovi poremeéena
homeostaza ¢elija endotelijuma zida krvnog suda. Poremecaj homeostaze endotelijuma,
uz prisustvo faktora rizika, dovodi do kontinuirane inflamacije (aktivacije imunog
odgovora). Inflamacija ima kljunu ulogu u svim fazama formiranja 1 rasta
aterosklerotskog plaka. Hroni¢na inflamacija dovodi do tranzicije jednostavnih lezija u
kompleksne aterosklerotske lezije (plakove) koje mogu dovesti do vrlo teSkih akutnih
stanja kao §to su Slog ili infarkt miokarda (Libby 1 sar., 2011).

Lokalno aktivirani RAS ima vaznu ulogu u promociji inflamatornog procesa
tokom ateroskleroze (Jacoby i Rader, 2003; Sata i Fukuda, 2010). Ang Il kao glavni
efektorski peptid sistema koji sintetiSe glavna enzimska komponenta aktivirajuce
kaskade (ACE), aktivira proinflamatorne transkripcione faktore (NF-xB, AP-1, HIF-1)
(Pueyo i sar., 2000; Touyz RM, 2005). Kako RAS sistem funkcioniS$e na nivou tkiva
nezavisno od cirkulacije, ekspresioni odnos njegovih enzimskih komponenti
(ACE/ACE2) u tkivu plaka bi mogao da ukaze koji udeo kaskade sistema dominira u
fenotipovima lezija pred endarteroktomiju. S druge strane aktivacija ATR2 mozZe imati
sli¢ne (Louis 1 sar., 2011) ili suprotne efekte od onih koje ima aktivacija ATRI1, a to su
inhibicija proliferacije i migracije ¢elija 1 apoptoza (Carey RM, 2005). Medutim, malo
se zna o razlikama aktiviranog RAS sistema i nivoima ekspresije njegovih komponenti
izmedu razli¢itih fenotipova ateroskleroze kod coveka tokom progresije bolesti
(Kaschina i sar, 2009). Studija koje su se bavile ispitivanjem nivoa ekspresije
komponenti RAS sistema izmedu fenotipova stabilnih i nestabilnih Kkarotidnih
aterosklerotskih plakova kod ¢oveka gotovo i da nema.

Konvencionalni faktori rizika za nastanak karotidne ateroskleroze. Ateroskleroza
kao sistemska bolest arterijskin krvnih sudova bilo da javlja u karotidama ili
koronarnim krvnim sudovima, ima zajedni¢ko (konvencionalne) faktore rizika koji kao
faktori sredine znaajno utiCu na tok bolesti. To su hipertenzija, puSenje, starija

starosna dob, Secerna bolest, visok nivo triglicerida, LDL-a (Tendera i sar., 2011). U
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zavisnosti od tipa krvnog suda, klasi¢ni faktori rizika razli¢ito deluju krajnji tok bolesti
(Kannel WB i sar., 1994; Kannel i Wolf, 2006; Tendera i sar., 2011). U poredenju sa
kontrolnom grupom, kod pacijenata sa KA je uocen statisti¢ki znacajno veci broj pusaca
i hipertenzivnih osoba. Pacijenti su se u odnosu na kontrole statisticki znacajno
razlikovali po godinama starosti, imali su veée vrednosti BMI, vecu koncentraciju
triglicerida i Lp (a) u plazmi i nizu koncentraciju HDL-a. To je ukazalo na delovanje
faktora rizika koji doprinose razvoju lezija u grupi sa KA. Karotidni aterosklerotski plak
javlja se ¢esce posle 65. godine zivota, kada dolazi do znacajne stenoze arterije (Rundek
i sar., 2008). Starosna dob kod pacijenata sa KA u nasoj studiji bila je > 65 godine
zivota. U jednoj od studija novijeg datuma u populaciji Kavkazoida koja je pratila
pacijente sa karotidnom aterosklerozom tokom 13 godina je pokazala da su starosna
dob, puSenje, hipertenzivni status, kriticne vrednosti LDL znacajni markeri za
progresiju karotidne ateroskleroze (Herder i sar., 2012).

Klini¢ki parametri i dogadaji u karotidnoj aterosklerozi. Karotidna ateroskleroza je
poznati biomarker asociran sa nastankom buducih cerebrovaskularnih dogadaja kao $to
je cerebrovaskularni insult (CVI) (Slog/mozdani udar) (Rundek 1 sar., 2008). U nasoj
studiji u grupi pacijenata sa KA frekvencija pacijenata koji su imali CVI je bila 22.66
%. U nasem uzorku pacijenata sa KA frekvencija TIA bila je 21.29 %. Visok procenat
stenoze karotidne arterije (>70 %) vaZan je faktor rizika i moze biti jedan od glavnih
uzroc¢nika za nastanak Sloga (Rothwell i1 sar., 2000; Flaherty i sar., 2013). U grupi
pacijenata sa dijagnostiokavanom aterosklerozom karotida stepen stenoze unutar
karotidne arterije je bio (>70 %). Ftrekvencija pacijenata koji su imali CV1 bila je 22.67
%. Progresija ateroskleroze unutar zida karotidne arterije moze dovesti do formiranja
fenotipova lezija koje nose rizik za rupturu plaka i nastanak tromba (Naghavi i sar.,
2003a; Naghavi 1 sar., 2003b; Mathiesen i sar., 2001). U naSoj studiji frekvenca
ulceracija je bila 13.48 %.

Geneticko-epidemioloska analiza gena RAS u karotidnoj aterosklerozi kojim se
identifikuje prisustvo odredenih alelelnih varijanti polimorfizama u genima RAS kod
ispitanika iz Srbije je imao za cilj da odgovori na pitanje koje su varijante gena RAS
prisutne u nasoj populaciji, kod zdravih 1 obolelih, da li su ove varijante gena asocirane
sa nastankom bolesti, sa klinickim parametrima karotidne ateroskleroze i da li njihovo

prisustvo uticalo na ekspresioni nivo gena i proteina u tkivu karotidnog aterosklerotskog
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plaka. U ovoj studiji su analizirani slede¢i (funkcionalni) polimorfizmi u genima RAS:
polimorfizam 1/D u genu za ACE, polimorfizam A1166C u genu za ATRL1 i
polimorfizam -1332 A/G u genu za ATR2 u grupi zdravih ispitanika i pacijenata
obolelih od karotidne ateroskleroze sa teritorije Srbije.

Polimorfizam I/D u genu za ACE. U karotidnoj aterosklerozi polimorfizam 1/D u genu
za ACE je do sada u najve¢em broju studija ispitivan sa klinickim parametrom bolesti,
IMZ. Velika meta analiza koja je objedinila 23 studije u kojima je analiziran
polimorfizam I/D u genu za ACE izmedu zdravih 1 obolelih sa dijagnostikovanom
subklinickom KA (»case-control» studije) pokazala je umerenu pozitivhu asocijaciju
polimorfizma I/D u genu sa ACE sa IMZ karotidne arterije (Sayed-Tabatabaei i sar.,
2003). Studije asocijacije polimorfizma I/D u genu za ACE sa klinickim parametrima
uznapredovale ateroskleroze (prisusvom uznapredovalih lezija u karotidnim krvnim
sudu) su retke. U studiji 2008. u koronarnim krvnim sudovima je pokazano da je alel D
polimorfizma I/D u genu za ACE statisti¢ki znacajno uticao na povecanje broja stenoza
u srcu, odnosno formiranje aterosklerotskih lezija unutar koronarnog stabla srca
(Niemiec i sar., 2008). Studija asocijacije polimorfizma I/D u genu za ACE sa
karotidnom aterosklerozom do sada nije radena u populaciji Srbije. Studija iz 2012.
godine je pokazala da je polimorfizam I/D u genu za ACE statisticki znac¢ajno asociran
asociran sa nastankom karotidne ateroskleroze u nasoj popuplaciji (Kolakovi¢ 1 sar.,
2012). U nasoj populaciji je utvrdeno da je genotip DD statisticki znacajno ¢es¢i u grupi
pacijenata sa KA, odnosno alel D bio statisticki znacajno asociran sa nastankom KA
(Kolakovi¢ 1 sar., 2012). Posle korekcije na faktore rizika: dob, hipertenziju, pusenje i
vrednosti HDL-a ta vrednost vise nije bila statisti¢ki znacajna (Kolakovi¢ i sar., 2012).
Ranije sprovedene studije koje su bavile ispitivanjem asocijacije polimorfizma 1/D u
genu za ACE sa prisustvom plaka u karotidnim krvnim sudovima su radene u manjim
populacijama u Svedskoj i Japanu (Kostulas i sar., 1999; Watanabe i sar., 1997). U
populaciji Svedske alel D je bio statisticki znaCajno asociran sa prisustvom
aterosklerotskog plaka kod pacijenata sa KA u poredenju sa kontrolnom grupom
(Kostulas 1 sar., 1999), dok je u grupi pacijenata iz Japana utvrdeno da je formiranje
plakova unutar karotidnog krvnog suda bilo statisticki znacajno ¢eS¢e kod nosilaca
genotipova ID+DD u poredenju sa genotipom II (Watanabe i sar., 1997). U nasoj grupi

pacijenata sa KA frekvencija alela D je bila sli¢na sa frekvencijama u grupi pacijenata
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sa KA iz populacije Italije (Dessi—Fulgheri i sar., 1995) i Svedske (Kostulas i sar.,
1999). Studija novijeg datuma u kojoj su uporedivane kontrolna grupa i grupa
pacijenata koji su imali visok stepen stenoze karotida (>70 %), kao 1 nasi pacijenti, je
utvrdila statisticki znacajnu razliku u distribuciji alela i genotipova polimorfizma 1/D u
genu za ACE u populaciji Italije, nezavisno od delovanja tradicionalnih faktora rizika
(Sticchi i sar., 2011). Nasa prethodna studija iz 2002. godine pokazala je da je alel D
polimorfizma 1I/D u genu za ACE u srpskoj populaciji asociran sa hipertenzijom
(faktorom rizika) kod muskaraca (Stankovi¢ i sar., 2002). Stoga je jedan od ciljeva nase
studije iz 2012. godine bio da spomenuti polimorfizam analiziramo, izmedu
normotenzivne kontrolne grupe i normotenzivne grupe pacijenata. Analiza poredenja
normotenzivne kontrolne grupe i normotenzivne grupe pacijenata, je otkrila, da
prethodno dobijena asocijaciju polimorfizma 1I/D u genu za ACE sa karotidnom
aterosklerozom izmedu kontrola 1 pacijenata nije bila pod uticajem moguce asocijacije
polimorfizma 1/D u za ACE sa hipertenzijom. Pri tom smo dobili da je polimorfizma
I/D u genu za ACE jo§ jace, statisticki znaCajno asociran sa nastankom karotidne
ateroskleroze kod normotenzivnih nezavisno od faktora rizika: starosne dobi i nivoa
HDL-a (Kolakovi¢ i sar., 2012). Dobijena asocijacija genotipa DD sa prisustvom plaka
u karotidnom krvnom normotenzivnih moZze biti vezana za proinflamatornu ulogu Ang
IT nezavisno od regulacije krvnog pritiska (Kolakovi¢ 1 sar., 2012). Prisustvo DD
genotipa moze da ima znacajne efekte na visi nivo lokalno generisanog ACE u tkivu
karotidnog aterosklerotskog plaka (Rigat i sar., 1990; Suehiro i sar., 2004).

U doktorskoj tezi polimorfizam I/D u genu za ACE je ispitivan samo deo
kontrolnog uzorka zdravih ispitanika u odnosu na spomenutu studiju iz 2012. godine.
Uzorak je obuhvatio manju kontrolnu grupu zdravih ispitanika koja je poredena sa
grupom pacijenata sa karotidnom aterosklerozom. To je jedan od razloga koji je
verovatno uticao na razlike u dobijenim rezulatatima. U ispitivanom uzorku ucestalost
genotipova i alela polimorfizma I/D u genu za ACE se izmedu kontrolne grupe i grupe
pacijenata sa KA se nije statisticki znac¢ajno razlikovala. Relativne frekvencije alela u
kontrolnoj grupi su za alel I bile 45 % i za alel D 55 %, a u grupi pacijenata sa KA, 44
% i 56 %. Dobijeni rezultati u studiji iz 2012. godine su ipak verodostojniji u odnosu na

analizirani uzorak ispitivan u uzorku doktorske teze. Dobijeni rezulatati sugerisu da je
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polimorfizam 1/D u genu za ACE znacajan nezavistan marker rizika za nastanak
karotidne ateroskleroze u populaciji Srbije nezavisno od delovanja faktora rizika.

Polimorfizam 1/D u genu za ACE u odnosu na tip aterosklerotskog plaka
(SAP/NAP). Do sada su mnogobrojne studije ispitivale asocijaciju ovog polimorfizma
sa razli¢itim fenotipovima ateroskleroze. Ipak, mali je broj studija ispitivao asocijaciju
polimorfizma sa klinickim parametrima karotidne ateroskleroze: fenotipom
uznapredovalih lezija, SAP/NAP plak. U grupi pacijenata sa KA, polimorfizam 1/D u
genu za ACE nije bio asociran sa formiranjem nestabilnog aterosklerotskog plaka.
Medutim kada se grupa pacijenata podeli prema fenotipu plaka na SAP 1 NAP 1 po polu
rezultati su drugaciji. U grupi pacijenata muskog pola je pokazano da je genotip Il
statisticki znaCajno €eS¢i u nestabilnom plaku u poredenju sa fenotipom stabilnog
plaka. Nosioci ovog genotipa su imali 2.26 puta statisticki znacajno vec¢i odnos Sansi za
formiranje nestabilnog plaka u odnosu na nosioce alela D (ID+DD). Posle korekcije na
konvencionalne faktore rizika (dob, pusenje 1 hipertenziju) nosioci genotipa II, su 1 dalje
imali znacajno veci odnos Sansi za njegovo formiranje. Ovaj rezulatat je pokazao da je
u grupi pacijenata sa KA sa teritorije Srbije, polimorfizam 1/D u genu za ACE kod
muskaraca snazan nezavistan faktor rizika za nastanak nestabilnog aterosklerotskog
plaka, odnosno genotip II spomenutog polimorfizma je asociran sa 2.5 puta vecim
odnosom $ansi za njegovo formiranje. Samim tim genotip II polimorfizma I/D u genu
za ACE bi mogao da reguliSe odnosno da utice na povecanje i/ ili smanjenje
transkripcione aktivnosti ACE u plaku. Na taj nac¢in polimorfizam I/D bi mogao da nosi
rizik za nastanak budu¢ih dogadaja u karotidnoj aterosklerozi kao S$to je prolazni
ishemijski dogadaj ili §log. Kod Zena je genotip II bio ¢es¢i u nestabilnom plaku, ali
nije bilo statisticki zna€ajno razlike u frekvencijama genotipova polimorfizma I/D u
genu za ACE u poredenju sa stabilnim plakom. Kod Zena polimorfizam I/D i genu za
ACE nije bio asociran sa formiranjem nestabilnog aterosklerotsog plaka. S obzirom da
se strukturna anatomija karotidnih krvnih sudova razlikuje po polu (Goubergrits i sar.,
2002), bolest bi mogla verovatno razlicito da napreduje izmedu Zena i musSkaraca
(Iemolo i sar., 2004). U tom smislu nastanak KA se kod Zena odlaze i pomera tako da
sama bolest nastupa 10 do 15 godina kasnije tokom zivota (Lorenzo i sar., 2007).
Studija iz 2004. godine je sugerisala da polne razlike mogu biti vezane za efekat polnih

hormona na remodelovanje zida krvnog suda tokom ateroskleroze (lemolo i sar., 2004).
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Poznat je protektivan (antinflamatorni) efekat endogenog estrogena na zid krvnog suda,
na biohemijske parametre krvi, a samim tim na nastanak ateroskleroze (Perez-Lopez i
sar., 2010; Pappa i Alevizaki, 2012). Pored toga za RAS je pokazano da polne razlike
mogu definisati nivo ACE i (pro)renina u cirkulaciji, a samim tim molarni odnos
krajnjih efektorskih molekula, Ang Il i Ang 1-7 (Lynch i sar., 2007; Danser i sar., 1998;
Reyes-Engel i sar., 2006). Ove razlike (polni dimorfizam) bi mogle delom objasne zasto
odredeni genotip RAS, uti€e na koncentraciju ACE enzima i nivo Ang II u cirkulaciji 1
kako je regulacija gena RAS (gen za ACE, renin) pogodena delovanjem steroidnih
hormona (testosteronom i estrogenom) (Reyes-Engel i sar., 2006; Danser i sar., 1998;
Gallagher i sar., 1999).

Polimorfizam 1I/D u genu za ACE u odnosu na prisustvo/odsustvo prolaznog
ishemijskog dogadaja (TIA). U grupi pacijenata sa KA polimorfizam I/D u genu zu
ACE nije bio statisticki znafajno asociran sa nastankom prolaznog ishemijskog
dogadaja (TIA). Medutim, kada se grupa podeli po polu dobijeni su drugaciji rezultati.
Nosioci DD genotipa po recesivnom modelu za alel D (I11+1D vs DD) su imali 2.2 puta
statistiCki znacCajno veci odnos Sansi za nastanak prolaznog ishemijskog dogadaja kod
muskaraca nezavisno od dobi, puSenje i1 hipertenzije. Rezulatati naSe studije su ukazali
da je u grupi pacijenata sa KA kod musSkaraca polimorfizam I/D u genu za ACE
statisticki znaCajan marker rizika za nastanak ovog dogadaja. Ovaj rezultat treba
prihvatiti sa rezervom jer je broj ispitanika muskog pola koji su imali TIA bio mali (65
ispitanika). Studija koja je ispitivala asocijaciju polimorfizma 1/D u genu za ACE sa
ovim Klini¢kim dogadajem karotidne ateroskleroze nije utvrdila statisticku znaajnu
razliku u frekvencijama genotipova ovog polimorfizma (Del Ser i sar., 2001). S obzirom
da je u naSoj grupi pacijenata sa KA kod muskaraca polimorfizam I/D u genu za ACE
statisticki znacajno asociran sa formiranjem nestabilnog aterosklerotskog plaka, a kako
destabilizacija lezija moZe da nosi rizik za nastanak TIA, dobijena asocijacija sa
nastankom TIA kod muskaraca je o¢ekivana.

Polimorfizam 1/D u genu za ACE u odnosu na cerebrovaskularni insult (CVI). U
nasoj grupi pacijenata sa KA polimorfizam I/D nije bio faktor rizika za CVI. Na§
rezultat je u saglasnosti sa rezulatima koje su bile uradene na vecini populacija
Kavkazoida, gde je pokazano da polimorfizam nije bio statisticki zna€ajno asociran sa

rizikom za nastanak Sloga (Zee i sar., 1999; Peterlin i sar., 2000; Szolnoki i sar., 2001;
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Karagiannis i sar., 2004; Pera i sar., 2006; Tuncer i sar., 2006). Ranije sprovedena meta
analiza iz 1998. godine, koja je prikupila sve studije do tada, je ukazala da alel D po
recesivnom modelu (DD genotip) umereni, nezavisni faktor rizika za nastanak Sloga
(Sharma P, 1998). Meta analiza novijeg datuma iz 2012. godine koja je objedinila 50
publikacija, pokazala je da su heterozigotni i homozigotni nosioci alela D imali 1.16
odnosno 1.54 puta veci rizik za nastanak Sloga (Zhang i sar., 2012). Ova studija je
obuhvatila pripadnike razli¢itih populacija (Azijate, Kavkazoide 1 jednu populacija sa
africkog kontinenta). Posle podele na grupe razli¢ite etniCke pripadnosti pokazano je da
je kod Azijata polimorfizam I/D u genu za ACE asociran sa ve¢im rizikom za nastanak
Sloga (Zhang 1 sar., 2012). U studiji iz Koreje je pokazano da je polimorfizam I/D bio
znaCajan marker rizika za nastanak Sloga (Hong i1 sar., 2008). Ipak, dalja istrazivanja su
neophodna (replikativne studije u populacijama sa vecim rizikom; zatim kod
Hispanoamerikanaca 1 pripadnika crnacke populacije) zbog delovanja razli¢itih
sredinskih faktora koji u interakciji sa genom mogu da doprinesu riziku za nastanak
Sloga (Della-Morte i sar., 2013).

Polimorfizama 1/D u genu za ACE i analiza ekspresionog nivoa iRNK za ACE u
odnosu na genotipove polimorfizma. Za polimorfizam I/D u genu za ACE je
pokazano da determiniSe nivo enzima u cirkulaciji 1 moze imati efekte na ekspresiju
gena za ACE (Rigat i sar., 1990; Tiret i sar., 1993; Suehiro i sar., 2004). Studije koje su
se bavile ispitivanjem ekspresionog nivoa iIRNK za ACE u tkivima, u odnosu na
genotipove polimorfizma I/D radene su u nekoliko studija. U tkivu pretkomora srca
pacijenata koji su imali infarkt miokarda nije bilo statisticki znacajne razlike u nivoima
ekspresije iRNK za ACE izmedu genotipova polimorfizma I/D (Spruth 1 sar., 1999).
Medutim u tkivu komore srca je izmedu genotipova polimorfizma I/D u genu za ACE
pokazana statisticki znacajna razlika u aktivnosti ACE enzima, pri ¢emu je najveca
aktivnost zabelezena kod nosilaca DD genotipa u poredenju sa genotipovima ID i II
(Danser i sar., 1995). U T limfocitima izolovanim iz mononukleara krvi je pokazano da
se ekspresioni nivo/aktivnost enzima razlikovao po genotipu polimorfizma I/D pri cemu
je mnajvisi nivo uocen kod nosilaca DD genotipa u odnosu na ID i II genotip
(Costerousse i sar., 1993). Studija novijeg datuma koja je ispitivala ekpresioni nivo
iRNK po genotipovima polimorfizma I/D u genu za ACE u ¢elijama mononukleara

izolovanih iz krvi zdravih osoba je pokazala visi nivo iRNK gena za ACE kod nosilaca
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alela D u poredenju sa nosiocima alela I (Suehiro i sar., 2004). Ovim je sugerisano da
razlika u ekspresiji iRNK za ACE da moze biti imati vaznu ulogu u patogenezi
ateroskleroze. U na$oj studiji u tkivu aterosklerotskog plaka u grupi pacijenata sa KA
pred endarteroktomiju, ekspresioni nivo IRNK za ACE se po genotipu polimorfizma I/D
se nije statisticki znacajno razlikovao. U tkivu nestabilnog aterosklerotskog plaka
ekspresija IRNK za ACE se po genotipovima polimorfizma I/D u genu za ACE nije
statisticki zna€ajno razlikovala.

Polimorfizam A1166C u genu za ATR1. Asocijativne studije polimorfizma A1166C u
genu za ATR1 sa KA 1 klinickim parametrima bolesti do sada nisu bile uradene u
populaciji Srbije. Do sada je u naSoj populaciji radena studija asocijacije ovog
polimorfizma sa hipertenzijom (faktorom rizika). U studiji iz 2003. godine smo pokazali
da je polimorfizam A1166C u genu za ATRL1 asociran sa nastankom esencijalne
hipertenzije kod muskaraca (Stankovi¢ 1 sar., 2003). Polimorfizam A1166C u genu za
ATR1 nije bio asociran sa rizikom za formiranje karotidnih aterosklerotskih plakova u
populaciji Srbije. Frekvencije genotipova i alela polimorfizma A1166C u genu za ATR1
se izmedu kontrolne grupe zdravih ispitanika 1 grupe pacijenata sa KA nisu statisticki
znacajno razlikovale. Ovaj rezultat je u skladu sa studijom u populaciji Kavkazoida iz
Australije (Chapman i sar., 2001). Studije novijeg datuma u drugim populacijama, iz
Italije 1 Japana su takode pokazale da polimorfizam A1166C u genu za ATR1 nije bio
asociran sa rizikom za nastanak stenoze karotida (Sticchi i sar., 2011; Nakai i sar.,
2009). S druge strane u populaciji Kineza je pokazano, da je genotip CC polimorfizma
A1166C u genu za ATR1 asociran sa karotidnom aterosklerozom kod pacijenata sa
esencijalnom hipertenzijom (Zhu i Meng, 2006).

Polimorfizam A1166C u genu za ATR1 u odnosu na tip aterosklerotskog plaka
(SAP/NAP). U okviru grupe pacijenata sa KA je pokazano da je polimorfizam A1166C
u genu za ATRI1 asociran sa poveanim rizikom za formiranje nestabilnog
aterosklerotskog plaka (Kolakovi¢ i sar., 2011). Kod pacijanata sa KA utvrdena je
statisticki znacajna razlika u distribuciji genotipova polimorfizma u odnosu na tip
aterosklerotskog plaka. Nosioci genotipa AC 1 CC, su imali 1.5 i odnosno 2.3 puta veci
odnos Sansi za formiranje nestabilnog aterosklerotskog plaka nezavisno od pola, Zivotne
dobi, hipertenzije, puSenja i broja trombocita. Posmatrano odvojeno po polu, u grupi

zena je pokazana jo§ veca statisticki znacajna razlika u distribuciji genotipova 1 alela
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ispitivanog polimorfizma. Odnos Sansi za formiranje nestabilnog aterosklerotskog plaka
kod Zena je bio 1.9 kod nosilaca AC genotipa odnosno 3.7 kod nosilaca genotipa CC.
Posle korekcije na faktore rizika (dob, hipertenziju, puSenje) i faktore fibrinolitickog
sistema koji su se razlikovali izmedu pacijenata sa stabilnim/nestabilnim
aterosklerotskim plakom (plazminogen i PAI) odnos Sansi je bio jo§ veci i ostao je
statisticki znaCajan.

Ovi rezulatati su ukazali da je polimorfizam A1166C u genu za ATR1 snazan
nezavistan geneti¢ki faktor rizika za formiranje nestabilnog aterosklerotskog kod
pacijenata sa KA pred endarteroktomiju. Verovatno da je u osnovi ovih rezulatata
razli¢it odgovor krvnih sudova na faktore kao S§to je Ang II, a u odnosu na genotip
polimorfizma 1166C u genu za ATR1. Ranije studije in vitro u krvnim krvnim
sudovima Coveka, su pokazale da genotip polimorfizma A1166C u genu za ATR1
znacajno utice na odgovor krvnih sudova na vazokonstiktorne molekule (Ang II),
odnosno na njegove vazomotorne osobine (Amant i sar., 1997; Henrion i sar., 1998;
Steeds i sar., 1999; Van Geel i sar., 2000). Naime, in vitro studije u koronarnim krvnim
sudovima pacijenata sa aterosklerozom su pokazale statisticki znacajnu razliku u
odgovoru na stimulaciju Ang Il u odnosu na genotipove polimorfizma A1166C u genu
za ATR1 (Henrion i sar., 1998; Van Geel i sar., 2000). Statitisticki znacajno veci
odgovor je naden kod genotipa CC u poredenju sa genotipovima AC 1 AA studija iz
1998 (Henrion 1 sar., 1998) i u poredenju sa nosiocima genotipova AC+AA (po
recesivnom modelu nasledivanja AA+AC vs CC) u studiji iz 2000. godine (Van Geel i
sar., 2000). Ovi nalazi mogu da ukazu da genotip polimorfizma A1166C u genu za
ATRI moze znacajno da utice na odgovor krvnih sudova na Ang II, a samim tim na
remodelovanje zida krvnog suda i nastanka ateroskleroze. Pored toga prisustvo
polimorfizma A1166C u genu za ATR1 (alel C) remeti vezivanje miR-155 za 3 'UTR
region gena Sto za posledicu moze da ima povecanje ekspresije receptora (Martin 1 sar.,
2006). Studija iz 2009. godine je pokazala pozitivhu asocijaciju alela C sa IMZ
karotidne arterije kod Zena (Plat i sar., 2009).

Polimorfizam A1166C u genu za ATR1 u odnosu na cerebrovaskularni insult. U
grupi pacijenata sa KA polimorfizam A1166C u genu za ATRL1 nije bio asociran sa
rizikom za nastanak cerebrovasularnog insulta ukupno, ni odvojeno po polu. To je u

saglasnosti sa ve¢inom studija koje su ispitivale asocijaciju polimorfizma sa Slogom.
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Velika meta analiza iz 2011. koja je objedinila sve (»case-control») studije koje su
ispitivale asocijacije ovog polimorfizma sa §logom je pokazala da u veéini populacija
ovaj polimorfizam nije bio asociran sa rizikom za nastanak Sloga (Zhang i sar., 2011).
Negativna asocijacija polimorfizma sa Slogom je potvrdena u grupi Kavkazoida iz
Sjedinjenih Americkih Drzava (Hindorff i sar., 2002). Pozitivna asocijacija alela C sa
rizikom za nastanak §loga je pokazana u ostrvskoj populaciji Italije (Sardinija) (Rubattu
1 sar., 2004) 1 populaciji iz Madarske (Szolnoki 1 sar., 2006b). Polimorfizam A1166C u
genu za ATRL1 je bio nezavisni faktor rizika za pojavu ranih lezija u beloj masi mozga u
grupi pacijenata sa esencijalnom hipertenzijom u populaciji Holandije (Henskens i sar.,
2005) 1 nastanak Sloga u grupi hipertenzivnih pusaca iz Madarske (Szolnoki 1 sar.,
2006a). Izgleda da se u osnovi pozitivne asocijacije polimorfizma A1166C u genu za
ATRI1 sa Slogom nalazi hipertenzija kao bitan faktor rizika koji doprinosi njegovom
nastanku (Dichgans M, 2007). Pored hipertenzije, povecan rizik za nastanak Sloga je
naden u grupi pacijenata sa seCernom bolesti iz Kine (Zhang i sar., 2001). Studija
novijeg datuma u Turskoj populaciji nije pokazala asocijaciju polimorfizma A1166C u
genu za ATRI sa rizikom za natanak Sloga (Hulyam i sar., 2013). Razlike u dobijenim
rezulatatima asocijacije polimorfizma A1166C u genu za ATR1 sa Slogom u
populacijama, se mogu objasniti objasniti multifaktorijalnom etiologijom bolesti u
kojoj faktori rizika u interakciji sa polimorfizmom mogu da doprinesu riziku za
nastanak dogadaja.

Polimorfizama A1166C u genu za ATR1 i analiza ekspresionog nivoa iRNK za
ATR1 u odnosu na genotipove polimorfizma. Funkcionalna karakterizacija 3'UTR
regiona gena za ATRI1 je utvrdila da ovaj netransirajuci region sadrzi elemente koji
stabilizuju odnosno destabilizuju (smanjuju/povecavaju) nivo ekspresije iRNK za ATR1
(Lehtonen i sar., 2007). Naime, pokazano je da uklanjanje 3'UTR regiona gena
povacava nivo ekspresije iRNK za receptor na taj nacin Sto produzava njen poluzivot
(Lehtonen i sar., 2007). Prisustvo polimorfizma A1166C (alel C) u ovom regionu
dovodi do delimi¢nog gubitka efekta koji ovaj region ima na destabilizaciju iRNK za
ATRI1 jer produzava njen poluZivot (Lehtonen i sar., 2007). S druge strane u 3'UTR
regionu gena se nalaze vezuju¢a mesta za proteine koji interaguju sa ovom iRNK, §to je
dovelo do spekulacija da bi promene u interakcijama RNK-protein mogle da objasne

efekat koji polimorfizam A1166C moze da ima na ekspresiju gena (Lehtonen i sar.,
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2007). U ¢elijama mononukleara kod ispitanika sa hipertenzijom mladih od 40 godina
nivo ekspresije IRNK za ATR1 se izmedu genotipova polimorfizma A1166C nije
statisticki znacajno razlikovao (Ceolotto i sar., 2011). Nasa studija je pokazala da se
nivo iRNK za ATR1 u tkivu aterosklerotskog plaka nije statisti¢ki znacajno razlikovao
po genotipovima polimorfizma A1166C. Medutim, ukoliko grupiSemo genotipove po
dominantnom modelu za alel C (AA vs AC+CC), utvrden je trend veéeg ekspresionog
nivoa iRNK za ATR1 kod nosilaca alela C u poredenju sa nosiocima genotipa AA u
celom ispitivanom uzorku i kod muskaraca, ali ta razlika u nivou ekspresije nije bila
statistiCki znacajna. Obzirom na to da ekspresija iRNK za ATR1 nije detektovanaa kod
svih ispitivanih uzoraka ve¢ samo u 21 uzorku tkiva (34.43 %) dobijene rezulatate treba
uzeti sa rezervom jer se cela grupa deljenjem na tri genotipa znacajno smanjuje, a
samim tim se gubi i snaga testa da se utvrdi razlika.

Polimorfizam A1166C u genu za ATRL1 i analiza ekspresije proteina ATR1 u
odnosu na genotipove polimorfizma. U lizatu tkiva aterosklerotskog plaka nivo
ekspresije ATR1 (zrela forma proteina) po genotipu polimomorfizma A1166C u genu
za ATRI1 se nije statisticki znacajno razlikovao. Do sada je samo jedna studija ispitivala
proteinski nivo ATR1 po genotipovima polimorfizma A1166C. U spomenutoj studiji iz
2011. godine koja je pored ekpresionog nivoa iRNK za ATR1 u lizatu mononukleara
krvi hipertenzivnih ispitanika ispitivala i nivo ekspresije proteina je pokazala da je nivo
proteina kod nosilaca genotipa AC i CC bio statistiCki znacajno visSi u odnosu na
referentni genotip AA (Ceolotto i sar., 2011).

Polimorfizama A1166C u genu za ATRL1 i analiza ekspresionog nivoa miR-155 u
odnosu na genotipove polimorfizma. Kako je u in vitro studiji pokazano da miR-155
umanjuje endogenu ekspresiju ATR1 i signalni put posredovan Ang Il (Martin i sar.,
2006), a s obzirom da je potpuno komplementarna 3'UTR regionu gena za ATR1 gde se
nalazi polimorfizam A1166C, jedan od ciljeva naSe studije je bio da utvrdi ekspresioni
nivo ove mikroRNK ex vivo u tkivu aterosklerotskog plaka po genotipu polimorfizma
A1166C. Prisustvo polimorfizma A1166C u genu za ATR1, uti¢e na komplementarno
vezuje miR-155 za sekvencu iRNK i tako uti¢e na nivo ekpresije receptora. U naSoj
studiji nivo ekspresije miR-155 se izmedu genotipova polimorfizma A1166C u genu za
ATR1 nije statisticki znac¢ajno razlikovao u tkivu aterosklerotskog plaka. Uocen je trend

ka vecoj ekspresiji miR-155 kod nosilaca genotipa CC u poredenju sa genotipom AA i
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AC, ali ta razlika nije bila statisticki znacajna. Kod Zena je potvrden statitisticki
znacajno veci nivo miR-155 kod genotipa CC u poredenju sa genotipom AA ispitivanog
polimorfizma. Po recesivnom modelu za alel C je kod Zena uocena statisticki znacajna
razlika u nivou ekspresije miR-155 kod nosilaca genotipa CC u poredenju sa nosiocima
AA+AC (p=0.034). Studije novijeg datuma u kojima je potvrdena statisticki znacajna
razlika u nivoima ekpresije miR-155 izmedu genotipova polimorfizma A1166C u genu
za ATRL1 dobili su Ceolotto i saradnici 2011. godine i Blanco i saradnici 2012. godine.
Oni su u ¢elijama mononukleara ispitanika sa esencijalnom hipertenzijom starosne dobi
mladih od 40 godina i u grupi ispitanika sa hroni¢nom bole$¢u srca (pacijenti sa
ventrikularnom aritmijom) nasli statisticki znacajno nizi ekspresioni nivo miR-155 kod
nosilaca genotipa AC i CC u poredenju sa genotipom AA (Ceolotto i sar., 2011; Blanco
i sar., 2012). S obzirom da je u ovim studijama ispitivan ekspresioni nivo miR-155 u
cirkulaciji, u ¢elijama mononukleara (cirkuliSu¢e miR-155), a mi smo ispitivali slozeni
konglomerat ¢elija u kojem su pored mononukleara prisutne i druge ¢elije, delimi¢no
neslaganje moze da se objasni tkivnom specificnoscu.

Polimorfizam A/G -1332 u genu za ATR2. Studije asocijacije polimorfizma A/G -
1332 u genu za ATR2 u KA su retke. Polimorfizam A/G -1332 u genu za ATR2 nije bio
asociran sa rizikom za formiranje karotidnih aterosklerotskih plakova u populaciji
Srbije. Frekvencije genotipova polimorfizma A/G -1332 u genu za ATR2 se izmedu
kontrolne grupe i grupe pacijenata sa KA nisu statistiCki znacajno razlikovale, ni u
muskom ni u zenskom polu. Prethodno uradena studija u nasoj populaciji je pokazala da
je polimorfizam A/G -1332 u genu za ATR2 asociran sa esencijalnom hipertenzijom
kod muskaraca starosne dobi > 40 godina (Zivkovi¢ i sar., 2007). U familijarnim
studijama (509 familija) polimorfizam A/G -1332 u genu za ATR2 je bio asociran sa
nastankom prerane koronarne bolesti (Alfakih i sar., 2005). U sli¢noj studiji koja je
sprovedena u familijama (885 familija) je pokazano da je polimorfizam A/G -1332 bio
statisticki znacajno asociran sa restenozom koronarnih krvnih sudova koji zahtevaju
revaskularizaciju (premos§c¢avanje koronarnih krvnih sudova) u poredenju sa kontrolnom
grupom (Alfakih 1 sar., 2007). Autori ove studije sugeriSu da prisustvo polimorfizma
A/G -1332 u genu za ATR2 moZe znacajno da utiCe na ekspresioni ATR2 i tako
doprinese nastanku aterosklerotskih plakova unutar zida krvnog suda (Alfakih i sar.,

2007). Unutar gena za ATR2 je pored polimorfizma A/G -1332 identifikovano jo$
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nekoliko polimorfizama : A1818T u 2. intronu, G4303A i C4599A u 3'UTR regionu
gena (Katsuya i sar., 1997; Jin i sar., 2003; Katsuya i Morishita, 2012). Za polimorfizam
C4599A je pokazano da je bio asociran sa rizikom za nastanak hipertenzije kod zena
(Jin i sar., 2003). U ovoj studiji je pokazano da su polimorfizmi A/G -1332 i C4599A u
interakciji odnosno snaznom LD (eng. linkage diseequilibrium, LD) (Jin i sar., 2003).
Polimorfizam A/G -1332 u genu za ATR2 u odnosu na tip aterosklerotskog plaka
(SAP/NAP) i prisustvo ulceracije u plaku. Razlika u distribuciji genotipova
polimorfizma A/G -1332 u genu za ATR2 u odnosu na tip plaka, kod Zena i kod
muskaraca nije bila statisticki znacajno razli¢ita. Medutim kod muSkaraca je uocen
trend vece frekvence hemizigota A/- kod ispitanika sa nestabilnim plakom. Medutim,
muskarci hemizigoti A/- su imali 1.9 puta znac¢ajno veci odnos Sansi za nastanak
ulceracije 1 posle korekcije na faktore rizika (dob, puSenje 1 hipertenziju). Modulatorni
efekat ovog polimorfizma je ispitivan do sada i u koronarnoj aterosklerozi, gde je
pokazano da je alel A asociran sa povecanim rizikom za progresiju bolesti (Tousoulis 1
sar., 2010). Rezulatati iste studije su pokazali da polimorfizam A/G -1332 u genu za
ATR2 modulise  sistemsku inflamaciju tj. nivoe (IL-6, CRP, VCAM-1) kod
hipertenzivnih ispitanika muskog pola (Tousoulis 1 sar., 2010). U prethodnoj studiji u
naSoj populaciji je pokazano da su musSakrci hemizigoti G/- imali povecan rizik za
nastanak hipertenzije u starijoj starosnoj dobi preko 40 godina (Zivkovi¢ i sar. 2007),
dok u sadasnjoj studiji, u grupi ispitanika sa KA, nije bilo uticaja polimorfizma A/G -
1332 u genu za ATR2 na nivo CRP i IL-6.

Polimorfizam A/G -1332 u genu za ATR2 u odnosu na cerebrovaskularni insult.
Studija asocijacije polimorfizma -1332 A/G u genu za ATR2 sa cerebrovaskularnim
insultom kod ispitanika sa teritorije Srbije do sada nisu radene. U naSoj grupi pacijenata
je pokazano da su nosioci hemizigota G/- muskog pola imali 2.7 puta znacajno veci
odnos Sansi za nastanak cerebrovaskularnog insulta u mozgu korigovan na (dob,
hipertenziju, pusSenje, nivo ApoAl, nivo DDIM, triglicerida i broj leukocita) (Kolakovic
i sar., 2013). Studije polimorfizma -1332 A/G u genu za ATR2 sa $logom gotovo i da
nema. S obzirom na modulatorni efekat polimorfizma -1332 A/G u genu za ATR2 koji
ima na ekspresiju ATR2, mogu¢i su efekti ovog polimorfizma na ekspresiju ATR2 u
mozgu zahvacenom ishemijom. IstraZivanja u Zivotinjskim modelima su ukazala na

mogucnost aktivacije ATR2 u promovisanju diferencijacije i regeneracije nervnog tkiva
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(Reinecke i sar., 2003; Li i sar., 2007; Mogi i Horiuchi, 2013). U blizini lokusa gena za
ATR2 nalazi se gen za plastin 3 (PLS3), aktin vezujuéi protein i gen za ¢lan familije
proteina kojii udestvuju u transportu neurotransmitera zavisnih od Na* i CI" jona i
transportu aminokiselina (SLC6A14) (Katsuya i Morishita, 2012). Mozda aktivacija
ovih gena potpomaze protektivne efekte ATR2 u reparaciji oSteCenog tkiva mozga
zahvacenog ishemijom. Studija skorijeg datuma predlaze primenu agonista receptora
ATR?2 u terapiji akutne ishemije mozga (Dorrance AM, 2012).

Polimorfizam A/G -1332 u genu za ATR2 i analiza ekspresije iRNK za ATR2 i
proteina ATR2 u odnosu na genotipove polimorfizma. In vitro studije koji su se
bavile ispitivanjem funkcionalnih efekata polimorfizma A/G -1332 u genu za ATR2 su
sugerisale modulatorni efekat ovog polimorfizma na ekspresiju receptora, na nivou
IRNK i na nivou proteina (Nishimura i sar., 1999; Warnecke i sar., 2005). U tkivu
karotidnog aterosklerotskog plaka nije detektovana iRNK za ATR2. U celijskim
linijjama fibroblasta Coveka je utvrden obrazac ekspresije transkripcionih varijanti gena
za ATR2 u odnosu na genotipove polimorfizma -1332 A/G (Nishimura i sar., 1999).
Ipak ovaj obrazac ekspresije IRNK za ATR2 u odnosu na genotipove polimorfizma je
tkivno zavisan. Naime, u tkivu uretera sa stenozom kod dece sa kongenitalnim
anomalijama bubrega (CAKUT) je pokazano da ekspresija razli¢itih transkripcionih
varijanti nije regulisana A/G -1332 polimorfizmom (Stankovi¢ i sar., 2010). Studija iz
2005. godine je ukazala da prisusvo polimorfizma A/G -1332 u kritiénom regionu
gena (1. intronu) moduliSe ekspresiju proteina, a ne alternativno iskrajanje iRNK za
ATR2 (Warnecke i sar., 2005). Rezultati in vitro su utvrdili da je alel G imao statisticki
znacajno vecu luciferaznu akivnost u transfekovanim ¢elijskim linijjama (Warnecke i
sar., 2005). Medutim, nijedna od navedenih studija koje su sugerisale modulatornu
ulogu polimorfizma A/G -1332 na ekspresiju proteina (Nishimura i sar., 1999;
Warnecke i sar., 2005) nije ispitivala nivo ekspresije ATR2 na proteinskom nivou
(Balmforth AJ, 2010). Stoga je jedan od ciljeva naSeg rada bio da utvrdi nivo ekspresije
proteina ATR2 ex vivo u lizatu tkiva karotidnog aterosklerotskog plaka u odnosu na
polimorfizam A/G -1332. Nivo ekspresije proteina je kod muskaraca hemizigota G/- bio
niZi u poredenju sa hemizigotom A/-, ali ta vrednost nije bila statisticki znacajna.
Analiza ekspresionog nivoa iRNK za ACE u karotidnoj aterosklerozi. U poredenju

sa kontrolnim tkivom arterije ekspresioni nivo iRNK za ACE u tkivu karotidnog plaka
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je bio statisticki znacajno razli¢it. Jedina studija do sada koja se bavila utvrdivanjem
ekspresionog nivoa ACE enzima u karotidnim aterosklerotskim lezijama je ukazala na
povecanu transkripciju i translaciju ACE enzima u inflamatornim regionima slozenih
karotidnih aterosklerotskih plakova (Fukuhara i sar., 2000). U ovoj studiji je po prvi put
detektovana iIRNK za ACE in situ hibridizacijom u regionima tkiva komplikovanih
(nestabilnih) karotidnih aterosklerotskih plakova dostupnih sa endarteroktomija. U
¢elijskom infiltratu ovih plakova iRNK za ACE detektovana je na nivou Ccelija
makrofaga, T limfocita i u intimi novo formiranih krvnih sudova (Fukuhara i sar.,
2000). U naSoj studiji razlika u ekspresionom nivou iRNK za ACE izmedu tkiva
nestabilnog 1 stabilnog aterosklerotskog plaka nije bila statisticki znacajna.

Pored ispitivanja nivoa iRNK za ACE u tkivu aterosklerotskog plaka jedan od ciljeva
naSe studije bio je utvrdivanje ekpresionog nivoa proteina. Protein ACE u tkivu
karotidnog aterosklerotskog plaka ¢oveka je detektovan imunoblot metodom. Medutim,
koris¢enje poliklonskog antitela nije omogucilo da se preciznije kvantifikuje njegov
proteinski nivo u tkivu karotidnog aterosklerotskog plaka. Prethodno sprovedena
studija iz 2008. godine koja je ispitivala aktivnost enzima sugerisala je na slabu
aktivnost enzima u karotidnom aterosklerotskom plaku koja je bila ispod nivoa praga
detekcije (Sluimer i sar., 2008). Suprotno tome u koronarnim krvnim sudovima ¢oveka
pokazana je povecana aktivnost ACE enzima udruzena sa napredovanjem ateroskleroze
(Diet i sar., 1996; Ohishi i sar., 1997; Ohishi i sar., 1999). Poveéana aktivnost ACE
enzima zabelezena u koronarnom aterosklerotskom plaku posle akutnih dogadaja
(akutni koronarni sindrom) bi mogla biti posledica ve¢eg broja inflamatornih ¢elija u
nestabilnom plaku i usko je vezanu za njegovu destabilizaciju (Hoshida i sar., 2001).
Koronarni aterosklerotski plakovi pacijenata sa nestabilnom anginom pektoris su imali
ve¢i nivo ekspresije ACE enzima u odnosu na pacijente sa stabilnom plakovima na
radun vecih regiona zahvacenih inflamacijom (makrofage) i proliferacije éelija (GMC i
endotelne celije) (Ribichini 1 sar., 2006). Nalazi u koronarnim aterosklerotskim
plakovima su ukazali da interakcija izmedu RAS sistema 1 inflamatornog medijatora
citokina (IL-6), moZe imati efekte na balans izmedu faktora koji utiCu na stabilnost,
odnosno, nestabilnost lezija (Schieffer i sar., 2000). Medutim, studija iz 2004. godine je
sugerisala neSto drugacije rezultate. Naime, smanjena ekspresija ACE enzima u

pojedinim regionima nestabilnog plaka moZe biti posledica gubitka sekrecije Ang
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II/ACE u éelijama makrofaga koji moZe da uti¢e na smanjenje proliferacije EC i GMC,
a samim tim na tanjenje fibrozne kape plaka. S jedne strane ACE moze biti faktor rizik
za formiranje aterosklerotskih plakova u karotidnim krvnim sudovima, s druge strane
kritiCan marker rizika u krajnjim fazama sazrevanja lezija (regioni tanjenja fibrozne
kape plaka). Studija iz 2004. godine je sugerisla da ekspresioni nivo ACE enzima moze
biti jedan od finalnih faktora koji moze dovesti do rupture plaka, odnosno, njegove
destabilizacije (Morioka i sar., 2004). Da li je smanjenjenje i/ili pove¢anje ACE enzima,
faktor rizika u aterosklerozi ostaje da se vidi ubuduce.

Analiza ekspresionog nivoa iRNK za ATR1 i proteina ATR1 u karotidnoj
aterosklerozi. U kontrolnom tkivu arterije i tkivu karotidnog aterosklerotskog plaka
coveka TagMan esejima smo ispitivali sledee transkripcione varijante gena za
ATR1koje obuhvataju egzone: 1-4, 1-2-4, 1-2-3-4 i 0-4. U kontrolnom tkivu zdrave
arterije ekspresioni nivo ispitivanih transkripcionih varijanti za ATR1 nije utvrden. U
tkivu aterosklerotskog plaka detektovali smo samo transkripcionu varijantu koja sadrzi
egzone 1-4. U kulturama monocita ¢oveka (U937 1 THP-1 celijske linije) nije
detektovana nijedna od gore spomenutih ispitivanih transkripcionih varijanti gena za
ATRI1, medutim u celijskoj liniji mikrovaskularnih endotelnih ¢elija (HMEC-1)
detektovane su sve ispitivane transkripcione varijante ovog gena (Groeschel M, 2009).
U ovoj celijskoj liniji je pored ispitivanih spomenutih varijanti detektovana |
transkripciona varijanata gena koja sadrzi egzone 1-3-4 (Groeschel M, 2009). Ostaje da
se vidi da li je ova varijanta gena eksprimirana u tkivu karotidnog aterosklerotskog
plaka. Sugerisano je da ¢elijske linije monocita u kojima nije detektovana nijedna od
gore spomenutih transkripcionih varijanti IRNK za ATR1, verovatno eksprimiraju novu
tranksripcionu varijantu gena koje se prepisuju sa poslednjeg egzona (protein
kodiraju¢eg regiona gena) (Groeschel M, 2009). Ranije studije in vitro i ex vivo u
tkivima ¢oveka su pokazale da relativni nivo ekspresije iRNK za ATR1 regulisan na
tkivno specifican nacin i da se udeo pojedinih alternativnih transkripcionih varijanti
funkcionalno razlikuje (Martin i sar. 2001b; Martin i sar. 2003). U tkivu srca ¢oveka je
pokazano da 93-98 % ispitivanih transkripcionih varijanti ¢ine varijanta koje sadrze
egzone 1-4 i 1-2-4 (Warnecke i sar., 1999a). 1z biblioteke ¢cDNK tkiva jetre Coveka, je
pokazano prisustvo dodatne transkripcione varijante 0-4, koja se prepisuje sa dodatnog

egzona dugog 155 bp (oznacen kao egzon "0") 5S'UTR regiona gena (Guo i sar., 1994).
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Za transktripcionu varijantu gena koja se prepisuje sa 1. i 4. egzona (1-4) je in vitro
pokazano da u transfekovanim ¢elijama negativno reguliSe ATR1 na nivou translacije
(Curnow i sar., 1995). S druge strane, smatra se da egzon 1 ima ulogu u regulaciji
transkripcije tako $to moze da pojaca promotorsku funkciju gena za ATR1 (Elton i
Martin, 2003).

U nasoj studiji nivo ekspresije detektovane transkripcione varijante koja sadrzi
egzone 1-4 se nije statisticki znacajno razlikovao po tipu aterosklerotskog plaka.
Obzirom na to da ekspresija iIRNK za ATR1 nije detektovana kod svih ispitivanih
uzoraka ve¢ samo kod 21 uzorka (34. 43 %) dobijene rezulatate treba uzeti sa dozom
rezerve jer se snaga testa znacajno smanjuje deljenjem ispitivane grupe po tipu plaka.
Imaju¢i u vidu Ccinjenicu da u inflamatornom jezgru aterosklerotskog plaka
monociti/makrofage predstavljaju dominantni tip Celija, u ¢elijskim linijima monocita
(THP-1), a i u endotelnim ¢éelijama ¢oveka (HMEC-1) detektovana nova transkripciona
varijanta koja se prepisuje sa poslednjeg egzona gena (Groeschel M, 2009) ostaje da se
ispita da li je ova transkripciona varijanta eksprimirana ex vivo i u tkivu
aterosklerotskog plaka. Treba napomenuti da odredeni faktori mogu da uti¢u odnosno
da reguliSu ekspresioni nivo transkripcionih varijati gena za ATR1, a samim tim 1
ekspresioni nivo receptora. U celijskoj liniji fibroblasta coveka je pokazano da tretman
sa TGFpB-1 pojacava ekspresiju gena za ATR1 (Martin i sar., 2007). Verovatno da u
¢elijama tkiva aterosklerotskog plaka neki od faktora inflamacije reguliSu ekspresioni
nivo ATR1.

Detekcija proteina ATR1 ex vivo u lizatu tkiva aterosklerotskog plaka je
utvrdena metodom Western blota. Analiza je pokazala da se proteinski nivo ATR1 u
lizatu tkiva plaka statisticki znacajno razlikuje izmedu fenotipova, pri ¢emu je zabelezen
statisti¢ki znacajno visi nivo ekspresije proteina u nestabilnom plaku (p=0.05). In vitro i
in vivo studije su ukazale na interakcija RAS i tromboze. Veci proteinski nivo ATRI u
¢elijama inflamatornog jezgra nestabilnog plaka ukazuje na vecu aktivacija ATRI u
¢elijama ovog fenotipa bi mogao da doprinese njegovoj destabilizaciji.

Obimna studija analize ekspresije proteina u karotidnim aterosklerotskim plakovima je
pokazala vremenske promene u ekspresiji proinflamatornog citokina IL-6 i ostalih
inflamatornih molekula tokom progresije lezija posle akutnih dogadaja (TIA /Slog)

(Peeters i sar., 2009). Kako inflamatorni proces dominira tokom progresije lezija,
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poviseni nivoi proinflamatornih molekula kao $to je IL-6 u aterosklerotskom plakovima
bi mogli da reguli§u ekspresioni nivo ATRI. U studiji in vitro u kulturi GMC je
pokazano da IL-6 pojacava ckspresioni nivo ATR1 na nivou iRNK i proteina
(Wassmann i sar., 2004b). U kulturi GMC je pokazano da LDL poveéava ekspresiju
gena postranskripciono tako sto stabilizuje nivo iRNK za ATR1 (Nickenig i sar., 1997).
Pored toga pokazano je da ox-LDL povecava ekspresiju ATR1 u kulturi endotelijalnih
¢elija Coveka (Li 1 sar., 1999; Li 1 sar., 2000). Nekoliko studija je ispitivao nivo
ekspresije  ATR1 u aterosklerotskim tkivima kod <¢oveka. U koronarnim
aterosklerotskim plakovima pacijenata sa nestabilnom anginom pektoris je
imunohistohemijom pokazana kolokalizacija 1L-6 sa Ang Il i ATR1 (Schieffer i sar.,
2000). Kod pacijenata sa aterosklerozom u koronarnim krvnim sudovima poreklom sa
autopsija pokazana je pozitivna korelacija ekspresije proteina ATR1 sa progresijom
bolesti (Gross i sar., 2002). Nivo ATRI1 je bio statisti¢ki zna¢ajno povisen u tkivu aorte
zahvacene aterosklerozom u poredenju sa zdravim tkivom arterije (Kaschina 1 sar.,
2009). U ovoj studiji je pokazano da nivo ekspresije iIRNK za ATRL1 prati proteinski
nivo receptora detektovan imunoblotom. U na$oj studiji diskrepanca u nivou ekspresije
ATR1 na proteinskom nivou 1 nivou iRNK u tkivu plaka, bi mogla da se pripise
specificnostima transkripcione/postranskripcione regulacije receptora koji mogu da
uti¢u na stabilnost iRNK, a koji mogu da uticu na nivo ekspresije proteina ATR1. Pored
toga brojni faktori u tkivu plaka pored IL-6 i LDL mogu regulisati ekspresiju ATR1.
Zakljucak iz ovih studija je da nivo ekspresije gena treba utvrditi na nivou iRNK i na
nivou proteina.

Analiza ekspresionog nivoa miR-155 u karotidnoj aterosklerozi. Studije utvrdivanja
ekspresije miR-155 u karotidnoj aterosklerozi kod ¢oveka su retke. Ispitivanje profila
ekspresije mikroRNK u aterosklerozi kod coveka (eng. MicroRNA expression profiling-
Human miRNA Microarray) pokazali su da je miR-155 statisticki zna¢ajno povisena u
karotidnom plaku u poredenju sa kontrolnim tkivom arterije bez znakove ateroskleroze
(leva unutrasnja grudna arterija) (Raitoharju i sar., 2011). Ekspresija miR-155 je
utvrdena 1 u cirkulaciji, u ¢elijama mononukleara, ispitanika sa koronarnom bole$¢u
koja je bila statisticki znaCajno niZza u poredenju sa zdravom (kontrolnom) grupom
(Fichtlscherer i sar., 2010). Ipak, ekspresioni nivo miR-155 do sada nije ispitivan po

fenotpu karotidnog plaka. U nasoj studiji nismo dobili statisticki znacajnu razliku u
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nivou ekspresije miR-155 izmedu stabilnog i nestabilnog plaka. Treba napomenuti da
broj uzoraka sa fenotipom nestabilnog plaka bio manji u poredenju sa fenotipom
stabilnih lezija. Poveéanje broja uzoraka je neophodno za preciznije utvrdivanje moguce
uloge miR-155 u progresiji bolesti. Za mir-155 je do sada u nekoliko in vitro studija
pokazano da ima kriti¢nu ulogu u inflamatornim procesima u aterosklerozi. U odgovoru
na stimulaciju Ang Il transfekcija EC ¢oveka sa miR-155 je utidala ekspresiju ATRI,
smanjila migraciju 1 adheziju Jurkatovih T limfocita za ove ¢elije (Zhu 1 sar., 2011).
Stimulacija celijske linije monocita ¢oveka (THP-1) oxLDL je dovela do dozno
zavisnog povecanja ekspresije miR-155 (Chen i sar., 2009). Medutim, utiSavanje miR-
155 sa antisense oligonukleotidima je dovelo do pove¢anja unosa ox-LDL u ove ¢elije 1
formiranje penusavih ¢elija (Huang i sar., 2010). Ekspresija miR-155 u cirkulaciji u
¢elijama mononukleara ispitanika sa koronarnom boles¢u je bila statisticki znacajno
niza u poredenju sa zdravom (kontrolnom grupom) (Fichtlscherer i sar., 2010).
Detekcija mikroRNK u cirkulaciji (ekstracelijski), a pored toga i u drugim telesnim
tecnostima (serumu, plazmi) je ukazala da bi ovi molekuli mogli biti znacajni
prognosticki markeri (Gupta 1 sar., 2010; Fichtlscherer i sar., 2011). Jedan od ciljeva
buducih istraZivanja bilo bi ispitivanje ekspresije miR-155 u tkivu plaka simultano sa
ispitivanjem ekspresije u cirkulaciji.

Analiza ekspresionog iRNK za ATR2 i proteina ATR2. Detektibilan nivo ekspresije
IRNK za ATR2 Tag-Man esejima u tkivu karotidnog aterosklerotskog plaka i
kontrolnom tkivu arterije nije utvrden. Cinjenica da je ATR2 in vitro eksprimiran samo
u odredenim kulturama ¢elija u odredenim uslovima (izvor c¢elija za kulturu, tip Celija,
broj pasaza, vreme diferencijacije ¢elija) ukazala je na senzitivnost detekcije iRNK za
ovaj receptor 1 oteZala ispitivanje njegove funkcije (Sohn i sar., 2000; De Gasparo i sar.,
2000). Studija koje koje su ispitivale nivo ekspresije gena za ATR2 u aterosklerozi kod
coveka gotovo 1 da nema. Jedina studija u kojoj je detektovan ekspresioni nivo gena za
ATR2 u aterosklerozi jeste u tkivu aorte. U ovoj studiji nivo ekspresije ATR2 u
poredenju sa zdravim tkivom aorte bio je statisticki znacajno poviSen (Kaschina i sar.,
2009). Nedetektabilan nivo ekspresije gena za ATR2 u tkivu plaka ¢oveka bi mogao da
bude posledica kratkog poluzivota molekula. S obzirom da je poluzivot iRNK u nekima

kulturama ¢elija, R3T3 ¢elijska linija fibroblasta misa, kratkotrajan (maksimalno do 20
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h) (Csikos 1 sar., 1998) usled pojacane degradacije iRNK, dobijen rezulatat u tkivu
plaka nije iznenadujuéi.

Aktivacija ATR2 na proteinskom nivou zabelezena je u razliCitim stanjima
remodelovanja tkiva koja su udruzena sa inflamacijom: u zidu krvnog suda posle
povrede, hipertrofiji leve komore srca (Akishita i sar., 2000; Yamamoto i sar., 2008;
Steckelings i sar., 2010).

U lizatu tkiva karotidnog aterosklerotskog plaka utvrden je detektabilni nivo ekspresije
proteina ATR2. Ovim smo pokazali da je ATR2 aktiviran u karotidnom
aterosklerotskom plaku pred endarterektomiju. U tkivu karotidnog aterosklerotskog
plaka ¢oveka ATR2 je detektovan imunohistohemijom (Johansson i sar., 2008). Imajuci
u vidu Cinjenicu da inflamatorni citokini reguliSu ekspresiju ATR2 (Horiuichi 1 sar.,
2000) 1 njegovu reekspresiju posle povrede zida krvnog suda, nije iznenadujuca
detekcija ATR2 u tkivu aterosklerotskog plaka. Proteinski nivo ATR2 u aterosklerozi je
Western blot metodom in vitro pokazan u ¢elijskoj liniji monocita koje su stimulisane
Ang Il, TNF-a, faktorom stimulacije kolnija makrofaga (M-CSF) (Kim i sar., 2005).
Stimulacija ovih ¢elija agonistom ATR2, CGP-42112A je dovela do sinteze MMP-1,
matriks-metaloproteinaze koja moze biti uklju¢ena u degradaciju fibrozne kapa plaka, a
samim tim u njegovoj rupturi i remodelovanju (Kim i sar., 2005).

Analiza ekspresionog nivoa iIRNK za ACE2 i proteina ACE2. U poredenju sa
kontrolnim tkivom arterije ekspresioni nivo iRNK za ACE2 u tkivu karotidnog plaka
bio je statisticki znacajno smanjen. Studija novijeg datuma koja je ispitivala ekspresiju
ACE2 u koronarnim aterosklerotskim plakovima u dijabetesu tipa Il sugerisala je da je
ekspresija gena ekstremno niska (Purushothaman i sar., 2013), §to je u saglasnosti sa
naSim rezulatatom.

U odnosu na fenotip plaka, stabilni i nestabilni, u naSoj studiji ekspresioni nivo iRNK za
ACE2 se nije statisti¢ki znacajno razlikovao. U jedinoj do sada sprovedenoj studiji u
karotidnoj aterosklerozi kod ¢oveka in situ hibridizacijom detektovana je iRNK za
ACE2 u svim slojevima zida zdravih karotidnih arterija, u ranim lezijama kao i
uznapredovalim, stabilnim i nestabilnim karotidnim aterosklerotskim plakovima
(Sluimer i sar., 2008). Povecanjem broja uzoraka u naSoj studiji i tehnoloski
savremenijoj karakterizaciji plakova bi¢e omoguceno preciznije definisanje uloge ACE2

u progresiji KA.

124



Diskusija

U naSoj studiji je utvrden proteinski nivo enzima ACE2 u ukupnom lizatu tkiva
aterosklerotskog plaka. Kvantifikovani nivo ekspresije ACE2 po fenotipu plaka kod
muskaraca je bio visi u lizatu tkiva nestabilnog plaka u poredenju sa tkivom stabilnog
plaka, ali s obzirom na mali broj uzoraka razlika nije dostigla znacajnost, ali bi trebalo
ispitati ovaj trend na veéem broju uzoraka. Studija iz 2008. godine koja je ispitivala
tkivnu imunodetekciju proteina ACE2 u krvnim sudovima u srca pacijenata koji su
imali operaciju premosScavanja krvnih sudova je ukazala na tkivnu specifi¢nost
ekspresije ovog molekula shodno tipu krvnog suda i slojevima zida (Zulli i sar., 2008).
U karotitidnom aterosklerotskom plaku je pored imunodetekcije ispitivana i detektovana
funkcionalna aktivnost enzima ACE2 (Sluimer 1 sar., 2008). Zabelezena niZa aktivnost
ACE2 enzima u stabilnim aterosklerotskim lezijama u poredenju sa ranim lezijama i
nestabilnim aterosklerotskim lezijama sklonih trombozi je ukazala da u razliitim
stupnjevima bolesti postoji diferencijalna aktvnost enzima (Sluimer i sar., 2008). U
buduc¢im ispitivanjima treba uzeti u obzir i razliCite faze nastanka 1 progresije bolesti.

Odnos ekspresije iIRNK ACE/ACE2. U tkivu karotidnog aterosklerotskog plaka u
kojima je utvrden nivo ekspresije iRNK za ACE 1 ACE2 je pokazano da je relativni
nivo ekspresije iRNK za ACE2 u poredenju sa nivoom iRNK za ACE bio statisticki
znaCajno visi. Ovaj rezultat moZze ukazati da je u obolelom tkivu plaka balans
ekspresije ova dva klju¢na enzima RAS pomeren u smeru deaktivirajue kaskade
sistema koju ¢ine ACE2/Ang (1-7)/ Mas. Relativni odnos ekspresije ACE/ACE2 u tkivu
plaka je u poredenju sa kontrolnim tkivom arterije bio statisticki znacajno nizi i to 3.4
puta u muSkom polu, dok je kod zena bio nizi 2.7 puta. Utvrdeno smanjenje nivoa
ekspresije ACE/ACE2 u poredenju sa kontrolnim tkivom arterije bi moglo da ukaze da
u tkivu plaka mogu dominirati drugi enzimi koji u€estvuju u generisanju Ang II. Naime
u aorti coveka zahvacenoj aterosklerozom je pokazano da Ang II moze da se generiSe
nezavisno od ACE enzimam, enzimom himazom (lhara i sar., 1999). Sugerisano je da
koekspresija ACE/ACE2 u tkivima ¢oveka moZe da predstavlja jedan od primarnih
model sistema za izu¢avanje komparativne Celijske biologije ACE i ACE2, odnosno
njihove opozitne funkcije u remodelovanju tkiva kod coveka (Guy i sar., 2008).
Reciprocna ekspresija ACE 1 ACE2 (poviSen nivo jednog enzima, a smanjen nivo
drugog enzima) u obolelom bubregu i srcu ispitanika sa hipertenzijom je u poredenju sa

zdravim tkivom implicirala na disbalans ova dva enzima (Koka i sar. 2008). Povisen

125



Diskusija

ekspresioni nivo jednog enzima u poredenju sa drugim a moze da determiniSe odnos
angiotenzinskih peptida koju ovi enzimi generiSu (Ang II/Ang (1-7)), a samim tim u
ukaze u kom je smeru pomeren balans RAS sistema u tkivu aterosklerotskog plaka.

Analiza ekspresionog nivoa kolektrina (TMEMZ27). Ekspresija kolektrina u
aterosklerotskom plaku do sada nije detektovana. U kontrolnim tkivu arterije zdravog
coveka ekspresioni nivo iRNK za TMEMZ27 nije detektovan. Medutim u tkivu
karotidnog aterosklerotskog plaka je utvrden ekspresioni nivo TMEM27. S obzirom je
uloga TMEM27 vezana za regulaciju homeostaze u tkivima nije iznenadujuca detekcija
TMEM27 u tkivu karotidnog aterosklerotskog plaka. Nivo ekspresije IRNK za
TMEM27 se izmedu fenotipova plaka nije statitistiCki znafajno razlikovao. Nivo
ekspresije kolektrina je pod kontrolom visokih koncentracija soli (Yasuhara i sar.,
2008). Na taj na¢in bi mogao biti odgovoran u zadrzavanju soli 1 vode 1 nastanku HT
osetljive na koli¢inu unete soli (Yasuhara 1 sar., 2008). Pacijenti sa KA u naSoj studiji

kod kojih je detektovan TMEMZ27 jesu u velikom procentu hipertenzivni (88.5 %).

Geneticko-epidemioloSka analiza zajedno sa analizom ekspresije gena RAS je imala za
cilj da utvrdi da li je prisustvo alelelnih varijanti polimorfizamabu u genima za RAS
asocirano sa predispozicijom za nastanak KA, njenim klinickim karakteristikama 1
dogadajima i da li one uti¢u na nivo ekspresije iRNK za komponente RAS na tkivhom
nivou, u aterosklerotskom plaku. lako su GWAS studije (eng. genome wide association
studies, GWAS) "mainstream" u otkrivanju genetickih faktora rizika u bolesti, pristup
izuc¢avanja gena kandidata i dalje je aktuelan u genetickoj epidemiologiji, jer direktno
povezuje pojedinaéne gene sa fenotipom u bolesti. Geneticko-epidemioloska analiza
funkcionalnih polimorfizama u genima RAS u ispitanom uzorku u populaciji Srbije,
izmedu kontrolne grupe zdravih ispitanika i1 pacijenata sa KA, za ispitivane
polimorfizme u genima RAS nije pokazala statisticki znacajnu asocijaciju sa nastankom
bolesti. Medutim, u grupi pacijenata sa KA polimorfizam I/D u genu za ACE i A1166C
u genu za ATR1 bili su asocirani sa formiranjem NAP. U skladu sa tim ova dva
polimorfizma bi se mogla izdvojiti kao znaajni prognosticki markeri za formiranje
nestabilnih lezija. Polimorfizmi, 1/D u genu za ACE i A/G -1332 u genu za ATR2 bi
kod muskaraca mogli biti markeri koji moduliSu tok bolesti u smeru nastanka TIA i

CVL Ipak treba imati u vidu da studije asocijacije pojedina¢nih genotipova sa
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fenotipovima bolesti u velikom broju slucajeva otkrivaju mali deo totalnog,
kombinovanog uticaja vise gena ili viSe polimorfizama unutar istog gena. Stoga je jedan
od nasih buducih ciljeva u daljem istrazivanju da utvrdi kombinovani efekat ovih
polimorfizama (epistaticke interakcije) sa fenotipom bolesti koji bi dodatno pomogao
bolje definisanje genetiCkog profila pacijenata sa KA. Otkrivanje genetickih markera
RAS u KA bi mogla biti od znac¢aja za bolju optimizaciji terapije ateroskleroze u bliskoj
buduénosti. U tkivu plaka, polimorfizmi I/D u genu za ACE i A1166C u genu za ATR1
nisu modulisali ekspresiju iIRNK za ove molekule. Pokazali smo da je u grupi Zena
polimorfizam A1166C asociran sa povisenim nivoom miR-155. Nivo ekspresije
proteina ATR1 je bio statisticki znacajno visi u NAP u odnosu na SAP. Interakcija
izmedu polimorfizma A1166C u genu za ATR1, nivoa ekspresije miR-155 i proteinskog
nivoa ATR1 bi mogla da ima kriticnu ulogu u progresiji karotidne ateroskleroze.
Statisticki znacajno nizi odnos ekspresije ACE/ACE2 u tkivu plaka u poredenju sa
kontrolnim tkivom arterije sugeriSe na vecu ekspresiju ACE2 u odnosu na ACE u tkuvu
aterosklerotskog plaka. To ukazuje na disbalans u sintezi ova dva enzimska molekula u
karotidnom aterosklerotskom tkivu u odnosu na odnos koji postoji u kontrolnom tkivu.
Utvrden visi nivo ekspresije ACE2 u tkivu nestabilnog plaka (kod Zena) moze ukazati
na kompezatornu ulogu ACE2 u procesu remodelovanja tkiva posle rupture u plaku.
TMEM27 je prvi put detektovan u tkivu karotidnog aterosklerotskog plaka. S obzirom
da ovaj molekul moze da ukaze na poremecaj metabolizma AK, jedan od ciljeva
buducih istrazivanja bi bio da utvrdi kakva je korelacija ekspresionog nivoa TMEM27

sa nivoom homocistena, poznatog nezavisnog faktora rizika arteroskleroze.
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6. ZAKLJUCCI

1. Polimorfizmi I/D u genu za ACE,A1166C u genu za ATR1 i -1332 A/IG u
genu za ATR2 nisu asocirani sa rizikom za nastanak karotidne
ateroskleroze (KA) u ispitanom uzorku u populaciji Srbije.

2. Polimorfizam 1/D u genu za ACE je nezavisni faktor rizika za formiranje
nestabilnog aterosklerotskogplaka (NAP) u grupi pacijenata muskog pola.
Nosioci genotipa II imaju 2.52 puta veci korigovani rizik za formiranje
NAP od nosioca genotipova koji sadrze alel D.

3. Polimorfizma A1166C u genu za ATR1 je nezavistan faktor rizika za
formiranje nestabilnog aterosklerotskog plaka (NAP). Nosioci alela C, po
dominantnom modelu nasledivanja, imaju 1.94 puta veci korigovani rizik
za formiranje NAP od nosilaca genotipa AA.

4. Polimorfizam -1332 A/G u genu za ATR2 nije asociran sa rizikom za
formiranje NAP kod pacijenata sa KA.

5. Polimorfizam -1332 A/G u genu za ATR2 je znaajan nezavistan faktor
rizika za nastanak cerebrovaskularnog insulta (CVI) u grupi pacijenata
muskog pola. Hemizigot G/- je asociran sa 2.67 ve¢im korigovanim
rizikom za nastanak CV1 u odnosu na hemizigot A/-.

6. Polimorfizam I/D u genu za ACEje asociran sa nastankom prolaznog
ishemijskog dogadaja (TIA) u grupi pacijenata muskog pola. Genotip DD,
po recesivnom modelu nasledivanja, asociran je sa 2.2 puta velim
korigovanim rizikom za nastanak TIA nego genotipovi koji sadrze alel 1.

7. U tkivu Kkarotidnog aterosklerotskog plaka iIRNK za ACE, ACE2,
TMEM27 i ATRL1 se eksprimira, a IRNK za ATR2 se ne eksprimira.

8. Utvrdeni ekspresioni nivoi iRNK za ACE i ACE2 subili zna€ajno sniZeni u
plaku pacijenata oba pola u odnosu na kontrolno tkivo arterije.Relativni
nivo ekspresije iRNK za ACE u poredenju sa nivoom iRNK za ACE2 bio

je statisticki znacajno niZzi.
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Zakljucci

Relativni odnos ekspresije ACE/ACE2 u tkivu karotidnog aterosklerotskog
plaka je u poredenju sa kontrolnim tkivom arterije bio 3.4 puta statisticki
znacajno nizi kod muskaraca, a 2.7 puta kod Zena.

Nivoi ekspresije iIRNK za ACE i1 ATR1 se nisu statisticki znacajno
razlikovali po genotipovima ispitivanih polimorfizma 1/D i A1166C.

U tkivu karotidnog aterosklerotskog plaka je utvrdena ekspresija mikro-
RNK, miR-155.Utvrdeni nivo ekspresije miR-155 se po tipu plaka nije
statisti¢ki znacajno razlikovao.

Nivo ekspresije miR-155 se statisticki znacajno razlikovao u odnosu na
genotipove polimorfizma A1166C u genu za ATR1 u grupi pacijenata
zenskog pola. Genotip CC je, po recesivnom modelu nasledivanja,
statisticki zna€ajno asociran sa viSim nivoom ekspresije miR-155.

Nivo ekspresije proteina ATR1 bio je statisticki znacajno visi u NAP u
odnosu na stabilni aterosklerotski plak, dok se nivoi proteina ACE2 i ATR2
nisu statisti¢ki znacajno razlikovali po tipu plaka.

Nivoi ekspresije proteinaATR1 1 ATR2 nisuse statisticki znacajno
razlikovali po genotipovima ispitivanih polimorfizama A1166C i -1332
A/G.
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PRILOZI
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Prilog A. Profili amplifikacije iRNK (cDNK) ciljnih gena za a) ACE b) ACE2 u tkivu aterosklerotskog
plaka pacijenata sa karotidnom aterosklerozom (KA). Na graficima je logaritamski prikaz amplifikacije u
vidu zavisnosti delta RN od broja ciklusa PCR. Zelena horizontalna linija predstavlja automatski podesen
"treshold". Presek ove linije sa eksponencijalnom fazom krive amplifikacije ciljne sekvence u

analiziranom uzorku definiSe Ct vrednost (Applied Biosystems, 7500 Real Time PCR System SDS
Softwere).



Delta Rn vs Cycle
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Prilog B. Profili amplifikacije malih nekodiraju¢ih RNK ¢) miR-155 d) RNU-44 u tkivu aterosklerotskog
plaka pacijenata sa karotidnom aterosklerozom (KA). Na graficima je logaritamski prikaz amplifikacije u
vidu zavisnosti deltaRN od brorizontalna ciklusa PCR. Zelena horizontalan linija predstavlja automatski
podesen "treshold". Presek ove linije sa eksponencijalnom fazom krive amplifikacije ciljne sekvence u

analiziranom uzorku definiSe Ct vrednost (Applied Biosystems, 7500 Real Time PCR System SDS
Softwere).
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Mpunor 1.

U3jaBa o ayTopcTBY

MNoTnucaHu-a AHa Konakosuh

Opoj ynuca MO 070006

UsjaBrbyjem
[0a je JOKTOpCKa aucepTaumja nog HacnoBoM

[eHeTMYKO-eNMaEeMMONIOLLIKa aHann3a n aHanmnsa eKCnpecuje reHa PEHNH-aHIMOTEH3NH CUCTEMA

(RAS) v kapoTMaHOj aTepocknepo3n o YoBeKa

e pes3ynTaT CONCTBEHOT MCTPaXXMBaYKor paja,

e [a npejsioxeHa gucepraumja y LenvHn HA 'y AenoBrMMa Huje 6una npearoxeHa
3a gobujake OuNo Koje gunnome npema CTyaujcKuM nporpaMmmma gpyrux
BMCOKOLLIKOJICKMX YCTaHOBA,

e [a Cy pe3ynTaTh KOPeKTHO HaBedEHU U

e [a HMCaM KpLmo/na ayTopcka npaBa W KOPUCTMO MHTEnNeKTyarHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTtnuc gokropaHAaa

Y beorpaagy, _29.11.2013

ju a iz:(jax.;e vic




Mpunor 2.

MU3jaBa 0 LICTOBETHOCTM LUTaMMNaHe U eNieKTPOHCKe
Bep3unje AOKTOPCKOr paaa

Mme n npeanme aytopa _AHa Konakosuh

Bpoj ynnca _ O 070006

Ctyanjckm nporpam MonekynapHa 6uonoruja

Hacnos paga

[[eHeTMYKo-ennaeMMonoLLIKa aHanM3a W aHanuasa ekcnpecuje reHa peHUH-aHrMOTEH3UH

cuctema (RAS) v KapoTUAHO| aTepoCcKnepo3n Ko YoBeka

MeHTtop ap Anekcangpa CtaHkoBuh, BULIWM Hay4YHW capadHuk MHCTUTYTa 3a

HykrneapHe Hayke ,BuH4ya“

ap NopaH Bpajyuwikosuh, BaHpeagHu npodecop , buonowikor pakynterta, YHuBep3uteTta

y beorpagy

MNoTtnncann Axa Konakosuh

n3jaBrbyjemM fa je wTamnaHa Bep3unja MOor JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA efleKTPOHCKO)
BEp3NjM Kojy cam npegao/na 3a objaBrbuBawe Ha noprtany OurutanHor
peno3uTtopujyma YHuBep3uteTa y beorpaay.

[losBorbaBam ga ce objaBe MOjM NMYHM nogauM Be3aHu 3a gobujake akagemckor
3Batba JOKTOpA Hayka, Kao LWTO Cy UMe 1 Npe3nme, roauHa n MecTto pohera u gatym
ogbpaHe paga.

OBn nnyHM nogaum Mory ce o6jaBuTM Ha MPEeXHUM CTpaHuuama aurutanHe
OmMbnunoTeke, y eNEeKTPOHCKOM KaTarnory n y nybnvkaumnjama YHueepauteTa y beorpaay.

Motnuc gokropaHaa

Y beorpaagy, _29.11.2013.

ju a %Cw..o vic




Mpwunor 3.

U3sjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuepautetcky oubnuoteky ,Cetosap Mapkosuh® ga y OurutanHu
pernosntopujym YHusepauTeta y beorpagy yHece Mojy OOKTOPCKY AucepTtauujy nog
HacrnoBom:

eHeTNYKO-eNMOEeMUOSIOLLIKa aHanusa U aHanunsa ekcrnpecuje reHa peH1H-aHrmoTeH3nH
cuctema (RAS) v KapoTuaHO| atepockneposun Ko Yoseka

Koja je Moje ayTopcko geno.

[ucepTtaumnjy ca ceum npunosmma npegao/na cam y enekTpoHckom opmaTy norogHoM
3a TpajHO apxMBMparE.

Mojy OokTopcky aucepTtaumjy noxpaweHy y OurntanHm penosntopujym YHuBepsuteTta
y beorpagy mory ga kopucte CBM KOju NOLWWITYjy ogpende cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4yno/na.

1. AytopcTBOo
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLUMjanHO

3. AyTopcTBO — HEKOMepUuujanHo — 6e3 npepaje

4. AyTOpCTBO — HEKOMEpPUWjanHo — genuTn nog UCTUM ycrosmma
5. AytopcTBOo — 06e3 npepage
6. AyTOpCTBO — OenuTn Nog UCTUM yCroBMMa

(Monnmo Oa 3aoKpyxuTe camo jedHy O LWecT MOoHyheHWx nuueHun, Kpatak onuc
NMuUeHum gart je Ha nonehunHmn nucra).

MoTtnuc pokTopaHaa

Y beorpaagy, _29.12.2013.

ju a iz:(,’a.x..e vic




1. AytopcTBo - [lo3BorbaBaTe yMHOXaBahe, ANCTPUOYLM)y M jaBHO caoniluTaBahe
Jena, n npepage, ako ce HaBefde UMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of CTpaHe ayTopa
unu gaeaoua nuueHue, Yak n y komepumjanHe cepxe. OBo je HajcnoboaHuja og CBuX
nUEHLM.

2. AytopcTBO — HekomepuwmjanHo. [lo3sorbaBaTe yMHOXaBake, ANCTpUbyuujy 1 jaBHo
caorwTtaBawe Aena, u npepage, ako ce Hasege UMe aytopa Ha HauumH ogpeheH of
CcTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He O03BOSbaBa KoMepLumjanHy
ynoTpeby gena.

3. AytopcTtBo - HekomepumjanHo — 6e3 npepage. [o3BorbaBaTte YyMHOXaBak-e,
anctpmbyumnjy n jaBHo caonwTtaBake fena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka WK
ynoTpebe gena y CBOM [eny, ako ce HaBede MMe ayTtopa Ha HauuH ogpefheH of
CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 403BOrbaBa KoMepLujanHy
ynoTpeby aena. Y ogHocy Ha cBe ocTtarne nuueHue, OBOM NULIEHLOM Ce orpaHnyaBa
Hajsehu obum npasa kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HekomepuujanHo — AenuTn nog Uctum ycrosuma. [Jo3BorbaBate
YMHOXaBahe, ANcTpnbyunjy 1 jaBHO caonwitaBawe Aerna, u npepage, ako ce HaBee
nMe ayTopa Ha HaudvH odpefheH of CcTpaHe ayTopa wnu gasaoua nuueHue U ako ce
npepaga Aauctpubympa nog WCTOM WM cnnyHoM nuueHuom. OBa nuvueHua He
A03BOSbaBa KoMepuujanHy ynotpeby gena v npepaga.

5. AytopctBo — 6Ge3 npepage. [Jo3BorbaBaTte yMHOXaBawe, OUCTPUMOYUU)y M jaBHO
caonwTaBakwe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka Unmn ynotpebe gena y cBom geny,
aKko Cce HaBede Mme ayTopa Ha HauvH ogpeheH of CTpaHe ayTopa unM gasaoua
nunueHue. OBa nyueHuUa Jo3BoSbaBa koMmepuumjanHy ynotpeby gena.

6. AyTopcTBO - denutu nog uCTMM ycrosBuma. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBahwe,
anctpnbyuujy 1 jaBHO caonwitaBakwe gena, U npepage, ako ce HaBede nme aytopa Ha
HauMH ogpefeH oA cTpaHe ayTopa WM JaBaoua NuuUeHue M ako ce npepajga
anctpubyupa nog uCTOM wunm cnudHoM nmueHuom. OBa nuvueHua [03BOSbaBa
KomepuujanHy ynotpeby gena v npepaga. CnivyHa je codpTBEpCKMM nuueHuama,
OLHOCHO NuLeHuama OTBOPEHOr Koaa.
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