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Ekspresije gena markera inflamacije i fibroze i gena kandidata za optimizovanu ¢elijsku
terapiju kod pacijenata sa sistemskom sklerozom

Rezime

Sistemska skleroza (SSc) je retka, heterogena, multisistemska, autoimuna bolest
nepoznate etiologije sa varijabilnim klinickim manifestacijama i1 nepredvidivim i1 Cesto
letalnim ishodom. Osnovne karakteristike ove bolesti su poremecaji u imunom sistemu i
inflamacija, vaskulopatija, preterana produkcija komponenti vancelijskog matriksa i
progresivna fibroza koze i unutrasnjih organa. Pronalazenje novih biomarkera, koji bi
omogucili bolje razumevanje patogeneze same bolesti, bilo bi od presudne vaznosti za ranije
uspostavljanje dijagnoze, bolju klasifikaciju pacijenata i primenu adekvatnije terapije. Stoga
je u okviru ove teze ispitana asocijacija odabranih geneti¢kih varijanti u genima IRAKL i
miRNK-146a sa predispozicijom za razvoj SSc. Takode, u cilju otkrivanja potencijalno novih
i pouzdanih biomarkera pracena je ekspresija odabranih ucesnika signalnih puteva
JAK2/STAT3 i NF-kB, ukljucenih u proces inflamacije na sistemskom i proces fibroze na
lokalnom nivou. Upotreba celijske terapije u lecenju oStecenja malih zglobova kod ovih
pacijenata jedan je od potencijalno novih terapeutskih pristupa. Uprkos rastu¢em znanju 1
upotrebi mezenhimskih mati¢nih ¢elija izolovanih iz adopoznog tkiva (aMMC) u éelijskoj
terapiji, veoma malo se zna kako gajenje ovih Celija u laboratorijskim uslovima utice na
njihovu sposobnost samoobnove i potencijal za diferencijaciju u hondrocite. U cilju
ispitivanja uticaja duzine gajenja c¢elija na njithovu sposobnost samoobnove i potencijala za
hondrogenu diferencijaciju, pracena je ekspresija gena markera mati¢nosti i hondrogene
diferencijacije tokom in vitro kultivacije ovih ¢elija.

Studija asocijacije odabranih genetic¢kih varijanti, IRAK1 rs3027898 C>A i miRNK-
146a rs2910164 G>C izvedena je na grupi od 102 SSc pacijenata i 66 zdravih ispitanika,
direktnim sekvenciranjem po Sangeru. Relativna kvantifikaciona analiza ekspresije gena IL6,
JAK2, STAT3, TLR7, TLR9, IRAK1 i miRNK-146a u mononuklearnim ¢elijama periferne
krvi (MNCPK), izvriena je na podgrupi od 50 SSc pacijenata i 13 zdravih ispitanika, dok je
ekspresiona analiza odabranih gena na lokalnom nivou izvedena na uzorcima tkiva koze, sa

1 bez fibroticnih promena, poreklom iz 5 SSc pacijenata. Nakon fenotipske karakterizacije



mati¢nih ¢elija poreklom iz masnog tkiva 4 pacijenta, za ispitivanje uticaja dugotrajne in
vitro propagacije ovih ¢elija u kulturi na njihove karakteristike, pratili su se, tokom ranog i
kasnog pasaza, tokom hondrogene diferencijacije, ekspresioni nivoi gena mati¢nosti OCT4 i
NANOG, i gena SOX5, SOX6, SOX9 i COL1AL, ukljucenih u najranije faze hondrogeneze.

Sve ekspresione analize vrsene su metodom RT-qPCR.

Rezultati studije asocijacije na nasoj grupi pacijenata ukazali su na to da varijanta
IRAK1 rs3027898 nije predisponirajuci faktor za nastanak SSc. Analiza distribucije genotipa
za varijantu miRNK-146a rs2910164 pokazala je da nosioci CC genotipa imaju 10 puta veéu
Sansu za razvoj pluéne fibroze i aktivnog oblika bolesti u odnosu na nosioce GG i GC

genotipa.

Na sistemskom nivou, kod SSc pacijenata, detektovane su poviSene ekspresije gena
IL6 i TLR7, kao i sniZzene ekspresije gena TLR9, JAK2, IRAK1 i miRNK-146a. Ekspresije
gena JAK2, IRAK1 i miRNK-146a pokazale su se kao polno specifi¢ne. Izmenjene ekspresije
gena TLR7, IRAK1 i miRNK-146a, usled asociranosti sa odredenom klini¢kim simptomom,
predstavlaju potencijalne markere za bolju stratifikaciju SSc pacijenata. Preliminarna analiza
relativnih ekspresija odabranih gena na lokalnom nivou, pokazala je snazan trend ka redukciji
ekspresije svih ispitivanih gena u uzorcima tkiva koze sa fibroticnim promenama u odnosu

na tkivo bez promena poreklom iz istog pacijenta.

Merenjem ekspresije gena markera mati¢nosti, OCT4 i NANOG, tokom in vitro
propagacije aMMC u kulturi, dobija se uvid o razlikama u sposobnosti samoobnavljanja ovih
¢elija poreklom iz razli¢itih pacijenata, jer su rezultati dobijeni ispitivanjem ekspresije ovih
gena u ranom 1 kasnom pasazu, pokazali razli¢it trend kod analiziranih pacijenata.
Kvantifikaciona analiza ekspresije odabranih gena, pre i nakon hondrogene difrencijacije u
in vitro uslovima, pokazala je da geni SOX5, SOX6 i COL1AL pokazuju isti trend povecanja
ekspresije u difrenciranim u odnosu na nediferencirane ¢elije, kako u ranom tako i u kasnom
pasazu. Ovi rezultati pokazuju da ovi geni mogu biti potencijalno dobri prognosti¢ki markeri

za praéenje potencijala aMMC za hondrogenu diferencijaciju.



Rezultati ove studije pruzili su nove uvide u sloZenu i nedovoljno istrazenu geneticku
osnovu SSc i ukazali da ispitivana geneticka varijanta miRNK-146a rs2910164 predstavlja
faktor rizika za razvoj pluéne fibroze i aktivnog oblika bolesti kod obolelih od SSc. Takode,
rezultati kvantifikacionih analiza ukazuju na to da su izmenjena ekspresija analiziranih gena
1 njihove narusene medusobne interakcije uklju¢ene u mehanizam nastanka i odrzavanja
procesa inflamacije u SSc na sistemskom nivou, i da mogu predstavljati potencijalno nove i
pouzdane biomarkeri za SSc, ali i markere koji mogu doprineti boljoj klasifikaciji, pra¢enju
toka bolesti i prognozi ishoda. Preliminarna analiza ekspresionih profila gena uklju¢enih u
proces fibroze na lokalnom nivou ukazala je na to da je izmenjena ekspresija odabranih gena
ukljucena u patoloski proces zarastanja rana i posledi¢ni nastanak fibroze. Osim toga,
rezultati ove studije pruzili su nove informacije o uticaju broja celijskih ciklusa pri
propagaciji aMMC u éelijskoj kulturi na odrZavanje mati¢nosti aMMC i njihovog potencijala
za hondrogenu diferencijaciju. Ovakav pristup moze doprineti dodatnoj optimizaciji ovog
personalizovanog terapijskog pristupa. Razumevanje biologije mati¢nih ¢éelija ¢e dovesti do
saznanja o tome koji geni su klju¢ni za uspeh terapije i njihova se ekspresija moze koristitit
kao biomarker za optimizaciju i individualizaciju le¢enja artritisa malih zglobova kod SSc

pacijenata.

Klju¢ne redi: Sistemska skleroza, inflamacija, fibroza, biomarkeri, analiza ekspresije
gena, signalni put JAK2/STATS, signalni put NF-kB, mezenhimske mati¢ne celije

izolovane iz adopoznog tkiva - aMMC, optimizacija éelijske terapije
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Expression of genes associated with inflammation and fibrosis and candidate
genes for cell therapy optimization in patients with systemic sclerosis

Abstract

Systemic sclerosis (SSc) is a rare heterogeneous, multisystem, autoimmune disease
with unknown etiology, characterized with variable clinical manifestations, and
unpredictable and often lethal outcome. The basic mechanism of the disease appears to
involve aberrant immune activation and inflammation, vasculopathy, overproduction of
extracellular matrix proteins and progressive fibrosis of skin and internal organs. The
identification of novel biomarkers will not only enable a better understanding of the disease
pathogenesis, but also contribute to earlier establishment of diagnosis, better classification of
patients, and the application of more appropriate therapy. Therefore, within this thesis, it was
examined the association of selected genetic variants in the IRAK1 and miRNA-146a genes
with the predisposition for development of SSc. In order to discover potentially novel and
reliable biomarkers, the expression of selected participants of JAK2/STAT3 and NF-kB
signal pathways, involved in the process of inflammation at the systemic and process of
fibrosis at the local level, was examined. Stem cell therapy, is one of the potential new
therapeutic approaches in the treatment of small-joint damage in SSc patients. Despite
growing knowledge and utilization of adipose tissue-derived mesenchymal stem cell (aMSC)
in therapy, very little known about how prolonged cultivation of these cells in laboratory
conditions affects their ability for self-renewal and their potential for differentiation into
functional chondrocytes. In order to investigate the influence of the long-term ex vivo
cultivation on their potency and potential for chondrogenic diferrentiation, the expression of
genes, markers of stemness, as well as markers for chondrogenic differentiation, during
prolonged in vitro aMSC cultivation, was investigated.

The association study between selected genetic variants, IRAK1 rs3027898 C> A and
miRNA-146a rs2910164 G> C, and susceptibility to SSc was performed on a group of 102
SSc patients and 66 healthy subjects, by Sanger sequencing. Relative quantification analysis
of the IL6, JAK2, STAT3, TLR7, TLR9, IRAK1 and miRNA-146a gene expressions in

peripheral blood mononuclear cells, were performed on a subgroup of 50 SSc patients and



13 healthy subjects, while the expression analyzes of selected genes at the local level were
performed on skin tissue samples, with and without fibrotic changes, originating from 5 SSc
patients. After phenotypic characterization of MSC derived from adipose tissue of 4 patients,
for examining the effect of long-term in vitro propagation of these cells in culture on their
characteristics, the expression levels of stemness genes, OCT4 and NANOG, and genes
involved in the earliest stages of chondrogenesis, SOX5, SOX6, SOX9, and COL1AL1, were
determined during early and late passage, during the course of chondrogenic differentiation.
All expression analyzes were performed using the RT-qPCR method.

The results of the association study on our patient group indicated that the IRAK1
rs3027898 variant is not a predisposing factor for the development of SSc. The analysis of
the genotype distribution for the miRNA-146a rs2910164 variant showed that carriers of the
CC genotype have a 10 times greater chance for developing pulmonary fibrosis and the active

form of the disease.

At systemic level, the elevation of IL6 and TLR7, and reduction of TLR9, JAK2,
IRAK1 and miRNA-146a gene expression was detected in SSc patients . The expression of
the JAK2, IRAK1 and miRNA-146a genes was shown to be gender specific. The altered
expression of the TLR7, IRAK1 and miRNA-146a genes, due to its association with a
particular clinical symptoms, might present a potential markers for better stratification of SSc
patients. Preliminary analysis of relative expression of the selected genes at the local level,
showed a strong trend towards reducing the expression of all examined genes in skin tissue
samples with fibrotic changes in comparison with the tissue without changes, originating

from the same patient.

By measuring the expression levels of the stemness genes, OCT4 and NANOG, during
in vitro propagation of aMSC in culture, we got an insight into the differences in the self-
renewal ability of these cells between patients. The results obtained by monitoring the
expression of these genes in early and late passage, showed a different trend of expression
changes in analyzed patients. The quantification analysis of the expression of selected genes,
during the course of chondrogeic differentiation in in vitro conditions, showed that the genes



SOX5, SOX6, and COL1A1 exhibit the same trend towards increasing their expression in
differentiated compared to undifferentiated cells, both in the early and late passage. These
results show that these genes may be potentially good prognostic markers for monitoring the
potential of aMSC for chondrogenic differentiation.

The results from this study provided new insights into the complex and insufficiently
investigated genetic basis of SSc and indicated that the investigated miRNA-146a rs2910164
genetic variant, represents a risk factor for the development of pulmonary fibrosis and active
form of disease in SSc patients. The results of the quantification analyzes indicated that
changed expression of the analyzed genes and their altered interactions are involved in the
mechanism for appearance and maintenance of the inflammation process at the systemic level
in SSc, and that they can represent potentially novel and reliable biomarkers for SSc, but also
markers that can contribute to better classification, disease monitoring and outcome
prediction. Preliminary analysis of gene expression profiles involved in the process of
fibrosis at the local level, indicated that altered expression of selected genes was involved in
the pathological process of wound healing and consequent fibrosis. In addition, the results of
this study provided new information on the impact of the number of cell cycles on
maintaining the aMSC self-renewal ability and potential for chondrogenic differentiation.
This approach can contribute to the additional optimization of this personalized therapeutic
approach. The understanding of the stem cell biology can provide knowledge about crucial
genes for the therapy success and their expression levels can be used as biomarkers for the

optimization and individualization of treatment of small joint arthritis in SSc patients.

Keywords: Systemic sclerosis, inflammation, fibrosis, gene expression analyzes,
biomarkers, signal pathway JAK2/STATS3, signal pathway NF-kB, addipose tissue-
derived MSC, optimization of cell therapy
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Lista skracenica:

SSc- sistemska skleroza
AB- autoimune bolesti
ACR- Ameri¢ki koledZ za reumatologiju

EULAR- Evropska liga za borbu protiv
reumatizma

mRSS- modifikovani Rodnanov kozni indeks
VC- vitalni kapacitet pluca

DLCO- difuzni kapacitet pluca za ugljen-
monoksid

HRCT- kompjuterizovana tomografija grudnog
kosa visoke rezolucije

dSSc-difuzni oblik SSc

ISSc- limitirani/ogranic¢eni oblik SSc¢
ATA- anti-topoizomerazna antitela
ACA - anti-centromerna antitela
PAH- pluéna arteriska hipertenzija
IPF- idiopatska plu¢na fibroza

SLE- sistemski eritemski lupus

RA- reumatoidni artritis

MS- multipla skleroza

IBD- inflamatorne bolesti creva

SS- Sjégrenov sindrom

PsA- psorijati¢ni artritis

MNCPK- mononuklearne ¢elija periferne krvi
NK- nukleinska kiselina

IK- imuno kompleksi

PAMP- molekularni paterni asocirani sa
patogenima

DAMP- molekuli koji se oslobadaju oste¢enjem

¢elijskih struktura

ICAM1- intracelularni adhezivni molekul 1

VCAML1- vaskularni ¢elijski adhezivni molekul 1

MCP1- monocitni hemotaksi¢ni protein 1
DC- dendritiéne ¢elije

miRNK- mikro RNK molekuli
pre-miRNK- prekusorska miRNK molekula
3’-UTR- 3’- netranslatirajuci region

SNV- zamena jednog nukleotida

PCR- reakcija lan¢anog umnozavanja
gPCR- PCR u realnom vremenu

RT-gPCR- PCR u realnom vremenu kome
predhodi reverzna transkripcija

VCM- vanéelijski matriks

MMC- mezenhimske mati¢ne éelije
aMMC- MMC poreklom iz masnog tkiva
aSMA- a-aktinina glatkih misiénih ¢elija
HWE- Hardi-Vajnbergova ravnoteza
OR- koli¢nik verovatnoce

Cl- 95% interval poverenja

ROC- mera kvaliteta prediktivnog modela
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1. 1. Sistemska skleroza

Sistemska skleroza (SSc) je heterogena, multisistemska, autoimuna bolest nepoznate
etiologije, sa varijabilnim klinickim manifestacijama 1 nepredvidivim i1 Cesto letalnim
ishodom (Affandi i sar., 2015; Varga i Abraham, 2007). Osnovne karakteristike ove bolesti
Su poremecaji u imunom sistemu, inflamacija, mikroangiopatija, preterana produkcija
komponenti vanéelijskog matriksa i progresivna intersticijalna i perivaskularna fibroza koze
i unutra$njih organa (Makino i Jinnin, 2016; Varga i Abraham, 2007). Upravo progresivna
fibroza unutrasnjih organa, prvenstveno pluca, bubrega i srca, predstavlja glavni faktor rizika

za tesko zdravstveno stanje i prevremenu smrt kod SSc pacijenata (ludici i sar., 2015).

Prijavljena stopa prevalence za SSc je u proseku 1 slucaj na 1000 stanovnika, dok je
stopa incidence procenjena na 0,6-19 novih slu¢ajeva obolelih na milion stanovnika godisnje
za evropsko stanovni$tvo (Denton i Black, 2005; Kanecki i sar., 2017). Kao i ve¢ina
autoimunih bolesti (AB), SSc predstavlja primer imunoloSkog poremecaja koji se pretezno
ispoljava kod osoba Zenskog pola, gde na 4-9 obolelih osoba Zenskog pola dolazi 1 obolela
osoba muskog pola. SSc se veoma retko javlja u mladem zivotnom dobu, a maksimalna
incidenca je obi¢no izmedu 45 i 64 godine starosti sa nesto ranijom pojavom bolesti kod

osoba zenskog pola (Chifflot i sar., 2008; Meier i sar., 2012; Whitacre, 2001).

Prva objektivna promena koja se ispoljava kod vise od 95% bolesnika je Raynaudov
fenomen koji predstavlja povremene epizodne pojave bledih i modrih prstiju ruku i stopala,
usled vazospazma, pri izlaganju hladno¢i i/ili pri emocionalnom stresu, praéene sa osecajem
boli, pecenja ili pak gubitkom osecaja dodira i otokom, a u ekstremnim slu¢ajevima moze
rezultovati neugodnim ulceracijama (¢irevima) na koZzi. NajéeS¢e privremeno prolaze
zagrevanjem tih delova tela. Osim prstiju Saka i stopala, moze se ispoljiti i na ostalim
isturenim delovima tela. Raynaudov fenomen uglavnom predhodi ostalim klinickim
znakovima SSc, tako da se moze javiti i godinama pre ispoljavanja prvog slede¢eg SSc
simptoma (Generini i sar., 1996). Ono $to sledi nakon Raynaudovog fenomena su uglavnom
bezbolni otok 1 osecaj zatezanja prstiju ruku ili ¢itavih Saka. Kako koZa postaje sve vise

zategnuta, zadebljala i tvrda, ona postepeno gubi fine nabore i gubi elasti¢nost, i pojavljuju
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se polja hiper ili hipopigmentacije. Lice gubi finu mimiku usled uznaredovale fibroze koze,
usni otvor se smanjuje, a oko usana se formiraju brazde, nos postaje sve vise vizuelno

Kako je zadebljala i zategnuta koza glavna klinicka karakteristika SSc ona predstavlja
i osnovu za uspostavljanje dijagnoze prema vazeéim Kklasifikacionim Kriterijumima
uspostavljenim 2013. godine od strane Ameri¢kog koledza za reumatologiju (ACR) i
Evropske lige za borbu protiv reumatizma (EULAR). Pacijenti sa SSc obi¢no se klasifikuju
u dve dobro poznate klini¢ke podgrupe na osnovu obrasca i stepena zahvacéenosti koze, ali i
unutra$njih organa, fibroti¢nim promenama (LeRoy i Medsger, 2001; van den Hoogen i sar.,
2013). Ova Kklasifikacija delimi¢no odslikava tezinu bolesti, kao i asocijaciju bolesti sa
prisustvom specifi¢nih autoantitela, koja su prisutna u vise od 90% SSc pacijenata. Difuzni
oblik SSc (dSSc), karakteri$e se brzom i progresivnom fibrozom koze podlaktica, ruku, lica,
trupa i donjih ekstremiteta, ali i plu¢a i drugih unutrasnjih organa. Ovaj oblik tipi¢no je
asociran sa prisustvom anti-topoizomeraznih (ATA), anti-topoizomeraznih | (Scl-70) i anti-
cesto je povezan sa razvojem intersticijalne bolesti plu¢a kao i poremecajima u kostano-
miSi¢nom sistemu. Nasuprot njemu, limitirani ili ograniceni oblik SSc (ISSc) karakteriSe se
sporom i ograni¢enom fibrozom koze lica, donjih distalnih ekstremiteta, prstiju i $aka, koja
se u retkim slusajevima javlja i u unutrasnjim organima, kada moze rezultirati izolovanom
pluénom hipertenzijom. Ovaj oblik asociran je sa boljom prognozom i sa prisustvom anti-
centromernih antitela (ACA) (Affandi i sar., 2015; Hachulla i Launay, 2011; Hamaguchi,
2010; Steen, 2008). lako je napravljen veliki napredak u smislu boljeg upravljanja
komplikacijama kod pacijenata, SSc se i dalje smatra neizleCivom. Ukupna stopa
preZivljavanja kod SSc pacijenata izuzetno je varijabilna i1 zavisi od vrste 1 teZine
zahvacenosti organskih sistema skerodermijom. U grupi bolesti vezivnih tkiva, dSSc nosi
najvedi rizik od prerane smrti, kako za period prac¢enja od 10 godina prezivljava 55%
pacijenata (Mayes i sar., 2003).

Kako ova bolest spada u retke bolesti, tako i zbog velike varijabilnosti njenih
klinickih manifestacija, uspostavljanje precizne dijagnoze veoma je zahtevno usled

nedostatka jasnih i preciznih klini¢kih parametara. Naime, klinicka evaluacija pacijenata



UvoD

uglavnom se oslanja na nekvantitativnhe metode ili zahteva invanzivne procedure, dok
pouzdani markeri koji bi omogucili predvidanje toka bolesti ili odgovor na terapiju jo$ uvek
nedostaju. Stavise, kako je etiologija ove bolesti u velikoj meri nepoznata i stoga jos uvek
nedostaje efikasan medicinski tretman za SSc (Murdaca i sar., 2014). lako je u poslednjih
nekoliko godina napravljen veliki napor da se razjasne brojni procesi u osnovi nastanka i
razvoja SSc, jos uvek ne postoji jedinstvena hipoteza koja bi objasnila sve aspekte ove
bolesti. Ipak vecéina istrazivanja podrzava hipotezu da je aktivacija imunog sistema rani i
klju¢ni dogadaj u nastansku SSc (Lafyatis i York, 2009; Prescott i sar., 1992). Tokom
proteklih godina postalo je jasno da proizvodnja autoantitela kao i hroni¢na i uporna
inflamacija imaju klju¢nu ulogu u posredovanju patofizioloskih procesa koji se nalaze u
osnovi SSc, pogotovo u njenim ranim fazama (Abraham i Varga, 2005; Barnes i sar., 2011).
U osnovi, smatra se da autoimunost i inflamacija sa izmenjenim signalnim putevima i

regulatornim kaskadama, predhode fibrozi i vaskulopatiji (Raja i Denton, 2015).

lako precizni molekularni mehanizam SSc jos uvek nije jasan, smatra se da geneticke
aberacije ne mogu samostalno i u potpunosti objasniti varijabilnost i heterogenost SSc
(Makino i Jinnin, 2016). Stoga, epidemioloski podaci sugerisu da kompleksne interakcije
izmedu genetickih, epigenetickih Cinilaca 1 faktora Zivotne sredine, kao Sto su virusne
infekcije, na prvom mestu sa citomegalovirusom, psihoaktivna sredstva, izloZenost
organskim rastvara¢ima, vinil hloridu, silicijum dioksidu (Nietert i Silver, 2000; Pandey i
LeRoy, 1998), su te koje mogu doprineti predispoziciji za nastanak i progresiju ove bolesti
(Chen i sar., 2003; Jimenez i Derk, 2004; Nikpour i sar., 2010).

1.2. Inflamacija

Brojni podaci podrzavaju hipotezu da je aktivacija imunog sistema rani i kljucan
dogadaj u nastanku SSc (Lafyatis i York, 2009; Prescott i sar., 1992). Tokom proteklih godina
postalo je jasno da proizvodnja antitela kao i hroni¢na i uporna inflamacija, pod kojom
podrazumevamo infiltraciju mononuklearnih ¢elija na prvom mestu T-limfocita i makrofaga,

u zahvaceni deo tkiva, kao i disregulaciju u proizvodnji citokina i faktora rasta (Jimenez i
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Derk, 2004), imaju klju¢ne uloge u posredovanju patofizioloskih procesa u osnovi SSc,
naro¢ito u po¢etnim fazama bolesti (Abraham i Varga, 2005; Barnes i sar., 2011). Zapravo,
smatra se da autoimunost i inflamacija sa medusobnim preplitanjem komponenti razli¢itih

regulatornih kaskada, predhode vaskulopatiji i fibrozi (Raja i Denton, 2015).

1.2.1. IL6

Interleukin 6 (IL6) je pleiotrofni citokin sa vaznom ulogom regulaciji odgovora
imunog sistema, inflamaciji i hematopoezi (Tanaka i sar., 2014). Svoj efekat, IL6 na
hepatocite, monocite, B celije, neke vrste T celija i neutrofile, ostvaruje ,klasi¢nom*
signalizacijom, odnosno direktnim vezivanjem za svoj receptor (IL6R ili gp80) na povrsini
ovih celija (Scheller i Rose-John, 2006). Kako endotelijalne c¢elije i fibroblasti ne
eksprimiraju ovaj receptor na svojoj povrsini, one odgovaraju na IL6 ,.,trans* signalizacijom
putem solubilnog receptora (SIL6R) (Romano i sar., 1997). Ovaj receptor moze nastati na
dva razli¢ita nacina, bilo proteoliti¢kim isecanjem sa povrSine neutrofila, bilo sekrecijom
varijante nastale alternativnim iskrajanjem iz neutrofila ili monocita (Horiuchi i sar., 1994;
Mullberg i sar., 1993). IL6, bilo da je direktno vezan za IL6R, bilo da je u kompleksu sa
SIL6R, interaguje sa homodimernim membranskim receptorom gp130, eksprimiranim na
svim tipovima c¢elija, zapo¢inju¢i slozenu transdukciju signala koja ukljucuje nekoliko
signalnih puteva kao §to su, JAK/STAT i MAP kinazne puteve (eng. Mitogen-Activated
Protein Kinases, MAPK) na prvom mestu, ostvarujuc¢i na taj nacin svoju viSestruku ulogu u

regulaciji razli¢itih procesa (Heinrich i sar., 2003).

Kod pacijenata sa SSc pored mononuklearnih éelija periferne krvi (MNCPK) i
endotelijalne celije predstavljaju izvor IL6. Naime, aktivacija endotelijalnih ¢elija trans-
signalizacijom povecava ekspresiju gena za sintezu IL6, ali i intracelularnog adhezivnog
molekula (ICAM1), vaskularnog celijskog adhezivnog molekula (VCAML), IL8 i
monocitnog hemotaksi¢nog proteina 1 (MCP1) (Jones i sar., 2005). Povecan nivo IL6 u

serumu je povezan sa tezom klinickom slikom i lo§ijom prognozom kod pacijenta sa SSc
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(Khan i sar., 2012; Sato i sar., 2001). Naime, smatra se da IL6 ima nekoliko potencijalno
vaznih uloga u patogenezi SSc kroz akutno fazni odgovor, nastanak i Sirenje hroni¢nog
zapaljenja, nastanak autoimunosti kroz promovisanje diferencijacije B ¢elija u plazma celije
i proizvodnje autoantitela, disfunkcije endotelijalnih ¢elija i stimulacije fibrinogeneze

(Barnes i sar., 2011).

1.2.2. Signalni put JAK2/STAT3

Citokini i faktori rasta imaju centralnu ulogu u patogenezi SSc kroz aktivaciju imunog
sistema, posledi¢nog oStecenja vaskularnog sistema i povecane produkcije komponenti
vancelijskog matriksa (VCM), koje su glavne odlike SSc. Mehanizam njihovog delovanja
zasniva se na modulaciji medusobnih ¢elijskih interakcija, kao i interakcija izmedu celije i
okolocelijskog matriksa na osnovu molekularnih puteva koji su slozeni i nisu u potpunosti
razjaSnjeni (Raja i Denton, 2015). Signalni put JAK2/STAT3 (eng. Janus Kinase/Signal
Transducers and Activators of Transcription, JAK/STAT) predstavlja jedan od najvaznijih
puteva kojima se signal u obliku citokina, na prvom mestu IL6 i IL1, ali i drugih faktora
rasta prevodi u transkripcioni odgovor ¢elije (Rawlings i sar., 2004; Valentino i Pierre, 2006)
(Slika 1).

Kod sisara, JAK familija sastoji se od Cetiri ¢lana: JAK1, JAK2, JAK3 1 Tyk2. JAK
proteine karakterise prisustvo 7 JH (eng. JAK homology, JH) domena. JH1 domen odgovoran
je za kinaznu aktivnost, dok pseudokinazni JH2 domen ima regulatornu funkciju. Ostali
domeni (JH2-JH7) neophodni su za protein-protein interakcije sa citokinskim receptorima i
STAT proteinima (Yamaoka i sar., 2004). Nakon vezivanja citokina za povrsinski receptor,
dolazi do multimerizacije receptora i regrutovanja dva JAK proteina u medusobnu
neposrednu blizinu koji se aktiviraju trans-fosforilacijom. Aktivirani JAK proteini
funkcioniSu kao kinaze koje vrSe fosforilaciju tirozinskih ostataka na citoplazmatskom
regionu receptora (Valentino i Pierre, 2006). STAT proteini bivaju privuc¢eni na ova mesta
fosforilacije, fosforilisani i aktivirani od strane JAK kinaza. Postoji ukupno 7 STAT

proteina, i svi imaju DNK-vezuju¢i domen. STAT3 i STAT5 glavni su supstrati aktivirane
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JAK2 kinaze (lhle i Gilliland, 2007). Aktivirani STAT-ovi potom formiraju homo- ili
heterodimere preko svojih SH2 domena, napustaju receptor, i uz pomo¢ importina 5 i Ran-
zavisnog puta translociraju se u jedro. Kada se jednom nadu u jedru vezuju se za specifi¢ne
regulatorne sekvence (GAS-motive) u promotorima nekoliko ciljnih gena regulisu¢i tako
njihovu ekspresiju (Fischer i Hilfiker-Kleiner, 2007; Valentino i Pierre, 2006). Upravo geni
koji su regulisani na ovaj na¢in neophodni su za ¢elijski rast, prezivljavanje, proliferaciju i
migraciju ¢elija, angiogenezu i imunolosku toleranciju (Kamimura i sar., 2003; Rawlings i
sar., 2004).

Iako je mehanizam JAK/STAT signalizacije relativno jednostavan u teoriji, bioloske
posledice aktivacije ovog signalnog puta su komplikovane usled interakcijama sa drugim
signalnim putevima (Rane i Reddy, 2000; Shuai, 2000). Naime signalizacija preko razli¢itih
STAT proteina, narocito preko STAT3, povezana je sa signalnim putem NF-kB (eng.
Nuclear Factor Kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, NF-kB) na viSe nacina.
Inflamatorni medijatori, prvenstveno IL6, koji su produkt gena regulisanih od strane NF-kB,
vazni su aktivatori STAT3 (Heinrich i sar., 1998). Takode je pokazano da je za regulaciju
brojnih onkogena i inflamatornih gena neophodno zajedni¢ko delovanje i STAT3 i NF-kB
(Basseres i Baldwin, 2006; Yu i sar., 2007).

Neadekvatno funkcionisanje signalnog puta JAK2/STAT3 asocirano sa dijabetesom
tip 2 i solidnim tumorima (Thomas i sar., 2015; Yang i sar., 2017a) Naime, aberantna signalna
kaskada koja ukljucuje IL6, 1L10 i STAT3 prijavljena je u patogenezi inflamatorne bolesti
creva (eng. Inflammatory Bowel Disease, IBD) i kolorektalnog karcinoma (Karin i Greten,
2005).
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Slika 1. Signalni put IL6/JJAK2/STAT3. Vezivanjem IL6 za IL6R aktivira se dimerizacija receptor-asocirane
kinaze JAK2. Aktivacija JAK2 vodi fosforilaciji i dimerizaciji STAT3, koji nakon translokacije u nukleus,
vezivanjem za regulatorne sekvence u promotoru reguli$e ekspresiju ciljnih gena. Modifikovano iz rada Wright
i Nair, iz 2010. godine (Wright i Nair, 2010).

1.2.3. Intracelularni receptori TLR7 i TLR9

TLR (eng. Toll-Like Receptor, TLR) receptorska familija predstavlja familiju
evolutivno konzerviranih receptora sa kanoni¢nom ulogom u prepoznavanju bakterijskih i
virusnih molekula, te stoga predstavljaju komponente urodenog imunog odgovora i prvu
linijju odbrane domacina od invazije patogena (Goutagny i sar., 2012). Nalaze se $iroko
eksprimirani na mnogim ¢elijama imunog sistema, ali i na ¢elijama kao $to su fibroblati,
epitelijalne i endotelijalne celije. TLR familija receptora, koja broji kod ljudi ukupno 11
¢lanova, predstavlja tip I membranskih receptora sa veoma varijabilnim ekstracelularnim
domenom bogatim leucinskim ponovcima LRR, kojim prepoznaju i vezuju ligande, i visoko
konzerviranim intracelularnim domenom-TIR, koji posreduje u interakciji izmedu
aktiviranog receptora i nizvodnih signalnih molekula. Nasuprot lokalizaciji na plazma
membrani veéine ¢lanova TLR familije receptora, oni ¢lanovi koji su specificni za
prepoznavanje nukleinskih kiselina (NK), kao $to su TLR 3, 7, 8 i 9, lokalizovani su
intracelularno u endolizozomima (Blasius i Beutler, 2010b; Marshak-Rothstein, 2006;
Miggin i O'Neill, 2006; Wei i sar., 2011). TLR7 prepoznaje RNK molekule jednolancanih
virusa (Diebold i sar., 2004; Heil i sar., 2004), dok TLR9 detektuje nemetlovanu CpG DNK

koja se nalazi u prokariotskim genomima i DNK virusima (Hemmi i sar., 2000; Lund i sar.,
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2003). Prepoznavanje liganda od strane TLR-ova indukuje intracelularnu signalnu kaskadu
koja zavrSava aktivacijom i translokacijom u jedro trankripcionog regulatora NF-kB, koji
dalje orkerstrira proizvodnjom proinflamatornih citokina kao $to su su TNF-a, IL6, IL1 i
IL12 (Blasius i Beutler, 2010b; Clancy i sar., 2010; Johnson i sar., 2015; Kawai i Akira,
2006) i uputstvima za adaptivni imunitet neohodnim za aktivaciju i sazrevanje dendriticnh
¢elija i posledi¢nu indukciju proliferacije T ¢elija (Fullard i O'Reilly, 2015; O'Neill, 2006;
Pasare i Medzhitov, 2003; Schnare i sar., 2001).

Postoje nalazi koji ukazuju da su TLR-ovi, naro¢ito TLR7 i TLR9 ukljuéeni u
patogenezu nekih AB, kao $to su sistemskog eritemskog lupusa (SLE) (Celhar i Fairhurst,
2014; Papadimitraki i sar., 2006; Wu i sar., 2008), reumatoidnog artritisa (RA) (Huang i
Pope, 2009; Ospelt i sar., 2008), multipla skleroza (MS) (Hemmi i sar., 2002; Lund i sar.,
2004), artritis i anemia (Kawane i sar., 2006), miokarditis (Jurk i sar., 2002), diabetes (Heil i
sar., 2004), ateroskleroza (Hemmi i sar., 2000), razvoj hronine inflamacije i fibroze
(Ciechomska i sar., 2013b; Zheng i sar., 2007). U normalnim uslovima, NK domacina se
nalaze unutar odvojenih kompartmenata, a ekstracelularne i endozomalne DNKaze i RNKaze
hidrolizuju slobodne NK, sprecavaju¢i na taj nacin neadekvantnu aktivaciju urodenog
imunog sistema (Blasius i Beutler, 2010a). Medutim, nekoliko studija ukazalo je da TLR-ovi
mogu prepoznati 1 sopstvene RNK/DNK molekule domacina, koji se znatno oslobadaju pri
oStecenju tkiva i ¢elijskom stresu usled neefikasnog otklanjanja apoptotskih ¢elija koje onda
podlezu sekudarnoj nekrozi (Fullard i O'Reilly, 2015; Rifkin i sar., 2005). Pokazano je da su
ligandi za TLR7 i TLR9 receptore kod SLE pacijenta imuno kompleksi (IK) prisutni u
serumu, formirani od autoantitela i NK ili proteina koji vezuju NK domacina. Upravo
prepoznavanje IK od strane intracelularnih TLR-ova u dendritiénim ¢elijama,
monocitima/makrofagama 1 B ¢elijama vodi produkciji proinflamatornih citokina,
prezentaciji autoantigena i razvoju autoimunosti (Lau i sar., 2005b; Leadbetter i sar., 2002;
Rui i sar., 2003), sto je i pokazano na modelu SLE misa (Marshak-Rothstein, 2006). Ono Sto
je zanimljivo je da su obe bolesti, SLE i SSc, asocirane sa autoantitelima za nukleoproteinske
komplekse (Lafyatis i York, 2009). Naime, jedna od prvih promena u SSc je upravo osteéenje
zidova malih krvnih sudova koje se manifestuje Raynaudovim fenomenom i ishemijom koze

1 unutraSnjih organa. Dodatno, inflamacija, kao i posledi¢no lokalno oSte¢enje tkiva dovode
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do oslobadanja endogenih TLR liganda koje prepoznaju autoantitela inicirajuéi intracelularne
signalne puteve (Begon i sar., 2007; Ciechomska i sar., 2013b; Rifkin i sar., 2005; Vollmer i
sar., 2005a). Ovo moze biti jedan od mehanizama koji iniciraju i odrzavaju inflamaciju,

autoimunost i posledi¢nu fibrozu u SSc (Ciechomska i sar., 2013b; O'Reilly i sar., 2012).

Endozom

Citoplazma

Inflamatorni citokini

NNy ATAVAVATAVAY

Slika 2. TLR7 i TLR9 lokalizuju se u endozomalnom kompartmentu. Vezivanja liganda u formi NK za ove
receptore, zapocinje MYDD88-zavisan signalni put koji rezultira aktivacijom i translokacijom u jedro
transkripcionih regulatora NF-kB i AP-1, koji dalje reguliSu¢i ekspresiju ciljnih gena orkerstriraju
proizvodnjom proinflamatornih citokina. Modifikovano iz rada Kawai i sar. iz 2006. godine (Kawai i Akira,
2006)

1.2.4. IRAK1

Nekoliko AB, ukljucujuéi 1 SSc, karakteriSu se preteznim ispoljavanjem kod osoba
zenskog pola iz jo§ uvek nepoznatih razloga. Istrazivacki napori u protekle 3 decenije da se
pokaze da su razlike u statusu polnih hormona kod osoba muskog i Zenskog pola odgovorne
za predominatno ispoljavanje ovih bolesti kod osoba Zenskog pola nisu obezbedile ubedljiva
objasnjenja (Whitacre, 2001). Sa druge strane, postoje malobrojne studije koje ukazuju na to

da aberacije u odredenim genima na X hromozomu mogu izazvati imunodeficijentne uslove
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koji su asocirani sa AB (Invernizzi, 2007). Do danas, veoma malo se zna o ulozi gena
lokalizovanih na X hromozomu u odrzavanju homeostaze imunog sistema i razvoju AB kod
osoba Zenskog pola (Invernizzi i sar., 2009; Libert i sar., 2010). Interesantno, nekoliko
studija ukazale su da je gen IRAK1 (eng. Interleukin 1 Receptor Associated Kinase 1,
IRAK1), prvi gen na X hromozomu koji je doveden u vezu sa pojavom i predominantnim
ispoljavanjem SLE i RA kod osoba zenskg pola (Jacob i sar., 2009; Khalifa i Balandraud,
2017).

Gen IRAK1 je prvi otkriveni ¢lan IRAK1 familije gena koju ¢ine jo$ i geni IRAK2,
IRAK3, IRAK4 i IRAKM (Gottipati i sar., 2008), i esencijalan je za funkcionisanje kako
urodenog tako i steGenog imunog sistema (Chiang i sar., 2011). IRAK1 je serin/treonin
protein kinaza sa znacajnom ulogom u signalnoj kaskadi TIR (eng. Toll Like
Receptor/Interleukin 1 receptor, TIR) receptorske familije koja rezultira aktivacijom
transkripcionog regulatora NF-xB. Ova familija receptora sastoji se od IL1 receptorske
podfamilije, koja prepoznaje endogene proinflamatorne citokine IL1 i IL18, i ¢lanova TLR
receptorske podfamilije, koja prepoznaje molekularne paterne asocirane sa patogenima (eng.
Pathogen-Associated Molecular Patterns, PAMP) (Dunne i O'Neill, 2003; Martin i Wesche,
2002). Naime, aktivacijom TIR receptora ligandom, adaptorni protein MY D88 (eng. Myeloid
Differentiation Primary Response Gene 88, MY D88) interaguje sa TIR domenom receptora
i regrutuje preko DD (eng. Death Domen, DD) domena IRAK4. Aktivacija IRAK1 vrsi se
fosforilacijom na Thr?® od strane IRAK4, ali i autofosforilacijom na Thr3®7. Aktivirani
IRAK1 interaguje sa TRAF6 (eng. Tumor Necrosis Factor (TNF) Receptor-associated
Factor 6, TRAF6), dovodec¢i do fosforilacije i inaktivacije inhibitorne subjedinice IkB, sto
posledi¢no omogucava aktivaciju NF-«xB i njegovu translokaciju u jedro uz pomo¢ importina
314 (Caoisar., 1996; Huang i sar., 2005). Vezivanje NF-kB za regulatorne sekvence ciljnih
gena dolazi do izmenjene ekspresije na prvom mestu gena koji regulisu funkcije imunog
sistema kao $to su TNF-a i IL8, IL6 i IL12 (Janssens i Beyaert, 2003; Martin i Wesche, 2002;
Wang i sar., 2001).

U patogenezi nekih AB smatra se da je klju¢ni dogadaj upravo izmenjena aktivacija

transkripcionog regulatora NF-kB koja dovodi do poremecéene regulacije transkripcije
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mnogih proinflamatornih medijatora (Arcaroli i sar., 2006). Kako se IRAK1 smatra
“prekidacem” signalnog puta koji povezuje TIR kompleks sa nizvodnim transkripcionim
regulatorima, prepoznat je kao gen rizika za nastanak AB (Jacob i sar., 2009; Kollewe i sar.,
2004; Zhang i sar., 2013).

Pored aktivacije signalnog puta NF-xB (Slika 3), IRAK1 ucestvuje i u aktivaciji
TAK1 i MAP kinaznih puteva koji rezultuju aktivacijom drugih transkripcionih regulatora
kao $to su interferon regulatornih faktora (eng. Interferon Regulatory Factors, IRF) i
aktivatornog proteina (eng. Activator Protein, AP) (Chiang i sar., 2011), ¢ije su izmenjene
funkcije ve¢ dokumentovane u nekim AB (Baechler i sar., 2003; Banchereau i Pascual, 2006;
Iyer i Cheng, 2012) ukljucujuci i SSc (Eloranta i sar., 2010).

TLR7/TLR9
Endozom
e ~~
// e
Adapterski
Citoplazma molekuli

®) )
MiRNK-146a
NF-xB RISC kompleks
/ \
L
NF-xB

o=
d ;J—}—
o

Jedro pri-miRNK-146a

Slika 3. Naime, aktivacijom endogenih TLR receptora ligandom, pokre¢e se MY D88-zavisan signalni put koji
rezultira aktivacijom IRAK1. IRAK1 u kompleksu TRAF6 dovodi do fosforilacije i inaktivacije inhibitorne
subjedinice IkB, time omogucavajué¢i aktivaciju NF-kB i njegovu translokaciju u jedro. NF-kB kao
transkripcioni regulator inicira transkripciju brojnih gena, izmedu ostalog i pri-miRNK-146a, koja nakon
translokacije u citoplazmu i ulaska u RISC kompleks, u obliku zrele miRNK-146a, doprinosi supresiji signalnog
puta NF-kB inhibicijom translacije TRAF6 i IRAK1 iRNK. Modifikovano iz rada Rusca i Monticelli, iz 2011.
godine (Rusca i Monticelli, 2011).
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1.2.5. MiRNK-146a

Iako etilogija i patoloski mehanizmi u SSc nisu u potpunosti razjasnjeni, sve je vise
dokaza koji ukazuju na potencijalnu ulogu mikro RNK (miRNK) u SSc patogenezi (Miao i
sar., 2015). MiRNK su mali nekodiraju¢i RNK molekuli duzine 20-25 nukleotida koji
funkcioniSu kao post-transkripcioni regulatori. Vezivanjem za komplementarne sekvence u
3’-UTR (eng. Untranslated region, UTR) ciljne iRNK, dovode do translacione supresije ili
destabilizacije iRNK i posledi¢ne degradacije u cilju odrzavanja homeostaze (Bartel, 2004;
Doench i Sharp, 2004; Filipowicz i sar., 2008). Kako jedna miRNK moze regulisati vise
IRNK, tako i jedna iRNK moze biti regulisana sa vise miRNK (Lim i sar., 2005). U humanom
genomu, miRNK-kodirajuéi geni ¢ine 5% svih humanih gena, $to ih ¢ini najzastupljenijom
klasom regulatora koji kontrolisu ekspresiju ¢ak 30% protein-kodirajucih gena (Sonkoly i
sar., 2008Db).

MiRNK su ukljucene u Sirok spektar ¢elijskih funkcija, kao Sto je razvice i razvoj
organa, ¢elijska diferencijacija, proliferacija, signalna transdukcija, metabolizam i1 apoptoza
(Kapsimali i sar., 2007; Ke i sar., 2003; Miska, 2005; Zhao i Srivastava, 2007). Stoga
izmenjena funkcija miRNK povezana je sa Sirokim sprektrom bolesti kod ljudi, od karcinoma
(Lu i sar., 2005), poremecaja u razviéu (Kloosterman i sar., 2007), do bolesti misi¢nog i
kardiovaskularnog sistema (Cheng i sar., 2007; Eisenberg i sar., 2007). Medutim, malo se
zna o mehanizmima uklju¢enim u njihovu patogenezu.

Pravilna regulacija ekspresije gena miRNK molekulima neophodna je i za normalno
funkcionisanje imunog sistema kao i za prevenciju autoimunosti (Lindsay, 2008; Sonkoly i
sar., 2008a; Xu i sar., 2012). Naime, deregulacija jedne ili viSe miRNK moze voditi ka
smanjenu tolerancije prema sopstvenim antigenima i razvoju AB sa jedne strane, i gubitku
fine regulacije imunog odgovora, i konstantnoj inflamaciji i razvoju hroni¢nih inflamatornih
bolesti sa druge strane (Iborra i sar., 2012; Pauley i sar., 2009; Sonkoly i Pivarcsi, 2009).

MiRNK-146a jedna je od prvih okarakterisanih miRNK uklju¢enih u funkcije imunog
sistema, kroz regulaciju T-Celijske selekcije, sazrevanje i selekciju B celija, razvoj
regulatorih T ¢elija, kao i produkciju proinflamatornih citokina kod makrofaga (Pauley i sar.,

2009; Tsitsiou i Lindsay, 2009). Sinteza ove miRNK u ¢elijama imunog sistema indukovana
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je transkripcionim faktorom NF-xB u prisustvu inflamatornih citokina IFN-y, TNF-a i IL1
(Kutty i sar., 2013). Osnovni mehanizam delovanja ove miRNK podrazumeva finu regulaciju
signalnog puta TIR kompleksa, post-transkripcionim utisavanjem TRAF6 i IRAK1 iRNK
(Taganov i sar., 2006) (Slika 3). Inhibicija translacije sa ova dva molekula vodi ka redukciji
aktivacije NF-xB i smanjenoj produkciji proinflamatornih medijatora kao $to su IL6, TNF-
a, IL1B, i IL17 (Bogunia-Kubik i sar., 2016; Taganov i sar., 2006). Pored IRAK1 i TRAF®,
i drugi signalni proteini, kao §to su STATI, IRF5, IRAK2, FADD, PTC1 i FAF1 koji su
ukljuceni u procese inflamacije i apoptoze, regulisani su ovom miRNK (Curtale i sar., 2010;
Taganov i sar., 2006; Tang i sar., 2009). Najnovije studije ukazuju na to da izmenjena
ekspresija ove miRNK mogla bi biti asocirana sa patogenezom nekih AB, kao $to su SLE,
RA, i Sjogrenov sindrom (SS) (Xu i sar., 2012), ali njena uloga u patogenezi SSc jo§ uvek

nije poznata.

1.2.6. Znacaj tackastih varijanti u genima IRAK1 i miRNK-146a

Zamena jednog nukleotida (eng. Single Nucleotide Variation, SNV) u DNK sekvenci
miRNK-kodirajué¢ih gena, ¢ak i izvan sekvence za zrelu miRNK, mozZe uticati na nivo njene
ekspresije i/ili sazrevanje (Zhang i sar., 2012). Takode, postojanje SNV-a u ciljnom mestu u
1IRNK za datu miRNK, moze rezultirati nemogu¢nos$¢u njegovog prepoznavanja od strane
miRNK, §to posledi¢no moZe voditi izostajanju inhibicije translacije ili degradacije ciljne
iIRNK (Chin i sar., 2008). Ovo bi moglo imati kompleksne posledice po funkcionisanje zivog
sistema i doprineti razvoju odredenih patoloskih uslova (Ryan i sar., 2010). Nedavno je
prijavljeno da rs2910164 C>G varijanta u okviru prekusorske sekvence miRNK-146a (pre-
miRNK) moze imati uticaja na regulaciju ekspresije i funkciju zrele miRNK-146a sto istice
potencijalnu ulogu ove varijante u patogenezi nekoliko bolesti, ukljucujuéi razli¢ite tipove
karcinoma (Jazdzewski i sar., 2008; Xu i sar., 2011) ali i AB, kao Sto su RA
(Chatzikyriakidou i sar., 2012), MS (Fenoglio i sar., 2011), i ulcerozni kolitis (Okubo i sar.,
2011). Sli¢no, varijanta rs3027898 C>A u genu IRAK1 dovodi se u vezu sa pojavom RA
(Chatzikyriakidou i sar., 2010a), ankilozantnog spondilitisa i psorijati¢énog artritisa (PSA)
(Chatzikyriakidou i sar., 2010b). Naime, iako se ova varijanta u 3’- UTR gena IRAK1 ne
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nalazi u okviru mesta direktnog vezivanja miRNK-146a, navodi se da moze uticati na
njegovo pravilno savijanje i afinitet vezivanja miRNK-146a za to ciljno mesto, i samim tim
I remetiti post-transkripcionu regulaciju ovog gena uticajuéi na njegovu ekspresiju
(Chatzikyriakidou i sar., 2012).

1.3. Fibroza

Najkarakteristi¢nija patoloSka oznaka SSc kao heterogene bolesti vezivnog tkiva je
fibroza koZe 1 unutra$njih organa kao $to su pluca, gastrointestinalni trakt, srce, bubrezi,
tetive i ligamenti i endokrine zlezde (Varga i Abraham, 2007). Upravo fibroti¢ne promene su
osnova vecine klini¢kih simptoma kod SSc pacijenata (Chen i sar., 2003). Disfunkcije
unutra$njih organa u SSc usled razvoja fibroze, koje se naj¢eS¢e manifestuju kao pluéna
hipertenzija i pluéna fibroza, bubrezna insuficijencija, gastrointestinalna dismotilnost i
malabsorpcija i poremecena sréana funkcija, predstavljaju jedan od glavnih uzroka visoke
stope morbiditeta i mortaliteta povezanih sa ovom boles¢u (Ho i sar., 2014; Tyndall i sar.,
2010).

Pored koze, drugi najcesce fibrozom pogoden visceralni sistem kod oko 90% SSc
pacijenata je gastrointestinalni trakt. Simtomi koji se javljaju su veoma varijabilni, kre¢uéi
se od poremecaja u peristaltici, pa sve do naruSavanja ekskretorne i apsorpcione funkcije
organa za varenje, generalno doprinoseci loSijem kvaliteta Zivota SSc pacijenata (Schmeiser
i sar., 2012). Svakako jedna od najizrazitijih manifestacija ove bolesti i vodeé¢i uzrok smrti
kod osoba sa SSc je ostecenje pluca. Plucna fibroza je razarajuca bolest u kojoj zamena
funkcionalnog pluénog parenhima sa fibroznim tkivom progresivno otezava razmenu gasova
1 snabdevanje tela kiseonikom, Sto posledi¢no vodi ka smrti izazvanom respiratornom
insuficijencijom  (Huebener i Schwabe, 2013). Ispoljavanje manifestacija u
kardiovaskularnom sistemu prisutno je kod oko 40% SSc pacijenata, i dovodi se u vezu sa
losijom prognozom i kra¢im prezivaljavanjem pacijenata (Tyndall i sar., 2010). Hipertrofija
srca, koja obi¢no nastaje kao odgovor na hroni¢nu hipertenziju, pra¢ena je povecanom

depozicijom komponenti VCM. Fibroza miokarda poveéava njegovu &vrstoéu i time
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doprinosi ventrikularnoj disfunkciji, dok fibroza koronarne mikrocirkulacije dovodi do
nepravilnog rada srca i poremecaja u sistemu provodenja. Kao najcesci klinicki simptomi
kod SSc pacijenata javljaju se palpitacije, dispneja, sinkopa pa i iznenadna smrt (Au i sar.,
2011; Deswal i Follansbee, 1996; Ridolfi i sar., 1976). Progresivna hepati¢na fibroza koja
nastaje transformacijom hepati¢nih zvezdastih ¢elija u miofibroblaste, moze dovesti do
ciroze, hepatocelularnog karcinoma i otkazivanja jetre, a transplantacija jetre ostaje za sada
jedini moguéi tretman kod ove klinicke podgrupe pacijenata (Bataller i Brenner, 2005).
Renalna fibroza, koju karakteriSe glomeruloskleroza i tubulointersticijalna fibroza,
uobicajeno je zavr$na faza razliCitih tipova hroni¢nih bolesti bubrega, kao 1 SSc. Razvoj
bubrezne fibroze i paralelan gubitak funkcionalnog parenhima bubrega dovodi u zavr$noj
fazi do bubrezne insuficijencije, razarajuéeg stanja koje zahteva dijalizu ili transplantaciju

bubrega (Huebener i Schwabe, 2013).

Fibroza predstavlja zajednic¢ki ishod bolesti koje se karakteriSu hroni¢nom i
produzenom povredom tkiva i/ili inflamacijom, kao S§to su reumatoloska oboljenja.
Fibroblasti u normalnim fizioloskim uslovima imaju fundamentalnu ulogu u odrzavanju
tkivne homeostaze i zarastanju rana produkcijom komponenti VCM na strogo kontrolisan
nacin, koja biva utiSana nakon uspeSne popravke oSte¢enja pri cemu aktivirani fibroblasti
podlezu procesu apoptoze (Tomasek i sar., 2002). Fibroza tkiva je patoloski proces koji
nastaje kao posledica nekontrolisanog odgovora fibroblasta na produzeno ostecenje tkiva
usled povecane zastupljenosti citokina, hemokina, faktora rasta i angiogenih faktora
proizvedenih od strane endotelijalnih, epitelijalnih i regrutovanih inflamatornih celija
(Abraham i sar., 2007; De Langhe i Lories, 2015). Ovi molekuli iniciraju i/ili odrzavaju
proces fibroze, ali i procese endotelijalnih i vaskularnih promena (Castro i Jimenez, 2010).
Ovaj viSestepeni proces pomera homeostazu tkiva prema intersticijalnoj hiperplaziji i
preteranoj proizvodnji komponenti VCM, uklju¢ujuéi kolagene I i 111 (u manjoj meri i IV, V
i VII), hijaluronsku kiselinu, proteoglikane, glikozaminoglikane i fibronektin (Akimoto i sar.,
1992; Fleischmajer i sar., 1978; VVarga i Bashey, 1995). Prekomerna akumulacija komponenti
VCM dovodi do progresivnog remodeliranja tkiva koje na kraju narusava njegovu fiziologku

strukturu i dovodi do postepenog gubitka funkcije organa (Gabrielli i sar., 2009). Kada se
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jednom inicira, proces fibroze progresivno napreduje kroz mno$tvo pozitivnih povratnih
petlji koje se generisu kao posledica oite¢enja tkiva, poveéane gustine i &vrstoée VCM,
hipoksije, oksidativnog stresa i akumulacije molekula koji se oslobadaju ostec¢enjem Celijskih
struktura (eng. Damage-Associated Molecular Patterns, DAMP). Ovi uslovi promovisu dalju
nekontrolisanu aktivaciju fibroblasta i njihovu diferencijaciju u kontraktilne i sekretorne
miofibroblaste kao glavne aktere fibroticnog procesa (Bhattacharyya i sar., 2011).

Miofibroblasti predstavljaju intermedijarnu fazu izmedu fibroblasta i glatkog
misi¢nog fenotipa. Kako kombinuju osobine oba ¢elijska tipa, odgovorne su za kontrakciju
matriksa i remodeliranje vezivnog tkiva. Karakterisu se de novo ekspresijom a-aktinina
glatkih miSi¢nih celija (eng. alpha Smooth Muscle Actin, aSMA), mehanosenzitivhog
proteina, koji ujedno predstavlja i najcesS¢e koriS¢eni molekularni marker za detekciju
prisustva ovih ¢elija (Hinz i sar., 2001). Pored ovog markera karakteriSu se jo$ i prisustvom
paksilina, vinkulina i tenzina (Gabbiani, 2003). Miofibroblasti u odgovoru na mehanicke i
hemijske stimuluse iz okolne sredine, pored znagajne sinteze komponenti VCM, produkuju i
inflamatorne i profibroti¢ne medijatore sa parakrinim i autokrinim delovanjem, zbog ¢ega se
smatraju klju¢nim faktorima koji odrzavaju zacarani krug povrede/zapaljenja i fibroze u tkivu
(Slika 4a.) (Baum i Duffy, 2011; Hinz i sar., 2007).

Rezidulni fibroblasti predstavljaju glavni, ali ne i jedini izvor miofibroblasta. Da bi
se privremeno zadovoljila velika potreba za ovim ¢elijama usled pojacane reparacije zbog
produzenog ostecenja 1/ili zapaljenja tkiva, miofibroblastni prekursori regrutuju se iz vise
izvora (Slika 4b.). Naime, lokalne epitelijalne i endotelijalne ¢elije kroz procese epitelijalno-
, odn. endotelijalno- mezehhimalne tranzicije daju miofibroblaste, postepeno gubeéi
sopstvene markere i dobijajuc¢i nove mezenhimske markere (Kalluri i Neilson, 2003; Piera-
Velazquez i sar., 2011). Jedan od izvora miofibroblasta su i pericite, specijalizovane
mezenhimske ¢elije, asocirane sa zidovima malih krvnih sudova i glatke misiéne ¢elije krvnih
sudova (Hao i sar., 2006; Rajkumar i sar., 2005). Novi miofibroblasti mogu nastati i od
fibrocita, cirkulisuc¢ih fibroblastnih prekursora poreklom iz kosStane srzi koji migriraju na
mesto povrede/zapaljenja privuceni signalnim molekulima. Fibrocite eksprimiraju CDA45,
CD34, kolagen I i CXCR4, prikazuju¢i kako karakteristike fibroblasta, tako i leukocita i

hematopoetskih progenitorskih ¢elija. Smatra se da, pored uloge u zarastanju rana, u¢estvuju
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i u funksionisanju imunog sistema (Abe i sar., 2001; Bucala i sar., 1994). Neka istrazivanja
isticu da i rezidualni adipociti mogu se transdiferencirati u miofibroblaste i na taj nacin

doprinositi pulu ¢elija koje ucestvuju u reparaciji ostecenog tkiva (Marangoni i sar., 2015).

a) oc ‘ * o, b) endotelijalne éelije
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Slika 4. a) karakteristike i funkcije aktiviranih miofibroblasta; b) izvori miofibroblasta. Modifikovano iz rada
Travers i sar., iz 2016. godine (Travers i sar., 2016).

Najcesce koris¢eni klinicki metod za karakterizaciju i kvantifikaciju nastalih
fibroti¢nih promena u kozi kod SSc pacijenata, prvi put razvio je i opisao GP Rodnan 1979.
godine (Rodnan i sar., 1979). Danas kao zlatni standard vecina klinickih centara koristi
modifikovani Rodnanov kozni indeks (eng. Modified Rodnan Skin Score, mRSS) za procenu
rasprostranjenosti i tezine koznih promena, koji podrazumeva sumu svih dodeljenih vrednosti
za debljinu koze odredenih palpacijom na 17 razli¢itih mesta na telu pacijentata (O-
neizmenjena koza, 1-blago zadebljana koza, ali se nabira, 2-zadebljana koza i teZe se nabira,
3-izrazito zadebljana koza i ne nabira se). Naime, Visoke vrednosti mRSS-a dovode se u
vezu sa tezim klinickim manifestacijama kod SSc pacijenata i njihovim kra¢im
prezivljavanjem (Clements i sar., 2000). lako se ovaj neinvazivni postupak primenjuje u
ve¢ini medicinskih centara Sirom sveta, validnost i reproducibilnost vrednosti mRSS
znacajno varira izmedu razli¢itih klini¢ara, kako u velikoj meri zavisi od njihove subjektivne
procene palpacije koZe, kao nacina bodovanja prelaznih promena u kozi (Pope i sar., 1995).
Takode, mMRSS metoda nije dovoljno osetljiva za detekciju diskretnih, ali ranih i znacajnih

fibroti¢nih promena u koZi, i gotovo je nemoguée ovom metodom razlikovati fibrozno
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zadebljanje koze od onog koji je posledica edema tkiva, upale, vaskulopatije (Czirjak i sar.,
2008).

Intenzitet fibroze i remodeliranja tkiva je od najveceg znacaja u odredivanju klini¢kih
karakteristika i prognoze toka SSc. Brzo napredovanje procesa fibroze u kozi dovodi se u
vezu sa loSijom prognozom i ishodom, uz ve¢u verovatnocu javljanja fibroze i u vitalnim
unutras$njiim organima (Medsger, 2003; Meyer i sar., 2007). Zbog toga postoji stalna potreba
za pronalazenjem novih, viSe specifi¢nih i pouzdanih markera koji bi bili od neprocenjive
pomoc¢i u odredivanju stepena fibroze koze, koji bi omogucili raniju dijagnozu i tacniju

procenu aktivnosti ovog procesa, i1 koji bi imali bolju prediktivnu prognosticku vrednost.

1.3.1. Signalni putevi ukljuceni u nastanak fibroze

Iako molekularni mehanizmi koji dovode do aberatne aktivacije fibroblasta nisu jos
uvek u potpunosti razja$njeni, smatra se da od svih prisutnih citokina i faktora rasta koje
produkuju inflamatorne ¢éelije regrutovane na mesto povrede, TGF-B (eng. Transforming
Growth factor f, TGF-B) predstavlja primarni okida¢ za ovu fenotipsku transformaciju
(\Varga i Abraham, 2007; Verrecchia i Mauviel, 2007). Naime, promociju ove transformacije
ostvaruje, kroz delovanje na fibroblastnu migraciju, promociju njihovog prezivljavanja i
izbegavanja apoptoze, stimulaciju ekspresije gena za aSMA i komponenti VCM i supresiju
ekspresije gena za kolagenaze i matriksne metaloproteinaze (Overall i sar., 1989; Zhang i
Phan, 1999). Pored TGF-B, kao indukuju¢i molekuli izdvajaju se IL1f i faktor rasta vezivnog
tkiva (eng. Connective Tissue Growth Factor, CTGF) (Grotendorst, 1997; Kolb i sar., 2001).

Profibroti¢ni efekti TGF-B posredovani su slozenom mrezom intracelularnih
signalnih dogadaja. Kanoni¢ni TGF-B-zavisni signalni put uklju¢uje Smad molekule, koji u
zavisnosti od tipa c¢elije u kojoj su aktivirani i ciljnog gena, mogu funkcionisati ili kao
samostalni transkripcioni regulatori ili graditi funkcionalne transkripcione komplekse sa
regulatorima iz drugih signalnih kaskada (Attisano i Wrana, 2002; Massague i Wotton,
2000). Pored kanoni¢nog signalnog puta, pokazano je da u transdukciji profibroticnih efekata

TGF-B ucestvuju i nekanoni¢ni signalni putevi, kao Sto su signalni putevi posredovani
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MAPK, FAK, c-ABL, JNK i SRC kinazama (Chakraborty i sar., 2017; Kim i sar., 2010;
Zhang, 2009).

Najnovija istrazivanja pak ukazuju na to da bi stimulatorni efekti TGF-B na
fibroblaste mogli biti posredovani signalnom kaskadom koja uklju¢uje JAK2. Stavise, podaci
ukazuju da potencijalna indukcija fosforilacje i aktivacije JAK2 posredstvom TGF-, mogla
bi dovesti do posledi¢ne aktivacije gena asociranih sa fibrozom (Chakraborty i sar., 2017).
Takode, JAK2 moze biti aktiviran i drugim profibroti¢cnim medijatorima, ukljuc¢ujué¢i PDGF,
VEGF, IL6, IL13, angiotenzinom I, serotoninom i endotelinom (Rane i Reddy, 2000). Sa
druge strane JAK2, potencijalni je aktivator i STAT3 za koga je ve¢ pokazana povecana
ekspresija i akumulacija aktivne pSTAT3 forme u jedru fibroblasta poreklom iz koze SSc
pacijenata ili mi§jih SSc modela (Sumova i sar., 2014). STAT3 bi mogao biti jedan od glanih
nizvodnih medijatora nekanoni¢nog TGF-f signalnog puta, i mogao bi predstavljati vaznu
molekularnu ta¢ku kontrole ka kojoj konvergira vise profibroti¢nih signala (Chakraborty i
sar., 2017). Za otkrivanje novih biomarkera koji bi preciznije pratili progesiju fibroze od
presudne je vaznosti razumevanje tatnog mehanizma aktivacije JAK2/STAT3 signalne
kaskade 1 interakcije ovog signalnog puta sa ostalim ¢lanovima signalnih kaskada pokrenutim
fibroti¢nim signalima u dermalnim fibroblastima.

Smatra se da posrednici izmedu hroni¢ne inflamacije i fibroze u tkivu mogli bi
predstavljati i ¢lanovi TLR familije receptora. Razli¢iti DAMP molekuli koji se oslobadaja
na mestu ostecenja tkiva/Celijskog stresa mogu pokrenuti oslobadanje kako proinflamatornih
tako i profibroti¢nih citokina kroz aktiviranje TLR signalnog puta (Fullard i O'Reilly, 2015).
Naime, TLR signalizacija ima znacajnu ulogu u promociji normalnog procesa zarastanja
rana, dok izmene u ovim signalnim putevima su sve vise prepoznate kao okida¢ koji dovodi
do regrutovanja mononuklearnih ¢elija i sinteze proinflamatornih medijatora, kao $to su IL6,
IL1 i TNF-o, aktiviranja fibroblasta u miofibroblaste i preterane produkcije kako
profibroti¢énih medijatora, kao TGF-f i IL13 (Lafyatis i York, 2009), tako i komponenti
VCM, i posledi¢nog nekontrolisanog, hipertrofiénog zarastanja rana i fibroze kod nekoliko
hroni¢nih bolesti (Ciechomska i sar., 2013a; Kluwe i sar., 2009; York, 2011). Stoga, bolje

razumevanje mehanizama TLR-posredovane patogeneze i potencijalno novih targeta
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terapeutika u razvoju, moglo bi obezbediti specifi¢niji pristup u leCenju brojnih
multisistemskih autoimunih bolesti.

lako se imunomodulatorni lekovi Siroko koriste u leCenju SSc, nikakva terapija do
danas nije u mogucénosti da zaustavi ili uspori progresiju fibroze u tkivu ili znacajno
modifikuje postojeci tok bolesti (Gabrielli i sar., 2009; Varga i Abraham, 2007), ukljucujuéi
i anti-TGF-p terapijske pristupe. Nedostatak efikasnih antifibroti¢nih terapeutika postoji pre
svega iz razloga §to je etiologija fibroticnih bolesti jo§ uvek nepoznata. Sa druge strane
postoji ogromna potreba za pouzdanim i preciznim biomarkerima koji precizno odrazavaju
fibroti¢ni proces. Stoga, detaljna karakterizacija u¢esnika nizvodnih signalnih puteva ne
samo da bi omogucila bolje razumevanje patogeneze same bolesti, ve¢ bi takode pruZila i
vazne informacije o potencijalno ciljnim molekulima novih selektivnijih i efikasnijih
terapeutskih intervencija. Analiza ekspresije gena iz uzoraka biopsija koze SSc pacijenata
predstavljala bi interesantan pristup za identifikaciju upravo takvih biomarkera, kako upravo

ovo tkivo predstavlja mesto ukrStanja procesa zapaljenja i fibroze.

1.4. Degenerativne promene u kostano-zglobnom sistemu SSc pacijenata

lako je fibroza koze najkarakteristicnija klinicka menifestacija U SSc, poremecaji u
kosStano-misi¢énom sistemu se ispoljavaju kod ¢ak 46-97% pacijenata (Avouac i sar., 2012).
Zahvacenost zglobova patoloskim promenama uzrokuje ograni¢ene i bolne pokrete koji
smanjuju radnu sposobnost i otezavaju svakodnevne aktivnosti ¢ime znacajno smanjuju
kvalitet zivota osoba obolelih od SSc (Mau i sar., 2005). Manifestacije mogu ukljucivati
razliCite stepene reumatoloskih degenerativnih promena zglobova, od atralgije i atritisa, do
kontrakture zgloba i tetivnog trenja. Ovim promenama mogu biti pogodeni gotovo svi
zglobovi, ali najceS¢e su pogodeni mali zglobovi prstiju Saka i1 stopala (specifi¢no
proksimalni interfalangealni i metakarpofalangealni zglobovi, Slika 5.), ruéni kao i sko¢ni
zglobovi (Avouac i sar., 2012; Balint i sar., 2014). Uprkos visokoj frekvenciji poremecaja u
kostano-zglobnom sistemu kod ovih pacijenata, nije identifikovan nijedan prediktivni faktor
asociran sa ovim promenama kod SSc (Avouac i sar., 2011). Smatra se da je etiologija

patoloskih promena na zglobovima multifaktorijalna i da mozZe biti asocirana sa sistemskom
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inflamacijom (Avouac i sar., 2010) sa jedne strane, o ¢emu svedo¢e podaci o infiltraciji
inflamatornih ¢elija u zglobni prostor (Schumacher, 1973), dok sa druge strane moze nastati
kao posledica ishemije usled ostecenja krvnih sudova i nemoguénosti snabdevanja zglobnih
struktura kiseonikom i hranjivim materijama (Johnstone i sar., 2012).

Slika 5. Radioloski prikaz degenerativnih promena malih zglobova prstiju $aka (a, b, ¢) i stopala (d) kod SSc
pacijenata. Slika preuzeta iz Avouac i sar., iz 2012. godine (Avouac i sar., 2012).

Simptomatske terapije za tretiranje promena u zglobnom sistemu nisu jo§ uvek u
potpunosti razvijene. Uglavnom se terapija zasniva na primeni imunosupresivnih terapeutika,
kao $to su metotreksat, ciklofosfamid, azatioprin, Rituksimab, Tocilizumab i mnogi drugi,
koji uz veliki spektar nezeljenih efekata koji se javljaju kao posledica njihove upotrebe, nisu
pokazali, ili pokazuju izuzetno male efekte na artikularne ishode (Au i sar., 2010). Hiruske
intervencije na Sakama SSc pacijenata imaju ograniCene uspehe, i obuhvataju najcesce
olaksanje od bolova i uvodenje skromne mobilizacije u cilju poboljsanja funkcije prstiju
(Jones i sar., 1987).

Upotrebom mezenhimskih adultnih mati¢nih ¢elija napravljena je radikalna promena
u terapiji razli¢itih oboljenja. Aplikacija autolognih mezenhimskih mati¢nih celija kao
terapijske strategije pokazala je veliku efikasnost u poboljsanju sr¢ane funkcije nakon

infarkta (Shake i sar., 2002), simptoma usled oStecenja na kostima i hrskavici (Paduano,
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2017; Spasovski i sar., 2018; Wakitani i sar., 1994), kao i simptoma neurodegenerativnih
bolesti kao §to je Alzheimer (Woodbury i sar., 2000). Ova izuzetno atraktiva ¢elijska terapija
za primenu u regenerativnoj medicini kostano-misi¢nog sistema, mogla bi da predstavlja

novu nadu za leCenje atritisa malih zglobova kod SSc pacijenata.

1.4.1. Humane adultne mezenhimske maticne ¢elije poreklom iz masnog tkiva

Mezenhimske mati¢ne éelije (MMC) definidu se kao nediferencirane éelije koje
imaju veliki proliferativni potencijal i sposobnost odrzavanja sopstvene populacije procesom
samoobnove, i koje se odlikuju multipotencijom, tj. sposobnos¢u diferencijacije u
osteoblaste, hondrocite, adipocite, miocite, astrocite i neurone (Pittenger i sar., 1999; Wei i
sar., 2013). Ove ¢elije se nalaze u svim tkivima koja sadrze vezivno-tkivhe komponente, kao
Sto su kosStana srz, masno tkivo, pup¢ana vrpca i zubna pulpa, i tamo ostvaruju svoju ulogu u
odrzavanju tkivne homeostaze, kao i u obnavljanju i reparaciji tkiva u slucaju povrede

(Caplan, 2015; Paniushin i sar., 2006).

Ono §to €ini ove ¢elije primamljivim za upotrebu u regenerativnoj medicini je to $to
se mogu lako izolovati iz pacijenta, zatim §to se iz malog pocetnog broja ¢elija, zahvaljujuci
njihovom velikom proliferativnom potencijalu, moze ostvariti njihova dugotrajna in vitro
ekspanzija i umnozavanje (Swart i sar., 2008). Ove celije su imuno privilegovane, te ne
postoji opasnost od odbacivanja istih, kako eksprimiraju veoma malo ¢lanova MHC I i ne
eksprimiraju ¢lanove MHC II klase molekula, ili razvoja infekcije (Uccelli i sar., 2006).
MMC takode imaju sposobnost ispoljavanja imunosupresivnih i anti-inflamatornih efektata
(Tyndall i van Laar, 2010), bilo indirektno kroz produkciju solubilnih faktora ili direktno
¢elijskim kontaktom (Krampera i sar., 2006). Pored zamene o$teéenih ili izgubljenih ¢elija
svojom proliferacijom i diferencijacijom, MMC su takode sposobne i da promovisu
vaskularizaciju, kao i proliferaciju i diferencijaciju endogenih progenitorskih ¢elija in situ
(Meirelles Lda i sar., 2009). Masno tkivo postaje postepeno atraktivniji izvor ovih ¢elija,
zamenjujuci kostanu srz, odakle su ove cCelije prvi put izolovane. Adipozno tkivo sadrzi

daleko vise MMC u odnosu na isti volumen kogtane srZi, a uzimanje uzoraka vrsi se daleko

23



UvoD

lakS§e uz minimalno invazivni hirurSki postupak pod lokalnom anestezijom (Yarak i
Okamoto, 2010). Takode, pokazano je da je imunomodulatorni efekat MMC poreklom iz
masnog tkiva (aMMC) izraZeniji u odnosu na MMC iz kostane srzi (Melief i sar., 2013). U
studiji Spasovski i sar., pokazano je da je terapija aMMC izuzetno perspektivan pristup u
lecenju defekata hrskavice kod pacijenata sa osteoartritisom, pokazujuéi dugoro¢ni efekat
primenjene terapijske doze (Spasovski i sar., 2018). Stoga bi upotreba aMMC za legenje
artritisa malih zglobova SSc pacijenata svakako uvela radikalni i inovativni terapijski pristup,
koji bi olakSao simptome pacijentima i doprineo poboljSanju kvaliteta njihovog zivota u

svakodnevnoj rutini.

Uprkos rastuéem znanju i upotrebi aMMC u éelijskoj terapiji, ono §to ostaje jos uvek
nepoznanica je kako njihova dugotrajna propagacija u ¢elijskoj kulturi uti¢e na njihovu
sposobnost samoobnavljanja i potencijal za regeneraciju hrskavice. Poznato je da geni
mati¢nosti OCT4 (eng. Octamer-binding Transcription Factor 4, OCT4) i NANOG (eng.
Nanog homeobox, NANOG) uticu na odrzavanje osobine samoobnavaljanja, dok geni SOX5,
SOX6 1 SOX9 (eng. SRY-related HMG-box genes, SOX), kao i COL1A1 (eng. Collagen type
| Alpha 1 chain, COL1A1) uestvuju u najranijim fazama hondrogene diferencijacije.
Proucavanje ekspresije ovih gena tokom produZenog gajenja ovih ¢elija u laboratorijskim
uslovima mogao bi da pruzi odgovor na pitanje da li se osobine mati¢nosti, kao i potencijal
za hondrogenu diferencijaciju ovih ¢elija menja sa povecanjem broja celijskih deoba.
Takode, utvrdena razlika u ekspresiji odabranih gena poreklom iz razli¢itih pacijenata mogla
bi predstavljati novi prognosticki parametar efikasnosti ¢elijske terapije. U tom slucaju, za
svakog pacijenta posebno bi se mogao odrediti pasaz koji bi bio najadekvaniji u smislu
potentnosti 1 potencijala za regeneraciju hrskavice, prilikom primene ovih ¢elija u tretmanu
degenerativnih promena malih zglobova kod SSc pacijenata. Ovakvom optimizacijom

svakako bi se povecala efikasnost ovog individualizovanog terapijskog pristupa.
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Sistemska skleroza je usled svoje velike kompleksnosti i heterogenosti i dalje neistrazena
bolest nepoznate etiologije. Pronalazenje novih biomarkera, koji bi omogudéili bolje
razumevanje patogeneze same bolesti, doprineli bi ranijem uspostavljanju dijagnoze, boljoj
klasifikaciji pacijenata i primeni adekvatnije terapije. ldentifikacija potencijalno novih
biomarkera na sistemskom i lokalnom nivou, pruzila bi vazne informacije o tome da li
odabrane kljuéne komponente signalnih puteva JAK2/STAT3 i NF-kB mogu predstavljati
ciljne molekule potencijalno novih terapeutskih strategija.

Stoga, za ovaj deo naseg istrazivanja formuslisali smo sledece ciljeve:

1. Analiza ekspresionih profila gena IL6, JAK2, STAT3, TLR7, TLR9 i miRNK-146a,
kao komponenti signalnih puteva ukljuCenih u procese inflamacije, u
mononuklearnim celijama periferne krvi SSc pacijenata, u cilju detekcije novih

biomarkera bolesti na sistemskom nivou.

2. lspitavanje asocijacije varijanti miRNK-146a rs2910164 i IRAK1 rs3027898 sa
predispozicijom za nastanak i progresiju SSc.

3. Analiza relativne ekspresija odabranih gena JAK2, TLR7, TLR9, IRAK1 i miRNK-
146a, kao komponenti signalnih puteva uklju¢enih u proces fibroze, u uzorcima
bioptiranog tkiva koze, u cilju pronalazenja novih biomarkera bolesti na lokalnom

nivou.
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Upotreba ¢elijske terapije u leCenju oste¢enja malih zglobova kod ovih pacijenata
jedan je od potencijalno novih terapeutskih pristupa. Uprkos rastu¢em znanju i upotrebi
aMMC u éelijskoj terapiji, veoma malo se zna kako gajenje ovih éelija u laboratorijskim
uslovima uti¢e na njihovu sposobnost samoobnove i potencijal za reparaciju oSte¢ene

hrskavice. S tim u vezi, definisali smo sledece ciljeve:

4. Ispitivanje uticaja dugotrajne propagacije aMMC u in vitro uslovima na njihovu
potentnost i potencijal za regeneraciju hrskavice, kroz analizu relativnih ekspresija
gena OCT4 i NANOG, odgovornih za suprimiranje njihove diferencijacije,

odrzavanje njihove pluripotentnosti i nediferenciranog stanja mati¢nosti.

5. Ispitivanje uticaja dugotrajne propagacije aMMC u in vitro uslovima na njihovu
sposobnost za hondrogenu diferencijaciju, kroz analizu ekspresije gena SOX5, SOX®6,
SOX9 i COL1A1, ukljucenih u najranije faze hondrogene diferencijacije, u ranom i

kasnom pasazu.

Razumevanje molekularnih mehanizama ukljucenih u odrzavanje karakteristika
mati¢nih Celija i njihovog potencijala za hondrogenu diferencijaciju, omogucilo bi bolju
karakterizaciju ovih celija 1 samim tim povecanje efikasnosti terapije artritisa malih

zglobova SSc pacijenata, optimizacijom ovog personalizovanog terapijskog pristupa.
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3.1. Ispitanici

Uzorci periferne krvi 1 bioptiranog tkiva koze pacijenata sa SSc prikupljeni su u
saradnji sa Institutom za Reumatologiju, Klinickog centra Srbije u Beogradu. Svi ucesnici
verifikovali su svoje ucesce u istrazivanju pismenim pristankom na posebno pripremljenom
obrascu. Ispitivanje je sprovedeno uz postovanje HelsinSke deklaracije o medicinskim
istrazivanjima 1 principima dobre naucne prakse. Odobrenje za Sprovodenje istrazivanja dao
je Eticki komitet Klini¢kog centra Srbije (broj odobrenja 29/1-70, 06.09.2016.). Svi pacijenti
koji su ispunili EULAR 2013 Klasifikacione kriterijume za SSc i imali skleroti¢éne promene
u makar jednom unutra$njem organu, ukljuceni su u studiju (van den Hoogen i sar., 2013).
Za svakog pacijenta prikupljeni su i prijavljeni sledeci podaci: starost, pol, trajanje bolesti,
obrazac zahvaéenosti koze fibrotiénim promenama, laboratorijski nalazi (sedimentacja
eritrocita-ESR, klirens kreatinina, C3 i C4), parametri funkcije plu¢a (vitalni kapacitet pluca-
VC, difuzni kapacitet pluéa za CO-DLCO), nalazi rendgenskog snimka pluc¢a i/ili
kompjuterizovane tomografije grudnog kosa visoke rezolucije (HRCT), kao i nalazi

ultrazvuka srca.

Za potrebe subfenotipskih analiza, SSc pacijenti podeljeni su u podgrupe na osnovu
relevantnih klini¢kih parametara. Na osnovu mRSS vrednosti, kao objektivne procene
zahvacenosti koze fibroticnim promenama, merenjem njene tvrdoce i zadebljanja na 17
razlic¢itih tacaka na telu, SSc pacijenti su podeljeni u dve grupe, jednu grupu pacijenata sa
umerenijom i blazom (MRSS<10) i drugu grupu pacijenata sa izrazitijom i teZom
zahvaéeno$¢u povrSine koze fibroticnim promenama (MRSS>10). Na osnovu obrasca
rasprostranjenosti sklerodermnih promena, a prema kriterijumima koji su predlozili Leroy i
sar. (LeRoy i Medsger, 2001), SSc je svrstana u dva glavna oblika: ISSc i dSSc. Ovi oblici
bolesti se medusobno znac¢ajno razlikuju po tezini klini¢ke slike i prognozi bolesti. Na osnovu
evaluacije klini¢kih i laboratorijskih parametara, na nacin kako su to definisali Valentini i
sar. (Valentini i sar., 2001) aktivnost bolesti rangirana je od 0 do 10 (0 predstavlja odsustvo
aktivnosti, dok 10 predstavlja maksimalnu aktivnost bolesti) za svakog SSc pacijenta. Oni
pacijenti koji su imali vrednost >3 svrstavani su u grupu pacijenata sa aktivnom formom

bolesti, za razliku od onih koji su imali ovu vrednost <3 i bili svrstavani u grupu pacijenata
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sa stabilnom formom bolesti. Kod 95% SSc pacijenata u serumu detektovana su specifi¢na
autoantilela za SSc. Na osnovu tipa antitela, SSc pacijenti su podeljeni u 3 grupe: prvu koju
karakteriSe iskljucivo prisustvo ACA, drugu koju karakterise iskljuc¢ivo prisustvo ATA i
tre¢u grupu pacijenata koju karakteriSe prisustvo vise od jednog tipa antinuklearnih antitela
(ANA). Prisustvo pluéne fibroze bilo je definisano pozitivnim rendgenskim i HRCT
nalazima. Trajanje bolesti definisano je kao vreme koje protekne od pojave prvog simptoma
razli¢itog od Raynaudov fenomena do trenutka ukljucivanja u studiju. Na osnovu trajanja
bolesti SSc pacijenti su podeljeni u grupe sa trajanjem bolesti <3 kao ranim oblikom, i >3

godine kao kasnim oblikom bolesti.

U asocijativnu studiju ukljuceno je 102 SSc pacijenta (88 osoba zenskog i 14 osoba
muskog pola) sa prosekom godina 57.7 + 11.0. Kontrolna grupa sastojala se od 66 zdravih
ispitanika (56 osoba zenskog i 10 osoba muskog pola) koji su uskladeni sa pacijentima po
poreklu, polu i starosti (sa prosekom godina 55.2 + 10.2). Analiza ekspresije odabranih gena
izvedena je na podgrupama od 50 SSc pacijenata (45 osoba Zenskog i 5 osoba muskog pola,
uzrasta 59.6 + 9.3 godina) i 13 zdravih pojedinaca (10 osoba Zenskog i 3 osobe muskog pola,
sa prosekom godina 57.2 + 11.5) za koje su bili dostupni uzorci mononuklearnih ¢elija za
izolaciju RNK.

Demografske, klini¢ke 1 seroloSke karakteristike SSc pacjenata i kontrolnih

pojedinaca koji su ucestvovali u ovoj studiji prikazani su u Tabeli 1 i 2.
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Tabela 1. Demografske, klini¢ke i seroloske karakteristike SSc pacijenata i zdravih pojedinaca uklju¢enih u

asocijativnu studiju

SSc pacijenti

Kontrolni ispitanici

Demografski podaci

Broj 102 66
Starost prosek + SD 57.7 £ 11.0 god; 55.2+10.2 god;
medijana 59.0 god; 55.5 god;
Distribucija polova zenski 88 (86%) 56 (83%)
muski 14 (14%) 10 (17%)
Klini¢ke karakteristike
Trajanje blesti prosek £ S.D 8.9+8.2yr;
medijana 6.5yr;
rana forma 28 (27%)
kasna forma 74 (73%)
Klinic¢ki podtipovi difuzni oblik 22 (22%)
limitirani oblik 79 (77%)
Aktivnost bolesti aktivna 32 (31%)
stabilna 70 (69%)
Zahvacéenost bubrega 22 (22%)
Zahvacenost pluéa 65 (64%)
Digitalni ulceri 9 (18%)
Fibroza pluéa 28 (27%)
MRSS vrednost <10 63 (62%)
>10 39 (38%)
Seroloske karakteristike
prisustvo ACA 35  (34%)
prisustvo ATA 28 (27%)
prisustvo ANA 25 (25%)
odsustvo antitela 14 (14%)
Terapija
Endoksan 69 (67%)
Imuran 19 (18%)
Prednizon 40 (39%)
Metotreksat 46 (45%)
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Tabela 2. Demografske, klini¢ke i seroloske karakteristike SSc pacijenata i zdravih pojedinaca uklju¢enih u
relativne ekspresione analize

SSc pacijenti Kontrolni ispitanici
Demografski podaci
Broj 50 13
Starost prosek = SD 58.9 £ 9.2 god; 57.2 £11.5 god,;
medijana 61.0 god; 54 god;
Distribucija polova zenski 45 (90%) 10 (77%)
muski 5 (10%) 3 (23%)
Klini¢ke karakteristike
Trajanje blesti prosek £ S.D 8.0 £ 6.4 god;
medijana 6.0 god;
rana forma 13 (26%)
kasna forma 37 (74%)
Klinic¢ki podtipovi difuzni oblik 8 (16%)
limitirani oblik 42 (84%)
Aktivnost bolesti aktivna 17 (34%)
stabilna 33 (66%)
Zahvacéenost bubrega 12 (24%)
Zahvacenost pluc¢a 27  (54%)
Digitalni ulceri 9 (18%)
Fibroza plué¢a 18  (36%)
MRSS vrednost <10 25  (50%)
>10 25  (50%)
Seroloske karakteristike
prisustvo ACA 19  (38%)
prisustvo ATA 15 (30%)
prisustvo ANA 12 (24%)
odsustvo antitela 4 (8%)
Terapija
Endoksan 19 (38%)
Imuran 15 (30%)
Prednizon 12 (24%)
Metotreksat 4 (8%)
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3.2. Izolacija DNK iz periferne krvi

Svezi uzorci periferne krvi SSc pacijenta 1 kontrolnih ispitanika uzeti su na 3.8% Na-
citratu kao antikoagulansu u odnosu 9:1. Za izolaciju DNK iz periferne krvi koris¢en je

QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Nemacka).

Protokol:

U mikrotube 1.5 ml zapremine (Ependorf) dodati 20 pl proteinaze K (20 mg/ml), 200 pl
uzorka periferne nekoagulisane krvi, 200 ul AL pufera i promesati vorteksovanjem 15sec
Inkubirati 10 min u vodenom kupatilu na 56°C

Spustiti uzorak na dno tube kratkim centrifugiranjem (“spin-down” centrifugiranje)

U tubu dodati 200 pl 96-100% etanola, a zatim vorteksovati 15sec

“Spin-down” centrifugiranje

Uzorak naneti na QIAamp Mini spin kolonicu i centrifugirati 1 min na 8 000 rpm

Odbeaciti filtrate, a zatim kolonicu isprati sa 500 ul AW1 pufera

Centrifugirati 1 min na 8 000 rpm

Odbeaciti filtrat i kolonicu isprati sa 500 pl AW?2 pufera i centrifugirati 3 min na 13 000 rpm
Odbaciti filtrate, kolonicu prebaciti u novu sterilnu mikrotubu, dodati 150 pl AE pufera za
eluciju i inkubirati 10 min na sobnoj temperaturi

Centrifugirati 1 min na 8 000 rpm

Prinos i Cistoca izolovane DNK oredivani su na NanoVue spektrofotometru (GE Healthcare
Life sciences, Amersham, UK), po uputstvu proizvodaca za rad na aparatu

Uzorak izolovane DNK ¢uvani su na -20°C.
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3.3. Izolacija mononuklearnih celija iz periferne krvi

Za izolaciju mononukleranih ¢elija sacinjenih od 70-90% limfocita, 10-20%
monocita i 1-2% dendriti¢nih ¢elija, upotrebljeni su svezi uzorci pune periferne krvi i rastvor
fikola (Ficoll-Paque Plus, GE Healthcare Life sciences, UK) u cilju razdvajanja krvih ¢elija

centrifugiranjem na gradijentu gustine.

Protokol:

Naneti 3 ml Ficoll-Paque Plus na dno sterilne epruvete zapremine 10 ml

Pazljivo naslojiti 4 ml razblazenog uzorka (uzorak:fizioloski rastvor, 0.9% NaCl = 1:1) tako
da se dve faze ne meSaju

Centrifugirati 25 min na 1 500 rpm na sobnoj temperaturi (RT)

Pazljivo pokupiti beli¢astu interfazu, sadinjenu od MNCPK i prebaciti je u novu sterilnu
epruvetu zapremine 10 ml

Za ispiranje naliti 8 ml 1x PBS (eng. Phosphate Buffered Saline, 137 mM NaCl, 2.7 mM
KCI, 10 MM NaHPOs, 2 mM KH2POs), isprati u eprvuvetu i promesati inertovanjem 10-15
puta a zatim centrifugirati 15 min na 1 500 rpm na RT

Odliti supernatant i resuspendovati talog sa¢injen od MNCPK u TRI Reagent (Ambion)
Resuspendovan talog u TRI Reagent prebaciti u novu sterilnu mikrotubu zapremine 1.5 ml
Uzorak izolovanh MNCPK ¢&uvati na -80°C.

3. 4. Izolacija RNK iz mononuklearnih éelija

Za izolaciju ukupne RNK visokog kvaliteta iz MNCPK je koris¢en TRI Reagent. Ovaj
monofazni rastvor fenola i guanidin-izotiocijanata odvaja frakcije DNK i proteina od frakcije
RNK, ne dozvoljavajuci narusavanje njenog integriteta prilikom izolacije. Upotrebljen metod
izolacije RNK predstavlja unapreden klasi¢ni metod izolacije koji su predhodno definisali

Chomczynski i Sacchi (Chomczynski i Sacchi, 2006).
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Protokol:

Lizirati MNCPK ¢&uvane u TRI Reagent, provlaéenjem 5-10 puta kroz iglu promera 0.7 mm
Dodati 200 pl hloroforma i snazno promuckati rukom, a zatim inkubirati 15 min na RT
Centrifugirati 15 min na 12 200 rcf na 4°C

Nakon centrifugiranja jasno se izdvajaju tri faze: gornja, vodena faza u kojoj se nalazi
rastvorena RNK, interfaza i organska, donja faza sa proteinima i DNK

Bez dodirivanja interfaze, polako pokupiti gornju fazu sa RNK i prebaciti je u novu sterilnu
mikrotubu zapremine 1.5 ml

Da bi RNK precipitirala, dodati 500 pl izopropanola (na 1ml TRI Reagent rastvora),
invertovati i inkubirati 10-15 min na RT, a zatim centrifugirati 10 min na 12 200 rcf na 4°C
Ukloniti supernatant dekantovanjem i dodati 1 ml hladnog 70% etanola koji je razblazen
destilovanom vodom tretiranom 0.1% dietilpirokarbonatom (DEPC)

Centrifugirati 10 min 12 200 rcf na 4°C

Ukloniti supernatant i ostatak etanola, a zatim talog osusiti na RT (paziti da se talog ne
presusi)

Rastvoriti talog u 30 ul vode oslobodene od RNaza i inkubirati 10-15 min u vodenom
kupatilu na 56°C uz povremeni vorteks

Prinos i Cistoca izolovane RNK odredivani su na NanoVue spektrofotometru

Uzorak izolovane RNK ¢&uvan je na -80°C do ponovne upotrebe

DEPC voda je prethodno pripremana je na sledeci na¢in: 0.1% rastvor DEPC vode inkubiran

je preko no¢i na 37°C, a zatim autoklaviran 60 min na 100°C.

3. 5. Izolacija RNK iz uzoraka bioptiranog tkiva koze

Uzorkovano tkivo biopsije koze sa dela zahvacenog fibroti¢nim promenama i dela
bez vidljivih promena kod SSc pacijenata, se odmah uranjalo u rastvor Allprotect Tissue
Reagent (Qiagen, Nemacka), koji je namenjen stabilizaciji RNK i o¢uvanju nativnih proteina
do njihove izolacije. Biopsijom se dobijalo oko 5 mg tkiva koze koje je ¢uvano u 200 pl

navedenog rastvora. Uzorci su inkubirani preko no¢i na 4°C i dalje ¢uvani na -20°C. Izolacija
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molekula RNK iz uzoraka biotiranog tkiva koZze vrSena je prema protokolu proizvodaca

RNeasy Mini Kit-a koji je kori$¢en za tu svrhu (Qiagen, Nemacka).
Protokol:

Napraviti denaturiSu¢i RTL pufer sa B-merkaptoetanolom (10 ul B-merkaptoetanola na 1 ml
pufera RTL)

Dodati 350 pl ovako pripremljenog rastvora u sterilnu epruvetu zapremine 10 ml

Uzorak tkiva koji je ¢uvan u ALLprotect Tissue Reagent izvaditi sterilnom iglom, osusiti
sterilnom vatom i prebaciti u epruvetu sa rastvorom

Homogenizovati tkivo u trajanju od 30 - 60 sec u epruveti, homogenizatorom TissueRuptor
(Qiagen) na maksimalnoj brzini

U novu sterilnu mikrotubu od 1.5 ml zapremine prebaciti lizat nakon homgenizacije i
centrifugirati 3 min na 13 000 rpm

Supernatant prebaciti u novu sterilnu mikrotubu i dodati jednaku zapreminu hladnog 70%
DEPC etanola (etanol razblazen sa 0.1% DEPC vodom), a zatim promesati

Prebaciti uzorak na RNeasy Mini Kit kolonu i centrifugirati 30 sec na 12 000 rpm, zatim
odbaciti filtrat

Naneti na kolonicu 700 pul RW1 pufera i centrifugirati 30 sec na 12 000 rpm, odbaciti filtrat
Dodati 500 ul RPE pufera i centrifugirati 30 sec na 12 000 rpm, odbaciti filtrat

Dodati 500 pl RPE pufera i centrifugirati 2 min na 12 000 rpm, odbaciti filtrat

Prebaciti kolonicu u novu sterilnu mikrotubu i dodati 30 pl vode oslobodene od RNaza
Inkubirati 2 min na RT, a zatim centrifugirati 1 min na 12 000rpm

Prinos i ¢istoca izolovane RNK utvrdivani su na Quibit 3.0 fluorimetru (Invitrogen, SAD) uz
upotrebu Quibit RNA BR Assay Kit-a (Invitrogen) prema protokolu proizvodaca

Uzorak izlovane RNK ¢&uvan je na -80°C do sledeée upotrebe.
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3. 6. Reakcija lanéanog umnozavanja DNK

Reakcija lan¢anog umnozavanja (eng. Polymerase Chain Reaction, PCR) predstavlja
amplifikaciju ciljne sekvence DNK u in vitro uslovima, koris¢enjem dva oligonukleotida
(prajmera) koji su uzajamno suprotno orijentisani, i koji su komplementarni krajevima ciljne
sekvence. Svaki ciklus PCR reakcije koji se sastoji od denaturacije DNK, hibridizacije
prajmera i ekstenzije hibridizovanih prajmera, katalizovan je termostabilnom DNK
polimerazom. Ponavljanje ciklusa omogucava stvaranje velikog broja kopija ciljne sekvence
DNK, pocev od male pocetne koli¢ine DNK uzorka. Za in vitro sintezu DNK neophodno je
da PCR reakciona smesa sadrzi slede¢e komponente: DNK matricu, odgovarajuce prajmere,
nukleotide kao gradivne DNK elemente, Taq polimerazu koja katalizuje samu reakciju, kao

I jone magnezijuma i pufer koji su neophodni za njen optimalni rad (Brajuskovic, 2012).

3. 7. Analiza DNK fragmenata elektroforezom na agaroznom gelu

Analiza umnoZzenih fragmenata DNK reakcijom PCR, izvrSena je na horizontalnom
agaroznom gelu (koncentracije od 2% do 4%), zavisno od veli¢ine DNK fragmenta koji se
analizira. Prilikom pripreme agaroznog gela dodavan je i etidijum bromid (1 pg/ml).
Elektroforeza je vrSena u 1x TAE puferu (1ImM Na;EDTA, 20 mM Na-acetat, 40mM Tris),
pri struji ja¢ine od 5 A/cm i naponu od 4-7 VV/cm. Vizuelizacija DNK izvrsena je izlaganjem
gela UV svetlosti talasne duzine od 266 nm. Fotografisanjem gela kamerom CCD sa
integrisanim BioDocAnalyze sistemom, dobija se trajni zapis rezultata u obliku digitalne
slike. Za odredivanje veli¢ine analiziranih fragmenata DNK upotrebljeni su odgovarajuci

DNK markeri koji su komercijalno dostupni (Fermentas).
3. 8. Reverzna transkripcija
Metoda reverzne transkripcije, na osnovu koje je sintetisana cDNK od predhodno

izolovane RNK, izvedena je po upustvu proizvodaca RevertAid Reverse Transcriptase Kit-a

(ThermoFisher Scientific) koji je u tu svrhu upotrebljen.

37



MATERIJAL | METODE

Protokol:

11 pl smese koja sadrzi 1 ug RNK poreklom iz krvi (odnosno 400 ng RNK poreklom iz tkiva)
i 100 pmol nasumi¢nih heksamera kao prajmera, inkubirati 5 min na 70°C i prebaciti na led
Dodati zatim smeSu volumena 9 pl koja sadrzi 40 U M-MuLV reverzne transkriptaze, 0.5 ul
Ribo-Lock RNaznog inhibitora, 2 ul dNTP (10 mM) i 4 ul 5x RT-pufera (ThermoFisher
Scientific)

Inkubirati na 15 min na 25°C, onda 60 min na 42°C, a potom inkubacijom od 10 min na 70°C
zaustaviti reakciju

Uzorak ¢DNK koncentracije 50 ng/ul (u ukupnoj zapremini od 20 pl) ¢uvati na -20°C do

dalje upotrebe.

3.9. Provera kvaliteta sintetisane cDNK

Kvalitet novosintetisane cDNK proveravan je amplifikacijom odabranog regiona
konstitutivno eksprimiranog gena ABL (“housekeeping”). Ovakvim postupkom indirektno je
odredivana kako oc¢uvanost izolovane RNK koja je upotrebljena kao matrica za sintezu
cDNK, tako i efikasnost same reakcije reverzne transkripcije. Sekvence prajmera koris¢ene
za umnozavanje zeljenog regiona prikazane su u tabeli 3. Sastav reakcione smese, kao i

temperaturni profil PCR reakcije navedeni su u tabeli 4.

Tabela 3. Sekvence prajmera koris$¢ene u okviru provere kvaliteta sintetisane cDNK za umnozavanje
odabranog regiona gena ABL

Gen Sekvenca (5°-3’ smer) prajmera DuzZina (bp)
ABL uzvodni 5’>-ATCTGCCTGAAGCTGGTGGGCT-3 22
nizvodni 5>-TGTGATTATAGCCTAAGACCCGGAG-3’ 25
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Tabela 4. Sastav PCR reakcione smese kao i temperaturni profil PCR reakcije

Sastav PCR reakcije ukupnog volumena od 25 ul: | Temperaturni profil PCR reakcije:

50 ng cDNK 1. 5 min/ 95°C

1 x PCR pufer 2. 35 ciklusa:

1 x Q rastvor
1.5 mM MgCI2
0.4 mM dNTP

e 30 sec/95°C
e 1 min/65°C

e 1min/72°C
0.4 uM prajmera (uzvodni i nizvodni)

i 0
1 U Taq polimeraze (Kapa Biosystems) 3. 10 min/72°C

Provera uspeSnosti PCR amplifikacije vrSena je elektroforezom na 2% agaroznom
gelu. Ukoliko je umnozen fragment dektovan na duzini koja odgovara 277 bp, smatrano je
da sintetisana cDNK moze da se upotrebi za analizu ekspresije odabranih gena metodom RT-
qPCR.

3. 10. Pracenje ekspresije gena pomoé¢u metode PCR u realnom vremenu (QPCR)

Kvantitativni PCR ili PCR u realnom vremenu (eng. real-time PCR, gPCR)
omogucéava preciznu kvantifikaciju dobijenog PCR produkta nakon svakog zavrSenog
pojedina¢nog ciklusa PCR reakcije, tj. u realnom vremenu. Kod gPCR metode, merenje
koli¢ine produkta vr$i se U toku eksponencijalne faze reakcije, kada prilikom svakog PCR
ciklusa, dolazi do dupliranja koli¢ine PCR produkta, za razliku od klasiéne PCR metode kod
koje se odredivanje koli¢ine dobijenog produkta vrsi isklju¢ivo na samom kraju PCR
reakcije. Ovom metodom omogucena je i precizno odredivanje koli¢ine pocetne matrice

DNK (Brajuskovic, 2012).
Intenzitet fluorescencije u pocetnim PCR ciklusima relativno je ujednacen i naziva se
bazalni ili osnovni nivo fluorescencije. Sa povecanjem broja ciklusa intenzitet fluorescencije

raste i u pozitivnoj je korelaciji sa brojem amplifikovaniih PCR produkata. Kada
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fluorescentni signal uzorka postane znacajno visi od bazalnog nivoa, taj ciklus naziva se
,treshold cycle — Ct. Vrednost Ct je obrnuto proporcionalna koli¢ini target sekvence uzorka.
Ukoliko je pocetni broj kopija odabrane sekvence veéi, to ¢e detektovana vrednost Ct biti
niza, i obratno, sto je pocetna koli¢ina DNK u uzorku veca, da bi fluorescentni signal postao

statisti¢ki ve¢i od bazalnog nivoa fluorescencije, manje ¢e ciklusa biti potrebno.

Trenutno dve osnovne tehnike koje se koriste u g°PCR metodi su SYBR Green i TagMan.

SYBR Green bila je prva primenjena fluoroboja u gPCR-u. Tehnika se zasniva na
vezivanju ove fluoroboje za manji zleb dvolancanih produkata DNK i na emisiji svetlosti na
odredenoj talasnoj duzini (520 nm). Nivo emitovane svetlosti proporcionalan je
zastupljenosti ciljne DNK u uzorku koji se analizira. Kako se broj PCR ciklusa povecava
tako se povecava i koli¢ina dvolan¢ane DNK, a samim tim i ja¢ina fluorescentnog signala
koga SYBR Green boja emituje. Pored toga, intenzitet signala koji se meri, zavisi ne samo
od koli¢ine nego i od duZine ciljne sekvence. Sto je ciljna sekvenca duZa intenzitet signala
¢e biti jaci. Medutim, nedostatak ove tehnike jeste njena nedovoljna specificnost, sto za
posledicu moze imati detekciju dimera prajmera i umnozenih nespecificnih PCR produkata.
Stoga se analiza krive topljenja koristi za procenu njene specifi¢nosti. Nivo fluorescencije
konstatno se prati kako temperatura raste postepeno od 40°C do 95°C. Pri nizim
temperaturama, ukoliko je prisutna dvolancana DNK, postojace visok fluorescentni signal.
Na temeperaturi oko tacke topljenja PCR produkata, intenzitet fluorescencije znacajno ce
opasti. Tako da ukoliko je prisutan samo specifican PCR produkt, kriva topljenja/
disocijacije pokazaée samo jedan pik fluorescencije. U sluc¢aju da postoje vise PCR produkata
razli¢itog sastava i duzine, na krivi topljenja dobija se vise pikova fluorescencije usled razlika
u njihovim tackama topljenja.

TagMan tehnika za detekciju PCR produkata koristi 5°—3’egzonukleaznu aktivnost
Taq polimeraze. Proba TagMan je duzine oko 20-30 nukleotida, vezuje se nizvodno od
prajmera i komplementarna je delu sekvence koji se umnozava. Ove probe su obelezene sa

dve fluoroboje, boja koja se nalazi na 5’ kraju je reporterska, fluorescentna boja- R (najcesce
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FAM, JOE ili VIC), dok se na 3’ kraju nalazi priguSiva¢- Q (eng. quencher). Sve dok je proba
intaktna, tj. dok se R boja nalazi u blizini Q boje, intenzitet fluorescencije nije detektabilan.
Razlog tome je transfer fluorescentne rezonantne energije (eng. Fluorescence Resonance
Energy Transfer, FRET), odnosno emisiona energija R boje prenosi se na Q boju bez
emitovanja fotona. Uklanjanjem sa DNK lanca hibridizovane probe egzonukleaznom
aktivno$¢u Taq polimeraze, R boja nije viSe u blizini Q boje, $to za posledicu ima
detektabilnu emisiju fluorescencije. Koli¢ina DNK za koju se vezuju probe TagMan,
povecava se svakim narednim ciklusom. Kako je intenzitet fluorescencije proporcionalan

koli¢ini umnozenih molekula DNK, tako raste i ja¢ina signala (Brajuskovic, 2012).

Kvantifikacija podataka dobijenih gJPCR metodom moze biti apsolutna i relativna.
Rezultat u apsolutnoj kvantifikaciji predstavljen je kao apsolutni broj kopija ciljne sekvence.
Taj broj se dobija poredenjem sa standardnom krivom dobijenom kvantifikacijom uzoraka
poznate koncentracije. U relativnoj kvantifkaciji, krajni rezultat je predstavljen relativnim
odnosom referetnog uzorka (kalibratora) i uzorka koji se meri. Oba ova pristupa zahtevaju
normalizaciju podataka, stoga se paralelno sa umnozavanjem target sekvence vr$i i
amplifikacija endogene kontrole. Endogena kontrola je najcesce konstitutivno eksprimiran

(,,housekeeping*) gen koji ima stabilnu ekspresiju u svim uzorcima koji se kvantifikuju.
3. 11. Relativna kvantifikacija

Komparativni ddCt metod koji su definisali Livak i Schmittgen (Livak i Schmittgen,
2001) najéesce je upotrebljavan metod kvantifikacije ekspresije gena. Koli¢ina ispitivanog

gena, koji je normalizovan u odnosu na unutrasnju kontrolu i relativno izrazen u odnosu na

kalibrator je:
Q =29 pri ¢emu je ddCt = dCty — dCtx = (Ctt — Ctg) — (Ctrx — Cte)
U-uzorak; K-kalibrator; T-target; E-endogena kontrola;

Ova metoda zahteva priblizno istu visoku efikasnost amplifikacije (iznad 96%) kako target

gena tako i endogene kontrole.
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3. 11. 1. Odredivanje relativne ekspresije gena IL6, JAK2, STAT3, TLR7, TLR9 i IRAK1

Nivoi ekspresije selektovanih gena analizirani su metodom gPCR u kojoj se kao
matrica za amplifikaciju specifi¢ne sekvence koristi predhodno sintetisana cDNK, §to znaci
da su ovoj metodi predhodili metode izolacije RNK iz MNCPK i tkiva koze, kao i reverzna
transkripcija. Relativna ekspresija gena odredivana na je na aparatu 7900 HT Fast Real-Time
PCR System (Applied Biosystems), upotrebom TagMan tehnike za odredivanje ekspresije
gena JAK2, TLR7, TLR9 i IRAK1, dok su nivoi ekspresije gena IL6 i STAT3 praceni
upotrebom SYBR Green tehnike. Ekspresija gena GAPDH (eng. Glyceraldehyde-3-
Phosphate Dehydrogenase, GAPDH) kori$¢ena je kao endogena kontrola za normalizaciju
koli¢ine ukupne RNK u svakom uzorku (Baluchamy i sar., 2007; Clark i sar., 2008). Svi
eksperimenti uradeni su u duplikatu. Sekvence prajmera i proba kao i kataloski brojevi

komercijalno dostupnih eseja koris¢enih za merenje ekspresije gena navedeni su u tabeli 5.

Tabela 5. Sekvence prajmera i proba, kao i kataloski brojevi komercijalno dostupnih eseja upotrebljenih za
merenje relativne ekspresije gena JAK2, TLR7, TLR9, IRAK1, IL6, STAT3 i GAPDH

Duzina | gPCR

Gen Sekvence (5°—3’smer) upotrebljenih prajmera i proba (bp) hemija
JAK?2 Esej za ekspresiju gena Hs00234567_m1 (ThermoFisher Scientific) TagMan
IRAK1 Esej za ekspresiju gena Hs01018347_m1 (ThermoFisher Scientific) TagMan

uzvodni 5’-GGAGGTATTCCCACGAACACC-3’ 21
TLR7 | nizvodni 5"-TGACCCCAGTGGAATAGGTACAC-3’ 23 TagMan
proba | (FAM)5’-CGAACCTCACCCTCACCATTAACCACAT-3’-(TAMRA) 28
uzvodni 5"-GGACCTCTGGTACTGCTTCCA-3’ 21
TLR9 | nizvodni 5’-AAGCTCGTTGTACACCCAGTCT-3’ 22 TagMan
proba | (FAM)-5"-~ACGATGCCTTCGTGGTCTTCGACAAA-3’-(TAMRA) 26
uzvodni 5-GAAGGTGAAGGTCGGAGT-3’ 18
GAPDH | nizvodni 5’-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3’ 20 TagMan
proba (FAM)-5-GGCTGAGAACGGGAAGCTTG-3’-(TAMRA) 20
IL6 uzvodni 5’-GCAAAGAGGCACTGGCAGAA -3’ 20 SYBR
nizvodni 5’-GGCAAGTCTCCTCATTGAATCC-3’ 22 Green
STAT3 uzvodni 5"-ACCTGCAGCAATACCATTGAC-3’ 21 SYBR
nizvodni 5"-AAGGTGAGGGACTCAACCTGC-3’ 21 Green
GAPDH uzvodni 5"-GTGAAGGTCGGAGTCAACG-3’ 19 SYBR
nizvodni 5"-TGAGGTCAATGAAGGGGTC-3’ 19 Green
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Sastav PCR reakcije finalnog volumena od 10 pl:

TagMan hemija

SYBR Green hemija

50 ng cDNK iz krvi, 20 ng cDNK iz tkiva

prajmeri finalne koncentracije 300 nM

proba finalne koncentracije 200 nM

1x ROX High finalne koncentracije 500 nM

1x KAPA PROBE FAST Universal gqPCR Master
Mix (Kapa Biosystems)

50 ng cDNK iz krvi, 20 ng cDNK iz tkiva

Prajmeri finalne koncentracije 300 nM

1x ROX High referetna boja finalne koncentracije
500 nM

1x KAPA SYBR FAST Universal g°PCR Master Mix
(Kapa Biosystems)

Kvantifikacija ekspresije gena JAK2 i IRAK1 izvrSena je u PCR reakciji finalnog

volumena 10 pl koriste¢i 50 ng cDNK poreklom iz krvi i sa TagMan Universal Master Mix

Il (Applied Biosystems), ekspresionim esejima za gene JAK2 i IRAK1 (TagMan Gene
Expression Assays Hs00234567 ml i Hs01018347_m1, ThermoFisher Scientific) po

protokolu proizvodaca koriste¢i ekspresiju gena GAPDH kao endogenu kontrolu. Svi uzorci

mereni su u duplikatu.

Termperaturni profil za sve PCR reakcije je bio:

1. 50°C/ 2 min

2. 95°C/ 10 min

3. 45 ciklusa
« 959C/ 15 sec
+ 60°C/ 1 min

4. U slucaju merenja ekspresije uz upotrebu SYBR hemije radenja je i kriva topljenja

radi utvrdivanja specifi¢nosti PCR reakcije.

Za obradu rezultata upotrebljen je komparativni ddCt metod, pri ¢emu je medijana dCt

vrednosti zdravih kontrolnih uzoraka koris¢ena kao kalibrator.

43



MATERIJAL | METODE

3. 11. 2. Odredivanje relativne ekspresije mMiRNK-146a

Odredivanje relativne ekspresije zrele miRNK-146a vrSeno je TagMan MicroRNA
Assay-a (Applied Biosystems, SAD) po upustvu proizvodac¢a. Ova analiza se zasniva na

dvostepenoj RT-gPCR metodi, sastavljenom od reverzne transkripcije i PCR amplifikacije.

Reverzna transkripcija: Polaze¢i od uzoraka totalne RNK, cDNK sistetisana je uz
pomoc¢ specificnih RT-prajmera sa petljom (“stem-loop”) i komponenti TagMan MicroRNA
Reverse Trancription Kit-a (Applied Biosystems).

Sastav i temperaturni profil RT reakcije finalnog volumena od 15 pl:

Sastav reakcione smese ukupnog volumena od 15 pl: | Temperaturni profil RT reakcije:

20 ng RNK iz periferne krvi i uzoraka tkiva koze
1.5 ul RT-prajmer za miRNK-146a

1.5 ul RT-prajmer za RNU6B

0.15 pl 200mM dNTP-a

1 pl 50 U/ul MultiScribe reverzna transkriptaza
1.5 pl 10x RT pufera

0.19 ul Rnazni Inhibitor, 20 U/ul

e 16°C /30 min
e 42°C/ 30 min
e 85%C/5min

e 4°C/lw

PCR amplifikacija: U ovom koraku, polaze¢i od predhodno sintetisane cDNK iz
periferne krvi i bioptiranog tkiva koze, Zeljeni PCR produkti amplifikuju se na aparatu 7900
HT Fast Real-Time PCR System, upotrebom odgovaraju¢ih Tagman MicroRNA Assay-a i
TagMan Universal PCR Master Mix-a (Applied Biosystems).
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Sastav i temperaturni profil PCR reakcije:

Sastav reakcione smese ukupnog volumena od 10 pl: | Temperaturni profil PCR reakcije:

1. 95°C/ 10 min

RT produkt (razblaZenje 1:15) 2. 40 ciklusa:
0.5 yl TagMan miR-146a Gene Expression Assay-a za

e 950C/15sec
miRNK-146a* )

) ) e 60°C/1min

5 ul TagMan 2x Universal PCR Master Mix, No

e 85°C/5min
AmpErase UNG

e 4°C/w

* za RNUGB upotrebljen je TagMan microRNA Control Assay RNU6B (Applied Biosystems)

Sva merenja uradena su u duplikatu. Rezultati su analizirani komparativnim ddCt
metodom, a kao kalibrator kori$¢ena je medijana dCt vrednosti analiziranih zdravih kontrola.
Relativna ekspresija RNU6B koris¢ena je kao endogena kontrola za normalizaciju pocéetne

koli¢ine cDNK svakog uzorka.

3. 12. Metoda sekvenciranja po Sangeru

Sekvenciranje DNK izvedeno je kapilarnom elektroforezom na automatskom
sekvenceru (3130 Genetic Analyzer, Applied Biosystems) uz upotrebu BigDye™ Terminators
Version 3.1 Ready Reaction Kit-om (Applied Biosystems). U reakciji sekvenciranja pored
deoksinukleozid trifosfata (ONTP) koriste se i 2°, 3°- dideoksi-nukleozid trifosfata (ddNTP)
(Sanger i sar., 1992). Kako enzim DNK polimeraza ne pravi razliku izmedu dNTP-ova i
ddNTP-ova tokom in vitro sinteze lanca DNK, ddNTP-ovi formiranjem fosfodiestarske veze
izmedu svoje 5’- fosfatne grupe i 3’- hidroksilne grupe poslednjeg nukleotida u lancu mogu
se ugraditi u rastuci lanac DNK. Do prekida dalje sinteze DNK dolazi zbog nemoguénosti
formiranje nove fosfodiesterske veze sa slede¢im nukleotidom u lancu DNK, kako ddNTP-
ovi nemaju slobodnu 3’- hidroksilnu grupu (Brajuskovic, 2012). U reakciju se dodaje samo
jedan prajmer tako da se dobija niz fragmenata razli¢itih duzina koji se zavrSavaju ddNTP-

om. Za razliku od kitova u kojima su ddNTP-ovi obelezeni jednom istom fluorescentnom
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bojom, u ovom kitu je svaki od Cetiri ddNTP-a obelezen razli¢itom fluorescentnom bojom,
¢ime se omogucava da se U jednoj PCR reakciji izvr$i sekvenciranje jednog uzorka, umesto
u Cetiri odvojene. Detektor fluorescencije u aparatu je takav da moze da napravi razliku
izmedu svake boje, pri tom definiSuéi da li ona predstavlja A, T, G ili C. Zapis sekvence ¢ini
serija obojenih pikova, pri ¢emu je pozicija svakog nukleotida u sekvenci predstavljena

pojedina¢nim pikom odgovarajuce boje.

3.12.1. Identifikacija varijanti u genima IRAK1 i miRNK-146a

Detekcija prisustva varijanti u genu IRAK1 (rs3027898 C>A) i miRNK-146a
(rs2910164 G>C) u uzorcima periferne krvi SSc pacijenata i zdravih pojedinaca, vrSena je

metodom direktnog sekvenciranja.
Ovoj metodi predhodili su sledeéi koraci:
1. Izolacija DNK odgovarajuc¢eg prinosa i kvaliteta iz periferne krvi (predhodno opisan

protokol 3.2.)

2. Umnozavanje odabranih regiona gena IRAK1 i miRNK-146a koji sadrze datu varijantu i
okolnu sekvencu predhodno opisanom metodom PCR-a. U tabeli 6. navedene su sekvence

koris¢enih parova prajmera, njihove duZine i temperature topljenja.

Tabela 6. Parovi prajmera kori$¢enih za umnozavanje odabranih regiona gena IRAK1 i miRNK-146a koji
sadrze ispitivane geneticke varijante

Naziv gena Sekvenca prajmera (5’—3’ smer) Duzina (bp) | Tm (°C)
IRAKL uzvodni | 5-GATTTTGTGTTCAGCCGTGAGTC-3’ 23 56.6
nizvodni | 5>-GAAAAACCTGACACGGGAAGTG -3’ 22 56.4
) uzvodni 5’-GACAGGCCTGGACTGCAAG-3’ 19 58.6
mMiRNK-146a _ _
nizvodni 5’-GACTCTGCCTTCTGTCTCCAG-3’ 21 56.9
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Sastav i temperaturni profil PCR reakcija finalnog volumena od 25 pl:

Sastav PCR reakcija: Temperaturni profil PCR reakcija:
100 ng DNK 1. 94°C/ 5 min

1x PCR pufer 2. 35 ciklusa:

1x Q rastvor e 94°C/ 30 sec

1.5 mM MgCL, e 56%C/ 30 sec za rs3027898

(odnosno 58°C/ 30 sec za rs2910164)

0.4 mM dNTP e 72°C/ 45 sec

0.4 UM uzvodni i nizvodni prajmeri
3. 72°C/ 10 min

1 U Tagq polimeraze (Kapa Biosystems)

3. Provera uspe$nosti PCR amplifikacije odabranog regiona gena IRAK1 detekcijom trake
duzine od 239 bp, odnosno odabranog regiona gena MIRNK-146a detekcijom trake duZine

od 233 bp, izvresena je elektroforezom na 2% agaroznom gelu.

4. Precis¢avanje dobijenih PCR produkata radeno je po upustvu proizvodaca QIAquick PCR

Purification Kit-a (Qiagen, Nemacka) upotrebljenog u tu svrhu.

Protokol:

Na volumen nase PCR reakcije dodati 5 volumena PB pufera i 10 ul 3M Na-acetata (pH=5)
Naneti uzorak na kolonicu QIAquick PCR Purification Kit-a i centrifugirati 1 min na 13 000
rpm

Ukloniti filtrat i dodati 750 pl PE pufera, a zatim centrifugirati 1 min na 13 000 rpm
Ukloniti filtrat pa jo§ jednom centrifugirati 1 min na 13 000 rpm

Prebaciti kolonicu u novu mikrotubu od 1.5 ml

Nanet na kolonicu 30-50 pl EB i inkubirati 5-10 min na RT

Centrifugirati 1 min na 13 000 rpm, zadrzati eluat koji predstavlja precis¢en PCR produkt
Odrediti koncentraciju precis¢enog PCR produkta na aparatu Quibit 3.0 fluorimetru, uz

upotrebu Quibit dSDNA HS Assay Kit-a (Invitrogen) prema protokolu proizvodaca.
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Smesa za sekvenciranje finalne zapremine 5 ul sadrzi slede¢e komponente:

Sastav PCR za sekvenciranje volumena od 5 pl: Temperaturni profil PCR reakcije:
3-20 ng preciséenog PCR produkta 1. 96°C/ 1 min

2 pmol prajmera za sekvenciranje (za sekvenciranje 2. 25 ciklusa;

odabranog fragmenta gena IRAK1 upotrebljen je uzvodni « 96°C/ 10 sec
prajmer, a za odabrani region gena miRNK-146a nizvodni « 50°C/5 sec
prajmer) « 60°C/ 4 min

0.5 ul Ready Reaction Mix (Applied Biosystems) 3. 4%C/

Posle zavrsene reakcije sekvenciranja uzorci su pre¢is¢avani Na-acetatnom precipitacijom.
Protokol:

U uzorak dodati 40 pl 3M Na-acetata (pH=5, -20 °C), zatim vorteksovati

Centrifugirati 20 min na 13 200 rpm

Ukloniti supernatant, dodati 200 pl 70% etanola (-20 °C)

Centrifugirati 10 min na 13 200 rpm, a zatim odliti supernatant i talog u potpunosti osusiti.

Osuseni talog rastvoriti u 25 ul HiDi i naneti na plo¢u za sekvenciranje

3.13. Mezenhimske matic¢ne ¢elije poreklom iz masnog tkiva

Uzorci masnog tkiva poreklom od 4 donora sa osteoartritisom prikupljeni su u
saradnji sa Institutom za ortopedske-hirurske bolesti ”Banjica”. IstraZivanje je sprovedeno u
saglasnosti sa Helsinskom deklaracijom o medicinskim istrazivanjima i principima dobre
naucne prakse. Svi ucesnici verifikovali su svoje uceS€e u istraZivanju pismenom
saglasno$c¢u. Odobrenje za sprovodenje ovog dela istrazivanja dalo je Ministarstvo zdravlja
Srbije (dozvola br. 500-01-01106/2014-03, 25.11.2014.) i Eticki komitet Instituta za
ortopedske ortopedske-hirur§ke bolesti ”Banjica” (broj odobrenja 1-/21/8, 19.04.2018).
Uzorkovanje je izvedeno ekscizijom 5 ml potkoznog masnog tkiva iz povrsinskog
abdominalnog regiona kroz mali rez u lokalnoj anesteziji. Uzorak je nakon toga prebacen u
Laboratoriju za molekularnu biomedicinu, Instituta za molekularnu genetiku i geneti¢ko

inZenjerstvo.
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3.13.1. Priprema autolognog seruma

Periferna krv donora upotrebljena je za dobijanje autolognog seruma koris¢enog za gajenje

aMMC.
Protokol:

Perifernu krv donora inkubirati na RT u periodu od 24 h od trenutka uzorkovanja
Centrifugirati 10 min na 1310 g. U toku centrifugiranja, fibrinska mreza sa krvnim ¢elijama
(koagulum) izdvaja se na dnu epruvete, a iznad njih ostaje serum, koji normalno ima izgled
bistre, Zuckaste teCnosti.

Odvojiti serum pazljivo od koagulata sa iglom i $pricem, i prebaciti u novu falkon tubu od
50 ml

U sterilnim uslovima filtrirati serum sa 0.22 um filterom (Sarstedt, Nemacka)

Tako dobijen serum ¢uvati na 4°C

3.13.2. 1zolacija mezenhimskih mati¢nih Celija iz masnog tkiva

Protokol:

Uzorkovano masnog tkivo inkubirati na RT 24 h od trenutka izolacije iz donora

Pipetom odvaditi krv iz falkon tube u kojoj se nalazi masno tkivo i odrediti njegov volumen
(optimalno je oko 5ml)

Dodati u epruvetu jednak volumen 1x PBS-a (Gibco, Life Technologies, SAD) sa 1x
Antibiotik/Antimikotik (Ab/Am, penicilin/streptavidin, Gibco, Life technologies, SAD) na
RT ili 4°C, blago promuckati i ostaviti malo da odstoji, tako da se masno tkivo izdvoji na
povrsini. Ovaj postupak ponoviti 3-5 puta, sve dok te¢nost u kojoj se ispira masno tkivo ne
postane bistra

Centrifugirati 2 min na 1220 g kako bi se uzorak oslobodio eritrocita, a zatim tecnost odvaditi

pipetom
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Na oprani lipoaspirat dodati 1x kolagenazu (4.5 ml DMEM, 500 ul 10x kolagenaze (Sigma
Aldrich, SAD), 50 ul Ab/Am, snazno promuckati, i inkubirati 60 min na 37°C, uz snazno
muckanje 5-10 puta na svakih 15 min

Pripremiti kompletan medijum (DMEM (Low glucose, GlutaMAX™, Gibco, Life
technologies, SAD), 10% autolognog seruma, 1x Ab/Am) u sterilnoj falkom tubi od 50 ml, i
zagrejati ga postepeno na 37°C

Kolagenazu u uzorku masnog tkiva neutralisati dodavanjem komletnog medijuma jednakog
volumena (5ml) i promuckati

Centrifugirati 10 min na 1220 g, a zatim pazljivo odliti masan Cep, pa zatim 1 ostatak tecnosti
Talog resuspendovati u 5 ml kompletnog medijuma, pa potom filtrirati kroz 100 pum filter
(BD, SAD)

Utvrditi broj ¢elija na Neubauer Improved plociti nakon njihovog bojenja sa 0.1% Tripan
plavim (Tripan blue stain, Gibco, Invitrogen). Tripan plavo je boja koja ima sposobnost da
prodire u mrtve ¢elije kroz oste¢enu ¢elijsku membranu, dok vijabilne ¢elije ostaju intaktne,
tj. neobojene. Nakon dodavanja Tripan plavog, uzorak se u periodu od oko 3 min nanosi

pazljivo izmedu plocice i pokrivnog stakla koji nalaze na obe komore plocice.
Ukupan broj vijabilnih ¢elija odredivan je na sledeéi nacin:
N x razblazenje x 10*=broj ¢elija/ ml

N=broj ¢elija po 4 x 4 polju

Ukupan broj ¢elija u uzorku se dobija kada se broj izmerenih ¢elija/ ml pomnoZi sa ukupnom

pocetnom zapreminom uzorka

Zasaditi celije u flaskove za gajenje adherentnih celija (Ti25, Ti75, Til75, Sarstedt,

Nemacka), u gustini od 6 x 10*/ cm?, pri ¢emu se ovaj pasaz oznacava kao 0. pasaz
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3.13.3. Gajenje i propagacija ¢elija u kulturi

Protokol:

Celije u zasejanim flaskovima su gajene u vlaznoj atmosferi koja sadrzi 5% ugljen-dioksida
I 95% vazduha inkubatora Heracell 240i (ThermoFisher Scientific)

Nakon 7 dana, iz flaskova odliti stari medijum, ¢elije isprati 2 puta sa toplim 1x PBS-om sa
Ab/Am (zagrejanog do 37°C) kako bi se uklonile neadherirane éelije, a zatim dodati sveZ
medijum

Kada ¢elije dostignu 80-90% konfluetnosti, odliti stari medijum, i isprati ¢elije 2 puta sa
toplim 1x PBS-om sa Ab/Am, u zapremini od 4 ml za Ti25, 8-10 ml za Ti75, 12-14 ml za
Til75 flask

Za tripsinizaciju konfluentnih Celija koristiti 1X tripsin (Gibco, Life technologies, SAD) u
zapremini od 0.3 ml za Ti25, 0.8 ml za Ti75, 1.8 ml za Til75 flask

Inkubirati 2-4 min u vlaznoj sredini sa 5% CO2,95% vazduha, na 37°C u inkubatoru
Neutralisati tripsin sa kompletnim medijumom u zapremini od 3-4 ml za Ti25, 5-6 ml za
Ti75, 8-10 ml za Til75 flask, a potom sprati ¢elije sa zidova suda, pokupiti ih i prebaciti u
novu sterilnu tubu i odrediti koncentraciju ¢elija predhodno opisanom metodom

Nakon utvrdivanja broja ¢elija, centrifugirati 4 min na 300g, odliti supernatant

Za zasejavanje Celija u nove flaskove i propagaciju ¢elija u kulturi dodati sveZ medijum tako
da koncentracija bude 2.5 x 10° ¢elija u 5 ml ukupne zapremine za Ti25 flask, 7.5 x 10° éelija
u 15 ml ukupne zapremine za Ti75 flask i 17.5 x 10° éelija u 34 ml ukupne zapremine u
slucaju zasejavanja Til75 flaska. Ovaj pasaz se oznacava kao 1. pasaz, 1 svakim sledec¢im
presejavanjem Celija broj pasaZa raste za jedan viSe

Celije su za potrebe istrazivanja prikupljane u 3. i 6. pasazu, nakon &ega su centrifugrane 4
min na 300g i medijum je uklonjen paZzljivo, nedodirujuéi talog ¢elija

Celija su resuspendovane u 1 ml TRI Reagent u kome su &uvane na -80°C sve do trenutka

izolacije RNK po predhodnom opisanom protokolu (odeljak 3.4.)
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3.14. Fenotipska karakterizacija aMMC

Karakterizacija izolovanih mati¢nih c¢elija iz masnog tkiva podrazumeva
demonstriranje fenotipskih karakteristika specificnih za mezenhimske mati¢ne celije.
Medunarodno drustvo za ¢elijsku terapiju (Dominici i sar., 2006) definisalo je nekoliko
kriterijuma za fenotipsku karakterizaciju koji podrazumevaju da ove celije imaju fenotip
slican fibroblatima i da imaju sposobnost adhezije za povrsinu plasticnog suda u kojem se
gaje, da imaju potencijal da se diferenciraju u osteoblaste i hondrocite, da ih karakterise
prisustvo specificnih mezenhimskih povrsinskih markera (CD73, CD90 i CD105) i odsustvo
endotelijalnih, hematopoetskih i leukocitnih povrSinskih markera (CD34 i CD45).

3.14.1. Karakterizacija aMMC proto¢nom citofluorimetrijom

Fenotipska karakterizacija aMMC izvr§ena je protoénom citofluorimetrijom
detekcijom prisustva/odsustva specificnih povrSinskih markera. U tu svrhu upotrebljena su
specifi¢na misja monoklonska antitela: CD34, CD45, CD73, CD90, CD105 (R&D Systems,
SAD).

Protokol:

Potrebno je prikupiti 6 tubica sa po 2.5 x 10° ¢elija u resuspendovanih u 1 ml PBS-a, za
detekciju 5 specificnih povrSinskih markera obelezenih fikoeritrinom (CD34, CD45, CD73,
CD90, CD105) i 1 kontrolni uzorak

Centrifugirati 2 min 1800 rpm i pazljivo ukloniti supernatant od taloga celija, a celije
resuspendovati u 1 ml 0.1% BSA / PBS pufera (Gibco, Life Technologies)

Centrifugirati 5 min na 300g na 4°C, ukloniti supernatant

Taloge c¢elija resuspendovati sa 10 pl smese 0.1% BSA/ PBS pufera sa specifi¢nim antitelom
za povrsinski marker u odnosu 1:1, kontrolni uzorak resuspendovati u 10 ul 0.1% BSA/ PBS

pufera. Inkubirati 30 min u mraku na ledu
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Dodati po 1 ml 0.1% BSA/ PBS pufera, i promesati, a zatim centrifugirati 5 min na 300g na
4°C. Odliti supernatant. Postupak ponoviti 2 puta.

Resuspendovati talog u 1 ml 0.1% BSA/ PBS pufera po uzorku

Analizirati na citofluorimetru (Partec, Nemacka) koriste¢i FlowMax softverski paket

3.14.2. Osteogena diferencijacija in vitro i detekcija depozita Ca?* specifi¢nim bojenjem

Da bi se utvrdio diferencijalni potencijal izolovanih aMMC, éelije su bile indukovane
da se diferenciraju ka osteogenoj liniji. Ukoliko je diferencijacija bila uspesna, to bi znacilo
da su iz nediferenciranih mati¢nih ¢elija poreklom iz razli¢itih donora dobijeni funkcionalni
osteoblasti koji imaju in vivo i in vitro sposobnost deponovanja ekstracelularnog kalcijuma.
Kao meru uspesnosti osteogene diferencijacije predstavljala bi detekcija ekstracelularnih

depoa kalcijuma specifi¢nim bojenjem.
Protokol:

Zasejati 6 x 10 ¢elija poreklom iz 3. i 6. pasaza svakog donora u duplikatu na mikrotitar
ploce sa 24 bunarica (Sarstedt)

Ostaviti éelije da rastu 24-72 h u vlaznoj sredini 5% CO2, 95% vazduha, na 37°C u inkubatoru
kako bi dostigle 100% konfluetnosti

U jedan od duplikata uzorka dodati medijum za osteogenu diferencijaciju, a drugom ostaviti
kompletan medijum za gajenje mati¢nih Celija, 1 ovaj bunari¢ smatrati za negativnu kontrolu.
Medijum za osteogenu diferencijaciju sastojao se od Low glucose DMEM-a, 10% FBS
(Gibco, Life technologies), 1x Ab/Am, 0.1 uM deksametazona (Sigma Aldrich, SAD), 50 uM
L-askororbil-2-fosfata (Sigma Aldrich, SAD) i 10 mM B-glicerofosfata (Sigma Aldrich, SAD).
Inkubirati ovako gajene ¢elije 21 dan, sa zamenom odgovaraju¢eg medijuma svezim svaki
tre¢i dan, pazeci da se ne poremeti ¢elijski sloj

Nakon 21 dan, pazljivo ukloniti iz bunari¢a medijum, i oprati ¢elije sa 1 ml PBS-a
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Pazljivo odliti PBS, i dodati 1 ml 10% neutralnog formalina, koji je neophodan za fiksaciju
¢elija, inkubirati 60 min na RT

Oprati ¢elije sa 1 ml destilovane vode

Ukloniti destilovanu vodu i dodati 1 ml 2% rastvora Alizarin S crvenog, pH=4.2 (Alizarin
red S, Sigma Aldrich, SAD), inkubirati 45 min na RT u mraku

Oprati ¢elije sa 1 ml destilovane vode. Postupak ponoviti 4 puta kako bi se uklonilo
nespecifi¢no bojenje

Ukloniti destilovanu vodu i1 dodati 1 ml PBS, a zatim posmatrati bunari¢e. Ukoliko postoje,

ekstracelularni depoi kalcijuma se boje u crveno, dok kontrolni bunariéi ostaju neobojeni.

3.14.3. Hondrogena diferencijacija in vitro i detekcija komponenti VCM hrskavice
specifi¢nim bojenjem

Da bi se utvrdio potencijal izolovanih mati¢nih ¢éelija iz masnog tkiva donora da se
diferenciraju u hondrocite, aMMC su gajenje u medijumu koji podsti¢e hondrogenu
diferencijaciju. Pod uspesnom diferencijacijom podrazumevano je da su ¢elije formirale 3D
sferoidne strukture i bile sposobne da sintetisu i ekskretuju komponente VCM hrskavice, na
prvom mestu proteoglikan agrekan, koji se detektuje Alcain plavom bojom specifi¢nom za

sulfatizovane glikozaminoglikane.
Protokol:

Zasejati 3 x 10° éelija po bunariéu, u &etiriplikatu (2 za bojenje, 2 za uzorkovanje), poreklom
iz 3.1 6. pasaza svakog donora na mikrotitar ploce sa 96 bunarica sa ovalnim dnom (Sarstedt,
Nemacka)

Inkubirati ¢elije 24-48 h u vlaznoj sredini 5% CO2, 95% vazduha, na 37°C u inkubatoru sve
dok spontano ne formiraju 3D sferoidne strukture

U dva bunari¢a po uzorku dodati medijum za hondrogenu diferencijaciju, a druga dva
bunarica koristiti kao negativne kontrole i dodati kompletan medijum za gajenje mezenhiskih

mati¢nih ¢elija. Medijum za hondogenu diferencijaciju sastojao se od High Glucose DMEM-
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a (Gibco, Life technologies), 10 ng/ml TGF-B3 (Sigma Aldrich, SAD), 1x ITS (Sigma Aldrich,
SAD), 50 pg/ml L-askorbil-2-fosfata, 0.1 uM deksametazona i 1x Ab/Am.

Inkubirati 21 dan, zameniti stare medijume sa odgovaraju¢im novim medijumima svaki treci
dan, pazeci da se ne naruse ili oStete sferoidne strukture

Nakon 21 dan, izvaditi mikrotitar plo¢u iz inkubatora, pazljivo ukloniti iz bunari¢a medijum
pazeci na sferoide, i isprati sa 200 ul PBS-a. Postupak ponoviti 2 puta.

Aspirirati PBS i iz 2/4 bunarica pokupiti sferoide i prebaciti svaki u 1 ml TRl Reagent u kome
ée biti ¢uvani na -80°C sve do trenutka izolacije RNK po predhodnom opisanom protokolu
(odeljak 3.4.)

U preostala 2 bunari¢a po uzorku dodati 200 pl 10% neutralnog formalina, koji je neophodan
za fiksaciju ¢elija, inkubirati 60 min sa RT

Aspirirati formalin i oprati sferoide sa 200 ul destilovane vode. Postupak ponoviti 2 puta.
Ukloniti destilovanu vodu i dodati po 200 pl rastvora Alcian plavog (Alcian Blue 8 GX dye,
Sigma Aldrich, SAD). Inkubirati preko no¢i na RT, u mraku.

Ukloniti rastvor Alcain plavog i oprati sferoide sa 200 ul rastvora za obezbojavanje (98-100%
etanol: 98-100% siréetna kiselina= 3:2). Inkubirati 20 min. Postupak ponoviti 2 puta.
Ukloniti rastvor za obezbojavanje, i dodati 200 pl PBS. Posmatrati. Kontrolni bunari¢i se
obezbojavaju, a sferoidi hrskavice se boje u plavo, usled prisustva ekstracelularnih depoa

agrekana.

3.15. Odredivanje relativne ekspresije gena OCT4, NANOG, SOX5, SOX6, SOX9 i
COL1A1

Relativna kvantifikacija ekspresije gena mati¢nosti OCT4 i NANOG, i gena
ukljucenih u hondrogenu diferencijaciju SOX5, SOX6, SOX9 i COL1Al izvrsena je na aparatu
7900 HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Nivoi ekspresije odabranih gena
praceni upotrebom SYBR Green tehnike. Pustana je i kriva disocijacije radi utvrdivanja
specificnosti PCR amplifikacije. Ekspresija gena GAPDH koris¢ena je kao endogena
kontrola za normalizaciju koli¢ine ukupne RNK u svakom uzorku (Baluchamy i sar., 2007,

Clark i sar., 2008). Svi eksperimenti uradeni su u duplikatu. Za obradu rezultata upotrebljen
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je komparativni ddCt metod, pri ¢emu je dCt vrednost NT2 ¢elijske linije upotrebljavana kao
kalibrator. Sekvence prajmera kori$¢enih za merenje ekspresije odabranih gena navedene su

u tabeli 7.

Tabela 7. Sekvence prajmera upotrebljenih za merenje relativne ekspresije gena Oct4, NANOG, SOX5, SOX®6,
SOX9, COL1A2 i GAPDH

. . ) Duzina
Gen Sekvence (5’—3’smer) upotrebljenih prajmera (bp)

OCT4 uzvodni 5’-CGAGAAGGATGTGGTCCGAGTGTG-3’ 24
nizvodni 5’-CGAGGAGTACAGTGCAGTGAAGTGAG-3’ 26

NANOG uzvodni 5’-GCAATGGTGTGACGCAGAAGGCC- 3’ 23
nizvodni 5’-GGACTGGATGTTCTGGGTCTGGTTGC- 3’ 26

SOX5 uzvodni 5’-GGCTGGATGTAGTGACCCTTACCCTG - 3’ 26
nizvodni 5’-CAGCTTCCCTCCTGGAGATACCTGC- 3’ 25

SOX6 uzvodni 5’-CGCCAACAGCAAGAACAGATTGCG -3° 24
nizvodni 5’-CCAGAGTCCGCTGGTCATGTGG -3’ 22

SOX9 uzvodni 5’-CTGGGCAAGCTCTGGAGACTTCTG- 3’ 24
nizvodni 5’-CCTGCCCGTTCTTCACCGAC-3’ 20

COL1A2 uzvodni 5’-GAGGGCCAAGACGAAGACATC- 3’ 21
nizvodni 5’-CAGATCACGTCATCGCACAAC- 3’ 21

GAPDH uzvodni 5’-GTGAAGGTCGGAGTCAACG-3’ 19
nizvodni 5’-TGAGGTCAATGAAGGGGTC-3’ 19

Sastav qPCR reakcije finalnog volumena od 10 pl:
Sastav reakcione sme§e ukupnog volumena od 10 pl: Temperaturni profil gPCR reakcije:
1. 95°C/ 5 min
20 ng cDNK aMMC 2. 45 ciklusa:

Prajmeri finalne koncentracije 400 nM

1x ROX High referetna boja finalne koncentracije 500 nM
1x KAPA SYBR FAST Universal gPCR Master Mix (Kapa
Biosystems) e 60°C/1min

e 950C/ 15 sec
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3.16. Statisticka obrada podataka

Za svaki analizirani genski lokus ispitano je da li distribucija genotipova prati Hardi-
Vajnbergovu ravnotezu (eng. Hardy-Weinberg Equilibrium, HWE) upotrebom hi-kvadrat
(%?) testa za ponasanje po distribuciji (eng. goodness of fit). Za testiranje razlika u frekvenciji
alela i genotipova izmedu pacijenata i kontrolnih ispitanika koris¢en je ° test nezavisnosti
sa Yates-ovom korekcijom i Fisher-ovim egzaktnim testom. Uzimajuéi u obzir visestruka
poredenja, primenjena je Benjamini-Hochberg korekcija, a prag za otkrivanje lazno
pozitivnih rezultata podesen je na 0.1 (Benjamini i Hochberg, 1995). Kao mere asocijacije
ispitivanih varijanti u genima IRAK1 i miRNK-146a sa rizikom za nastanak SSc, racunat je
koli¢nik verovatnoce (eng. Odds ratio, OR) sa odgovaraju¢im 95% intervalom poverenja

(eng. confidence interval, Cl) koris¢enjem tabela kontigencije 2x2.

Za statisticku obradu nivoa ekspresije odabranih gena u ispitivanim grupama
koriS¢ene su mere centralne tendencije (medijana, srednja vrednost, standardna devijacija).
Distribucija kontinuiranih veli¢ina je testirana Sapiro-Vilk i Kolmogorov-Smirnov
testovima. Razlike u ekspresiji izmedu analiziranih grupa analizirane su neparametrijskim
Man-Vitnijev U testom za poredenje distribucije izmedu dve grupe. Za poredenje distribucije
promenjive izmedu vise od dve grupe upotrebljen je Kruskal-Volisov test. Za detekciju
optimalne “cutoff” vrednosti koriS¢en je on-line dostupan program “Cut-off finder”

(http://molpath.charite.de/cutoff) (Budczies i sar., 2012). Ovaj program koristi ROC analizu

(eng. Receiver Operating Curve, ROC). Kao mera kvaliteta prediktivnog modela koristi se
vrednost povrsine ispod ROC krive (eng. The area under the receiver operating curve, AUC)
(Linden, 2006). AUC predstavlja procenjenu verovatno¢u da ¢e izmedu dve nasumic¢no
odabrane osobe model dodeliti negativan rezultat zdravoj, a pozitivan rezultat bolesnoj osobi.
Ova vrednost varira izmedu 0.5 (nasumi¢na klasifikacija) i 1 (savrSena klasifikacija),
uzimajuc¢i vrednost AUC > 0.8 kao praznu vrednost dobre klasifikacije. Korelacija izmedu
varijabli unutar grupe SSc pacijenata analizirana je Spearman-ovim testom ranga, a jacina

korelacije odredivana je korelacionim (rho) i determinacionim (r2) koeficijentima.
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Statisticke analize uradene su pomoc¢u programa SPSS v. 20.0 (IBM SPSS Statistics,
Cikago, SAD). Za sve analize nivo statisti¢ke znacajnosti je bio 0.05, a svi testovi su bili

nedirekcioni (dvostrani).
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4.1. Kvantifikacija ekspresije gena ukljucenih u proces inflamacije kod SSc pacijenata

U potrazi za novim molekularnim biomarkerima za SSc, u okviru ove studije
analizirana je relativna ekspresija odabranih gena ukljucenih u proces inflamacije. Osim
predikcije nastanka i razvoja SSc, nivoi ekspresije ovih gena ukazivali bi i na molekularne
procese ukljucene u patogenezu SSc na sistemskom nivou. Primenom metode RT-gPCR, u
MNCPK 50 SSc pacijenata i 13 kontrolnih ispitanika izvrSena je relativna kvantifikacija
izabranih gena. Relativni nivo ekspresije odredivan je primenom ddCt metode, pri cemu je
kao kalibrator kori$¢ena medijana ekspresije zdravih kontrola. Razlike izmedu grupa ispitane
su Man-Vitnijevim U testom za neparametrijska merenja, a rezultati poredenja predstavljeni
su p vrednostima. Uslov za statisti¢ki zna¢ajnu razliku bio je da je vrednost p < 0.05. Rezultati
ROC analize ukazali bi na grani¢nu vrednost ekspresije koja diskrimini$e bolesne od zdravih
ispitanika u nasoj studiji. Da bi ispitali povezanost nivoa ekspresije analiziranih gena sa
odgovarajuc¢im klinickim i drugim prognostickim parametrima, SSc pacijenti su na osnovu
klini¢ke slike podeljeni u razlic¢ite fenotipske podgrupe. Poredenje fenotipskih podgrupa

pacijenata vr$eno je x> testom.

4.1.1. Analiza relativne ekspresije gena 1L6 u MNCPK SSc pacijenata i kontrolnih ispitanika

Nivo ekspresije gena IL6 kvantifikovan u grupi SSc pacijenata i kontrolnoj grupi
prikazan je na Slici 6a. Medijana nivoa IL6 transkripta kod SSc pacijenata iznosila je 3.957
(0.426-1032.247). Ovaj nivo ekspresije znacajno je viSi od nivoa ekspresije koji je
detektovan u grupi kontrolnih ispitanika (medijana 0.935 (0.112 - 20.443), p=0.003).
Analizom ROC krive, ustanovljeno je da nivo od 1.072 predstavlja optimalnu “cut-off”
vrednost (senzitivnost 0.82 i specifi¢nost 0.62) za diskriminaciju izmedu pojedinaca sa
niskom ekspresijom (IL6"% 9 pacijenata) i pojedinaca sa visokom ekspresijom gena IL6

(1L6"s°k 41 pacijent) (Slika 6b.). Poredenje ekspresije gena izmedu ovih grupa ukazalo je na
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to da je veca ekspresija gena IL6 bila asocirana sa kasnim oblikom bolesti (p = 0.040, Slika
6c.).
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Slika 6. a) Box-plot graficki prikaz relativne ekspresije gena IL6 u MNCPK SSc pacijenata i kontrolnih
ispitanika; b) ROC analiza ekspresionog nivoa gena IL6 kao pozitivhog markera bolesti; cut-off = 1.072;
senzitivnost = 0.816; specifi¢nost = 0.615; OR=1.110, 95% CI 0.940-1.310, p = 0.004; c) Box-plot grafi¢ki
prikaz relativne ekspresije gena IL6 u MNCPK SSc pacijenata sa kasnim i ranim oblikom bolesti; Nivo
ekspresije izrazen je u relativnim jedinicama. Horizontalne linije unutar box-a predstavljaju vrednosti medijane.
Svaki box prikazuje od 25-75% analiziranih podataka. Kruzi¢ima su predstavljene netipi¢ne tacke (udaljene 1.5
duzine od ivica pravougaonika), a zvezdicama ekstremne vrednosti (udaljene vise od 3 njegove duzine).

4.1.2. Analiza relativne ekspresije gena JAK2 u MNCPK SSc pacijenata i kontrolnih
ispitanika

Poredenje ekspresije gena JAK2 izmedu grupa pacijenata i kontrolnih ispitanika
prikazano je na Slici 7a. Ekspresioni nivo gena JAK2 bio je znacajno nizi u grupi pacijenata
sa SSc u odnosu na kontrolnu grupu (medijana pacijenata 0.806 (0.133 - 3.158) vs. medijana

kontrola 1.000 (0.634 - 3.347), p=0.040). Primenjujuci optimalnu “cut-off* vrednost od 0.628
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(analiza ROC krive, Slika 7b.), za koju je odnos senzitivnosti (1.00) i specifi¢nosti (0.46) bio
najoptimalniji, SSc pacijenti su stratifikovani u grupu pacijenata sa niskom ekspresijom
(JAK2"Z3k 23 pacijenta) i grupu pacijenata sa visokom ekspresijom gena JAK2 (JAK2'is%
27 pacijenata). Poredenje izmedu ovih grupa ukazalo je na to da su SSc pacijenti Zenskog

pola imali znacajno vecu ekspresiju gena JAK2 u odnosu na pacijente muskog pola (p =
0.011, Slika 7c.).
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Slika 7. a) Box-plot grafi¢ki prikaz relativne ekspresije gena JAK2 u MNCPK SSc pacijenata i kontrolnih
ispitanika; b) ROC analiza ekspresionog nivoa gena JAK2 kao negativnog markera bolesti; cut-off = 0.628;
senzitivnost = 1.000; specifi¢nost = 0.460; OR=0.460, 95% CI 0.200-1.110, p = 0.002; c) Box-plot graficki
prikaz relativne ekspresije gena JAK2 u MNCPK SSc pacijenata Zenskog pola u odnosu na pacijente muskog
pola; Nivo ekspresije izrazen je u relativnim jedinicama. Horizontalne linije unutar box-a predstavljaju
vrednosti medijane. Svaki box prikazuje od 25-75% analiziranih podataka. Kruzi¢ima su predstavljene
netipi¢ne ta¢ke dok su zvezdicama prikazane ekstremne vrednosti.
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4.1.3. Analiza relativne ekspresije gena STAT3 u MNCPK SSc pacijenata i kontrolnih
ispitanika

Ekspresioni nivo gena STAT3 bio je nizi kod SSc pacijenata u odnosu na kontrolne
ispitanike, ali bez dostizanja statisticke znacajnosti (medijana pacijenata 0.756 (0.236 -
1.800) vs. medijana kontrola 1.000 (0.000 - 1.788), p=0.135, Slika 8a.). Analiza ROC krive
ukazala je da “cut-off* vrednost od 0.588 je optimalna za razdvajanje SSc pacijenata od ne-
SSc subjekata (senzitivnost 0.92 i specifi¢nost 0.40, Slika 8b.). Nakon stratifikacije, grupa
SSc pacijenata sastojala se od 20 STAT3"2% j 30 STAT3" pacijenata. Poredenje unutar
grupa STAT3"2kj STAT3"S% pacijenata nije pokazalo statisticki znacajne razlike za ispitivane

klinicke parametre.
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Slika 8. a) Box-plot grafi¢ki prikaz relativne ekspresije gena STAT3 u MNCPK SSc pacijenata i kontrolnih
ispitanika. Nivo ekspresije izrazen je u relativnim jedinicama. Horizontalne linije unutar box-a predstavljaju
vrednosti medijane. Svaki box prikazuje od 25-75% analiziranih podataka; b) ROC analiza ekspresionog nivoa
gena STAT3; cut-off = 0.588; senzitivnost = 0.923; specifi¢nost = 0.400; OR=0.360, 95% CI 0.080-1.590, p =
0.045.
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4.1.4. Analiza relativne ekspresije gena TLR7 u MNCPK SSc pacijenata i kontrolnih

ispitanika

Poredenje relativne ekspresije gena TLR7 izmedu uzoraka SSc pacijenata i kontrolnih
ispitanika predstavljeno je na Slici 9a. Ekspresioni nivo medijane TLR7 transkripta kod SSc
pacijenata iznosio je 1.469 (u opsegu od 0.501 - 4.744), sto je bilo znacajno viSe nego
ekspresioni nivo izmeren u okviru grupe kontrolnih ispitanika (medijana 1.000, opseg 0.530
—1.933, p=0.028). Kako bi ispitali uticaj nivoa ekspresije gena TLR7 na prognozu bolesti,
kao i povezanost sa klinickim i drugim prognostickim parametrima, podelili smo sve SSc
pacijente na one sa niskim (TLR7"%%) i visokim (TLR7"5%) nivoom ekspresije. Kao “cut-off*
vrednost koristili smo detektovani ekspresioni nivo medijane SSc pacijenata (ROC analiza,
slika 9b.). U poredenju sa grupom koja se karaterise niskim ekspresionim nivoom, grupu SSc
pacijenata sa visokim ekspresionim nivoom gena TLR7 predominantno karakteriSe kasni
oblik bolesti (40.5% vs. 59.5%, p=0.024, Slika 9c.). Takode, povecana ekspresija gena TLR7
bila je asocirana sa aktivnom formom bolesti, kako 12/17 SSc pacijenata koji su imali aktivnu
formu imali su i TLR7"*% status (p=0.037, Slika 9d.). Grupu SSc pacijenata sa poveéanom
ekspresijom gena TLR7 karakterisalo je i prisustvo digitalnih ulcera (8/9 slucajeva, 89%;
p=0.010, Slika 9e.).
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Slika 9. a) Box-plot graficki prikaz relativne ekspresije gena TLR7 u MNCPK a) SSc pacijenata i kontrolnih
ispitanika, ¢) SSc pacijenata sa ranim i kasnim oblikom bolesti, d) SSc pacijenata sa aktivnim i stabilnim
oblikom bolesti, e) SSc pacijenata sa i bez DU. Nivo ekspresije izraZen je u relativnim jedinicama. Horizontalne
linije unutar box-a predstavljaju vrednosti medijane. Svaki box prikazuje od 25-75% analiziranih podataka; b)
ROC analiza ekspresionog nivoa gena TLR7 kao pozitivnog markera bolesti; cut-off = 1.469; senzitivnost =
0.500; specifi¢nost = 0.769; OR=3.630, 95% CI 1.070-12.360, p = 0.024; DU=digitalni ulceri; Kruzi¢ima su
predstavljene netipicne tacke dok su zvezdicama prikazane ekstremne vrednosti.

4.15. Analiza relativne ekspresije gena TLR9 u MNCPK SSc pacijenata i kontrolnih
ispitanika

Ekspresioni nivo gena TLR9 kod SSc pacijenata bio je znacajno nizi u poredenju sa
kontrolnim ispitanicima (medijana pacijenata 0.412 (0.098 - 2.198) vs. medjana kontrola
1.000 (0.494 - 1.790), p<0.001, Slika 10a.). Analizom ROC krive, ustanovljeno je da nivo od
0.809 predstavlja optimalnu “cut-off” vrednost (senzitivnost 0.85 i specifi¢nost 0.82) za
diskriminaciju izmedu pojedinaca sa niskom ekspresijom (TLR9"?%) i pojedinaca sa viskom
ekspresijom gena TLR9 (TLR9") (Slika 10b.). Nakon primene ove graniéne vrednosti, SSC
pacijenti su podeljeni na grupe od 41 TLR9"?3 j 9 TLR9"% pacijenata. Nakon izvodenja y?
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testa, nije pokazano da se ove dve grupe pacijenata znacajno medusobno razlikuju u

klini¢kim slikama.
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Slika 10. a) Box-plot grafi¢ki prikaz relativne ekspresije gena TLR9 u MNCPK SSc pacijenata i kontrolnih
ispitanika. Nivo ekspresije izrazen je u relativnim jedinicama. Horizontalne linije unutar box-a predstavljaju
vrednosti medijane. Svaki box prikazuje od 25-75% analiziranih podataka; b) ROC analiza ekspresionog nivoa
gena TLR9 kao negativnog markera bolesti; cut-off = 0.809; senzitivnost = 0.846; specifi¢nost = 0.820;
OR=0.080, 95% CI 0.020-0.370, p< 0.001. Kruzi¢em je predstavljena netipicna tacka.

4.1.6. Analiza relativne ekspresije gena IRAK1 u MNCPK SSc pacijenata i kontrolnih
ispitanika

Poredenje relativne ekspresije gena IRAK1 izmedu SSc pacijenata i kontrolnih
ispitanika prikazano je na Slici 11a. Rezultati poredenja ukazuju da je ekspresioni nivo ovog
gena znacajno niZi u grupi pacijenata u odnosu na nivo izmeren u grupi kontrolnih ispitanika
(medijana pacijenata 0.517, (0.090 — 1.861) vs. medijana kontrola 1.000, (0.449 - 1.936),
p=0.003). Stavise, ekspresija gena IRAK1 kod SSc pacijenata bila je ¢ak za 42% niza u
odnosu na kontrolnu grupu. Kod pacijenata muskog pola detektovan je znacajno manji nivo
IRAK1 transkripta u poredenju sa pacijentima zenskog pola (muskarci 46% vs. zene 100%,
p=0.042, Slika 11b.). Takode, grupa SSc pacijenata asocirana sa prisustvom ATA imala je
znacajno smanjenu ekspresiju gena IRAK1 za 35% u poredenju sa grupom SSc pacijenata
asociranih sa prisustvom ACA (p=0.032, Slika 11c.). Sli¢ni rezultati su dobijeni kada smo

uporedili grupu SSc pacijenata koju karateriSe teza klinicka slika u smislu intenzivnijih
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skleroti¢nih promena na kozi, sa grupom SSc pacijenata sa lakSom klinickom slikom (teza
37% vs. laksa 100%, p=0.021, Slika 11d.). Pored toga, kvantifikacija gena IRAK1 pokazala
je jos 1 trend ka smanjenju ekspresije za 30% u grupi SSc pacijenata sa pluénom arterijskom
hipertenzijom (PAH) i bubreznim problemima (sniZzenje za 23%) u poredenju sa SSc

pacijentima kod kojih se ne ispoljavaju ove klinicke manifestacije, ali bez dostizanja

statistiCke znacajnosti.
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Slika 11. Box-plot graficki prikaz relativne ekspresije gena IRAK1 u MNCPK a) SSc pacijenata i kontrolnih
ispitanika, b) SSc pacijenata Zenskog pola u odnosu na pacijente muskog pola, ¢) SSc pacijenata koje karakterise
prisustvo ACA, odnosno ATA, d) SSc pacijenata sa umerenim i izrazitijim fibrotiénim promenama na kozi.
Nivo ekspresije izraZen je u relativnim jedinicama. Horizontalne linije unutar box-a predstavljaju vrednosti
medijane. Svaki box prikazuje od 25-75% analiziranih podataka; ATA=anti-topoizomerazna antitela; ACA=
anti-centromerna-antitela; Kruzi¢ima su predstavljene netipi¢ne tacke.
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4.1.7. Analiza relativne ekspresije miRNK-146a u MNCPK SSc pacijenata i kontrolnih

ispitanika

Nivo ekspresije miRNK-146a u uzorcima SSc pacijenata bio je znafajno nizi u
odnosu na nivo izmeren u kontrolnim uzorcima (medijana pacijenata 0.215 (0.000 — 8.730)
vs. medijana kontrolne grupe 1.000 (0.113 — 4.138), p<0.001, Slika 12a.). Analizom nivoa
ekspresije po polovima, ustanovljeno je da je kod SSc pacijenata zenskog pola detektovana
znaajno manja zastupljenost miRNK-146a u odnosu na pacijente muskog pola (p=0.005,
Slika 12b.). Nakon podele SSc pacijenata u razli¢ite grupe na osnovu prisustva specifi¢nih
klinickih karakteristika, pronadeno je da kod pacijenata sa umerenijim skleroti¢nim
promenama na kozi (mRSS vrednost <10) zna¢ajno je manje prisutna miRNK-146a u odnosu

na pacijente sa tezim stanjem koze (ekspresija je manja za 36%, p=0.045, slika 12c.).
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Slika 12. Box-plot graficki prikaz relativne zastupljenosti miRNK-146a u MNCPK a) SSc pacijenata i
kontrolnih ispitanika, b) SSc pacijenata Zenskog pola u odnosu na pacijente muskog pola, ¢) SSc pacijenata sa
umerenim i izrazitijim fibrotiénim promenama na kozi. Nivo ekspresije izraZen je u relativnim jedinicama.
Horizontalne linije unutar box-a predstavljaju vrednosti medijane. Svaki box prikazuje od 25-75% analiziranih
podataka. Kruzi¢ima su predstavljene netipi¢ne tacke dok su zvezdicama prikazane ekstremne vrednosti.
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4.1.8. Korelacione analize parova ispitivanih gena na sistemskom nivou u grupi SSc

pacijenata i kontrolnoj grupi

Da bi smo utvrdili medusobne odnose ispitivanih gena, uradena je korelaciona analiza
Spirmanovim testom ranga u uzorcima MNCPK SSc pacijenata i kontrolnih ispitanika. Za
znacajnu korelaciju smo smatrali onu kod koje je Spirmanom koeficijent rho> 0.500 i
vrednost p<0.05. U grupi kontrolnih ispitanika izdvojile su se dve jake korelacije, jedna
pozitivna izmedu JAK2 i IRAK1 transkripata (rho= 0.665, p=0.013), a druga negativna
izmedu TLR9 i TLR7 transkripata (r=-0.665, p=0.013). Medusobni odnosi analiziranih gena
u grupi kontrolnih ispitanika prikazane su na Slici 13a. U grupi SSc pacijenata iako je
ocuvana korelacija izmedu JAK2 i IRAK1 transkripata (rho= 0.881, p<0.001), izdvojile su se
dve nove negativne korelacije, jedna izmedu JAK2 i IRAK1 transkripata sa miRNK-146a
(rho=-0.522, p<0.001, rho= -0.517, p<0.001, respektivno). Korelaciona analiza ispitivanih

gena u grupi kontrolnih ispitanika i SSc pacijenata prikazana je na Slici 13b.
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Slika 13. Korelaciona analiza transkripata ispitivanih gena u grupi MNCPK uzoraka a) kontrolnih ispitanika,
b) SSc pacijenata. Pravougaonici Zute boje ukazuju na slabu (rho= 0.1-0.29), plave boje na srednju (rho= 0.3-
0.49), i roze boje na jaku korelaciju (rho= 0.5-1.0) izmedu parova transkripata analiziranih gena.
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Sazetak rezultata ekspresionih analiza na sistemskom nivou:

Relativna kvantifikaciona analiza ekspresije odabranih gena na sistemskom nivou, izdvojila
je gen TLR7 kao marker ¢ija je poviSena ekspresija bila asocirana sa SSc. Takode, visok nivo
ekspresije ovog gena u grupi SSc pacijenata, bio je asociran sa kasnim oblikom i aktivnom
formom bolesti, kao 1 prisustvom digitalnih ulcera, te moze potencijalno predstavljati i

marker koji omogucava bolju klasifikaciju pacijenata.

Ekspresioni nivoi gena IRAK1 i miRNK-146a pokazuju suprotan trend kod osoba muskog i
zenskog pola, kao 1 kod pacijenata sa razli¢itim intenzitetom fibroticnih promena na kozi.
Pozicija gena IRAK1 na X hromozomu i razli¢ita ekspresija kod polova mogla bi ukazati na
potencijalan uticaj ovog gena na predominantno ispoljavanje ove bolesti kod osoba Zenskog
pola. Takode, znacajna razlika u ekspresiji kod pacijenata sa lakSom i tezom klinickom
slikom u pogledu zahvacenosti koZe fibrotiénim promenama, ukazuje na moguci izbor ovih

gena kao markera za praéenje toka bolesti, ali njihovu brzu i precizniju dijagnostiku.

Korelaciona analiza parova transkripata na sistemskom nivou, ukazivala je na izmenjene
interakcije analiziranih gena u grupi SSc pacijenata u odnosu na grupu kontrolnih ispitanika.
Medu njima svakako se izdvojila snaznu negativnu korelaciju IRAK1 iRNK sa miRNK-146a
kod pacijenata, koja je potvrdila regulatornu ulogu koju ova miRNK ima na gen IRAK1.
Ovakvi rezultati iniciraju da izmenjena ekspresija analiziranih gena 1 njihove narusSene

medusobne interakcije svakako mogu doprinositi nastanku 1 odrZavanju procesa inflamacije.
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4.2. Ispitivanje uticaja geneti¢kih varijanti u genima IRAK1 i miRNK-146a na rizik za

nastanak i progresiju SSc

Za ispitivanje asociranosti varijanti u genima IRAK1 (rs3027898 C>A) i miRNK-146a
(rs2910164 C>G) sa nastankom SSc, grupa pacijenata je proSirena na 102 ispitanika, a
kontrolna grupa na 66 zdravih pojedinaca, uskladenih po poreklu, polu i starosti sa
pacijentima. Detekcija prisustva odabranih genetic¢kih varijanti u uzorcima periferne krvi SSc
pacijenata i kontrolnih ispitanika, vrSena je metodom direktnog sekvenciranja. Za
genotipizaciju odabranih varijanti u ove dve grupe ispitanika, upotrebljen je recesivni
geneticki model. Za testiranje razlika u distribuciji genotipova izmedu pacijenata i kontrolnih
ispitanika koriéen je y? test nezavisnosti sa Yates-ovom korekcijom i Fisher-ov egzaktni
test, a u slucaju visestrukih poredenja primenjena je Benjamini-Hochberg korekcija. Kao
mera asocijacije ispitivanih varijanti u genima IRAK1 i miRNK-146a sa rizikom za nastanak

SSc, racunati su OR sa odgovarajué¢im 95% CI.

4.2.1. Asocijacija geneticke varijante rs3027898 C>A sa rizikom za nastanak SSc

Uzimajuéi u obzir ¢injenicu da je gen IRAKL pozicioniran na X hromozomu,
ispitanici muskog pola su iskljuceni iz asocijativne studije, usled prisustva samo jedne kopije
gena, i stanja hemizigotnosti. Distribucija IRAK1 rs3027898 genotipova kontrolnih Zenskih
ispitanika, za razliku od SSc pacijenta zenskog pola (x>=6.024, p= 0.014), bila je u HWE
(x*=1.493, p= 0.220). Frekvencije genotipova za IRAK1 rs3027898 varijantu kod SSc
pacijenata zenskog pola i zenskih kontrolnih ispitanika, kao i sumirani rezultati studije
asocijacije ispitivane geneticke varijante sa SSc prikazani su u Tabeli 8. Graficki prikaz

homozgotnih i heterozigotne nosioca ispitivane geneticke varijante dat je na Slici 14.
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Tabela 8. Distribucija genotipova kod SSc pacijenata zenskog pola i zenskih kontrolnih ispitanika i sumirani
rezultati studije asocijacije ispitivane geneticke varijante IRAK1 rs3027898 C>A sa SSc

Grupe Genotip OR P vrednost*
ispitanika AA CA cC 95%ClI
Pacijenti vs pacijenti (88) o8 22 8 0.566 0.130
kontrolni ispitanici kontrole (56) 29 25 2 0.280-1.102 '
, . limitirana (73) 50 17 6 1.902
ZahvacenostkoZe | jifi;7nq (15) 8 5 2 0.616-5.878 0.407
) , prisutna (22) 14 6 2 1.143
Fibrozapluca | oo nrisutna (66) | 44 16 6 0.417-3.132 1.000
Zahvacenost prisutna (19) 14 4 1 0.629 0.586
bubrega nije prisutna (69) 44 18 7 0.202-1.952 '
. . stabilna (62) 39 17 6 0.625
Aktivnost bolesti aktivna(26) 19 5 2 0.228-1.712 0.501

*CA+CC vs AA; GeneBank-refseq pristupni broj za upotrebljenu sekvencu kao referetne: NM_001569.3

T c T T G G c
139 140 14l 142 143 144 145 146

Slika 14. Graficki prikaz analiziranih sekvenci a) refertnog homozigotnog, b) heterozigotnog, c) alternativnog
homozigotnog nosioca varijante rs3027898 C>A u genu IRAK1.

T c
126 127 128 129

c) A
I

Poredenje ucestalosti genotipova za variantu rs3027898 C>A, pokazalo je da ne
postoji znacajna razlika u distribuciji izmedu SSc pacijenata i kontrolnih ispitanika Zenskog

pola, kao ni izmedu analiziranih fenotipskih podgrupa Zenskih SSc pacijenata.
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4.2.2. Asocijacija geneticke varijante rs2910164 C>G sa rizikom za nastanak SSc

Distribucije miRNK-146a rs2910164 genotipova u grupi SSc pacijenata i kontrolnoj
grupi bile su u HWE (¥*=0.364, p=0.546 i »*=0.022, p=0.883, respektivno). Ugestalost
genotipova za rs2910164 varijantu kod SSc pacijenata i kontrolnih ispitanika i sumirani
rezultati studije asocijacije ispitivane geneticke varijante miRNK-146a rs2910164 C>G sa
SSc predstavljeni su Tabeli 9. Graficki prikaz homozgotnih i heterozigotne nosioca ispitivane

geneticke varijante dat je na Slici 15.

Tabela 9. Distribucija genotipova kod SSc pacijenata i kontrolnih ispitanika i sumirani rezultati studije
asocijacije ispitivane geneti¢ke varijante miRNK-146a rs2910164 C>G sa SSc

Grupe Genotip OR
Lo P vrednost*
ispitanika GG GC CcC 95%ClI vrednos
Pacijenti vs pacijenti (102) 57 40 5 0.606 0.705
kontrolni ispitanici kontrole (66) 46 18 2 0.114-3.220 '
. Y limitirana(80) 44 32 4 1.105
ZahvaenostkoZe | if,7ng (2) 13 8 1| 0117-10.423 1.000
. , prisutna (28) 17 7 4 0.082
Fibrozapluca | oo orisutna (74) | 40 33 1 0.009-0.772 0.019
Zahvacéenost prisutna (22) 14 7 1 1.105 1,000
bubrega nije prisutna (80) 43 33 4 0.117-10.423 '
. . stabilna (70) 40 29 1 0.101
Aktivnost bolesti | o\ tivna (32) 17 11 4 0.011-0.948 0.033

*GG+GC vs CC; GeneBank-RefSeq pristupni broj za upotrebljene sekvence kao referetnu: NR_029701.1
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Slika 15. Graficki prikaz analiziranih sekvenci a) refertnog homozigotnog, b) heterozigotnog, c) alternativnog
homozigotnog nosioca varijante rs2910164 C>G u genu za miRNK-146a.

Nije detektovana statisticki znacajna razlika izmedu SSc pacijenata i kontrolnih
ispitanika u pogledu distribucije genotipova za ispitivani geneti¢ki model. Nakon podele
pacijenata u fenotipske podgrupe, uocena je znacajna razlika u frekvenciji genotipova izmedu
SSc pacijenata sa fibrozom pluca i pacijenata kod kojih ona nije prisutna (OR=0.082, 95%
CI=0.009-0.772, p=0.019, Tabela 9.). Takode, porede¢i grupu SSc pacijenata sa aktivnim
oblikom bolesti u odnosu na grupu pacijenata sa stabilnim oblikom, dobijena je znacajna
razlika u distrubuciji genotipova (OR=0.101, 95% CI=0.011-0.948, p=0.033, Tabela 9.). Sve

p vrednosti su prikazane nakon primene korekcije za visestruka poredenja.
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4.2.3. Uticaj genetickih varijanti u genima IRAK1 i miRNK-146a na njihove ekspresione

profile

Analiza uticaja prisustva geneticke varijante rs3027898 na relativnu ekspresiju gena
IRAK1, nije pokazala postojanje znacajne korelacije izmedu nosioca A ili C alela i
detektovanog nivoa IRAK1 iRNK, $to ukazuje da ova varijanta nije klju¢na za detektovanu

izmenjenu ekspresiju gena IRAK1.

Analiza uticaja prisustva varijante rs2910164 u miRNK-146a na produkciju zrele
forme ove miRNK, pokazala je trend ka redukciji ekspresionog nivoa kod nosioca C alela u
odnosu na nosioce GG genotipa (nosioci CC genotipa imali su 1.307 puta, a nosioci GC
gentipa 2.260 puta nizi nivo miRNK-146a), ali bez dostizanja statisticke znacajnosti. Ovi
podaci ukazuju da bi C>G varijanta potencijalno mogla uticati na produkciju zrele forme
miRNK-146a.

Sazetak rezultata studije asocijacije odabranih genetickih varijati sa pojavom SSc:

- Studija asocijacije IRAK1 rs3027898 varijante sa rizikom za nastanak i progresiju SSc kod
pacijenata zenskog pola, nije pokazala znacajnu asocijaciju ove varijante kako sa SSc, tako
ni sa jednim od ispitivanih klini¢kih simptoma.

- Rezultati asocijativne studije miRNK-146a rs2910164 varijante sa rizikom za SSc, ukazuju

da je ova varijanta bila asocirana sa aktivnim oblikom bolesti i fibrozom plu¢a kod SSc

pacijenata.
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4.3. Preliminarna analiza ekspresije gena uklju¢enih u proces fibroze kod SSc

pacijenata

U okviru ovog dela istrazivanja preliminarno je analizirana relativna ekspresija
odabranih gena ukljucenih u proces fibroze, JAK2, TLR7, TLR9, IRAK1 i miRNK-146a na
lokalnom nivou, odnosno na uzorcima koze 5 SSc pacijenata. U cilju pronalazenja gena c¢ija
bi se ekspresija jasno razlikovala u obolelom tkivu, uzeti su uzorci koze sa dela zahvacenog
fibroti¢nim promenama i dela koze bez vidljivih promena na podlaktici ruke istog pacijenta.
Kvantifikacija ekspresije izabranih gena uradena je primenom metode RT-gPCR. Relativni
nivo ekspresije odredivan je primenom ddCt metode, pri ¢emu je kao kalibrator koriS¢ena

medijana ekspresije uzoraka tkiva bez vidljivih fibroti¢nih promena.

4.3.1. Analiza relativne ekspresije gena JAK2 u uzorcima biopsije koZze SSc pacijenata

Kvantifikaciona analiza relativne ekspresije gena JAK2 u uzorcima tkiva koze kod
svih SSc pacijenata pokazala je sniZenje ekspresionog nivoa u grupi uzoraka tkiva koze
zahvacenih promenama u odnosu na nezahvaceno tkivo, i da je to snizenje bilo u opsegu od
26% do 41%, sa prosekom 32% (Slika 16.).
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Slika 16. a) Nivoi JAK2 iRNK izmereni metodom RT-qPCR i predstavljeni u relativnim jedinicama dobijenim
metodom ddCt. Horizontalne linije predstavljaju medijane ekspresije ispitivanih grupa uzoraka. Vrednosti
ekspresije u uzorcima tkiva koZze sa i bez fibroti¢nih promena poreklom od istog ispitanika su povezane linijom;
b) Odnos relativne ekspresije gena JAK2 u uzorku tkiva koze zahvacenog fibrotiénim promenama izrazenim u
% u odnosu na tkivo nezahvaé¢eno promenama (100%) za svakog SSc pacijenta zasebno.
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4.3.2. Analiza relativne ekspresije gena TLR7 u uzorcima biopsije koze SSc pacijenata

Relativna kvantifikacija ekspresije gena TLR7 na lokalnom nivou kod SSc pacijenata
pokazala je snazan trend ka redukciji ekspresije ovog gena u uzorcima bioptiranog tkiva
koze sa fibroticnim promenama u odnosu na uzorke bez promena kod 4/5 SSc pacijenata. U
proseku to sniZenje iznosilo je oko 75% (opseg 49-87%). Kod 1 SSc pacijenta detektovano

je neznatno povecanje ekspresije gena TLR7 za 3% (Slika 17.).
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Slika 17. Nivoi TLR7 iRNK izmereni metodom RT-qPCR i predstavljeni u relativnim jedinicama dobijenim
metodom ddCt. Horizontalne linije predstavljaju medijane ekspresije ispitivanih grupa uzoraka. Vrednosti
ekspresije u uzorcima tkiva koze sa i bez fibroti¢nih promena poreklom od istog ispitanika su povezane linijom;
b) Odnos relativne ekspresije gena TLR7 u uzorku tkiva koZe zahvacenog fibroti¢nim promenama izrazenim u
% u odnosu na tkivo nezahvaceno promenama (100%) za svakog SSc pacijenta zasebno.

4.3.3. Analiza relativne ekspresije gena TLR9 u uzorcima biopsije koze SSc pacijenata

Poredenje ekspresije gena TLR9 izmedu uzoraka tkiva koze sa i bez fibroti¢nih
promena kod 4/5 SSc pacijenata, pokazalo je da je smanjenje ekspresije ovog gena u
uzorcima fibroti¢nog dela koZe u odnosu na deo koZe bez promena iznosilo u proseku 63%
(u granicama od 38% do 67%), dok je kod 1 SSc pacijenta bilo nesto poviSeno, tj. ekspresija
gena TLR9 bila je za 9% visa (Slika 18.).
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Slika 18. Box-plot grafi¢ki prikaz ekspresije gena TLR9 izmerene metodom RT-gPCR i predstavljenom u
relativnim jedinicama dobijenim metodom ddCt. Horizontalne linije prestavljaju ekspresioni nivo medijana
ispitivanih grupa uzoraka.Vrednosti ekspresije u uzorcima tkiva koze sa i bez fibroti¢nih promena poreklom
od istog ispitanika su povezane linijom; b) Odnos relativne ekspresije gena TLR9 u uzorku tkiva koze
zahvacenog fibroticnim promenama izrazenim u % u odnosu na tkivo nezahvaceno promenama (100%) za
svakog SSc pacijenta zasebno.

4.3.4. Analiza relativne ekspresije gena IRAK1 u uzorcima biopsije koze SSc pacijenata

Rezultati kvantifikacione analize relativne ekspresije gena IRAK1 ukazuju na nizu
zastupljenost IRAK1 transkripta u uzorima fibroti¢nog tkiva koze u odnosu na uzorke koze
bez fibroti¢nih promena kod svih SSc pacijenata. SniZenje ekspresionog nivoa ispitivanog
gena u proseku iznosilo je 40%, tj. nalazilo se u opsegu 14-58% (Slika 19.).
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Slika 19. Box-plot grafi¢ki prikaz ekspresije gena IRAK1 izmerene metodom RT-gPCR i predstavljenom u
relativnim jedinicama dobijenim metodom ddCt. Horizontalne linije prestavljaju ekspresioni nivo medijana
ispitivanih grupa uzoraka.Vrednosti ekspresije u uzorcima tkiva koZe sa i bez fibroti¢nih promena poreklom
od istog ispitanika su povezane linijom; b) Odnos relativne ekspresije gena IRAK1 u uzorku tkiva koZe
zahvacenog fibrotiénim promenama izrazenim u % u odnosu na tkivo nezahvaceno promenama (100%) za
svakog SSc pacijenta zasebno.
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4.3.5. Analiza relativne ekspresije miRNK-146a u uzorcima biopsije koze SSc pacijenata

Analiza relativnog nivoa miRNK-146a u uzorcima biopsije koze SSc pacijenata,
ukazala je na to da je zastupljenost zrele miRNK-146a bila manja u proseku 18% (opseg 2-
23%, Slika 20.) u svim uzorcima fdela koZe sa promenama u odnosu na deo koze bez

promena kod SSc pacijenata.
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Slika 20. Box-plot grafi¢ki prikaz nivoa zastupljenosti miRNK-146a izmerene metodom RT-gPCR i
predstavljenom u relativnim jedinicama dobijenim metodom ddCt. Horizontalne linije predstavljaju medijane
ekspresije ispitivanih grupa uzoraka. Vrednosti ekspresije u uzorcima tkiva koze sa i bez fibroti¢nih promena
poreklom od istog ispitanika su povezane linijom; b) Odnos relativne ekspresije miRNK-146a u uzorku tkiva
koze zahvacenog fibroticnim promenama izrazenim u % u odnosu na tkivo nezahvaceno promenama (100%)
za svakog SSc pacijenta zasebno.

4.3.6. Korelacione analize parova ispitivanih gena na lokalnom nivou, u uzorcima koze SSc

pacijenata

Kako bismo ispitali medusobni odnos transkripata analiziranih gena u uzorcima tkiva
koze SSc pacijenta, uradili smo preliminarnu analizu korelacije parova transkripata u ove dve
grupe. U grupi uzoraka tkiva koze bez vidljivih fibroti¢nih promena, koju smo smatrali za
referetnu grupu, opazale su se pozitivne korelacije TLR9 transkripta sa JAK2 transkriptom i
miRNK-146a, dok je sa druge strane miRNK-146a korelisala sa TLR7 trankriptom. Takode,

uocCavale se i pozitivna korelacija izmedu JAK2 i IRAK1 transkripata. Preliminarne
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korelacione analize transkripata analiziranih gena u referetnoj grupi uzoraka tkiva SSc
pacijenata prikazane su na Slici 21a. Nasuprot ovim opazanjima, korelacioni odnosi u grupi
uzoraka tkiva koze zahvacenog fibroticnim promenama, zasnivali su se na pozitivnom
medusobnom odnosu miRNK-146a sa JAK2 i IRAK1 transkriptima, koji se nije opazao u
referetnoj grupi (Slika 21b.).
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Slika 21. Preliminarna korelaciona analiza transkripata analiziranih gena u grupi uzoraka bioptiranog tkiva
koze SSc pacijenata a) bez fibroti¢nih promena, b) zahvacenog fibroticnim promenama. Pravougaonici Zute
boje ukazuju na slabu (rho= 0.1-0.29), plave boje na srednju (rho= 0.3-0.49) i roze boje na jaku korelaciju
(rho= 0.5-1.0).

Sazetak rezultata relativnih ekspresionih analiza na lokalnom nivou:

Analiza relativne ekspresije odabranih gena pokazala je snazan trend ka redukciji ekspresije
svih analiziranih gena u uzorcima bioptiranog tkiva kozZe sa fibroticnim promenama u odnosu

na uzorke bez vidljivih promena kod svih SSc pacijenata.

Korelaciona analiza na lokalnom nivou, ukazivala je na moguce izmenjene interakcije
izmedu transkripata analiziranih gena. Korelacije koje su se opazale u referetnoj grupi
uzoraka, zamenjuju se novim u grupi uzoraka sa fibroticnim promenama. Ovi preliminarni
rezultati bi mogli da iniciraju da izmenjena ekspresija analiziranih gena i njihove izmenjene

medusobne interakcije svakako bi mogle doprinositi nastanku i odrZzavanju procesa fibroze.
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4.4. 1zolacija i fenotipska karakterizacija MMC izolovanih iz masnog tkiva pacijenata

Mezenhimske mati¢ne Celije izolovane iz subkutanog masnog tkiva predstavljaju
veliku nadu za lecenje mnogih oboljenja. Stoga je ¢elijska terapija postala opcija za lecenje
bolesti hrskavicavog tkiva, ukljucujuéi i artriticne promene. Medunarodno drustvo za
¢elijsku terapiju definisalo je kriterijume fenotipsku karakterizaciju ovih ¢éelija (Dominici i
sar., 2006), a koji podrazumevaju: 1) uocavanje fenotipa sli¢nog fibroblastima i sposobnosti
¢elija da adheriraju na povrSinu plasticnog suda u kojem se gaje, 2) detekciju prisustva
specificnih  mezenhimskih i odsustva endotelijalnih, hematopoetskih i leukocitnih

povrsinskih markera, i 3) sposobnost diferencijacije u osteoblaste, hondrocite i adipocite.

4.4.1. Vizuelizacija fenotipa aMMC

Nakon izolacije aMMC iz uzoraka masnog tkiva 4 pacijenta, ¢elije su zasejane u
odogovaraju¢i medijum i posmatrane pod fazno-kontrastnim invertnim mikroskopom
Olympus LH50A (Olypus Corporation, Japan). Uocena je postepena promena njihovog
izgleda, od nepravilno okruglastog u trenutku zasejavanja do izduzenog izgleda koji je sli¢an

fibroblastima kada adheriraju na zidove suda u kome se gaje (Slika 22.).

Slika 22. Prikaz fenotipa sli¢nog fibroblastima i sposobnosti adhezije na zidove suda u kome se gaje aMMC.
Fazno-kontrastnim invertnim mikroskopom, uveli¢anje 20X.
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4.4.2. Detekcija specifi¢nih povrsinskih markera protoénom citofluorimetrijom

Imunofenotipizacija aMMC izvr§ena je metodom protoéne citofluorimetrije
upotrebom monoklonskih antitela specificnih za odredene povrsinske markere na ¢elijama.
Celije su ispitane na prisustvo povr§inskih markera karakteristi¢nih za mezenhimske éelijske
linije (CD73, CD90 i CD105) i povrsinskih hematopoetskih i leukocitnih markera (CD34 i
CD45). Dobijeni rezultati su pokazali da su markeri CD73, CD90 i CD105 bili eksprimirani
i prisutni na vise od 82.7%, 92.7% 1 96.5% celija u populaciji, dok su, u skladu sa
oc¢ekivanjima, povrsinski markeri CD34 i CD45 bili prisutni na manje od 1.3% i 1.2% celija.

Rezultati analize ekspresije specifiénih povriinskih markera na aMMC prikazani su na Slici

23.
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Slika 23. Reprezentativni dijagram analize prisustva povrSinskih markera a) CD34, b) CD45, ¢) CD73, d) CD90
i e) CD105 na aMMC protoénom citofluorimetrijom. Procenat ekspresije datog markera na dijagramu
predstavlja proseéni broj ¢elija u populaciji koje ekprimiraju dati marker kod svih analiziranih pacijenata.
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4.4.3. Potencijal aMMC za diferencijaciju

Adultne MMC su multipotentne, odnosno imaju sposobnost da se diferenciraju u
razliCite Celije mezodermalnog porekla (adipocite, miocite, osteoblaste i hondrocite), ali i u
¢elije drugih klicinih listova (nervne, epitelijalne). Kako bi ispitali njihov potencijal za

diferencijaciju, izvrSena je njihova in vitro transformacija u hondrocite i osteoblaste.
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4.4.3.1. Osteogena diferencijacija aMMC

Pod osteogenim potencijalnom aMMC podrazumevamo njihovu sposobnost da se
diferenciraju u pravcu funkcionalnih osteoblasta. Sama osteogena diferencijacija aMMC je
proces koji se odvija u nekoliko faza: prva podrazumeva fazu osteoprogenitora koji daljom
diferencijacijom omogucéavaju drugu, fazu sazrevanja koja se karakteriSe prisustvom
preosteoblasta i sintezom organskih materija, nakon ¢ega sledi tre¢a, faza mineralizacije koja
se karakteriSe osteoblastima i njthovom proizvodnjom i vancelijskim deponovanjem soli
kalcijuma i neorganskih fosfata (Birmingham i sar., 2012). Pokazali smo da in vitro
kultivacijom aMMC u osteogenom medijumu, nakon tri nedelje one deponuju soli kalcijuma
u meducelijski prostor, koje se detektuju specifi¢nim bojenjem rastvorom Alizarin S crvenog.
Vancelijski agregati kalcijum-fosfata su se tom prilikom bojili u crveno, dok uzorci koji su
gajeni u kontrolnom medijumu, bez induktora osteogene diferencijacije, ostali su neobojeni
(Slika 24.).

Slika 24. Specifi¢no bojenje vancelijskih depoa soli kalcijuma Alizared S crvenim. a) aMMC gajene u
medijumu za osteogenu diferencijaciju, b) aMMC gajene u kontrolnom medijumu.
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4.4.3.2. Hondrogena diferencijacija aMMC

Da bi se utvrdio potencijal izolovanih mati¢nih ¢elija iz masnog tkiva pacijenata da
se diferenciraju u hondrocite, aMMC su gajenje u medijumu koji podsti¢e hondrogenu
diferencijaciju i kontrolnom medijumu, u trajanju od tri nedelje. Celije gajenje u medijumu
za hondrogenu diferencijaciju formirale su 3D sferoidne strukture, koji je jedan od
neophodnih preduslova za diferencijaciju ovih ¢elija u hondrocite. Ovim se, ¢elijama
obezbeduju optimalni uslovi za hondrogenu diferencijaciju, u kojima one imaju sposobnost
da sintetidu i ekskretuju komponente VCM hrskavice, na prvom mestu sulfatizovane
glikozaminoglikane. Prisustvo agrekana, jednog od najzastupljenijih glikozaminoglikana u
matrisku hrskavice, detektovano je specificnim bojenjem rastvorom Alcain plavog, ¢ime je
potvrdeno prisustvo funkcionalnih hondrocita. Celije gajene u kontrolnom medijumu, iako
su zauzele sferoidni oblik, ostale su neobojene usled odsustva funkcionalnih hondrocita i

produkata njihove aktivnosti (Slika 25.).

Slika 25. Specifi¢no bojenje agrekana kao komponente VCM hrskavice, Alcain plavim. a) aMMC gajene u
medijumu za hondrogenu diferencijaciju, b) aMMC gajene u kontrolnom medijumu.
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4.5. Utvrdivanje ekspresionih profila gena mati¢nosti i gena uklju¢enih u hondrogenezu

tokom dugotrajne in vitro propagacije aMMC

Da bi se ispitao uticaj dugotrajne propagacije aMMC u in vitro uslovima na njihovu
potentnost i sposobnost hondrogene diferencijacije, pradena je relativna ekspresija gena
mati¢nosti 1 gena ukljucenih u najranije faze hondrogeneze u ranom i kasnom pasazu

primenom RT-qPCR metode.

4.5.1. Utvrdivanje ekspresionih profila gena mati¢nosti OCT4 i NANOG

Da bi se ispitao uticaj produzene in vitro kultivacije aMMC na njihovu sposobnost
samoobnavljanja, pracena je relativna ekspresija gena OCT4 i NANOG, kao molekularnih
markera mati¢nosti koji su neophodni za odrzavanje nediferenciranog stanja ¢elija i njihove
potentnosti. Mezenhimske mati¢ne ¢elije izolovane iz masnog tkiva 4 donora koje su gajene
ex Vivo, za potrebe ekspresionih analiza su prikupljene u 3. (ranom) i 6. (kasnom) pasazu.
Dobijeni rezultati su ukazali na postojanje medusobnih razlika u potentnosti aMMC

poreklom iz razlicitih donora (Slika 26.).

a) Relativna ekspresija gena OCT4 u lll i VI pasazu b) Relativna ekspresija gena NANOG u lll i VI pasazu
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Slika 26. Grafi¢ki prikaz relativne ekspresija gena a) OCT4 i b) NANOG u aMMC poreklom iz 4 pacijenta. I1I-
oznacava rani pasaz; VI-oznacava kasni pasaz;

Naime kod pacijenata oznacenih pod rednim brojem 1. i 4. detektovano je da sa
propagacijom ¢elija u kulturi dolazi do sniZenja ekspresije gena OCT4 (za 54%, odn. 28%,
Slika 26a.) i NANOG (za 45%, odn. 44%, Slika 26b.), sto bi svakako ukazivalo da dolazi do
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slabljenja njihovog potencijala za samoobnavljanjem kako raste broj pasaza. Za razliku od
njih, kod pacijenata sa rednim brojem 2. i 3., detektovano je povecanje samo ekspresije gena
NANOG sa povecanjem broja pasaza (za 85%, odn. 58%, Slika 26b.), dok je ekspresija gena
OCT4 ostala nepromenjena (Slika 26a.). Pored toga Sto ovi rezultati ukazuju kako se
potentnost menja sa povecanjem celijskih ciklusa za svakog pacijenta posebno, oni ukazuju

i na postojanje razlika u sposobnosti samoobnavljanja aMMC izmedu pacijenata.

4.5.2. Utvrdivanje ekspresionih profila gena ukljucenih u hondrogenu diferencijaciju i

sintezu komponenti VCM hrskavice pre i nakon diferencijacije aMMC u hondrocite

Veoma malo se zna o uticaju broja ¢elijskih ciklusa aMMC na njihovu sposobnost
da se diferenciraju u hondrocite i produkuju komponenete VCM hrskavice. Stoga,
analizirani su nivoi ekspresije gena SOX5, SOX6 i SOX9, kao markera hondrogene
diferencijacije kao i ekspresioni nivo gena COL1A1 &iji produkt ulazi u poéetni sastav VCM
hrskavice, metodom RT-qPCR. Za potrebe kvantifikacionih analiza, aMMC poreklom iz 3.
i 6. pasaza su indukovane da se diferenciraju u hondrocite i formiraju 3D sferoidnu kulturu.

Dobijeni rezultati ekspresionih analiza prikazani su Slici 27.
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Slici 27. Grafi¢ki prikaz relativne ekspresija gena a) SOX9, b) SOX5, c) SOX6 i d) COL1AL u aMMC poreklom
iz 4 pacijenta pre i nakon njihove diferencijacije u funkcionalne u hondocite u ranom i kasnom pasazu.

Ekspresija gena SOX9 se pokazala kao izuzetno varijabilna kako izmedu pacijenata
tako i u pogledu ranog i kasnog pasaza istog pacijenta. Sa grafika na Slici 27a., jasno se vidi
da ne postoji univerzalan obrazac promene ekspresije ovog gena. Kako je ovaj gen jedan od
najranijih markera hondrogene diferencijacije, ocekivano je da se njegova ekspresija
smanjuje tokom diferencijacije. Medutim, kod 2/4 pacijenta je detektovano poveéanje
ekspresije gena SOX9 u jednom od ispitivanih pasaza (Slika 27a., kod pacijenta broj 3. u 3.,
I pacijenta broj 4. u 6. pasazu). Stoga, ekspresija gena SOX9 svakako ne bi bila adekvatni

marker koji bi taéno oslikavao potencijal ovih ¢éelija za hondrogenezu.

Utvrdivanjem ekspresionih profila gena SOX5, SOX6 i COL1Al tokom
diferencijacije aMMC u hondrocite iz ranog i kasnog pasaza uocava se isti trend poveéanja
ekspresije (Slika 27hb., 27c. i 27d.). 1zuzetak je pacijent br 4. kod koga geni SOX6 i COL1Al
pokazuju smanjenje ekspresije u ranom pasazu (sniZenje za 8%, odn. 17%). Celije svih

ispitivanih pacijenata, u 6. pasazu, zadrzavaju sposobnost hondrogene diferencijacije, dok
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kod pacijenata 1. 1 4. pokazuju ¢ak i ve¢i potencijal za diferencijaciju u hondrocite u kasnom
pasazu, detekcijom povecane ekspresije ispitivanih gena u odnosu na rani pasaz. Naime, kod
pacijenta br. 1. izmereno povecanje ekspresije za gen SOX6 iznosilo je 58%, za gen SOX5
136%, a za gen COL1A1 cak 241%, dok je kod pacijenta br. 4. detektovano povecanje bilo
28%, 162% i 49%, respektivno. Dobijeni podaci ukazuju na to da bi ovi geni mogli biti
potencijalno dobri markeri za pracenje uspeSnosti hondrogene diferencijacije tokom

produzenog gajenja ¢elija u kulturi.

Sazetak rezultata fenotipske karakterizacije i relativnih ekspresionih analiza odabranih gena
kod aMMC:

Fenotipska karakterizacija aMMC pokazala je njihov fenotip sli¢an fibroblastima,
sposobnost adhezije za povrSinu suda u kojem se gaje, prisustvo specifi¢nih mezenhimskih 1
odsustvo leukocitnih 1 hematopoetskih povrSinskih markera, kao i sposobnost da se

diferenciraju u osteoblaste i hondrocite.

Utvrdivanjem ekspresionih profila gena mati¢nosti OCT4 i NANOG, dobijen je uvid u razlike
u potentnosti aMMC izmedu razli¢itih pacijenata. Uporedivanjem ekspresionih profila ovih
gena u ranom i kasnom pasazu kod svakog pacijenta posebno, pokazali smo da se potentnost

menja sa propagacijom ovih ¢elija u kulturi.

Utvrdivanjem ekspresionih profila gena markera hondrogeneze, dobili smo uvid u razlike
aMMC poreklom iz razli¢itih pacijenata, kao i informacije kako se njihov hondrogeni
potencijal menja sa propagacijom ovih ¢elija u kulturi. Analizirani ekspresioni nivoi gena
SOX5, SOX6 i COL1A1 izdvojili su se kao potencijalno prognosticki markeri efikasnosti

hondrogeneze.
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Autoimune bolesti, u koje spada i SSc, grupa su sloZenih poremecaja iniciranih
gubitkom tolerancije na sopstvene antigene, §to dovodi do hroni¢ne inflamacije 1 oStecenja
tkiva posredovano reakcijama imunog sistema (Marrack i sar., 2001). Karakterise ih
predominantno ispoljavanje kod osoba zenskog pola (Quintero i sar., 2012). Precizni
molekularni mehanizmi u osnhovi ovih poremecaja jo§ uvek nisu u potpunosti razjasnjeni.
Dobro je poznato da mnoge AB imaju sli¢nu etiologiju $to ukazuje na zajednicku geneticku
osnovu (Cho i Gregersen, 2011; Zhernakova i sar., 2009). Na primjer, vecina genetickih
asocijacija opisanih u SSc, kao fibrotiénom autoimunom oboljenju koZe i unutrasnjih organa,
takode su prijavljene da imaju znacajnu ulogu i u predispoziciji za nastanak RA (16 lokusa),
SLE (13 logusa), MS (9 lokusa), IBD (8 lokusa) i primarnoj bilijarnoj cirozi (8 lokusa,
takode) (Farh i sar., 2015; Martin i sar., 2012; Ramos i sar., 2015). Smatra se da brojni geni
kandidati kroz interakciju sa epigenetickim i sredinskim ¢iniocima dovode do predispozicije
za nastanak i progresiju ovih bolesti i da se u osnovi njihove patogeneze nalaze kako bolest-
specifi¢ni tako i zajednicki molekularni putevi (Cho i Gregersen, 2011; Zhernakova i sar.,
2009).

Napredak u uspostavljanju preciznije i brze dijagnostike SSc, kao i u razvoju
efikasnih terapeutika oteZan je velikom heterogeno$¢u ove bolesti 1 nepoznavanjem u
potpunosti procesa koji se nalaze u oshovi njene patofiziologije. Otkrivanje novih
molekularnih biomarkera i bolje razumevanje puteva i procesa ukljuc¢enih u patogenezu ove
bolesti od presudne je vaznosti za bolju stratifikaciju pacijenata i korelaciju sa odredenim
klinickim simptomima, kao i za pracene aktivnosti i predvidanje toka bolesti. Analiza
ekspresije odredenih gena u MNCPK prisutnim u cirkulaciji i u éelijama tkiva koZe
pogodenim fibrotiénim promenama, znacajna je kao pristup u identifikaciji potencijalnih
molekularnih biomarkera na sistemskom i lokalnom nivou, uklju¢enih u znacajne procese

kao Sto su prepoznavanje patogena, inflamacija i fibroza.
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5.1. Uloga signalnog puta JAK2/STAT3 u SSci znacaj analize ekspresionog profila gena
IL6, JAK2 i STAT3 na sistemskom nivou

Signalni put JAK2/STATS3 jedan je od glavnih signalnih mehanizama preko kojih
deluje Sirok spektar citokina i faktora rasta reguliSuéi klju¢ne procese u organizmu, kao $to
su razvi¢e, hematopoeza, adipogeneza i razvoj imunog sistema (Rawlings i sar., 2004).
Neadekvatno funkcionisanje ove signalne transdukcije asocirano sa metabolickim i
inflamatornim bolestima, kao i sa nekim tipovima karcinoma (Karin i Greten, 2005; Thomas
i sar., 2015; Yang i sar., 2017a).

5.1.1. Ekspresioni profil gena IL6 na sistemskom nivou

Postoji veliki broj potencijalno relevantnih citokina i faktora rasta sa razli¢itim
efektima u zavisnosti od ciljnih ¢elija na koje deluju, a koji mogu biti vazni za patogenezu ili
mogu biti korisni kao markeri patobiologije SSc. Naime IL6 je citokin sa nekoliko
potencijalno vaznih uloga u patogenezi SSc. Prethodne studije pokazale su njegovu ulogu u
aktivaciji endotelnih ¢elija, preko trans-signalizacije koja rezultuje povecanjem ekspresije
molekula ICAM1, VCAML, IL8, MCP1 kao i IL6, koja predhodi infiltraciji inflamatornih
¢elija, prvenstveno monocita i leukocita (Jones i sar., 2005; Kaplanski i sar., 2003; Romano
i sar., 1997). IL6 je ukljuéen i u razvoj autoimunosti. Naime istrazivanja na pacijentima sa
Kronovom boles¢u pokazuju da autoreaktivne T celije izbegavaju apoptozu aktivacijom
signalnog puta koji uklju¢uje STAT3 putem IL6 trans-signalizacije (Atreya i sar., 2000). Oni
su takode demonstrirali na modelu autoimunog atritisa da je IL6 trans-signalizacija
odgovorna za vodenje lokalnih inflamatornih odgovora (Lissilaa i sar., 2010). Pokazano je i
da IL6 uti¢e na B celije, promovisuéi njihovu diferencijaciju u plazma celije i podsti¢uci
proizvodnju antitela (Jones i sar., 2005). IL6 je i profibrogeni citokin. Delovanjem na
fibroblaste, regulise njihovu proliferaciju, povecava sintezu kolagena, glikozaminoglikana i
tkivnog inhibitora metaloproteinaza-1 i poveéava produkciju MCP1 i IL6, lokalno

stimuliSuci proces fibroze (Duncan i Berman, 1991; Irwin i sar., 2002).
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U istrazivanjima Khan i sar., 1 Sato i sar. pokazano je IL6 bio povisen u serumu SSc
pacijenata u odnosu na kontrolne ispitanike i da je njegov nivo korelisao sa stepenom
zahvacenosti koze fibroticnim promenama kao i sa loSijim ishodom kod SSc pacijenata
(Khan i sar., 2012; Sato i sar., 2001). Scala i sar. pokazali su da je povisen nivo IL6 u serumu
SSc pacijenata bio asociran sa nastankom pluéne fibroze (Scala i sar., 2004). Rezultati
Gourch 1 sar., su pokazali da plazma nivo IL6 bio vec¢i kod ATA pozitivnih pacijenata u
odnosu na ACA pozitivne SSc pacijenata (Gourh i sar., 2009). Nasi rezultati ukazali su da je
izmereni nivo ekspresije gena IL6 kod SSc pacijenata bio znacajno visi od nivoa ekspresije
koji je detektovan u grupi kontrolnih ispitanika. Poredenje ekspresije gena izmedu
fenotipskih podgrupa SSc pacijenata, ukazalo je na to da je veca ekspresija ovog gena bila
asocirana sa kasnim oblikom bolesti. Ovaj rezultat ukazuje da nivo IL6 iRNK utvrden na
sistemskom nivou ima potencijal da postane dijagnosticki biomarker kasnog oblika bolesti,
Sto bi moglo da utice i na bolji terapijski odabir. Naime, poviSen detektovani nivo IL6 mogao
bi da odrzava lokalnu inflamaciju, da indukuje odgovor endotelijalnih ¢elija i fibroblasta,
stoga uvodenje ciljane terapije za signalni put IL6 svakako bi bilo od velike koristi za SSc
pacijente. Predlozeno je nekoliko terapeutskih strategija kojima bi se ili kompletno blokirali
putevi zavisni od IL6, ili specifi¢no trans-signalizacija (Jones i sar., 2011). Trenutna klini¢ka
ispitivanja su usmerena na Tocilizumab i kakvu korist SSc pacijentima donosi ovakav pristup
ciljane terapije. Tocilizumab predstavlja monoklonsko antitelo usmereno protiv IL6R, ¢ime
blokira kako klasi¢nu tako 1 trans-signalizaciju putem IL6, potencijlano inhibiraju¢i procese

infamacije i fibroze (O'Reilly i sar., 2013).

5.1.2. Ekspresioni profil gena JAK2 na sistemskom nivou

Kod sisara, signalni put JAK/STAT jedan je od glavnih signalnih mehanizama preko
kojih deluje Sirok spektar citokina i1 faktora rasta reguliSu¢i proliferaciju celija,
diferencijaciju, ¢elijsku migraciju i apoptozu. Ovi Celijski dogadaji kljucni su za procese kao
Sto su razvice, adipogeneza, hematopoeza, imunoloski razvoj i mnogi drugi procesi

(Rawlings i sar., 2004). Nasuprot tome, mutacije koje konstitutivno aktiviraju ili ne uspevaju
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da reguliSu pravilno signalizaciju putem JAK molekula uzrokuju inflamatorne bolesti,
eritrocitozu, gigantizam i neke leukemije (Igaz i sar., 2001; O'Shea i sar., 2002). lako je
mehanizam JAK/STAT signalizacije sam po sebi veoma znaCajan, bioloSke posledice
njegove deregulacije su znatno vece iz razloga §to ovaj signalni put ostvaruje brojne
interakcije sa drugim vaznim signalnim putevima kao Ssto RAS/MAPK/PI3K signalnim

putevi (Rane i Reddy, 2000; Shuai, 2000).

Studije Pendergrass i sar. i Christmann i sar. (Christmann i sar., 2011; Pendergrass i
sar., 2010) pokazale su veéu ekspresiju gena JAK2 u MNCPK, ali samo u podgrupi 1SSc
pacijenata sa PAH-om u poredenju sa kontrolnim ispitanicima i ISSc pacijentima bez PAH-
a. Mi nismo uocili znacajnu razliku u ekspresiji gena JAK2 izmedu ISSc pacijenata sa i bez
PAH-a. Interesantno, nasi rezultati pokazali su znacajnu snizenu ekspresiji gena JAK2 na
celoj grupi SSc pacijenata u poredenju sa kontrolnom grupom. Jedno od objasnjenja za
snizenu ekspresiju gena JAK2 moglo bi biti i njegova post-transkripciona regulacija sa
miRNK-135a. Naime, gen JAK2 ima 3’-UTR region od 1256-bp u okviru koga se nalazi 8-
merno vezuju¢e mesto za miR-135a. Studija Navarra i sar. (Navarro i sar., 2009), pruza
snazne dokaze da razli¢ite miRNK reguliSu signalni put JAK/STAT i da posebno miR-135a
moze funkcionisati kao potencijalni supresor ovog puta, upravo delujué¢i na JAK2 iRNK.
Stoga bi u budu¢im studijama svakako trebalo posvetiti paZznju na analizu zastupljenosti
miRNK-135a i interakcije sa JAK2 iRNK. Takode, u poredenju sa SSc pacijentima muskog
pola, Zenski SSc pacijenti imali su znacajno ve¢i nivo ovog gena. Na osnovu nasih rezultata
mozemo zakljuciti da smanjenje ekspresije gena JAK2 mozemo smatrati za potencijalni
marker za SSc, ali ne 1 za marker klini¢kih podtipova ove bolesti. Kako je razlika u
ispoljavanju ove bolesti kod polova jedna od njenih osnovnih obelezja, potrebna su dodatna
istrazivanja koja bi precizirala ta¢nu ulogu diferencijalne ekspresije gena JAK2 kod

pacijenata razli¢itih polova u patogenezi ove bolesti.
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5.1.3. Ekspresioni profil gena STAT3 na sistemskom nivou

Nedavni dokazi pokazuju da aktivnost vecine inflamatornih citokina konvergira ka
transkripcionim regulatorima NF-kB i STAT3 (Yu i sar., 2009). STAT3, poznat je i kao
posrednik zapaljenja delujué¢i nizvodno od velikog broja citokina ukljuc¢uju¢i IL6, IL10,
IL17, IL21, IL23 i VEGF, prenosec¢i signale kroz citoplazmu i modulisuc¢i odgovor imunog
sistema kroz regulaciju ekspresije ciljnih gena u jedru (Vang i sar., 2004; lu i sar., 2007).

U patogenezi IBD-a i asociranog kolorektalnog karcinoma, prijavljena je aberantna
signalna kaskada koja ukljucuje IL6, IL10 i STAT3 (Karin i Greten, 2005). Takode gen
STAT3 identifikovan je kao jedan od lokusa asociranih sa predispozicijom za pojavu Kronove
bolesti (Barrett i sar., 2008) i MS (Jakkula i sar., 2010). Ipak, nasi rezultati nisu pokazali
statisticku razliku u ekspresiji gena STAT3 u MNCPK SSc pacijenata u poredenju sa

kontrolnim ispitanicima, kao ni izmedu analiziranih fenotipskih podgrupa SSc pacijenata.

5.2. Uloga signalnog puta NF-kB u SSc i znacaj analize ekspresionog profila gena TLR7,
TLR9 i IRAK1 i miRNK-146a na sistemskom nivou

Uroden imunitet predstavlja prvu liniju odbrane organizma od invazivnih patogena.
Porodica Toll-like receptora, deluje kao primarni senzor za otkrivanje Sirokog spektra
mikrobioloSkih komponenti 1 pokretanje reakcija urodenog imuniteta. Svi putevi
signalizacije pokrenuti aktiviranjem TLR-ova, vode aktivaciji transkripcionog regulatora
NF-kB, koji reguliSe ekspresiju brojnih gena, izmedu ostalog i1 onih koji kodiraju
proinflamatorne citokine, faktore rasta i adhezivne molekule, a koji su neophodni za

odgovore imunog sistema u odbrani domacina (Kawai i Akira, 2007).
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5.2.1. Ekspresioni profil gena TLR7 na sistemskom nivou

Intracelularni  TLR-ovi  prepoznavanjem stranih  NK u endozomskim
kompartmentima, pokreéu signalnu kaskadu koja dovodi do produkcije proinflamatornih
molekula od strane makrofaga i konvencionalnih dendriti¢nih ¢elija (DC), kao i interferona
tipa | od strane plazma DC, koji su neophodni za pravilno funkcionisanje imunog odgovora
(Blasius i Beutler, 2010a). lako, TLR-ovi predstavljaju prvu liniju odbrane od invazivnih
patogena i odrzavaju normalnu homeostazu organizma (Goutagny i sar., 2012), ovi ¢lanovi
TLR porodice takode su ukljuceni u patogenezu nekih AB, hroni¢nu inflamaciju i razvoj
fibroze (Ospelt i sar., 2008). Naime, u slu¢aju enormnog osteCenja ¢elija ili nepotpunog
uklanjanja celijskog debrisa, moze do¢i do oslobodanja sopstvenih antigena koji postaju
dostupni komponentama imunog sistema (Rifkin i sar., 2005). Ovi autoantigeni bivaju
prepoznati od strane autoantitela sa kojima formiraju imune komplekse. Autoantitela
poreklom su od samoreaktivnih B ¢elija, koje su u malom procentu prisutne kod vecéine
pojedinaca (Wardemann i sar., 2003). Visestruke in vitro studije kako na misjim tako i na
ljudskim c¢elijama pokazale su da ovi IK mogu biti internalizovani uz pomo¢ B ¢elijskog
receptora u B limfocite (Lau i sar., 2005a) ili preko Fc-y povrsinskog receptora u DC, plazma
DC, makrofage i neutrofile (Boule i sar., 2004; Garcia-Romo i sar., 2011; Vollmer i sar.,
2005b). U osnovi patogeneze SLE pokazano je da ovi IK bivaju usmereni ka endozomskom
kompartmentu i aktiviraju TLR9 i TLR7 koji posledi¢no dovode do povecane ekspresije gena
indukovanih IRF, produkcije IL1, TNF-a i IL6, prezentacije sopstvenih antigena, sazrevanja
autoreaktivnh B celija i produkcije autoantitela (Means i sar., 2005; Shrivastav i Niewold,
2013). Kako SSc pokazuje velike sli¢nosti sa SLE, prirodno se namece da bi ovo mogao biti
jedan od mehanizamima u osnovi njene patofiziologije. Konkretno, obe bolesti povezane su
sa prisustvom autoantitela koje prepoznaju nukleoproteinske komplekse, i obe ove bolesti
karakteriSe povecana ekspresija gena koji su regulisani IRF u MNCPK (Leadbetter i sar.,
2002; Tan i sar., 2006). Kako je jedna od osnovnih karakteristika SSc upravo vaskularno
oStecenje koje se manifestuje kao Raynaudov fenomen i ishemija koZze, upravo ono moze

predstavljati nacin na koji dolazi do oslobadanja endogenih TLR liganda.
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Nasi rezultati pokazuju znacajno veéu ekspresiju gena TRL7 u MNCPK pacijenata sa
SSc u poredenju sa ekspresionim nivoom ovog gena detektovanim kod kontrolnih ispitanika.
Nakon diskriminacije pacijenata na one sa TLR7"% i TLR7"# ekspresionim statusom,
pokazana je asociranost povecanog nivoa gena TLR7 sa podgrupama SSc pacijenata sa
kasnim i aktivnim oblikom bolesti, kao i prisustvom digitalnim ulcera. Nasi rezultati su u
saglasnosti sa rezultatima koje su dobili Komatsuda i sar. (Komatsuda i sar., 2008). Njihova
studija je pokazala povecanu eckspresiju gena TLR7 kod SLE pacijenata u odnosu na
kontrolne ispitanike koja je korelirala sa ekspresijom /FNa, dok Chauhan i sar. pokazali su i
da je nivo ekspresije TLR7 korelirao i sa nivoom anti-RNK antitelima izmerenim u serumu
SLE pacijenata (Chauhan i sar., 2013). Takode, povec¢ana ekspresija gena TLR7 detektovana
je u MNCPK i kod pacijenata sa SS (Zheng i sar., 2010), MS (Derkow i sar., 2013) i
psorijazom (Kim i sar., 2016) u odnosu na kontrolne ispitanike. Ovi navodi svakako ukazuju
na znacajnu ulogu gena TLR7 u zajednickim procesima koji se nalaze u osnovi patogeneze
velikog broja AB, a koji bi na prvom mestu podrazumevali indukciju proliferacije i
diferencijacije B ¢elija u plazma éelije, proizvodnju autoantitela, izmenjenu prezentaciju
antigena, sekreciju citokina i regulaciju T Celijskih funkcija (Lanzavecchia i Sallusto, 2007;
Meyer-Bahlburg i Rawlings, 2008).

Nasi rezultati ukazuju na potencijalnu ulogu gena TLR7 kao markera za bolju
stratifikaciju SSc pacijenata prema klini¢kim manifestacijama 1 predvidanje toka bolesti, ali
kao i potencijalnog terapeutskog targeta. Nekoliko modulatora signalnog puta TLR ve¢ je u
okviru klini¢kih ispitivanja (Li i sar., 2013). Svakako najveci izazov je supresija ovog
signalnog puta bez narusavanja urodenog imunog odgovora ili remecenja drugih signalnih
kaskada. Inhibiranje aktivacije signalnog puta TLR7 moglo bi da se odigra na viSe nivoa,
ukljucujuéi promenu pH endozomalne sredine koja je neophodna za aktivaciju TLR7,
blokiranje vezivanja liganda, kao i inhibicija nizvodnih signalnih adapternih molekula
(Kandimalla i sar., 2013; Sacre i sar., 2012). Takode terapeutici zasnovani na upotrebi
miRNK koje mogu da suprimiraju TLR7 iRNK, a koji su jo§ u okviru klini¢kih ispitivanja,
predstavljaju nov i zanimljiv pristup u leGenju AB (Deng i sar., 2013).
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5.2.2. Ekspresioni profil gena TLR9 na sistemskom nivou

Analiza ekspresije gena TLR9 u MNCPK nase grupe pacijenata pokazala je da su, u
poredenju sa kontrolnim ispitanicima, SSc pacijenti imali znatno nizi nivo ekspresije ovog
gena. Rezultati TLR9 eksresionih analiza na modelima razli¢itih AB veoma su kontradiktorni.
Naime, studije radene na RA (Lacerte i sar., 2016) i psorijazi (Kim i sar., 2016), ukazale su
na znacajno veéu zastupljenost TLR9 iRNK u MNCPK pacijenata u odnosu na kontrolne
ispitanike. Ispitivanje pak ekspresionog nivoa ovog gena na MS pacijentima pokazalo je
znatno nizu ekspresiju u grupi pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu (Derkow i sar., 2013).
Istrazivanja radena na SS i SLE pacijentima dala su opre¢ne rezultate. Dok su Zheng i sar.
(Zheng i sar., 2010) pokazali povecanu ekspresiju, Karlesen i sar. (Karlsen i sar., 2017)
detektovali su snizenu ekspresiju gena TLR9 u grupi SS pacijenata u odnosu na kontrolnu
grupu. Sto se ti¢e istrazivanja na SLE, Komatsuda i sar. (Komatsuda i sar., 2008), pokazali
su povisenu ekspresiju TLR9 u MNCPK SLE pacijenata u odnosu na kontrolne ispitanike,
koja je i korelisala sa ekspresijom IFNo i zastupljenoséu anti-DNK antitelima, sa jasnom
ulogom TLRY u patogenezi ove bolesti prvenstveno kroz akrivaciju DC, B i T éelija,
sekreciju citokina i produkcije autoantitela (Barrat i sar., 2005). Za razliku od ovih nalaza,
postoje brojne studije na SLE modelima miseva (Wu i Peng, 2006; Yu i sar., 2006), koje pak
ukazuju na protektivnu ulogu TLR9, i da je snizavanje ekspresije ovog gena povezano sa
razvojem SLE. Takode smatra se da je aktivacija TLR9 neophodna da spreci nastanak
zapaljenja sluzokoze i da inicira zarastanje rana na modelu ulceroznog kolitisa (Obermeier i
sar., 2005). Na in vivo modelu TLR9-deficijentnih miSeva pokazano je da nedostatak ovog
molekula vodi povecanoj osetljivosti ka intestinalnom oStecenju i slabijoj efikanosti

primenjene terapije za IBD (Rose i sar., 2012).

lako TLR9 ne bi bio molekul izbora za razlikovanje klinickih podgrupa SSc
pacijenata, prema nasim rezultatima nizak nivo ekspresije gena TLR9 predstavlja jedan od
faktora rizika za pojavu SSc. Postoje podaci koji ukazuju da je signalni put TLR7 regulisan
od strane TLR9 (Santiago-Raber i sar., 2010; Wang i sar., 2006), stoga gubitak ove regulacije,

usled smanjene ekspresije gena TLR9 mogao bi voditi poveéanoj inflamaciji i nastansku SSc.
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5.2.3. Ekspresioni profil gena IRAK1 na sistemskom nivou

U ovom delu teze naSu paznju smo usmerili na gen IRAK1, uzimajuci u obzir sa jedne
strane njegovu poziciju u okviru genomskog regiona Xqg28 i predominatnog ispoljavanja SSc
kod osoba Zenskog pola, a sa druge strane njegovu biolosku funkciju kao uéesnika signalnog
puta NF-kB. Naime, IRAK1 zajedno sa TRAF6 predstavlja klju¢ni nizvodni adapterni
molekul ovog signalnog puta koji vodi od TIR kompleksa i rezultira aktivacijom
transkripcionog regulatora NF-kB i regulacijom produkcije brojnih proinflamatornih
citokina, hemokina i adhezivnih molekula (Dunne i O'Neill, 2003; Ghosh i Hayden, 2008;
Ringwood i Li, 2008). Nepravilnosti u ovom signalnom putu dovode do narusavanja
citokinskog balansa, poremecene prezentacije antigena, sazrevanja imunih ¢elija i apoptoze,
I pokazano je da su u vezu sa nastankom nekih AB, kao §to su dijabetes tip 2, Kronova bolest,
SS i SSc (Baldwin, 1996; Dale i sar., 2006). Izmedu ostalog, IRAK1 je zanimljiv i zbog
njegovog ucesca u sintezi IFNa i IFNy, za koje je ve¢ pokazano da imaju ulogu u SSc
patogenezi (Eloranta i sar., 2010; Radstake i sar., 2009).

Uzimaju¢i u obzir IRAK1 ekspresione analize, svega nekoliko studija u kojima je
odredivan ekspresioni profil ovog gena u AB su objavljene. Rezultati ovih studija veoma su
kontradiktorni. Analiza ekspresionog profila gena IRAK1 na RA pacijentima nije pokazala
nikakve znacajne razlike izmedu IRAK1 ekspresionog nivoa kod pacijenata u odnosu na
kontrolne ispitanike (Pauley i sar., 2008), dok je studija na pacijentima sa psorijazom
pokazala znacajno vecu ekspresiju gena IRAK1 kod pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu
(Sanmiguel i sar., 2009). Sli¢no nasoj studiji, Zilahi i sar. pokazali su da je ekspresija gena
IRAK1 bila znacajno snizena i u grupi SS pacijenata (Zilahi i sar., 2012). Nasa relativna
ekspresiona analiza pokazala je na sniZenje ekspresionog nivoa za 42% kod SSc pacijenata
u odnosu na kontrolne ispitanike. Dobijeni rezultati ukazuju da izmenjena ekspresija gena
IRAK1 mogla bi se smatrati za potencijalni biomarker SSc. Kada smo uporedili SSc pacijente
zenskog pola sa pacijentima muSkog pola, pronadena je znatno niza ekspresija ovog gena
kod muskih SSc pacijenata, ukazujuéi da je IRAK1 ekspresija zavisna od pola. Kako je

redukovani nivo ovog gena asociran i sa nekim specificnim klini¢kim karakteristikama, kao
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Sto je prisustvo ATA ili izrazitijim fibroticnim promenama na kozi, mogao bi posluziti kao

marker za bolju stratifikaciju pacijenata.

5.2.4. Ekspresioni profil miRNK-146a na sistemskom nivou

U normalnoj homeostazi, miRNK igraju znaCajnu ulogu u regulaciji celijske
diferencijacije, proliferacije, metabolizma, apoptoze, hematopoeze i inflamatornih odgovora
asociranih sa urodenim i steCenim imunim sistemom (Pritchard i sar., 2012). Izmenjena post-
transkripciona regulacija ciljnih gena sa miRNK rezultira brojnim patoloskim stanjima
(Singhii sar., 2013). Sto se ti¢e miRNK-146a, jedna od njenih uloga svakako je fina regulacija
IRAK1 i TRAF6, RNK interferencijom (Taganov i sar., 2006). Posledica nepravilnosti u
njenom funkcionisanju moze rezultirati razli¢itim tipovima karcinoma (Xu i sar., 2011; Yue
i sar., 2011) i AB (Stanczyk i sar., 2008; Zhou i sar., 2014).

Ekspresione analize naSe studije, pokazale su znacajno smanjenje miRNK-146a
novoa od 67% u grupi SSc pacijenata u odnosu na grupu kontrolnih ispitanika. Kada smo
uporedili SSc pacijente zenskog pola u odnosu na pacijente muSkog pola, pronasli smo
znatno visi nivo miRNK-146a kod muskih SSc pacijenata, §to je u skladu sa rezultatom nize
ekspresije gena IRAK1 u istoj grupi pacijenata, sto ukazujuje na direktnu interakciju ova dva
molekula. Takode, izmenjena ekspresija miRNK-146a korelisala je sa lakSom klini¢kom
slikom u pogledu zahvaéenosti koze fibroticnim promenama. Brojne studije na AB pokazale
su kontradiktorne nalaze u pogledu miRNK-146a eksprisonih profila. Naime, poviSena
miRNK-146a ekspresija detektovana je u sinovijalnom tkivu, serumu i MNCPK RA
pacijenata, i korelisala je sa aktivnosc¢u bolesti (Murata i sar., 2010; Pauley i sar., 2008;
Stanczyk i sar., 2008). Sli¢ni rezultati su objavljeni i za druge AB, kao $to su SS (Zilahi i
sar., 2012), i psorijaza u kojoj je povecana ekspresija miRNK-146a detektovana u kozi sa
skvamoznim promenama kod pacijenata (Sonkoly i sar., 2008b; Sonkoly i sar., 2007). Nasi
rezultati u skladu sa nalazima istraZivanja na pacijentima sa dijabetesom tip 2 i SLE, kod
kojih je detektovana redukovana ekspresija miRNK-146a (Balasubramanyam i sar., 2011;
Tang i sar., 2009). Uzimajuci u obzir i studiju Lu i sar. (Lu i sar., 2010), u kojoj je pokazano
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da ablacija miRNk-146a u Treg ¢elijama u “knock-out” modelu misa dovodi do narusavanja
imunoloske tolerancije i razvoja AB koje karateriSe prisustvo imuno-posredovanih lezija na
razli¢itim unutra$njim organima, mogli bismo smatrati da redukovani nivo miRNK-146a

predstavlja faktor rizika za nastanak i razvoj SSc.

5.2.5. Korelacione analize parova ispitivanih gena na sistemskom nivou

Korelacione analize gena na sistemskom nivou u grupi kontrolnih ispitanika i grupi
SSc pacijenta ukazale su da pored nekih ocuvanih interakcija, kao §to je pozitivan odnos
izmedu JAK2 i IRAK1 transkripta, postoje i izmenjene interakcije izmedu transkripata
analiziranih gena. Dok je u grupi MNCPK uzoraka kontrolnih ispitanika dominirao negativan
odnos izmedu TLR9 i TLR7 transkripata, u grupi MNCPK uzoraka SSc pacijenata, izdvojile
su se pak dve snazne negativne korelacije, jedna izmedu JAK2 transkripta, a druga izmedu
IRAK1 transkripta sa miRNK-146a, koje nisu postojale u kontrolnoj grupi uzoraka. Stavise,
rezultati korelacije ekspresionog nivoa IRAK1 sa miRNK-146a ukazali su da se ekspresionim
nivoom ove miRNK moze objasniti skoro 27% varijanse ekspresije gena IRAK1. Ovi nalazi
su u saglasnosti sa ¢injenicom koja je poznata iz literature, da pored TRAF6 iIRNK, IRAK1
iRNK je najvazniji ciljni molekul za ovu miRNK, koja na taj nacin ucestvuje finoj regulaciji
signalnog puta NF-kB (Taganov i sar., 2006). Za alteracije u ovom signalnom putu ve¢ je

pokazano da posreduju u procesu nastanka nekih inflamatornih bolesti (Liu i sar., 2017a).

Ovi rezultati iniciraju da izmenjena ekspresija analiziranih gena i njihove narusene
medusobne interakcije svakako mogu doprinositi nastanku i1 odrzavanju procesa inflamacije.
Dodatne studije na veem broju uzoraka su neophodne, da se utvrdi tacan doprinos

izmenjenih korelacija u mehanizmu nastanka bolesti.

100



DISKUSUA

5.3. Studija asocijacije geneti¢kih varijanti u genima IRAK1 i miRNK-146a sa rizik za

nastanak i progresiju SSc

Dobro je poznato da mnoge AB imaju sli¢nu etiologiju koja ukazuje na ucesce
zajednickih gena kandidata. Nedavna istrazivanja sugerisala su da se mnogi od njih upravo
odnose na gene za miRNK, ¢ija funkcija moze biti narusena prisustvom varijanti kako u
sopstvenim sekvencama (Duan i sar., 2007; Gottwein i sar., 2006), tako i u njihovim ciljnim
sekvencama koje prepoznaju na osnovu komplementarnosti (Saunders i sar., 2007). Stoga, u
okviru ovog dela istrazivanja, fokusirali smo se na gen IRAK1, i na njegov post-transkripcioni
regulator miRNK-146a, kako bismo detaljnije ispitali njihovu potencijalnu ulogu u
patogenezi SSc i predominantnom ispoljavanju ove bolesti kod osoba Zenskog pola. U cilju
analize povezanosti geneticke varijante rs3027898 C>A u genu IRAK1, kao i geneticke
varijante rs2910164 C>G u miRNK-146a sa rizikom za nastanak i razvoj SSc sprovedena je

studija asocijacije na 102 SSc pacijenta i 66 kontrolnih ispitanika.

5.3.1. Asocijacija geneticke varijante rs3027898 C>A sa rizikom za nastanak SSc

IRAK1 rs3027898 C>A varijanta nalazi se u 3'-grani¢nom regionu gena, 68 bp od
mesta zavrSetka transkripcije, u blizini mesta vezivanja post-transkripcionog regulatora
miRNK-146a. Pokazana je asociranost ove varijante sa nastankom nekih AB. Naime, Song i
sar. (Song i sar., 2015) pokazali su povezanost inflamatornog artritisa sa rs3027898 CC
genotipom, dok u studiji Yang-a i sar. (Yang i sar., 2017b) na uzorcima RA pacijenata
poreklom iz Kine, pokazano je da nosioci IRAK1 rs3027898 C alela imaju povecani rizik od
nastanka RA. Takode, u grupi SLE pacijenata, Li i sar. pronasli su povecan rizik od nastanka
bolesti kod nosioca C alela (Li i sar., 2015).

Rezultati naSe asocijativne studije ukazali su da IRAK1 rs3027898 A alel nije faktor

rizika za pojavu SSc kod osoba Zenskog pola.
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5.3.2. Asocijacija geneticke varijante rs2910164 C>G sa rizikom za nastanak SSc

U okiru ovog dela teze, proucavali smo uticaj miRNK-146a rs2910164 varijante na
predispoziciju za nastanak SSc. Ova varijanta je locirana na poziciji +60 u odnosu na prvi
nukleotid u pre-miRNK-146a sekvenci, i povezana je sa pove¢anom verovatno¢om nastanka
papilarnog karcinoma stitne zlezde (Jazdzewski i sar., 2008), karcinoma grudi/jajnika (Shen
i sar., 2008) , hepatocelularnog carcinoma (Xu i sar., 2008), ali i koronarne bolesti srca (Liu
i sar., 2017b) i metabolickog sindroma (Mehanna i sar., 2015). Brojne studije asocijacije
fokusirale su se na analizu distribucije miRNK-146a rs2910164 varijante u razli¢itim AB,
pokusavajuci da definiSu genotip koji predstavlja faktor rizika za nastanak odredene bolesti.
Na primer, u studijama Chatzikyriakidou i sar. i Yang i sar., nije detektovana razlika u
distribuciji genotipova za ovu varijantu izmedu RA pacijenata i kontrolnih ispitanika, ni u
azijskoj ni u kavkaskoj populaciji (Chatzikyriakidou i sar., 2010a; Yang i sar., 2011). Takode,
rezultati Ji-a i sar. (Ji i sar., 2014) ne podrzavaju asocijaciju izmedu miRNK-146a rs2910164
varijjante 1 predispozicije za SLE. Sli¢ni rezultati su dobijeni 1 u studiji na PsA
(Chatzikyriakidou i sar., 2010b). U skladu sa ovim tvrdnjama, nasa studija nije pokazala vezu
izmedu varijante u MiRNK-146a i predispozicije za SSc. S druge strane, detektovali smo
znacajno vecu zastupljenost CC genotipa kod SSc pacijenata sa fibrozom pluca i1 aktivnim
oblikom bolesti, sugeriSu¢i da nosioci ovog genotipa imaju 10 x viSe Sansi da razviju ove
specificne klinicke manifestacije. Stoga, ovaj genotip moZe biti potencijalni faktor rizika za

pojavu ovih specifi¢nih klini¢kih manifestacija i u drugim AB.

5.3.3. Uticaj odabranih genetickih varijanti u genima IRAK1 i miRNK-146a na njihove

ekspresione profile

Kako se varijanta rs3027898 u genu IRAK1 nalazi 3'-UTR gena IRAK1 u blizini
vezivanja miRNK-146a, i kako se sumnja da ona moze uticati na pravilno savijanje regiona
DNK gde je lociran ovaj gen, a samim tim i na afinitet vezivanja ove miRNK, analizirali smo

da li prisustvo ove varijante uti¢e na ekspresioni nivo IRAK1 transkripta. Nije pronadena
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nikakva korelacija od znacaja izmedu odredenog genotipa i detektovanog nivoa IRAK1
iIRNK, $to ukazuje da ova varijanta nije klju¢na za izmenjenu ekspresiju gena IRAK1,
detektovanu u grupi SSc pacijenata. Na osnovu nalaza nase studije, ali i drugih studija,
smatramo da su neophodna dodatna istrazivanja koja bi uzela u razmatranje i prisustvo nekih
drugih varijanti, kao i medusobne interakcije gena, ali i gena 1 ¢inioca spoljasnje sredine.
Prisustvo miRNK-146a rs2910164 varijante, koja podrazumeva zamenu C>G, u kojoj
zapravo dolazi do zamene para C:U u par G:U u okviru stem regiona pre-miRNK-146a
sekvence, i promene predvidenog statusa slobodne energije sa -43.1 kcal/mol na -40.3
kcal/mol, moze redukovati stabilnost pri-miRNK, efikasnost obrade pri-miRNK u pre-
miRNK, stabilnost pre-miRNK i njen transport u citoplazmu, i kona¢no efikasnost obrade
pre-miRNK u zrelu miRNK (Dai i sar., 2007; Rehmsmeier i sar., 2004). U studijama
Jazdzewski i sar. (Jazdzewski i sar., 2008), i Rehmsmeieru i sar. (Rehmsmeier i sar., 2004),
pokazano je da zamena C>G u pre-miRNK-146a rezultira u njenoj smanjenoj efikasnosti
obrade u zrelu miRNK, §to posledi¢no dovodi do smanjenog nivoa ekspresije miRNK-146a.
Nasuprot ovome, rezultati studija uradenih od strane Yue-a i sar. (Yue i sar., 2011) i Shen-a
i sar. (Shen i sar., 2008), pokazali su da ova varijanta uti¢e na ve¢u zastupljenst zrele miRNK-
146a. Analiza uticaja prisustva miRNK-146a rs2910164 varijante na produkciju zrele
mMiRNK-146a u grupi nasih ispitanika, pokazala je trend ka smanjenju nivoa ekspresije ove
miRNK kod nosioca C alela, u poredenju sa nosiocima GG genotipa. Kako postoji oCigledan
nedostatak konzistentnosti nalaza, ostaje da se u narednim istrazivanjima razjasni kako ova
geneti¢ka varijanta u pre-miRNK-146a moze uticati na koli¢inu zrele miRNK-1463, i stoga

doprinositi geneti¢koj predispoziciji za SSc.

5.4. Ekspresioni profili gena JAK2, TLR7, TLR9, IRAK1 i miRNK-146a na lokalnom

nivou

Kod SSc pacijenata u tkivu koze postoji jaka veza izmedu inflamacije i fibroze koja
je poduprta povecanom produkcijom kako proinflamatornih tako i profibroti¢nih medijatora

(Affandi i sar., 2015). U cilju otkrivanja tkivno specifi¢nih razlika u nivou ekspresije gena,
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izvedena je preliminarna analiza ekspresije odabranih gena JAK2, TLR7, TLR9 i IRAK1 kao
I nivoa miRNK-146a, u uzorcima tkiva koze SSc pacijenata. Analizirano je tkivo zahvaceno
fibroticnim promenama i tkivo koje nije pokazivalo znake fibroze poreklom iz istog

pacijenta.

TGF-p molekul jedan je od centralnih molekula kada se govori o procesu fibroze.
TGF-p ima stimulatorni efekat aktiviraju¢i signalizaciju posredovanu STAT3 molekulom,
koja moze indukovati fibroti¢ni odgovor kroz aktivaciju gena asociranih sa fibrozom (Zhang
i sar., 2015). Ovaj stimulatorni efekat TGF-f3 na STAT3 nije samo ogranic¢en na fibroblaste
u kozi i plué¢ima, ve¢ je primeéen i u drugim c¢elijskim tipovima kao $to su folikularne T-
pomoc¢nicke i hepati¢ne zvezdaste ¢elije (Chaudhry i sar., 2009; Xu i sar., 2014). Svi ovi
podaci zajedno ukazuju da bi STAT3 mogao delovati kao nekanoni¢ni nizvodni medijator
TGF- signalizacije i centralni integrator viSestrukih profibroti¢nih signala (Chakraborty i
sar., 2017).

Sa druge strane, JAK2 kao receptor-asocirana tirozin kinaza ima centralnu ulogu u
signalnim kaskadama iniciranim citokinima i faktorima rasta i predstavlja jednog od glavnih
aktivatora trankripcionog regulatora STAT3 (Valentino i Pierre, 2006). Medutim, Dees i sar.
ukazuju na to da je aktivacija JAK2 zavisna i od TGF-f i da bi mogla takode posredovati u
stimulatornim efektima ovog medijatora na fibroblaste (Dees i sar., 2012). Stoga, u cilju
utvrdivanja da 1li je JAK2 predstavlja klju¢ni molekul preko koga profibroti¢ni signali
konvergraju ka STAT3, uradena je kvantifikaciona analiza relativne ekspresije gena JAK2 u
uzorcima tkiva koze kod 5 SSc pacijenata. Rezutati ekspresionih analiza kod svih ispitanika
pokazali su uniformno snizenje ekspresionog nivoa ovog gena u grupi uzoraka tkiva koze
zahvacenog fibroticnim promenama u odnosu na tkivo koze bez promena poreklom iz istih
SSc pacijenata. Relativno snizenje ekspresija gena JAK2 kretalo se u opsegu od 26% do 41%
u zavisnosti od pacijenta, sa prosekom od 32%. Nasi preliminarni rezultati ukazuju da
promena ekspresije gena JAK2 nije presudna za transmisiju profibroti¢nih signala i razvoj
fibroze u tkivu koze. Nasi rezultati su donekle u saglasnosti sa rezultatima Dees i sar., koji
su pokazali da stumulacija TGF-B povecava nivo pJAK2 forme, bez promene u ekspresiji

samog gena u dermalnim fibroblastima SSc pacijenata gajenim u kulturi (Dees i sar., 2012).
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Smatra se da povecanje nivoa fosforilacije JAK2, a ne nuzno ekspresije samog gena,
predstavlja jedan od mehanizama delovanja TGF-B. Nedavni nalazi Pechkovsky i Pedroza
sa sar., ukazali su na povecanu fosforilacija STAT3 u plué¢nim fibroblastima kod pacijenata
sa idiopatskom plu¢nom fibrozom (IPF), preko Smad2/3 zavisnog puta, nezavisno od JAK2
(Pechkovsky i sar., 2012; Pedroza i sar., 2016). lako je JAK2 jedan od glavnih regulatora
fosforilacije STAT3, pokazano je da nekoliko drugih kinaza takode imaju sposobnost da
fosforiliSu i aktiviraju STAT3 na nacin nezavistan od JAK2 (Reich i sar., 2012; Skhirtladze
i sar., 2008; Wang i sar., 2007). Zapravo, studija Chakraborty i sar. pokazala je i da SRC, c-
ABL 1 JNK kinaze znacajno doprinose fosforilacionom statusu STAT3 u fibroblastima
gajenim u kulturi. Takode je pokazano da ove kinaze karakterSe hiperaktivnost i da
zajedniCkim delovanjem mogu doprinositi aberatnoj aktivaciji STAT3 signalnog puta u

fibrozi (Chakraborty i sar., 2017).

Signalni put TLR receptora ima vaznu ulogu u promovisanju normalnog procesa
zarastanja rana. Izmenjena TLR signalizacija mogla bi doprineti nekontrolisanom i
hipertrofiénom procesu zarastanju rana i poslediénom nastanku fibroze (Kluwe i sar., 2009).
Istrazivanje Trujillo i sar. demonstriralo je da TLR9, moze promovisati diferencijaciju
pluénih fibroblasta gajenith u kulturi poreklom iz biopsije pluca pacijenata sa IPF u
miofibroblaste. Ovi autori ukazuju i na to da bi TLR9 mogao funkcionisati kao i senzor za
detekciju patogenih molekula i kao profibroti¢ni signal u veoma progresivnoj IPF (Trujillo i
sar., 2010). Naime Meneghin i sar. prijavili su da povecana ekspresija gena TLR9 u pluénim
fibroblastima pokre¢e in vitro diferencijaciju u miofibroblaste u odgovoru na CpG
(Meneghin i sar., 2008). Druge studije ukazuju da u prisustvu molekula koji se oslobadaju iz
¢elija koje podlezu apoptozi ili molekula koje oslobadaju aktivirane makrofage na mestu
povrede i/ili zapaljenja moze biti predominantan nacin na koji TLR9 promovise fibrozu
(Gabele i sar., 2008; Watanabe i sar., 2007). Sa druge strane Balmelli i sar. pokazali su da je
izmenjena ekspresija gena TLR7, ali ne i TLR9, odgovorna za proces aktivacije i

transformacije fibrocita (Balmelli i sar., 2007).

Stoga, izvedena je relativna kvantifikacija ekspresije gena TLR7 i TLR9, kao i

centranog molekula na kome se susti¢u ovi signalni putevi, gena IRAK1 i njegovog post-
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transkripcionog regulatora miRNK-146a, na lokalnom nivou kod SSc pacijenata. Rezultati
ekspresionih analiza pokazali su snazan trend ka redukciji ekspresije ovih gena u uzorcima
bioptiranog tkiva koze sa fibroti¢cnim promenama u odnosu na uzorke bez vidljivih promena.
Ovo sniZenje ekspresije gena TLR7 i TLR9 detektovano je kod 4/5 SSc pacijenata. U proseku
ovo snizenje za gen TLR7 iznosilo je oko 75% (opseg 49% - 87%), dok je za gen TLR9 bilo
u proseku 63% (opseg 38% - 67%). Povecanje ekspresije kod 1/5 SSc pacijenata bilo je
neznatno ~ 3% za gen TLR7, odn. ~9% za gen TLR9 u odnosu na nezahvaceno tkivo koze

istog pacijenta.

Analiza relativnog nivoa gena IRAK1 i miRNK-146a ukazala je na manju
zastupljenost IRAK1 transkripta i miRNK-146a u uzorima fibroti¢nog tkiva koze u odnosu
na uzorke koZe bez promena kod svih SSc pacijenata. SniZenje ekspresionog nivoa za gen
IRAK1 u proseku iznosilo je 40%, i nalazilo se u opsegu 14% - 58%, dok za miRNK-146a u
proseku iznosilo 18% (opseg 2-23%).

Svega nekoliko studija proucavalo je odnos izmedu nivoa miRNK-146a i procesa
fibroze. Rezutati koji su dobijeni u okviru ovih istrazivaja veoma su kontradiktorni. Naime
istrazivanje Zhu i sar. pokazalo je da ekspresija miRNK-146a je poveéana u dermalnim
fibroblatima koze kod SSc pacijenata u odnosu na kontrolne ispitanike, dok su Sakoguchi i
sar. pokazali da je nivo ove miRNK korelisao sa pojavom vaskularnih abnormalnosti kod
SSc pacijenata, kao $to su telangiektazije (Sakoguchi i sar., 2013; Zhu i sar., 2012). Sonkoly
i sar. takode su detektovali znacajno vecu ekspresiju MiRNK-146a u koznim lezijama
pacijenata obolelih od psorijaze, kao dobro poznate fibroticne koZne bolesti, u poredenju sa
kozom kontrolnih ispitanika (Sonkoly i sar., 2007). Sa druge strane Morishita i sar. prijavili
su ulogu MiRNK-146a u inhibiciji bubrezne fibroze suprimiranjem profibroti¢nih (TGF-p-
Smad4) i proinflamatornih (TRAF6-NF-kB) signalnih puteva, sugerisu¢i da miRNK-146a
moze biti potencijalno nova terapeutska opcija za bubreznu bolest u zavr$noj fazi (Morishita
i sar., 2015). Takode He i sar. naveli su da je miRNK-146a inhibirala TGF-p indukovanu
aktivaciju hepati¢nih zvezdastih ¢elija i time onemogucila razvoj hepati¢ne fibroze kroz
direktnu supresiju translacije Smad4 (He i sar., 2012). Smatra se i da je transdiferencijacija

humanih dermalnih fibroblasta u miofibroblaste u kozi takode negativno regulisana sa
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miRNK-146a, i da ova miRNK obavlja svoju funkciju upravo inhibicijom translacije proteina
Smad4, sugeriSuci da upravo ova miRNK predstavlja kriti¢ni modulator TGF-3 regulisane
diferencijacije fibroblasta (Liu i sar., 2012; Zhu i sar., 2012). U studiji Jang i sar.
demonstrirano je da, administracijom molekula koji imitiraju miRNK-146a, dolazi do
smanjenja produkcije fibronektina, kolagena | i aSMA indukovanih TGF-B, i to
mehanizmom koji podrazumeva direktno targetovanje proteina Smad4 i TRAF6. Stoga ovi
autori smatraju da miRNK-146a ima ulogu negativnog regulatora sinteze fibroti¢nih markera
indukovanih TGF-B, i da je na taj nacin uklju¢ena u regulaciju fibroze u orbitalnim

fibroblastima kod pacijenata sa Gravesovom orbitopatijom (Jang i sar., 2018).

Svi do sada objavljeni podaci dalje ukazuju na to da miRNK molekuli pored toga $to
su potencijalni izvor dijagnostickih i prognosti¢kih biomarkera za fibroti¢ne bolesti, mogu
predstavljati i atraktivne ciljne molekule za razvoj novih modaliteta lecenja dizajniranih u
cilju sprec¢avanja daljeg Sirenja profibroti¢énog fenotipa na nezahvacéene delove tela, ¢ime bi
se usporilo dalje napredovanje samih bolesti. Kako je nasa preliminarna studija ukazala na
sniZzenje ekspresije miRNK-146a, kao negativnog regulatora pojacane TGF-f signalizacije
ukljucene u mehanizam nastanka fibroze, u uzorcima koze sa promenama u odnosu na delove
koze bez promena kod SSc pacijenata, dodatne studije su potrebne da bi se detaljnije ispitao

potencijal analoga miRNK-146a kao potencijalno novog terapeutskog pristupa u SSc.

Preliminarna analiza korelacije parova transkripata u uparenim uzorcima koze,
ukazala je na moguce izmenjene interakcije izmedu transkripata analiziranih gena. Naime,
analiza odnosa transkripata ispitivanih gena u referetnoj grupi uzoraka tkiva koze bez
fibroti¢nih promena, pokazala je pozitivnu korelaciju izmedu miRNK-146a sa transkriptima
gena TLR9, JAK2 i TLR7, kao i izmedu transkripata gena IRAK1 i JAK2. Nasuprot ovim
opazanjima, korelacioni odnosi u grupi uzoraka tkiva koze zahvacenog fibroticnim
promenama, zasnivali su se na pozitivnom medusobnom odnosu miRNK-146a sa JAK2 i

IRAK1 transkriptima koji se nisu opazali u referetnoj grupi.

Ovakvi preliminarni rezultati analize relativne ekspresije odabranih gena i njihovih

korelacionih odnosa mogli bi da ukazuju na to su detektovana izmenjena ekspresija
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odabranih gena i njihove izmenjene medusobne interakcije uklju¢ene u patoloski proces
zarastanja rana i posledicni nastanak fibroze. Buduce studije na ve¢em broju pacijenata su
neohodne kako bi pojasnila specifi¢na uloga pojedinac¢nih komponenti odabranih signalnih
puteva i njihove interakcije sa ¢lanovima drugih signalnih kaskada u mehanizmu nastanka
i/ili napredovanja fibroze i ispitao potencijal ovih molekula kao novih, validnih biomarkera
koji bi omogucili pouzdanije i1 ranije uspostavljanje dijagnoze, bolju procenu aktivnosti 1

toka bolesti i prognozu samog prezivaljavanja pacijenata i finalnog ishoda.

5.5. Mezenhimske mati¢ne ¢elije poreklom iz masnog tkiva

Primena MMC u regenerativnoj medicini ko$tano-misi¢nog sistema, izuzetno je
atraktivna iz razloga §to ove ¢elije, pored toga Sto vrSe zamenu osteéenih ili izgubljenih éelija
svojom proliferacijom i diferencijacijom, imaju i imunomodulatorna svojstva, suprimirajuci
lokalne zapaljenske reakcije i promovisuéi vaskularizaciju. Stoga, upotreba aMMC, jedan
je od potencijalno novih terapeutskih pristupa u le¢enju atritisa malih zglobova prisutnih kod
velikog broja SSc pacijenata, u cilju olakSavanja simptoma i pobolj$anja kvaliteta njihovog

Zivota.

5.5.1. Fenotipska karaterizacije MMC poreklom iz masnog tkiva

Nakon izolacije aMMC, uradena je njihova fenotipska karakterizacija. Utvrdeno je
da one imaju oblik sli¢an fibroblastima i sposobnost adhezije za zidove suda u kojem se gaje.
Imunofenotipizacija aMMC proto¢nom citofluorimetrijom pokazala je da su povrsinski
markeri karakteristicni za mezehimske celije, CD70, CD93 i CD105 prisutni na viSe od
82.7%, 92.7% 1 96.5% ¢elija u populaciji, dok su leukocitni i hematopoetski marker, CD34 i
CD45, bili eksprimirani svega na manje od 1.3% i 1.2% celija. Ovi rezultati su u skladu sa
literaturom u kojoj se navodi da je za relativno ¢istu i homogenu populaciju aMMC nephodno

detektovati CD73,901i 105 > 85%, a CD34 i 45 na svega < 2-3% celija u ispitivanoj populaciji
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(Camilleri i sar., 2016). Takode pokazana je i multipotentnost ovih ¢elija, njihovom in vitro
diferencijacijom u hondrocite i osteoblaste u prisustvu medijuma sa indukuju¢im faktorima,

¢ime su zadovoljeni svi preporuceni kriterijumi za potvrdu fenotipa ovih ¢elija.

5.5.2. Uticaj duzine gajenja aMMC u kulturi na njihovu potentnost i sposobnost hondrogene
diferencijacije

Zbog svoje sposobnosti samoobnavljanja 1 diferencijacije u razliite ¢elijske tipove,
maticne Celije se smatraju obecavajuéim izvorima novih terapijskih pristupa u oblasti
regenerativne medicine koja se veoma brzo razvija. Medutim, kako zbog male zastupljenosti,
tako i zbog visoke heterogenosti tek izolovanih MMC, neophodna je in vitro propagacija ovih
¢elija u cilju dobijanja adekvatnog broja celija za potrebe klinicke prakse. Poznato je da se
ove c¢elije dele na 26-30h, kao i da mogu da opstanu u kulturi i vise od 20 pasaza (Izadpanah
i sar., 2008). Dugotrajna kultivacija ¢elija u laboratorijskim uslovima moze biti prac¢ena
njihovim starenjem koje potencijalno uti¢e na karakteristike i funkcionalnost MMC (Baxter
i sar., 2004). Starenje ¢elija u in vitro uslovima obi¢no podrazumeva, §to se morfoloskog
aspekta tice, postepeni gubitak uniformnog, tipicnog vretenastog oblika sli¢nog fibroblastima
1 porast dimenzija samih celija, koje na kraju formiraju morfoloski nehomogenu i rasutu
populaciju ¢elija (Tsai i sar., 2012). Pokazano je da se tokom kultivacije ¢elija menja njihov
proliferativni kapacitet, sposobnost za formiranje kolonija i njihov diferencioni potencijal
(Chen i sar., 2015; Gruber i sar., 2012). Takode, Yang i sar. pokazali su da adipogeni
potencijal ovih celija tokom starenja ostaje bolje ouvan u odnosu na njihov osteogeni
potencijal koji je znacajno naruSen senescencijom. Za osteogenu indukciju, navode autori da
bi svakako trebalo uzeti u razmatranje MMC iz ranijih pasaza (Yang i sar., 2018).

Iz navedenih razloga vazno je pronac¢i adekvatne molekularne markere koji bi bili
dobri pokazatelji statusa ovih ¢elija u odredenom pasazu i koji bi jasno odredivali njihov
potencijal za hondrogenu diferencijaciju. Time bi se, na najbolji nacin, ove Ccelije
okarakterisale i bile upotrebljene za treman obolelih u momentu njihove maksimalne

efikasnosti.
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5.5.2.1. Ekspresioni profil gena OCT4 i NANOG tokom in vitro propagacije aMMC

Razumevanje molekularnih mehanizama ukljucenih u odrzavanje karakteristika
matic¢nih ¢elija, kao $to je sposobnost samoobnavljanja, omoguéilo bi jo§ veéi napredak u
primeni ovih ¢elija kao terapeutika. Geni mati¢nosti, OCT4 i NANOG, zajedno sa genom
SOX2 (eng. SRY-related HMG-box genes, SOX2) ¢ine glavnu regulatornu mrezu koja
suprimira ekspresiju gena asociranih sa diferencijacijom, ¢ime se odrzava pluripotentnost
ovih ¢elija i njihovo nediferencirano stanje. Naime Tsai i sar., pokazali su da supresijom
gena OCT4 i NANOG dolazi do smanjenja proliferativnog kapaciteta i potencijala za
osteogenu, adipogenu i hondrogenu diferencijaciju. Takode dolazi do povecanja ekspresije
tkivno specifi¢nih gena, koja vodi spontanoj diferencijaciji i gubitku nediferenciranog stanja
ovih ¢elija (Tsai i sar., 2012). Svi ovi podaci zajedno ukazuju na funkcionalnu ulogu gena
OCT4 i NANOG u odrzavanju osobina mati¢nih ¢elija, koja se ostvaruje kroz regulaciju
ekspresije ciljnih gena bilo direktnim kooperativnim vezivanjem za njihov promotor (Boyer
i sar., 2005) ili indirektnom kontrolom njihove ekspresije preko regulacije ekspresije gena
DNMT1 (eng. DNA Methyltransferase 1, DNMT1) (Tsai i sar., 2012).

Medutim veoma malo se zna kako se menja ekspresija ovih gena sa propagacijom
¢elija u kulturi i kakav uticaj ima na njihovu potentnost. Stoga su aMMC poreklom iz masnog
tkiva 4 ispitanika gajene u in vitro uslovima, a ekspresioni profil odabranih gena markera
mati¢nosti odredivan je u 3. 1 6. pasazu. Odabrani pasaZzi odslikavaju stanje ¢elija u tzv. ranom
1 kasnom pasaZzu, 1 izabrani su kao relevantni za pra¢enje promena stanja ¢elija koje za to
vreme produ jo§ 3-4 Celijske deobe. Dobijeni rezultati su ukazali na postojanje razlika u
ekspresionim profilima odabranih gena u aMMC poreklom iz razli¢itih donora. Naime, kod
2/4 pacijenta detektovano je snizenje ekspresije gena markera mati¢nosti sa duzom
propagacijom celija u kulturi. Kod druga dva pacijenta, sa ekspanzijom ¢elija u kulturi dolazi
do povecanja ekspresije gena NANOG, bez promene u ekspresiji gena OCT4. Ovakvi
rezultati ukazuju na medusobne razlike u osobinama mati¢nih ¢elija poreklom iz razli¢itih
pacijenata, kao i da se njihova potentnost menja tokom produzene kultivacije. Pracenje

ekspresije ovih gena u kombinaciji sa markerima za hondrogenu diferencijaciju mogu da
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pruze informacije o pasazu koji bi bio najadekvatniji za primenu ovih ¢elija u terapijske

svrhe, u cilju povecanja efikasnosti leCenja artritisa malih zglobova kod SSc pacijenata.

5.5.2.2. Ekspresioni profil gena SOX5, SOX6, SOX9 i COL1A1 tokom in vitro diferencijacije
aMMC u hondrocite

Uprkos rastuéem znanju i upotrebi aMMC u éelijskoj terapiji, veoma malo se zna
kako produzeno gajenje ovih ¢elija u laboratorijskim uslovima uti¢e na njihovu sposobnost
za hondrogenu diferencijaciju i potencijal za regeneraciju hrskavice. Poznato je da geni
SOX5, SOX6 i SOX9, kao i gen COL1Al ucestvuju u najranijim fazama hondrogene
diferencijacije.

Sam proces hondrogeneze sastoji se iz nekoliko faza. Prva faza podrazumeva
kondenzaciju MMC i njihovu diferencijaciju u hondroprogenitore. U ovoj fazi, MMC
pocinju da eksprimiraju gen SOX9, koji ostaje aktivan sve do hipertroficnog stadijuma.
SOX9, kao transkripcioni regulator, neophodan je za pocetne procese hondrogeneze i
ucestvuje u regulaciji ekspresije gena COL1AL i COL2A1 (eng. Collagen type Il alpha 1
chain, COL2A1) (Alshammari i sar., 2015). Druga faza obuhvata diferencijaciju
hondroprogenitora u hondrocite. U ovoj fazi SOX9 stimulise ekspresiju gena SOX5 i SOX6,
¢ij1 produkti, takode transkripcioni regulatori, formiraju homo- 1 heterodimere, ulaze¢i u
sastav transkripcionog kompleksa zajedno sa SOX9 (Akiyama i sar., 2002; Lefebvre i sar.,
1998). Ovaj kompleks podsti¢e ekspresiju gena za COL2, COL9, COL11, agrekana i
razli¢itth adhezivnih molekula, istovremeno inhibiraju¢i procese mineralizacije i
vaskularizacije VCM hrskavice. Tre¢a faza podrazumeva fazu proliferacije hondrocita, u
kojoj se uofava povecana ekspresija gena SOX5 i SOX6, ali istovremeno i inhibicija
ekspresije gena SOX9 (Smits i sar., 2001). Cetvrtu faza, faza hipertrofije hondrocita

karakterise se poja¢anom sintezom komponenti VCM hrskavice i adhezivnih molekula.

Proucavanje ekspresije izabranih gena markera hondrogeneze tokom propagacije

aMMC u ¢elijskoj kulturi, moglo bi da pruzi odgovor na pitanje da li se potencijal ovih éelija
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da daju funkcionalne hondrocite menja sa povecanjem broja ¢elijskih deoba, 1 da li postoje

medusobne razlike u potencijalu za regeneraciju hrskavice izmedu razlicitih pacijenata.

Za potrebe ovih analiza, aMMC poreklom iz 4 pacijenta su prikupljene u ranom i
kasnom pasazu, i gajene u medijumu koji podsti¢e hondrogenu diferencijaciju u trajanju od
tri nedelje. Celije su formirale 3D sferoidne kulture i imale su sposobnost da sintetidu i
ekskretuju komponente VCM hrskavice, na prvom mestu sulfatizovane glikozaminoglikane,

¢ije prisustvo se detektije specificnim bojenjem.

Kvantifikacija ekspresije gena SOX9 u aMMC, nije pokazala o&ekivani trend ka
redukciji ekspresije kod svih ispitivanih pacijenata. Stoga, ovaj gen, kao najraniji marker
hondrogeneze, nije se pokazao kao stabilan marker za pracenje procesa hondrogene

diferencijacije, tokom produZene in vitro propagacije ovih ¢elija u laboratorijskim uslovima.

Poredenjem ekspresionih profila gena SOX5, SOX6 i COL1AL tokom diferencijacije
aMMC u hondrocite, dobija se trend ka povecanju ekspresije za sve analizirane gene za oba
analizirana pasaza, ukazuju¢i takode da ekspresioni nivoi ovih gena predstavljaju validne
markere uspe$nosti hondrogene diferencijacije. Utvrdivanjem finih razlika u ekspresionim
nivoima analiziranih gena pre i nakon hondrogene diferencijacije, dobija se uvid u
medusobne razlike aMMC poreklom iz razli¢itih pacijenata. Naime kod 2/4 pacijenta, kasni
pasaz se pokazao potentniji za difrencijaciju u hondrocite, obzirom da je povecanje
ekspresije u 6. pasazu bilo izraZenije, dok kod jednog pacijenta kao potentniji pokazao se
rani pasaz. Takode, kod jednog od analiziranih pacijenata nije postojala razlika izmedu ranog

1 kasnog pasaZa u ekspresiji ispitivanih gena.

Dobijeni rezultati ukazuju da ekspresioni profil gena SOX9, iako je najraniji marker
hondrogeneze, nije pouzdan marker za odredivanje potencijala aMMC gajenih u kulturi za
reparaciju hrskavice. Ekspresioni nivoi gena SOX5, SOX6 i COL1Al pokazali su se kao
daleko informativniji, tako da ih mozemo smatrati i za potencijalne prognosticke parametre
efikasnosti terapije. Naime, merenjem ekspresionih profila ovih gena zajedno sa genima

maticnosti, moze se dobiti podatak o tome u kom pasazu bi ¢elije ispoljile svoju maksimalnu
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terapijsku efikasnost za svakog pacijenta posebno, ¢ime bi se doprinelo optimizaciji ovog

ve¢ peronalizovanog terapijskog pristupa.
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ZAKLJUCCI

1. Na osnovu dobijenih rezultata ekspresionih analiza izabranih gena na sistemskom nivou

kod pacijenata sa sistemskom sklerozom (SSc) moguce je izvesti sledece zakljucke:

a) PoviSena ekspresija gena IL6 detektovana kod SSc pacijenata, moze se smatrati
potencijalnim markerom za bolju stratifikaciju obolelih, usled asociranosti sa kasnim

oblikom ove bolesti.

b) Izmerena sniZzena ekspresija gena JAK2 moze predstavljati potencijalno nepovoljan

prognosticki faktor za SSc, naro€ito kod pacijenata muskog pola.

¢) Nije potvrdena veza izmedu ekspresije gena STAT3 i predispozicije za razvoj SSc.

d) Relativna kvantifikacija gena TLR7 pokazala je da povisena ekspresija ovog gena kod
obolelih predstavlja nepovoljan prognosticki faktor, ali istovremeno i marker koji bi
omogucio bolju stratifikaciju pacijenata, jer je povecana ekspresija ovog gena asocirana sa
povecanim rizikom od pojave aktivne i kasne forme bolesti, kao i digitalnih ulcera u grupi

SSc pacijenata.

e) Detektovani snizen ekspresioni nivo gena TLR9 kod SSc pacijenata, predstavljao bi

potencijalno nepovoljan prognosticki faktor za SSc.

f) Rezultati ekspresionih analiza ukazali su da snizeni ekspresioni nivo gena IRAK1
predstavlja nepovoljan prognosticki faktor, usled asociranosti sa tezom klinickom slikom u
pogledu zahvacenosti koze fibroticnim promenama i prisustvom ATA kod SSc pacijenata.
Pored toga §to moze predstavljati potencijalno novi biomarker za SSc, izmenjena ekspresija
ovog gena omogucava i bolju klasifikaciju pacijenata. Takode ekspresija gena IRAK1 kod
SSc pacijenata muSkog pola bila je niza u odnosu na pacijente Zenskog pola, ukazujuci da
ova polno zavisna ekspresija potencijalno moze biti uklju¢ena u mehanizam predominantnog

ispoljavanja SSc kod osoba Zesnkog pola.
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g) SniZzeni ekspresioni nivo miRNK-146a mozZe se smatrati potencijalno nepovoljnim
prognostickim faktorom za SSc, naroCito za pacijente Zenskog pola. Takode, merenjem
ekspresije ove miRNK moze se omoguditi bolja stratifikacija pacijenata, jer je snizeni
ekspresioni nivo bio asociran sa SSc pacijentima koje je karakterisala umerena zahvacenost

koze fibroticnim promenama.

h) Korelacione analize gena na sistemskom nivou ukazale su da pored nekih ocuvanih
interakcija, kao $to je pozitivan odnos izmedu JAK2 i IRAK1 transkripta, postoje i izmenjene
interakcije izmedu transkripata analiziranih gena u grupi SSc pacijenata. Na prvom mestu, to
se odnosi na pojavu dve jake negativne korelacije JAK2 i IRAK1 transkripta sa miRNK-146a
koje nisu postojale u kontrolnoj grupi uzoraka. Stavise, koralaciona analiza nivoa ekspresije
gena IRAK1 i miRNK-146a u grupi pacijenata obolelih od SSc ukazala je da je zastupljenost
IRAK1 iRNK znacajno regulisana ovom miRNK. Ovi rezultati ukazuju na to da su izmenjena
ekspresija analiziranih gena 1 njihove narusene medusobne interakcije ukljuéene u

mehanizam nastanka i odrzavanja procesa inflamacije na sistemskom nivou u SSc.

2. Na osnovu dobijenih rezultata asocijativne studije odabranih genetickih varijati sa SSc

moguce je izvesti sledece zakljucke:
a) Studija asocijacije varijante IRAK1 rs3027898 sa SSc kod pacijenata zenskog pola, nije
pokazala znacajnu asocijaciju sa rizikom za razvoj i progresiju SSc.

b) Studija asocijacije varijante miRNK-146a rs2910164 sa rizikom od SSc, ukazala je da ova
varijanta nije faktor predispozicije za SSc, ali je faktor rizika za razvoj aktivnog oblika bolesti

i fibroze plu¢a kod SSc pacijenata.
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3. Na osnovu dobijenih rezultata ekspresionih analiza izabranih gena kod pacijenata sa SSc

na lokalnom nivou moguce je izvesti sledece zakljucke:

a) Preliminarna analiza relativnih ekspresija gena JAK2, TLR7, TLR9, IRAK1 i miRNK-146a
u uzorcima biopsije koze SSc pacijenata pokazala je snazan trend ka redukciji ekspresije svih
ispitivanih gena u grupi uzoraka tkiva koze sa fibroti¢énim promenama u odnosu na one bez
promena. Ovakvi rezultati ukazuju na to da je izmenjena ekspresija odabranih gena ukljuc¢ena
u nastanak fibroze, najverovatnije kroz istu signalnu kaskadu koja je ukljucena u proces

zarastanja rana.

b) Preliminarna analiza korelacije parova transkripata analiziranih gena, ukazala je na
moguce izmenjene interakcije izmedu transkripata u uzorcima tkiva koze sa fibroticnim
promenama u odnosu na tkivo koze bez promena. Ovakvi preliminarni rezultati impliciraju
da bi izmenjena ekspresija analiziranih gena i njihove izmenjene medusobne interakcije na
lokalnom nivou mogle doprinositi procesu nastanka i odrzavanja fibroze. Medutim za
utvrdivanje ta¢nog doprinosa izmenjenih korelacija u patofizioloSkom mehanizmu procesa

fibroze, neophodne su dodatne studije na ve¢em broju uzoraka.

4. Na osnovu dobijenih rezultata fenotipske karaterizacije mezenhimnskih mati¢nih celija
poreklom iz adipoznog tkiva (aMMC) i analize uticaja duZine gajenja aMMC u kulturi na
njihovu potentnost i sposobnost hondrogene diferencijacije, moguce je izvesti sledece

zakljucke:

a) Morfologkom i fenotipskom karaterizacijom MMC poreklom iz masnog tkiva pacijenata,
uocili smo ¢elije oblika slicnog fibroblastima, sa sposobnos¢u adhezije za zidove suda, i
dokazali multipotentni potencijal ovih ¢elija, njihovom in vitro diferencijacijom u hondrocite
i osteoblaste. Imunofenotipizacija je pokazala prisustvo specificnih mezenhimskih, a
odsustvo leukocitnih 1 hematopoetskih povrSinskih markera, ¢ime su zadovoljeni svi

preporuceni kriterijumi za potvdu fenotipa ovih ¢elija.
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b) Merenjem ekspresije gena markera mati¢nosti, OCT4 i NANOG, u ranom i kasnom pasazu
aMMC tokom njihove in vitro propagacije u kulturi, dobijene su informacije da se potentnost
aMMC menja sa duzinom gajenja individualno, kod svakog pacijenta pojedina¢no. Tako se
stice uvid u medusobne razlike u sposobnosti samoobnove mati¢nih ¢elija poreklom iz

razlicitih pacijenata.

¢) Analiza ekspresije gena klju¢nih za ranu fazu hondrogeneze jasno je pokazala da potencijal
mati¢nih Celija ostaje oduvan i u kasnim pasazima. Stavise, kvantifikaciona analiza relativnih
ekspresija gena u aMMC, tokom hondrogene diferencijacije u in vitro uslovima, pokazala je
da su ekspresioni nivoi gena SOX5, SOX6 i COL1AL potencijalni prognosticki markeri
efikasnosti hondrogene diferencijacije.

d) Merenjem ekspresionih profila odabranih gena markera hondrogeneze zajedno sa genima
maticnosti, uz dodatna istrazivanja, mogao bi se dobiti podatak o tome u kom pasazu bi celije
ispoljile svoju maksimalnu terapijsku efikasnost za svakog pacijenta posebno, ¢ime bi se

doprinelo optimizaciji i individualizaciji ovog peronalizovanog terapijskog pristupa.
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Mpunor 1.

W3jaBa 0 ayTopcTBY

Nme v npesvme aytopa Muwa Bpeha
Bpoj wHpekca M3012/2013
M3jasmsyjem

Aa je poKTopcKa aucepTayumja non HacnoBoM

Ekcnpecuje reHa mapkepa wHdnamauuje u owbpose U reHa kaHguaara sa

onTumusoeaHy hiennjcky Tepanunjy koA nauwjeHaTa ca CMCTEMCKOM CKNepo3om

e pesynTaT CONCTBeHOr NCTPa)kWBaYKor pana,

s [a npegnoxeHa auceprauuja y LenuHW HWA ¥ Aenosuma Huje 6una npegnoxeHa
sa pobujae BMNoO Koje Aunnome npema CTYAMICKWM nporpaMuma apyrax
BMCOKOLLIKONCKMX YCTaHoEa,

e [la Cy pesynraTi KOPeKTHO HaBeaeH! v

e fa HUACaM KpluMo/na ayTopcka MpaBa W KOPUCTUO WHTENEeKTyanHy CBOjUHY
APYrux nuua. ;

MoTnuc ayTopa

Y Beorpapny, 8.11.2018.
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Mpunor 2.

U3jaBa © ICTOBETHOCTHU LUTAMIMAHE U eNIeKTPOHCKe

Bep3uje JOKTOPCKOr paaa
Wme n npeaume aytopa Mwuwa Bpeha
Bpoj uHaekca M3012/2013

Cryauvjckm nporpam MonekynapHa Bwnorwia, mogyn: MonekynapHa Guonoruja
EYEapuoTa

Hacnoe papa Ekcnpecuje resa mapkepa wHdnamauuje v dubpose u_reHa

KaHaMOaTa 3aonTumuaoBaHy henwjcky Tepanuiy koA nauvjeHaTa ca CMCTEMCKOM
CKNEPO30M

MenTop ap BecHa cnacoecku, Ap Coxea [laesnosuh
MoTnucaHu Mwwa Bpeha

WMsjaereyjem ga je wramnada eepadja Mor QOKTOPCKOr paga WCTOBETHA ENeKTPOHCKD]
Bep3vju  Kojy cam npepacina 3a objaercveBake Ha noprany JOurutandor
penoauTtopujyma YHueepauteta y Beorpagy.

Noseorsaeam ga ce ofjaBe Moju NWYHW NofauW BesaHw 3a Aobujare akagemckor
3Bara [0KTOpPa Hayka, Kao LUTO CY UME 1 npesnme, roguHa u mecto pofjerwa u aaTym
onbpaHe paga.

OBu nu4HW nogauw mory ce ofjaenTi Ha MpEeXHUM CcTpaHuuama aururanse
BubnuoTeke, y enekTpoHckom katanory u y nybnukaumjama YHueepsurera y beorpagy.

MNMoTtnuc pokTropanga
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¥ beorpagy,




Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhery

Osnawhyjem YHusepsutetcky 6ubnnoteky ,Csetosap Mapkosuh® pa y [OurutanHu
penosuTopujym YHuBepsuteta y beorpaay yHece mMojy [OKTOpCKY AucepTauujy nog HacrioBoMm:

Excnpecuje reHa mapkepa nHdpnamaumje n pubpose 1 reHa kaHampaTa 3a

onTuMusoBaHy henujcky Tepanujy Kog, nauujeHaTta ca CUCTEMCKOM CKIiepo3oM

Koja je moje ayTopcko Aerno.

[vcepTauujy ca cBUM npunosuma npegao/na cam y enekTpoHckoM opmaTty noroaHoM 3a TpajHo
apxuBupame.

Mojy pokTopcky auceprauujy noxpakbeHy Yy [urutanHu penosutopujym YHuBepsuteTa y
Beorpagy mory fa kopucte CBM Koju nowTyjy oapenbe cagpxaHe y ogabpaHoM Tuny nvueHLe
KpeaTtusHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4uo/na.

1. AyTopcTtBo
2. AyTopcTBO - HEKOMEpLMjarHo
@./\Aympcmo — HekomepumjanHo — 6e3 npepage
4 AyTOpCTBO — HEkoMepLUMjarnHo — AEnUTHA Nnoj UCTUM YCroBUMa
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCcTBO — AEenuTy noj UCTM YCroBuMa

(Monumo aa 3aokpyxute camMo jefHy of LUecT NoHyfeHUxX nuueHLm, KpaTak onuc nuueHum aat
je Ha nonefuHu nucra).

MoTnuc gokropaHga
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1. AytopctBo - [lo3BorbaBaTe yMHOXaBak-e, AUCTPUOYLMjy U jaBHO caoniwiTaBake Jena, u
npepage, ako ce HaBeae uUMme aytopa Ha HauyuH oppeheH on cTpaHe ayTopa wunu gasaoLa
nvueHue, Yak 1n 'y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcrioboaHwWja of, CBUX NALIEHLN.

2. AytopctBo — HekomepuujanHo. [losBorbaBaTe yMHOXaBak-e, AUCTPUBYLMjY U jaBHO
caoriliTaBake fera, u ripepage, ako ce Hasege Mme ayTopa Ha HauuH ogpeheH op cTpaHe
ayTopa unu gasaoua nuueHtie. Osa nuLeHLa He [03BOMbaBa komepLumjanHy ynotpeby aena.

3. AyTopcTBO - HekoMepuujanHo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBakbe, AUCTPUBYLUjy 1
jaBHo caonwiTaBare gera, 6e3 npomeHa, npeobnvkosara unv ynotpebe genay cBom Aeny, ako
ce HaBepe vMe ayTopa Ha HauvH ogpeheH oa cTpaHe ayTopa wnu gasaoua nuueHue. Osa
nvleHua He fJo3Borbaea komepuujanHdy ynotpeby gena. Y ogHoCy Ha cBe ocTare iiueHLe, 0BOM
nvLeHLoM ce orpaHnyasa Hajsehu obum npasa kopuwihena agena.

4. AyTopcTBO - HEKOMEpLIMjariHO — AEnUTK No4 UCTUM ycroBuMa. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBake,
AncTpuByLMjy 1 jaBHO caornLuTaBawe Aena, U npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH
ofpeheH oA cTpaHe ayTopa Unu jasaoua fMUeHLe 1 ako ce npepaga aucTpubympa nog uctom
wnu cnuyHom nunueHuom. OBa nuueHua He [o03BorbasBa komepuujanHy ynotpeby pena wu
npepaga.

5. AytopcTeo — 6e3 npepape. [lossorbaBarte yMHOXaBake, AUCTPUOYLIU]Y 1 jaBHO caonLuTaBaHe
Aena, 6e3 npomeHa, npeobrnukosawa unn ynotpebe gena y CBoM Aeny, ako ce HaBege ume
ayTopa Ha HauuH ogpefeH oa cTpaHe ayTopa unn gasaoua nuueHue. OBa nuueHua 4o3BorbaBa
komepuujanHy ynotpeby aena.

6. AyTOpCTBO - AENUTH NoA, UICTUM ycroBuma. [lo3sorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTpUbYLjy U jaBHO
caonwitaBare fena, u npepajge, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe
ayTopa unu Aasaoua nuueHue M ako ce npepaga auctpubympa nop UCTOM UM CIMYHOM
nvueHuom. Osa nuueHUa Ao3BorbaBa komepuwjanHy ynotpeby gena u npepaga. CnudyHa je
copTBEPCKUM NMLEHLama, O4HOCHO NULIEHL[aMa OTBOPEHOT Koga.



