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POVEZANOST VARIJANTI GENA ZA RECEPTORE SLICNE TOLL-U, NJIHOVIH
REGULATORNIH MIKRO RNK I RETINOIDNOG RECEPTORA (RXR) SA RIZIKOM ZA
NASTANAK I KLINICKIM PARAMETRIMA OSTEOARTRITISA

SAZETAK

Osteoartritis (OA) je progresivna degenerativna bolest svih struktura zlobnog aparata. U
razvoju i progresiji OA znacajnu ulogu imaju nasledni faktori i faktori Zivotne sredine.
Zapaljenska reakcija i imunski posredovani mehanizmi su osnova patogeneze bolesti. Geni koji
su povezani sa zapaljenskim procesom, ukljucujuéi gene za receptore sli¢ne Toll-u (TLR), su
strogo kontrolisani od strane nekoliko mikro RNK. Mikro RNK igraju kljué¢nu ulogu u regulaciji
TLR signalizacije u zapaljenskom procesu kontrolom samih TLR, kao i kontrolom adapterskih i
regulatornih molekula, faktora transkripcije i citokinske signalizacije. Retinoidni X receptor
(RXR), ¢lan porodice nuklearnih receptora, je uklju¢en u regulaciju zapaljenskog procesa kao
regulator glavnih prokatabolickih medijatora ukljucenih u zapaljensku reakciju u zglobovima.

Ispitivana je povezanost varijanti gena za TLR, njihovih regulatornim mikro RNK (miR-
196a-2, miR-146, miR-155) i RXRa sa klinickim parametrima, kao i rizikom od OA kod 95
hirurski le¢enih pacijenata sa primarnim OA i kontrolnoj grupi od 104 zdrava pojedinca.

Logisticka regresiona analiza prilagodena za pol 1 godine je pokazala da varijante gena za
TLR4 154986790 1 rs4986791 znacajno povecavaju rizik od OA (p=0,006; p=0,00001), kao 1
varijanta gena za TLR7 rs385389 (p=0,012). Varijanta rs11614913 u genu za miR-196a2 je
povezana sa smanjenim rizikom od OA (p=0,034). Obe analizirane RXRa varijante dovedene su
u vezu sa rizikom od OA, 1 to varijanta rs7864987 sa povecanim rizikom za OA (p=0,012), dok
rs3118523 varijanta predstavlja protektivni faktor za OA (p=0,030). Uocena je statisticki
znacajna razlika u distribuciji genotipova kod ispitanika sa primarnim OA 1 kontrola 1 to za obe
ispitivane varijante gena za TLR4-1rs4986790 (p=0,004) i rs4986791 (p=0,0001), gena za TLR7-
rs3853839 (p=0,033), gena za miR-196a2-rs11614913 (p=0,010), kao 1 za varijantu rs7864987
gena za RXRa (p=0,008). Varijanta rs5743708 gena za TLR2 dovedena je u vezu sa
menopauzom (p=0,03). Varijanta rs11614913 gena za miR-196a2 povezana je sa polom i
prethodnom povredom zgloba (p=0,014), dok je varijanta rs767649 gena za miR-155 povezana
sa ranom menopauzom (p=0,033). RXRa varijanta rs7864987 povezana je sa staros¢u (p=0,035).

Varijante gena za TLR4 (rs4986790; rs4986791) 1 TLR7 (rs385389) su potencijalni faktor
rizika za OA, dok varijanta gena za miR-196a-2 rs11614913 predstavlja potencijalni zaStitni
faktor za ovu bolest. Analizirane varijante gena za RXRa su takode povezane sa predispozicijom
za razvo] OA, jedna kao zaStitna (rs3118523), a druga kao faktor rizika (rs7864987).
Identifikacija novih genetickih biomarkera povezanih sa zapaljenskim procesom u mikrosredini
zgloba omogucava uvid u imunopatoloske mehanizme bolesti. Modulacija TLR-a, mikro RNK 1
RXR-o moze se uspesno primeniti u dizajniranju individualizovanog pristupa ne samo u lecenju
pacijenata koji su razvili ovu bolest, ve¢ 1 kod pacijenata koji su podlozni razvoju OA.

Kljucne reci: osteoartritis, TLR, mikro RNK, varijante gena, RXR, zapaljenska reakcija

Naucna oblast: Biologija

Uza nauc¢na oblast: Genetika/Imunogenetika



ASSOCIATION OF TOLL-LIKE RECEPTOR GENE VARIANTS, THEIR REGULATORY
MICRO RNAS AND RETINOID RECEPTOR (RXR) WITH THE RISK AND CLINICAL
PARAMETERS OF OSTEOARTHRITIS

ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) is a progressive degenerative disease of all structures of the joint.
Hereditary and environmental factors play a significant role in the development and progression
of OA. Inflammatory reaction and immune-mediated mechanisms represent the basis of the
disease pathogenesis. Genes associated with the inflammatory process, including Toll-like
receptor (TLR) genes, are tightly controlled by several micro RNAs. Micro RNAs play a key
role in the regulation of TLR-signaling in the inflammatory process by controlling TLRs
themselves, as well as by controlling adapter and regulatory molecules, transcription factors and
cytokine signaling. Retinoid X receptor (RXR), a member of the nuclear receptor family, is
involved in the regulation of the inflammatory process as a regulator of the main procatabolic
mediators involved in the inflammatory reaction in the joints.

The study evaluated the association between genetic variants in TLRs, their regulatory
micro RNAs (miR-196a-2, miR-146, miR-155) and RXRa and clinical parameters of OA, as
well as OA risk in 95 surgically treated OA patients and control group of 104 healthy individuals.

Adjusted logistic regression analysis demonstrated that polymorphisms in TLR4
154986790 (p=0.006), rs4986791 (p=0.00001), and TLR7 rs385389 (p=0.012) increased OA risk,
while miR-196a-2 rs11614913 (p=0.034) was significantly associated with decreased OA risk.
Both analyzed RXRa variants are associated with the risk of OA-rs7864987 variant with an
increased (p=0.012), while the rs3118523 variant is a protective factor for OA (p=0.030). A
statistically significant difference was observed in the distribution of genotypes in OA cases and
controls for both investigated TLR4 gene variants-rs4986790 (p=0.004), and rs4986791
(p=0.0001), TLR7 variant-rs3853839 (p=0.033), miR-196a-2 variant rs11614913 (p=0.010), as
well as for the rs7864987 variant of the RXRa gene (p=0.008). The rs5743708 variant of the
TLR2 gene was associated with menopause (p=0.03). The rs11614913 variant of the miR-196a2
gene was associated with gender and previous joint injury (p=0.014), while the rs767649 variant
of the miR-155 gene was associated with early menopause (p=0.036). RXRa variant rs7864987
is associated with age (p=0.035).

TLR4 (rs4986790; rs4986791) and TLR7 (rs385389) gene variants represent potential
risk factors for OA, while miR-196a-2 gene variant rs11614913 represents a protective factor for
this disease. Analyzed RXRa variations are both associated with OA susceptibility, one as
protective (rs3118523) and other as risk factor for OA (rs7864987). The identification of new
genetic biomarkers associated with the inflammatory process in the joint microenvironment
provides insight into the immunopathological mechanisms of the disease. Modulation of TLRs,
micro RNAs and RXR-a can be successfully applied in designing an individualized approach not
only in the treatment of patients who have developed this disease, but also in patients susceptible
to developing OA.

Keywords: osteoarthritis, TLR, micro RNA, RXR, gene variants, inflammation
Scientific field: Biology

Narrower scientific filed: Genetics/Immunogenetics



Lista skracéenica

ADAMTS - (engl. 4 desintegrin and metalloprotease with thrombospondin motifs)
AP-1 - aktivacioni protein 1 (engl. Activator protein-1)

APC - antigen prezentujuée éelije (engl. Antigen preseentig cells)

CCL - (engl. Chemokine (C-C motif) ligand)

CLR - lektinski receptor C-tipa (engl. C-type lectin receptors)

CoA - ko-aktivatori

CoR - ko-represori

COX-2 - ciklooksigenaza-2 (engl. Cyclooxygenase-2)

CXCL - (engl. Chemokine (C-X-C motif) ligand 1)

DAMP - molekulski obrasci povezani sa oSte¢enjem (engl. Damage associated molecular
patterns)

DBD - (engl. DNK-binding domain)

DMOAD - (engl. Disease-modifying osteoarthritis drug)

DNK - dezoksiribonukleinska kiseina

dsRNA - dvolancana ribonukleinska kiselina (engl. Double stranded ribonucleic acid)
DC - dendritske ¢elije

ECD - vanc¢elijski domen (engl. Extracellular domain)

ECM - vancelijski matriks (engl. Extracellular matrix)

ER - receptor za estrogen (engl. Estrogen receptor)

FXR - (engl. Farnesoid X receptor)

GC - germinativni centar

GM-CSF - faktor stimulacije kolonija granulocita i makrofaga (engl. Granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor)

GR - receptor za glukokortikoide (engl. Glucocorticoid receptor)

GWAS - (engl. Genome wide association studies)

HIV - virus humane imunodeficijencije (engl. Human immunodefficiency virus)
HMGBI - (engl. High mobility group box I protein)

HOX gene - (engl. Homeobox gene)



HSC - hematopoetske mati¢ne ¢elije (engl. Hematopoietic stem cells)

HSP - protein toplotnog Soka (engl. Heat shock protein)

IAV - virus gripa A (engl. Influenza A virus)

IL-6 - interleukin-6

iNOS - inducibilna azot oksid sintaza (engl. Inducible nitric oxide synthase )

IRF - regulatorni faktor interferona (engl. Interferon regulatory factor)

K-L skala - Kellgren Lawrensova skala

LBD - domen za vezivanje liganda (engl. Ligand binding pocket)

LBP - lipopolisaharid vezujuéi protein (engl. Lipopolysaccharide binding protein)

LPS - lipopolisaharid

LRR - leucinom bogati nastavci (engl. Leucine rich repeats)

LXR - (engl. Liver X receptor)

MAMP - molekulski obrasci povezani sa mikrobima (engl. Microbe associated molecular
patterns)

MAPK - mitogenom aktivirana protein kinaza (engl. Mitogen-activated protein kinase)
MCP-1 - monocitni hemoatraktantni protein-1 (engl. Monocyte chemoattractant protein-1)
MD?2 - faktor mijeloidne diferencijacije 2 (engl. Myeloid differentiation factor 2)
mDC - mijeloidne dendritske éelije

MHCII - (engl. Major histocompatibility complex II)

MMP - matriksna metaloproteinaza (engl. Matrix metalloproteinase)

NK ¢elije - ¢elije prirodne ubice (engl. Natural killer cells)

NF-kB - nuklearni faktor kB (engl. Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells)

NLR - receptori sli¢ni NOD-u (engl. Nod-like receptor)

NO - azot oksid

NR - nuklearni receptor (engl. Nuclear receptor)
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PAMP - molekulski obrasci povezani sa patogenom (engl. Pathogen associated molecular
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pDC - plazmocitoidne dendritske ¢elije

PGE2 - prostaglandin E2

PI3K - fosfatidil-inozitol 3 kinaza (engl. Phosphoinositide 3-kinase)

PPAR - (engl. Peroxisome proliferator-activated receptor)

PRR - receptor za prepoznavanje obrazaca mikroba (engl. Pattern recognition receptor)
RARE - (engl. Retinoic acid response elements)

RIG - receptori sliéni RIG-u (engl. Rig-like receptor)

RNK - ribonukleinska kiselina

ROS - reaktivne vrste kiseonika (engl. Reactive oxygen species)

RXR - retinoidni X receptor (engl. Retinoic X receptor)

SFA - zasi¢ene masne kiseline (engl. Saturated fatty acids)
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SOCSI - supresor citokinske signalizacije (engl. Suppressors of cytokine signalling 1)
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STAT1 - (engl. Signal transducer and activator of transcription 1)
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TIR - (engl. Toll-like/interleukin-1 (IL-1) receptor)

TIRAP - (engl. TIR-containing adaptor protein)
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1. UVOD

1.1.OSTEOARTRITIS

Osteoartritis (OA) je progresivno degenerativno oboljenje zglobova koje je vodeci uzrok
hroni¢nog invaliditeta Sirom sveta. KarakteriSe se morfoloSkim, biomehanickim i molekularnim
promenama koje zahvataju sve strukture zglobnog sistema. Slozeni patoloski mehanizmi dovode
do degradacije zglobne hrskavice, upale sinovijalne membrane, degeneracije muskulature koja
podrzava zglob i remodelovanja subhondralne kosti (Loeser, Goldring, Scanzello, & Goldring,
krepitacije 1 ograni¢enje obima pokreta, uz zadebljanje zglobne kapsule i sinovitis koji se javljaju
u uznapredovalim fazama bolesti (L. Sharma, Kapoor, & Issa, 2006). Osteoartritis zahvata velike
zglobove kao S$to su zglob kuka i kolena, koji podrzavaju tezinu celog tela i1 izlozeni su stalnom
opterec¢enju (Egloff, Hiigle, & Valderrabano, 2012).

U nastanku 1 progresiji ove kompleksne bolesti zglobova ucestvuju razli€iti faktori koji se
mogu podeliti na faktore rizika koji odreduju specifi¢nost oboljenja na individulanom nivou,
ukljucujuéi sociodemografske karakteristike (pol, etni¢ka pripadnost, socioekonomski status),
genetsku predispoziciju, kao i faktore vezane za ishranu i prekomernu telesnu tezinu. Dodatno, u
etiologiji OA uces¢e imaju 1 faktori rizika specificni za zglob koji direktno uti¢u na njegovu
funkciju 1 ukljucuju traumatske povrede zgloba, urodene anomalije kostiju/zglobova, kao i
izlozenost zglobova stalnom opterecenju i ponavljanim mehani¢kim pokretima (Allen, Thoma, &
Golightly, 2022).

Uprkos slozenoj prirodi OA, degenerativne promene uocene u svim zglobovima
zahvac¢enim OA dele osnovne karakteristike koje dovode do oSte¢enja svih struktura zglobnog
aparata kao 1 patoloskih promena meniskusa 1 ligamenata Sto rezultira bolom, deformitetom 1
gubitkom funkcije (Loeser et al., 2012). Zbog razlika u patogenezi zasnovanih na interakciji
individualnih faktora rizika, adekvatan pristup u tretmanu OA 1 dalje predstavlja izazov.

1.1.1. [Epidemiologija osteoartritisa

Epidemioloske studije pomazu da se bolje razume incidenca, distribucija i optere¢enje OA.
Cilj epidemioloskih studija je da se identifikuju populacije/pojedinci koji imaju znacajniji rizik
od razvoja oboljenja, kao 1 da se primeni do sada steCeno znanje kako u terapiji tako 1 u
preventivi kako bi se potencijalno uticalo na smanjenje negativnih posledica ove bolesti na
globalnom nivou.

lako spada u grupu sporoprogresivnih bolesti, OA se zbog svoje rasprostranjenosti smatra
boles¢u sa velikim socioekonomskim optere¢enjem. Ograni¢enje lokomotornih organa uz
prate¢i bol dovodi do smanjenja funkcionalnosti obolelih i onemogucava osnovu normalnog
funkcionisanja, a to je pokretljivost. Samim tim OA negativno utice na kvalitet Zivota. Jedna od
kljucnih Cinjenica za opterecenje koje sa sobom nosi OA jeste 1 starenje svetske populacije s
obzirom da sam proces starenja ima ulogu u nastanku i progresiji bolesti, a takode je znacajno i u
kontekstu ograni¢avanja adekvatnih pristupa u tretmanu OA. Mnoge studije su pokazale da rizik
od OA raste sa povecanjem godina zivota (Anderson & Loeser, 2010).
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Incidenca oboljenja veca je kod Zena u poredenju sa muskarcima. Procenjuje se da OA
pogada oko 10% muskaraca i 18% zena svetske populacije starije od 60 godina (Allen et al.,
2022). Zene imaju veéu verovatnocu da razviju ovo stanje, naro¢ito OA kolena i malih zglobova
Sake, posebno posle 50. godine zbog promena hormonskog statusa u organizmu koje nastaju
tokom menopauze (L. Sharma et al., 2006).

Takode se prevalenca OA razlikuje medu razli¢itim populacijama na osnovu etnicke
pripadnosti (Allen et al., 2022). Medu razli¢itim populacijama uocena je i razlika u lokalizaciji
oboljenja, Sto moze biti povezano ne samo sa jakom geneticCkom predispozicijom ve¢ i1 sa
znacajnim uticajem faktora rizika zivotne sredine. Osteoartritis kuka i Sake su mnogo redi medu
ljudima Zute rase nego kod pripadnika bele rase. Suprotno tome, Zene Zute rase imaju znacajno
veéu prevalencu radiografskog i simptomatskog OA kolena nego Zene bele rase (Y. Zhang et al.,
2001).

Budu¢i da je jedan od vaznih faktora rizika za nastanak OA gojaznost, smatra se da ¢e
globalni teret ovog oboljenja rasti jer su i stope gojaznosti svetskih populacija u konstantnom
porastu. Metaboli¢ki poremecaji i njihov uticaj na OA su posebno istrazivani. OA je doveden u
vezu sa poremecajima metabolizma lipida i1 glukoze i insulinskom rezistencijom ¢ija globalna
prevalenca je takode u porastu, a koji su usko povezani sa smanjenom pokretljivoséu,
sedentarnim nacinom zivota i invaliditetom (Allen et al., 2022).

Imajuéi u vidu da bol i ograni€ena pokretljivost negativno uticu na kvalitet svakodnevnog
zivota, kao 1 da svetska populacija ubrzano stari, adekvatan pristup u cilju otkrivanja sklonosti ka
razvoju bolesti, podjednako kao i kontrola toka bolesti u cilju omogucavanja odrzivog
funkcionisanja obolelih sve vise dobija na znacaju.

1.1.2. Etiologija osteoartritisa

Osteoartritis je veoma kompleksna bolest buduc¢i da nastaje usled dejstva mnogobrojnih
faktora rizika. Osteoartritis se moze javiti u lokalizovanoj formi (zahvata jedan zglob) ili
generalizovanoj formi (zahvata veci broj zglobova) (Samvelyan, Hughes, Stevens, & Staines,
2021). Iako patoloske promene karakteristiéne za OA mogu zahvatiti bilo koji zglob, OA obi¢no
zahvata nose¢e zglobove donjih ekstremiteta poput kolena, kuka i sko¢nih zglobova, koji su
izloZeni stalnom opterec¢enju i ponavljanim mehani¢kim pokretima (Egloff et al., 2012).

Na osnovu etiologije bolesti, OA se klasifikuje kao primarni ili sekundarni. Uzrok primarnog
OA je nepoznat 1 karakteriSe se brojnim biohemijskim i1 metaboli¢kim poremecajima. Poseban
aspekt primarnog OA jeste i genetska predispozicija. Uobi¢ajeni faktori rizika koji doprinose
nastanku sekundarnog OA uklju¢uju traumu, poremecaje mehano-kompenzatornih mehanizama
zgloba, kao 1 prekomernu upotrebu zglobova. Gojaznost i sedentarni nain Zivota takode
doprinose razvoju sekundarnog OA. Razumevanje medudejstva ovih faktora je klju¢no za razvoj
ciljanih terapija i intervencija za spreavanje ili usporavanje progresije OA.

Same faktore rizika za nastanak OA mozemo podeliti na sistemske faktore rizika i lokalne
faktore rizika (Slika 1). Godine, pol, gojaznost i genetska predispozicija kao sistemski faktori
¢ine osnovu za razvoj ovog hroni¢nog oboljenja. Lokalni faktori rizika odnose se na sam zglob.
Trauma zgloba je najznacajniji lokalni faktor rizika. Zajedno, sistemski i lokalni faktori rizika
delovanjem razli¢itih mehanizama koji se preklapaju uticu kako na celokupan organizam, tako 1



na metabolizam samog zgloba 1 povecavaju podloznost OA. Takode, kako individualnim tako i
zajednic¢kim dejstvom ovi faktori dovode do progresije bolesti i pogorsanja postojecih problema,
Sto predstavlja znacajan faktor u patoloskim procesima u specificnom tkivu hrskavice.
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Slika 1. Faktori rizika za razvoj osteoartritisa.

Starenje je primarni faktor rizika za OA 1 incidenca oboljenja raste sa porastom godina
zivota. Tokom godina dolazi do povecanja katabolizma hrskavice i smanjenja anabolike
aktivnosti hondrocita (Anderson & Loeser, 2010). Promene u hrskavici povezane sa starenjem
doprinose prekomernom remodelovanju matriksa hrskavice, $to vodi degradaciji i povecanoj
proizvodnji citokina i enzima (Loeser et al., 2012). Rizik od razvoja OA je ve¢i kod Zena nego
kod muskaraca (Allen et al., 2022). Polne razlike u tezini klinicke slike OA su izrazene medu
pacijentima starijim od 55 godina. ZableZeno je da Zene imaju izraZenije simptome kao i
radiografski tezi oblik OA kolena koji ima progresivniji tok nego OA muSkaraca. Ove razlike
izmedu polova mogu se pripisati gubitku estrogena kod Zena u postmenopauzi, ali 1 indeksu
telesne mase sa kojom je u vezi i fizicka aktivnost (Yuqing Zhang & Jordan, 2010).

Razlike u rasnoj/etnickoj pripadnosti su takode uocene. Kombinacija genetskih i
socioekonomskih faktora moZe uticati na rasprostranjenost OA medu etnickim grupama.
Medutim, postoje dokazi da su rasne/etnicke razlike povezane i1 sa razlikama u anatomskim
karakteristikama (suZenje zglobnog prostora 1 prisustvo osteofita) koje su znacajne kako za samu
patogenezu bolesti, tako 1 za radiografsku dijagnostiku (Y. Zhang et al., 2001).

Gojaznost je povezana sa povecanom metabolickom inflamacijom 1 metabolickim
sindromom. Adipokini poput leptina, adiponektina i lipokalina 2 indukuju proizvodnju
inflamatornih citokina faktor nekroze tumora (eng. Tumor necrosis factor, TNF), interleukina-6
(IL-6) 1 IL-12, §to doprinosi zapaljenskom fenotipu mikrosredine zgloba (Dickson, Roelofs,
Rochford, Wilson, & De Bari, 2019). Takode je primeceno je da je veliki broj nutritivnih faktora
povezan sa razvojem OA, ukljucujuéi vitamin A, vitamin D, vitamin C i vitamin K (O’Neill,
McCabe, & McBeth, 2018). Balansirana ishrana svakako je vazna i u kontekstu odrzavanja
tezine u opsegu normalnog indeksa telesne mase (eng. Body mass index, BMI) budud¢i da je i
tezina vazan faktor zbog opterecenja koji zglobovi nose.



Medu lokalnim faktorima rizika isti¢e se povreda zglobnog aparata. Osteoartritis moze
nastati nakon povrede usled direktnog oste¢enja zglobne hrskavice. Takode se moze razviti i kao
sekundarna posledica usled prekomernog opterecenja hrskavice koje nastaje usled oStec¢enja
tkiva 1 podrzavaju¢e muskulature koja bi trebalo da podnese optere¢enje. Neuskladen anatomski
polozaj i slabost podrzavaju¢e muskulature dovode do razvijanja biomehanickih kompenzatornih
mehanizama koji ne uspevaju adekvatno da rasporede optereéenje (L. Sharma et al., 2006).
Hondrociti imaju receptore za komponente vancelijskog matriksa (eng. Extracellular matrix,
ECM) koji reaguju na mehanicku stimulaciju pokretanjem proizvodnje proteinaza koje
razgraduju matriks, kao 1 proizvodnje inflamatornih citokina i hemokina (Loeser et al., 2012).

Faktori rizika specificni za zglobove poput gustine kostiju i koStane mase, oblika
kostiju/zgloba, snage zglobova, izdrzljivosti i neuromuskularne kontrole su od klju¢ne vaznosti
za funkcionisanje zglobnog aparata (Allen et al., 2022). Dodatno, prekomerna upotreba zglobova
koja je karakteristiCna za sportske aktivnosti takode doprinosi nastanku i progresiji OA usled
konstantnog ponavljanog izlaganja zgobova pojedinim pokretima (Slika 1) (Allen et al., 2022).

1.1.3. Dijagnoza osteoartritisa

Do danas nije ustanovljen jedinstveni test koji bi obuhvatio sve klini¢ke parametre za
postavljanje dijagnoze OA. Dijagnoza bolesti se zasniva na kombinaciji klinicke procene,
funkcionalnog statusa i radioloskih snimaka pri ¢emu se radiografski nalaz smatra referentnim
standardom zbog ekonomicnosti, bezbednosti 1 Siroke dostupnosti (Ahmed & Mstafa, 2022).

U okviru metoda radiografske dijagnostike najcesce se upotrebljava Kellgren-Lawrence
(K-L) skala ocenjivanja koja podrazumeva ocenjivanje zgloba zahvacenog OA u pet nivoa od 0
do 4 (Kohn, Sassoon, & Fernando, 2016). Ova skala, ustanovljena jo§ 1957. godine, zasnovana
je na radiografskom nalazu zglobnog aparata. Uz KL skalu, u klinickoj praksi se takode koriste i
upitnici o problemima sa zglobovima (engl. Knee injury and Osteoarthritis Outcome Score,
KOOS za kolena; Hip Disability and Osteoarthritis Score, HOOS za kukove), kao i Indeks
osteoartritisa (engl. Western Ontario and McMaster Universities Arthritis Index, WOMAC) za
subjektivnu procenu bola i funkcije zgloba od strane pacijenta.

Cetiri stadijuma OA su definisana vizualizacijom zglobnih struktura i njihovih patoloskih
promena:
Stadijum 1 - suspektno suzenje zglobnog prostora 1 minimalni, pocetni osteofiti;
Stadijum 2 - jasno prisustvo osteofita sa mogu¢im suzenjem zglobnog prostora;
Stadijum 3 - osteofiti srednje veli¢ine sa jasnim suZenjem zglobnog prostora, skleroza
subhondralne kosti;
Stadijum 4 - prisustvo osteofita 1 cisti, izrazeno suZenje zglobnog prostora i deformacija kosti
(Slika 2) (Ahmed & Mstafa, 2022).



‘ Zdrav zglob Stadijum 1 Stadijum 2 Stadijum 3 Stadijum 4
Slika 2. Radiografski snimak zdravog zgloba i prikaz zgloba sa osteoartritisom prema
Kellgren-Lawrence (K-L) skali ocenjivanja. Preuzeto i modifikovano iz Ahmed & Mstafa, 2022.

Druge radiografske metode, poput direktnog merenja medukostane udaljenosti kao
indikatora Sirine zglobnog prostora, koriste se za klini¢ka ispitivanja terapija, ali budu¢i da su
ove promene sporoprogresivne ove metode nemaju toliki doprinos pravovremenom postavljanju
dijagnoze. Osetljivije metode snimanja koje koriste magnetnu rezonancu omogucavaju detaljan
pregeld vise struktura u zglobu za razliku od konvencionalne radiografije (8).

Simptomi OA su bol u zglobovima, jutarnja uko¢enost zglobnog aparata, smanjen obim
pokreta 1 otok. PatoloSke promene, a samim tim i simptomi, razlikuju se od osobe do osobe, §to
naglasava vaznost individualizovane terapije. Zanimljivo je napomenuti da se kod odredenog
procenata pacijenata javlja neuskladenost radiografskog nalaza i1 klinickih simptoma bolesti
(Ahmed & Mstafa, 2022). Pacijenti se obi¢no javljaju na pregled zbog bolova u zglobovima,
najcesce u ve¢ uznapredovalim fazama bolesti koje se karakteriSu naj¢eSce prisustvom otoka, a
vrlo Cesto i ve¢ ogranicenom funkcijom zglobng sistema.

Procenjuje se da ¢e OA imati sve veci uticaj na sisteme javnog zdravlja zbog visoke
prevalence (Helmick et al., 2008). Smatra se da je za adekvatan pristup u leenju ove bolesti u
buduénosti izuzetno bitno poboljSanje pracenja faktora rizika, kao i1 pracenje ranih simptoma i
njihovog uticaja. Detaljan pristup brojnim etioloSkim faktorima omogucilo bi osmisljavanje
potencijalnih pristupa za intervenciju ili prevenciju OA na globalnom nivou (Yuqing Zhang &
Jordan, 2010).

Bioloski 1 biomehanic¢ki aspekti patologije hrskavice igraju znacajnu ulogu u
inflamatornim 1 degradativnim procesima kod OA. Medutim, doSlo je samo do skromnog
napretka u prevenciji 1 leCenju OA. Ciljanje na signalne puteve zapaljenskog procesa 1 koris¢enje
tehnika tkivnog inzenjeringa za podsticanje regeneracije hrskavice predstavljaju moguce buduce
terapeutske poduhvate u ovoj oblasti.



1.1.4. Profilaksa i terapijski pristupi

Uprkos visokoj prevalenci i optere¢enju u populacijama Sirom sveta, primarni ciljevi
lecenja OA se i1 dalje svode na ublazavanje simptoma bolesti, smanjenje intenziteta bola 1
odrzavanje mobilnosti zglobova u cilju unapredenja kvaliteta Zivota sa OA. Osnova terapije OA
je simptomatska u cilju odrzavanja funkcije zglobova i zaustavljanja napredovanja bolesti kako
bi se spreCio invaliditet. Danas postoje klinicke smernice zasnovane na preporuci
nefarmakoloskih opcija le¢enja, opcija leCenja koje podrazumevaju upotrebu medikamenata koji
su pokazali efikasnost u smanjenju simptoma bolesti i odrzavanju funkcije zgloba, kao i opcija
koje podrazumevaju invanzivne hirurske pristupe kod pacijenata kod kojih je bolest znacajno
uznapredovala.

Pristupi koji nisu zasnovani na primeni medikamentozne terapije podrazumevaju
promenu nacina zivota radi unapredenja kvaliteta zivota. Pacijentima sa OA gradusa od 1 do 3
prema K-L skali savetuje se promena rezima ishrane i uvodenje doziranog programa vezbanja i
uopste fizicke aktivnosti u skladu sa klinickom slikom, op$tim stanjem i godinama pacijenta.
Fizikalna terapija je takode vazna mera za ublazavanje simptoma. Od farmakoterapijskih mera
najcesce se primenjuju oralni i lokalni nesteroidni anti-inflamatorni lekovi (NSAIL) i opiodi koji
kratkorocno smanjuju intenzitet bola, upalu 1 otok obolelog zgloba (T. Chen et al., 2021). Takode
se primenjuju i intraartikularne injekcije kortikosteroida i hijaluronske kiseline. Kortikosteroidi
smanjuju upalu 1 napredovanje bolesti inhibicijom kaskade proinflamatornih medijatora.
Egzogena suplementacija hijaluronskom kiselinom koristi se za ublaZzavanje simptoma bolesti 1
obnavljanje funkcije hrskavice (T. Chen et al., 2021; Ding & Hu, 2021).

Kod uznapredovalih stadijuma bolesti (K-L skala gradus 4) pacijenti se podvrgavaju
invazivnijim hirurS§kim pristupima kao Sto su artroplastika ili operacija potpune zamene zgloba
(T. Chen et al., 2021; Overton, Nelson, & Neogi, 2022). Artroskopske tehnike ukljucuju lavazu 1
debridman kolena, dok tehnike obnavljanja hrskavice podrazumevaju stimulaciju kostne srzi,
osteohondralnu transplantaciju i implantaciju autolognih hondrocita (Ronn, Reischl, Gautier, &
Jacobi, 2011).

Iako su populacije obolele od OA vrlo heterogene, napredak u identifikaciji pojedinca sa
predispozicijom za razvoj bolesti bi omogucio individualni pristup 1 kreiranje personalizovanih
terapija (Foster, Eriksson, Deveza, & Hall, 2023). Vazan aspekt pristupa u buducnosti jeste
identifikacija komorbiditeta u predvidanju incidence i1 prevalence OA, kao 1 blagovremeno i
efikasno leCenje pacijenata sa OA.

1.1.5. Patogeneza osteoartritisa

Osteoartritis je slozeno stanje sa multifaktorijalnom patogenezom, koja je rezultat dejstva
genetskih, biomehanickih 1 biohemijskih faktora. PatoloSke promene uocene u OA zglobovima
ukljucuju degradaciju zglobne hrskavice, zadebljanje subhondralne kosti, upalu sinovijalne
membrane, degeneraciju podrZzavaju¢e muskulature zgloba, kao i hipertrofiju zglobne kapsule
(Loeser et al., 2012). Iako tacan uzrok OA nije u potpunosti razjasnjen, jasno je da nekoliko
kljucnih mehanizama doprinosi patogenezi, sa zapaljenskim procesom kao centralnim
dogadajem.



Specifican aspekt OA jeste jedinstveno tkivo hrskavice. Primarna uloga zglobne
hrskavice je da obezbedi podmazivanje i smanji trenje izmedu kostiju omogucavajuci pokrete
zglobova (Krishnan & Grodzinsky, 2018). Takode sluzi kao amortizer pokreta i smanjuje stres
tako S$to ravnomerno rasporeduje tezinu i sile preko zgloba (Carballo, Nakagawa, Sekiya, &
Rodeo, 2017). U ljudskom telu postoje tri vrste hrskavice:

1. Hijalinska hrskavica - nalazi se u nosu, trahejama, grkljanu, zglobovima i rastu¢em skeletu.

2. Elasti¢na hrskavica - nalazi se u grkljanu, epiglotisu i spoljasnjem uhu. Sastoji se od kolagena
tipa 2 i proteoglikana, zajedno sa elasticnim vlaknima koja joj daju fleksibilnost 1 robusnost.

3. Fibrohrskavica - nalazi se u intervertebralnom disku, pubicnoj simfizi, meniskusu, 1 spojevima
tetiva i ligamenata/tetiva i kostiju. Izgradena je primarno od vlakana kolagena tipa 1 (Krishnan &
Grodzinsky, 2018).

Hijalinska hrskavica se odlikuje specificnom morfoloskom arhitekturom i biohemijskim
sastavom. Avaskularni vandelijski matriks sastoji se od vode i 3 glavna tipa makromolekula -
vlakana (kolagen 1 elastin), proteoglikana 1 glikoproteina. Ove makromolekule sintetiSu
hondrociti (Carballo et al., 2017). Fleksibilnost i svojstva hrskavice zapravo zavise od
hidratacije, budu¢i da izmedu 60 1 85 procenata tezine hrskavice ¢ini voda (Krishnan &
Grodzinsky, 2018). Kolagen tipa 2 ¢ini ve¢inu kolagenih vlakana u hrskavici i stvara mrezu koja
hrskavici obezbeduje otpornost i snagu. Proteoglikani daju matriksu hrskavice konzistenciju
nalik gelu i pomaZu u njenoj otpornosti na pritisak. Osnovni proteoglikan u hrskavici je agrekan,
a takode hrskavicu grade 1 drugi proteoglikani kao $to su dekorin i biglikan (Krishnan &
Grodzinsky, 2018). Zajedno, ovi elementi daju hrskavici njene jedinstvene viskoelasti¢ne
karakteristike (Carballo et al., 2017).

Jo§ jedna karakteristika hrskavice, veoma bitna za patoloSka stanja jeste odsustvo
vaskularizacije. Za biomehanicke karakteristike zglobne hrskavice, podmazivanje i1 ishranu
veoma je bitna uloga sinovijalne te¢nosti. Sinovijalna te¢nost se sastoji od hijaluronske kiseline,
lubricina 1 fosfolipida. Stanje sinovijalne te€nosti i njenih komponenti, kao i1 prisustvo
inflamatronih medijatora sluzi kao biomarker stanja zglobova (Carballo et al., 2017).

Glavne konstitutivne ¢elije hrskavice su hondrociti. Hondrociti nastaju iz mezenhimalnih
progenitorskih ¢elija tokom embrionalnog razvoja u procesu hondrogeneze. Igraju klju¢nu ulogu
u odrzavanju homeostaze hrskavice i1 proizvodnje vancelijskog matriksa putem enzima, faktora
rasta i inflamatornih medijatora. Za homeostazu tkiva hrskavice, kao i celog zgloba, veoma je
bitna stroga kontrola sinteze enzima (Carballo et al., 2017; Krishnan & Grodzinsky, 2018).

U fizioloSkim okolnostima, ekspresija matriksnih metaloproteinaza (MMP),
degradativnih enzima, je strogo kontrolisana u hondrocitima (Goldring & Otero, 2011).
Sposobnost hondrocita da proizvode i oslobadaju proteinaze je preduslov za njihovu sposobnost
kontrole homeostaze. Pravilno remodelovanje tkiva u fizioloskim uslovima zavisi od regulisane
aktivnosti ovih enzima (Carballo et al., 2017). Kolagen tipa 2 koji je osnovni konstituent
hrskavice je osnovni supstrat kolagenaza, medu kojima najvazniju ulogu ima MMP-13.
Agrekanaze iz porodice vancelijskih proteinaza ADAMTS (eng. A desintegrin and
metalloprotease with thrombospondin motifs), smatraju se glavnim enzimima uklju¢enim u
degradaciju agrekana, glavnu formu proteoglikana u hrskavici (Goldring & Otero, 2011; Shuyu
Liu et al., 2022). Sa druge strane ADAMTS 4/5 su esencijalne proteaze (Yao et al., 2023).
ADAMTS-5 je prisutna i u zdravom i u hrskavici OA zgloba, dok je ekspresija ADAMTS-4
specificna za OA hrskavicu (Ting Li et al., 2022).



Uprkos svojoj izdrzljivosti, glavni problem zglobne hrskavice i njene patologije krije se u
njenom ograni¢enom kapacitetu regeneracije. Usled starenja, ali takode i usled povreda ili
prekomerne upotrebe zglobova dolazi do poremecaja homeostaze hrskavice §to vodi hroni¢nim
patoloskim procesima. Danas je utvrdeno da etiologija OA ima vaznu imunolosku komponentu.
Osnova funkcionisanja zglobnog aparata jeste homeostatsko stanje, te je stroga regulacija
zapaljenskog odgovora neophodna za normalno funkcionisanje kako bi se izbegla prekomerna
aktivnost imunskih mehanizama koja dovodi do osSte¢enja tkiva. Medutim, poremecaji u
regulaciji zapaljenskog odgovora se mogu postepeno razviti u hroni¢nu upalu niskog intenziteta
koja moze da prethodi razli¢itim imunski posredovanim patoloskim stanjima. Mehanizmi
povratne sprege koji reguliSu zapaljensku signalizaciju imaju vaznu ulogu u imunskom nadzoru 1
kontroli zglobnog aparata i sprecavaju ovake reakcije usmerene na sopstveno tkivo (Mann et al.,
2017).

lako sama zapaljenska reakcija igra kljuénu ulogu u oporavku tkiva, posebno nakon
povrede, hroni¢na upala ima dugoro¢ne Stetne posledice na zglobove. lako se ranije smatralo da
OA ne spada u grupu zapaljenskih bolesti, danas se zna se da je hronican zapaljenski proces
niskog intenziteta kljucni faktor degeneracije zglobnog aparata u OA. Pokazano je da je
zapaljenska reakcija prisutna u zglobu mnogo pre nego Sto se radiografski detektuju znacajne
promene zglobnih struktura (Sokolove & Lepus, 2013). Poremecéena homeostaza izmedu sinteze
1 razgradnje komponenti vancelijskog matriksa hrskavice usled prekomerne proizvodnje
proinflamatornih medijatora je osnova za razvoj hroni¢nog stanja koje se odlikuje zacaranim
krugom zapaljenja i degradacije tkiva. Dakle, moze se re¢i da su patoloske promene kakteristicne
za OA rezultat poremecene ravnoteze izmedu anabolickih 1 katabolickih procesa u zglobu
(Molnar et al., 2021).

Brojne celije imunskog sistema, citokini, hemokini i drugi zapaljenski medijatori
ukljuceni su u zapaljenski proces povezan sa OA. OSteCenje svih struktura diartrodijalnog
zgloba su uzrokovani delovanjem proinflamatornih komponenti. Smatra se da je u osnovi
patogeneze ovog oboljenja interakcija izmedu oSte¢enja zglobnog aparata razliCite prirode i
hroni¢ne upale niskog intenziteta (Orlowsky & Kraus, 2015). Oste¢enje vancelijskog matriksa
koje je rezultat povreda zgloba, starenja, traume ili konstantnog mehanickog opterecenja
znacajno doprinosi razvoju OA. Usled povrede ili ¢elijskog stresa, u zglobu dolazi do stvaranja
endogenih molekula oStecenja. Specifi¢nost OA kao patoloSkog stanja lezi upravo u tome S$to su
ovi molekuli koji su inac¢e uklju¢eni u mehanizme odbrane i odrzanje homeostaze tkiva zapravo
okida¢za razvoj patoloSkih procesa u OA. Ovi endogeni molekuli oSte¢enja koji pokrecu
zapaljenski odgovor i aktiviraju urodeni imunitet aktivacijom receptora urodenog imuniteta.

Degradacija hrskavice se smatra osnovnom karakteristikom OA, a degradacija kolagena
tipa 2 je kljuéni faktor u ireverzibilnom toku bolesti (Goldring & Otero, 2011). Dolazi do
uspostavljanja kataboli¢kog stanja i do progresivne destrukcije zglobnih struktura (Molnar et al.,
2021). Abnormalno remodelovanje tkiva zgloba nastaje usled poremecene homeostaze zbog
dejstva mnogobrojnih zapaljenskih medijatora poput inflamatornih citokina i hemokina, koji
iniciraju 1/ili propagiraju zapaljenski proces (Loeser et al., 2012). Glavni proinflamatorni citokini
ukljuceni u patofiziologiju OA su IL-1B, TNF-a i IL-6, a pored njih u hroni¢an zapaljenski
proces ukljuceni su i IL-15, IL-17 1 IL-8 (Molnar et al., 2021).

Jedan od kljucnih citokina u patogenezi OA je IL-1B. IL-1B je glavni regulator
zapaljenskog procesa buduci da aktivnost ovog citokina ima uticaj na sintezu proinflamatornih 1



katabolickih medijatora koji doprinose degradaciji tkiva zgloba (Shuyu Liu et al., 2022).
Pokazano je da je nivo IL-1P poviSen u sinovijalnoj tecnosti, hrskavici kao i u slojevima
subhondralne kosti u OA (Shuyu Liu et al., 2022). Receptor za IL-1f se eksprimira na brojnim
tipovima celija zgloba, ukljucujuc¢i hondrocite, sinoviocite, osteoblaste i osteoklaste, ¢ime se
ostvaruje efekat ovog citokina na ¢elije zgloba koje ucestvuju u imunopatogenezi OA (Molnar et
al., 2021). Glavni efekti IL-1B su inhibicija sinteze makromolekula hrskavice, promocija sinteze
katabolickih medijatora 1 promocija apoptoze hondrocita (Yao et al., 2023). Delovanje IL-1P je
kljuéno za dalju amplifikaciju zapaljenja, budu¢i da dovodi do oslobadanja drugih
proinflamatornih citokina kao i sinteze enzima koji vrSe degradaciju tkiva od strane hondrocita
(Shuyu Liu et al., 2022).

Dodatno, posredstvom  aktivacije razli¢itth hemokina poput monocitnog
hemoatraktantnog proteina-1 (engl. Monocyte Chemoattractant Protein-1, MCP-1) i CCL5 (engl.
Chemokine (C-C motif) ligand 5), IL-1p stimuliSe ekspresiju gena koji kodiraju inducibilnu azot
oksid sintazu (engl. Inducible nitric oxide synthase, iNOS) 1 ciklooksigenazu-2 (engl.
Cyclooxygenase-2, COX-2) (Molnar et al., 2021). Ovi katabolic¢ki putevi IL-1p u hondrocitima
su uglavnom regulisani putem signalizacije preko nuklearnog faktora kB (engl. Nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, NF-kB). Kanonski signalni put NF-kB
(p65/p50) regulise ekspresiju MMP, NOS2 i COX-2. Osim NF-kB, aktvira se i put mitogenom
aktivirane protein kinaze (MAPK) kao odgovor na mehanicke i1 zapaljenske stimuluse u
hondrocitima (Goldring & Otero, 2011). IL-1p takode indukuje produkciju reaktivnih vrsta
kiseonika (engl. Reactive oxygen species, ROS), slobodnih radikala koji sadrze molekule
kiseonika ukljucujué¢i hidroksilni radikal (HO"), vodonik peroksid (H20z), superoksid anjon
(O27), azot oksid (NO7) i hipohloritni jon (ClO") koji reguliSu apoptozu hondrocita, kao i
sintezu/razgradnju vancelijskog matriksa (Zahan, Serban, Gherman, & Fodor, 2020).

TNF-a je drugi citokin koji ima vaznu ulogu u patogenezi OA, 1 deluje sinergisticki sa
IL-1pB. Efekat ovog citokina je ¢ak i do 1000 puta manji u odnosu na IL-1p, ali je pokazano da
samo prilikom zajedni¢kog delovanja ova dva citokina dolazi do zna€ajne destrukcije hrskavice
u poredenju sa individualnim dejstvom ovih citokina (Shuyu Liu et al., 2022). Celije sinovijalne
membrane 1 hondrociti stvaraju ovaj plejotropni citokin (Shuyu Liu et al., 2022). Efekti TNF-a
na patoloSke procese u OA zglobu posredovani su NF-kB putem, ali i fosfatidilinozitol 3-kinaza
(PI3K)/Akt osom doprinose¢i progresiji sinovitisa 1 degradaciji hrskavice (Shuyu Liu et al.,
2022; Songyang Liu et al., 2019). Pokazano je da je degradacija molekula kolagena i agrekana,
izazvana ekspresijom zapaljenskih medijatora kao Sto su IL-1PB 1 TNF-a, direktno povezana sa
progresijom OA, §to ukazuje na centralnu ulogu ovih imunskih medijatora (C.-Y. Yang,
Chanalaris, & Troeberg, 2017).

Pored IL-1B 1 TNF-a, pacijenti sa OA imaju visi nivo IL-6 u krvi 1 sinovijalnoj tecnosti,
Sto je u korelaciji sa pogorSanjem stanja (Molnar et al., 2021). Podsti¢u¢i razvoj MMP i
sprecavajuci sintezu kolagena, IL-6 doprinosi degradativnim procesima hrskavice (Shuyu Liu et
al., 2022). IL-8 je jo$ jedan citokin ¢ija aktivnost dovodi do migracije inflamatornih ¢elija u
zglob, ukljucujuci neutrofile. Pokazano je da je nivo IL-8 poviSen u sinovijalnoj tecnosti
pacijenata sa OA, kao i da i ovaj citokin povecava sintezu proteaza, Sto doprinosi zapaljenskoj
reakciji u zglobu (Yao et al., 2023). Pacijenti sa OA imaju 1 vece koliCine IL-17 u krvi i
sinovijalnoj te¢nosti, §to se dovodi u vezu sa pogorsanjem radiografskih nalaza zglobova sa OA
(Molnar et al., 2021). PromoviSuéi proizvodnju proinflamatornih citokina, hemokina i enzima
koji razgraduju matriks, IL-17 stimuliSe upalu i razvoj osteofita kod OA (Shuyu Liu et al., 2022).
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U pocetnim fazama bolesti, takode se detektuje 1 povecanje koncentracije IL-15 u sinovijalnoj
teCnosti, ali nije pronadena korelacija izmedu nivoa IL-15 1 radioloski potvrdene progresije OA
(Molnar et al., 2021). Faktori koji uti¢u na pojavu, progresiju i karakteristike OA prikazani su na
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Slika 3. Faktori koji ukazuju na pojavu osteoartritisa, centralne dogadaje 1 karakteristike bolesti.

1.2. RECEPTORI SLICNI TOLL-U

Receptori  sliéni  Toll-u (eng. Toll-like receptori, TLR) predstavljaju klasu
transmembranskih proteina koji igraju klju¢nu ulogu u urodenom imunskom sistemu gde kao
prva linija odbrane ucestvuju u odbrani organizma od patogena kao Sto su bakterije, virusi i
gljivice. Pored iniciranja adekvatnih imunskih mehanizama u borbi protiv patogena, takode
imaju vazne uloge u odrZavanju imunske homeostaze 1 procesima tolerance. Prisustvo TLR u
Sirokom spektru organizama, ne samo kod sisara, ve¢ i u razli¢itim organizmima, od insekata do
biljaka, naglasava njihov evolucioni znacaj. TLR posredovano prepoznavanje patogena ili
signala opasnosti osnovni je mehanizam u odbrani od patogena i odrZzavanju homeostaze kod
razli¢itih vrsta.

TLR su jedna od najbrojnijih porodica receptora za prepoznavanje obrazaca mikroba
(eng, Pathogen recognition receptors, PRR). PRR su transmembranski proteini povezani sa
¢elijskom 1 endozomskom membranom ili citosolom koji prepoznaju molekulske strukture koje
su karakteristicne za patogene, takozvane molekularne obrasce povezane sa patogenom (eng.
Pathogen associated molecular pattern, PAMP). Glavna uloga PRR jeste aktivacija specifi¢nih
imunskih mehanizama za odbranu od patogena putem aktivacije nizvodnih puteva transdukcije
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signala, koji dovode do produkcije inflamatornih citokina, interferona tipa I (IFN) i drugih
medijatora zapaljenja (Amarante-Mendes et al., 2018). Pored TLR, u grupu PRR spadaju i
receptori slicni NOD-u (eng. NOD-like receptors, NLR), receptori slicni RIG-u (eng. RIG-like
receptors, RLR), i lektinski receptori C-tipa (CLR) (Roh & Sohn, 2018).

Za TLR je karakteristi¢na i aktivacija od strane endogenih molekula poreklom od samog
domacina, Sto je naro¢ito vazno u kontekstu autoimunskih i zapaljenskih oboljenja. Pored
PAMP-ova, TLR takode prepoznaju endogene molekule poznate kao molekulski obrasci koji su
povezani sa oSteCenjem (eng. Damage associated molecular pattern, DAMP). Ove celijske
komponente se oslobadaju u vancelijsko okruzenje nakon smrti ¢elije izazvane traumom ili
mehanickom povredom. Za ovakvu zapaljensku reakciju izazvanu stresom ili povredom tkiva u
odsustvu mikroorganizama koristi se termin sterilna inflamacija. Sterilna zapaljenska reakcija
deli osnovne karakteristike sa infektivnom upalom poput regrutovanja imunskih celija 1
aktivacije inflamatornih medijatora. Neki od najpotentnijih DAMP-ova jesu HMGBI1, nuklearni
protein koji se oslobada iz oStecenih ili nekroticnih ¢elija, zatim proteini toplotnog Soka (eng.
Heat shock protein, HSP) koji su ukljuceni u ¢elijske odgovore na stres (HSP60 i HSP70),
komponente vancelijskog matriksa poput hijaluronana i fibrinogena, S100 proteini (S100AS8 1i
S100A9), kao i vancelijska DNK i RNK oslobodena iz oSte¢enih ¢elija.

1.2.1. Otkrice receptora sli¢nih Toll-u

Otkri¢e TLR-a je imalo veliki uticaj na istrazivanja u oblasti imunologije, od izu¢avanja
bazi¢nih koncepcija urodenog imunskog odgovora do povezivanja kompleksnih interakcija
izmedu mehanizama urodenog i adaptivnog imuniteta 1 njithovih uloga kako u fizioloSkim tako 1
u patoloSkim stanjima. IstraZivaci koji su otkrili TLR i njihove bioloSke funkcije su nosioci
Nobelove nagrade. Dobijanju prestiznog laureata prethodila su veoma znacajna otkri¢a koja su
postavila fundamentalne postavke u imunologiji.

Najpre je jo§s 1989 godine Charles Janeway pretpostavio da postoji grupa receptora koje
proizvode urodene imunske ¢elije, a ¢ija je primarna uloga identifikacija konzerviranih struktura
mikrobnog porekla. Pet godina nakon toga, i Polly Matzinger je iznela "Teoriju opasnosti" prema
kojoj osSte¢ena ili pod stresom celija oslobada "signale opasnosti" koje imunski sistem
prepoznaje. Prema ovoj teoriji, oSteCene celije emituju signale koji upozoravaju imunski sistem
na postojanje problema za koje je neophodna aktivacija imunskih mehanizama (Amarante-
Mendes et al., 2018). Ova naucna saznanja osnova su danasnjeg znanja o bazi¢nim bioloSkim
funkcijama receptora slicnih Toll-u zasnovanih upravo na interakciji sa konzervisanim
molekulskim strukturama patogena, kao 1 interakciji sa endogenim molekulima ostecenja.

Nobelovu nagradu za fiziologiju 1 medicinu dobili su istrazivac¢i Christiane Niisslein-
Volhard, 1995. godine za otkri¢e Toll gena u Drosophili melanogaster, i Jules Hofman i Bruce
Beutler, 2011. godine koji su pokazali da su Toll kod D. melanogaster i TLR kod sisara ukljuceni
u antifungalni i urodeni imunski odgovor (Otero, 2012).

Do danas je identifikovano 10 TLR kod ljudi (TLR1-10). TLR se takode eksprimiraju
kod drugih sisara, od kojih svaka ima skup TLR-a prilagodenih da prepoznaju specifi¢ne
patogene relevantne za vrstu i imunski sistem tog organizma. Kod miSeva je do sada otkriveno
12 razli¢itih TLR (TLR1-9, TLR11-13) (Sameer & Nissar, 2021).
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1.2.2. Ligandi receptora sli¢nih Toll-u

U zavisnosti od ¢elijske lokalizacije i liganada, TLR se dele na dve grupe:
1. Membranski TLR

Grupu membranskih TLR ¢ine TLR1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6 i slabo istrazen
TLR10.
Ovi receptori su lokalizovani na ¢elijskim membranama i stoga se 1 nazivaju membranski TLR.
Brojni PAMPovi specificni za membranske TLR ukljucuju lipoproteine (heterodimer TLR2 sa
TLR1 ili TLR6), peptidoglikane, lipoteihoicnu kiselinu 1 zimosan (TLR2), lipopolisaharide
(TLR4), kao 1 bakterijski flagelin (TLRS) (Duan, Du, Xing, Wang, & Wang, 2022). Ligandi
TLR10 homodimera su diacilovani lipoproteini, dok u heterodimernom obliku sa TLR2 kao
koreceptorom ovaj TLR prepoznaje i lipopolisaharide (Fore, Indriputri, Mamutse, & Nugraha,
2020).

Pored konzerviranih struktura patogena, membranski TLR prepoznaju i endogene signale
ostecenja poput proteina toplotnog Soka (TLR2, TLR2/6, TLR4), S100 proteine (TLR2, TLR4),
kao 1 protein HMGBI1 (TLR2). TLR2 i TLR4 takode vezuju hijaluronan, dekorin i versikan (Roh
& Sohn, 2018).

2. Endozomalni TLR

TLR3, TLR7, TLR8 i TLRY lokalizovani su na endolizozomima i osnovni ligandi su im
molekulske strukture poreklom od internalizovanih patogena (Asami & Shimizu, 2021).
Prepoznaju nukleinske kiseline patogena - virusnu dvolancanu RNK (engl. Double stranded
RNA, dsRNA) (TLR3), virusnu ili bakterijsku jednolanc¢anu RNK (engl. Single stranded RNA,
ssRNA) (TLR7, TLRS), i CpG-bogatu nemetilovanu DNK (TLR9) (Asami & Shimizu, 2021;
Duan et al., 2022).

Od endogeno nastalih molekula, ovi receptori prepoznaju katelicidine (TLR7, TLRS i
TLR9), kao i protein HMGB1 (TLR9) (Tabela 1) (Roh & Sohn, 2018).

Tabela 1. Receptori slicni Toll-u 1 njihovi ligandi.

TLR PAMP DAMP
TLR1/2 triacilovani lipoproteini /
peptidoglikani HSP-60,-70,-96, HMGBI,
TLR2 lipoteihoicna kiselina hijaluronan, S100 proteini,
zimosan dekorin, versikan
TLR2/6 diacilovani lipoproteini HSP-60, fibronektin

HSP-70, tenascin-c, fibrinogen,
TLR4 lipopolisaharidi hijaluronan, S100 proteini,
hibronektin, hekorin, versikan

Membranski

TLRS5 flagelin /
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TLR2/10 lipopolisaharidi /
— TLR3 dvolancana RNK HMGBI1
Tg TLR7 jednolanc¢ana RNK katelicidin
_§ TLRS jednolan¢ana RNK katelicidin
S [ TLRO CpG motiv HMGBT, Katelicidin

1.2.3. Ekspresija receptora sli¢nih Toll-u

Poznato je da je ekspresija TLR najvisa na ¢elijama cija je osnovna funkcija posredovanje
u mehanizmima imunskog odgovora. TLR se eksprimiraju na svim ¢elijama urodenog imuniteta
ukljuéujuéi dendritske Celije (DC), éelije prirodne ubice (NK ¢elije), monocite, makrofage i
neutrofile. Takode se eksprimiraju i na B i T limfocitima koji su glavni posrednici adaptivnog
humoralnog i ¢elijskog imunskog odgovora (Duan et al., 2022). Medutim, proucavanja profila
ekspresije razli¢itih TLR pokazali su da se nivo njihove ekspresije razlikuje u zavisnosti od tipa
éelije. Na primer, mijeloidne dendritske ¢elije (mDC) eksprimiraju TLR1, -2, -3, -5 i -6, dok
plazmocitoidne dendritske ¢éelije (pDC) eksprimiraju TLR7 i TLR9 (Duan et al., 2022).

Sto se ti¢e tkivne distribucije, TLR su $iroko eksprimirani u primarnim i sekundarnim
limfoidnim organima, kao 1 asociranim tkivima koja funkcioniSu po prinipu zasebnog,
regionalnog imunskog sistema. Medu celijama koje nisu primarno ukljuene u osnovne
mehanizme imunskog odgovora, znacajna ekspresija TLR zabeleZena je na fibroblastima,
epitelnim 1 endotelnim ¢elijama, kao i u skoro svim tkivima ukljucujuéi srce, jetru, debelo crevo,
tanko crevo, pankreas, pluca, bubrege, skeletne miSie, mozak, jajnike, placentu, testise i
prostatu (El-Zayat, Sibaii, & Mannaa, 2019).

1.2.4. Grada receptora slicnih Toll-u

TLR pripadaju familiji transmembranskih glikoproteina koji imaju modularnu strukturu.
Domenska organizacija osnovnih struktura omogucava ovim receptorima odgovor na Sirok
spektar mikrobnih komponenti, doprinose¢i brzom prepoznavanju i odbrani od patogena. Svaki
od ovih domena ima specificnu funkciju (Botos, Segal, & Davies, 2011). Izgradeni su od tri
strukturna domena:

1. vancelijskog domena (engl. Extracellular domain, ECD)

2. transmembranskog domena
3. intracelularnog Toll-like/interleukin-1 (IL-1) receptorskog (TIR) domena (Slika 4).
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Slika 4. Reprezentativna struktura i domenska organizacija TLR-a. Preuzeto i modifikovano iz
Gao, Xiong, Li & Yang, 2017.

Vancelijski domen prepoznaje molekulske obrasce. Izgraden je od ponavljajucih sekvenci
leucinskih ostataka koji ¢ine motive bogate leucinom (engl. Leucine rich repeats, LRR). LRR
grade specifi¢nu strukturu u obliku potkovice koja funkcioniSe kao domen za vezivanje liganda.
Ovi motivi omogucavaju prepoznavanje Sirokog spektra patogena 1 odgovorni su za finu
specificnost razli¢itth TLR prema razli¢itim mikrobnim komponentama. Upravo raznovrsnost
vancelijskih domena TLR odrazava prilagodljivost urodenog imunskog sistema u prepoznavanju
Sirokog spektra mikrobnih obrazaca (Asami & Shimizu, 2021). Nakon vezivanja liganda dolazi
do konformacionih promena u vancelijskom domenu i do dimerizacije vancelijskog domena TLR
Sto je preduslov za dimerizaciju citosolnog TIR domena (Asami & Shimizu, 2021). Naredni
koraci u aktivaciji podrazumevaju regrutovanje adapterskih proteina preko kojih se sprovode
signali za aktivaciju faktroa transkripcije (Botos et al., 2011).

Osnovna funkcija transmembranskog domena jeste povezivanje signala pokrenutih
prepoznavanjem liganda od strane vancelijskog domena sa kaskadom intracelularnih signala.
Transmembranski domen je izgraden od hidrofobnih aminokiselinskih ostataka koje imaju
specificnu funkciju usidravanja TLR u membranu. Transmembranski domen omogucava
prikazivanje vancelijskog domena spoljaSnjem okruzenju radi interakcije sa ligandima. Sa druge
strane, transmembranski domen takode povezuje vancelijski domen sa citoplazmatskim TIR
domenom. Nakon vezivanja liganda za vancelijski domen, konformacione promene u
transmembranskom domenu se prenose na citoplazmatski TIR domen, $to dovodi do pokretanja
nizvodne signalne kaskade (Asami & Shimizu, 2021).
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Citoplazmatski domen TLR-a se naziva Toll/Interleukin-1 receptor (TIR) domen zbog
homologije sa signalnim domenima receptora IL-1 familije (Botos et al., 2011). TIR domen ima
ocuvanu trodimenzionalnu strukturu koju ¢ini visoko ocuvana BB petlja (Asami & Shimizu,
2021). Ovaj strukturni motiv je zajednic¢ki za sve ¢lanove superfamilije receptora Toll/IL-1 i
neophodan je za posredovanje u interakcijama izmedu proteina koji sadrze TIR domen (Singh et
al., 2014). Aktivacija TIR domena nakon vezivanja liganda za vancelijski domen dovodi do
sprovodenja signala koji vode regrutovanju adapterskih proteina. TLR stupa u interakciju sa TIR
domenima adapterskih proteina, kao S§to su MyD88 (engl. Myeloid differentiation primary
response gene 88, primarni odgovor diferencijacije mijeloida 88) i TRIF (engl. TIR-domain-
containing adaptor protein inducing IFN-) (Asami & Shimizu, 2021).

1.2.5. Signalizacija receptora sli¢nih Toll-u

Aktivacija TLR-a dovodi do pokretanja signalnih puteva koji vode proizvodnji
inflamatornih citokina 1 drugih medijatora koji pomazu u eliminaciji patogena (Asami &
Shimizu, 2021). TLR signalizacija dovodi do indukcije ili supresije gena koji su ukljuceni u
inicijaciju, propagaciju i zavrSetak zapaljenskog odgovora. Visestepeni proces koji obuhvata
aktivaciju specifi¢nih proteina u kaskadi omogucava finu kontrolu inflamatornih medijatora koji
su odgovor na stimulaciju TLR ligandima.

Specifi¢éni imunski odgovori na razli¢ite stimuluse nastaju angazovanjem razlicitih
adapterskih proteina koje ¢lanovi porodice TLR selektivno angaZuju u signalizaciji. Postoji 5
adapterskih molekula koji posreduju u aktivaciji preklapajucih, ali razli¢itih signalnih puteva (Y.
Chen, Lin, Zhao, Ma, & Yi, 2021):

MyD88 (engl. Myeloid differentiation primary response 88),

TRIF (engl. TIR (Toll/IL-1 receptor) domain-containing adaptor protein inducing IFN ),
TRAM (engl. TRIF-related adaptor molecule) i

TIRAP (engl. TIR-containing adaptor protein) (Y. Chen et al., 2021; Lannoy, Co6té-Biron,
Asselin, & Rivard, 2023).

b

Naravno, signalizacija sa TLR je strogo kontrolisana od strane razli¢itih molekula ¢ija je
uloga sprecavanje prekomernih imunskih odgovora koji vode autoimunskim stanjima i
zapaljenskim bolestima. Ovi molekuli se povezuju sa osnovnim adapterskim proteinima (MyD88
ili TRIF) kako bi sprecili njihovu interakciju sa TLR ili nizvodnim molekulima (Kawasaki &
Kawai, 2014). Poseban aspekt kontrole signalizacije sa TLR ¢ini kontrola od strane mikro RNK
koje reguliSu trajanje i intenzitet imunskih odgovora (Arenas-Padilla & Mata-Haro, 2018).

TLR signalni putevi su klasifikovani u dve kategorije zavisno od adapterskih proteina
koji su ukljuceni u specifi¢no sprovodenje signala nakon prepoznavanja liganda:
1. putevi zavisni od proteina MyD88 1
2. putevi nezavisni od MyD88 u ¢ijoj signalizaciji ucestvuje TRIF (Lannoy et al., 2023).
Signalizaciju zavisnu od MyD88 koriste skoro svi TLR - TLRI1, TLR2, TLRS, TLR6, TLR7,
TLRS8, TLRY 1 TLR10. Izuzetak je TLR3 c¢ija se aktivnost obavlja uz pomo¢ TRIF adapterskog
proteina. Za TLR4 je karakteristicno da se njegova signalizacija moze obavljati posredstvom oba
navedena puta (Takeda & Akira, 2015).
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1.2.5.1. Signalni put zavisan od MyD88

MyD88 je adapterski protein koji se sastoji iz dva domena, TIR domena i domena smrti
(engl. Death domain, DD). Za MyD88 je karakteristicno formiranje proteinskog kompleksa sa
kinazama iz porodice kinaza povezanih sa interleukin-1 receptorom (engl. Interleukin-1 receptor-
associated kinase, IRAK). Ovaj proteinski kompleks koji posreduje u signalizaciji sa MyD88
naziva se midozom (Duan et al., 2022). Aktivnost zavisna od MyD88 dovodi do aktivacije
signalnih puteva MAP kinaze, NF-kB, i regulatornog faktora interferona (IRF) 5/7. Signalizacija
posredstvom ovih puteva transdukcije signala dovodi do transkripcije gena za proinflamatorne
citokine IL-1, IL-6 i INFa.

Nakon prepoznavanja liganda i TLR dimerizacije, MyD88 se vezuje za TIR domen
odgovaraju¢eg TLR. Nakon toga, DD domen MyD88 stupa u interakciju sa DD domenom
IRAK-4 i formira MyD88-IRAK-4 kompleks. Ovaj kompleks potom regrutuje IRAK-1 i IRAK-
2. Dolazi do autofosforilacije kinaze IRAK1 i aktivacije TRAF6 (engl. TNF receptor-associated
factor 6). TRAF6 katalizuje sintezu poliubikvitina na Lys63 na ciljnim proteinima, koji se vezuju
za TAB2 1 TAB3, regulatorne komponente TAK1 kinaznog kompleksa (K63), nakon ¢ega dolazi
do aktivacije TAKI. K63 poliubikvitinski lanci takode se vezuju i za NEMO, regulatornu
komponentu IKK kompleksa koji je neophodan za aktivaciju NF-kB. NF-kB je u mirovanju u
citoplazmi vezan za inhibitorni faktor IkB. IKK kompleks posreduje u fosforilaciji i degradaciji
IkB $to omogucava translokaciju transkripcionog faktora NF-kB u jedro i indukciju transkripcije
gena koji kodiraju inflamatorne citokine. Pored toga, TAK-1 takode moZe da aktivira c-Jun N-
terminalnu kinazu (JNK), MAPK 1 PI3K ¢ija aktivacija dovodi do kaskade zapaljenskih
odgovora (Duan et al., 2022; Takeda & Akira, 2015).

1.2.5.2. Signalni put zavisan od TRIF

Put koji je nezavisan od adapterskog proteina Myd88 za signalizaciju koristi alternativni
adapterski protein TRIF. TRIF adapter posreduje u MyD88 nezavisnoj indukciji IFN tipa I kroz
aktivaciju transkripcionih faktora IRF3 1 NF-kB. Signalizaciju posredstvom TRIF adaptera
odlika je TLR3 i TLR4.

TRIF-zavisan put dovodi do aktivacije NF-kB, IRF i aktivacionog proteina-1 (engl.
Activator protein 1, AP-1). Nakon prepoznavanja liganda za TLR dolazi do regrutovanja TRIF-a.
Naredni korak je aktivacija TBK1 i RIPK1 od strane TRIF-a. Signalni kompleks TRIF/TBK1
fosforiliSe IRF3, omogucavajuéi njegovu translokaciju i proizvodnju IFN tipa 1, dok RIPK1
dovodi do transdukcije signala na isti nacin kao i put zavisan od MyD88 (Slika 5) (Takeda &
Akira, 2015).
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Slika 5. Shematski prikaz signalnih puteva posredovanih receptorima sli¢nim Tollu.

1.2.6. Clanovi porodice receptora sli¢nih Toll-u

1.2.6.1. TLR2

TLR2 je membranski receptor urodenog imunskog sistema kodiran genom koji se nalazi
na hromozomu 4q32. Za TLR2 je karakteristi¢na sposobnost heterodimerizacije sa TLR1, TLR4,
TLR6 1 TLR10. Moguénost formiranja heterodimera sa ko-receptorima ima evolutivni znacaj,
budu¢i da povecavanje opsega patogenih struktura tj. liganada koje heterodimeri TLR receptora
prepoznaju omogucava specijalizovani imunski odgovor na Siri spektar mikroorganizama
(Haehnel, Schwarzfischer, Fenton, & Rehli, 2002).

Medu svim TLR-ovima, TLR2 prepoznaje najsiri spektar bakterijskih produkata/struktura
poput lipopeptida i1 peptidoglikana, slozenih molekula velike molekulske mase razlicitog sastava
koji se nalaze u celijskom zidu Gram-pozitivnih 1 Gram-negativnih bakterija. TLR2 takode
prepoznaje lipoteihoi¢nu kiselinu, sastojak celijske membrane gram-pozitivnih bakterija, kao 1
lipoarabinomanan, mikobakterijski glikolipid, 1 zimosan, nerastvorljivu polisaharidnu frakciju
¢elijskog zida gljiva.

Osnovni ligandi TLR2 su acilovani bakterijski lipoproteini (Monie, 2017). Heterodimer
TLR1/TLR2 detektuje triacilovane lipopeptide Gram-negativnih bakterija, dok heterodimer
TLR2/6 detektuje diacilovane lipopeptide kao Sto je lipotehoi¢na kiselina Gram-pozitivnih
bakterija (Haehnel et al., 2002). Istrazivanja na knock-out miSevima su pokazala da sam TLR2, u
odsustvu TLR1 ili TLR6 takode vezuje lipopeptide (Oliveira-Nascimento, Massari, & Wetzler,
2012). TLR2 takode ima sposobnost heterodimerizacije 1 sa TLR10, ali do sada funkcija ovog
kompleksa nije utvrdena (Guan et al., 2010).

17



Pored molekulskih struktura patogena, TLR2 takode detektuju i endogene molekule
alarmine poput humanog B-defenzina, fragmenata hijalurona, proteina toplotnog Soka i HMGB
protein (Oliveira-Nascimento et al., 2012). Za inicijaciju signalizacije sa TLR2 je specificna i
aktivnost pomo¢nog molekula CD36 koji vezuje ligande, transportuje ih na drugi pomocéni
molekul, CD14, koji zatim ligand doprema do TLRI1/TLR2 ili TLR2/TLR6 heterodimera
(Jimenez-Dalmaroni et al., 2009).

Nakon vezivanja liganda, signalizacija sa TLR2 odvija se kao i kod vecine TLR,
intracelularnim signalnim putem koji zavisi od adapterskog proteina MyD88. Krajnji efekat
TLR2 aktivnosti je aktivacija NF-kB, AP-1 1 IRF 3/7 i posledi¢na proizvodnja inflamatornih
citokina (Oliveira-Nascimento et al., 2012).

Diferencijalna ekspresija TLR2 u odgovoru na zapaljenske stimuluse pokazana je u
brojnim imunskim ¢elijama, kao i u tkivu povezanom sa imunskim odgovorom. Pokazan je visok
nivo ekspresije TLR2 u monocitima i granulocitima nakon stimulacije faktorom stimulacije
kolonija granulocita i makrofaga (engl. Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor, GM-
CSF), lipopolisaharidom (LPS), IL-1 i IL-10, kao i smanjenje ekspresije nakon stimulacije sa IL-
4, IFN-y 1 TNF. TLR2 se eksprimira i na aktiviranim B-Celijama u germinativnim centrima
limfnih ¢vorova i krajnika (Flo et al., 2001).

1.2.6.2. TLR3

TLR3 spada u grupu unutarcelijskih TLR ¢1j1 ligandi su nukleinske kiseline patogena.
Gen za TLR3 nalazi se na hromozomu 4 (4q35.1). Eksprimira se na endoplazmati¢cnom
retikulumu, u lizozomima i1 endozomima. Osnovni ligand TLR3 je dvolantana RNK virusa.
TLR3 takode moze da se aktivira i u prisustvu iRNK oslobodene iz nekroti¢nih ¢elija koja
predstavljaju njegove endogene ligande (Means, 2011).

Specificnost ovog receptora jeste da je od svih do sada poznatih TLR TLR3 jedini ¢ija
sposobnost indukcije proizvodnje IFN u potpunosti zavisi od TRIF-a, odnosno signalnog puta
koji ne zavisi od aktivacije MyD88 (Takeda & Akira, 2015). Istrazivanja pokazuju da Myd88
nema uticaja na TLR3 signalizaciju, ali da ovaj TLR moZe uticati na ekspresiju gena za
proinflamatorne citokine kroz interakciju sa drugim TLR-ovima koji koriste MyD88 za
signalizaciju (Teixeira, Zhao, Kazmierski, Kinane, & Benakanakere, 2020). Rezultat aktivacije
TLR3 je aktivacija IRF3 transkripcionog faktora 1 sinteza IFN tipa 1 kao 1 hemokina zavisnih od
IFN-0, CCL5 1 IL-6. Ekspresija TLR3 je regulisana IFN tip I pozitivhom povratnom spregom,
Sto je izuzetno vazan mehanizam antivirusnog imunskog odgovora (Miettinen, Sareneva,
Julkunen, & Matikainen, 2001).

TLR3 je $iroko eksprimiran kod monocita, DC i NK ¢éelija (Sepehri et al., 2015). Za
mDC karakteristi¢no je prisustvo TLR3 u endozomima, dok je za makrofage i mastocite
pokazana TLR3 ekspresija kako u endozomima tako i na povrsini (Agier, Zelechowska,
Koztowska, & Brzezinska-Btaszczyk, 2016; Matsumoto, Oshiumi, & Seya, 2011; Soto et al.,
2020). Kod profesionalnih APC, DC, TLR3 je visoko eksprimiran, ali pDC, koje eksprimiraju
TLR7 19 i koje sekretuju visoke koli¢ine IFNa u odgovoru na prisustvo virusa ne eksprimiraju
TLR3 (Matsumoto et al., 2011). Sto se tkivne distribucije ti¢e, TLR3 ekspresija pokazuje nisku
tkivno zavisnu specificnost. Nizak nivo, ali konstitutivna ekspresija TLR3 je konstitutivno
eksprimiran ipokazana je 1 u neuronima, astrocitima i mikrogliji gde ucestvuje u odgovoru na
viruse koji uzrokuju encefalomijelitis (Means, 2011).
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Pored imunskih ¢elija, TLR3 se takode eksprimira u B-¢elijama pankreasa i adipocitima.
Ovo pokazuje da bi izmenjena ekspresija ili funkcija TLR3, pored uloge u imunskim
mehanizmima, mogla biti povezana sa homeostazom glukoze 1 metabolizmom lipida $to stavlja
ovaj receptor u centar paznje u patogenezi zapaljenskih bolesti asociranih sa gojaznoscu (Sepehri
etal., 2015).

1.2.6.3. TLR4

TLR4 je prvi TLR identifikovan kod ljudi. Kodiran je genom koji se nalazi na
hromozomu 9q32-33. Osnovni ligand TLR4 je endotoksin LPS, komponenta spoljasnje
membrane Gram-negativnih bakterija. LPS je izgraden od oligosaharida i acilovanih zasi¢enih
masnih kiselina (engl. Saturated fatty acid, SFA), koje i u slobodnoj formi predstavljaju jake
TLR4 agoniste.

Svoje bioloske aktivnosti TLR4 obavlja uz asistenciju idrugih pomo¢nih molekula-LPS
vezujuceg proteina (engl. Lypopolysacharide binding protein, LBP), CD14, i mijeloidnog faktora
diferencijacije 2 (engl. Myeloid differentiation factor 2, MD2). Ovi molekuli omogucavaju
prepoznavanje i odgovor TLR4 na prisustvo liganda (Kim & Sears, 2010).

LPS se u pocetku vezuje za LBP, koji promoviSe vezivanje LPS-a za molekul CD14.
Kada se LPS veze za CD14, LBP se sam disocira i LPS-CD14 kompleks se fizi¢ki povezuje sa
TLR4. Za aktivnost TLR4 u odgovoru na LPS, neophodna je interakcija ovog TLR sa MD-2 za
prepoznavanje LPS-a posredstvom njegovog vancelijskog domena. Pokazano je da su
TLR4/MD-2 kompleksi neophodni za odgovor na LPS, jer ni TLR4-deficijentni ni MD-2-
deficijentni miSevi ne reaguju na LPS (Patel, Buras, & Balasubramanyam, 2013). Iako CD14 nije
neophodan za prepoznavanje LPS-a i pokretanje odgovora, ovaj molekul ima vaznu ulogu jer
povecava senzitivnost TLR4/MD-2 kompleksa za LPS (Akashi et al., 2003). Pored egzogenih
PAMP-ova, TLR4 takode vezuje endogene molekule kao S$to su HSP60, HSP70,
S100A8/S100A9, HMGBI, fibrinogen 1 zasi¢ene masne kiseline (Kim & Sears, 2010; Rogero &
Calder, 2018).

Znacajna ekspresija TLR4 zabeleZena je u brojnim unutra$njim organima poput debelog
creva, pluca, jajnika 1 placente, sa vrlo visokom ekspresijom limfoidnom tkivu. Slezina, limfni
¢vorovi, tonzile 1 kostna srz odlikuju se visokom ekspresijom ovog TLR (Vaure & Liu, 2014).
Od ¢elija koje su uklju¢ene u mehanizme imunske odbrane, TLR4 ekspresija je zabeleZena kod
¢elija mijeloidnog porekla - DC, monociti i makrofagi (Rogero & Calder, 2018).

Aktivacija TLR4 ligandom pokrece sintezu proinflamatornih citokina, kao §to su TNF-a,
IL-1B, IL-6, IL-8 1 IL-1. Pored citokina, makrofagi oslobadaju Citav niz bioloSkih medijatora kao
odgovor na LPS, ukljucujuéi faktor aktivacije trombocita (engl. Platelet activation factor, PAF),
prostaglandine, enzime i reaktivne vrste kiseonika i azota, ¢ija je uloga inhibiranje rasta i Sirenja
patogena (Konner & Briining, 2011). TLR4 u kompleksu sa TLR6 1 receptorom CD86 stimuliSe
proinflamatorne aktivnosti makrofaga. Nakon vezivanja liganda, kao $to je oksidovani LDL
(oxLDL) ili amiloid-p, kompleks TLR4/TLR6 dovodi do NF-kB zavisne kaskade CXCLI,
CXCL2 i CCL9Y, preko MyD88 signalnog puta. Takode dolazi do produkcije CCL5 citokina
preko TICAMI signalnog puta (Estruch et al., 2013).
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1.2.6.4. TLR7

TLR7 zajedno sa TLR3, -8 i -9, ¢ini familiju intracelularnih senzora nukleinskih kiselina
patogena. Ova 4 TLR sacinjavaju grupu takovanih antiviralnih TLR. TLR7 je kodiran genom na
X hromozomu. Endozomalni je senzor jednolancane virusne RNK, a takode su njegovi ligandi i
analozi guanozina. Ovi ligandi dovode do indukcije Thl imunskog odgovora posredovanog IFN-
o, IL-6, IL-8 i IL-12 od stane DC i makrofaga koji usmeravaju Thl diferencijaciju (Rezaei &
Keshavarz-Fathi, 2019).

Ekspresija TLR7 je obicno specificna za celije koje imaju primarnu ulogu u
mehanizmima imunskog odgovora. Najvisi nivo ekspresije zabelezen je na endozomalnoj
membrani pDC. Takode se visoka ekspresija ovog TLR detektuje i kod B ¢elija, kako naivnim
tako 1 kod memorijskih, kao 1 u monocitima i makrofagima (Spiering & de Vries, 2021). Niski
nivoi TLR7 su takode primeéeni u neimunskim ¢elijama kao $to su hepatociti, epitelne celije 1
keratinociti (Petes, Odoardi, & Gee, 2017).

Nakon prepoznavanja liganda i aktivacije, TLR7 regrutuje univerzalni TLR adaptorski
protein MyD88, regrutuju se IRAK kinaze i TRAF6 Sto vodi aktivaciji NF-kB. TLR7/MyD88
osa dovodi do jakog IFN-a odgovora (Hornung, Barchet, Schlee, & Hartmann, 2008).

lako su TLR7 i TLR8 filogenetski i strukturno sli¢ni, pokazano je da ipak postoji
funkcionalna razlika izmedu ova dva TLR-a. Agonisti TLR7 1 TLRS8 se najpre razlikuju po
selektivnosti ciljnih ¢elija. Dodatno, ova dva TLR se razlikuju i po profilu indukcije citokina, Sto
pravi razliku od znacaja u efektorskom smislu. Aktivacija TLR7 primarno dovodi do odgovora
povezanog sa proizvodnjom IFN-a i [FN-regulisanih citokina. Sa druge strane, TLRS koji se je
ukljucen u proizvodnju proinflamatornih citokina i hemokina kao §to je TNF-a, IL-12 i MIP-1a
(Gorden et al., 2005). U pDC, TLR7 angaZovanje izaziva snaznu proizvodnju IFN tipa I i klju¢no
je za indukciju antivirusnog imunskog odgovora (Souyris et al., 2018). TLR7 je takode
esencijalna komponenta imunskog nadzora posredovanog antitelima na prisustvo endogenih
retrovirusa (Kassiotis & Stoye, 2016).

1.2.6.5. TLR9

Gen za TLRY nalazi se na hromozomu 3p21.3. Tako je TLRY u literaturi najcesce
navoden kao unutarcelijski receptor za prepoznavanje molekulskih struktura patogena, pokazano
je da se TLRY9 moze eksprimirati i na povrSini pojedinih imunskih ¢elija poput neutrofila, B
¢elija 1 eritrocita. lako funkcija ovih povrdinskih TLR9 nije u potpunosti ispitana, smatra se da
ovaj povrSinska forma ovog receptora funkcioniSe kao homodimer ili u koordinaciji sa
endozomalnim TLR9 kao heterodimerni receptor (Kou & Wang, 2023).

Osnovni ligandi TLR9 su nemetilovane sekvence citozin-guanin nukleotida (CpG)
fragmenata DNK bakterija, virusa i gljiva. CpG DNK sekvence su u DNK molekulu patogena
prisutne sa 20 puta ve¢om frekvencijom nego kod sisara (Takeshita et al., 2001). TLR9 se takode
aktivira 1 u prisustvu sintetickih oligonukleotida. Pristupi zasnovani na kori§¢enju agonista
novije generacije i TLR9 signalizacije potencijalno predstavjaju koristan pristup u terapiji
tumora, medutim TLRY ima jak imunomodulatorni efekat i stoga je njegova implementacija u
terapeutske protokole protiv agresivnih oboljenja zna¢ajno ograni¢ena (Takeshita et al., 2001).
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TLR9 je eksprimiran na razli¢itim tipovima ¢elija. TLR9 je konstitutivno eksprimiran na
profesionalnim APC, pDC i makrofagima, kao i na B ¢elijama (Kou & Wang, 2023). U kontekstu
zapaljenskih 1 autoimunskih bolesti, narocito je bitno pokretanje TLR9 signalne kaskade nakon
¢elijskog stresa ili oStecenja (Saber, Monir, Awad, Elsherbiny, & Zaki, 2022). Dostupni podaci
ukazuju na to da je funkcija TLR9 signalizacije specifi¢na u razli¢itim zapaljenskim stanjima u
zavisnosti od vrste stresa i tipa celije, jer su dobijeni nedosledni rezultati o ulozi ovog TLR u
studijama o razli¢itim patoloSkim stanjima poput zapaljenskih bolesti jetre (Hao, Zhong, Sun, &
Zhou, 2021), tumoru poput glioma (Fehri, Ennaifer, Bel Haj Rhouma, Ardhaoui, & Boubaker,
2023), i virusnim infekcijama poput HPV infekcije (Douzandeh-Mobarrez, Kariminik, Kazemi
Arababadi, & Kheirkhah, 2022).

Rezultat aktivacije TLR9 je produkcija IFN-o tipa I posredstvom aktivacije
transkripcionog faktora IRF-7 (Takeshita et al., 2001). Aktivacija TLR9 posebno je znacajna u
smislu diferencijacije T pomo¢nickih ¢elija (engl. T helper cells, Th) jer pomaze signalizaciju
koja usmerava Th ¢elije ka Thl liniji. Osnovni citokin Thl linije jeste IFNy, ¢ija signalizacija
stimuliSe pDC i vodi aktivaciji citotoksi¢nih T éelija (Eckmann, 2004). Takode, TLR9
signalizacija uéestvuje u aktivaciji DC i makrofaga koji proizvode proinflamatorne citokine, kao
§to su TNF-a, IL-6 i IL-12, i pojacavaju povrsinsku ekspresiju MHC klase II i kostimulatora
(Kumagai, Takeuchi, & Akira, 2008).

1.3.MIKRO RNK

Mikro RNK predstavljaju klasu visoko ocuvanih malih nekodiraju¢ih RNK prose¢ne
duzine 22 nukleotida. Biogeneza mikro RNK podrazumeva transkripciju iz DNK sekvenci u
primarne mikro RNK (pri-miRNK), obradu u prekursorske mikro RNK (pre-miRNK) i zrele
mikro RNK. Najpre se dugacki primarni transkripti pri-miRNK transkribuju iz DNK pomocu
RNK polimeraze II. Ove pri-miRNK se zatim obraduju od strane enzima zvanog Drosha i
njegovog partnera, proteina DGCRS8 (DiGeorge critical region 8 protein). Enzimskom obradom
nastaje pre-miRNK koja se odlikuje specificnom strukturom krace ukosnice. Pre-miRNK zatim
migrira u citoplazmu posredstvom eksportina preko nuklearnih pora. Enzimskom ativno$éu
proteina Dicera u citoplazmi od pre-miRNK nastaje dvolan¢ani RNK dupleks. Jedan lanac
dupleksa, poznat kao vode¢i lanac se usidrava sa proteinima iz Argonaut familije 1 ¢ini mikro
RNK-indukovani utiSavajuci kompleks (engl. microRNA-induced silencing complex, miRISC).
Ovaj kompleks olakSava vezivanje vodeceg lanca za ciljnu iRNK. Kompleks miRNK-RISC se
vezuje za 3' netransliraju¢i region (UTR) ciljnih iRNK komplementarnim sparivanjem baza.
Ovom interakcijom omogucava se ostvarivanje bioloske funkcije mikro RNK, odnosno supresija
ekspresije ciljnog gena putem degradacije iRNK ili translacione represije (Slika 6) (Joshi,
McLendon, Comer, & Gerthoffer, 2011; Medley, Panzade, & Zinovyeva, 2021).
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Slika 6. Osnovni principi bioloske aktivnosti mikro RNK. Preuzeto 1 modifikovano iz
Joshi et al., 2011.

Regulacija ekspresije gena klju¢nih za osnovne Celijske procese ukljucujuci proliferaciju
¢elija, diferencijaciju, apoptozu 1 zapaljenske procese nalazi se pod strogom regulacijom brojnih
mikro RNK (S.-C. Li et al., 2015). Kompleksna mreza medijatora mehanizama na nivou
urodenog imuniteta, medu kojima je 1 signalizacija sa TLR nalazi se pod kontrolom mikro RNK
(X. He, Jing, & Cheng, 2014). Mikro RNK reguliSu funkciju imunskih ¢elija kako u urodenom
tako 1 u adaptivnom imunitetu (Raisch, Darfeuille-Michaud, & Nguyen, 2013). Integrisana mreza
mikro RNK 1 osnovnih imunskih medijatora odreduju specifican imunski odgovor koji je osnova
za funkcionisanje u fizioloskim uslovima, kao i u razvoju razliCitih patoloSkih stanja poput
autoimunskih bolesti, hroni¢nih zapaljenskih stanja i tumora (Bayraktar, Bertilaccio, & Calin,
2019). Mikro RNK imaju brojne uloge u regulaciji imunskog odgovora zbog svog plejotropnog
dejstva na medijatore imunskih mehanizama, a smatra se da je potencijalni obim dejstva ovih
molekula u regulaciji imunskih odgovora daleko ve¢i nego $to je do danas otkriveno.

Pokazano je da se uloge mikro RNK razlikuju u zavisnosti od patoloSkog stanja. Na
primer, u tumoru u se mikro RNK mogu klasifikovati kao tumor supresori ili proonkogeni na
osnovu njihove ukljucenosti u razvoj tumora. Medutim, stimulacija ekspresije onkogena i
supresija gena supresora ciljnog tumora mogu biti rezultat poremecaja u ekspresiji mikro RNK.
Odredene mikro RNK mogu funkcionisati na dva nacina, pokazujuéi i proonkogenu i tumor
supresorsku aktivnost, u zavisnosti od mikrookruzenja tumora (99).
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1.3.1. miR-196a-2

Postoje tri gena koja kodiraju miR-196. Gen za miR-196a-1 lociran je na hromozomu 17
(17k21.32) na mestu izmedu HOXB9 i HOXBI10 gena, a gen miR-196a-2 se nalazi u regionu
izmedu HOXC10 i HOXC9 na hromozomu 12 (12k13.13). Gen za miR-196b nalazi se u visoko
evolutivno o¢uvanom regionu izmedu HOXA9 i HOXA10 gena, na hromozomu 7 (7p15.2) (C.
Chen, Zhang, Zhang, Weakley, & Yao, 2011). Smatra se da su meta delovanja miR-196 upravo
HOX geni koji su glavni faktori transkripcije sa klju¢nom ulogom u embriogenezi, organogenezi
1 tumorogenezi (S.-C. Li et al., 2015). Putem regulacije HOX proteina, miR-196 ima
potencijalnu ulogu u tumorima gde dolazi do disregulacije ekspresije HOX gena (Saito et al.,
2013).

miR-196a-2 je ukljucen u regulaciju razli¢itih aspekata imunskog odgovora i zapaljensku
reakciju Sto sugeriSe da bi izmenjena aktivnost miR-196a-2 mogla doprineti aberantnoj aktivaciji
imunskih ¢elija i razvoju autoimunskih patologija i tumora. NajSire je ispitivana njegova uloga u
malignoj transformaciji. Pokazano je da je jedna od meta dejstva miR-196a-2 aneksin-1, kljucni
apoptototski medijator, kao i p27KiP1, inhibitor ¢elijskog ciklusa, §to ga Cini potencijalnim
biomarkerom za brojne tumore (Ibrahim et al., 2019).

1.3.2. miR-146

Porodica miR-146 sastoji se od dva ¢lana, mikro RNK oznacene kao miR-146a 1 mikro
RNK oznacene miR-146b koje su kodirane genima na hromozomima 5 (5k33.3) 1 10 (10k24.32).
Medutim, iako se ove dve mikro RNK razlikuju samo u 2 nukleotida u 3' regionu, pokazano je da
se svaka od ove dve forme odlikuje specificnostima u vidu profila citokina uklju¢enih u
signalizaciju, kao 1 da svaka od njih moZe da ispoljava jedinstvene regulatorne funkcije (Labbaye
& Testa, 2012).

Aberantna ekspresija ili funkcija miR-146 doprinosi incidenci 1 progresiji razli€itih
imunoloskih zapaljenskim bolesti. miR-146a je jedan od negativnih post-transkripcionih
regulatora signalne transdukcije posredovane TLR signalizacijom u imunskim ¢elijama (Olivieri
et al., 2021). Uloga miR-146a u regulaciji brojnih aspekata patoloSkih poremecaja je generalno
daleko viSe istrazena u poredenju sa ulogama ostalih mikro RNK. Zbog pojedinacnih
specificnosti kao §to su polimorfizmi gena i1 prirode samih oboljenja, ekspresija i regulatorna
funkcija miR-146 se razlikuju, a raznolik obrazac ekspresije primecuje se u razli¢itim
poremecajima. miR-146a vrSi regulatornu ulogu u zapaljenskom odgovoru dejstvom na
diferencijaciju 1 funkcionisanje celija koje su inicijatori 1 posrednici kako urodenog tako 1
adaptivnog imunskog odgovora (Olivieri et al., 2021).

miR-146a je jedna od najpoznatijih mikro RNK uklju¢enih u regulaciju imunskog
odgovora i odrzavanje homeostaze. Ima regulatornu ulogu u limfocitima i DC (Testa, Pelosi,
Castelli, & Labbaye, 2017). Sto se ti¢e ekspresije u T limfocitima, miR-146a se retko eksprimira
u naivnim T ¢elijama, dok je povecana ekspresija registrovana u memorijskim T c¢elijama,
narocito nakon stimulacije (Labbaye & Testa, 2012). MiR-146a je prvo identifikovana kao mikro
RNK koja je upregulisana kao odgovor na razli¢ite proinflamatorne stimuluse kao sto su IL-1 1
TNF-a (Taganov, Boldin, Chang, & Baltimore, 2006). Takode je pokazano da miR-146a imaju
kljucnu ulogu 1 u procesu starenja izazvanim stresom (Olivieri et al., 2021). Pokazano je da
nedostatak ekspresije miR-146a dovodi do reakcije makrofaga na LPS i dovodi do znacajno
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snaznijeg zapaljenskog odgovora koji se ogleda u povec¢anoj produkciji TNF-a, IL-6 1 IL-12. Za
razliku od efekta koji ima na makrofage, za monocite je prijavljeno da povecana ekspresija miR-
146a zapravo ima suprotne efekte gde dovodi do smanjenja zapaljenskog odgovora (Duroux-
Richard, Robin, Peillex, & Apparailly, 2019).

miR-146 je i regulator B ¢elijskog humoralnog imunskog odgovora budu¢i da je visoko
eksprimirana u T folikularnim ¢elijama (Tth) 1 germinativnim centrima folikula. miR-146a cilja
ICOS, koji je kritican regulator aktivacije i diferencijacije B c¢elija. miR-146a 1 miR-146b
zajedno koordiniSu aktivnost folikula, obezbeduju¢i adekvatan humoralni imunski odgovor bez
pokretanja nezeljene autoimunske reakcije. Pokazano je da izmenjena funkcija miR-146a u B
limfocitima vodi proizvodnji autoantitela visokog afiniteta i povecane incidence autoimunosti
(Cho et al., 2018). Jedna od najvaznijuh uloga, karakteristicna i za miR-146a i za miR-146b jeste
negativna regulacija NF-kB signalnog puta (Paterson & Kriegel, 2017).

Poseban aspekt razli¢itih molekularnih mehanizama miR-146a u osnovnoj imunskoj
signalizaciji koji su vazni za odrzavanje homeostaze je njegova povezanost sa regulatornim T
limfocitima (Treg). miR-146a je neophodna za kontrolu IFNy posredovanog Thl odgovora od
strane Treg Ccelija. Regulacija STATI, klju¢nog transkripcionog faktora potrebnog za
diferencijaciju Thl efektorskih ¢elija, posredovana miR-146a je neophodna za funkciju Treg u
supresiji Thl odgovora (Lu et al., 2010). Prekid imunoloske tolerance koji je rezultat
poremecene funkcije Treg-a i diferencijalna ekspresija miR-146a u Th1-Th2 ¢elijama ukazuju na
to da je miR-146a vazan modulator autoimunskih procesa (Labbaye & Testa, 2012). Odredeni
optimalni opseg aktivacije STAT1 od strane miR-146a je vazan za Treg-posredovanu kontrolu
Thl odgovora, buduéi da i nedostatak STAT1 i povecana aktivacija STAT1 u Treg celijama
dovode do poremecaja imunoloske tolerance posredovane ovim ¢elijama (Lu et al., 2010).

1.3.3. miR-155

Za adekvatnu reakciju imunskog sistema naophodan je brz i svrsishodan imunski
odgovor posredovan indukcijom transkripcije imunomodulatornih i1 efektorskih gena. Ekspresija
miR-155 u monocitima, makrofagima i DC je inducibilna u odgovoru na proinflamatorne
citokinske signale (O’Connell, Taganov, Boldin, Cheng, & Baltimore, 2007). Diferencijacija,
proliferacija 1 preZivljavanje kako ovih mijeloidnih ¢elija, tako i biogeneza krvnih ¢elija fino je
regulisana od strane ove mikro RNK (Kagele & O’Connell, 2015). Osnovni princip regulacije od
strane miR-155 podrazumeva kontrolu inhibitora faktora koji stimuliSu prezivljavanje
hematopoetskih ¢elija. Mete delovanja miR-155 su tri osnovna puta signalne transdukcije — Akt,
NF-kB 1 IFN tip 1. Aktivacijom SHIP-1 proteina koji deluje na PI3K, miR-155 inhibira Akt
signalni put ¢ija je glavna uloga stimulacija proliferacije Celija. miR-155 reguliSe 1 NF-kB
signalizaciju 1 proinflamatorni put zavisan od MyDS88, kao 1 signalne puteve IFN Tip 1
posredstvom uticaja na supresor citokinske signalizacije 1 (engl. Supressor of cytokine signalling
1, SOCS1) (Kagele & O’Connell, 2015).

Interakcija miR-146 1 miR-155 u NF-kB signalizaciji reguliSe intenzitet i trajanje
zapaljenskog procesa gde miR-155 deluje kao pozitivan regulator, dok miR-146a deluje kao
negativan regulator. Ova kontrola zapaljenskog procesa ukljucuje aktiviranje IKK signalozoma,
formiranje pozitivne povratne sprege i inhibiranje aktivnosti NF-kB, §to dovodi do rezolucije
zapaljenskog procesa (Mahesh & Biswas, 2019).

24



1.4.Retinoidni X receptor

Retinoidni X receptor (RXR) pripada superfamiliji nuklearnih receptora (NR),
transkripcionih faktora ¢ija aktivacija zavisi od vezivanja liganada. Pored RXR, u grupu NR koju
¢ini 48 Clanova, spadaju i1 receptor za vitamin D (engl. Vitamin D receptor, VDR), receptor
retinoi¢ne kiseline (engl. Retinoic acid receptor, RAR), receptor za tiroidne hormone (engl.
Tyroid receptor, TR), estrogene (engl. Estrogen receptor, ER) i glukokortikoide (engl.
Glukocorticoid receptor, GR) (le Maire, Teyssier, Balaguer, Bourguet, & Germain, 2019).

Postoje tri izoforme RXR — RXRa (NR2B1), RXRB (NR2B2) i RXRy (NR2B3),
kodirane razli¢itim genima (9k34.3, 6p21.1-3 i 1k22-23). Funkcije ove tri izoforme se preklapaju
u odredenom opsegu (Krezel, Riihl, & de Lera, 2019). Svaka od izoformi odlikuje se specifi¢nim
obrascem ekspresije u razli¢itim tkivima, ali je najmanje jedna izoforma RXR eksprimirana u
svakom tipu ljudskog tkiva (B. Li, Cai, & Boyer, 2021). Postoje Cetiri subtipa RXRa izoforme,
pri cemu je RXRal glavni izotip u vecini tkiva, a RXRoa2 i RXRa3 su specificni samo za tkivo
testisa (S. Sharma et al., 2022). Siroka zastupljenost ovih NR ukazuje na to da su RXR verovatno
ukljuceni u koordinaciju fundamentalnih fizioloskih procesa u razli¢itim organskim sistemima i
da je signalizacija sa RXR deo mreze brojnih interakcija i signalizacija drugih NR.

1.4.1. Grada retinoidnog X receptora

Kao 1 ostali ¢lanovi porodice nuklearnih receptora, i RXR se odlikuje modularnom
strukturom. Izgraden je od nekoliko domena od kojih svaki obavlja specificnu funkciju.
Osnovnu strukturu RXR ¢ine tri domena: N-terminalni aktivacioni domen (engl. Activation
functions, AF), centralni DNK-vezuju¢i domen (engl. DNK-binding domain, DBD) 1 C-
terminalni domen za vezivanje liganda (engl. Ligand binding pocket, LBD) (Hiebl, Ladurner,
Latkolik, & Dirsch, 2018; S. Sharma et al., 2022). RXR ima dva aktivaciona domena c¢ija
aktivnost se razlikuje u zavisnosti od toga da li je za sprovodenje signala neophodno vezivanje
liganda. AF-1 je ligand-nezavisni domen koji posreduju u modulaciji ekspresije gena od interesa
(Wiarnmark, Treuter, Wright, & Gustafsson, 2003). DBD je visoko oc¢uvan DNK vezujuéi region
koji stupa u interakciju sa specificnim DNK sekvencama (engl. Retinoic acid response elements,
RARE) i posreduje u dimerizaciji receptora. Izmedu DBD i LBD domena nalazi se i region Sarke
koji posreduje u komunikaciji izmedu ova dva domena i omogucava fleksibilnost LBD regionu
(le Maire et al., 2019).U okviru C terminalnog dela LBD nalazi se AF-2 domen ¢ija je funkcija
zavisna od liganda. Ovaj deo RXR-a reguliSe aktivaciju transkripcije ciljnih gena posredstvom
interakcije koaktivatora (CoA) ili korepresora (CoR) sa AF-2 sekvencom. LBD posreduje u
interakciji sa LBD domenima drugih nuklearnih receptora (Hiebl et al., 2018; S. Sharma et al.,
2022).

1.4.2. Signalizacija retinoidnog X receptora

RXR ispoljava svoju biolosku aktivnost vezivanjem za specificne sekvence DNK u
promotoru ciljnih gena (B. Li et al., 2021). Jedinstvenost ovog NR 1 kompleksnost njegove
signalizacije proizilazi iz raznovrsne prirode aktivacije ovog receptora. RXR moze da ispoljava
bioloSku aktivnost kao aktivni ili pasivni ¢lan heterodimernog kompleksa, u zavisnosti od toga
da li ga njegov ligand ili ligand njegovog heterodimernog partnera aktivira.
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RXR stvaraju komplekse dimera sa hormonskim receptorima kao §to su TR, VDR 1 RAR;
metaboliti ili receptori lekova kao S$to su receptori aktivirani proliferatorom peroksizoma (engl.
Peroxisome proliferator-activated receptor, PPAR), X receptor jetre (engl. Liver X receptor,
LXR) i farnesoidni X receptor (FXR) (Tabela 2.) (Krgzel et al., 2019). Takode, ovaj specifi¢ni
receptor funkcionise i kao homodimer i deluje samostalno (Evans & Mangelsdorf, 2014).

Tabela 2. Nuklearni receptori koji stupaju u heterodimerizacioni kompleks sa RXR.

Nuklearni receptor Ligand
Receptor za retinoi¢nu kiselinu a RARG.
Receptor za retinoi¢nu kiselinu f RARB | All-trans retinoi¢na kiselina
Receptor za retinoi¢nu kiselinu vy RARYy
Farnesoidni X receptor FXR Ei(s)i:rllﬁl; deoksiholna
a X receptor jetre LXRa

Oksisteroli

B X receptor jetre LXRp
Receptor za vitamin D VDR Kalcitriol
Tiroidni hormonski receptor a TRa
Tiroidni hormonski receptor f3 TRP Trijodotironin (T3)

Receptor aktiviran proliferatorom peroksizoma o | PPARa | Arahidonska kiselina

Receptor aktiviran proliferatorom peroksizoma /6 | PPARB/S | Linolna kiselina

Receptor aktiviran proliferatorom peroksizoma vy PPARYy o
Masne kiseline

Receptor aktiviran proliferatorom peroksizoma o PPARS | Prostaglandin J2 (PGJ2)

RXR se vezuje za specificne sekvence DNK koje se zovu elementi odgovora (engl. Response
element, RE) i najeS¢e heterodimerizuje sa nekim od nuklearnih receptora-partnera. U
bazalnom stanju je ekspresija gena od interesa potisnuta jer su korepresori vezani za kompleks
heterodimera RXR/NR. Transkripciona regulacija od strane NR zahteva aktivnost
intermedijernih faktora, koji se nazivaju koregulatori. Nakon prepoznavanja liganda od strane
samog RXR-a ili vezivanja liganda njegovog heterodimerizacionog partnera, dolazi do
konformacione promene 1 aktivacije koregulatorskih proteinskih kompleksa. Aktivacija
koaktivatora dovodi do remodelovanja hromatina i enzimske modifikacije histonskih repova.
Kao posledica toga, kondenzovano transkripciono neaktivno stanje se transformise u aktivirano
dostupno stanje, S§to na kraju dovodi do transkripcije gena (Slika 7) (Hiebl et al., 2018;
Wairnmark et al., 2003).
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Slika 7. Mehanizam dejstva nuklearnih receptora. Preuzeto i modifikovano iz Hieblet al.,
2018.

Aktivnost homo/heterodimernih RXR utic¢e na ekspresiju nekoliko gena esencijalnih za
osnovne fizioloske procese kao $to su Celijski razvoj, diferencijacija i proliferacija (Haussler et
al., 2013). Aberantna signalizacija o izoforme RXR ima znacajne efekte na razliCite Celijske
funkecije, ukljucuju¢i metabolicke procese i homeostazu (de Almeida & Conda-Sheridan, 2019).

RXRa, zajedno sa brojnim nuklearnim receptorima, posreduje u ekspresiji viSe gena
ukljucenih u inicijaciju, regulaciju i perpetuaciju zapaljenskog procesa (Nuiez et al., 2010). Iako
ne postoji mnogo podataka o ispitivanju ovog NR, u naucnoj literaturi dostupni su rezultati koji
potvrduju njegovu aktivnost pretezno u autoimunskim i zapaljenskim bolestima. Eksperiment na
animalnom modelu sepse pokazao je da izmenjena RXRa signalizacija uti¢e na regrutovanje
proinflamatornih medijatora na mesto infekcije (Nuiez et al., 2010). RXR su takode ukljuceni u
uklanjanje apoptotskih ¢elija i aktivaciju proinflamatornih makrofaga u sistemskom eritemskom
lupusu (engl. Systemic lupus erithematosus, SLE) (Rdszer, Menéndez-Gutiérrez, Cedenilla, &
Ricote, 2013). Uloga ovog receptora ispitivana je i u dijabetesu, gde je pokazano da je ukljucen u
regulaciju transkripcije gena povezanih sa razvojem adipocita, metabolizmom masti 1 insulina 1
inflamatornim putem posredovanim NF-kB (Pan, Guleria, Zhu, & Baker, 2014). Aberantna RXR
signalizacija takode utice na neuroinflamatorne mreze 1 povezana je sa brojnim neuropatoloskim
bolestima, uklju¢uju¢i multiplu sklerozu, Alchajmerovu bolest i Parkinsonovu bolest (S. Sharma
et al., 2022). Nedavna istrazivanja ispitivala su 1 ulogu RXR u malignoj transformaciji, gde je
pokazano da polimorfizmi nukleotidne sekvence (engl. Single nucletide polymorphism, SNP) u
genu RXRa mogu igrati znacajnu ulogu u nastanku nekoliko maligniteta (Mostowska, Sajdak,
Pawlik, Lianeri, & Jagodzinski, 2016).
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1.5.GENETIKA | OSTEOARTRITIS

Molekularno-geneticka istrazivanja multifaktorijalnih ljudskih bolesti pruzaju nam uvid u
fundamentalne aspekte patoloskih mehanizama bolesti, identifikujuc¢i gene od interesa Cija bi
modifikacija mogla da predstavlja osnov bioloskih terapija u buduénosti. Mapiranje alela
pojedinacnih varijanti gena kod kontrolnih ispitanika i obolelih od bolesti od interesa predstavlja
osnovu studija koje proucavaju geneticku pozadinu patoloskih stanja (engl. Genome wide
asssociations tudies, GWAS) (Aubourg, Rice, Bruce-Wootton, & Loughlin, 2022). GWAS daje
uvid u geneticke CcCinioce koji koreliraju 1 pokazuju statisticki znacajnu povezanost sa
karakteristikama bolesti kod razli¢itih populacija. Rezultati GWAS-a imaju veoma vaznu
primenu u zaklju€ivanju potencijalnih uzro€no-posledi¢nih veza izmedu faktora rizika i
nastanka, ali 1 progresije i ishoda bolesti. Kombinovanje podataka GWAS-a sa drugim tipovima
podataka, kao Sto su ekspresija gena 1 epigenetski podaci, moZe pruziti sveobuhvatnije
razumevanje mehanizama bolesti. Poseban interes GWAS u buducnosti nosi procena
predvidanja rizika za pojavu odredenog oboljenja koja su generalno izazov za klini¢are. Najcesce
proucavane genetske varijante u GWAS su SNP (Uffelmann et al., 2021). Naravno, definisanje
genetskih okvira multifaktorijalni bolesti veoma je zahtevno zbog interakcije brojnih genetskih 1
epigenetskih mehanizama koji definiSu predispoziciju, ali i mehanizme progresije, a samim tim i
ishod patoloskih procesa.

Pokazano je da genetika igra ulogu u povecéanju rizika za nastanak OA, ali OA sam po
sebi kao oboljenje nije nasledan. Od OA moze da oboli viSe ¢lanova iste porodice, ali bolest
moze zahvatiti razli¢ite zglobove Clanova iste porodice. Takode, tok bolesti u smislu progresije
bolesti se obi¢no razlikuje medu ¢lanovima iste porodice, kao 1 vreme javljanja prvih simptoma.
Ne postoji jedan specifiCan izdvojen gen koji povecava rizik od razvoja OA, ve¢ brojni geni
zajedno sa raznovrsnim faktorima kao §to su gojaznost, povrede i hormonski status doprinose
nastanku 1 progresiji OA.

OA je klasi¢an primer poligenskog oboljenja u €ijim patoloSkim mehanizmima doprinos
daju pojedinacni aleli rizika koji zasebno ostvaruju neznatan uticaj na razvoj oboljenja (Aubourg
et al., 2022). Istrazivanja sugeriSu da nekoliko grupa gena mozZe povecati rizik od razvoja OA.
Najve¢i broj gena povezan je sa miSiéno-skeletnim procesima, kao $to su formiranje i
diferencijacija hondrocita, ukljucuju¢i gene koji kodiraju strukturne proteine vancelijskog
matriksa hrskavice i ucestvuju u metabolizmu tkiva hrskavice. GDF5 gen je klju¢an za
hondrogenezu, proliferaciju hondrocita i rast kostiju. PTHLH reguliSe diferencijaciju hondrocita
1 endohondralnu osifikaciju. RUNX2 je klju¢ni regulator transkripcije ukljuc¢en u endohondralnu
osifikaciju 1 diferencijaciju osteoblasta. SMAD3 je uklju¢en u proliferaciju hondrocita,
diferencijaciju i mineralizaciju matriksa. CHST11 kodira enzim koji prenosi sulfatne grupe na
hondroitin, formiraju¢i glikoprotein agrekan hrskavice. TP63 je klju¢an za diferencijaciju Celija i
odrzavanje mati¢nih celija. Takode su i geni koji su ukljuceni u razvoj i diferencijaciju
osteoblasta 1 geni za mineralnu gustinu kostiju dovedeni u vezu sa OA. Brojne varijante ovih
gena su takode povezane sa drugim karakteristikama skeleta poput varijanti gena DOT1L koje su
povezane sa suzenjem zglobnog prostora (Slika 8) (Reynard & Loughlin, 2013; Yucesoy,
Charles, Baker, & Burchfiel, 2015). Dokazana je i veza izmedu zapaljenskog procesa i patoloske
mineralizacije u OA, gde klju¢nu ulogu ima LEF1. Odsustvo LEF1 smanjuje proinflamatornu
NF-kB signalizaciju, predstavlja zastitni faktor od ektopi¢ne mineralizacije i promoviSe
hondrogenezu 1 sintezu vancelijskog matriksa (Knights, Redding, & Maerz, 2023).

28



Regulacija transkripcije
DOT1L, MYO6, PBRM1,
PTHLH, RUNX2, SMADS3,
SUPT3H, TP63, TRIM32

ROVUK

,,,,,,,,,,

Metabolicki procesi
hijaluronana i glikana
CHST11
ITIH1

ITIH3
ITIH4

Bioloski procesi

Razvoj i diferencijacija osteoblasta
PTHLH, RUNX2, SMAD3

i o—c

Razvoj i diferencijacijé\
hondrocita \

iuceni CHST11
ukljuceniu " cors
patogenezu oteoartritisa PTHLH
S = = RUNX2

Razvoj ¥
skeleta i X 7 ' Proliferacija i diferencijacija celija
morfogeneza | L\ /5 Regulacija apoptoze CHST11, GNL3, PTHLH, RUNX2, SMAD3, TP63
ggfg }u I BCAP29, CHST11, GDFS5, @<L g

MCF2L, SMAD3, TP63
FTt (_';: ° @ <: @ A (G]
/'GADYO% (] »:® Q0 @ = @
PTHLH 3 o _-®
RUNX2 ¢ @ @7 °
SMAD3 .S @ ®
P63 oo =78

Slika 8. Shematski prikaz gena koji su povezani sa predispozicijom za razvoj OA.
Preuzeto 1 modifikovano iz Reynard & Loughlin, 2013.

Transkripcioni faktori kao Sto su KLF2 i KLF4 reguliSu ekspresiju gena u cilju kontrole
zapaljenske reakcije 1 posledi€nih procesa. Ovi transkripcioni faktori reguliSu osnovne gene
ukljucene u metabolizam hrskavice i vancelijskog matriksa poput SOX9 i COL2A1. Supresijom
inflamatornih 1 katabolickih gena iNOS, IL-6 1 MMP13, KLF2 1 KLF4 stite tkiva konstituenata
zgloba od nekontrolisane upale 1 degradacije vancelijskog matriksa (Knights et al., 2023).

Mnoge GWAS su pokazale povezanost varijacija gena koji kodiraju TLR 1 mikro RNK sa
modifikacijama citokinskih profila, kao 1 sa pojavom, progresijom i ishodom bolesti povezanih
sa zapaljenskim procesom. Nedavne studije pokazuju da polimorfizmi u genima koji su usko
povezani sa zapaljenskom reakcijom mogu imati ulogu u nastanku patoloSkih stanja koja
karakteriSe hroni¢na upala, ukljucujuéi izmedu ostalih bolesti i OA. Pored toga, pokazno je i da
RXR reguliSe zapaljenski proces (Nufiez et al., 2010), a takode je uklju¢en u metabolizam
kalcijuma 1 kostiju, $to ga usko povezuje sa oboljenjima zglobnog aparata (Ma et al., 2018).

Kod monogenskih bolesti genetske varijacije mogu uticati na fenotip posredstvom dva
glavna mehanizma: direktnim menjanjem proteina putem promena DNK koda i menjanjem
regulacije ekspresije gena. Medutim, veéina genskih varijanti povezanih sa OA koji je
kompleksno poligensko oboljenje se nalazi u nekodiraju¢im oblastima genoma, dok se manje od
10% varijanti gena povezanih sa OA nalazi u regionu koji kodira protein (Slika 9) (Aubourg et
al., 2022).
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Slika 9. Genomske lokacije varijanti gena koje su dovedene u vezu sa OA. Preuzeto i
modifikovano iz Aubourg et al., 2021.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Na osnovu pregleda literature postavljene su sledece hipoteze:

1.

Postoje razlike u ucestalosti genotipova ispitivanih varijanti u genima za TLR, njihove
regulatorne mikro RNK i RXRa kod kontrolnih ispitanika i ispitanika sa osteoartritisom.

Odredeni genotipovi ispitivanih varijanti u genima za TLR, njihove regulatorne mikro
RNK i RXRa mogu biti u vezi sa etioloskim faktorima, polom, godinama, indeksom
telesne mase, menopauzom i pusenjem.

Odredeni genotipovi ispitivanih varijanti u genima za TLR, njihove regulatorne mikro
RNK i RXRa su u vezi sa klinicko-patoloskim parametrima relevantnim za osteoartritis.

Odredeni genotipovi ispitivanih varijanti u genima za TLR, njihove regulatorne mikro

RNK 1 RXRa mogu predstavljati faktor rizika (ili imati protektivnu ulogu) u patogenezi
osteoartritisa.
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Za ispitivanje hipoteza postavljeni su sledeci ciljevi istrazivanja :

1. Ispitivanje povezanosti varijanti gena za TLR2 (rs5743708), TLR3 (rs3775291; rs5743312),
TLR4 (rs4986790; rs4986791), TLR7 (rs3853839), TLR9 (rs187084), mikro RNK koje
kontrolisu signalizaciju sa navedenih TLR-a (miR-196a-2 (rs11614913), miR-146a (rs2910164),
miR-155 (rs767649) i RXRa (rs3118523; rs7864987) sa demografskim, etioloskim i klinicko-
patoloskim karakteristikama ispitanika sa osteoartritisom.

2. Ispitivanje ucestalosti genotipova varijanti gena za TLR2 (rs5743708), TLR3 (rs3775291;
1s5743312), TLR4 (rs4986790; rs4986791), TLR7 (rs3853839), TLRY (rs187084), mikro RNK
koje su uklju¢ene u regulaciju signalizacije sa navedenih TLR-a (miR-196a-2 (rs11614913),
miR-146a (rs2910164), miR-155 (rs767649) i RXRa (rs3118523; rs7864987) kod ispitanika sa
osteoartritisom, kao i kod ispitanika kontrolne grupe.

3. Ispitivanje povezanosti varijanti gena za TLR2 (rs5743708), TLR3 (rs3775291; rs5743312),
TLR4 (rs4986790; rs4986791), TLR7 (rs3853839), TLRY (rs187084), TLR regulatornih mikro
RNK (miR-196a-2 (rs11614913), miR-146a (rs2910164), miR-155 (rs767649) i RXRa
(rs3118523; rs7864987) sa rizikom za razvoj osteoartritisa.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1.ETICKE SMERNICE

Za sprovodenje studije dobijeno je odobrenje Etickog komiteta Vojnomedicinske
akademije u Beogradu, Srbija (br. 4/4/23). Studija je sprovedena u skladu sa Helsinskom
deklaracijom i njenim kasnijim izmenama. Svi ispitanici dali su pristanak u pisanoj formi za
ucesce u studiji.

3.2.STUDIJSKA POPULACIJA

U studiju je bilo uklju¢eno 95 pacijenta sa radiografski potvrdenom dijagnozom
primarnog osteoartritisa koji su operativno le¢eni na Klinici za ortopediju i traumatologiju VMA,
Beograd, u periodu od 2015. do 2018. godine. Pacijenti su postoperativno praceni na Klinici za
ortopediju VMA. Podaci o demografskim i etioloskim parametrima su prikupljani prilikom
poseta anketiranjem od strane ordinirajuc¢eg lekara, koji je takode vrSio klinicku evaluaciju 1
belezio podatke o klini¢ko-patoloSkim parametrima od znacaja za sprovodenje studije.
Relevantni klini¢ki 1 patoloski parametri koji se smatraju faktorima koji doprinose nastanku 1
razvoju osteoartritisa obuhvacéeni su ovom studijom su: fizicka fizicku aktivnost, istorija istoriju
povreda, porodi¢na porodi¢nu anamneza, rana pojava OA i oticanje zglobova. Kod ispitanika
zenskog pola prikupljani su 1 podaci o menopauzi odnosno ranom ulasku u menopauzu.

Iz studije su iskljuceni pacijenti kojima je dijagnostikovan sekundarni OA nastao usled
traume, operacije, urodenih malformacija, hormonskih/metabolickih poremecaja, infekcija, gihta
1 reumatoidnog artritisa. Takode su iz studije iskljuceni pacijenti sa istorijom maligniteta.

Kontrolnu grupu ¢inilo je 104 zdravih osoba odgovarajuce polne i starosne distribucije.
Kriterijumi za iskljucenje iz kontrolne grupe studije bili su klinic¢ki znaci OA 1ili druge sistemske
zapaljenske bolesti, kao 1 anamneza maligniteta. Svi u€esnici studije su bili poreklom sa teritorije
Republike Srbije.

3.3.1ZOLACIJA DNK

Izolacija DNK 1 geneticka analiza je uradena u Odeljenju za molekularnu genetiku
Instituta za medicinska istrazivanja VMA.

Uzorci periferne krvi pacijenata sa OA 1 ispitanika kontrolne grupe sakupljeni su u
epruvete sa antikoagulansom natrijum-citratom i skladiSteni u zamrzivacu na -20 °C. Genomska
DNK za analizu genotipa je izolovana iz prikupljenih uzoraka koris¢enjem Extract Me Blood
Kita za izolaciju genomske DNK iz zamrznutih uzoraka periferne krvi prema uputstvima
proizvodaca (Blirt, Gdanjsk, Poljska).

Najpre je sprovedena priprema uzoraka koji su bili zamrznuti. Nakon odmrzavanja na
sobnoj temperaturi u trajanju od dva sata, uzorci krvi u epruvetama su promeSani meSanjem gore
dole, a zatim se pristupilo radu. Svi reagensi neophodni za rad obezebedeni su u kitu.

Prema protokolu proizvodaca, u obelezenu sterilnu ependorficu je najpre dodato 200 pL
periferne krvi. U narednom koraku sipano je 10 puL Proteinaze K i 200 pL Sol QB pufera u svaki
uzorak. Uzorak sa dodatim supstratima je vorteksovan i inkubiran na 70 °C u trajanju od 10
minuta. Nakon isteka perioda inkubacije, dodato je 200 pL 96-100% etanola (Zorka Pharm,
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Srbija), nakon cega je svaki pojedinacni uzorak vorteksovan. Dobijeni lizati su prebaceni u
prethodno pripremljene obelezene radne kolonice sa kolekcionom tubom, nakon c¢ega su
centrifugirani pri brzini od 11000 x g u trajanju od 1 minut na sobnoj temperaturi. U narednom
koraku u radnu kolonicu je dodato 500 pL Pufera za ispiranje broj 1, nakon cega je usledilo
centrifugiranje pri brzini od 11000 x g u trajanju od 1 minut na sobnoj temperaturi. Sakupljena
te¢nost u kolekcionim tubicama radne kolonice je odbacena, a potom je kolonica vrac¢ena na istu
kolekcionu tubicu. Na kolonicu je dodato 500 uL Pufera za ispiranje broj 2, nakon cega je sledilo
centrifugiranje pri brzini od 11000 x g u trajanju od 1 minut na sobnoj temperaturi. Sakupljena
teCnost u kolekcionim tubicama je odbacena, a potom je kolonica vrac¢ena na istu kolekcionu
tubicu. U narednom koraku, uzorak je jo§ jednom centrifugiran u cilju uklanjanja zaostataka
Pufera za ispiranje broj 2 iz prethodnog koraka. Kolonica je potom izvadena iz kolekcione tube 1
stavljena u obelezenu sterilnu ependorficu od 1,5 mL. Na svaku kolonicu je naneSeno 50 pL
Pufera za eluciju. Nakon inkubacije sa elucionim puferom na sobnoj temperaturi u trajanju od 2
minuta prema uputstvu proizvodaca, uzorci su centrifugirani pri brzini od 11000 x g u trajanju od
1 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon centrifugiranja, iskoriS§¢ena kolonica je odbacena, a
eluat, odnosno genomska DNK u zapremini od 50 pL je izdvojena na dnu ependorfice.

Nakon izolacije, pristupilo se proveri kvaliteta, koncentracije i ¢isto¢e dobijene genomske
DNK. Potom je genomska DNK izolovana iz uzoraka periferne krvi ispitanika koji ucestvuju u
studiji ¢uvana na -20 °C do planirane geneticke analize.

3.4.PROVERA KVALITETAIZOLOVANE DNK

Pre izvodenja PCR reakcije sprovodi se provera kvaliteta izolovane DNK. Kvalitet
izolovane DNK je proveren horizontalnom elektroforezom na 2% agaroznom gelu koriS¢enjem
sistema Electrophoresis Power Supply EPS 3500 XL (Pharmacia Bitech, Sweden). Priprema
agaroznog gela podrazumeva najpre pripremu pufera u kojem ¢e se elektroforeza odvijati. Puferi
za elektroforezu se prave kao koncentrovani rastvori koji se cuvaju na sobnoj temperaturi 1
koriste za pravljenje razblaZenja. Elektroforeza na agaroznom gelu odigrava se u puferu Tris-
Borna kiselina - EDTA (engl Tris-Boric acid-EDTA, TBE). Priprema 10 x TBE pufera
podrazumeva rastvaranje 54 g suve supstance TRIS (Serva, Nemacka), 27,5 g suve supstance
borne kiseline (Fisher Scientific, Belgija) 1 2,934 g EDTA (Serva, Nemacka) u 500 mL
destilovane vode. Za voznju agaroznog gela u cilju provere kvaliteta izolovane DNK koriS¢en je
0,5 x TBE pufer koji je dobijen razblaZzenjem Stoka 10 x TBE pufera (25 mL 10 x TBE pufera u
500 mL destilovane vode).

Dvopostotni agarozni gel dobijen je rastvaranjem 0,6 g agaroze u ¢vrstom stanju (Serva,
Nemacka) u 30 mL 0,5 x TBE pufera. Rastvor je zagrevan na temperaturi viSoj od 200 °C uz
konstantno meSanje upotrebom magnetne mesalice, radi postizanja potpunog rastvaranja
supstance. Nakon hladenja pod mlazom vode do temperature od 50 °C - 60 °C, u te€an rastvor je
dodato 1,5 pL etidijum bromida (Merck, Nemacka), i odmah zatim je rastvor sipan u prethodno
pripremljene kadice za elektroforezu. U kadice za elektroforezu postavljeni su tzv. cesljevi koji
sluze za pravljenje bunarica u gelu u koje se nanose uzorci. Gel je izliven u kadice za
elektroforezu i1 ostavljen da polimeriSe. Nakon hladenja rastvora u kadicama za elektroforezu 1
polimerizacije, na mestu zubaca ceSljeva formirani su bunari¢i za nalivanje uzoraka. U svaki
bunari¢ na gelu naliveno je 5 pL genomske DNK sa 2 pL boje. Boja koja se meSa sa uzorkom
dobija se meSanjem fikola (20%) i smesom dve boje (brom-fenol plavo 0,25% 1 ksilen-cijanol
0,25%) 1 sluzi za povecanje gustine uzorka, kao 1 za pracenje kretanja uzorka tokom
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elektroforeze. Elektroforeza se odvijala pri naponu od 80V i jacini struje od 35 - 40 mA u
vremenskom periodu od 30 minuta.

Za vizualizaciju i analizu uzoraka na gelu koris¢en je UV transiluminator ECX-F20M
Vilber Lourmat (Francuska). Etidijum bromid, agens koji je koriS¢en za vizualizaciju interkalira
u molekul DNK, pod UV svetloS¢u transiluminatora fluorescira narandzastom bojom  §to
omogucava detekciju DNK molekula. Ukoliko je izolovana genomska DNK intaktna na gelu se
detektuje jasna traka, dok se u slucaju degradovane genomske DNK uocava razmaz (engl.
smear). Elektroforeza na agaroznom gelu pokazala je da je iz svih uzoraka peroferne krvi
izolovana genomska DNK zadovoljavajuceg kvaliteta te se pristupilo merenju koncentracije 1
odredivanju ¢istoce uzoraka.

3.5.PROVERA KONCENTRACIJE I CISTOCE IZOLOVANE DNK

Kontrola koncentracije 1 Cisto¢e izolovane DNK je znacajna radi prevencije inhibicije
PCR reakcije, nespecificne amplifikacije 1 povecanja osetljivosti u cilju pouzdanosti rezultata
genetskih analiza. Koncentracija 1 Cisto¢a izolovane genomske DNK merene su
spektrofotometrijskom metodom. Program Gen 5 spektrofotometra Epoch 2 BioTek (Agilent,
SAD) je koriS¢en za merenje apsorbance uzoraka na na 260 i 280 nm talasne duzine. Merenje
uzoraka nukleinskih kiselina koriS¢enjem Take3 ploce i Gen5 softvera se postize upotrebom
analize Kvantifikacija nukleinskih kiselina. Princip rada spektrofotometra podrazumeva merenje
koncentracije DNK iz male zapremine uzoraka (2 pL) naneSene na oznaceno polje nosaca
koris¢enjem talasnih duzina od 260 i 280 nm.

Vrednost apsorbance na 260 nm talasne duZine predstavlja apsorbancu DNK, dok
vrednost apsorbance na 280 nm talasne duzine predstavlja apsorbancu proteina. Odredivanjem
odnosa apsorbanci na 260 nm i 280 nm talasne duzine (R=A260/A280) dobija se podatak o Cistoci
analiziranog uzorka. Zadovoljavaju¢a cCisto¢a uzorka DNK za dalju analizu kre¢e se u opsegu
1,7-2,0. Vrednost odnosa apsorbanci znacajno nizi od 1,7 ukazuje na kontaminaciju proteinima
ili drugim organskim jedinjenjima, dok odnos veci od 2,0 obi¢no ukazuje na kontaminaciju sa
RNK. Prema podacima dobijenim analizom, odnos R za analizirane uzorke genomske DNK je
bio unutar navedenog opsega, §to je pokazalo da je izolovana genomska DNK generalno ista 1
bez kontaminacije proteinima.

3.6.GENOTIPIZACIJA POLIMORFIZAMA NUKLEOTIDNE SEKVENCE

Alelska diskriminacija gena vrSena je metodom lan¢ane reakcije polimerizacije u realnom
vremenu (engl. Real Time PCR) koris¢enjem komercijalno dostupnih TagMan eseja (TagMan®
SNPs Genotyping Assay). Studijom su obuhvacene varijante gena za TLR2 (rs5743708), TLR3
(rs3775291; rs5743312), TLR4 (rs4986790; 1s4986791), TLR7 (rs3853839), TLRY (rs187084),
kao 1 tri varijante gena za mikro RNK koje su ukljucene u regulaciju signalizacije sa navedenih
TLR-a (miR-196a-2 (rs11614913), miR-146a (1rs2910164), miR-155 (rs767649)) 1 dve varijante
gena za RXRa (rs3118523; rs7864987). Detalji o analiziranim varijantama gena dati su u Tabeli
3.
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Tabela 3. Varijante gena analiziranih TagMan® tehnologijom.

Gen Lokacija rs broj Izmena Region ID TaqgMan esej
TLR2 4q31.3 rs5743708 G2258A Exon 3 C 27860663 10

1s3775291 G13909A Exon 4 C 1731425 10
TLR3 4q35.1

rs5743312 C9948T Intron 3 C 447407 _10

154986790 A896G Exon 3 C 11722238 20
TLR4 9q33.1

154986791 C1196T Exon 3 C 11722237 20
TLR7 Xp22.2 rs3853839 C>G 3'UTR C 2259573 10
TLRY9 3p21.2 rs187084 A>G Promoter C 2301952 10
miR-196a-2 12q13.13 rs11614913 C>T 3'UTR C 31185852 10
miR-146a 5q33.3 152910164 C>G Promoter C 15946974 10
miR-155 21921.3 15767649 A>T Promoter C 2212229 10

rs3118523 A>G Intron 4 C 2002263 10
RXRa 9q34.2

1s7864987 T>C Intron 1 C 28976210 20

Za Real Time PCR reakciju ukupne zapremine 20 pL po uzorku kori$¢en je odgovarajuci
TagMan® SNP Genotyping Assay (20x), TagMan® Universal PCR MasterMix (2x), sterilna
destilovana voda 1 izolovana genomska DNK. Reakcija genotipizacije je izvodena u Applied
Biosystems optickim plocama od 96 bunari¢a prekrivenim Applied Biosystems optickom
adhezionom folijom.

Za alelsku diskriminaciju koriS¢eni su komercijalni TagMan eseji koji pored
odgovaraju¢ih prajmera, sadrze i dve TagMan probe za alelske forme od interesa koje se
razlikuju u jednom nukleotidu. Ove probe su komplementarne sa ciljnom sekvencom DNK koja
sadrzi varijante gena od interesa. Svaka proba je dizajnirana tako da jedna specifi¢no hibridizuje
sa izvornim alelom, a druga proba pak sa izmenjenom formom odnosno mutiranim alelom.
Nukleotid koji je specifican za svaku od njih je komplementaran izvornom (engl. wild type, wt)
ili mutiranom alelu. Na 5 kraju proba sadrzi reporter koji emituje fluorescentnu boju, dok na 3'
kraju ima prigusivac reporterske boje (engl. Quencher). U intaktnom stanju probe reporterska
fluorescencija je suprimirana zbog blokade emisije fluorescence od strane prigusuivaca na 3'
kraju. Nakon hibridizacije prajmera i proba sa ciljnom sekvencom, Taq polimeraza vrsi
polimerizaciju dodavanjem novih nukleotida iz smeSe, ali takode 1 iseca vezanu probu buduc¢i da
poseduje 1 5'-3 egzonuklezno dejstvo. Dolazi do razdvajanja reporterske boje od prigusivaca tj.
do oslobadanja fluorescentne boje kojom je proba bila obelezena i emitovanja fluorescence
(Slika 10) (Roy, Jain, Singh, Das, & Mallick, 2019).
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Slika 10. Osnovni principi Real-time PCR TagMan tehnologije. Preuzeto i modifikovano
iz Roy, Jain, Singh, Das & Mallick, 2019

Razli¢iti genotipovi pokazuju karakteristicne obrasce fluorescence, omogucavajuci
precizno odredivanje genotipa. Ukoliko je analizirani uzorak u homozigotnom stanju detektuje se
samo jedan fluorescentni signal reporterske boje (FAM ili VIC). Fluorescentni signali obe
reporterske boje detektuju se ukoliko uzorak ima heterozigotni genotip (Tabela 4).

Tabela 4. Korelacija izmedu signala fluorescencije i genotipa uzorka.

Fluorescentni signal Genotip uzorka

vIC™ Homozigot za alel 1
FAM™ Homozigot za alel 2
VIC™ i FAM™ Heterozigot alel 1/alel 2

Standardni protokol za genotipizaciju RealTime PCR-om i koriS¢enjem TagqMan
reagenasa obuhvata tri kljuéna koraka-denaturaciju, hibridizaciju i ekstenziju. Najpre, pre
otpo€injanja prvog od ukupno 45 ciklusa PCR reakcije, imamo korak inicijalne denaturacije
molekula DNK matrice na 95 °C. Na pocetku svakog ciklusa takode na 95 °C dolazi do
denaturacije dvolanc¢ane DNK i naruSavanja sekundarne strukture dobijene jednolan¢ane DNK.
Dolazi do hibridizacije prajmera i probe sa komplementarnom sekvencom matrice. U fazi
elongacije koja se odvija na 60 °C kao optimalnoj za aktivnost Taq polimeraze vr$i se
polimerizacija DNK dodavanjem nukleotida, kao 1 hidroliza vezane probe jer Taq polimeraza
ima 1 egzonukleazno dejstvo. Komponente reakcione smese i temperaturni profil Real Time PCR
reakcije prikazani su u Tabeli 5.
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Tabela 5. Komponente reakcione smese i temperaturni profil Real Time PCR reakcije.

Real Time PCR reakcija
Komponente Zapremina UkupI!a Faza reakcije Temperatura Trajanje B rol
zapremina ciklusa
Genomska 3uL
DNK Inicijalna . 95 °C 10 minuta 1
denaturacija
TaqMan®
Universal PCR
MasterMix 10 pL
(2x) 15
" o
20 puL Denaturacija 95°C sekundi
TaqMan®
SNP ) 2L
Genotyping 45
Assay (20x)
Hibridizacija
Sterilna probe i 60 °C 1 minut
destilovana 5uL elongacija
voda

Rezultati PCR genotipizacije u realnom vremenu su analizirami koriS¢enjem softvera RT
PCR SDS softvera, v. 3.2 (Applied Biosystems, SAD) koji omogucava odredivanje genotipa
uzorka na osnovu unapred definisanih kriterijuma i detekcije fluorescentnih kriva.

3.7.STATISTICKA ANALIZA

StatistiCka obrada dobijenih podataka uradena je pomocu softvera SPSS 20.0 (IBM Inc.,
Chicago, IL, SAD). Razlike u ucestalosti genotipova izmedu grupe obolelih od OA i kontrolne
grupe, kao 1 povezanost ispitivanih varijanti gena sa demografskim i klini¢ko-patoloSkim
karakteristikama izracunate su koriS¢enjem Pirsonovog hi-kvadrat testa (y2) ili FiSerovog
egzaktnog testa kada su dobijene ucestalosti bile manje od 5%.

Povezanost izmedu ispitivanih varijanti gena i rizika od OA ispitivana je koriS¢enjem
logisticke regresione analize prilagodene polu 1 starosti. JaCina povezanosti je procenjena
koriS¢enjem odnosa Sansi (engl. Odds ratio, OR) sa 95% intervalom poverenja (engl. Confidence
interval, CI). Za proracun rizika od OA koris¢en je recesivni geneticki model (genotip izvornog
tipa (wt) naspram kombinovanog heterozigotnog i mutiranog genotipa), dominantni model (wt i
heterozigot naspram mutiranog genotipa) i aditivni geneticki model analiziranih varijanti gena.
Vrednosti p manje od 0,05 su smatrane statisticki znac¢ajnim.

38



4. REZULTATI

4.1. DEMOGRAFSKE I KLINICKE KARAKTERISTIKE ISPITANIKA

Studijsku grupu c¢inilo je 199 ispitanika. Grupu ispitanika obolelih od OA ¢inilo je 95
pacijenata sa klinic¢ki i radiografski potvrdenom dijagnozom primarnog osteoartritisa ¢ije je
leCenje zahtevalo totalnu artroplastiku zgloba. Kontrolnu grupu sacinjavala su 104 zdrava
pojedinca, odgovarajuce polne i starosne distribucije.

Hirurski leceni pacijenti sa primarnim OA kuka ¢inili su ve¢inu grupe obolelih (64%). U
studiju su bila ukljucena i 34 hirurski lecena pacijenta sa primarnim OA kolena (36%). Vecinu
pacijenata sa OA Cinile su osobe zenskog pola (63%), od kojih je 93 % (56 pacijentkinja) bilo u
menopauzi. Prikupljanjem klinickih podataka ustanovljeno je da je kod 27% Zena koje su
ucestvovale u studiji zabelezena rana pojava menopauze. Prosecna starost ispitanika obolelih od
primarnog OA bila je 69 godina, ve¢inom slabo fizicki aktivnih (79%) nepusaca (82%). Prema
skali telesne mase, indeks telesne mase vecine ispitanika (81%) bio je u granicama normalne
uhranjenosti. Kod 35% obolelih zabeleZena je istorija povreda zgloba zahvacenog OA. Otok
obolelog zgloba zabelezen je kod nesto vise od treéine ispitanika (34%). Odustvo postojanja
porodicne istorije obolevanja od OA zabeleZeno je kod veéine pacijenata (59%). Podaci o
demografskim i klini¢ko-patoloskim karakteristikama relevantnim za OA nalaze se u Tabeli 6.

Tabela 6. Demografske 1 klinicko-patoloske karakteristike ispitanika sa OA.

A
Varijabla N=95 O o
= (1]
Pol musko 35 37
Zensko 60 63
.. kuk 61 64
Lokalizacija koleno 34 36
Starost (medijana) igg jg gg
<20 2 2
BMI 20-25 77 81
>26 16 17
. Da 17 18
PuSenje Ne 78 82
. . Da 20 21
Fizicka aktivnost Ne 75 79
Istorija povreda I]\)I: 23 22
o Da 39 41
Porodicna istorija Ne 56 59
Rana pojava OA 22 fé 4512
Da 56 59
Menopauza Ne 4 41
Da 15 27
Rana menopauza Ne 41 73




Da 32 34
Ne 63 66

OA-osteoartritis; BMI-Indeks telesne mase.

Oticanje zglobova

4.2.POVEZANOST VARIJANTI GENA ZA TLR SA DEMOGRAFSKIM | KLINICKIM
KARAKTERISTIKAMA

Analiza povezanosti varijanti gena za TLR i1 demografskih, etioloskih 1 klini¢kih
karakteristika pacijenata sa OA pokazala je znaCajnu povezanost varijante rs5743708 gena za
TLR2 sa menopauzom (p=0,003), kao i tendencija ka povezanosti iste varijante sa pusenjem
(p=0,089). Nije uocena povezanost niti jednog od ispitivanih parametara sa varijantama
1$3775291 11s5743312 u genu za TLR3 (Tabela 7).

Tabela 7. Povezanost varijanti gena za TLR2 1 TLR3 sa demografskim i klini¢ko-patoloskim
karakteristikama kod pacijenata sa OA.

o . . TLR2 TLR3
emograis < Lo rs5743708  rs3775291  rs5743312
faktori rizika ispitanika
GG/AG/AA GG/GA/AA CC/CT/TT
Musko 35 26/8/1 14/20/1 21/14/0
Pol Zensko 60 40/20/0 21/36/3 39/19/2
p 0,256 0,810 0,428
Kuk 61 42/18/1 24/36/1 38/21/2
Lokalizacija  Koleno 34 24/10/0 11/20/3 22/12/0
p 0,753 0,227 0,566
o <69 46 33/13/0 17/26/3 29/16/1
odine >69 49 33/15/1 18/30/1 31/17/1
(medijana)
0,592 0,543 0,999
<20 2 1/1/0 1/1/0 2/0/0
BMI 20-25 77 52/24/1 27/47/3 50/25/2
>26 16 13/3/0 7/8/1 8/8/0
p 0,793 0,920 0,516
Da 17 12/4/1 6/10/1 12/5/0
PuSenje Ne 78 54/24/0 29/46/3 48/28/2
p 0,089 0,927 0,675
it Da 20 17/3/0 8/11/1 15/5/0
'cka Ne 75 49/25/1 27/45/3 45/28/2
aktivnost
p 0,229 0,917 0,409
- Da 33 21/11/1 12/19/2 24/8/1
Istorija
ot Ne 62 45/17/0 23/37/2 36/25/1
P » 0,304 0,806 0,281
porodiina 39 29/9/1 15/22/2 26/12/1
orocic Ne 56 37/19/0 20/34/2 34/21/1
anamneza
p 0,275 0,882 0,781
fananoiava < 52 38/13/1 18/32/2 33/19/0
OA poJ >55 43 28/15/0 17/24/2 27/14/2
p 0,402 0,851 0,283
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Da 56 40/16/0 19/34/3 36/18/2

Menopauza  Ne 4 0/4/0 2/2/0 3/1/0
p 0,003 0,755 0,874
Da 15 11/4/0 5/10/0 7/8/0
Rana
Ne 41 28/13/0 13/25/3 29/10/2
menopauza
0,716 0,558 0,101
Oticani Da 32 22/10/0 10/19/3 20/12/0
) l‘(f;‘:’e Ne 63 44/18/1 25/37/1 40/21/2
g » 0,755 0,177 0,570

OA-osteoartritis; BMI-Indeks telesne mase.

Analiza ostalih varijanti gena od interesa pokazala je tendenciju ka povezanosti varijante
rs3853839 gena za TLR7 sa lokalizacijom oboljenja (p=0,09). Uocen je i statisticki trend ka
povezanosti varijante rs187084 gena za TL9 i1 veceg indeksa telesne mase (BMI) (p=0,072).

Nije uocena statisticki znacajna povezanost varijanti ostalih gena za TLR 1 ispitivanih
demografskih i klinicko-patoloskih parametara. Povezanost varijanti gena za TLR4, TLR7 i1
TLRO sa demografskim i klinicko-patoloskim karakteristikama kod pacijenata sa OA prikazani
su u Tabeli 8.

Tabela 8. Povezanost varijanti gena za TLR4, TLR7 i TLR9 sa demografskim i klini¢ko-
patoloskim karakteristikama kod ispitanika sa OA.

R ., - TLR4 TLR7 TLR9
emograiskl oo rs4986790  rs4986791  rs3853839  rs187084
faktori rizika ispitanika
AA/AG/GG CC/CT/TT CC/CG/GG AA/AG/GG
Musko 35 26/9/0 12/20/3 26/0/9 10/17/8
Pol Zensko 60 44/16/0 24/35/1 36/6/18 21/25/14
P 1,000 0,259 0115 0,771
Kuk 61 45/16/0 2213712 36/6/19 20/28/13
Lokalizacija  Koleno 34 25/9/0 14/18/2 26/0/8 11/14/9
P 1,000 0,695 0,090 0,834
Godi <69 46 33/13/0 19/25/2 29/3/14 16/18/12
odime >69 49 37/12/0 17/30/2 33/3/13 15/24/10
(medijana)
P 0,816 0,790 0,905 0,613
<20 2 2/0/0 0/2/0 1/0/1 2/0/0
- 20-25 77 56/21/0 30/43/4 53/5/19 26/31/20
>26 16 12/4/0 6/10/0 8/1/7 31172
P 0,682 0,655 0,566 0,072
Da 17 15/2/0 4/13/0 10/2/5 7/5/5
PuSenje Ne 78 55/23/0 32/42/4 52/4/22 24/37/17
P 0,223 0,199 0,573 0,399
N Da 20 17/3/0 5/13/2 14/0/6 7/8/5
Fizic¢ka
, Ne 75 53/22/0 31/42/2 48/6/21 24/34/17
aktivnost
P 0,259 0,187 0,425 0,913
orii Da 33 26/7/0 12/18/3 20/2/11 10/17/6
storija Ne 62 44/18/0 24/37/1 42/4/16 21/25/16
povreda
P 0,471 0,224 0,740 0,539
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- Da 39 31/8/0 13/24/2 23/3/13 11/20/8
Porodic¢na

Ne 56 39/17/0 23/31/2 39/3/14 20/22/14
anamneza

P 0,347 0,723 0,560 0,510
R _ <55 52 39/13/0 18/32/2 36/1/15 14/24/14
OZM pojava 55 43 31/12/0 18/23/2 26/5/12 17/18/8

P 0,817 0,731 0,150 0377

Da 56 42/14/0 21/34/1 33/5/18 19/23/14
Menopauza Ne 4 2/2/0 3/1/0 3/1/0 2/2/0

P 0,275 0,333 0,300 0,510
R Da 15 11/4/0 6/9/0 9/2/4 6/6/3
ana Ne 41 32/9/0 15/25/1 28/7/6 12/18/11
menopauza

P 0,730 0,818 0,576 0,727
Oticant Da 32 23/9/0 13/17/2 24/0/8 11/12/9
) l'(f;;“e Ne 63 47/16/0 23/38/2 38/6/19 20/30/13
g P 0,808 0,683 0,139 0,591

OA-osteoartritis; BMI-Indeks telesne mase.

4.3.POVEZANOST VARIJANTI GENA ZA MIKRO RNK SA DEMOGRAFSKIM |
KLINICKIM KARAKTERISTIKAMA

Povezanost varijanti gena za mikro RNK sa demografskim 1 klinicko-patoloSkim
karakteristikama ispitanika sa OA prikazani su u Tabeli 9. Varijanta rs11614913 gena za miR-
196a-2 dovedena je u vezu sa polom, gde je TT genotip povezan sa Zenskim polom (p=0,014).
Genotip TT varijante rs11614913 gena za miR-196a-2 je takode povezana sa prethodnom
istorijom povrede (p=0,014). ZapaZena je 1 tendencija ka povezanosti ve¢eg BMI (p=0,051) sa
varijjantom rs11614913 gena za miR-196a-2. Varijanta rs767649 gena za miR-155 sa ranom
menopauzom (p=0,033), a uocen je 1 trend ka povezanosti ovog polimorfizma sa polom
(p=0,086). Nije uofena povezanost izmedu varijante 1s2910164 gena za miR-146a ni sa jednom
od ispitivanih demografskih 1 klinicko-patoloskih varijabli.

Tabela 9. Povezanost varijanti gena za mikro RNK sa demografskim, klinickim 1 patoloskim
karakteristikama kod ispitanika sa OA.

Demografski/ Broj miR-196a-2 miR-146a miR-155
Faktori rizika ispitanika rs11614913 rs2910164 rs767649
CC/CT/TT GG/GC/CC TT/TA/AA
Musko 35 11/13/11 18/13/4 34/1/0
Pol Zensko 60 5/28/27 40/17/3 51/9/0
P 0,014 0,269 0,086
Kuk 61 13/26/22 38/19/4 55/6/0
Lokalizacija Koleno 34 3/15/16 20/11/3 30/4/0
P 0.260 0,902 0,742
Godine <69 46 7/21/18 26/16/4 39/7/0
(medijana) >69 49 9/20/20 32/14/3 46/3/0
P 0,867 0,669 0,190
<20 2 0/0/2 1/0/1 2/0/0
BMI 20-25 77 10/37/30 47/24/6 69/8/0
>26 16 6/4/6 10/6/0 14/2/0
P 0,051 0,136 0,859
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Da 17 2/9/6 11/5/1 16/1/0

Pusenje Ne 78 14/32/32 47/25/6 69/9/0
P 0,641 0,933 0,684

Fizitka Da 20 5/6/9 11/7/2 19/1/0
aktivnost Ne 75 11/35/29 47/23/5 66/9/0
P 0,337 0,785 0,683

Istorija Da 33 10/9/14 18/11/4 30/3/0
povreda Ne 62 6/32/24 40/19/3 55/7/0
P 0,014 0,377 1,000

Poroditna Da 39 9/14/16 23/12/4 36/3/0
anamnors Ne 56 7/27/22 35/18/3 49/7/0
P 0,308 0,667 0,518

] <55 52 9/22/21 30/18/4 47/5/0

gina pojava .55 43 7/19/17 28/12/3 38/5/0
P 0,981 0,754 0,751

Da 56 4/26/26 38/15/3 47/9/0

Menopauza Ne 4 121 2/2/0 4/0/0
P 0,403 0,576 1,000

Rana Da 15 0/8/7 10/5/0 10/5/0
menopause Ne 41 5/19/17 27/11/3 37/4/0
P 0,366 0,532 0.033

Oticanje Da 32 2/14/16 18/11/3 28/4/0
zgloba Ne 63 14/27/22 40/19/4 57/6/0
P 0,109 0,754 0,728

OA-osteoartritis; BMI-Indeks telesne mase.

44.POVEZANOST VARIJANTI GENA ZA RXRa SA DEMOGRAFSKIM I
KLINICKIM KARAKTERISTIKAMA

Analizom povezanosti RXRa varijanti 1 demografskih 1 klini¢ko-patoloskih faktora za
OA utvrdena je povezanost varijante rs7864987 1 starosti (p=0,035). Pored toga, postoji
tendencija ka povezanosti izmedu ve¢eg BMI 1 OA za istu varijantu gena, rs7864987 (p=0,084).
Nije primecena znafajna povezanost nijednog od pracenih demografskih i klinicko-patoloSkih
karakteristika ispitanika sa OA 1 varijante rs3118523 u genu za RXRa. Povezanost varijanti gena
za RXR sa demografskim 1 klini¢ko-patoloSkim karakteristikama kod pacijenata sa
osteoartritisom prikazani su u Tabeli 10.

Tabela 10. Povezanost varijanti RXRa gena sa demografskim, klinickim 1 patoloskim
karakteristikama kod ispitanika sa OA.

. . RXRa RXRa
Demografski/ _ Broj rs3118523 rs7864987
Faktori rizika ispitanika

AA/AG/GG TT/TC/CC
Musko 33 25/6/2 13/17/3
Pol Zensko 59 42/16/1 23/31/5
P 0,367 0,993
Kuk 59 43/13/3 25/28/6
Lokalizacija Koleno 33 24/9/0 11/20/2
P 0,383 0,460
Godine <69 44 33/10/1 13/29/2
(medijana) >69 48 34/12/2 23/19/6
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p 0.837 0,035

<25 32 22/9/1 17/13/2
25-30 39 28/9/2 12/21/6
BMI >30 21 17/4/0 7/14/0
P 0,767 0,084
Da 8 13/4/1 11/6/1
PuSenje Ne 73 53/18/2 25/42/7
P 0,823 0,103
— Da 20 16/3/1 9/9/2
vy Ne 72 51/19/2 27/39/6
P 0,531 0,768
Istoriia Da 38 23/8/0 11/17/3
povreda Ne 53 44/14/3 25/31/5
p 0,448 0,872
Poroditna Da 38 30/7/1 15/20/3
ot Ne 53 37/14/2 2127/5
P 0,621 0,965
_ <55 51 38/12//1 19/27/5
RZ“a pojava 55 41 29/10/2 17/21/3
0 p 0,726 0,870
Da 56 39/16/1 22129/
Menopauza Ne 3 3/0/0 1/2/0
P 0,527 0,813
Rana Da 15 10/5/0 4/8/3
menopause ¢ 41 29/11/1 18/21/2
p 0,758 0,161
Oticanje Da 33 25/7/1 11/20/2
2eloba Ne 59 42/15/2 25/28/6
p 0,893 0,560

OA-osteoartritis; BMI-Indeks telesne mase.

4.5.ANALIZA DISTRIBUCIJE GENOTIPOVA VARIJANTI GENA ZA TLR

Analiza distribucije genotipova ispitanika sa OA i zdravih kontrola pokazala je znacajnu
razliku u distribuciji genotipova za obe ispitivane varijante rs4986790 (p=0,004) 1 rs4986791
(p=0,0001) gena za TLR4 (Grafik 1, D, E).

StatistiCki znacajna razlika u distribuciji genotipova izmedu kontrola 1 ispitanika sa OA je
takode primec¢ena za varijantu gena TLR7 rs3853839 (p=0,033) (Grafik 1, F).

Poredenje izmedu slucajeva OA 1 kontrola nije otkrilo razlike u ucestalosti genotipova
varijanti gena za ostale ispitivane TLR. Ucestalost genotipova prikazana je na Grafiku 1.
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Grafik 1. Ucestalost genotipova varijanti gena za TLR.
OA-osteoartritis; **p<0,001; ****<(0,0001.

4.6.ANALIZA DISTRIBUCIJE GENOTIPOVA VARIJANTI GENA ZA MIKRO RNK

Statisticki znaajna razlika u distribuciji genotipova pronadena je za varijantu
rs11614913 gena za miR-196a-2 (p=0,010) (Grafik 2, A).

Poredenje izmedu slucajeva OA 1 kontrola nije otkrilo razlike u ucestalosti genotipova
varijanti gena za ostale ispitivane mikro RNK (Grafik 2, B, C).
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Grafik 2. Ucestalost genotipova varijanti gena za mikro RNK.
**p<0,001

4.7.ANALIZA DISTRIBUCIJE GENOTIPOVA VARIJANTI GENA ZA RXRa

Uocena je znacajna razlika u distribuciji genotipova izmedu pacijenata sa OA i kontrolne
grupe koja je podudarna po uzrastu i polu za varijantu rs7864987 (p=0,008) (Grafik 3, A) gena za
RXRa. Trend ka statistiCki znacajnoj razlici u ucestalosti genotipova uocen je za drugu

analiziranu varijantu, rs3118523 (p=0,077) (Grafik 3, B).
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Grafik 3. Ucestalosti genotipova varijanti gena za RXRa.
**p<0,001
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4.8.ANALIZA POVEZANOSTI

NASTANAK OA

Logisticka regresiona analiza prilagodena starosti i polu koriS¢ena je za proucavanje
povezanosti varijanti ispitivanih gena 1 rizika od OA. Podaci analize logisticke regresije za

VARIJANTI

GENA ZA TLR SA RIZIKOM ZA

varijante gena za TLR kod ispitanika sa OA prikazani su u Tabeli 11.

Varijante rs4986790 1 rs4986791 gena za TLR4 su znacajno povezane sa povecanim
rizikom od OA (OR=2,964; p=0,006 i OR=8,766; p=0,00001), kao i varijanta rs3853839 gena za
TLR7 (OR=1,579; p=0,012). Ostale ispitivane varijante u genima za TLR nisu pokazale
povezanost sa rizikom za OA.

Tabela 11. Ucestalost genotipova i podaci analize logisticke regresije za varijante gena za TLR i

rizik od OA.
Gen/ Kontrole ISP:;“X“C] Prilagodeni OR*
Genotip # p
. o .
varijanta N=104 N=95 [95% Interval poverenja]
AA 71 66
TLR2 0,930
AG 31 28 0,877 0,800
rs5743708 [0,532 -1,627]
GG 2 1
GG 43 35
TLR3 1,038
GA 53 56 0,400 0,878
rs3775291 [0,644-1,674]
AA 8 4
CC 78 60
TLR3 1,587
CT 24 33 0,186 0,104
rs57433120 [0,910-2,768]
TT 2 2
AA 93 70
TLR4 2,964
AG 11 25 0,004 0,006
rs4986790 [1,364-6,442]
GG 0 0
CC 90 36
TLR4 8,766
CG 13 55 0,0001 0,00001
rs4986791 [4,435-17,328]
GG 1 4
CC 83 63
TLR7 1,579
CG 7 5 0,033 0,012
rs3853839 [1,106-2,255]
GG 14 27
TLRY9 AA 35 31 1,253
0,186 0271
rs1870840 AG 55 42 [0,839-1,871]
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GG 14 22

# - p vrednosti za procenu ucestalosti genotipova kod ispitanika sa OA i kontrolnoj grupi, pomocu 2 ili
FiSerovog egzaktnog testa; * - odnos Sansi (OR) prilagoden polu i uzrastu; ** - p vrednosti za prilagodeni
OR putem analize logisticke regresije.

4.9.ANALIZA POVEZANOSTI VARIJANTI GENA ZA MIKRO RNK SA RIZIKOM ZA
NASTANAK OA

Medu ispitivanim varijantama gena za mikro RNK, uocena je znacajna povezanost varijante
rs11614913 gena za miR-196a-2 sa smanjenim rizikom za OA (OR=0,619; p=0,034). Nije
uocena povezanost druge ispitivane varijante rs2910164 u genu za miR-146a, niti varijante
1s767649 u genu za miR-155 sa rizikom za nastanak OA. Podaci analize logisticke regresije za
varijante gena za mikro RNK kod ispitanika sa OA prikazani su u Tabeli 12.

Tabela 12. Ucestalost genotipova i podaci analize logisticke regresije za varijante gena za mikro

RNK i rizik od OA.
Gen/ Kontrole IsP:;zle Prilagodeni OR*
Genotip p* p
" o .
varijanta N=104 N=95 [95% Interval poverenja]
cC 4 16
miR-196a-2 0,619
CT 52 41 0,010 0,034
rs11614913 [0,397-0,964]
TT 48 38
GG 68 58
miR-146a 1,328
GC 33 30 0,344 0,248
rs2910164 [0,821-2,146]
CcC 3 7
TT 94 85
miR-155 1,119
TA 10 10 0,831 0,813
rs767649 [0,43-2,850]
AA 0 0

# - p vrednosti za procenu ucestalosti genotipova kod ispitanika sa OA i kontrolnoj grupi, pomocu %2 ili
Fiserovog egzaktnog testa; ™ - odnos Sansi (OR) prilagoden polu i uzrastu; ** - p vrednosti za prilagodeni
OR putem analize logisticke regresije.

4.10. ANALIZA POVEZANOSTI VARIJANTI GENA ZA RXRa SA RIZIKOM ZA
NASTANAK OA

Obe ispitivane varijante gena za RXRa su povezane sa rizikom od OA. Varijanta
rs3118523 je povezana sa smanjenim rizikom od OA (OR=0,569; p=0,030). Sa druge strane,
analiza varijante rs7864987 pokazala je da je ova varijanta povezana sa povecanim rizikom od
OA (OR=1,846; p=0,012). Ucestalosti analiziranth RXRa varijanti kod pacijenata sa OA 1
kontrolne grupe prikazane su u Tabeli 13.
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Tabela 13. Ucestalost genotipova i podaci analize logisti¢ke regresije za varijante gena za RXRa

i rizik od OA.
Kontrole Ispitanici Prilagodeni OR™
Gen/ . OA 4 Hit
.. Genotip P D
varijanta N=91 N=02 [95% Interval poverenja]
AA 53 67 0.569
RXR ’
311 8;‘2 3 AG 30 22 0,077 0,030
[0,342-0,947]
GG 8 3
TT 56 36 1,846
RXR ’
rs7864:87 TC 28 48 0,008 0,012
[1,143-2,980]
CC 7 8

#- p vrednosti za procenu ucestalosti genotipova kod ispitanika sa OA i kontrolnoj grupi, pomocu  ili
FiSerovog egzaktnog testa; “-odnos Sansi (OR) prilagoden polu i uzrastu; “*- p vrednosti za prilagodeni
OR putem analize logisticke regresije.
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5. DISKUSIJA

Studije koje ispituju povezanost varijanti razli¢itih gena omogucile su bolje razumevanje
geneticke osnove mnogih bolesti. Ova saznanja naroCito su bitna radi identifikacije genetickih
Cinilaca koji potencijalno imaju ulogu u nastanku i razvoju multifaktorijalnih bolesti razlicite
etiologije koje 1 danas predstavljaju izazov za kliniCare.

Osnova funkcionisanja svakog organizma jeste adekvatna i pravovremena reakcija
imunski posredovanih mehanizama. Mogucénost kontrole aktiviranih kaskada imunskih
posrednika u cilju postizanja efikasne imunosti i homeostatskog stanja je preduslov za odrzivo
funkcionisanje organizma. Prekomerna ili izmenjena ekspresija svake pojedinacne komponente u
signalnom lancu moze da dovede do neadekvatnih odgovora, kao i odgovora usmerenih na
sopstvene antigene, $to je osnova za razvoj zapaljenskih i autoimunskih stanja. Razli¢iti
efektorski mehanizmi dovode do povrede tkiva u razli¢itim patoloskim stanjima, ali je za sva ova
stanja zajednicka osnova mreze imunskih procesa. Dosadasnja istrazivanja sugeriSu da TLR, kao
senzori i pokretaci mehanizama urodene imunosti, igraju vaznu ulogu u indukciji 1 patogenezi
brojnih oboljenja. TLR signalizacija je vazna kako za odrZavanje homeostaze, tako 1 za
uspostavljanje patoloskih procesa. Aktivnost TLR-a kao regulatora autoimunskih bolesti ukazuje
na njihov potencijal da deluju u kontekstu izvan onih koji ukljucuju odbranu od patogena.
Izmenjena funkcija ili aktivacija TLR-a moze doprineti nastanku hroni¢nog zapaljenskog
procesa, njegovom odrzavanju i propagaciji. Upravo je zapaljenski proces kljuc¢an celijski i
molekulski proces u nastanku i razvoju OA (Mobasheri & Batt, 2016).

Zapaljenska reakcija, ¢iji su okida¢i TLR je, uz antivirusnu odbranu, osnovni vid
urodenog imunskog odgovora. TLR se, kao osnovni receptori urodenog imunskog odgovora,
eksprimiraju na mnogim tipovima éelija. Siroko su eksprimirani na ¢elijama koje su primarno
posrednici mehanizama imunskog odgovora uklju¢uju¢i makrofage, neutrofile, DC, mastocite i
NK ¢elije (Vijay, 2018). Ekspresija TLR na velikom broju imunskih ¢elija ukazuje na spektar
njihovih uloga u brojnim mehanizmima imunskog sistema, od aktivacije imunskih mehanizama,
preko posredovanja u komunikaciji izmedu urodenog 1 adaptivhog imunskog odgovora,
odrZavanju homeostaze tkiva, do regulacije imunske odbrane. Brojne bioloske uloge TLR u
procesima klju¢nim za odrzanje organizma sugeriSu da bi upravo ovi receptori mogli imati
znacajnu ulogu kao okidaci bolesti. Precizna regulacija TLR signalizacije je klju¢na za adekvatan
odgovor na specifi¢ne stimuluse, a prekomerna/nedovoljna aktivacija TLR dovodi do poremecaja
imunoloske homeostaze. Posebno je zanimljiva sprega mikro RNK i TLR budu¢i da je aktivnost
TLR strogo kontrolisana od strane mikro RNK. Aktivacija TLR ima uticaj na ekspresiju mikro
RNK koje su zapravo regulatori TLR signalizacije. Mikro RNK reguliSu TLR signalizaciju
transkripcionom regulacijom ili deluju kao ligandi za TLR (Banerjee, Thompson, & Chowdhury,
2021; Bayraktar et al.,, 2019), ali i sama aktivacija TLR reguliSe ekspresiju mikro RNK
kontrolom kaskade TLR signalizacije ili drugih zajednickih signalnih puteva (Banerjee et al.,
2021).

Danas se smatra da je imunoloSka komponenta patogeneze OA veoma znaCajna za
zapocinjanje i odrzavanje patoloskih procesa degradacije matriksa hrskavice 1 sinovitisa.
Povecana ekspresija pojedinih ¢lanova TLR porodice je pokazana u skoro svim ¢elijama zgloba i
potpornih misSi¢a u OA, ukljucujuéi hondrocite (TLRI1,-2,-4,-9), sinoviocite (TLRI1,-7,-9) i
osteoblaste (TLR2,-4,-5,-9) (Barreto, Manninen, & K. Eklund, 2020; W. Su, Aloi, & Garden,
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2016; Yim, 2020). Siroka zastupljenost skoro svih ¢lanova TLR porodice u strukturama zgloba
naglasava njihov znacaj u gotovo svakom aspektu odrzanja mikrobioma zgloba - imunskom
nadzoru na prvom mestu, homeostazi tkiva i procesima reparacije tkiva.

Poseban aspekt funkcija TLR jeste aktivacija od strane endogenih molekula oStecenja u
takozvanoj sterilnoj inflamaciji. Sirok spektar liganada za TLR sve vise dobija na znadaju u
istrazivanjima njihove uloge u razli¢itim patoloskim stanjima. Aktivacija zaStitnih imunskih
mehanizama kao odgovor na razli¢ite molekule koji nastaju usled oSte¢enja ¢elija i katabolickih
procesa u hrskavici, kostima 1 miSi¢ima koji podrzavaju zglobni sistem je jedinstvena
karakteristika zapaljenskog odgovora kod OA. Nemoguénost vracanja homeostatskog stanja
nakon aktivacije kataboli¢kih medijatora ima vecéu znacajnost u patogenezi OA od same
indukcije zapaljenskog procesa kao odgovora na razliCite lokalne faktore rizika u sprezi sa
sistemskim faktorima rizika. Kao odgovor na traumatsku povredu dolazi do povecane ekspresije
inflamatornih medijatora i proteinaza koje razgraduju hrskavicu.

U kontekstu OA, aktivacija TLR posredstvom molekula koji poti¢u od samog organizma
je klju¢na. Kod OA, stimulacija TLR-a dovodi do zapaljenskog stanja koje posledi¢no dovodi do
promena u anatomskim 1 fizioloSkim funkcijama svih zglobnih struktura (Y. Y. Chow & Chin,
2020). TLR se aktiviraju u odgovoru na lokalno prisutne molekule povezane sa oSte¢enjem u
hrskavici 1 sinovijalnoj membrani zgloba koji su takode snazni aktivatori ovih receptora kao i
strukture poreklom od patogena. Prepoznavanja molekula osteéenja od stane TLR pokre¢e mrezu
interakcija koje indukuju oslobadanje proinflamatornih citokina S§to posledi¢no dovodi do
hroni¢nog zapaljenskog procesa (Rosenberg, Rai, Dilisio, Sekundiak, & Agrawal, 2017).
Proinflamatorni mehanizmi u OA koje pokrec¢u TLR su posredovani aktivacijom transkripcionih
faktora NF-kB, AP-1, kao 1 IRF3/7, (Liu-Bryan & Terkeltaub, 2015). Nakon prepoznavanja
endogenih liganada od strane TLR pokrece se mreZa interakcija koje indukuju oslobadanje TNF-
a 1 IL-1, najpotentnijih citokina koji pojacavaju proinflamatorni odgovor (Rosenberg et al.,
2017). Kada se jednom zapo¢ne prokataboli¢ko stanje, stvara se sve vise i viSe proinflamatornih
medijatora, koji propagiraju proces Celijske degradacije 1 dovode do hroni¢ne upale (Piccinini &
Midwood, 2010). Proinflamatorni mehanizmi u OA su vodeni prekomernim zapaljenskim
odgovorom usled povecane aktivacije TLR-a u hrskavici 1 sinovijalnoj membrani (Liu-Bryan &
Terkeltaub, 2015). Sirok spektar DAMP-a se proizvodi u razli¢itim zglobnim tkivima kako bolest
napreduje, jer se OA karakteriSe kontinuiranom degradacijom i remodelovanjem tkiva. Takode je
pokazano da je ekspresija Sirokog spektra endogenih TLR aktivatora, poput HMGBI1 proteina
koji su nastali u odgovoru na oste¢enje, znacajno povisena u osteoartriticnim hondrocitima.
Alarmini, S100A4, A8, A9 i1 All, su dodatni pokazatelji oSte¢enja zglobova ¢ija signalizacija se
odvija putem TLR 1 koja je ukljuena u katabolizam tkiva hrskavice pod uticajem inflamatornih
signala (Goldring & Otero, 2011). Ekspresija TLR se poja¢ava u prisustvu inflamatornih
medijatora (Barreto et al., 2020). Kod osteoartriticnih lezija hrskavice nivo ekspresije TLR je
povecan u odnosu na zdravu hrskavicu, a signalizacija preko MyD88 1 NF-kB dovodi do
povecanja ekspresije proinflamatornih i kataboli¢kih gena, kao Sto su geni za MMP-3 i MMP-13
(Barreto et al., 2020; Sillat et al., 2013).

Najnovija istrazivanja usmerena su na TLR kao posrednike oboljenja specificnih za
organ, ali 1 sistemskih efekata pojedinih regionalnih imunskih sistema na udaljene organe. Jedna
od njih je i uticaj mikrobiote na zapaljenske bolesti zglobnog sistema. Molekularni obrasci
povezani sa mikrobima (engl. Microbe-Associated Molecular Pattern, MAMP) poput LPS-a,
peptidoglikana i flagelina mogu pokrenuti zapaljenske odgovore u imunskim delijama i
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stimulisati receptore urodenog imunskog sistema u kostima, hrskavici i1 sinovijalnoj membrani.
Endotel creva je barijera koja ograniCava transport mikroba koji naseljavaju gastrointestinalni
trakt 1 mikrobnih molekula, koji mogu uticati na bolesti kostiju 1 zglobova (Hernandez, 2017).
Nedavna studija sugeriSe da mikrobiom moze regulisati interakcije izmedu sistemske upale i OA.
Pokazano je da produzena primena probiotika koji menjaju mikrobiotu creva moze spreciti
razvoj OA (Schott et al., 2017). Ovi podaci ukazuju da translokacija molekula mikrobiote creva u
sistemsku cirkulaciju takode moze posredovati u razvoju OA ukazuju¢i na kompleksnu mrezu
interakcija koja se krije u patogenezi OA.

Uticaj pojedinih ¢lanova TLR porodice u patogenezi razliitih oboljenja su naSiroko
ispitivani. TLR2 ima brojne funkcije u zaraznim i drugim bolestima, kao §to su hroni¢ne i akutne
zapaljenske bolesti, ali i metabolicki poremecaji. Medutim, TLR2 ima nejasnu ulogu u aktivaciji
1 u supresiji urodenog imunskog odgovora. Pokazano je da TLR2 signalizacija posredstvom
MyDS88 predstavlja jedan od klju¢nih patofizioloskih mehanizama u poremecenom procesu
zarastanja dijabetickih rana (Dasu et al., 2010). TLR2 takode ima ulogu u mehanizmima
antitumorskog imunskog odgovora, ali je pokazano da ima ulogu i u progresiji tumora putem ose
HMGBI1/TLR2 koja promoviSe samoobnavljanje, proliferaciju i invaziju mati¢nih ¢elija tumora
(Di Lorenzo, Bolli, Tarone, Cavallo, & Conti, 2020).

TLR2 i TLR4 imaju ulogu u zapaljenskoj reakciji u zglobovima u reumatoidnom artritisu
(Sacre et al., 2007). Takode su ukljuceni u patogenezu multiple skleroze, gde aktivacija ovih
receptora ligandima poput HMGB1 indukuje produkciju proinflamatornih citokina koji stimulisu
Thl 1 Th17 diferencijaciju koje olakSavaju migraciju leukocita kroz krvno mozdanu barijeru
dovode¢i do osteenja CNS-a (Miranda-Hernandez & Baxter, 2013). Smatra se da je TLR4
vazan posrednik u nastanku gojaznosti 1 insulinske rezistencije (M. Li, Zhou, Feng, & Su, 2009).
TLR4, baS poput TLR2, igra ulogu 1 u razli¢itim aspektima tumora. Stimulacija TLR4 puta
1zaziva supresiju imuniteta, prezivljavanje celija tumora, 1 razvoj metastaza kroz aktivaciju NF-
kB transkripcionog faktora, odnosno ima onkogenu ulogu (Kashani, Zandi, Pourbagheri-
Sigaroodi, Bashash, & Ghaffari, 2021). Pored toga, pokazano je da TLR4 aktivacija podstice
proizvodnju imunosupresivnih citokina TGF-B, VEGF i proangiogenog IL-8 od strane ¢elija raka
pluca, potpomaze izbegavanje imunskih mehanizama i otpornost na apoptozu (W. He et al.,
2007).

Povecana ekspresija TLR7 se primecuje kod autoimunskih bolesti zglobova kao Sto je
reumatoidni artritis (Miettinen et al., 2001). Povecana ekspresija TLR7 je povezana i sa razvojem
SLE odnosno lupus nefritisom (Deane et al., 2007), a TLR7 je ukljucen i u signalizaciju markera
zapaljenja CXCL13, CXCRS5 i TNF u patogenezi Sjogrenovog sindroma (Y. Wang et al., 2021).
Ispitivanja osnovnih procesa u neurodegenerativnoj patogenezi Parkinsonove bolesti,
neuroinflamacije 1 imunskog odgovora, pokazala su da su TLR7 i TLR8 vazni pokreta¢i T
¢elijskog odgovora. Delecija TLR7 i TLRS dovodi do smanjene produkcije T ¢elija i redukcije
migracije ovih ¢elija u mozak (Campolo et al., 2020). TLR7 posredovana indukcija produkcije
IFN tipa I i drugih inflamatornih citokina je vazna u antivirusnom imunskom odgovoru. Infekcija
virusima kao npr. virus hepatitisa C (HCV), virus humane imunodeficijencije (HIV) 1 virus gripa
A (IAV) takode rezultiraju povec¢anom regulacijom ekspresije TLR7 u hepatocitima, cirkuliSu¢im
imunskim ¢elijama 1 makrofagima. Ekspresija TLR7 je takode dovedena u vezu sa razliCitim
tumorima poput ezofagealnog gde je pokazano da ekspresija TLR7 korelira sa stadijumom
tumora (Sheyhidin et al., 2011). Kod gastri¢nog tumora i tumora plu¢a pokazano je da je visa
ekspresija TLR4 i TLR7 povezana sa progresijom tumora (W. He et al., 2007; Schmausser,
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Andrulis, Endrich, Miiller-Hermelink, & Eck, 2005). Stimulacija TLR7 agonistima u tumorima
dovodi do aktivacije NF-kB, pojacane ekspresije antiapoptotickog proteina Bcl-2, povecanog
prezivljavanja tumorskih ¢elija i hemorezistencije (Cherfils-Vicini et al., 2010).

TLR9 ima vazne funkcije u imunskoj odbrani od odredenih virusa. Pokazano je da su
miSevi kojima nedostaje funkcionalni gen za TLRY podlozni infekciji citomegalovirusom.
Dendritske ¢elije miSeva sa nedostatkom TLR9 ne uspevaju da uspostave odgovarajuci IFN tip I
odgovor na infekciju herpes simpleks virusom. Ovi podaci sugeriSu da TLR9 moze igrati vaznu
ulogu u otkrivanju virusa, verovatno kroz prepoznavanje virusnih DNK intermedijera unutar
zarazene Celije (Eckmann, 2004; Krug et al., 2004). Pokazano je i1 da je inflamacija posredovana
odgovorom TLR9 na ligande povezana i sa kardiometabolic¢kim poremecajima (Nishimoto,
Fukuda, & Sata, 2020). TLRY je takode ispitivan i u tumorima. Kod skvamocelularnog tumora
jednjaka ekspresija ovog TLR je prognosticki faktor gde je ekspresija u celijama sliénim
fibroblastima povezana sa nizom stopom metastaza limfnih ¢vorova (Sheyhidin et al., 2011).

Studije na nivou genoma ukazale su na povezanost varijacija u genima za TLR sa
bolestima u ¢ijoj osnovi se nalazi zapaljenski proces (El-Bendary et al., 2018). Rezultat
pojedina¢nih nukleotidnih polimorfizama u kodirajuéem regionu gena za TLR je zamena
aminokiselina koja moze dovesti do izmenjene funkcije proteina putem promene u motivu za
vezivanje faktora transkripcije, menjaju¢i efikasnost elemenata pojacivaca ili represora.
Polimorfizmi u transmembranskom domenu LRR-a mogu uticati na sposobnost receptora da
vezu patogene koje normalno prepoznaju, a polimorfizmi u transmembranskom domenu mogu
da izazovu defekte u intracelularnom transportu receptora. SNP u citoplazmatskom domenu
mogu dovesti do izmenjene interakcije sa adapterskim proteinima ili do poremecaja dimerizacije
(Kutikhin, 2011). Utvrdena je povezanost varijanti gena TLR sa izmenjenim profilom citokina,
kao 1 sa pojavom, karakteristikama i ishodom T1DM, SLE, reumatoidnog artritisa 1 Grejvsove
bolesti (Y1, Xu, Xiao, & Cai, 2019). Budu¢i da se degradativni procesi u hrskavici i apoptoza
hondrocita u OA zglobu pripisuje upravo interakciji TLR 1 liganada, moguce je da bi razlicite
varijante gena za TLR mogle imati uticaj 1 na rizik, pojavu i progresiju OA.

Studije na nivou genoma pokazale su da funkcija gena za TLR4 moze biti izmenjena
usled prisustva varijanti 154986790 1 rs986791. ,,Missens* mutacija rs4986790 nalazi se u tre¢cem
egzonu gena za TLR4 1 dovodi do zamene adenina guaninom (A>QG), §to rezultuje zamenom
asparaginske kiseline (Asp) glicinskom aminokiselinom (Gly) na poziciji 299 polipeptidnog
lanca. Sa druge strane, r1s986791 dovodi do supstitucije timina citozinom (T>C), a posledica je
zamena treonina (Tre) izoleucinom (Ile) na poziciji 399 u polipeptidnom lancu. Ove promene
menjaju ekspresiju inflamatornih citokina 1 hemokina modulacijom MyDS88 i drugih nizvodnih
signala (Gowin et al., 2017; Z.-H. Yang, Dai, Gu, Guo, & Gong, 2012). Funkcionalne varijante
gena za TLR4 ometaju regrutovanje MyDS88 1 ekspresiju TRIF zavisnih gena (Figueroa et al.,
2012).

Jedna od najnovijih studija na nivou genoma iz 2021. godine pokazala je da bi TLR4 1
varijante gena koji ga kodira mogao imati znacajnu ulogu u patogenezi OA, buducdi da se ovaj
TLR aktivira 1 u prisustvu endogeno sintetisanih molekula usled degradacije tkivnih
konstituenata u razli¢itim muskulo-skeletnim patologijama. Dodatno, ekspresija TLR na
hondrocitima, osteoblastima 1 sinoviocitima ¢ini ovaj TLR veoma privlacnom metom za
modulaciju lokalnog imunskog odgovora u tkivima koja ¢ine i pruzaju potporu zglobnom
sistemu (Boer et al., 2021). Studije koje su se fokusirale na varijante od interesa rs4986790 i
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rs4986791 TLR4 gena ispitivane u ovoj studiji nisu dovedene u vezu sa rizikom za razvoj RA
(Yildirim & Uzen, 2019). Medutim, u prilog hipotezi o njihovoj ukljucenosti u hronican
zapaljenski proces govori podatak da su 1 rs4986790, kao i rs4986791 povezane su sa
povecanom ekspresijom citokina kod zapaljneskih bolesti kao Sto je Alchajmerova bolest
(Balistreri et al., 2008). TLR4 varijanta 1s4986791 dovodi do povecane ekspresije
proinflamatornog TNFo u odgovoru na stimulaciju ligandom poput LPS-a (Ferwerda et al.,
2007). Pokazano je da varijante gena za TLR4 uticu na aktivnost samog receptora i odgovor na
ligande S§to dovodi do izmenjenog imunskog odgovora (Hold et al., 2014). Trenutno nema
podataka koji pokazuju da analizirane varijante rs4986790 1 rs4986791 u genu TLR4 uti¢u na
ekspresiju proinflamatornih citokina u OA. S obzirom na funkcionalni uticaj istrazivanih
varijanti gena za TLR4, ove genetske varijante mogu imati uticaj na predispoziciju pojedinaca za
razvoj OA.

Rezultati ove studije ukazali su i da je varijanta rs3853839 gena za TLR7 znacajno
povezane sa povecanim rizikom od OA §to je u skladu sa nedavno objavljenom studijom o OA
kolena. Varijanta rs3853839 gena povezana je sa rizikom za OA kolena, klinickom slikom OA 1
rizikom od efuzijskog sinovitisa (Xi et al.,, 2022). Cinjenica da Zene imaju veéi rizik za
obolevanje od OA pokazuje da bi X-vezani geni mogli biti povezani i predstavljati faktor rizika
za razvoj oboljenja. Istrazivanja pokazuju da pojedinci sa odredenim alelima rs3853839 mogu
imati razli¢ite imunske odgovore i podloZnost zapaljenskim stanjima. Varijanta rs3853839 igra
ulogu u virusnoj infekciji i povezan je sa perzistencijom HCV-a, sa C alelom kao zaStitnim
faktorom od HCV-a u Zenskoj populaciji (Yue et al., 2014). Takode je povezana sa COVID-19
infekcijom 1 loSom prognozom bolesti (El-Hefnawy et al., 2022). Istrazivanja o ulozi u SLE
pokazala su da heterozigotni CG i mutirani homozigoti GG varijante rs3853839 cine 40%
ispitanika sa SLE nefritisom (Raafat, El Guindy, Shahin, Samy, & El Refai, 2018).

lako su 1 ostali ispitivani TLR dovedeni u vezu sa zapaljenskim procesom u drugim
oboljenjima, nije uocena povezanost izmedu ispitivanih varijanti 1 OA. Varijanta rs3775291 se
nalazi u egzonu 4 gena za TLR3 1 dovodi do zamene citozina za timin (C>T), Sto dovodi do
promene strukture visoko konzerviranog domena koji vezuje ligand na povrSini receptora
(Ranjith-Kumar et al., 2007). rs5743312 se nalazi u intronu 2 gena za TLR3. Pokazano je da
TLR3 ucestvuje u proliferaciji, funkciji 1 apoptozi B-Celija pankreasa i izaziva upalu koja dovodi
do progresije i pogorSanja dijabetesa tipa 2 1 srodnih komplikacija (Sepehri et al., 2015).
Ekspresija TLR3 je povecana u ¢elijama tiroidee kod pacijenata sa Hasimoto tiroiditisom (Aktas
et al., 2020).

Nekoliko studija je otkrilo vezu izmedu varijante rs187084 gena za TLR9Y 1 osetljivosti na
OA (Balbaloglu, Sabah Ozcan, Korkmaz, & Yilmaz, 2017; S.-L. Su et al., 2012; Zheng et al.,
2017). Varijanta rs187084 koji se nalazi u promotoru TLR9 gena je povezan sa brzinom
transkripcije gena (Yi et al., 2019). Smatra se vaznom regulatornom varijantom gena TLR9 posto
se nalazi u regionima nekoliko transkripcionih faktora koji mogu da aktiviraju/suprimiraju
transkripciju kao odgovor na razli¢ite fizioloske i patoloske stimuluse (Hamann et al., 2006).
Prethodne studije su objavile da je T alel varijante rs187084 povezan sa uznapredovalim
stadijumima OA kolena (S.-L. Su et al., 2012) i kuka (Yi et al., 2019), dok je druga studija
prijavila prisustvo C alela kao faktor rizika za OA kolena (Zheng et al., 2017). Ovi nalazi su u
saglasnosti sa istrazivanjem koje je pokazalo da je TT genotip varijante rs187084 gena za TLR9
povezan sa razvojem RA (Etem, Elyas, Ozgocmen, Yildirim, & Godekmerdan, 2011). Sa druge
strane, C alel varijante rs187084 gena za TLRY povezan je sa povecanim rizikom od Kronove
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bolesti, naglasavaju¢i klju¢nu ulogu bakterijske DNK kao endogenih TLR liganada u
patofiziologiji zapaljenske bolesti creva (Torok et al., 2004). Nosioci C alela takode imaju
povecan rizik za razvoj astme (Lazarus et al., 2003). Oc¢igledno je da je TLR9 ukljucen u razlicite
patoloske mehanizme, ali suspektni alel varira u zavisnosti od oboljenja i mozemo pretpostaviti
da je njegova uloga tkivno specificna.

TLR 1 njihova signalizacija strogo su regulisani od strane brojnih mikro RNK kao §to su
miR-146a, miR-199a, miR-155, miR-126, miR-21, miR-29, miR-148/152 i miR-4661 (Kondo,
Kawai, & Akira, 2012). Veliki uticaj na regulaciju imunskih mehanizama mikro RNK bi mogle
da imaju upravo kroz modulaciju signalizacije TLR-a i receptora za citokine (Bayraktar et al.,
2019). Agonisti razli¢itih TLR indukuju ekspresiju specificnih mikro RNK (Taganov et al.,
2006), ali sami TLR takode mogu biti direktno ciljani od strane mikro RNK koje se mogu vezati
za visoko ocuvana ciljna mesta u 3’ UTR ovih receptora (Saba, Sorensen, & Booth, 2014).

Uloga razli¢itih varijanti gena za mikro RNK u OA jos$ uvek nije detaljno opisana. Brojne
mikro RNK su uklju¢ene u puteve imunske signalizacije kod OA, bilo u regulaciju degradacije
matriksa hrskavice pod inflamacijom ili u perpetuaciju zapaljenske reakcije (Bayraktar et al.,
2019). Integrativno molekularno profilisanje podataka o sekvenciranju RNK pokazalo je da se
nivo ekspresije vise od 250 mikro RNK, medu kojima su i miR-146a, miR-155 i miR-196a,
razlikuje kod zdrave i hrskavice zahvacene OA. Dodatno, ova studija ukazala je na 37
jedinstvenih mikro RNK koje su eksprimirane samo u OA (Fisch et al., 2014).

Rezultati naSe studije su istakli varijantu rs11614913 kao jednu od varijanti gena za
miRNK koje mogu imati znacajnu ulogu u OA. Varijanta miR-196a-2 rs11614913 je povezana sa
polom (p=0,014) i istorijom povrede zgloba (p=0,014). Uocen je i trend ka asocijaciji ove
varijante sa BMI (p=0,051). Ovi nalazi su u skladu sa epidemioloSkim podacima da vecinu
obolelih od OA ¢ine Zene, kao 1 u skladu sa sa utvrdenim faktorima rizika od bolesti. rs11614913
u genu za miR-196a-2 je takode izdvojen u analizi ucestalosti genotipova, pri ¢emu podaci
ukazuju na znacajnu razliku u distribuciji genotipova izmedu pacijenata sa OA i kontrolne grupe

(p=0,01).

Dostupne studije o drugim zapaljenskim bolestima pokazale su da je T alel varijanta
rs11614913 gena za miR-196a-2 povezan sa rizikom od dijabetesa tipa 1, gde su u poredenju sa
kontrolama oboleli imali nizu ekspresiju miR-196a-2. Ovi nalazi ukazuju na to da bi smanjena
ekspresija miR-196a-2 1 varijanta rs11614913 mogli igrati vaznu ulogu u patogenezi i
podloznosti ovoj autoimunoskoj bolesti (Ibrahim et al., 2019). Druga studija pokazala je da je
ekspresija miR-196a-2 znacajno smanjena kod nosilaca T alela varijante rs11614913 gena za
miR-196a-2 medu pacijentima sa ulceroznim kolitisom (Ranjha, Meena, Singh, Ahuja, & Paul,
2017). Varijanta gena miR-196a-2 povezan je i sa vitiligom gde miR-196a-2 cilja TIRP1 u
melanocitima, potencijalno izazivajuéi proizvodnju eumelanina i smrt melanocita (Huang et al.,
2013). Uocena je znaCajna povezanost izmedu miR-196a-2 varijante rs11614913 i miR-423
varijante rs6505162 sa rizikom od infarkta miokarda (Uzair et al., 2024). Utvrdeno je da su
nosioci mutiranog alela ovih mikro RNK povezani sa povec¢anim rizikom za ranu pojavu
koronarne bolesti arterije kod muskaraca mladih od 45 godina i Zena mladih od 55 godina
(Agiannitopoulos et al., 2021). Pokazano je i da ova varijanta gena za miR-196a-2 povecava
rizik od NHL putem izmene ekspresije zrele miR-196a i stoga se moze koristiti kao kandidat za
biomarkere za osetljivost na NHL (Tao Li et al., 2015). CC genotip varijante rs11614913 takode
je povezan sa povecanim rizikom od akutne limfoblastne leukemije (Tong et al., 2014). Znacajna
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je 1 povezanost izmedu C alela rs11614913 u genu za miR-196a-2 i predispozicije za rak dojke,
dok je T alel protektivni faktor za razvoj ovog tipa maligniteta (Nejati-Azar & Alivand, 2018).
Pokazano je da prekomerna ekspresija ove mikro RNK mozZe podstaci invaziju, proliferaciju,
metastaze u limfnim c¢vorovima, inhibiciju apoptoze i otpornost na zracenje u razliCitim
tumorima (Dioguardi et al., 2022). Studije pokazuju da deregulisana ekspresija miR-196a 1 miR-
196b doprinosi razvoju tumora i Sirenju maligniteta kao §to su melanom, astrocitom,
osteosarkom 1 mijelom, sa onkosupresivnom ulogom (Dioguardi et al., 2022). Kod raka jajnika
miR-196a-2 regulacijom PTEN/PI3K/AKT signalnog puta promovise proliferaciju celija i
inhibira apoptozu kod raka jajnika (Hussein et al., 2022). Ekspresija miR-196a-2 u tkivu i plazmi
je znacajno povecana kod pacijenata sa kolorektalnim tumorom. Varijanta rs11614913 bi mogla
biti ukljucena u neinvazivni skrining i dijagnosticki alat za identifikaciju kolorektalnog tumora,
zajedno sa poznatim biomarkerima u CRC, ukljuc¢uju¢i CEA i CA19-9 (Mehrjoei, Haghnazari,
Bashiri, & Rezvani, 2024). Ovi podaci pokazuju da je miR-196a-2 povezana sa bolestima u ¢ijoj
patogenezi se nalazi hroni¢an zapaljenski proces.

Kada je re¢ o zapaljenskim bolestima zglobova, uloga miR-196a-2 u destrukciji zglobne
hrskavice je uglavnom proucavana kod RA. Varijanta rs11614913 gena za miR-196a-2 nije
povezana sa osetljivos¢u na RA u egipatskoj (Toraih, Ismail, Toraih, Hussein, & Fawzy, 2016) i
meksi¢koj populaciji (Aleman-Avila et al., 2017). Medutim, varijanta rs11614913 gena za miR-
196a-2 je povezana sa ekstraartikularnim manifestacijama kod RA (De La Cruz-Castillejos et al.,
2017). miR-196a-2 se nalazi u klasterima HOX gena, izmedu HOXC10 i HOXC9, i regulise
ekspresiju HOX gena i transkripcionih faktora povezanih sa nastankom i razvojem OA (Pelttari,
Barbero, & Martin, 2015). Takode, miR-196a regulise ekspresiju ERG transkripcionog faktora
posredstvom koga potencijalno utice na viskoelasticne karakteristike same zglobne hrskavice i
njen metabolizam u mikrosredini zgloba zahva¢enom OA (Ohta et al., 2015). Pokazano je 1 da
povecana ekspresija miR-196a smanjuje proliferaciju maticnih ¢elija iz adipocita 1 promoviSe
njihov osteogeni potencijal bez uticaja na adipogenezu, §to bi potencijalno moglo da uti¢e na
hondrogeni potencijal prekursora mati¢nih ¢elija in vitro (McAlinden, Varghese, Wirthlin, &
Chang, 2013). Zbog ogranic¢ene koli¢ine dostupnih informacija o uticaju na rizik ili progresiju
zapaljenskih bolesti zglobova neophodna su dalja istrazivanja da bi se detaljnije ispitao
funkcionalni uticaj rs11614913 1 efekti ove mikro RNK u OA.

Pored miR-196a-2 ispitivane su 1 miR-146a 1 miR-155 koje se nalaze u regulatornim
regionima gena i reguliSu ekspresiju gena ukljucenih u zapaljenski proces. Dva oblika miR-146,
miR-146a 1 miR-146b su visoko eksprimirani u T limfocitima, mononuklearnim c¢elijama 1
makrofagima (Testa et al., 2017). miR-146a reguliSe IRAKI1 i TRAF6 serin/treonin kinaze
povezane sa IL-1R, kao 1 ekspresiju ciljnih gena NF-kB, kao §to su IL-6, IL-8, IL-1P 1 TNF-a,
¢ime se smanjuje zapaljenje (Saba et al., 2014). miR-146a igra klju¢nu ulogu u odrZavanju
homeostaze u imunoloskoj signalizaciji interakcijom sa Treg. Ulogu Treg u zapaljenskom
odgovoru kontroliSe miR-146a, koji ogranicava proinflamatornu Thl signalizaciju. Ekspresija
miR-146a na Treg je neophodna za regulaciju Thl odgovora, a izmenjena funkcija Treg 1
diferencijalna ekspresija miR-146a u Th1-Th2 ¢elijama ukazuju na autoimunske procese (Testa
et al., 2017). U kontekstu OA, znacajno je da miR-146a potiskuje nizvodnu signalizaciju veéine
TLR-a (TLR 2,4,5,7,8 i 9) kroz interakciju sa IRAK1/TRAF6 molekulima (Mohammed et al.,
2021; Taganov et al., 2006).

Upravo zbog ukljucenosti u imunske mehanizme uloga miR-146a u patoloSkim stanjima
zgloba je mozda i najviSe ispitivana od svih mikro RNK. Pokazano je da je miR-146a povezana
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sa zapaljenskim oboljenjima zgloba poput RA. Medu cetiri mikro RNK ¢ija je ekspresija
znacajno povecana u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi kod pacijenata sa RA nasle su se
upravo miR-146a i miR-155 (Moran-Moguel, Petarra-Del Rio, Mayorquin-Galvan, & Zavala-
Cerna, 2018). Ekspresija miR-146a u hrskavici u ranim fazama OA zavisi od proinflamatornih
signala karakteristicnih za pocetne stadijume bolesti, na Sta ukazuje znacajno povecanje njene
ekspresije u poredenju sa zdravim tkivom hrskavice (Yamasaki et al., 2009). Hroni¢na upala 1
degenerativne promene u hrskavici zahva¢enoj OA mogu biti povezane sa miR-146a (Saba et al.,
2014). Pokazano je da ekspresija miR-146a raste kao odgovor na mehanicko oste¢enje hrskavice
(Jin et al., 2014). U RA, miR-146a ogranicava TLR4/NF-kB signalizaciju, sto dovodi do
smanjene proliferacije i rezolucije zapaljenskog odgovora fibroblasta i sinoviocita (W. Liu et al.,
2018). Istrazivanja pokazuju da u hondrocitima zglobova zahva¢enim OA, stimulisana ekspresija
miR-146a i miR-140-5p inhibira inflamatornu signalizaciju ciljanjem takode TLR4/NF-kB ose
(Papathanasiou, Balis, Trachana, Mourmoura, & Tsezou, 2020).

miR-155 je jo$ jedan regulator zapaljenskog procesa. miR-155 reguliSe razvoj B celija,
odgovore antitela zavisne od T ¢elija, inflamatorne odgovore zavisne od T celija, funkcije
supresije Treg i aktivaciju tkivnih makrofaga (Moran-Moguel et al., 2018). Pod kontrolom ove
mikro RNK se nalazi signalizacija sa TLR3 i TLR4 (Hu et al., 2015). Pokazano je da ekspresija
miR-155 u sinovijalnim monocitima i makrofagima zglobova zahvacenim artritisom zavisi od
endogenih TLR liganada koji stimuliSu povecanje proizvodnje proinflamatornih citokina
(Moran-Moguel et al., 2018). Jedna od najvaznijih meta miR-155 u inflamatornoj signalizaciji je
SOCSI, negativni regulator signalizacije IFN-y, IL-4, IL-12 1 IL-5. miR-155 ispoljava svoje
bioloSke efekte tako Sto smanjuje transkripciju SOCSI1, ¢ime slabi citokinsku signalizaciju
posredstvom negativne povratne sprege (Wen et al., 2015). Visoka ekspresija miR-155 takode
dovodi do smanjenja anti-inflamatornog proteina SHIP-1 (engl. SH2 domain-containing inositol
5'-phosphatase), inhibitora TLR signalizacije koji je takode vaZan regulator proliferacije i
diferencijacije osteoblasta (Iyer, Margulies, & Kerr, 2013). miR-155 ima takode je ulogu u
resorpeiji kostiju stimuliSuéi diferencijaciju makrofaga ka razvoju osteoklasta (Mann, Barad,
Agami, Geiger, & Hornstein, 2010).

Prema podacima dobijenim u ovoj studiji, ni miR-146a 1 miR-155 nisu povezani sa
rizikom od OA u ispitivanoj populaciji. miR-155 polimorfizam rs767649 je pokazao znacajnu
povezanost sa ranom menopauzom (p=0,033), a uocena je 1 tendencija ka asocijaciji ovog
polimorfizma i pola (p=0,086).

Pored TLR 1 njihovih regulatornih mikro RNK u ovoj studiji je ispitivana i povezanost
RXR koji je takode ukljucen u zapaljensku reakciju. Pored toga, RXR deluje kao transkripcioni
partner VDR-a i RAR-a, §to dovodi ovaj NR u vezu sa lokomotornim sistemom.

Poredenjem sa kontrolnom gupom, ova studija je pokazala statisticki znacajnu razliku u
zastupljenosti genotipova izmedu kontrolne grupe i grupe pacijenata sa OA za varijantu
rs7864987 gena za RXRa, kao i trend ka statisticki znacajnoj razlici u ucestalosti 1 za drugu
ispitivanu RXRa varijantu, rs3118523. Veoma znacajan podatak jesu i dobijene asocijacije obe
ispitivane varijante sa rizikom za OA. Varijanta rs3118523 gena za RXRa je protektivni faktor,
dok je rs7864987 varijanta ovog gena faktor rizika za razvoj OA. Ovi podaci ukazuju da razlicite
varijante RXRa gena imaju usko specificnu ulogu u patogenezi OA. UocCena povezanost oba
ispitivana gena za RXRa sa rizikom od OA u skladu je sa potencijalnom ulogom RXRa u
hroni¢noj upali. Povezanost jedne ispitivane varijante kao faktora rizika i druge kao zaStitnog
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faktora za OA pokazuje da RXRa moze biti medu genima uklju¢enim u kompleksnu mrezu koja
lezi u osnovi imunopatologije OA. Varijante gena koji kodiraju RXRa i enzime ukljucene u
sintezu all-trans retinoicne kiseline mogu biti vazna komponenta kompleksne mreze koja
naglaSava imunopatofiziologiju OA.

Ovo je prva studija koja ispituje povezanost RXR-a i OA. U dostupnoj literaturi ne
postoje podaci o ispitivanjima povezanosti izmedu OA 1 varijanti gena za RXRa. Sagledavajuci
ustanovljene faktore rizika za razvoj OA, nekoliko NR bi moglo potencijalno biti ukljuceno u
patogenezu ovog oboljenja. Zajednicko za sve ove NR jeste da je njihov obligacioni
hetereodimerizacioni partner upravo RXR.

Medu do sada otkrivenih 48 ¢lanova, na prvom mestu kao NR koji je potencijalno
ukljucen u patogenezu OA je svakako VDR. Za normalno funkcionisanje zglobnog aparata od
krucijalne vaznosti je metabolizam miSi¢no-skeletnog sistema, apsorpcija kalcijuma i
mineralizacija kostiju. BioloSka aktivnost aktivnog oblika vitamina D (1,25-dihidroksivitamin
D3 [1,25(0OH)2D3]) kod ljudi je posredovana interakcijom VDR sa RXR-om kao obligacionim
heterodimerizacionim partnerom. Uklju¢enost RXR-a u transkripcionu regulaciju gena koji
reguliSe vitamin D pokazuje da bi varijante gena koje kodira ovaj receptor mogle imati efekat na
patogenezu OA uticajem na metabolizam kostiju (Campbell, Xu, El-Tanani, Crowe, & Bingham,
2010).

Pored VDR, 1 ER je jedan od NR ¢ija uloga bi mogla da bude povezana sa OA. Estrogen
ima znacajne regulatorne efekte na metabolizam skeletnog sistema. Kljuan je za zdravlje
kostiju, promovise aktivnost 1 mineralizaciju osteoblasta i moZe usporiti razgradnju kostiju. ER
su identifikovani u mnogim komponentama zglobova, ukljucujuéi sinoviju, kost, hrskavicu 1
ligamente. Sinteza glikozaminoglikana je klju¢na za funkciju zglobova i hrskavice. Pokazano je
da tretman estrogenom pozitivno uti¢e na sintezu glikozaminoglikana u hondrocitima kunica,
kao 1 da potiskuje ekspresiju COX-2 u govedim zglobnim hondrocitima. Ovo ukazuje na
protektivni efekat estrogena na tkivo hrskavice Sto bi svakako moglo da se poveZze 1 sa
¢injenicom da je OA CeS¢e zastupljen kod Zena i to nakon menopauze koja se karakteriSe
hormonskim disbalansom 1 smanjenjem koncentracije estrogena (Yuqing Zhang & Jordan, 2010).

Jedan od faktora rizika za OA je i prekomerna telesna tezina $to sugeriSe da bi i geni
povezani sa metabolizmom lipida 1 glukoze takode mogli predstavljati gene kandidate za OA.
Iako nije uocCena statisticki znacajna povezanost izmedu ispitivanih varijanti gena za RXRa,
primecena je znacajna tendencija ka povezanosti izmedu viSeg indeksa telesne mase 1 rs7864987
varijante. Za sada ne postoje dostupni podaci o ispitivanju varijanti gena za RXRa izoformu,
medutim, pokazano je da je varijanta rs2134095 gena za RXRy izoformu povezana sa
dijabetesom, funkcijom B ostrvaca pankreasa i metabolizmom glukoze i lipida (Yu et al., 2021).

Medu clanovima NR superfamilije, LXR je receptor ¢iji je heterodimerni ligand
isklju¢ivo RXR. Pokazano je da LXR uti¢e na ekspresiju gena zavisnu od NF-kB 1 da potiskuje
ekspresiju gena povezanih sa upalom, ukljucujuci iNOS, COX-2, IL-1B i IL-6 (Joseph, Castrillo,
Laffitte, Mangelsdorf, & Tontonoz, 2003). Prethodna istrazivanja na LXR-u su pokazala zastitnu
ulogu ovog proteina u degradaciji hrskavice kod OA. U poredenju sa normalnom hrskavicom,
ekspresija i LXR 1 RXR je znacajno smanjena u humanoj OA hrskavici (Collins-Racie et al.,
2009).

59



Obe istrazivane varijante gena za RXRa, 17864987 1 rs3118523 imaju uticaj na funkciju
receptora putem modulacije strukture regiona za vezivanje liganada i alel-specificnog vezivanja
transkripcionih faktora (Cooper, 2010; Ward & Kellis, 2016).

Ne postoje dostupni podaci o uticaju varijanti gena za RXR na pojavu i progresiju OA.
Iako je RXR uklju¢en u muskulo-skeletni razvoj 1 metabolizam tkiva konstituenata zgloba, do
sada nisu sprovodena istrazivanja funkcije ovog receptora u zapaljenskim bolestima zglobova.
Metabolit vitamina A, all-trans retinoi¢na kiselina (atRA) igra klju¢nu ulogu u razvoju misi¢no-
skeletnog sistema. Biolosku ulogu ispoljava vezivanjem za retinoi¢nu kiselinu ili PPARPB/S
receptor koji je heterodimerni partner RXR. Pokazano je da atRA ima anti-inflamatorno dejstvo
na zglobnu hrskavicu i da bi mogla imati ulogu u nastanku OA (Zhu et al., 2022). Varijante u
genu za ALDH1A2, koji kodira klju¢ni enzim za sintezu all-trans retinoi¢ne kiseline dovedene
su u vezu sa povredom i inflamacijom kod tezeg oblika OA Sake (Zhu et al., 2022).

Nedavna istrazivanja pokazuju da RXR imaju specifi¢nu ulogu u imunskom odgovoru
kao regulatori homeostatskih procesa, pri cemu se ekspresija razlicitih izotipova razlikuje u
zavisnosti od tipa ¢elije (Leal, Reich, Moerland, Zhang, & Liby, 2021; S. Sharma et al., 2022).
Razli¢iti heterodimerni partneri RXR ukljucuju¢i ER, VDR i LXR su povezani sa supresijom
proinflamatornih gena (E. K.-H. Chow, Razani, & Cheng, 2007). Takode je pokazano da RXR
kao homodimer ili heterodimerizacioni partner RAR-a blokira ekspresiju proinflamatornih
citokina inhibicijom aktivacije NF-kB ili AP-1 (B. Li et al.,, 2021). Jedan od glavnih
proinflamatornih citokina u OA je TNF-a. Sinovijalna tecnost, membrana 1 hrskavica u OA se
karakteriSu visokim nivoom ovog citokina (Wojdasiewicz, Poniatowski, & Szukiewicz, 2014).
TNF-a reguliSe sintezu alarmina, $to je kljucno za proces sterilne inflamacije. TNF-a takode
direktno kontroliSe ekspresiju MMP-1, MMP-3 i MMP-13 u hondrocitima, koji su nosioci
degradatavnih procesa 1 remodelovanja hrskavice kod OA (Molnar et al.,, 2021). RXR
regulacijom transkripcije gena za hemokine CCL6 i1 CCL9 takode kontroliSe infiltraciju
zapaljenskih medijatora na mestu upale ili povrede (Nuiiez et al., 2010). RXR je takode ukljucen
u kontrolu fagocitne aktivnosti i fenotipa makrofaga, a samim tim i u odrZavanje autotolerance
(Roszer et al., 2011).

Smanjena ekspresija RXRa u OA zglobnoj hrskavici je verovatno faktor koji doprinosi
zapaljenju zgloba, poSto agonisti RXR smanjuju upalu izazvanu posredstvom proinflamatornih
citokina (Collins-Racie et al., 2009). Ovo je veoma znaCajan nalaz sa aspekta perpetuacije
zapaljenskog procesa buduci da je TNF-a koji je glavna meta RXR agonista regulator produkcije
alarmina iz aktiviranih sinovijalnih ¢elija, hondrocita 1 nekroti¢nih koStanih ¢elija Sto bi mogao
da predstavlja okidac za razvoj patologije (van den Bosch, 2019). RXR bi mogao imati uloguiu
kontroli zapaljenskog procesa u OA zglobu regulacijom inflitracije leukocita kao 1
modifikacijom ekspresije gena povezanih sa fagocitozom (Roszer et al., 2011). Pored toga, RXR
ima sposobnost da spreci celijsko starenje regulacijom signalizacije kalcijuma i1 generisanja
ROS-a i oStec¢enja DNK (Ma et al., 2018).

Ranije je utvrdeno da su varijante u genu za RXRa povezane sa rizikom od kolorektalnog
tumora (rs7861779 1 rs12004589) (Jacobs et al., 2010), tumora jajnika (rs749759) (Mostowska et
al., 2016), glave i vrata (rs3118570) (Lee et al., 2011) i bubrega (Karami et al., 2009). Studija o
tumoru dojke pokazala je da razlicte RXRa varijante imaju specificnu ulogu u tumorogenezi i
antitumorskom imunskom odgovoru kao markeri boljeg/losijeg prezivljavanja (Pande et al.,
2013). Integrativna analiza GWAS podataka otkrila je da su geni za RXR i njihove varijante
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ukljucene 1 u antivirusni imunski odgovor na infekciju HCV-om (R. Zhang et al., 2021), Sto je
pokazano i kod odgovora na vakcinaciju protiv malih boginja (McKinney et al., 2016)

Budu¢i da je glavna odlika RXR njegova sposobnost heterodimerizacije sa brojnim NR,
jasno definisanje efekata ovog receptora je veoma tesko. Dodatno 1 sam RXR kao homodimer
moze da ispoljava aktivnost, Sto otezava definisanje uloge specificno ovog receptora u
patogenezi bilo koje bolesti, pa tako i u OA.

Razumevanje etiologije OA zahteva sveobuhvatne studije koje uzimaju u obzir genetsku
predispoziciju, izloZenost zivotnoj sredini, epigenetske modifikacije i interakcije gena i sredine.
Genetska pozadina OA je kao i kod svake multifaktorijalne bolesti slozena i ukljucuje vise gena
sa malim pojedinacnim efektima. Identifikovanje relevantnih genetickih varijanti povezanih sa
multifaktorijalnim bolestima zahteva velike studije asocijacije na nivou genoma i napredne
statisticke analize. Pored genetike, 1 faktori zivotne sredine poput ishrane, fizicke aktivnosti 1
pusenja igraju znacajnu ulogu u razvoju i napredovanju bolesti. Kompleksne interakcije izmedu
geneticke podloznosti 1 faktora okoline oblikuju viSestepene procese razvoja OA - od rizika od
nastanka bolesti, preko progresije, do odgovora na lecenje. Personalizovani pristupi medicine
mogu optimizovati ishode strategije za usporavanje progresije bolesti ili odlaganje pocetka
bolesti §to bi predstavljalo znacajan napredak. Buduénost medicine zasnivaée se na integraciji
genetickih 1 epigenetickih podataka u kombinaciji sa tradicionalnim klinickim podacima.
Personalizovana medicina i ciljana terapija predstavljaju osnov naprednih pristupa u tretmanu
Siroko rasprostranjenih bolesti koje bi mogle da smanje rizik od pojave patologija. Iako je OA
multifaktorijalna bolest u €ijoj je osnovi ograni¢ena regenerativna sposobnost tkiva hrskavice
kao osnove zglobnog sistema, podaci epigenetike, genomike i proteomike bi mogli da omoguce
napredak u dosadasnjem tretmanu OA.

Budu¢i da je zapaljenska reakcija centralni deo patogeneze OA, strategije zasnovane na
atenuaciji imunskih medijatora moraju biti paZljivo prilagodene specificnom kontekstu bolesti,
uzimajuci u obzir i korisne 1 Stetne efekte modulacije na patogenezu, ali 1 sam imunski odgovor
domacina. Bioloski lekovi koji deluju na inflamatorne citokine do sada nisu bili efikasni u
sprecavanju progresije OA (Grassel & Muschter, 2020). Nedavno osmisljene strategije imaju za
cilj da inhibiraju zapaljenje u OA ciljanjem inicijatora proinflamatorne signalne kaskade, poput
TLR. Svakako da bi procena inflamatornog statusa pojedinacnog pacijenta pomogla da se
identifikuju specifi¢nosti zglobova i omoguci terapija specificna barem za pojedinacne
zapaljenske medijatore u zglobu. Modifikacija faktora signalnih kaskada poput MyDSS,
TRAF3/6, MAPK, Janus kinaze i NF-kB smatraju se obe¢avajuc¢im pristupom, medutim, do sada
nisu dobijeni znaCajni efekti (Grédssel & Muschter, 2020). Stoga bi geneticka pozadina
zapaljenske signalizacije vodene TLR-ima mogla da predstavlja osnovu strategije za imunolosku
modulaciju 1 imunoterapiju.

Razumevanje interakcija i uticaja genetickih varijacija na imunski odgovor posredovan
TLR omogucilo bi razvijanje pristupa za selektivno pojacavanje ili suzbijanje aktivnosti TLR.
Antagonisti TLR signalnog puta su se pojavili kao obecavajuéi terapeutici za bolesti, ali su
sprovedena ograniCena klini¢ka ispitivanja. Razvijanje antagonista koji ciljaju na vise TLR
signalnih puteva koji se prepli¢u i nadopunjuju moglo bi olak3ati prevodenje ovih modulatora u
klinicku upotrebu (Gao, Xiong, Li, & Yang, 2017). Kontrola imunskih procesa narocito je bitna
za malignu transformaciju, gde je TLR signalizacija znacajna za aspekt imunonadzora i
antitumorogene aktivnosti. Pokazano je da je uloga TLR-a u tumorogenezi je slozena i zavisna
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od konteksta, sa pro-tumorogenim 1 anti-tumorogenim efektima u zavisnosti od mikrookruzenja.
TLR moze doprineti antitumorskim imunskim odgovorima pokretanjem mehanizama u odgovoru
na celije raka ili molekule okruzenja tumora. Medutim, oni takode mogu podstaéi rast i
napredovanje tumora budu¢i da je hroni¢na zapaljenska reakcija povezana sa razvojem i
napredovanjem vecine tumora jer indukuje mikrookruzenje pogodno za tumorogenezu (Sameer
& Nissar, 2021). Imajuéi u vidu dvojnu ulogu u tumoru, a takode i raznovrsne uloge TLR u
homeostatskom stanju, potrebno je sagledati i endogene regulatore ovih receptora koji bi mogli
da doprinesu osmisljavanju novih pristupa u leCenju bolesti sa zapaljenskom komponentom.

Diferencijalna ekspresija razli¢itih mikro RNK u OA i zdravom zglobu pokazala je da bi
upravo mikro RNK mogle da imaju veliki terapeutski potencijal (Zhou et al., 2020). Profili
ekspresije tri ispitivane mikro RNK mogu biti modifikovani upotrebom agonista pojedinih
¢lanova TLR porodice. Agonist TLR4, LPS, pozitivno utice na ekspresiju miR-155 i miR-146a u
mezenhimalnim mati¢nim ¢elijama dobijenim iz kostne srzi. Takode je i nivo ekspresije miR-
196a podloZan promeni usled stimulacije agonistom TLR2 (X. Wang, Zhu, Xu, Wang, & Liu,
2016). Istrazivanja na animalnom modelu pokazala su da mikro RNK imaju moguénost
modulacije bola u OA. miR-21 posredstvom aktivacije TLR7 posreduje u bolu kod OA kolena
(Hoshikawa, Sakai, Takai, & Suzuki, 2020). Varijante gena kako za TLR tako i za mikro RNK
mogu uticati na terapije ciljane na TLR kod pacijenata sa OA. Personalizovani pristup,
ukljucujuéi podatke o genotipizaciji 1 inflamatorni status, mogao bi poboljsati efikasnost
klini¢kih ispitivanja. Ovo, zajedno sa razvojem hondrotropnih lekova i biomarkera, moze dovesti
do buduceg lecenja OA.

Pored targetiranja TLR 1 regulatora njihove signalizacije, 1 pristupi koji su zasnovani na
RXR dobijaju sve vecu paznju zbog svojih funkcija u imunski posredovanim procesima,
prvenstveno u terapiji tumora, ali i u leCenju zapaljenskih poremecaja. Eksperimenti na
animalnim modelima pokazali su da je anti-inflamatorni efekat selektivnog inhibitora all-trans
retinoi¢ne kiseline (atRA), talarozola (sredstvo za blokiranje metabolizma retinoi¢ne kiseline,
RAMBA) u tkivu hrskavice posredovan RXR/PPAR heterodimerom (Kamalathevan, Zhu,
Muhammad, Furniss, & Vincent, 2022). Talarozol smanjuje ekspresiju inflamatornog gena u
zglobnoj hrskavici, §to ukazuje na atRA 1 ulogu njegovih receptora u zapaljenju zgloba u OA
(Zhu et al., 2022). Ovo pokazuje da bi lekovi koji su povezani sa metabolizmom retinoi¢ne
kiseline mogli potencijalno da se ukljuce u dizajniranje terapija za OA u buducnosti.

OA je slozena bolest sa raznolikom genetickom pozadinom i faktorima rizika Zivotne
sredine. Uprkos nedostatku pojedinacnih faktora rizika, do sada sprovedene studije su pruzile
bolje razumevanje promena na nivou genoma koje utiCu na razvoj i napredovanje OA.
Razumevanje uzroka poremecaja OA moZe dovesti do strategija za prevenciju i efikasnih
tretmana. Identifikovanje gena i1 njihovih varijanti moze otkriti bioloske mehanizme, Sto dovodi
do biomarkera za rano otkrivanje i novih terapijskih ciljeva. Uvid u gene koji su blisko povezani
sa zapaljenskim procesom poput TLR 1 njihovih regulatornih mikro RNK, kao i gene koji su
usko povezani sa metabolizmom tkiva konstituenata zgloba takode bi trebalo da usmeri
klasifikaciju OA 1ili na¢in na koji se oboleli lece.

Iako je do sada istrazen veliki broj imunskih medijatora i njihov doprinos patogenezi OA,
brojne interakcije 1 preklapanje funkcija odslikavaju kompleksnost patoloskih procesa koji tek
treba da se definiSu. lako je postignut znacajan napredak u razumevanju OA, jo§ uvek postoji
potreba za adekvatnim skriningom 1 efikasnijim terapijama, ukljucujuéi ciljane pristupe
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zasnovane na novim biomarkerima. Genetsko ciljanje varijanti gena povezanih sa bolestima ima
veliki potencijal za personalizovanu medicinu, dijagnostiku i terapiju. Napredak u genomici i
bioinformatici omoguc¢ava identifikaciju novih asocijacija 1 prediktivnih modela rizika.
Razumevanje geneticke kontrole bioloskih procesa u osnovi OA omoguci¢e unapredenje naseg
razumevanja patogeneze bolesti, poboljSanje dijagnostike 1 strategija leCenja 1 na kraju
poboljsanje ishoda bolesti kod pacijenata sa OA. Tretman kompleksne bolesti poput OA trebalo
bi da se zasniva na targetiranju svih aspekata oboljenja i da obuhvata terapije usmerene na
zapaljenski proces, degradaciju matriksa hrskavice i remodelovanje kostiju kao osnovne
patoloSke mehanizme bolesti.

lako su nalazi studije ohrabrujuéi, postoje potencijalna ograni¢enja svojstvena dizajnu
ove studije. Prvo, veli¢ina uzorka studije bila je relativno mala $to bi moglo da ogranici
mogucnost otkrivanja malih, ali klini¢ki znacajnih efekata. Broj pacijenata bi mogao da bude
ograni¢enje za generalizaciju nalaza u Sirem kontekstu, bilo na populacije drugih cenatara na
pacijentima bilo kavkazoidnog ili drugacijeg porekla. Drugo, ova studija je sprovedena u jednom
centru na uzorku ispitanika iz iste populacije, §to moze ograniciti generalizaciju rezultata na belu
populaciju 1 odredeni geografski region specificne geneticke pozadine. Takode su ograni¢enja i
demografska i klinicka heterogenost ucesnika studije, iako je dizajn studije podrazumevao
striktne kriterijume pri stratifikaciji pacijenata. Uprkos Cinjenici da su dobijeni nalazi znacajni za
definisanje genetike OA, ispitan je ograniCen broj varijanti gena povezanih sa rizikom za razvoj
zapaljenskih bolesti i gena blisko povezanih sa genima uklju¢enim u metabolizam kostiju.

Primetno je da su razli¢ite studije ukazale na razliite alele kao varijante od interesa za
OA Sto bi moglo da se dovede u vezu sa etiologijom, demografijom ili genetickom pozadinom
ispitivane populacije. Medutim, ova studija zajedno sa ostalim dostupnim rezultatima
istraZivanja spovedenim na svetskim populacijama ukazuje da su geneticke promene prepoznate
kao deo disregulacije imunskog sistema u zapaljenskim bolestima zglobova poput OA.
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6. ZAKLJUCCI

U skladu sa postavljenim ciljevima ove doktorske diseracije i dobijenim rezultatima izvedeni su
slede¢i zakljucci:

Varijanta rs5743708 gena za TLR2 je statisticki znaCajno povezana sa menopauzom, a
postoji 1 tendencija ka povezanosti iste varijante sa pusSenjem. Takode je zapaZena
tendencija ka povezanosti varijante rs3853839 gena za TLR7 sa lokalizacijom oboljenja,
kao 1 varijante rs187084 gena za TLR9 i veceg indeksa telesne mase.

Varijanta rs11614913 gena za miR-196a-2 povezana je sa polom, prethodnom povredom
zgloba, a postoji i tendencija ka povezanosti ove varijante sa ve¢im BMI. Uocena je i
povezanost varijante rs767649 gena za miR-155 sa ranom menopauzom, kao i trend ka
povezanosti ovog polimorfizma sa polom.

Varijanta rs7864987 gena za RXRa je povezana sa godinama starosti, a postoji i
tendencija ka povezanosti sa ve¢im indeksom telesne mase.

Postoji statisticki znacajna razlika u zastupljenosti genotipova za obe ispitivane varijante
gena za TLR4 (rs4986790 1 rs4986791), kao i za varijantu gena TLR7 rs3853839 izmedu
kontrolne grupe 1 ispitanika sa OA.

Statisticki znacajna razlika u distribuciji genotipova uocena je za varijantu rs11614913
gena za miR-196a-2 izmedu kontrolne grupe i grupe pacijenata sa OA.

StatistiCki znacajna razlika u zastupljenosti genotipova izmedu kontrolne grupe 1 grupe
pacijenata sa OA primecena je 1 za varijantu rs7864987 gena za RXRao, dok je za drugu
ispitivanu RXRa varijantu, rs3118523, uocen trend ka statisticki znacajnoj razlici u
ucestalosti genotipova izmedu kontrolne i grupe sa OA.

Obe ispitivane varijante u genu za TLR4, 154986790 1 rs4986791, su znacajno povezane
sa povecanim rizikom od OA, kao 1 varijanta rs3853839 gena za TLR7.

Varijanta rs11614913 gena za miR-196a-2 je povezana sa smanjenim rizikom od OA.
Varijanta rs3118523 gena za RXRa povezana je sa smanjenim rizikom od OA, dok je
rs7864987 varijanta, povezana sa povecanim rizikom od OA.

Neophodno je uklju¢ivanje veceg broja ispitanika sa dijagnostikovanim primarnim OA kao i
ukljucivanje veceg broja ispitanika u kontrolnu grupa u daljem istrazivanju kako bi se detaljnije
ispitala uloga varijanti u genima za TLR, mikro RNK 1 RXR u patogenezi OA. Takode bi bilo
korisno analizirati veci broj varijanti u okviru pojedina¢nih gena, ali i polimorfizme gena blisko
lociranih ovim genima kao i njihovu medusobnu interakciju.
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BUOIPA®UIA AYTOPA

Hdedopa Muwuh poheHa je 30. jyna 1991. rogunHe y 3perbaHnHy. Cpeamby WKOAY - 3peHbaHUHCKY
rMmHasunjy je 3aspwwuna 2010. rogmHe. LUkoncke 2010/2011. roauHe je ynucana OCHOBHeE
akagemcke cTyamnje Ha buonowkom dakyntety YHuBep3uTeta y beorpagy, cTyamjckmu nporpam
monekynapHa O&uonornja u ¢usmonormja. Aunnomupana je 2015. roamHe, HaKOH 4era je
ynucana mactep akagemcke crtyauje, moayn MmyHoduonoruja. Mactep ctyamnje 3aspuiunna je
wKoncke 2016/2017. roanHe, ca 3aBPLWIHUM MacTep paZom Ha Temy “OudepeHunjanHun edpekat
cybaKyTHOr opasiHor yHoca BapdapuHa Ha MHTECTUHaNIHe MMYHCKe oarosope Albino Oxford w
Dark Agouti nauoBa”. MpuUNPaBHUYKN CTa)K KAo0 MEAWMUMHCKU CapagHUK oapaguna je Ha
NHCTUTYTYy 338 MeaMUMHCKa WCTpaxusamwa BojHomeguumHcKke akagemumje, Ha Opesbemy 3a
KAVMHUYKY U eKCnepumeHTanHy nmyHonorujy. Lkoncke 2017/18. roanHe ynucana je AOKTOPCKe
akagemcKke ctyamje Ha buonowkom dakyntety VYHuBepsuteta y beorpaay, mogyn
MmyHodunonornja. Cneuujanuctuuyke akagemcke cryamje, moayn MWMmyHoduonorvja ca
MuKpoduonornjom, ynucana je 2019. roguHe, u 3aBpwuna 2020. roguHe ca TemMom
cneumjanuctTuykor paga “MosesaHoct BapujaHTe rs187084 y reHy 3a Toll-like peuenTtop 9 u
BapujaHTe rs3775291 y reHy 3a Toll-like peuenTop 3 ca pM3nKom 3a HacTaHakK ocTeoapTpuTmuca”.
On 2020. rogmMHe je 3anocneHa Kao Ouonor Ha WMHCTUTYTY 3a MeAMUMHCKA WUCTParknBakba
BojHOMeanUUHCKe akagemuje, Ha Oaesberby 32 MONIEKYNApHY reHeTuKy, OaceK 3a MeanLLUHCKY
N OHKOJIOWKY MONEKYMapHY FeHeTUKy. Y Jocajalitbem HayYHOUCTParKMBAYKOM pady je Kao
ayTop/Koaytop odjasuna 14 pagosa y fomahum n mehyHapogHMm yaconucnma.
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nPUNO3U

Mpunor 1.

MU3jaBa o0 ayTopcTBy
MoTnucaHun/a JOebopa ®. Muwwmh
Opoj nHaekca 63021/2017

UsjaBpyjem
Aa je AOKTOPCKa ancepTraumja nog HacJioBOM

MoBe3aHOCT BapujaHTK reHa 3a peuentope canyHe Toll-y, buxoBux perynatopHmx mmkpo PHK un
petnHonaHor peuentopa (RXR) ca puU3MKOM 3a HacTaHaK U KAUMHUYKUM NapameTpuma
OCTeoapTpuUTHUCa

® pPe3ynTaT CoOnCTBeHOr UCTPaKMBaAYKor paga,

® [a NpeanoXeHa AucepTaumja y UE/MHU HU Yy OeNloBUMa Huje duna npeasiorkeHa 3a
nodujarbe duno Koje gunaome npema CTYAUjCKMM NPOrpPammMma ApPYrux BUCOKOLLIKONCKUX
yCTaHOBa,

® [a Cy pe3yaTaTh KOPEKTHO HaBeAEHU U

® [a HMCaM KpLUMO/Na ayTopCKa NpaBa M KOPUCTUIA MHTENEKTYaNHY CBOjUHY APYIMX ULa.

MoTtnuc aoKTopaHaa

Y beorpaay, 10.07.2024.
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Mpwunor 2.

MU3jaBa 0 UICTOBETHOCTU LUTaMMNaHE U e/IeKTPOHCKe Bep3uje A0KTOpCKor

pPaga
MUme n npesume aytopa Jdedopa Muwwunh
Bpoj nHaekKca 63021/2017
Cryamjcku nporpam NMmyHobduonoruja

Hacnos paga _[oBe3aHOCT BapujaHTK reHa 3a peuentope canyHe Toll-y, hMXoBUX perynaTopHumx
mukpo PHK u petnHouaHor peuentopa (RXR) ca pu3sMKOM 33 HacTaHaK U KAUHUYKUM
napameTpmma ocTeoapTpuTmuca

MeHTopH Op bumwaHa boxunh Hegemkosuh

[p lopaaHa LWynuh

MoTnucaHu/a JNedopa Muwinh

M3jaB/pyjem Aa je wTamnaHa Bep3nja MOr AOKTOPCKOr paga MCTOBETHA €/IEKTPOHCKOj BEP3UjK
Kojy cam npegao/na 3a objaB/bnBakbe Ha NopTany AUruTanHor peno3utopujyma YHusepsureta

y beorpapy.

[o3Bo/baBam ga ce odjaBe MOjU MYHM NojauM Be3aHW 3a fodujarbe aKkaZeMCKOr 3Bakba
[LOKTOPA HayKa, Kao WTOo Cy MMe U Npe3nume, roamHa n mecto pohera n gatym oadpaHe paaa.

OBM INYHM NoJAUM MOTy ce 00jaBUTU HAa MPEXHUM CTpaHMLaMa gurutanHe dubnuoteke, y
€/1eKTPOHCKOM KaTasiory 1y nydnmkaumnjama YHusep3suTeTa y beorpaay.

MoTnuc aoKTopaHaa

.Y beorpaay, 10.07.2024.
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Mpwunor 3.
VI3jaBa (o] KOpMLuhEI-by

Osnawhyjem YHuBep3uteTcky Oudnmoteky ,CBeto3ap Mapkosuh® pga y [OurutanHu
penosnTopmnjym YHuBep3uTeTa y beorpagy yHece mojy AOKTOPCKY gucepTauunjy noga HacsioBOM:

IToBe3anocT BapujanTy reHa 3a peuenrope canyue Toll-y, BuxoBux peryiaaropanx Mukpo PHK u
perunouaHor perenropa (RXR) ca pu3sWKOM 3a HacTaHaK M KJIMHWYKUM I1apaMeTpruMa
OCTEOAPTPUTHCA

KOja je moje ayTopCKo geno.

OvcepTaumjy ca cBum npuaosvma npegao/na cam y enekTpoHcKom ¢bopmaTty nNorogHom 3a
TpajHO apxuBMpakse.

Mojy OOKTOPCKY AucepTaunjy noxparbeHy y AdurntanHom penosutopujymy YHusepsuteta y
beorpaay mory ga Kopucte CBM Koju noLwTyjy oapeade cagpkaHe y ogadpaHom Tuny AnueHue
KpeatusHe 3ajeaHunue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ogsy4mo/na.

1. AytopcTtBo

2. AyTOpCTBO — HEKOMEpPLMja/IHO

3. AyTopCTBO — HEKOMepLujanHo — Oe3 npepaae

4. AyTOpPCTBO — HEKOMEpPLUjaNHO — Ae/IUTU NOZA UCTUM YCI0BMMA
5. AytopctBo — de3 npepage

6. AyTOPCTBO — A4EeANTU NoA, UCTUM YCNOBUMA

(Monumo fa 3a0KpyKMTe caMo jefHy 0, LWecT NoHyHeHUX NMLEHLM, KpaTak OnNuc AMLEeHLM aat
je Ha nonehuHU nucra).

MoTnuc aoKTopaHaa

Y beorpaay, 10.07.2024.
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1. AytopctBo. [J03BO/baBaTe YMHOMaBatbe, AMCTPUOYLMjy M jaBHO caonwTaBarbe Agena, u
npepage, ako ce HaBege MMe ayTopa Ha HauuMH oapeheH of cTpaHe ayTopa WMAM faBaoua
NINLUEHLE, YaK 1M Y KomepuujanHe cepxe. OBO je HajcnodoaHWja of CBUX IMLEHLM.

2. AyTOpCTBO — HeKomepuujanHo. [103Bo/baBaTe YMHOMaBakbe, AUCTPUOYLM)Y W jaBHO
caonwTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH of cTpaHe
ayTopa uam gasaoua nnueHue. OBa nUEHUa He f03BO/baBa KOMepLMjanHy ynotpedy aena.

3. AyTopcTBO — HeKomepuujanHo — de3 npepaga. [o3Bo/baBaTe YMHOXKaBarbe, AUCTPUOYLU]Y U
jaBHO caonwTaBare aena, 6e3 npomeHa, npeodnnKoBamwa UaM ynotpede gena y cBom geny,
aKo ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH og cTpaHe ayTopa MM gasaoua svueHue. Osa
JIMLEHUA He [03BO/baBa KomepuwujanHy ynotpedy gena. Y oAHOCY Ha cBe OcTasie JIMUEHLE,
OBOM JIMLIEHLOM Ce OrpaHunyaBa Hajsehn odum npasa Kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO — HEKOMepuMjaliHO — AenutTu nog UCTMM  ycnoBuma. [lo3BosbaBaTe
YMHOXaBake, ANCTpudyLmMjy M jaBHO caonwTaBakbe Aena, U npepaje, ako ce Hasede vme
ayTopa Ha HauuMH oapeheH opf, CTpaHe ayTopa WAM AaBaouad JIMUEHLE W ako ce npepaga
ANCTPUdYMpa NoA UCTOM UAKN CAMYHOM NLeHLoM. OBa INLEHLA He A03BO/baBa KOMepPLMjaaHy
ynoTpedy gena v npepasa.

5. AytopcTBo — 6e3 npepapa. [Jo3Bo/baBaTe YMHOXKaBatbe, AUCTPUOYLMjY M jaBHO caonluTaBake
fena, de3 npomeHa, npeodnnKkoBara MAK ynotpede aena y CBOM Aeny, aKo Ce HaBege ume
ayTopa Ha HauyuH oapeheH o4 cTpaHe ayTopa uau Aasaoua avueHue. OBa AnMLEHLA [03BO/baBa
KomepumjanHy ynotpedy gena.

6. AyTOpCTBO — Ae/UTU NoA, UCTUM ycaoBUMA. [103BO/baBaTe YMHOMXaBakbe, ANCTPUBYLMjY 1
jaBHO caonwTaBakbe Aena, U Npepaje, ako Ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH op,
CTpaHe ayTopa WM 4aBaoLa INLEHLE M aKo ce Npepasa AUCTpUbymnpa nog UCTOM UAN CIMYHOM
mueHuom. OBa AMUEHLA A03BO/baBa KomepuwujanHy ynotpeby gena v npepaga. CivuHa je
codpTBEPCKMM NIMLEHLLAMA, O4HOCHO INLLEHL,AMa OTBOPEHOT KoAa.
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