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Molekularni markeri poremeéaja koagulacije, inflamacije,
apoptoze, formiranja i remodelovanja koStanog tkiva kod

Leg-Kalve-Pertesove bolesti

REZIME

Leg-Kalve-Pertesova (LKP) Dbolest je idiopatska avaskularna
osteonekroza epifize femura. Etiologija ove bolesti je nepoznata. Uprkos 100 godina
istrazivanja mehanizma njene patofiziologije 1 detaljnog opisivanja klinickih i
radioloskih karakteristika, LKP bolest i dalje predstavlja jednu od najkontroverznijih
bolesti u oblasti pedijatrijske ortopedije. Smatra se da je ova bolest multifaktorijalna,
izazvana kombinacijom sredinskih i genetickih faktora, ali se o genetickim faktorima
koji doprinose njenom razvoju vrlo malo zna. Glavni cilj ovog istrazivanja je bio da se
analiziraju molekularni markeri procesa koagulacije, inflamacije, apoptoze, formiranja i
remodelovanja koStanog tkiva u LKP bolesti. Rezultati ovog istraZzivanja mogu
doprineti identifikovanju prediktivnih genetickih 1 molekularnih markera, Sto bi
pomoglo u postavljanju dijagnoze i razvoju novih terapijskih pristupa, koji bi omogucili

skracenje perioda tokom kojeg je glava femura podloZna deformitetu.

Koagulacioni faktori su bili prvi geneticki faktori za koje se pretpostavilo da bi
mogli doprineti razvoju LKP bolesti, medutim dobijeni su kontroverzni rezultati. Zbog
toga je jedan od ciljeva ovog istrazivanja bio analiza asocijacije varijanti gena Ciji
produkti ucestvuju u procesu koagulacije: Faktor V G1691A (Leiden mutacija)
(rs6025), Faktor Il G20210A (rs1799963), MTHFR C677T (rs1801133) i PAI-1 4G/5G
(rs1799889) sa pojavom LKP bolesti kod pacijenata iz Srbije. Navedene genske
varijante su analizirane PCR-RFLP metodom i direktnim sekvenciranjem PCR



fragmenta. Poredenjem ucestalosti genotipova i alela navedenih genskih varijanti

izmedu grupe pacijenata i kontrolne grupe nije pronadena statisticki znacajna razlika.

Pokazano je da je inflamacija prisutna tokom razvoja LKP bolesti, ali jos uvek
se vrlo malo zna o njenom uticaju na patofiziologiju ove bolesti. Do sada nisu radena
istrazivanja o uticaju varijanti gena ¢iji produkti ucestvuju u procesu inflamacije, na
razvoj LKP bolesti. S obzirom na to da je dobro poznato da inflamacija utie na
remodelovanje kostiju, pretpostavljeno je da bi ona mogla doprineti patoloskoj
neravnotezi procesa resorpcije i formiranja koStanog tkiva, koja je prisutna tokom
razvoja LKP bolesti. Potencijalni uticaj poremecaja inflamatornog odgovora je ispitan
analizom asocijacije genskih varijanti markera inflamacije: IL-6 [G-174C (rs1800795),
G-597A (rs1800797)]; IL-3 [C-16T (rs31480), C132T (rs40401)]; TNF-a G-308A
(rs1800629) i TLR4 [Asp299Gly (rs4986790), Thr399lle (rs4986791)] sa pojavom LKP
bolesti. Navedene genske varijante su analizirane PCR-RFLP metodom i direktnim
sekvenciranjem PCR fragmenta. Takode, analiziran je nivo ekspresije IL-6 i TNF-a

gena qRT-PCR metodom u naSoj grupi pacijenata.

Najznacajniji rezultat ovog dela istrazivanja je da su nosioci heterozigotnog
genotipa IL-6 -174GC/-597GA bili znacajno manje zastupljeni u grupi pacijenata u
odnosu na kontrolnu grupu i da je rizik za nastanak LKP bolesti 2.49 puta manji kod
nosilaca navedenog genotipa (OR=2.49, 95% CI1=1.00-6.21). U skladu sa ovim, grupa
LKP pacijenata nije bila u Hardi-Vajnbergovoj ravnotezi za analizirane varijante 1L-6

gena, jer je bilo vise homozigotnih a manje heterozigotnih nosilaca.

Sa druge strane, poredenje ucestalosti genotipova i alela u grupi pacijenata sa
kontrolnom grupom nije pokazalo statisti¢ki znacajnu razliku za IL-3, TNF-o i TLR4
analizirane genske varijante. Takode, nije pronadena statisti¢ki znacajna razlika nivoa
ekspresije ni IL-6 niti TNF-o gena pri poredenju grupe pacijenata sa kontrolnom

grupom.

S obziom da LKP bolest spada u grupu retkih bolesti, sa ograni¢enim brojem
pacijenata dijagnostikovanih u Srbiji, relativno mala grupa pacijenata je bila dostupna
za studije genetiCkih asocijacija. Stoga smatramo da naSe rezultate dobijene analizom

zastupljenosti genskih varijanti kod LKP pacijenata treba interpretirati sa oprezom i kao



preliminarne. Ipak, istrazivanja na tzv. maloj skali, kao $to je ovo, mogu biti korisna za
meta-analize i za planiranje buduéih istrazivanja, s obzirom da daju informacije o
relevantnim klini¢kim podacima i potrebnom broju uzoraka za istrazivanja na velikoj
skali. Mada su naSi rezultati dobijeni analizom relativno malog broja uzoraka, ona
donose novi pogled na LKP bolest i mogu uticati na pravce buduéih istrazivanja i bolje
razumevanje ove bolesti. Zbog svega navedenog, smatramo da bi navedene analize

trebalo ponoviti na ve¢im grupama LKP pacijenata.

Poznato je da poremecaj procesa apoptoze moze dovesti do neadekvatnog
imunskog odgovora kao i do patoloskog procesa remodelovanja kostanog tkiva. Uprkos
ovim saznanjima, proces apoptoze do sada nije ispitivan u LKP bolesti. Jedan od ciljeva
ovog rada je bio da se ispitaju glavni medijatori apoptoze kao potencijalni uzro¢nici ove
bolesti. Analizirali smo nivoe ekspresije markera unutrasnjeg: Bax, Bcl-2 i Bcl2L12, i

spoljasnjeg: Fas i FasL apoptotskog puta qRT-PCR metodom kod LKP pacijenata.

Nasi rezultati su pokazali znacajno poviSen nivo ekspresije proapoptotskog
faktora Bax. Sto je jos bitnije, odnos nivoa ekspresije Bax / Bcl-2 gena, za koji je
poznato da odreduje apoptotski status celije, je bio znacajno povisen u grupi pacijenata.
Ovaj rezultat ukazuje da poremecaj apoptoze moze doprineti neravnotezi procesa
remodelovanja koStanog tkiva kod LKP pacijenata. S obzirom na to, apoptotski faktori
bi mogli postati markeri za procenu statusa i prognoze ove bolesti, kao i potencijalne

mete za ciljanu terapiju.

Drugi deo ovog rada je bio fokusiran na istrazivanja vezana za terapijski
kapacitet mezenhimskih mati¢nih éelija (MMC), koje se mogu diferencirati u veliki broj
éelijskih tipova. Upotreba MMC u terapiji avaskularne osteonekroze i drugih bolesti
skeletnog sistema je pokazala vrlo dobre rezultate. MMC se mogu izolovati iz
mnogobrojnih organa, ali adipozno tkivo je vrlo privlacan izvor, jer je lako pristupacno i
iz njega se moze izolovati veliki broj ovih éelija. Pored toga, MMC su
imunoprivilegovane, imaju snazan imunosupresorni efekat koji doprinosi reparaciji
tkiva i, $to je izuzetno bitno, ne dovode do formiranja teratoma. Navedene osobine ¢ine
ove Celije vrlo pogodnim kandidatima za upotrebu u regenerativnoj i genskoj terapiji,

posebno kada su u pitanju bolesti na ¢iji razvoj znaCajno uti¢e proces inflamacije.



Takode, pokazano je da se terapeutski kapacitet ovih celija moze znacajno povecati
kada se u njih uvede specifi¢ni transgen.

Cilj ovog dela istrazivanja je bio gajenje i transfekcija MMC izolovanih iz
adipoznog tkiva psa. U ovoj studiji su kori$¢ena dva transfekciona reagensa, Cija dejstva
se zasnivaju na razliCitim mehanizmima, i optimizovani su uslovi za tranzijentnu
transfekciju MMC. Takode, primenom optimizovanih uslova, pokazana je uspes$na
ekspresija humanog antiinflamatornog citokina IL-10 sa plazmidnog vektora
transfekovanog u MMC psa. Ovime su ostvareni uslovi koji omogucavaju dalja
istrazivanja koja se odnose na poboljsanje Celijske terapije i ciljane dostave razlicitih

bioloskih agenasa na obolela mesta.

Kljéne reli: Leg-Kalve-Pertesova bolest, varijante gena, koagulacioni faktori,
inflamacija, apoptoza, remodelovanje koStanog tkiva, mezenhimske maticne Ccelije,

tranzijentna transfekcija
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Molecular markers of impaired coagulation, inflammation,
apoptosis, formation and bone remodeling processes in

Legg-Calve-Perthes disease

ABSTRACT

Legg-Calve-Perthes (LCP) disease is the idiopathic avascular osteonecrosis of
the hip in children, with an unknown etiology. Despite nearly 100 years of detailed
characterization of its clinical and radiological features, as well as a research devoted to
the pathophysiology of this disease, LCP disease still remains one of the most
controversial conditions in pediatric orthopedics. The prevailing view is that LCP
disease is a multifactorial, caused by a combination of environmental and genetic
factors, but the contribution of genetic factors remains largely unknown. The main
objective of this study was to analyse the molecular markers of coagulation,
inflammation, and apoptosis processes, as well as formation and bone remodeling in
LCP disease. The obtained knowledge could contribute to the identification of the
predictive genetic and molecular markers that would help in the diagnosis and
development of new therapeutic approaches that would shorten the period during which
the femoral head is susceptible to deformation.

Coagulation factors were the first genetic factors suspected to have a role in the
pathogenesis of this disease, but studies have shown inconsistent results. For this
reason, one of the aims of this study was to analyse the association of variants of genes
involved in coagulation: FV G1691A (Leiden mutation) (rs6025), FII G20210A
(rs1799963), MTHFR C677T (rs1801133) and PAI-1 4G/5G (rs1799889), with LCP
disease, in a patient group from Serbia. These genetic variants were determined by
PCR-RFLP and direct sequencing methods. When genotype and allele frequencies of



these genetic variants were compared among patient and control groups, no significant

differences were observed.

Inflammation has been noted to be present during development of LCP disease,
but its role in the pathogenesis of this disease has not been studied extensively. Also,
genetic studies related to inflammation haven’t been performed in LCP disease so far.
Since it is well known that inflammation influences bone remodeling, we assumed it
could contribute to the pathological uncoupling of bone resorption and formation, which
occurs during the development of this disease. The potential contribution of impaired
inflammation processes on LCP disease has been assessed by analysing the association
of wvariants in immune response genes: IL-6 [G-174C (rs1800795), G-597A
(rs1800797)], IL-3 [C-16T (rs31480), C132T (rs40401)], TNF-a G-308A (rs1800629)
and TLR4 [Asp299Gly (rs4986790), Thr399lle (rs4986791)]. These genetic variants
were determined by PCR-RFLP and direct sequencing methods. Also, we analysed the
level of mMRNA of IL-6 and TNF-a genes, by qRT-PCR technique, in our group of

patients.

The main result of this part of the study is that a statistically significant decrease
of heterozygote subjects for IL-6 G-174C/G-597A was found in the LCP patient group
in comparison to controls. Carriers of this IL-6 heterozygote genotype have a 2.49 fold
decreased risk of developing LCP disease (OR=2.49, 95% CI=1.00-6.21). In line with
this was the finding that the patient group for analysed variant of IL-6 gene wasn’t in
Hardy-Weinberg equilibrium since there were more homozygotes and less

heterozygotes observed than expected.

On the other hand, no statistically significant differences were found between
patient and control groups for IL-3, TNF-a or TLR4 analysed gene variants. Also, the
comparison of the expression level of IL-6 and TNF-o between patient and control

groups didn’t show any significant difference.

Since LCP disease is a rare disease with a limited number of patients diagnosed
in Serbia, a relatively small group of patients was studied for genetic associative study
and caution in interpretation of our findings is recommended. Thus, results obtained

from analyses of frequencies of genetic variants in our group of patients should be



considered as preliminary. However, small scale studies, like this one, may be useful for
meta-analyses or for planning future investigations providing information for large scale
studies concerning sample size and relevant clinical information. The results of our
study, although conducted on small sample size, might be useful for new research
directions concerning better understanding of LCP disease. Based on our findings we
propose the replication of these analyses in larger groups of LCP patients.

It is known that apoptosis plays an important role in both, the inflammatory
process and in the development of pathological skeletal conditions, but none of the
studies on LCP disease have questioned this mechanism so far. One of the aims of this
study was to analyse major mediators involved in the apoptotic processes, as possible
causative factors of LCP disease. We analysed the mRNA level of genes involved in the
inner apoptotic pathway: Bax, Bcl-2 and Bcl2L12, and the extrinsic apoptotic pathway:
Fas and FasL, by qRT-PCR technique. Our results showed a significantly increased
level of expression of proapoptotic factor Bax, and more importantly, a significantly
higher Bax / Bcl-2 ratio, which is predictive of cell fate, in the patient group. These
results indicate that apoptosis could be one of the factors contributing to the lack of a
balanced bone remodeling process in LCP patients. Thus, apoptotic factors may become
the reliable biomarkers for the evaluation of the status or prognosis of LCP disease, as

well as a potential targets for therapy.

The other part of this study was focused on research related to the therapeutic
potential of mesenchymal stem cells (MSC), which have the ability to differentiate in
many cell types. The use of MSC in therapy of avascular osteonecrosis and other
diseases of the skeletal system has recently been regarded as a promising new approach.
MSC could be isolated from many organs, but adipose tissue is very attractive, since it
is an easily accessible abundant source of these cells. In addition, MSC are
immunoprivileged, exhibit intense immunosuppressive activity that contributes to the
reparative process and, what is very important, they show no detectable teratoma
formation. These characteristics make them very good candidates for use in regenerative
and gene therapy, especially for diseases in whose development inflammation plays
important role. The therapeutic potential of these cells could be enhanced by genetic

modifications which would lead to the expression of selected therapeutic transgenes.



The aim of this part of the study was to cultivate and transfect MSC isolated
from canine adipose tissue. We used two transfection reagents, which have different
mechanisms of action, and optimized conditions for the transient transfection of these
cells. Also, by applying optimized conditions, we showed the successful expression of
the human antiinflammatory cytokine IL-10 from the transiently introduced plasmid
DNA vector into canine MSC. The results of this research on engineered MSC open the
possibility for future studies related to the improvement of cell-based therapy and the

targeted delivery of various biological agents to disease sites.

Keywords: Legg-Calve-Perthes disease, gene variants, coagulation factors,
inflammation, apoptosis, bone remodeling, mesenchymal stem cells, transient

transfection

Research area: Molecular biology of eukaryotes
Area of special interest: Molecular genetics and cell therapy

UDC number: 577.21: [616.71 — 007.1 : 575.22] (043.3)
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LEG-KALVE-PERTESOVA BOLEST

Leg-Kalve-Pertesova bolest (LKP) je idiopatska avaskularna osteonekroza
epifize femura u razvoju koja se javlja kod dece starosti od dve do 14. godina (Kim
2012). To je retka bolest ¢ija incidenca zna¢ajno varira u razli¢itim delovima sveta, od
1/250000 u Hong Kongu i 1/18000 u Velikoj Britaniji, do 1/3500 na Farskim Ostrvima
(www.orpha.net, 24. april. 2015. godine). Po podacima iz sistematskog revijskog rada o
epidemiologiji i demografiji LKP bolesti, koji je obuhvatio 144 publikacije, objavljenog
2011. godine, prosecna starost pacijenata kada se bolest javlja je 6.5 godina, a decaci
oboljevaju u proseku 4.4 puta ceS¢e nego devojCice. Bolest je u 90% slucajeva
unilateralna i zastupljenost leve i desne strane tela su u proseku podjednake (Loder and
Skopelja 2011).

Ovu bolest su prvi put opisala, skoro istovremeno 1910. godine, nezavisno tri
lekara: G.C. Perthes u Nemackoj, A.T. Legg u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama i J.
Calvé u Francuskoj. Uprkos 100 godina istrazivanja mehanizma njene patofiziologije i
detaljne karakterizacije klinickih i radioloskih osobina, njena etiologija je i dalje nejasna
(Nelitz, Lippacher et al. 2009). LKP bolest danas predstavlja jednu od
najkontroverznijih bolesti u oblasti pedijatrijske ortopedije. Preovladava misljenje da je

ova bolest multifaktorijalna, izazvana kombinacijom sredinskih i geneti¢kih faktora.

Bitno je ista¢i da incidenca ove bolesti znacajno varira medu drzavama,
gradovima, ¢ak i medu malim lokalnim oblastima, kao i etni¢ckim grupama (Loder and
Skopelja 2011, Perry and Hall 2011). Pored toga, zapazeno je da se bolest cesce javlja
kod dece iz nizih socioekonomskih klasa. U vise studija je potvrdena asocijacija izmedu
zaostalog sazrevanja skeleta kod dece i LKP bolesti(Loder and Skopelja 2011).
Pretpostavlja se da postoji veliki broj mogucih uzroka koji dovode do razvoja ove
bolesti, kao §to su repetitivne mikrotraume, inflamacija, vaskularna insuficijencija,
trombofilija, izlozenost duvanskom dimu, pusenje majke tokom trudnoce, mutacije u

genu za kolagen tipa 2 (COL2A1), hiperaktivnost kod dece, poremecaj nivoa faktora
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rasta slicnom insulinu — 3 (Loder, Schwartz et al. 1993, Matsumoto, Enomoto et al.
1998, Bahmanyar, Montgomery et al. 2008, Loder and Skopelja 2011, Kim 2012).

Patofiziologija, geneticke predispozicije i terapija LKP bolesti

Mada patofoziologija LKP bolesti i dalje nije potpuno jasna, na osnovu snimaka
magnetnom rezonancom 1 rendgen aparatom, kao i na osnovu istrazivanja na
zivotinjskim model sistemima, opisane su faze razvoja ove bolesti: (1) sinovitis, (2)
avaskularna, (3) fragmentaciona, (4) reosifikaciona i (5) rezidualna (Loder and Skopelja
2011) (Slikal).

Nekroza Oblast
Nekroza kostanog tkiva trabekularne Oblast
hrskavice i kostne srzi kompresije as ” Deformitet usled
resorpcije

Subhondralna [ mehanickog pritiska
fraktura

Revaskularizacija

Prekid dotoka Revaskularizacija, Reosifikacija
krvi osifikacija oblasti
periferne hrskavice resorpcije

i resorpcija

nekroti¢nog tkiva

Slika 1. Sematski prikaz patofizioloskih promena u glavi femura tokom LKP
bolesti. Preuzeto i modifikovano iz Kim 2010 (Kim 2010).

Bolest pocinje sinovitisom, upalom sinovijalne membrane, koja traje nekoliko
nedelja i pracena je bolom (Vukasinovic, Vucetic et al. 2008, Loder and Skopelja 2011).
Nakon toga sledi avaskularna (inicijalna, kondenzaciona) faza, u kojoj dolazi do
avaskularne nekroze koStanog tkiva, dok hrskavica zgloba nastavlja da raste, jer prima
nutritivne komponente iz sinovijalne tec¢nosti, usled ¢ega dolazi do kolapsa glave
femura. Ovaj period traje Sest do 12 meseci (Vukasinovic, Vucetic et al. 2008, Little and
Kim 2011). Tokom fragmentacione (resorptivne) faze osteoklasti resorbuju nekroti¢no
tkivo, ali ovaj proces nije odmah pracen osifikacijom kao u procesu normalnog

remodelovanja kostiju. Stoga se smatra da je bolji naziv za ovu fazu - resorptivna (Little
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and Kim 2011, Kim 2012). Karakteristika ove faze je prekomerna resorpcija, odnosno
neuravnotezenost procesa formiranja kostanog tkiva i resorpcije, zbog Cega glava
femura postaje meka i podlozna deformitetu usled mehanickog pritiska (Little and Kim
2011, Kim 2012). Fragmentaciona faza traje oko godinu dana i u tom periodu se
najéescée pojavljuje deformacija kuka (Little and Kim 2011). Zatim sledi reosifikaciona
(restituciona) faza, koja moze trajati od tri do pet godina, u kojoj kona¢no dolazi do
reosifikacije, odnosno formiranja novog kosStanog tkiva (Kim and Herring 2011, Little
and Kim 2011). Medutim, neuskladenost resorpcije i formiranja koStanog tkiva tokom
fragmentacione faze c¢ini glavu femura podloznom deformitetu usled mehanickog
pritiska, te ona posle reosifikacione faze ima izmenjen oblik (Little and Kim 2011).
Postoje tri klasifikaciona sistema za odredivanje prognoze LKP bolesti na osnovu
radiografskih snimaka tokom fragmentacione faze. To su klasifikacija po Kateralu
(Catterall), Salter-Tomsonu (Salter-Thompson) i Heringu (eng. Herring lateral pillar).
Klasifikacija po Kateralu ima cetiri kategorije (I, II, III, IV), po Salter-Tomsonu ima
dve (A i B) a po Heringu cetiri (A, B, B/C, C). U poslednje vreme se najéesce
upotrebljava klasifikacija po Heringu (Kim and Herring 2011).

IstraZivanja su pokazala da uzrast deteta kada se bolest javila znacajno utice na
prognozu i da se mlada deca brze i1 lakSe oporavljaju. Pacijenti kod kojih se bolest javila
pre Seste godine imaju bolju prognozu 1 u 80% slucajeva imaju dobre krajnje rezultate

(Rosenfeld, Herring et al. 2007).

LKP bolest dovodi do trajnog deformiteta obolelog kuka, osteoartritisa i potrebe
za ugradnjom vestackog kuka. Zbog toga je cilj terapije LKP bolesti da se maksimalno
smanji deformitet kuka koji nastaje tokom bolesti (Kim 2010). Bitno je ista¢i da
neuskladenost resorpcije i formiranja kostanog tkiva ¢ini da u glavi femura dominira
hrskavic¢avo tkivo, §to je ¢ini podloznom deformitetu usled mehanickog pritiska (Little
and Kim 2011), te je zbog toga potrebno razviti terapijske pristupe koji bi skratili period
tokom koga je oboleli kuk podlozan deformitetu (Kim 2012).
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Geneticke predispozicije za razvoj LKP bolesti

Kada su u pitanju geneticke predispozicije za razvoj ove bolesti, U mnogim
studijama je prijavljena pozitivna porodi¢na anamneza. Takode, prijavljeno je i da se u
nekim porodicama LKP bolest javljala u nekoliko generacija, kao i kod monozigotnih i

dizigotnih blizanaca (Loder and Skopelja 2011).

Kod familijarnih slucajeva LKP bolesti u Japanu i Kini detektovano je prisustvo
genske varijante G1170A u genu za kolagen tipa 11 (COL2A1) (Miyamoto, Matsuda et
al. 2007, Su, Li et al. 2008), koja dovodi do zamene aminokiseline glicina serinom
(Gli1170Ser). Moguce je da ova promena remeti strukturu kolagena i na taj nacin
dovodi do slabljenja hrskavice, usled ¢ega dolazi do poveéanog pritiska na krvne
sudove u njoj (Kim 2010). Nakon otkrica G1170A COL2Algenske varijante kod
naslednih slucajeva u Aziji, analizirano je prisustvo te varijante u velikoj grupi
sporadi¢nih slucajeva LKP bolesti, medutim, ona nije detektovana ni kod jednog

pacijenta (Kenet, Ezra et al. 2008).

lako je etiologija LKP bolesti i dalje nejasna, smatra se da je inicijalni dogadaj u
razvoju ove bolesti ishemija u epifizi femura (Kim 2012). Zbog toga se pretpostavlja da
bi razvoju ove bolesti mogli doprineti poremecaji koagulacije. Glueck i saradnici su
1994. godine ukazali na mogucu povezanost LKP bolesti i trombofilije 1 hipofibrinolize.
Ta studija je obuhvatila 8 pacijenata, od kojih je za 4 pokazano da imaju trombofiliju a
za jednog da ima hipofibrinolizu (Glueck, Glueck et al. 1994). Nakon ove studije je
usledio veliki broj istrazivanja koja su se bavila uticajem poremecaja koagulacije na
razvoj LKP bolesti. Najcesce su ispitivani nivoi proteina C i S, lipoprotein, antitrombin
i varijante gena za Faktor V, protrombin (Faktor II), 5, 10 — metiltetrahidrofolat
reduktazu (MTHFR) i  fibrinogen (Loder and Skopelja 2011). Rezultati ovih studija su
bili nekonzistentni, pa je uticaj poremecaja koagulacije na razvoj LKP bolesti 1 dalje

nejasan i zahteva dalje proucavanje.

Bitno je ista¢i da je inflamacija prisutna tokom razvoja LKP bolesti i da je
moguce da ona doprinosi neravnoteZi procesa remodelovanja, s obzirom na to da je
poznato da faktori inflamacije uticu na diferencijaciju 1 funkciju osteoblasta i

osteoklasta. Do sada nisu radene studije o povezanosti varijanti gena uklju¢enih u
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navedene procese i ove bolesti, pa je jedan od ciljeva ovog rada bio da se, osim ranije
ispitivanih varijanti gena koji ucestvuju u procesu koagulacije, ispitaju i geneticki

faktori koji u€estvuju u inflamaciji kod LKP pacijenata.

POREMECAJI KOAGULACIJE | LKP BOLEST

Kao $to je ranije navedeno, smatra se da je inicijalni dogadaj koji dovodi do
pojave LKP bolesti avaskularizacija epifize femura. S obzirom na to da je pokazano da
na pojavu adultnih osteonekroza znacajan uticaj ima trombofilija, pretpostavljeno je da
bi ovi poremecaji mogli biti uzrok LKP bolesti (Glueck, Glueck et al. 1994). Pored
toga, pokazano je da, promene koje se desavaju u oboleloj glavi femura kod LKP
pacijenata odgovaraju onima koje se desavaju kod eksperimentalnih Zivotinja kojima je
hirurskim putem onemogucen dotok krvi u ovaj deo femura (Liu and Ho 1991, Kim
2012).

Hemostaza i hiperkoagulacija

Normalna hemostaza se postize delikatnom ravnotezom protrombinskih i
antitrombinskih procesa, u koje su ukljucene celijske komponente (¢elije krvnih sudova,
trombociti) i solubilni proteini plazme (koagulacioni faktori, inhibitori koagulacije i
fibrinoliticki sistem) (Rosenberg and Aird 1999). Odrzavanjem hemostaze se sprecava
gubitak krvi nakon povrede krvnog suda. Ostec¢enje endotela krvnih sudova dovodi do
aktivacije trombocita, koja podrazumeva transport negativno naelektrisanih fosfolipida
u membranu ovih ¢elija, ¢ime se stvara kataliticka povrSina za komplekse koagulacionih
faktora. Sistem za koagulaciju ima centralnu ulogu u stvaranju fibrina koji stabilizuje
trombocitni ugrusak (Slika 2). Ovaj proces predstavlja niz enzimskih reakcija u kojima
se neaktivni faktori koagulacije aktiviraju, po kaskadnom principu, Sto na kraju

rezultuje stvaranjem fibrina, koji dovodi do formiranja fibrinskog ugruska, Sto
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onemogucava gubitak krvi. Postoje dva puta koagulacione kaskade: unutrasnji — put
kontaktne aktivacije i spoljasnji — put tkivnog faktora (TF) (Djordjevic 2014). Proces
koagulacije je regulisan mehanizmima pozitivnih i negativnih povratnih sprega
(Voetsch and Loscalzo 2004). Inhibicija procesa koagulacije je vrlo vazna za odrzavanje
hemostazne ravnoteze. Inhibitori faktora koagulacije su: antitrombin, protein C, protein
S, trombomodulin (u interakciji sa trombinom) i drugi. Ovi proteini inaktiviraju
specifi¢ne koagulacione faktore i obezbeduju regulatorni mehanizam, koji kontrolise i
ogranicava proces formiranja ugruSka. Sistem fibrinolize ima ulogu da uklanja fibrin iz
cirkulacije, ¢ime sprec¢ava patolosko produzenje procesa zgrusavanja krvi. Glavni enzim
ovog sistema je plazmin, koji razlaze fibrin u degradacione produkte, koji imaju
antikoagulantna svojstva. Aktivnost plazmina reguliSe nekoliko aktivatora i inhibitora:
tkivni aktivator plazminogena (tPA), inhibitor aktivatora plazminogena (PAI-1i PAI-2) i
drugi (Degen 2001, Djordjevic 2014).

Kongenitalna i steCena hiperkoagubilna stanja nastaju usled neravnoteze
antikoagulantnih i protrombinskih aktivnosti komponenti ovog kompleksnog procesa,
odnosno, kada protrombinske aktivnosti dominiraju (Rosenberg and Aird 1999). Tada je
hemostatski balans pomeren ka prekomernom formiranju ugruska u krvnom sudu. Ovo
stanje dovodi do opstrukcije protoka krvi, venske i arterijske tromboze (Djordjevic
2014). Na Slici 2 su prikazani putevi aktivacije sistema koagulacije i mehanizmi
inhibicije.
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Slika 2. Koagulaciona i fibrinoliticka kaskada. Slika je modifikovana i preuzeta iz
Loder and Skopelja 2011 (Loder and Skopelja 2011).

Nasledni faktori rizika za trombofiliju

Trombofilija u najSirem smislu obuhvata sva nasledna i ste¢ena klini¢ka stanja
koja dovode do povecane sklonosti ka nastanku tromboze. Slucajevi familijarnih
tromboza su ukazali na mogucu ulogu naslednih faktora u patogenezi trombofilije.
Geneticke abnormalnosti koje uti€u na aktivnost, bioraspolozivost ili metabolizam
odredenih faktora koji ucestvuju u procesu koagulacije, mogu pomeriti fizioloSku
ravnotezu ka razvoju tromboze (Voetsch and Loscalzo 2004). Pretpostavljeno je da bi

intravaskularne tromboze mogle biti uzrok LKP bolesti (Glueck, Glueck et al. 1994).

Faktor V (FV) je protein koagulacionog sistema koji nije enzimski aktivan, ve¢
funkcionise kao kofaktor. On je aktiviran trombinom i moze da se veze za aktivirane
trombocite. Aktivirani protein C (APC) deaktivira aktivirani FV (FVa) degraduju¢i ga,
Sto predstavlja jedan od osnovnih principa fizioloske inhibicije procesa koagulacije.

Dahlback i saradnici su 1993. godine detektovali da u plazmi pacijenata koji imaju
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familijarnu trombozu postoji rezistentnost na APC (Dahlback, Carlsson et al. 1993).
Nakon toga je pokazano da je rezistencija na APC uzrokovana nukleotidnom zamenom
G u A na poziciji 1691 u genu za FV ( nazvanom Leiden mutacijom). Ova nukleotidna
zamena dovodi do zamene arginina glutaminom na poziciji 506 u proteinu FV. Leiden
mutacija onemogucéava da APC preseCe FVa na poziciji 506, usled ¢ega se mutirani
oblik FV inaktivira deset puta sporije od wild-type proteina, te nastavlja da aktivira
koagulacionu kaskadu, dovodi do poviSene proizvodnje trombina i hiperkoagubilng
stanja (Rees, Cox et al. 1995, MacCallum, Bowles et al. 2014). Ucestalost ove genske
varijante je kod bele populacije evropskog porekla oko 3-7%. Kako bi se objasnila
relativno visoka ucestalost u ovim populacijama, sugerisano je da heterozigotni nosioci
mogu imati prednost u prezivljavanju zbog smanjenog krvarenja pri porodaju ili
povredama, medutim to nije potvrdeno. Sa druge strane, ova genska varijanta nije
detektovana u Jugoisto¢noj Aziji, Japanu, Africi i kod autohtonih populacija u
Australiji. Heterozigotni nosioci Leiden mutacije imaju tri do pet puta povisen rizik od
pojave venskog tromboembolizma tokom zivota. Kod homozigotnih nosilaca Leiden
mutacije je rizik za pojavu venskog tromboembolizma deset puta visi u odnosu na ljude

koji nisu nosioci ove genske varijnte (MacCallum, Bowles et al. 2014).

Zastupljenost ove genske varijante je analizirana kod LKP pacijenata. Rezultati
nekih studija su pokazali da je Faktor V Leiden mutacija znacajno zastupljenija kod
dece obolele od LKP bolesti u odnosu na zdravu decu, kao i da nosioci homozigotnog
genotipa imaju tezu klinicku sliku (Glueck, Brandt et al. 1997, Arruda, Belangero et al.
1999, Balasa, Gruppo et al. 2004, Szepesi, Posan et al. 2004, VVosmaer, Pereira et al.
2010), mada u drugim studijama ta korelacija nije potvrdena (Lopez, Pons et al. 2005,
Kenet, Ezra et al. 2008).

Protrombin (Faktor Il - FI1) je prekursor trombina, koji katalizuje prevodenje
fibrinogena u fibrin. Zbog toga su protrombin i trombin jedni od klju¢nih molekula u
odrzanju hemostazne ravnoteze, tako da promene na nivou ovih gena i proteina mogu
znaCajno uticati na proces koagulacije. Ubrzo nakon otkrica FV Leiden mutacije,
detektovan je polimorfizam u 3’-nekodiraju¢em regionu FIl gena, koji dovodi do
zamene G u A na 20210 poziciji — FIl G20210A (Poort, Rosendaal et al. 1996). Ova

genska varijanta je povezana sa povisenom koncentracijom FIl u plazmi, sto dovodi do
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hiperkoagubilnog stanja. Kod heterozigotnih nosilaca nivo FIl u plazmi je povecan za
oko 30%, dok je kod homozigotnih nosilaca povecan za oko 70% (MacCallum, Bowles
et al. 2014). Medutim, ova genska varijanta je zastupljena i u zdravoj populaciji bele
rase (1-6%). FII G20210A genska varijanta je detektovana kod sest do 18% pacijenata
sa trombofilijom i smatra se da prisustvo ove varijante povecava rizik za razvoj dubokih

venskih tromboza oko cetiri puta (Djordjevic 2014).

Analizirana je asocijacija ove genske varijante i LKP bolesti u razli¢itim
populacijama, ali su rezultati bili nekonzistentni (Arruda, Belangero et al. 1999, Balasa,
Gruppo et al. 2004, Lopez, Pons et al. 2005, Kenet, Ezra et al. 2008, VVosmaer, Pereira
et al. 2010).

5, 10 - metiltetrahidrofolat reduktaza (MTHFR) je enzim iz grupe
flavoproteina, koji ima vaznu ulogu u metabolizmu homocisteina. Enzim katalizuje
redukciju 5, 10 — metiltetrahidrofolata u 5 — metiltetrahidrofolat, koji dalje omogucava
konverziju homocisteina u metionin. Pokazano je da je hiperhomocisteinemija povezana
sa kardiovaskularnim bolestima, aterosklerozom i trombozom. Hiperhomocisteinemija
ima mnogobrojne negativne efekte i dovodi do endotelijalne disfunkcije, $to utice na
aktivaciju trombocita i formiranje tromba (Voetsch and Loscalzo 2004). Povisen nivo
homocisteina moze biti posledica prisustva C677T varijante MTHFR gena. Ova zamena
nukleotida dovodi do zamene alanina valinom na 222. poziciji u proteinu, za koju se
pretpostavlja da je mesto vezivanja enzima za folnu kiselinu. Ala222Val forma MTHFR
proteina je termolabilnija i ima manju enzimsku aktivnost (Voetsch and Loscalzo 2004).
Ova genska varijanta ima vrlo visoku ucestalost u svim populacijama koje su do sada
analizirane. lako homozigotnost za C677T varijantu MTHFR gena predstavlja najcesc¢i
uzrok blage do umerene hiperhomocisteinemije, nije potvrdena jasna asocijacija ove
genske varijante i trombofilije. Dok su studije u nekim populacijama pokazale oko 3
puta povecan rizik za razvoj bolesti koronarnih arterija i ishemi¢nog Sloga kod nosilaca
MTHFR 677TT genotipa, druge studije, nisu pronasle nikakvu asocijaciju (Fletcher and
Kessling 1998, Kelly, Rosand et al. 2002). Moguce objasnjenje kontradiktornih
rezultata je, da na nivo homocisteina u organizmu utice kako aktivnost MTHFR enzima,
odnosno prisustvo C677T MTHFR genske varijante, tako i nivo folata (Voetsch and
Loscalzo 2004).
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Neke studije su pokazale asocijaciju C677T varijante MTHFR gena sa adultnim
osteonekrozama, ali su rezultati bili nekonzistentni (Kutlar, Kutlar et al. 2001, Chai,
Zhang et al. 2015). Do sada nije pokazana asocijacija navedene genske varijante i LKP
bolesti (Arruda, Belangero et al. 1999, Balasa, Gruppo et al. 2004, Lopez, Pons et al.
2005, Kenet, Ezra et al. 2008).

Inhibitor aktivatora plazminogena-1 (PAI-1) reguliSe aktivnost plazmina.
NajceSce proucavana varijanta PAI-1 gena je 4G/5G insercija/delecija na poziciji -675 u
promotoru, koja je povezana sa nivoom PAI-1 proteina u plazmi. Pokazano je da je
alelska varijanta 4G povezana sa visim nivoom PAI-1 u plazmi (Dawson, Wiman et al.
1993, Festa, D'Agostino et al. 2003), sto moze dovesti do supresije fibrinolize i
povisenog rizika za pojavu tromboze. U nekim studijama je pokazana asocijacija

povisenog nivoa ovog proteina u plazmi sa osteonekrozom (French, Hamilton et al.
2008).

Po naSem saznanju, do sada je samo u jednoj studiji analizirano prisustvo ove
genske varijante kod LKP pacijenata i nije pokazana znacajna asocijacija sa ovom

bolesc¢u (Balasa, Gruppo et al. 2004).
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INFLAMACIJA U LKP BOLESTI

Mada je odavno primec¢eno da je proces inflamacije prisutan u LKP bolesti
(Vegter 1987, Hochbergs, Eckerwall et al. 1998), nije radeno mnogo istrazivanja o ulozi
inflamatornih faktora u njenoj patofiziologiji. Bitno je istaci da su inflamatorne
promene prisutne tokom razvoja LKP bolesti, a najizrazenije su tokom fragmentacione
faze, kada dolazi do neuskladenosti resorpcije i formiranja kostanog tkiva (Dillman and
Hernandez 2009, Little and Kim 2011, Kim 2012). Analizom snimaka magnetnom
rezonancom je zakljuceno da je inflamacija sinovijalne membrane izrazenija i da duze
traje kod pacijenata koji imaju tezu klinicku sliku 1 losiju prognozu (Hochbergs,
Eckerwall et al. 1998).

Osteoimunologija

Dva osnovna celijska tipa koja se nalaze u kostanom tkivu su osteoklasti
i osteoblasti, od cije aktivnosti zavisi struktura i gustina kostiju. Tokom poslednjih
decenija je pokazano da mnogobrojni citokini koji se produkuju tokom inflamacije uticu
na formiranje i aktivnost osteoklasta i osteoblasta, sto je dovelo do razvoja nove
interdisciplinarne oblasti nazvane osteoimunologija. Poznato je da kod bolesnika koji
imaju autoimuna ili maligna oboljenja dolazi do patoloskog gubitka kostanog tkiva
(Walsh, Kim et al. 2006). Istrazivanja vezana za bolesti skeletnog sistema, kao §to su
reumatoidni artritis (Feldmann, Brennan et al. 1996), osteoporoza(Jilka, Hangoc et al.
1992, Poli, Balena et al. 1994) i periodontitis (Wada, Maeda et al. 2004) su ukazala da
visok nivo inflamatornih citokina inhibira formiranje kostanog tkiva. Takode je
pokazano da kod pacijenata sa osteonekrozom glave femura dolazi do inflamacije
sinovijalnog tkiva (Rabquer, Tan et al. 2009). Gubitak kostanog tkiva moze biti
posledica supresije formiranja ili povisenog nivoa resorpcije kostanog tkiva, ili

kombinacije oba mehanizma (Edwards and Williams 2010).
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Glavni stimulatori osteoklastogeneze su faktor stimulacije rasta kolonija
makrofaga ( eng. Macrophage Colony-Stimulating Factor ; M-CSF) i ligand receptora
aktivatora nuklearnog faktora-kB (eng. Receptor Activator of Nuclear Factor-kB
Ligand; RANKL), koji indukuju diferencijaciju progenitorskih mononuklearnih ¢elija u
multijedarne osteoklaste. M-CSF i RANKL produkuju osteoblasti / osteociti, sinovijalni
I periodentalni fibroblasti, T limfociti i njihova ekspresija je regulisana pro- i
antiinflamatornim citokinima. RANKL ostvaruje svoju funkciju vezivanjem za receptor
aktivatora nuklearnog faktora-kB (eng. Receptor Activator of Nuclear Factor-kB;
RANK) (Souza and Lerner 2013).

Pokazano je da povisen nivo proinflamatornih citokina, u koje spadaju
interleukin 6 (IL-6) i faktor nekroze tumora - a (eng. Tumor Necrosis Factor- a; TNF-a)
dovodi do gubitka kostane mase (Ding, Parameswaran et al. 2008).

IL-6 je plejotropni citokin koji u¢estvuje u procesima inflamacije, hematopoeze,
onkogeneze i regulacije metabolizma kostiju (Manolagas 1998, Naka, Nishimoto et al.
2002, Edwards and Williams 2010). Glavni je aktivator akutne inflamatorne faze
odgovora jetre i resorbovanja kosStanog tkiva (Edwards and Williams 2010). Povisen
nivo IL-6 je karakteristika sistemskog juvenilnog hroni¢nog artritisa (Fishman, Faulds
et al. 1998), reumatoidnog artritisa (Hirano, Matsuda et al. 1988) i osteoporoze (Jilka,
Hangoc et al. 1992, Poli, Balena et al. 1994). IL-6 nije konstitutivno eksprimiran, ve¢ je
visoko inducibilan i eksprimiran je u odgovoru na mnoge inflamatorne stimuluse kao
Sto su IL-1, TNF-a i produkti bakterija i viralne infekcije (Terry, Loukaci et al. 2000).
Ovaj citokin se vezuje za IL-6 membranski receptor (mIL-6R), koji mora ostvariti
interakciju sa glikoproteinom 130 (gp130), kako bi doslo do signalne transdukcije.
Pored membranske, postoji i solubilna forma receptora za IL-6 (SIL-6R), koja takode
moze da interaguje sa gpl30, na celijama koje nemaju membranski IL-6R, sto
omogucava znacajno prosirivanje celijskih tipova kojima se prenosi signaliziranje
posredovano IL-6 (Ohsugi and Kishimoto 2008). Prvi put je ukazano na uticaj IL-6 na
resopciju kostanog tkiva kada je pokazano da je produkcija ovog proteina poviSena pod
uticajem signalnih molekula koji podsti¢u resorpciju, kao sto su IL-1, TNF-a i
lipopolisaharid (LPS) u MC3T3-E1 osteoblastnoj ¢elijskoj liniji. Pored toga, na misjem

model sistemu je primeceno da primenom rekombinantnog proteina IL-6 dolazi do
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povecanja broja osteoklasta i poviSene resorpcije kostiju. Pokazano je da citokin I1L-6
indukuje osteoklastogenezu stimuliSu¢i produkciju RANKL u osteoblastima i
sinovijalnim fibroblastima, kao i direktnim efektom na progenitore osteoklasta (Souza
and Lerner 2013) (Slika 3).

IL-6, TNFo, IL-1

Ekspresija
RANKL Sinoviialni
inovijalni y
fibroblast IL-6
= Aktivacija
M-CSF( RANK e AN
Diferencijacija > Lo Osteoklast
Mononuklearni 4—/ )
Resorbovanje

prekursor
osteoklasta

Slika 3. Efekat inflamatornih citokina na resorbovanje kostiju. Slika je
modifikovana i preuzeta iz Edwards and Williams 2010 (Edwards and Williams
2010).

Fishman i saradnici su 1998. godine pokazali da polimorfizam na poziciji -174 u
promotoru gena IL-6 uti¢e na nivo ekspresije ovog gena, kao i da je asociran sa
sistemskim juvenilnim hroni¢nim artritisom (Fishman, Faulds et al. 1998). Nakon toga
je pokazano da u promotorskom regionu IL-6 gena postoje Cetiri polimorfizma
nukleotidne sekvence (eng. Single Nucleotide Polymorphism —SNP), dva koja su vrlo
Cesta: G- 597GA, G-174C, i dva izuzetno retka: G-572C, A-373T. Ovi polimorfizmi
uticu na ekspresiju IL-6 gena kroz veoma kompleksne interakcije. Najcesce je ispitivano
prisustvo varijante G-174G IL-6 gena i pronadena je njena asocijacija sa mnogim
bolestima (Fishman, Faulds et al. 1998, Pascual, Nieto et al. 2000, Garnero, Borel et al.

2002, Kamarainen, Solovieva et al. 2008).
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TNF-a je ¢lan citokinske superfamilije koja se sastoji od vise od 20 ¢lanova, u
koje izmedu ostalih spadaju TNF-a, TNF-B i RANKL. TNF-o. moze biti membranski
protein, a postoji i solubilna forma, koja nastaje se¢enjem membranske odgovaraju¢com
metaloproteinazom. Obe forme ovog citokina se mogu vezati i aktivirati TNF receptore.
Dobro je poznato da je TNF-a proinflamatorni citokin i da je primena terapije antitelima
na ovaj molekul vrlo uspesna u lecenju inflamatornih oboljenja kao sto su reumatoidni
artritis i inflamatorna bolest creva. Pokazano je da ovaj citokin ima centralnu ulogu u
fiziologiji kostanog sistema, jer stimulise osteoklastogenezu dok simultano inhibira
formiranje i aktivnost osteoblasta (Nanes 2003, Lacey, Simmons et al. 2009). Jos uvek
nije potpuno jasno da li TNF-a moze stimulisati osteoklastogenezu direktnim dejstvom
na progenitore osteoklasta, ali je detaljno pokazano da ovaj citokin indirektno, uticuéi
na povecanu sintezu RANKL u stromalnim celijama i osteoblastima, stimulise
osteoklastogenezu (Slika 3) (Souza and Lerner 2013). TNF-a ima kljucnu ulogu u
patogenezi destrukcije zgloba i kostanog tkiva koja se odvija u razli¢itim inflamatornim
bolestima (Buchan, Barrett et al. 1988, Feldmann, Brennan et al. 1996, Nair, Meghji et
al. 1996, Assuma, Oates et al. 1998, Merkel, Erdmann et al. 1999).

Wilson i saradnici su 1992. godine prijavili polimorfizam nukleotida u
promotoru TNF-a gena na poziciji -308 (G-308A), za koji je sugerisano da dovodi do
viseg nivoa ekspresije ovog gena (Wilson, di Giovine et al. 1992, Wilson, Symons et al.
1997). Nakon toga je u mnogim studijama analizirana asocijacija ove genske varijante
sa razlicitim bolestima kao i njen uticaj na ekspresiju ovog citokina, ali su rezultati bili
kontroverzni (Brinkman, Huizinga et al. 1997, Huang, Pirskanen et al. 1999, Kroeger,
Steer et al. 2000, Fernandes, Koneru et al. 2002, Li, Gauderman et al. 2006, Karimi,
Goldie et al. 2009, Mekinian, Tamouza et al. 2011).

»TOll-like” receptori (TLR) predstavljaju najznacajniju familiju receptora
imunskog sistema koji prepoznaju patogene. Ova familija ima oko deset ¢lanova koji
ucestvuju u odbrani organizma od bakterija, virusa, glljiva i protozoa (von Aulock,
Schroder et al. 2003, Akira and Takeda 2004). Clanovi ove familije su transmembranski
receptori koji imaju ekstracelijski domen bogat leucinom i unutarcelijski signalni

domen (von Aulock, Schroder et al. 2003).
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Jedan od najproucavanijih receptora iz ove klase je TLR4, koji je aktiviran
lipopolisaharidom (LPS) Gram-negativnih bakterija (Hoshino, Takeuchi et al. 1999,
Beutler, Du et al. 2001). Na model sistemu pacova je pokazano da se intravenskim
tretiranjem LPS-om i intramuskularnim  sintetickim  kortikoisteroidom
(metilprednizolonom), moze indukovati osteonekroza epifize femura, preko aktivacije
TLR4 receptora. U navedenom istrazivanju je pokazano da je pri takvom tretmanu kod
pacova doslo do znac¢ajno povisenog nivoa proinflamatornih citokina, medu kojima su
TNF-a i IL-6 (Okazaki, Nishitani et al. 2009).

Detektovane su dve znacajne ne-sinonimne genske varijante TLR4 gena. To su
tranzicija A / G koja dovodi do zamene asparaginske Kkiseline glicinom na
aminokiselinskoj poziciji 299 (Asp299Gli) i tranzicija C / T koja dovodi do promene
treonina u izoleucin na poziciji 399 (Thr399lle). Pokazano je da one dovode do
izmenjenog TLR4 odgovora, kao i izmenjene ekspresije citokina koji su regulisani ovim

receptorom (Ferwerda, McCall et al. 2008).

Interleukin 3 (IL-3) je citokin za koji je dobro poznato da uti¢e na proliferaciju,
diferencijaciju i funkciju celija sve tri hematopoetske loze. Njegov drugi naziv je faktor
rasta multipnih kolonija (eng. Multi-colony stimulating factor (multi-CSF)) (Harant and
Lindley 1998). Nedavno je pokazano da ovaj citokin ima bitnu ulogu u inhibiciji
diferencijacije i funkcije osteoklasta, $to za posledicu ima snizen nivo resorpcije
kostanog tkiva. Na model sistemu misa je pokazano da IL-3 inhibira diferencijaciju
osteoklasta indukovanu citokinom TNF-a, tako sto deluje na TNF receptore 1 i 2
(Yogesha, Khapli et al. 2005). Kod ljudi je zapazeno da IL-3 inhibira diferencijaciju
osteoklasta kako kod pacijenata obolelih od osteoporoze, tako i kod zdravih (Gupta,
Barhanpurkar et al. 2010). Pokazano je da je anti-osteoliticki efekat citokina IL-3
zavisan od doze i ireverzabilan (Yogesha, Khapli et al. 2005, Gupta, Barhanpurkar et al.
2010).

Bazna promena C u T na poziciji 132 u IL-3 genu dovodi do zamene
aminokiselina, prolina serinom, na poziciji 27 (Pro27Ser) u IL-3 proteinu. In vitro
analizom je pokazano da 27Ser varijanta proteina IL-3, dovodi do viseg nivoa
proizvodnje citokina IL-4 i TNF-a u eritroleukemijskoj ¢elijskoj liniji TF-1, u odnosu

na 27Pro varijantu (Schweiger, Stern et al. 2001). Pored ove genske varijante, vrlo ¢esto
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je analizirana i C-16T promotorska varijanta IL-3 gena, za koju je u svim, do sad
uradenim studijama, pokazano da je u kompletnoj ili perfektnoj gametskoj neravnotezi
vezanosti (eng. linkage disequilibrium) sa 132T IL-3 varijantom, i za koju se
pretpostavlja da bi mogla uticati na nivo ekspresije ovog gena varijantom (Jeong,
Navani et al. 1998, Yamada, Tanaka et al. 2001, Park, Kim et al. 2004, Chu, Dong et al.
2009).

Kostani makrofazi - OsteoMaks

Integritet kosStanog tkiva zavisi od ravnoteze aktivnosti osteoblasta, koji
formiraju kostano tkivo, i osteoklasta, koji vrSe resorpciju (Nagase, lwasawa et al.
2009). Pored ovih ¢elija, pokazano je da na integritet kostanog tkiva utie jo$ jedna
¢elijska populacija, poreklom od monocitne ¢elijske loze, koja je zastupljena u
kostanom tkivu. U pitanju su rezidentni, koStani makrofazi, koji se nazivaju OsteoMaks
(eng. OsteoMacs). OsteoMaks ¢ine priblizno Sestinu ukupnih ¢elija unutar koStanog
tkiva (Chang, Raggatt et al. 2008). Oni su interkalirani medu celije kostanog tkiva i
ucestvuju u promovisanju sinteze matriksa od strane osteoblasta 1 /ili mineralizaciji
tkiva, kroz sekreciju velikog broja osteo-aktivirajuéih faktora (Pettit, Chang et al. 2008).
Pokazano je da smanjen broj rezidentnih makrofaga dovodi do poremecaja u procesu

izlecenja i formiranja kostanog tkiva (Chang, Raggatt et al. 2008).
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APOPTOZA U OSTEONEKROZI

Apoptoza je proces programirane celijske smrti i smatra se najefikasnijim
nacinom odstranjivanja nezeljenih ¢elija iz zivog tkiva. To je normalan fizioloski proces
kojim celije izvrsavaju ,samoubistvo”. Tokom apoptoze dolazi do razlicitih
morfoloskih promena éelije, karakteristi¢nih za ovaj proces. Celije mogu umirati i
procesom nekroze, koji se odvija kroz bubrenje i pucanje ¢elije. Za razliku od apoptoze,
nekroza moze dovesti do inflamatornog odgovara i ostecenja okolonog tkiva (Alberts,
Johnson et al. 2002).

Istrazivanje na uzorcima osteonekroticnog tkiva epifize femura pacijenata
obolelih od osteonekroze je pokazalo da znacajan broj ¢elija umire procesom apoptoze i
da nije zastupljena isklju¢ivo nekroza, kao tip Celijske smrti (Calder, Buttery et al.
2004). Pored toga, apoptotska tela i DNK fragmentacija su primecene u osteocitima i
¢elijama kostne srzi u epifizi femura zahvacenoj ishemi¢nom nekrozom na model
sistemu pacova (Boss and Misselevich 2003).

Proces apoptoze je regulisan unutrasnjim (mitohondrijskim) i spoljasnjim

putevima, koji se u odredenim koracima ukrstaju (Strasser, Jost et al. 2009).

Unutrasnji apoptotski put

Unutrasnji put aktivacije apoptoze je regulisan BCL-2 familijom, koja
predstavlja grupu evolutivno konzervisanih apoptotskih proteina. Bcl-2 gen je prvi put
otkriven u humanim B ¢elijskim limfomima (eng. B cell limphoma - BCL), odakle i
potice njegovo ime. U tim ¢elijama je ovaj gen bio translociran, usled ¢ega je doslo do
njegove prekomerne ekspresije, sto je za posledicu imalo otpornost ¢elija na signale
smrti. Nakon toga je u mnogim studijama pokazano da povisena ekspresija ovog gena
moze da odlozi ili spreci apoptozu u velikom broju ¢éelijskih tipova, te je zakljuceno da
je BCL-2 antiapoptotski protein. Clanovi BCL-2 familije se odlikuju prisustvom barem
jednog od cetiri konzervisana Bcl-2 homologa (BH) domena, koji su oznaceni sa BH1,
BH2, BH3 i BH4, i koji odgovaraju a-heliksnim segmentima (Burlacu 2003). Na

osnovu strukturnih i funkcionalnih karakteristika, ¢lanovi BCL-2 familije se mogu

18



Sanja Srzenti¢ Uvod

podeliti na 3 podfamilije. Antiapoptotska podfamilija, u koju spadaju BCL-2 i BCL-XL
proteini, koji sadrze sva Cetiri BH domena (BH1-BH4). Proapoptotski proteini, kao $to
su BAX, BAK i BOK, koji sadrze BH1, BH2 i BH3 domene, i koji se nazvaju i
viSedomenskim, jer ostali proapoptotski proteini, kao $to su BIM, BAD and BID imaju
samo BH3 domen i oznaCavaju se sa ,,samo BH3” (eng. ‘BH3-only’) (Packham and
Stevenson 2005). Smatra se da je BH3 domen - ,domen smrti”, jer ga sadrze svi
proapoptotski proteini. BH domeni omoguc¢avaju interakcije proteina BCL-2 familije,
kroz formiranje homo- i hetero- dimera. To je jedan od glavnih mehanizama kojim
proteini ove familije reguliSu proces apoptoze. Od relativnog odnosa pro- i
antiapoptotskih proteina zavisi ¢elijska sudbina i reakcija na signale smrti (Burlacu
2003).

BAX i1 BCL-2

BAX i BCL-2 su glavni predstavnici pro- i anti -apoptotskih faktora. Kada nema
signala smrti, ovi proteini su lokalizovani u razli¢itim unutarcelijskim kompartmentima.
BCL-2 protein je lokalizovan u spoljasnjoj membrani mitohondrija, membrni
endoplazmaticnog retikuluma 1 jedarnoj membrani, dok se BAX, kao i1 vecina
proapoptotskih proteina, nalazi u citosolu. Usled apoptotskog signala, dolazi do
konformacione promene BAX proteina, akumulacije BAX-BAX homodimera i
njihovog premestanja iz citosola u membranu mitohondrija, ¢ime se formiraju pore i
poveéava permeabilnost membrane(Burlacu 2003). BCL-2 protein je glavni antagonist
BAX-a, koji neutraliSe proapoptotski efekat BAX proteina, formiraju¢i heterodimere sa
njim (Sato, Hanada et al. 1994). U zavisnosti od toga da li u ¢eliji dominiraju anti- ili
proapoptotski proteini, ¢elija ¢e i¢i ka prezivljavanju ili smrti. Kada u ¢eliji dominiraju
proapoptotski faktori, dolazi do povecane permeabilnosti membrane mitohondrija 1
citohrom C izlazi iz medumembranskog prostora mitohondrija u citosol. Usled toga
dolazi do formiranja apoptozoma i aktivacije inicijatorske kaspaze-9, posredstvom APAF-
1 (eng. Apoptotic protease activating factor 1), koja proteolitickom aktivnoséu aktivira

nizvodne efektorske kaspaze, sto vodi ka smrti celije (Slika 4).
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Kada je u pitanju skeletni sistem, pokazano je da je Bcl-2 eksprimiran u
osteoblastima, osteoklastima, hondrocitima i osteocitima. Nekoliko studija je pokazalo
da je ovaj gen vrlo vazan za odrzavanje integriteta skeletnog sistema. Bcl-27 migevi
imaju povecani volumen kostiju, uglavnom zbog smanjenja broja 1 disfunkcije
osteoklasta. Takode, funkcija osteoblasta je poremeéena kod Bcl-27" miseva. Ex vivo
studije na osteoblastima i osteoklastima su pokazale da Bcl-2 promovise diferencijaciju,
aktivaciju i prezivljavanje oba ¢elijska tipa (Nagase, lwasawa et al. 2009). In vitro
istrazivanje, radeno na osteoblastnoj celijskoj liniji, u kome je apoptoza izazvana
izlaganjem hipoksiji i deksometazonu je pokazalo da je apoptoza u osteoblastima
regulisana unutrasnjim apoptotskim putem, ta¢nije odnosom BAX i BCL-2, a da je

spoljasnji put imao zanemarljiv efekat (Zhu, Gao et al. 2011).

BCL2L12

Bcl2L12 gen je novotkriveni ¢lan BCL-2 familije, koji kodira protein sli¢an
BCL-2 (eng. BCL-2 Like 12). Na osnovu in silico analize, zaklju¢eno je da BCL2L12
protein sadrzi BH2 domen, ali da ne sadrzi BH1, BH3 i BH4 domene, mada je prisutan
motiv slican BH3 domenu. Takode, kod ovog proteina odsustvuje i transmembranski
domen. Kao sto je ranije navedeno, BH3 domen je prisutan kod vecine antiapoptotskih
proteina. Poznat je jo$ samo jedan, antiapoptotski predstavnik (BOO/DIVA) koji takode
ne sadrzi BH3 domen i koji deluje preko mehanizma koji nije zavisan od dimerizacije.
Pored BH2 domena, protein BCL2L12 sadrzi i viSe prolinom bogatih oligopeptida
(Scorilas, Kyriakopoulou et al. 2001). Ekspresija BCL2L12 je proucavana RT-PCR
metodom, tokom apoptoze koja je indukovana upotrebom razli¢itih hemoterapeutskih
lekova na HL-60 celijskoj liniji humane akutne promijelocitne leukemije. Rezultati su
pokazali znacajne promene nivoa iRNK BCL2L12 gena u zavisnosti od upotrebljenih
apoptotskih inducera, kao i specifi¢nog indukovanog puta, $to ukazuje na direktnu vezu
promene nivoa BCL2L12 iRNK i apoptoze (Thomadaki and Scorilas 2006). Po nasim
saznanjima, istrazivanja o statusu ovog gena kod bolesti kostanog sistema jos uvek nisu

radena.
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Slika 4. Sema unutra$njeg i spoljainjeg apoptotskog puta u sisarskim ¢elijama.
Slika je modifikovana i preuzeta iz Strasser, Jost et al. 2009 (Strasser, Jost et al.
2009).

Napomena: PARP (eng. Poly (ADP-ribose) polymerase); kaspazom aktivirana DNaza
(DNase CAD- eng. caspase-activated DNase), inhibitor kaspazom aktivirane DNaze —ICAD
(eng. inhibitor of CAD)

Spoljasnji apoptotski put

Spoljasnji apoptotski put se aktivira kroz vezivanje liganada za odgovarajuce

9 X

,receptore smrti” §to dovodi do niza dogadaja unutar Celije, koji vode ka njenoj smrti
(Slika 4). ,,Receptori smrti” su ¢lanovi TNF superfamilije receptora koja ima osam
¢lanova. Oni se odlikuju unutarcelijskim o — heliksnim interakcijama preko domena

nazvanih ,,domeni smrti”’ (eng. Death-domains - DD) (Kovacic, Grcevic et al. 2010).

Glavni predstavnik ovih receptora je FAS (eng. FS-7-associated surface
antigen), koji se naziva i APO-1 ili CD95. U pitanju je transmembranski protein koji je

eksprimiran u mnogobrojnim tumorskim 1 zdravim celijama, ukljucujuéi B limfocite,
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dendritske celije, timocite, makrofage, kardiomiocite, hepatocite i druge. Alternativnim
iskrajanjem (eng. alternative splicing) nastaje solubilna varijanta FAS, koja nema
transmembranski domen, ve¢ funkcionise kao solubilni receptor. Solubilna varijnta ima
regultornu ulogu, koju vrsi kroz kompetitivno vezivanje sa transmembranskom FAS

formom za ligand (Kovacic, Grcevic et al. 2010).

Fizioloski ligand FAS receptora - FASL (CD95L) takode pripada famiiji TNF
citokina (Suda, Takahashi et al. 1993). Nakon vezivanja FASL za FAS
transmembranski receptor, dolazi do formiranja unutarcelijskog signalnog kompleksa
koji indukuje smrt (DISC- eng. death-inducing signaling complex) (Strasser, Jost et al.
2009). Ovaj kompleks sadrzi kaspazu 8, adapterski molekul - FADD (eng. Fas-
Associated protein with Death Domain) i regulatorni molekul, c-FLIP (eng. FLICE-like
inhibitory protein). Nakon formiranja DISC kompleksa dolazi do samo-obrade kaspaze-
8, usled cega nastaje forma proteina koja aktivira efektorske kaspaze, koje seku vitalne

proteine u ¢eliji, §to na kraju dovodi do smrti ¢elije (Slika 4).

Ubrzo nakon identifikovanja Fas i FasL gena, i njihove uloge u apoptozi, rana
istrazivanja su pokazala da kod miseva sa mutacijom u Fas genu, koja dovodi do
poremecene funkcije FAS proteina, dolazi do pojave stanja sli¢nih limfadenopatiji i
sistemskog eritemskog lupusa (Watanabe-Fukunaga, Brannan et al. 1992). Takode, za
miseve koji su bili homozigotni nosioci mutacije u FasL genu, pokazano je da razvijaju
poremecaj slican limfadenopatiji i autoimunskim oboljenjima. Zatim je pokazano da su
kod pacijenata koji boluju od autoimunog limfoproliferativhog sindroma prisutne
mutacije u Fas genu (Straus, Jaffe et al. 2001). Na osnovu ovih i drugih istrazivanja je
zaklju¢eno da FAS-FASL signalni put ima bitnu ulogu u kontroli imunskog sistema
(Strasser, Jost et al. 2009). Nakon toga je usledio niz istrazivanja koja su se bavila

statusom ovih gena u razli¢itim autoimunskim i inflamatornim bolestima.

Pokazano je da je apoptoza indukovana FAS receptorom izuzetno bitna za
odrZzavanje homeostaze T limfocita, posebno kada je u pitanju hronicni imunski
odgovor (Krammer 2000). Jasan pokazatelj znacaja uloge FAS-FASL sistema u gasenju
imunskog odgovora T ¢elija bili su rezultati studije u kojoj je kod miSeva izazvano
stanje slicno hroni¢noj infekciji. Eksperimenti koji su uradeni na miSevima, zarazenim

tzv. ,,upornim® virusima (npr. mis§jim gama herpes virusom), pokazali su da je za
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ubjanje aktiviranih T limfocita tokom hroni¢nog imunskog odgovora bila neophodna
aktivacija kako FAS-FASL puta, tako i unutrasnjeg apoptotskog puta kroz BCL-2
proteinsku familiju (Strasser, Jost et al. 2009). Takode, pokazano je da apoptoza

makrofaga moze biti regulisana FAS-FASL putem (Villena, Pinheiro et al. 2008).

Mnogobrojne studije su ispitivale ekspresiju Fas gena u ¢elijama koje uéestvuju
u remodelovanja koStanog tkiva, osteoblastima 1 osteoklastima, ali su dobijeni razli¢iti
rezultati o nivou ekspresije ovog gena, u zavisnosti od stepena zrelosti ¢elija. Evidentno
je da je Fas gen eksprimiran i u osteoblastima i u osteoklastima, ali u razli¢itom nivou u
zavisnosti od stepena zrelosti ¢elija i ostalih faktora koji uticu na ¢elije (citokina, faktora
rasta i sl.). Pretpostavlja se da su izvor FASL molekula, koji uti¢e na odrzavanje
homeostaze kostiju, aktivirani T i B limfociti, monociti / makrofazi i NK (eng. natural
killer) ¢elije (Barry and Bleackley 2002). Pored toga, pokazano je da se nizak nivo FasL

gena eksprimira u osteoblastima i osteoklastima (Kovacic, Greevic et al. 2010).

Proces apoptoze utiCe na Zivotni vek Ccelija inflamatornog sistema, kao i
prekursora makrofaga nastanjenih u koStanom tkivu, koji imaju bitnu ulogu u
odrzavanju homeostaze ovog tkiva. Poremecaj procesa apoptoze moze dovesti do
izmenjanog inflamatornog odgovora kao i patoloskog remodelovanja kostanog tkiva u
LKP bolesti.

23



Sanja Srzenti¢ Uvod

POTENCIJALNA UPOTREBA MEZENHIMSKIH MATICNIH CELIJA U
LECENJU BOLESTI SKELETNOG SISTEMA

U poslednje vreme se sprovodi sve veéi broj klini¢kih istraZivanja o upotrebi
mezenhimskih mati¢nih ¢elija (MMC) u ledenju mnogih bolesti skeletnog sistema,
ukljucujuéi i avaskularnu osteonekrozu (AVON), koja su dala vrlo povoljne rezultate.
Ovaj pristup predstavlja jedan od najznacajnijih pravaca u oblasti regenerativne
medicine 1 ubrzano se razvija, sa potencijalom da u skorijoj budu¢nosti dovede do

vrhunskih terapeutskih efekata.

Osobine i podela mati¢nih céelija

Mati¢ne éelije (MC) imaju sposobnost samoobnavljanja i sposobnost da se
diferenciraju u zrele progenitorske celije, kao 1 u terminalno diferencirane
specijalizovane ¢elije. Na osnovu potencijala za diferencijaciju mogu se klasifikovati
kao totipotentne, pluripotentne i multipotentne.

Totipotentne MC mogu da daju sve embrionalne i ekstra-embrionalne tipove
¢elija. To su zigot i ¢elije rane faze embrionalnog razvi¢a, do morule (Das, Bonaguidi et
al. 2008).

Pluripotentne MC imaju potencijal da se diferenciraju u ¢elije sva tri klicina
lista, ali se ne mogu diferencirati u celije ekstra embrionalnih omotaca (Wagers and
Weissman 2004). Ove ¢elije se nalaze sa unutrasnje strane blastocista, kao i u kasnijem
stadijumu razvoja humanih fetusa (5-9 nedelja razvoja) (Turnpenny, Spalluto et al.
2006). Nedavno je pokazano da se diferencirane somatske celije mogu genetickim
reprogramiranjem prevesti u pluripotentne MC, koje su nazvane indukovanim
pluripotentnim MC (IPS- eng. induced pluripotent stem) (Zhang, Khan et al. 2012).

Multipotentne MC se mogu diferencirati u odredeni broj éelijskih linija. Ove
¢elije se nalaze u fetalnom tkivu tokom razvoja fetusa ali i u organima i tkivima
adultnih organizama. Dva osnovna tipa adultnih multipotentnih ¢elija su hematopoetske
I mezenhimske mati¢ne Celije, mada su, u poslednje vreme pronadene razlifite vrste

mati¢nih 1 prekursorskih ¢elija u mnogim organima i tkivima. Smatra se da
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multipotentne mati¢ne Celije adultnih tkiva predstavljaju depo progenitorskih ¢elija za
repariranje tkiva i da ucestvuju u odrzavanju tkivne i imunske homeostaze (Covas,
Panepucci et al. 2008, da Silva Meirelles, Caplan et al. 2008).

Osobine i poreklo mezenhimskih mati¢nih éelija

Friedenstein i saradnici su 1968. godine prvi put identifikovali mali broj
heterogenih adherentnih ¢elija iz kostne srzi koje su posle pocetne faze mirovanja
pocele naglo da se umnozavaju. Nakon nekoliko pasaza u kulturi, ove c¢elije su
poprimile uniformnu, vretenastu morfologiju i pokazale sposobnost da se diferenciraju u
kolonijama, koje su podsecale na male depozite kostiju ili hrskavice (Friedenstein,
Petrakova et al. 1968). Posto su ove celije prvi put izolovane iz strome kostne srzi,
nazvane su mezenhimske stromalne celije (eng. mesenchymal stromal cells - MSC ),
medutim, zbog potencijala da se diferenciraju u razlicite ¢celijske linije, kasnije je u
upotrebu usao naziv mezenhimske matic¢ne ¢celije (eng. mesenchymal stem cell- MSC),
kao 1 multipotentne stromalne ¢éelije (eng. Multipotent Stromal Cells).

Populacije MMC izolovane iz razli¢itih tkiva i na razlicite nacine pokazuju
odredeni stepen fenotipske heterogenosti (Ankrum and Karp 2010). Komitet za
mezenhimske i tkivne maticne ¢elije internacionalnog druStva za ¢Celijsku terapiju (eng.
Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the International Society for Cellular
Therapy - ISCT) je predlozio kriterijume potrebne da bi se celije okarakterisale kao
MMC: da imaju osobinu da se lepe za plasti¢nu podlogu u standardnim uslovima
gajenja, da imaju potencijal da se diferenciraju u osteoblaste, hondroblaste i adipocite in
vitro i da eksprimiraju povrsinske markere CD105, CD7 i CD90, a da ne eksprimiraju
CD45,CD34, CD14 ili CD11b, CD79a ili CD 19 i HLA-DR (Dominici, Le Blanc et al.
2006).

Uprkos definiciji koju ISCT predlaze za karakterisanje MMC, pojam MMC
treba Siroko posmatrati jer jo§ uvek nisu u potpunosti definisane sve njihove
karakteristike, s obzirom na intenzivna istrazivanja u ovoj oblasti i konstantno
prijavljivanje novih izvora ili osobina ovih ¢elija. Karakterisanje i definisanje fenotipa

MMC ée jo§ dugo predstavljati izazov (Ankrum and Karp 2010).
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Nakon §to je otkriveno da u kostnoj srzi postoje MMC, usledio je niz
istraiivanja, koja su pokazala da se c’elije sa sliénim osobinama mogu izolovati i iz
trabekularne kosti i dr. Takode, pokazano je da se MMC mogu izolovati i iz neonatalnih
tkiva, kao §to su pupcana vrpca, krv pupcane vrpce i odredeni delovi placente (Zhang,
Khan et al. 2012) (Slika 5).

Pored potencijala da se diferenciraju u kostano, hrskavi¢avo 1 adipozno tkivo,
MMC se mogu diferencirati u veliki broj specijalizovanih mezenhimskih tkiva, kao $to
su npr. miSiéne Celijske linije - skeletne, glatke miSi¢ne Celije, kao i1 Celije srcanog
migi¢a. Zanimljivo je da se MMC mogu diferencirati i u ¢elije koje nisu mezenhimskog
porekla, kao §to su Celije slicne neuronima, in vitro, i nakon implantiranja u mozak
misa, in vivo. Takode, éelije sli¢ne hepatocitima se mogu dobiti diferencijacijom MMC

u invitro i in vivo uslovima (Zhang, Khan et al. 2012) (Slika 5).

Skeletni misi¢
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Kostna srz

Pupéana
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SJika 5. Sematski prikaz tkiva koja su izvor MMC i éelijskih tipova u koje
se MMC mogu diferencirati. Slika je modifikovana i preuzeta iz Zhang, Khan et al.
2012 (Zhang, Khan et al. 2012).
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Mada MMC imaju ogranideniji potencijal za diferencijaciju u odnosu na
embrionalne i indukovane pluripotentne MC, one imaju mnogobrojne prednosti. Za
embrionalne i indukovane pluripotentne MC je pokazano da lako formiraju teratome
(Ma, Xie et al. 2014) i da dovode do imunskog odgovora pri transplantaciji u domacina.
Suprotno tome, MMC su imunoprivilegovane i parakrinom aktivno$éu ispoljavaju
imunosupresorni efekat koji doprinosi reparativnom procesu. Pored toga, za njih do
sada nije pokazano da dovode do formiranja teratoma i zato se smatraju nerizi¢nim za
primenu u ¢elijskoj terapiji (Breitbach, Bostani et al. 2007). Takode, one imaju visok
migracioni potencijal tako da mogu lako da migriraju do mesta povrede u
odgovarajuc¢im tkivima. Navedene osobine ih ¢ine odli¢énim kandidatima za klinicka in
Vvivo istrazivanja (Zhang, Khan et al. 2012). Jedan od vaznih aspekata zasto je upotreba
ovih ¢elija favorizovana u odnosu na embrionalne matic¢ne ¢elije ti¢e se etickih, pravnih
i politickih implikacija (Ma, Xie et al. 2014).

Do sada je najveéi broj istrazivanja i klini¢kih studija raden sa MMC iz kostne
srzi. Medutim, proces uzorkovanja kostne srzi je vrlo bolan i moze biti rizican (Zuk
2008). Pored toga, MMC ¢ine samo 0.001-0.01% svih éelija koje se nalaze u aspiratu
kostne srzi (Jones, Kinsey et al. 2002), tako da je nakon njihove izolacije potrebno
mnogo vremena i pasaza, kako bi se ¢elije umnozile. Zbog svega navedenog, poslednjih
godina je u fokusu adipozno tkivo kao alternativni izvor MMC, koje su po svojim
osobinama vrlo sli¢ne onima iz kostne srzi. Subkutano adipozno tkivo je lako dostupno
i sadrzi veliki broj MMC, tako da postoji i moguénost koriiéenja sveze izolovanih
¢elija, bez prethodnog umnozavanja, u terapeutske svrhe (Norambuena, Khoury et al.
2012). Ove osobine ¢&ine adipozne MMC izuzetno pogodnim za potencijalnu éelijsku i

ex vivo gensku terapiju mnogih bolesti.

Terapeutski kapacitet MMC

Kao $to je ranije navedeno, sve su aktuelnija istraZivanja u oblasti regenerativne
medicine koja se bave leCenjem povreda 1 razlicitih bolesti skeletnog sistema primenom
MMC.

Sto se tite AVON, trenutno najzastupljeniji terapijski pristup koji se koristi u

leCenju ranih stadijuma ove bolesti je dekompresija hirurSkim uklanjanjem jezgra kosti
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(Norambuena, Khoury et al. 2012). Kao §to je veé re¢eno, AVON femura nastaje zbog
nedostatka dotoka krvi u ovaj deo kosti, sto dovodi do nekroze kostanog tkiva. Usled
toga, hrskavica gubi svoju potporu i dolazi do kolapsa glave femura. Pored toga, kada
dode do nekroze kostanog tkiva, dolazi do lokalne inflamacije usled ¢ega se stvara otok
unutar kuka, koji dodatno spre¢ava vaskularizaciju tkiva. Smatra se da se reparacija
kostanog tkiva nakon hirurSke dekompresije otezano odvija jer kod pacijenata sa AVON
postoji nedostatak progenitorskih ¢elija u glavi femura (Orth, Rey-Rico et al. 2014).
Stoga se u poslednje vreme u klini¢kim studijama pristupilo primeni MMC u le¢enju
AVON, nakon hirur§ke dekompresije (Norambuena, Khoury et al. 2012).

Prilikom upotrebe klasi¢nih terapijskih pristupa za leCenje AVON u 40%
slucajeva se nakon odredenog vremena javlja potreba za ugradnjom vestackog kuka kod
pacijenata. Kod pacijenata kod kojih je pored hirurSke dekompresije, upotrebljena i
terapija MMC, a koji su bili u ranoj (pre-kolapsnoj) fazi AVON, dobijeni su vrlo dobri
rezultati. Pet godina nakon terapije, samo kod devet od 145 pacijenata je doslo do
potrebe za ugradnjom veStackog kuka. Studija iz 2009. godine, u kojoj je analiziran
status 534 kuka kod pacijenata le¢enih pomoéu MMC, i koji su praéeni u proseku 13
godina, je pokazala da je progresija bolesti bila zna¢ajno umanjena u odnosu na grupu
koja nije tretirana MMC (Orth, Rey-Rico et al. 2014). Sli¢ni rezultati su dobijeni u
studiji objavljenoj 2013. godine i u kojoj je prijavljeno da je vecina pacijenata nakon
ubrizgavanja MMC osetila zna¢ajno smanjenje bola (Martin, Houdek et al. 2013, Orth,
Rey-Rico et al. 2014).

IstraZivanje na Zivotinjskom AVON model sistemu je ukazalo na to da 1 kod
mladih pacijenata obolelih od AVON najverovatnije postoji nedostatak progenitorskih
éelija u oboleloj glavi femura. Na osnovu ovoga je zakljuéeno da terapija MMC
predstavlja potencijalni terapijski pristup za leCenje LKP bolesti, kao 1 ostalih AVON
kod dece (Norambuena, Khoury et al. 2012). Primena MMC bi bila korisna kako zbog
imunosupresornog efekta koji ove celije ispoljavaju, koji bi mogao smanjiti lokalnu
inflamaciju 1 otok, tako i zbog ¢injenice da one mogu biti izvor progenitorskih celija
kostanog tkiva ili stimulisati deobu i diferencijaciju lokalnih progenitorskih ¢elija
(Norambuena, Khoury et al. 2012, Mok, Leong et al. 2013).

Kada je u pitanju leCenje bolesti na €iji razvoj znacajno uti¢e proces inflamacije,

ukljuujuéi i bolesti skeletnog sistema, MMC predstavljaju izuzetno atraktivni terapijski
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pristup. One mogu doprineti izletenju ovih bolesti, jer naivne MMC kroz sintezu
bioaktivnih molekula imaju imunosupresivni efekat, suprimiraju apoptozu i stimulisu
angiogenezu (Ankrum and Karp 2010). Pored toga, s obzirom na to da su MMC
imunoprivilegovane i lako pokretljive, one su posebno pogodne za upotrebu u ex vivo
genskoj terapiji, kao nosaci antiinflamatornih transgena. Genetickim modifikacijama se
moze poboljiati terapijski kapacitet MMC na dva nadina. MoZe se povecati ekspresija
nekog od signalnih molekula koje ove celije svakako produkuju ili se mogu
transfekovati tako da eksprimiraju protein koji MMC ina¢e ne produkuju. Na taj naéin
se moze znacajno prosiriti broj bolesti za ¢iju terapiju bi ove ¢elije mogle da se koriste
(Porada and Almeida-Porada 2010).

Kada je u pitanju lecenje bolesti skeletnog sistema kao $to su reumatoidni artritis i
osteoartritis (u ¢ijem razvoju inflamacija predstavlja bitan faktor), postoje dva osnovna
potencijalna terapijska pristupa kori¢enjem MMC (Slika 6). Naivne ili geneticki
modifikovane MMC se mogu dovesti na mesto upale ili u obliku suspenzije ¢elija, ili
koriS¢enjem matriksa (nosaca) koji mogu biti sacinjeni od kolagena, alginatnog gela,
fibrina, sintetickih biodegradabilnih materijala itd (Noth, Steinert et al. 2008,
Cucchiarini, Venkatesan et al. 2012).
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Slika 6. Pristupi u terapiji oboljenja zgloba kori§é¢enjem MMC. Slika je
modifikovana i preuzeta iz Noth, Steinert et al. 2008 (Noth, Steinert et al.
2008).

1. Dostavljanje naivnih MMC na obolelo mesto, (a) Naivne MMC se mogu
dostaviti u oboleli zglob u obliku suspenzije ¢elija, ubrizgavanjem; (b) ili
kori§éenjem matriksa; 2. Dostavljanje geneti¢ki modifikovanih MMC na
obolelo mesto, (a) MMC se nakon transfekcije specifi¢nim transgenom mogu
dostaviti u oboleli zglob u obliku suspenzije ¢elija, ubrizgavanjem, (b) ili

Uprkos tome §to upotreba geneticki modifikovanih MMC predstavlja vrlo
privlacan 1 perspektivan terapijski pristup, prepreka koju je potrebno prevaziéi je
pronalazenje bezbedne i efikasne metode za unosenje Zeljenog gena u celije. Upotrebom
viralnih vektora se postize vrlo efikasna transfekcija, medutim ovi vektori imaju mnoge
mane, kao $to su imunogeni efekat i potencijalni rizik od $tetne insercione mutageneze
(Edelstein, Abedi et al. 2007, Park, Yang et al. 2012). Sa druge strane, koriS¢enjem ne-
viralnih vektora se postize niza efikasnost transfekcije, ali je njihova upotreba mnogo
bezbednija, dovodi do tranzijentne ekspresije, njima se mogu uneti u ¢eliju veéi geni i
lak$e se proizvode, $to ih ¢ini vrlo privlacnim za klini¢ku upotrebu (Boura, Santos et al.

2013). Ne-viralni pristupi koji se upotrebljavaju za unos DNK u ¢eliju su genski pistol;
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(eng. gene gun), elektroporacija, hidrodinamicki unos, sonoporacija, magnetofekcija.
Osim navedenih, fizi¢kih pristupa, koriste se razli€iti sinteticki nosaci DNK, kao §to su
lipozomi, polimeri, pepetidi koji penetriraju u ¢eliju i neorganske nanopartikule (Yin,
Kanasty et al. 2014).

Potencijalna upotreba citokina IL-10 u ex vivo genskoj terapiji

Citokin IL-10 je vrlo potentan antiinflamatorni protein. Sekretuju ga razliite
¢elije imunskog sistema kao Sto su monociti, makrofazi, T limfociti (Th2 i regulatorne T
¢elije), B limfociti, dendritske celije 1 mast Celije. Smatra se da je njegova glavna
bioloska funkcija da ograni¢i i prekine inflamatorni odgovor, blokira sintezu
proinflamatornih citokina i da regulise diferencijaciju i proliferaciju razli€itih imunskih
¢elija, kao Sto su T 1 B limfociti, NK ¢eljje, antigen-prezentujuce celije, mastociti i
granulociti (Asadullah, Sterry et al. 2003).

Kada se nadu u inflamatornoj sredini, MMC ispoljavaju imunosupresorni i
imunoregulatorni efekat tako Sto same sintetiSu, ili stimuliSu druge ¢elije na sintezu
signalnih molekula. Jedan od vrlo bitnih signalnih molekula preko koga MMC vrse
imunoregulaciju je 1L-10. MMC parakrinom aktivno$éu indukuju povisenu sekreciju
ovog citokina u dendritskim ¢elijama i T limfocitima (Aggarwal and Pittenger 2005,
Yang, Park et al. 2009). Kada su u pitanju bolesti skeletnog sistema, pokazano je da IL-
10 ima znacajnu ulogu, jer se npr. kod miseva koji su deficijentni za produkciju IL-10
javlja mnogo teza klini¢ka slika reumatoidnog artritisa. Supresija produkcije 1L-10 u
sinovijalnim ¢elijama dovodi do povisenog nivoa IL-1 i TNF- a, §to ukazuje na to da
ovaj citokin suprimira inflamaciju prisutnu u artritisu. IstraZivanje u kome su na model
sistemu miSa sa inflamatornim artritisom indukovanim kolagenom, koriS¢ene
modifikovane MMC koje su prekomerno eksprimirale IL-10, je pokazalo da je ovaj
terapiski pristup doveo do znacajnog smanjenja simptoma kao i do sniZenja nivoa
citokina IL-6 u serumu (Choi, Yoo et al. 2008) . Takode, nedavno je na model sistemu
mi$a pokazano da je primena MMC koje su tranzijentno eksprimirale citokin IL-10
dovela do znacajnog smanjenja inflamacije upale uva (Levy, Zhao et al. 2013).

IL-10 je samo jedan od signalnih molekula koji je dobar kandidat za povecanje

terapeutskog kapaciteta MMC, a u literaturi su opisani i brojni drugi faktori koji su
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koris¢eni kao transgeni u ex vivo genskim terapijama razli¢itih bolesti (Noth, Steinert et
al. 2008).
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CILJEVI

Ciljevi
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Leg-Kalve-Pertesova bolest (LKP) je idiopatska avaskularna osteonekroza
epifize femura koja se javlja kod dece. Iako je ova bolest opisana pre nesto vise od 100
godina, njena etiologija i patogeneza su i dalje nejasne. Smatra se da je LKP
multifaktorijalna bolest, izazvana kombinacijom sredinskih i genetickih faktora. Najveci
broj do sada uradenih geneti¢kih studija vezanih za LKP bolest je bio fokusiran na
ispitivanje faktora koji uticu na koagulaciju, medutim dobijeni su kontroverzni rezultati.
Takode, iako je poznato da je inflamacija prisutna tokom razvoja ove bolesti, kao i da
faktori inflamacije znacajano uti¢u na proces remodelovanja kostanog tkiva, vrlo malo
se zna o njihovoj ulozi u patofiziologiji LKP bolesti. Poznato je da poremecaj procesa
apoptoze moze dovesti do neadekvatnog inflamatornog odgovora, kao i patoloskog
procesa remodelovanja kostanog tkiva. Uprkos ovim saznanjima, proces apoptoze do

sada nije ispitivan u LKP bolesti.

U poslednje vreme se sprovodi sve veci broj klini¢kih studija u kojima se za
terapiju razlicitih bolesti skeletnog sistema koristi tretman autolognim mezenhimskim
mati¢nim ¢éelijama (MMC). Subkutano adipozno tkivo predstavlja relativno lako
pristupacan izvor velike koligine ovih ¢elija. Terapija upotrebom MMC je do sada dala
pozitivne rezultate u mnogobrojnim Kklinickim studijama, a takode je pokazano da se
terapeutski kapacitet ovih ¢elija moze znac¢ajno povecati kada se u njih uvede specificni

transgen.

Zbog svega navedenog, ciljevi ove studije su bili proucavanje genetickih i
molekularnih markera gorenavedenih procesa u LKP bolesti, kao i istrazivanja vezana

za poboljsanje terapeutskog kapaciteta MMC. Ovi ciljevi su ostvareni kroz sledeée faze:

1. Analiza asocijacije genskih varijanti koagulacionih faktora: FV G1691A
(Leiden mutacija) (rs6025), FIl G20210A (rs1799963), MTHFR C677T (rs1801133) i
PAI-1 4G/5G (rs1799889) sa pojavom LKP bolesti kod pacijenata iz Srbije.

2. Analiza asocijacije genskih varijanti markera inflamacije: IL-6 [G-174C
(rs1800795), G-597A (rs1800797)]; IL-3 [C-16T (rs31480), C132T (rs40401)]; TNF-a
G-308A (rs1800629) i TLR4 [Asp299Gly (rs4986790), Thr399lle (rs4986791)] sa
pojavom LKP bolesti.
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3. Analiza nivoa ekspresije markera inflamacije IL-6 i TNF-a kod LKP

pacijenata.

4. Analiza nivoa ekspresije markera unutrasnjeg (Bax, Bcl-2 i Bcl2L12) i

spoljasnjeg (Fas i FasL) apoptotskog puta kod LKP pacijenata.

5. Izolovanje, gajenje i tranzijentna transfekcija MMC iz adipoznog tkiva psa.
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BIOLOSKI MATERIJAL

Ispitanici

U ovo istrazivanje je bilo uklju¢eno 37 pacijenata obolelih od Leg-Kalve-
Pertesove (LKP) bolesti, dijagnostikovanih na Institutu za hirurSko ortopedske bolesti
,Banjica” u Beogradu. Pacijenti su dijagnostikovani u periodu od 1988. do 2012.
godine. Dijagnoza je postavljena na osnovu klinickih kriterijuma (pocetak pojave bola,
poremecen polozaj zahvadene noge i poremecaj hoda, ogranicenje pokreta kuka -
naroCito unutra$nje rotacije, odsustvo klinickih znakova koji ukazuju na traumu ili
infekciju), ultrazvucnog ispitivanja (otok u zglobu, odredivanje anteverzije vrata i glave
butne kosti 1 orijentaciono odredivanje kongruencije zgloba) i radiografskih snimaka
(kondenzacije ili fragmentacije epifize centra osifikacije, gubitka sfernosti glave butne
kosti). Dva pacijenta su imala bilateralnu bolest. Pacijenti su leceni razliitim
metodama: pet je tretirano koznim trakcijama, dok su ostali operisani odgovarajué¢im
metodama (Salter osteotomija je izvedena kod 28 pacijenata, ukljucujuéi dva operisana
bilateralno, Chiari osteotomija kod tri pacijenta i trostruka osteotomija Kkarlice kod

jednog pacijenta), u zavisnosti od njihove starosti, trajanja i tezine bolesti.

U ovom istrazivanju su koriS¢ene tri razliCite kontrolne grupe, jednu je
sacinjavalo 100 zdrave dece, drugu 50 zdravih ispitanika razli¢ite starosti i tre¢u 11
zdravih deCaka i devoj€ica. Studija je odobrena odlukom Etickog odbora Instituta za

hirursko ortopedske bolesti ,,Banjica” u Beogradu.

Od klini¢kih parametara evidentiranih u trenutku postavljanja dijagnoze, u ovom

radu su kori$¢eni pol 1 uzrast pacijenata kada se bolest javila.

Periferna krv je uzorkovana sa 3.8% Na-citratom kao antikoagulansom u odnosu
9:1 i transportovana do Instituta za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo gde je

vr$ena izolacija mononuklearnih éelija periferne krvi (MNCPK), DNK i RNK.
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Celijske linije

U eksperimentima tranzijentne transfekcije i diferencijacije, koriS¢ene su
primarne ¢elijske kulture mezenhimskih mati¢nih éelija (MMC) izolovanih iz masnog
tkiva psa. Za kontrolni eksperiment u optimizaciji tranzijentne transfekcije koriS¢ena je
permanentna humana delijska linija HelLa, poreklom iz humanog adenokarcinoma
cerviksa, koja je komercijalno dostupna (American Type Culture collection, Manassas,
VA 20108, USA - ATCC br. CCL2).

Bakterijski soj

UmnoZavanje plazmida je vrSeno koriS¢enjem bakterijskog soja DH5a

Escherichia coli.

Plazmidni vektori

U eksperimentima tranzijentne transfekcije koris¢eni su sled¢i plazmidi:
pCH110 (Amersham Pharmacia), pBluescript (Stratagene), pClneolL-10 i pClneoLacZ
(pClneolL-10 i pClneoLacZ su poklon od Odeljenja za oftalmologiju Medicinskog
fakulteta u Lajpcigu, Nemacka, (Enzmann, Hollborn et al. 2001).

METODE KORISCENE ZA GENOTIPIZACIJU

Za detekciju varijanti analiziranih gena koriséena je metoda PCR-RFLP (eng.
Polimerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism), koja se
zasniva na lan¢anom umnozavanju regiona DNK od interesa i njihovom daljem
analiziranju tretiranjem odgovaraju¢im restrikcionim endonukleazama (RE) (tzv
reakcija ,,digestije”) i razdvajanju fragmenata dobijenih nakon digestije na gelu. Pored

PCR-RFLP metode, koriS¢ena je i metoda direktnog sekvenciranja PCR fragmenta.
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Ovim metodama je prethodila izolacija DNK iz uzoraka krvi pacijenata i kontrolnih
Ispitanika.

Izolacija DNK iz periferne krvi

Za izolaciju DNK iz krvi kori§¢en je QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen), i
postupak izolacije je vrSen po uputstvu proizvodaca. Na dno tube od 1.5 ml je sipano 20
ul Qiagen proteaze, a zatim je dodato 200 pl uzorka, 200 pl pufera AL, nakon ¢ega su
promesani vorteksovanjem. SmesSa se inkubirala u vodenom kupatilu 10 min na 56°C
kako bi se obezbedilo liziranje ¢elija i oslobadanje DNK od proteina. Nakon dodavanja
200 pl 96-100% etanola, uzorak je promeSan vorteksovanjem. Ovako pripremljen
uzorak je nanet na QIAamp Mini spin kolonu, koja je onda centrifugirana na 8000 rpm,
1 min, nakon ¢ega je eluat odbacivan. Kolona je zatim isprana sa 500 ul pufera AW1 i
centrifugirana na 8000 rpm, 1 min, a eluat je odbacivan. U slede¢em koraku kolona je
isprana sa 500 ul pufera AW?2 1 centrifugirana na 14000 rpm, 3 min, nakon Cega je eluat
odbacivan. U poslednjem koraku kolona je prebafena u Cistu tubu i dodato je 200 pl
pufera AE. Kolona je inkubirana 1 min na sobnoj temperaturi, a posle toga je DNK

eluirana sa kolone centrifugiranjem na 8000 rpm, 1 min.

Koncentracija i cistoéa DNK odredene su merenjem na spektrofotometru

NanoVue (GE Healthcare Life sciences, Amersham, UK), po uputstvu za rad na aparatu.

Analiza DNK na agaroznom gelu

Analiza DNK je vrSena na horizontalnom agaroznom gelu odgovarajuce
koncentracije, obi¢no izmedu 2 - 4%, u zavisnosti od veli¢ine molekula DNK koje treba
razdvojiti. Kako bi se DNK fragmenti vizuelizovali, u gelove je pre polimerizacije
dodavan etidijum bromid (finalne koncentracije 0.7 pg/mL). Elektroforeza je vrSena u
TAE puferu (40 mM Tris, 20 mM sircetna kiselina, 1 mM Na,EDTA), pri naponu od 5
V/em. Vizuelizacija DNK je vrSena osvetljavanjem gela UV svetlom na CCD kameri sa
BioDocAnalyze sistemom. Za odredivanje veli¢ine fragmenata DNK koriSéeni su

komercijalni DNK markeri od 100bp i 50bp, po potrebi.
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Identifikacija varijanti gena FV, FIl, MTHFR, IL-6, TNF-a i TLR4

Genske varijante FV G1691A, FIl G20210A, MTHFR C677T, IL-6 G-174C, G-
597A, TNF-a G-308A, TLR4 Asp299Gly, Thr399lle su u ovoj studiji detektovane PCR-
RFLP metodom. Prajmeri koji su kori§¢eni za umnozavanje sekvenci koje sadrze

ispitivane genske varijante su navedeni u Tabeli 1.

Tabela 1. Prajmeri kori$¢eni za detekciju varijanti gena PCR-RFLP metodom

Gen Ger_1_ska Sekvenca prajmera (5'-3' smer) Ref.
varuanta
F: TGCCCAGTGCTTAACAAGACC (Djordjevic,
FVv G1691A Stankovic et
R: TGTTATCACACTGGTGCTAA al. 2012)
F: TCTAGAAACAGTTGCCTGGC (Djordjevic,
Fll G20210A Stankovic et
R: ATAGCACTGGGAGCATTGAAGC al. 2012)
F: TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA (Djordjevic,
MTHFR | C677T Stankovic et
R: AGGACGGTGCGGTGAGAGTG
al. 2012)
F: GATTAGCATACTTAGACTACTACCTCCATG
Asp299Gly (Lorenz
R: GATCAACCTTCTGAAAAGCATTCCCAC ’
TLR 4 Frees et al.
Thiasoll F: GGTTGCTGTTCTCAAAGTGATTTTGGGAGAA | 2001)
r €
R: ACCTGAAGACTGGAGAGTGAGTTAAATGCT
F: AGGCAATAGGTTTTGAGGGCCAT (Wilson, di
TNF-a G-308A Giovine et al.
R: ACACTCCCCATCCTCCCTGCT 1992)
«G-174C/ | F: GGAGTCACACACTCCACCT (Pascual,
IL-6 G-597A Nieto et al.
- R: CTGATTGGAAACCTTATTAAG 2000)

Napomena: nukleotidi koji su podvuceni predstavljaju mesta nukleotidne promene uvedene
prajmerom. Ova promena se nalazi u okolini varijabilnog mesta od interesa i sluzi za formiranje
sekvence koju restrikcioni enzim prepoznaje. * Prajmeri umnoZavaju region koji sadrzi oba
varijabilna mesta. Skracenice: F - (eng. forward) uzvodni prajmer, R - (eng. reverse) nizvodni
prajmer, Ref - referenca
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PCR smesa za umnozavanje fragmenata od interesa sastojala se od:

e 1 XxPCR puffer (Qiagen)

e 1 xQ rastvor (Qiagen)

e 0.5 uM prajmera (F i R)

e 0.5 U Taq polimeraze (Kapa Biosystems, Wilmington, Massachusetts, USA)

e 80 ng - 100 ng genomske DNK

PCR smese za umnozavanje pojedinacnih genskih varijanti sadrzale su specific¢an

par prajmera i specifiénu koncentraciju MgCl, i ANTP komponenti (Tabela 2). PCR

reakcije su vr$ene u finalnoj zapremini od 25 ul. Temperaturni PCR profil ovih reakcija

razlikovao se samo u temperaturi anilinga (TA):

95°C - 5 min

94°C -30s
TA-30s } 35 ciklusa

72°C-30s
72°C -5 min

Temperature anilinga (TA) su prikazane u Tabeli 2, kao i finalne koncetracije
MgCl;, (Qiagen) i dNTP (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), koje su

koriS¢ene za svaku PCR reakciju.

Tabela 2.

Uslovi PCR reakcije za umnoZavanje analiziranih genskih varijanti
Genska varijanta (-OI—CA) Iz/ln?hal)z ?ﬂl-\r/:; ng(iliiﬁéni PCR

FV G1691A S7 25 0.5

FIl G20210A 57 25 0.5

MTHFR C677T 62 25 0.5

TLR4 Asp299Gly 55 25 0.25

TLR4 Thr399lle 56.5 3.0 05 [1UTaq

TNF-a G-308A 56 2.75 0.5 1 uM prajmera

IL-6 G-174C

L6 G.E97A 56 2.75 0.5 bez Q-rastvora
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Nakon provere umnozenog produkta na 2% gelu, PCR produkti su tretirani
odgovaraju¢im restrikcionim endonukleazama. RE u okviru PCR fragmenata
prepoznaju specificne konsenzus sekvence u c¢ijem se sastavu nalaze ispitivana
varijabilna mesta. U zavisnosti od toga koja je varijanta prisutna, RE ¢e ise¢i PCR
fragment ili do secenja ne¢e doci. Sastavi smeSa za digestiju finalne zapremine 20 pl
optimizovani su prema uputstvu proizvodaca (Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA). U reakciji digestije PCR produkta kori$¢eni su puferi preporuceni
od proivodac¢a. Za digestiju je upotrebljeno 2 U restrikcionog enzima i 7 - 10 ul PCR
produkta. Smesa za digestiju je inkubirana 16 ¢asova na 37°C, osim kada je koris¢ena
FastDigest varijanta enzim, kada je inkubacija trajala 3 casa. U Tabeli 3 su za svaku
analiziranu gensku varijantu prikazane ocekivane duzine PCR produkata, restrikcioni
enzimi, fragmenti koji nastaju seCenjem, kao 1 odgovarajuci procenat gela koris¢en za

razdvajanje fragmenata.

Tabela 3. Podaci o duzinama PCR produkata i fragmenata koji nastaju
nakon PCR-RFLP analize ispitivanih genskih varijanti

Gen Varijanta | PCR (op) | RE RF (bp) Ag(f,‘/':;za Ref,
(Djordjevic,
FV G1691A 267 MnL | | G: 163+67+37 3 Stankovic et
A: 200+67 al. 2012)
Hind (Djordjevic,
Fll G20210A 345 T G: 345 4 Stankovic et
A: 322+23 al. 2012)
(Djordjevic,
MTHFR C677T 198 Hinf1 | C: 198 4 Stankovic et
T: 175+23 al. 2012)
Asp: 275
A5p2y996' 275 | Neol |p- , 3 (Lorenz,
TLR4 Gly: 249+36 Frees et al.
Thraoalle | 407 Hinf1 | T 407 3 2001)
lle: 379+29
G: 97+20 (Wilson, di
TNF-a G-308A 117 Ncol 4 Giovine et al.
A: 117 1992)
. G: 331+167+29
G-174C
527 Hinlll C: 3314122+45429 3 (Pascual,
IL-6 G 527 Nieto et al.
- * : 2000
G-597A 527 Fok I" | A 461466 2 )

Skracenice: RE - restrikciona endonukleaza, RF - restrikcioni fragmenti, Ref-referenca
* Fast digest enzim
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Identifikacija varijanti PAI-1 1 IL-3 gena

Za detekciju varijanti gena PAI-1 (4G/5G) i IL-3 (C-16T, C132T) kori$¢ena je metoda
direktnog sekvenciranja PCR produkata. Pre sekvenciranja, fragmenti DNK koji sadrze
varijjantna mesta umnozeni su PCR metodom. Sekvence prajmera za umnoZavanje
regiona od interesa navedene su u Tabeli 4.

Tabela 4. Prajmeri kori$ceni za detekciju varijanti gena metodom direktnog
sekvenciranja

Genska

Gen .. Sekvenca prajmera (5'-3'smer) Ref.
varijanta
F: GTGCTTGAATCATCCCGAAAC (Kim, Baek et
PAI-1 4G/5G |2
R: TCTGGACCACCTCCAGGAAA al. 2008)
L C-16T / F: GCCAGGGTAGTCCAGGTGAT
C132T

R: CATTGAGGTTGTTGAAGTCC

Napomena: * prajmeri su dizajnirani na osnovu referentne sekvence NT_034772.6 sa
sajta http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

PCR smesa finalne zapremine 25 pl je sadrzala slede¢e komponente:

e 1 X PCR puffer (Qiagen)

e 1 xQ rastvor (Qiagen)

e 2.5mM MgClI; (Qiagen)

e 0.5 uM dNTP (Thermo Scientific)

e 0.5 uM prajmera (F i R)

e 1 U Taqg polimeraze (Kapa Biosystems, Wilmington, Massachusetts, USA)
e 80 ng - 100 ng genomske DNK
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Temperaturni profil PCR reakcija bio je:

e 95°C-5min

e 94°C-30s

o TApai1-60°C/TA |L3-59°C -30s } 35 ciklusa
e 72°C-30s

e 72°C-5min

PCR produkti su potom proveravani elektroforezom u 2% agaroznom gelu. Ukoliko su
na gelu detektovane ocekivane duzine PCR produkata (628 bp za PAI-1, i 320 bp za IL-

3), umnozeni fragmenti DNK su dalje pripremani za sekvenciranje.

U slede¢em koraku je vr$eno precis¢avanje PCR produkta na koloni koris¢enjem
QIAquick PCR Purification kita (Qiagen) prema uputstvu proizvodaca. U mikrotubu sa
PCR smeSom je dodavano 85 pl PB pufera, nakon cega je smeSa vorteksovana i
centrifugirana tokom 5 s. SmeSa je zatim nanoSena na QIAquick spin kolonu i
centrifugirana na 13000 rpm, 1 min da bi se umnozeni PCR produkt vezao za kolonu, a
eluat je odbacivan. Nakon toga, kolona je ispirana sa 750 ul pufera PE i centrifugirana
na 13000 rpm, 1 min. Posle odbacivanja eluata, kolona je dodatno centrifugirana na
13000 rpm, 1 min, da bi se oslobodila preostale te¢nosti. QIAquick kolona je na kraju
prebacivana u ¢istu mikrotubu od 1.5 ml 1 vrSeno je eluiranje DNK sa kolone uz pomo¢

EB pufera, centrifugiranjem na 13000 rpm, 1 min.

Nakon preciS¢avanja, umnozeni PCR produkt je pripremljen za reakciju ugradnje
fluoroscentno obelezenih dideoksi nukleotidtrifosfata (ddNTP). Za ovu reakciju
koriS¢en je samo jedan prajmer (Tabela 4), i to nizvodni u oba slu¢aja. Obelezeni
ddNTP nakon ugradnje u DNK lanac zaustavljaju PCR reakciju. Na ovaj nacine se
dobijaju fragmenti razli¢ite duZine obelezeni razliitim fluorescentim bojama koji
odgovaraju poziciji 1 tipu nukleotida na 3' kraju fragmenta. Ovi obelezeni PCR
fragmenti se razdvajaju kapilarnom elektroforezom na sekvenceru, a detekcijom

fluorescentnih boja direktno se ocitava redosled nukleotida u analiziranoj sekvenci.
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Smesa za reakciju sekvenciranja, finalne zapremine 8ul, sadrzala je sledeée

komponente:

e 3-10 ng precis¢enog PCR produkta (za duzine 200-500bp)
e Prajmer za sekvenciranje (finalna koncentracija 3.2 pmol)

e 3ul Ready Reaction Mix (Applied Biosystems)

Temperaturni profil PCR reakcije za sekvenciranje bio je:

e 96°C-1min

e 96°C-10s

e 50°C-5s } 25 ciklusa
e 60°C -4 min

o 4°C -

Nakon zavrSene reakcije sekvenciranja uzorak je preciS¢avan precipitacijom Na-
acetatom. U 8 ul smese je dodato 40 ul 0,1 M Na-acetata pH 5,2 rastvorenog u etanolu.
Nakon toga je vrSeno centrifugiranje na 13000 rpm, 20 min, a supernatanta je odlivan.
Talog je potom ispran sa 200 pl 70% etanola, nakon Cega je uzorak centrifugiran na
13000 rpm, 10 min, posle ¢ega je supernatant uklanjan. Ovaj korak je ponavljan dva
puta. Nakon toga, talog je u potpunosti osuSen i rastvaran u 25 pl formamida (HiDi
Formamide, Applied Biosystems). Ovako pripremljen uzorak je koriS¢en za kapilarnu
elektroforezu na aparatu 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Dobijene
sekvence analizirane su uz upotrebu programa Sequencing Analysis Software v5.3.2

(Applied Biosystems).

METODE KORISCENE ZA ANALIZU NIVOA EKSPRESIJE GENA

Nivo ekspresije selektovanih gena je analiziran jednom varijantom real-time
PCR metode, tzv. gRT-PCR metodom (eng. quantitative Reverse Transcription-PCR).
Ova metoda omogucéava merenje koli¢ine PCR produkta u toku svakog PCR ciklusa, tj.

u realnom vremenu, a kao matrica za amplifikaciju specificne sekvence se Kkoristi
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cDNK. gRT-PCR metodi prethodile su metode za izolaciju RNK iz mononuklearnih

¢elija periferne krvi, kao i metoda reverzne transkripcije.

Izolacija mononuklearnih Celija periferne krvi

Kako bi se izolovale MNCPK, u koje spadaju limfociti i monociti, kori$éeni su
svezi uzorci pune venske krvi. Izolacija je vrSena centrifuguranjem na gradijentu, za
koju je korisc¢en rastvor fikola (Ficoll-Paque Plus, GE Healthcare Life sciences), koji
ima manju gustinu od eritrocita i granulocita, a ve¢u gustinu od mononuklearnih ¢elija.
Centrifugiranjem su razdvojene celije , tako $to su mononuklearne ¢elije ostajale u

medufazi, izmedu fikola i vodene faze, dok su eritrociti i granulociti bili na dnu tube.

Uzorak krvi (razblazene u fizioloSkom rastvoru, 0.9% NaCl, u odnosu 1:1),
nanosSen je na 3 ml fikola, prethodno dodatog u tubu od 10 ml. Uzorak je zatim nanoSen
na fikol, tako da se dve faze ne bi meSale. Posle centrifugiranja (1500 rpm, 25 min, bez
kocenja), prikupljan je sloj mononuklearnih ¢elija i prenosen u ¢istu tubu od 10 ml, u
koju je zatim dodato 8 ml 1 x pufera PBS (eng. Phosphate Buffered Saline; 137 mM
NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM NaHPO4, 2 mM KH,PO,4) i sadrzaj je promeSan
invertovanjem tube. Nakon centrifugiranja (1500 rpm, 15 min) i odlivanja supernatanta,
talog je rastvaran u 1 ml TRI Reagent rastvora (Life Technologies). Nakon toga je

uzorak ¢uvan na -80°C.

Izolacija RNK iz MNCPK

Za izolaciju RNK iz MNCPK je koris¢éen TRI Reagent rastvor (Life
Technologies) prema uputstvu proizvodaca. TRI Reagent je monofazni rastvor fenola i
guanidin-izotiocijanata, a proces izolacije predstavlja unapreden klasi¢ni metod
izolacije RNK definisan od strane Chomczynski i saradnika (Chomczynski and Sacchi
1987).

MNCPK koje su resuspendovane u TRI Reagent rastvoru su pre izolacije kratko
topljene na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega se vrsilo liziranje ¢elija provlacenjem kroz

iglu promera 0.7 mm. Liziran uzorak je ostavljan na sobnoj temperaturi 5-10 min, a
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zatim je dodavano 200 pul hloroforma, smesa se snazno muckala, a zatim ostavljala da
stoji 5-15 min. Uzorak je zatim centrifugiran (12000 rcf, 15 min, +4°C), nakon ¢ega su
se jasno izdvajale faze: gornja, vodena faza u kojoj se nalazi RNK, interfaza i donja,
organska faza u kojoj se nalaze DNK i proteini. Vodena faza je prebacena u novu tubu u
kojoj je meSana sa 1 ml izopropanola invertovanjem tube, posle ¢ega je ostavljena da
stoji 10-15 min na sobnoj temperaturi u cilju precipitacije RNK. Smesa je zatim
centrifugirana (12000 rcf, 15 min, +4°C), a =zatim je supernatant uklonjen
dekantovanjem, a talog opran sa 1 ml hladnog 70% DEPC-etanola (etanol razblazen
destilovanom vodom tretiranom 0.1% dietilpirokarbonatom - DEPC). 0.1% rastvor
DEPC vode je prethodno pripremljen tako $to je inkubiran na 37°C preko noéi, nakon
Cega je autoklaviran 1 sat na 100°C. Nakon preciS¢avanja etanolom, uzorak je
centrifugiran (12000 rcf, 10 min, +4°C), etanol u supernatantu je pazljivo uklonjen, a
talog osuSen na sobnoj temperaturi. Talog RNK je rastvoren u DEPC-vodi.
Koncentracija i Cistoéa RNK su odredene spektrofotometrijski, koris¢enjem
aparata NanoVue (GE Healthcare Life sciences, Amersham, UK), po uputstvu za rad na

aparatu. Uzorak je do dalje upotrebe ¢uvan na -80°C.

Reverzna transkripcija

Reverzna transkripcija je vrSena po protokolu za RevertAid Reverse
Transcriptase, (Thermo Scientific Waltham, Massachusetts, USA).

Nakon izolacije RNK iz MNCPK, sintetisana je cDNK metodom reverzne
transkripcije. Za sintezu je pripremljena reakciona smesa ukupnog volumena od

20 pl slede¢eg sastava:

e 1ili0.8 g (0.8 pugzall-61 TNF-a) RNK

e 5 uM random-hexamer prajmera (Thermo Scientific)

e 1 x RT pufera (Thermo Scientific)

e 20 U Ribo-Lock RNaznog inhibitora (Thermo Scientific)
e 1 mM dNTP (Thermo Scientific)

e 200 U RevertAid reverzne transkriptaze (Thermo Scientific)
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Reakciona smesSa je pripremana u dva koraka. U prvom koraku je pravljena
smeSa RNK i random-hexamer prajmera u volumenu od 11 pl, nakon ¢ega se smeSa
inkubirala 5 min na 70°C, a zatim prebacivala na led. U drugom koraku je ovoj smesi
dodato po 9 ul smese koja se sastojala iz RT pufera, Ribo-Lock RNaznog inhibitora,
dNTP i RevertAid reverzne transkriptaze. Finalna smeSa je inkubirana 10 min na 25°C,

a zatim 1 h na 42°C, nakon ¢ega je reakcija zaustavljena inkubiranjem 10 min na 70°C.

Kvalitet sintetisane cDNK je proveren umnoZzavanjem regiona konstitutivno
eksprimiranog gena Abl. Na ovaj nacin je indirektno potvrden integritet RNK koris¢ene
za sintezu cDNK 1 efikasnost reverzne transkripcije. Za umnozavanje su korisceni

prajmeri lai D (Tabela 5).

Tabela 5. Prajmeri koriS¢eni za proveru kvaliteta cDNK

Naziv | Sekvenca (5’ - 3° smer)

la ATCTGCCTGAAGCTGGTGGGCT

D TGTGATTATAGCCTAAGACCCGGAG

Reakciju volumena 25 pl €inile su slede¢e komponente:

e 1ulcDNK

e 1 xPCR pufer (Qiagen)

e 1 xQ rastvor (Qiagen)

e 3 mM MgCl; (Qiagen)

e 0.2 uM dNTP (Thermo Scientific)

¢ 0.4 uM prajmera (uzvodni i nizvodni)

e 1 U Taq polimeraze (KAPA Biosystems)
Ukoliko je u PCR reakciji umnozen fragment duzine od 277 bp, smatralo se da je

c¢DNK odgovarajuéeg kvaliteta za analizu ekspresije qRT-PCR metodom. Takva cDNK

je cuvana na -20°C do dalje upotrebe.
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Kvantifikacija ekspresije gena qRT- PCR metodom

Za merenje nivoa ekspresije gena u uzorcima MNCPK je koris¢ena qRT-PCR
metoda sa komparativnom ddCt analizom (Livak and Schmittgen 2001). Za
normalizaciju sintetisane cDNK u uzorcima je KoriS¢ena endogena kontrola
gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza (GAPDH), a kao kalibrator je odabrana medijana
normalizovanih vrednosti za ekspresiju gena u MNCPK zdravih ispitanika. Svi
eksperimenti su radeni u duplikatu. Ukoliko su se Ct vrednosti (ciklus u kojem je
intenzitet fluorescencije preSao zadati prag intenziteta) za isti uzorak znacajno

razlikovale, eksperiment je ponavljan u duplikatu.

Relativna vrednost koli¢ine ekspresije ciljnog (target) gena dobijena je
k0r1§éenjem fOI‘II’lulel Q = 2-ddCt y gde je ddCt = dCtuzorak = dCtka"brator = (Cttarget =

Ctendogena kont.) - (Cttarget,kalibrator - Ctendogena kont., kalibrator)-

Nivoi ekspresije gena TNF-a, IL-6, Bcl-2, Bax, Bcl2L12 su praceni upotrebom
Sybr-Green tehnike (protokol po uputstvu KAPA SYBR FAST gPCR Kit Master Mix
(2X) Universal, KAPA Biosystems). Ekspresije gena Fas i FasL su pracene upotrebom
TagMan tehnike (protokol po uputstvu KAPA PROBE FAST gPCR Kit Master Mix (2X)
Universal, KAPA Biosystems). Nukleotidne sekvence TNF-«, IL-6, Bcl-2, Bax, Bcl2L12
i GAPDH prajmera navedene su u Tabeli 6. EkspresijaFas i FasL gena je analizirana

koris¢enjem komercijalno dostupnih TagMan Gene Expression Assay-a (Tabela 6).

49



Sanja Srzenti¢

Tabela 6. Prajmeri, probe i eseji koris¢eni za qRT-PCR analizu

Materijal i metode

Naziv Sekvenca prajmera i probe (5” - 3’ smer), naziv eseja
F: CCCAGGCAGTCAGATCATCTTC
TNF-a
R: AGCTGCCCCTCAGCTTGA
F: GCAAAGAGGCACTGGCAGAA
IL-6
R: GGCAAGTCTCCTCATTGAATCC
F: TGGCAGCTGACATGTTTTCTG
Bax
R: TCACCCAACCACCCTGGTCTT
F: TCGCCCTGTGGATGACTGA
Bcl
R: CAGAGACAGCCAGGAGAAATC
F: CCCTCGGCCTTGCTCTCT
Bcl2L12
R: GGGCCACCAAAGCATAGAAG
GAPDH F: GTGAAGGTCGGAGTCAACG
(Syber) R: TGAGGTCAATGAAGGGGTC
Fas TagMan Gene Expression Assay - Hs00163653_m1
FasL TagMan Gene Expression Assay - Hs00181225 m1
F: GAAGGTGAAGGTCGGAGT
GAPDH
R: GAAGATGGTGATGGGATTTC
(TagMan)
*FAM-CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC-TAMRA

Napomena: * oznacava GAPDH probu koris¢enu u TagMan qRT-PCR analizi. FAM -
fluorescentna reporterska boja; TAMRA - "kvencerska” boja. F - uzvodni (forward) i R -

nizvodni (reverse).
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Reakciona smesa za umnozavanje TNF-a, IL-6, Bcl-2, Bax, Bcl2L12 i GAPDH

Sybr-Green metodom imala je finalni volumen od 10 pl i sastojala se od komponenti:

e 20ngcDNK

e 1 x Kapa Syber Fast Universal q°PCR Master Mix

e 1 xROX Low referentne boje

e Prajmera: TNF-a: 300 nM F i R prajmera; IL-6: 300 nM F i R prajmera; Bcl2,
Bax i Bcl2L12: 50 nM F i R prajmera; GAPDH: 400 nM F i R prajmera

Temperaturni profil kori§¢en tokom analize je za sve navedene gene bio isti:

e 2min/50°C
e 3 min/95°C
e 40 ciklusa:
* 15s/95°C
* 1 min/60°C (aniling)

Reakciona sme$a za umnozavanje Fas i FasL gena TagMan metodom imala je

volumen od 10 pl i sastojala se od slede¢ih komponenti:

e 20ngcDNK

e 1 x KAPA PROBE FAST Universal gPCR Master Mix (KAPA Biosystems)

e 1 xROX Low referentne boje (KAPA Biosystems)

e Prajmera: 1 x Fas (FasL) TagMan Gene Expression Assay (Applied Biosystems);
GAPDH: 300 nM F i R prajmera i 200 nM probe

Temperaturni profil reakcije koris¢ene za amplifikaciju Fas, FasL i GAPDH bio je:

1. 2min/50°C

2. 3min/95°C

3. 40 ciklusa:
= 15s5/95°C
= 1 min/60°C
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Nivoi ekspresije analiziranih gena su mereni na aparatu 7500 Real-time PCR

(Applied Biosystems).

UMNOZAVANJE PLAZMIDA U BAKTERIJAMA

Kultivisanje bakterija

U toku rada sa bakterijama neophodno je odrzati sterilne uslove. Iz tog razloga,
se rad odvija u neposrednoj blizini plamenika. Takode, svi rastvori, posude (petri Solje,

menzure, itd.) 1 alatke (eza, nastavak, ¢ackalica, itd.) moraju biti sterilni.

E. coli bakterije soja DH5a kultivisane su u te¢nom, LB (Luria-Bertani)
medijumu (1% tripton, 1% NaCl, 0.5% ekstrakt kvasca) ili na ¢vrstoj, LA podlozi (1%
tripton, 1% NaCl, 0.5% ekstrakt kvasca, 1.5% bakto-agar). Svi medijumi za kultivisanje
se sterilifu autoklaviranjem. Bakterije su gajene na temperaturi od 37°C. Kako bi se
obezbedio selektivni rast transformanata, u te¢ni i1 ¢vrsti medijum je dodat odgovarajuci
antibiotik. S obzirom da pClneolL-10 i pClneoLacZ plazmidi nose rezistenciju na

ampicilin, ovaj antibiotik je dodavan u medijum u finalnoj koncentraciji 80 pg/ml.

Pripremanje E. Coli DH5a kompetentnih Celija

Ovom metodom se bakterije pripremaju za transformaciju stranom DNK.
Celijska membrana bakterija treba da se uéini propustljivijom, a da se pritom ne umanji
vijabilnost ¢elija i njihova sposobnost razmnozavanja (Maniatis 1989).Sa Cvrste, LA
podloge su pojedinacne bakterijske kolonije preneSene u 5 ml te¢nog LB medijuma bez
antibiotika (DH5a soj ne poseduje rezistenciju na antibiotike). Zatim su kultivisane
preko no¢i, uz aeraciju, na 37°C. Narednog dana, je inokulisan 1 ml prekonoéne kulture
u sveZ LB medijum (20 ml). Nakon toga su bakterije gajene na 37°C do postizanja

gustine od 0.3 - 0.5 OD, s$to se odreduje merenjem spektrofotometrom na talasnoj duzini
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od 600 nm. Bakterije iz ove kulture su razblazene inokuliranjem (2 ml) u svez te¢ni LB
medijum (20 ml). Rast bakterijske kulture je nastavljen na 37°C do gustine od 0.5
ODsgoonm (na ovaj nain se dobija veliki broj bakterijskih ¢elija koje su u
eksponencijalnoj fazi rasta). Zatim je kultura centrifugirana na 6000 rpm/10 min/+4°C
(Sorvall centrifuga, rotor SS-34) i dobijeni talog bakterija resuspendovan u 10 ml
hladnog 0.1 M CaCl,, pa inkubiran na ledu 10 min i ponovo centrifugiran pri istim
uslovima. Bakterijski talog je resuspendovan u 2 ml ohladenog rastvora sa¢injenog od
85% 0.1 M CaCl, i 15% glicerola. Kompetentne bakterijske celije su ¢uvane u
alikvotima od 200 pl na -80°C.

PoZeljno je izvrSiti proveru vijabilnosti kompetentnih celija njihovim
zasejavanjem na neselektivnu LA podlogu. Takode, pozeljno je isprobati kompetentnost
dobijenih bakterija njihovom transformacijom plazmidom koji nosi rezistenciju na

antibiotik i zasejavanjem na odgovarajucu selektivnu podlogu.

Transformacija E. Coli DH5a kompetentnih Celija

Bakterije se u ovom postupku, zbog svoje velike reproduktivne sposobnosti,
koriste kao recipijenti strane DNK koju replikuju jednako efikasno kao i svoju
sopstvenu (Cohen, Chang et al. 1972).

Kompetentne ¢elije (200 pl) su otopljene na ledu i dodata im je plazmidna DNK
uz veoma pazljivo, blago meSanje, a zatim su inkubirane 30 min na ledu. Smesa je
prebatena u ugrejanu tubu i inkubirana na 42°C / 2 min, a zatim na ledu / 10 min
(izlaganjem smeSe temperaturnom Soku propustljivost bakterijskih membrana dostize
maksimum, $to omogucava efikasnu transformaciju). Transformisanim bakterijama je
dodato 800 pul tecnog LB medijuma, bez antibiotika 1 omogucéen im je rast u aerisanim
uslovima na 37°C / 30-60 min. Oporavak je nastavljen dodavanjem 1 ml svezeg LB
medijuma sa antibiotikom i gajenjem u aerisanim uslovima na 37°C/1-2 sata. Alikvot
bakterijske kulture (20-100 pl) je razmazan po ¢vrstoj LA podlozi, koja sadrzi
antibiotik. Rast bakterija se odvijao preko noc¢i na 37°C, posle Cega se uocavaju

pojedinacne kolonije na petri Soljama.
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I1zolovanje plazmidne DNK na maloj skali

Izolovanje plazmidne DNK na maloj skali je vrSeno prema uputstvu QIAprep

Spin Miniprep Kit-a.

Pojedinacne bakterijske kolonije su zasejavane u 5 ml tecnog LB medijuma sa
ampicilinom i inkubirane preko noé¢i na 37°C uz aeraciju na 180 rpm. Prekonoéne
kulture su prebacivane u mikrotube i centrifugirane na 13000 rpm u toku 5 min.
Bakterijski talog je resuspendovan vorteksovanjem u 250 pl pufera P1. Zatim je
dodavano 250 pl pufera P2, pra¢eno invertovanjem tube 4 do 6 puta. Zatim je dodavano
350 pl pufera N3, nakon cCega je takode bilo neophodno momentalno i temeljno
promesati sadrzaj na isti nac¢in. Navedeni koraci su omogucili lizu bakterijskih celija.
Potom je smeSa centrifugirana na 13000 rpm u toku 10 min. Supernatant koji sadrzi
plazmidnu DNK je direknim presipanjem iz mikrotube nanosen na QIAprep kolonu.
Nakon toga je vrSeno centrifugiranje na 13000 rpm u toku 1 min 1 eluat je odbacivan. U
ovom koraku DNK je ostala vezana za kolonu i potrebno ju je isprati od necistoca.
Stoga je na kolonu prvo dodato 0.5 ml pufera PB pra¢eno centrifugiranjem u toku 1
min. Dodavanjem 0.75 ml pufera PE i centrifugiranjem na 13000 rpm u toku 1 min
DNK je dalje bila oslobadana od necisto¢a. Posle svakog od do sada navedenih
centrifugiranja, eluat je odbacivan. Da bi se odstranili i poslednji tragovi pufera, kolona
je ponovo centrifugirana na 13000 rpm u toku 1 min. Kolona je na kraju prebacena u
¢istu mikrotubu u koju €e biti eluirana DNK. Na kolonu je tada dodato 100 pl pufera EB
koji ¢e osloboditi DNK sa kolone. Nakon inkubacije od 1 min na sobnoj temperaturi,

DNK je eluirana centrifugiranjem na 13000 rpm u trajanju od 1 min.

I1zolovanje plazmidne DNK na velikoj skali

Za dobijanje velike koli¢ine plazmidne DNK dobrog kvaliteta, potrebne za

eksperimente transfekcije, koris¢en je QIAGEN Plasmid Purification Maxi Kit.

Pojedinacne bakterijske kolonije su zasejavane u 250 ml tecnog LB medijuma sa
ampicilinom i inkubirane preko no¢i na 37°C uz aeraciju na 180 rpm. Prekonoéna

kultura je prebacena u sterilnu plasti¢nu tubu i potom centrifugiranana 6000rpm u toku
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20 min na +4°C (Sorvall centrifuga, rotor GS-3) nakon Cega je talog resuspendovan u
10 ml pufera P1 koji obezbeduje lizu bakterijskih ¢elija. Svi koraci su bili izvodeni na
ledu. Nakon $to je talog u potpunosti rastvoren, sadrzaj je prebacen u sterilnu plasticnu
tubu od 30 ml, u koju je zatim dodato 10 ml pufera P2 a sadrzaj pomeSan invertovanjem
tube 4 do 6 puta. Nakon toga, smesa je inkubirana 5 min na sobnoj temperaturi. Zatim je
dodato 10 ml pufera P3 nakon ¢ega je smeSa temeljno promesana invertovanjem tube 4
do 6 puta a potom inkubirana na ledu u toku 20 min. Smesa je zatim centrifugirana na
13000 rpm u toku 30 min na +4°C (Sorvall centrifuga, rotor SS-34). Za to vreme je
Qiagen kolona pripremljena propustanjem 10 ml pufera QBT, koji uz pomo¢ sile
gravitacije prolazi kroz kolonu. Nakon centrifugiranja je supernatant u kome se nalazi
plazmidna DNK naliven u prethodno pripremljenu Qiagen kolonu. Nakon prolaska
supernatanta, plazmidna DNK ostaje vezana za kolonu. Sledi ispiranje vezane DNK od
necisto¢a dodavanjem 30 ml pufera QC, $to je ponovljeno dva puta. Kolona je zatim
postavljena na sterilnu staklenu epruvetu od 30 ml radi elucije. U slede¢em koraku je
DNK eluirana sa kolone dodavanjem 15 ml pufera QF. DNK je potom precipitirana
dodavanjem 10.5 ml izopropanola a potom centrifugirana na 8000 rpm u toku 30 min na
+4°C (Sorvall centrifuga, rotor SS-34). Supernatant je pazljivo odliven, a DNK talog
ispran sa 5 ml 70% etanola. Nakon centrifugiranja na 8000 rpm u toku 10 min,

supernatant je uklonjen, a DNK talog osusSen 1 rastvoren u 200 pl 1xTE.

Cuvanje transformanata

Transformanti mogu biti vijabilni nekoliko nedelja ako se Cuvaju na Cvrstim,
selektivnim LA podlogama, u petri Soljama zatvorenim parafilmom, na +4°C,
okrenutime poklopcem na dole. Kako bi se transformanti ¢uvali duzi vremenski period,
prave se glicerolski stokovi koji sadrze 150 ul sterilnog 100% glicerola 1 850 ul te¢ne
prekonocne kulture. Glicerolski stokovi su vijabilni nekoliko godina na -20°C i duzi niz
godina na -80°C (Maniatis 1989).
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KULTIVISANJE CELIJSKIH LINIJA

U eksperimentima tranzijentne transfekcije koriS¢ena je permanentna humana
éelijska linija HeLa i primarne MMC izolovane iz adipoznog tkiva psa. Obe linije
spadaju u adherentne cCelije - lepe se za podlogu i rastu dok se ne formira konfluentni
sloj ¢elija na povrsini posude za kultivisanje. Za gajenje ¢elija su koris¢eni odgovarajuci

medijumi koji su navedeni u odeljcima koji slede.

Kultivisanje HeLa Celija

HeLa celije su gajene u medijumu koji se sastojao od DMEM-a sa niskim
sadrzajem glukoze (DMEM low glucose, GlutaMAX™, Gibco, Life Technologies), 10%
fetalnog teleceg seruma (FCS, PAA Laboratories), 1x neesencijalnim aminokiselinama
(Gibco, Life Technologies) i 1x mesavine antibiotika (Penicillin Streptomycin, Gibco,
Life Technologies) (u daljem tekstu: medijum za gajenje HeLa celija) na 37°C i 5%
CO.. Pasaziranje ¢elija je vrSeno pri konfluentnosti od priblizno 80%, svaka 3 - 4 dana.
Nakon usisavanja medijuma vakumom, c¢elijski sloj je ispiran PBS-om. Nakon toga je
izvrSeno odvajanje celija od podloge dodavanjem 1x tripsina, rastvorenog u PBS-u
(Trypsin - EDTA Solution, Gibco, Life Technologies). Nakon kra¢eg delovanja enzima
(oko 2 min) na 37°C, reakcija je zaustavljana dodavanjem medijuma sa serumom u
odnosu 1:5 prema dodatoj koli¢ini tripsina. Celije su temeljno resuspendovane i potom
subkultivisane u odgovaraju¢em odnosu (najcesce u odnosu 1:5). U slucaju pripreme za
eksperiment transfekcije, ¢elije su nakon resuspendovanja izbrojane. Celije su brojane
pod mikroskopom pomocu hemocitometra. KoriS¢ena je Biirker-Tiirk-ova plocica,
prema uputstvu proizvodaca. Pri brojanju je koriS¢ena boja tripan-plavo (0.1%) koja
omogucava razlikovanje zivih od mrtvih Celija - tripan-plavo ulazi u mrtve ¢elije i boji

ih, dok zive celije ostaju svetle, sa zlatnim oreolom.
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Izolacija, kultivisanje i diferencijacija MMC iz adipoznog tkiva psa

Izolacija MMC iz adipoznog tkiva

Nakon uzorkovanja, adipozno tkivo je bilo smesteno u PBS u tubi od 50 ml, na
sobnoj temperaturi tokom 24 sata. Nakon toga je PBS pazljivo izvaden pipetom, i
zamenjen PBS-om sa 1x antibiotikom-antimikotikom (A/A) (Antibiotic-Antimycotic,
Gibco, Life Technologies), volumena koji odgovara volumenu tkiva, i potom je tuba
invertovana nekoliko puta. Korak je ponovljen ¢etiri do pet puta, dok PBS (sa 1x A/A)
nije bio Cist, bez tragova krvi, pri ¢emu je u poslednjem koraku uzorak ostavljen u PBS-
u. Potom je uzorak sa PBS-om centrifugiran 2 minuta na 1200g, kako bi se uklonili
preostali eritrociti. Potom je PBS uklonjen pipetom, a u tubu sa tkivom dodavan 0.1%
rastvor kolagenaze (Collagenase from Clostridium histolyticum, Type I-A, Sigma-
Aldrich), rastvorene u DMEM-u sa niskim sadrzajem glukoze i 1x A/A, volumena koji
odgovara volumenu tkiva. Nakon toga je uzorak inkubiran na 37°C tokom 60 minuta, uz
snazno muckanje u trajanju od 5 do 10 sekundi na svakih 15 minuta. Nakon zavrSetka
perioda digestije kolagenazom, tkivo bi trebalo da ima tzv. konzistenciju nalik supi.
Kolagenaza je potom neutralizovana dodavanjem DMEM-a sa niskim sadrzajem
glukoze, sa 10% FCS i 1x A/A, u volumenu Kkoji odgovara volumenu rastvora
kolagenaze, nakon Cega je vrSeno meSanje invertovanjem. Potom je uzorak centrifugiran
na 1200g tokom 10 minuta, nakon ¢ega je odliven masni ¢ep i supernatant. Talog sa
¢elijama je zatim resuspendovan u medijumu koji se sastoji od DMEM-a sa niskim
sadrzajem glukoze (DMEM low glucose, GlutaMAX™, Gibco, Life Technologies), 10%
FCS i 1xA/A (u daljem tekstu medijum za gajenje MMC), nakon &ega je uzorak fitriran
kroz 100 pm filter. Celije su nakon toga brojane pod mikroskopom pomoéu
hemocitometra na isti nacin kao i HeLa c¢elije. Zatim su zasejane u gustini 6x10%/cm? u
sterilan plasti¢ni sud za adherentne éelije, u medijumu za gajenje MMC i gajene na
37°C i 5% CO,. Medijum je promenjen nakon 7 dana kako bi se odstranile sve ¢elije

koje se nisu zalepile za podlogu suda.
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Kultivisanje MMC iz adipoznog tkiva psa

Celijama je medijum za gajenje menjan na svaka 3-4 dana, uz prethodno
ispiranje PBS-om. Pasaziranje celija je vrSeno pri konfluentnosti od priblizno 80%.
Nakon usisavanja medijuma vakuumom, ¢elije su ispirane dva puta PBS-om. Nakon
toga je izvrSeno odvajanje Celija od podloge dodavanjem 0.5 x tripsina, rastvorenog u
PBS-u. Nakon kraéeg delovanja enzima (0d 1 do 2 min) na 37°C, reakcija je
zaustavljana dodavanjem medijuma sa serumom u odnosu 1:5 prema dodatoj koli¢ini
tripsina. Celije su temeljno resuspendovane i potom subkultivisane. Nakon brojanja
¢elija pod miroskopom, éelije su zasadivane u gustini 1x10*/cm? u sterilan plasti¢ni sud
za adherentne ¢elije, odgovarajucih dimenzija (u zavisnosti od potrebnog broja ¢elija za

dalje eksperimente).

Osteogena diferencijacija MMC iz adipoznog tkiva psa

Celije su zasejavane u sterilne plasti¢ne plo¢e za adherentne éelije sa 24
bunari¢a sa ravnim dnom (Sarstedt, Njuton, NC, SAD), u gustini 6x10* éelija po
bunari¢u, U medijumu za gajenje. Nakon 24 do 72 ¢asa, odnosno kada su ¢elije dostizale
konfluetnost oko 100%, ispirane su PBS-om i dodavan im je osteogeni medijum (po
protokolu za osteogenu diferencijaciju sa sajta - http://www.promocell.com).

Osteogeni medijum se sastojao od standardnog medijuma za gajenje MMC sa

dodatim inducerima;:

1. L - askorbinskom kiselinom (L-Ascorbic acid 2 - phosphate, Sigma-Aldrich) - finalne

koncentracije 50uM

2. dinatrijum B- glicerofosfatom (5-Glycerophosphate disodium salt hydrate, Sigma-

Aldrich) - finalne koncentracije 10mM

3. deksametazonom (Dexamethasone, powder, Sigma-Aldrich, pripremljenog prema

uputstvu proizvodaca)- finalne koncentracije 0,1uM.
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Protokol za osteogeni medijum je preuzet iz publikacije (Mesimaki, Lindroos et
al. 2009). Osteogeni medijum je menjan dva puta nedeljno tokom osteogene
diferencijacije u trajanju od 21 dan. Tokom tog perioda, ¢elije su gajene u standardnim

uslovimana 37°C i 5% CO..

Bojenje Alizarin crvenom bojom

Kako bi se vizuelizovali ekstracelijski depoziti kalcijuma, formirani tokom
osteogene diferencijacije, nakon tri nedelje kultivisanja u oseogenom medijumu, ¢elije

su fiksirane i bojene Alizarin crvenom bojom.

Da bi se fiksirale, ¢elije su isprane PBS-om i zatim fiksirane u rastvoru 10%
formalina u PBS-u. Dodavan je rastvor 10% formalina u zapremini koja je bila dovoljna
da pokrije dno bunaric¢a i ¢elije su inkubirane u njemu minimum 30 minuta, na sobnoj
temperaturi. Zatim su isprane destilovanom vodom dva puta i nanoSen je 2% rastvor
Alizarin crvenog (Alizarin Red S, Sigma Aldrich) u kome su inkubirane tokom 45
minuta na sobnoj temperaturi, u mraku (po protokol za osteogenu diferencijaciju sa sajta
- http://www.promocell.com). Nakon intenzivnog ispiranja u destilovanoj vodi, da bi se
uklonilo nespecifiéno bojenje, prisustvo crvene boje je ukazivalo na deponovane soli

kalcijuma. Celije su nakon bojenja fotografisane na invertnom mikroskopu.

Hondrogena diferencijacija MMC iz adipoznog tkiva psa

Kako bi se diferencirale u hondrogeni ¢elijski tip, neophodno je da se ostvare
uslovi u kojima MMC mogu da produkuju matriks nalik hrskavi¢avom, odnosno da

¢elije formiraju trodimenzionalnu strukturu (Wei, Sun et al. 2007).

Da bi se postigli ti uslovi, ¢elije su zasadene u sterilnim plasticnim mikrotitar
plo¢ama sa 96 bunari¢a U-oblika, za Celije u suspenziji (Sarstedt, NC, SAD). Celije su
zasejavane u gustini 1x10° do 3x10° éelija po bunariéu, u medijumu za gajenje. Nakon

24 do 48 casova, ¢elije su formirale sferoidne strukture, i tada im je medijum zamenjen
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hondrogenim medijumom ili kontrolnim medijumom (protokol za hondrogenu

diferencijaciju sa sajta - http://www.promocell.com).

Hondrogeni medijum se sastojao od DMEM-a sa visokim sadrzajem glukoze
(DMEM, high glucose, GlutaMAX™,Gibco, Life technologies), bez FCS-a u koji su bili

dodati induceri:

1. Ix ITS (1.00 mg/mL insulin, 0.55 mg/mL transferin, 0.5 pg/mL natrijum selenit,
50mg/mL BSA; ITS+1 Liquid Media Supplement (100 <), Sigma-Aldrich)

2. L-askorbinska kiselina (L-Ascorbic acid 2 - phosphate, Sigma-Aldrich) - finalna

koncentracija 50ug/ml

3. TGF-B 3 (eng, Transforming Growth Factor g 3; TGF-f 3-E. coli human
recombinant, Sigma-Aldrich) - finalna koncentracija 10 ng/ml
4. deksametazon (Dexamethasone, powder, Sigma-Aldrich, pripremljenog prema

uputstvu proizvodaca)- finalna koncentracija 0,1uM.

Kontrolni medijum nije sadrzao inducere. Sastav hondrogenog medijuma je preuzet iz
publikacije (Vidal, Robinson et al. 2008). Medijum je menjan na svaka tri do ¢etiri dana
tokom hondrogene diferencijacije u trajanju od 21 dan. Zamena medijuma se mora vrSiti
vrlo pazljivo, jer sferoidne strukture nisu prilepljene za dno bunari¢a. Tokom perioda

diferencijacije, ¢elije su gajene u standardnim uslovima na 37°C i 5% CO,.

Bojenje Alcian plavom bojom

In vitro hondrogeni potencijal MMC iz adipoznog tkiva psa, ispitan je na osnovu
sposobnosti ¢éelija da stvaraju sulfatisane glikozaminoglikane, ¢ija sinteza je osobina
hondrocita. Tri nedelje nakon gajenja MMC u opisanim uslovima za hondrogenu
diferencijaciju, ¢elije su fiksirane i bojene Alcian plavom bojom, koja specifi¢no boji

sulfatisane glikozaminoglikane.

Nakon $to je odvaden medijum, sferoide su pazljivo isprane PBS-om dva puta i

zatim fiksirane inkubiranjem u rastvoru 10% formalina PBS-u, 60 minuta na sobnoj
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temperaturi. Zatim su sferoide pazljivo dva puta isprane destilovanom vodom. Nakon
toga je na njih nanesen rastvor Alcian plave boje, koji se sastojao 0d:60 ml etanola (98 -
100%) sa 40 ml siréetne kiseline (98 - 100%) i 10 mg Alcian plave boje (Alcian Blue 8
GX dye, Sigma- Aldrich). Sferoide su bile inkubirane u ovom rastvoru tokom no¢i, na
sobnoj temperaturi, u mraku. Nakon inkubacije je uklonjen rastvor za bojenje i sferoide
su inkubirane u rastvoru za odbojavanje (koji se sastoji od etanola (98 - 100%) i sir¢etne
kiseline (98 - 100%) u odnosu 1.5:1), 20 minuta. Zatim je uklonjen rastvor za
odbojavanje i dodat PBS (po protokol za hondrogenu diferencijaciju sa sajta -
http://www.promocell.com). Sferoide su nakon bojenja fotografisane na invertnom
mikroskopu.

Zamrzavanje i odmrzavanje adherentnih Celija gajenih u kulturi

Zamrzavanje je vrSeno u fazi logaritamskog rasta celija pri ¢emu su bile
pripremljene na sledeéi nacin: celije su isprane od medijuma, tripsinizovane i potom
centrifugirane 5 min na 300g. Nakon paZljivog usisavanja medijuma, ¢elijski talog je
resuspendovan u medijumu za zamrzavanje (za HelLa -10% dimetilsufoksid (DMSO) i
90% FCS; za MMC — 10% DMSO, 10% DMEM sa niskim sadrzajem glukoze, 80%
FCS). DMSO ima krioprotektivnu ulogu, jer obezbeduje vezivanje vode i time smanjuje
verovatnoéu stvaranja kristala leda koji mogu da ostete éelije. Celijska suspenzija je
razdeljivana u kriotube i potom podvrgnuta postupnom zamrzavanju, u posudi koja
obezbeduje hladenje za 1°C po minutu u zamrzivadu na -80°C (Cryo 1°C Freezing

Containers, Nalgene) i posle 24 ¢asa kriotube sa ¢elijama su smestane u te¢ni azot.

MMC je bilo neophodno izbrojati nakon tripsinizacije, kako bi se zamrzle u
optimalnoj gustini §to omogucava njihovo najbolje prezivljavanje. Optimalna gustina je

od 1x10° do 2x10° ¢elija po ml medijuma za zamrzavanje (Yu, Floyd et al. 2011).

Odmrzavanje ¢elija je vrSeno brzo, prenose¢i ih iz te€nog azota (-196°C) na
sobnu temperaturu 1 rastvaranjem u prethodno zagrejanom medijumu na 37°C. Brzim
otapanjem kristalne strukture nestaju i1 smanjuje se opasnost da probiju celijske
membrane. DMSO koji je prisutan u medijumu za zamrzavanje je inertan u medijumu

za gajenje Celija, ali ipak postoji moguénost da svojim prisustvom dovede do promene
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njihovih prvobitnih karakteristika. Zbog toga medijum zamenjen svezim oko 16 Casova

nakon odmrzavanja celija.

Tranzijentna transfekcija éelija u kulturi

S obzirom na to da MMC spadaju u ¢elije koje se tesko transfekuju, u ovom radu
je vriena optimizacija tranzijentne transfekcije MMC. Poredena je efikasnost kao i
uticaj na prezivljavanje celija koris¢enjem dva transfekciona reagensa, ¢ija dejstva se
zasnivaju na razlicitim mehanizmima. Koris¢eni su Lipofectamine 2000 reagens
(Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent, Life Technologies), koji funkcionise na
principu lipozoma i GeneCellin reagens (BCC, BioCellChallenge, Francuska) Kkoji
funkcioniSe na principu nanocestica. Za optimizaciju transfekcije je koris¢en pCH110
plazmid. Celijska linija HeLa je koris¢ena kao kontrola u ovim eksperimentima, a
vektor pBluescript kao kontrolni vektor.

Tranzijentna transfekcija Lipofectamine 2000 reagensom

Lipofectamine 2000 reagens formira komplekse oko DNK i stapajuci se sa

¢elijskom membranom, eukariotskim ¢elijama doprema stranu DNK u ¢Celiju.

U plasti¢ne sterilne ploce za adherentne ¢elije sa 24 bunari¢a sa ravnim dnom
(Sarstedt, Njuton, NC, SAD), zasejano je 5x10* ¢elija HeLa / MMC u 0.5ml medijumu
za gajenje, bez antibiotika / antimikotika. Celije su gajene 24 ¢asa u standardnim
uslovima. Narednog dana, ¢elijama je dodat medijum za transfekciju. Kako bi se
odredili optimalni uslovi za transfekciju, koris¢ene su dve varijante medijuma za
transfekciju: 1. medijum za gajenje Celija bez antibiotika / antimikotika; 2. medijum za
gajenje Celija bez FCS-a i bez antibiotika / antimikotika. Potom je pristupljeno pripremi
transfekcione smese. Najpre je plazmidna DNK rastvorena u 50 pl OptiMEM-a
(Invitrogen, Life Technologies). Zatim je odredena koli¢ina transfekcionog reagensa
rastvorena u 50 pl Opti-MEM-a, smeSa je blago promeSana i inkubirana 5 min na

sobnoj temperaturi. Koli¢ine transfekcionog reagensa i plazmidne DNK koje su
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koris¢ene tokom optimizacije transfekcije su prikazane u Tabeli 7. Na kraju su ove dve
smese sjedinjene, blago promesane i inkubirane 20 min, ¢ime je omoguéeno formiranje
kompleksa izmedu transfekcionog reagensa i DNK. Nakon isteka ovog vremena, u
pojedinacni bunari¢ dodavano je, kap po kap, 100 ul transfekcione smeSe. Ploc¢a sa 24
bunari¢a je zatim blago zaljuljana da bi se medijum bolje sjedinio sa transfekcionom
smesom. Celije su u prisustvu transfekcione smese inkubirane 4 asa, zatim su ispirane
PBS-om, nakon ¢ega im je dodat svez medijum. Transfekovane celije su gajene 48
Casova u standardnim uslovima, pre nego Sto se pristupilo slede¢em eksperimentu (In

situ B-galaktozidaznom bojenju).

Tabela 7. Varijante protokola koje su kori$é¢ene prilikom optimizacije tranzijentne
transfekcije Lipofectamine 2000 reagensom

Oznaka Koli¢ina Koli¢ina FCS
protokola reagensa plazmida
PUP 2 ul 0.8 ug +
Al 2.5 ul 1pug —
A2 2.5 ul 1pg +

Skracenica: PUP - Po uputstvu proizvodaca

Tranzijentna transfekcija GeneCellin reagensom

GeneCellin reagens funkcioni$e na principu nanocestica i po informacijama koje

dostavlja proizvodac, upotreba ovog reagensa nema toksican efekat na Celije.

U plasti¢ne sterilne ploCe za adherentne ¢elije sa 24 bunari¢a sa ravnim dnom
(Sarstedt, Njuton, NC, SAD), zasejano je 5x10* éelija HeLa / MMC u 0.5 ml medijuma
za gajenje, bez antibiotika / antimikotika. Celije su gajene 24 ¢asa u standardnim
uslovima. Narednog dana, ¢elijama je dodat medijum za transfekciju. Kako bi se
odredili optimalni uslovi za transfekciju, koriS¢ene su dve varijante medijuma, kao pri
transfekciji Lipofectamine 2000 reagensom. Potom je pripremljena transfekciona smesa.

U 100 pl DMEM-a sa niskim sadrzajem glukoze je rastvorena plazmidna DNK, zatim je
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u tu smesSu dodata odredena koli¢ina transfekcionog reagensa. Koli¢ine medijuma za
transfekciju, transfekcionog reagensa i plazmidne DNK koje su koriS¢ene tokom
optimizacije transfekciju su prikazane u Tabeli 8.Transfekciona smeSa je zatim
vorteksovana 15 sekundi i nakon toga inkubirana 15 min na sobnoj temperaturi. Nakon
isteka ovog vremena, u pojedina¢ni bunar dodavano je, kap po kap, 100 pul
transfekcione smesSe. Ploca sa 24 bunariéa je zatim blago zaljuljana da bi se medijum
bolje sjedinio sa transfekcionom sme$om. Celije su u prisustvu transfekcione smese
inkubirane u standardnim uslovima. Uzorcima koji su transfekovani po protokolu B2 iz
Tabele 8, posle 3 casa je dodato 200 pl medijuma za transfekciju, a onima koji su
transfekovani po protokolu B1 je pored toga dodat i FCS u finalnoj koncentraciji 10%.
Medijum nije menjan i transfekovane celije su gajene 48 Casova u standardnim
uslovima, pre nego $to se pristupilo slede¢em eksperimentu (In situ B-galaktozidaznom

bojenju i/ ili prikupljanju medijuma za ELISA esgj).

Tabela 8. Varijante protokola koje su koriS¢ene prilikom optimizacije tranzijentne
transfekcije GeneCellin reagensom

Oznaka Koli¢ina | Koli¢ina FCS | Koli¢ina

protokola reagensa | plazmida medijuma *
PUP 2 ul 0.5 ug + 500 pl
B1 5yl 1pg — 200 pl
B2 5ul 1ug + 200 pl

Napomena:# Koli¢ina medijuma za transfekciju; PUP - Po uputstvu proizvodaca

Esej In situ p-galaktozidaznog bojenja

U eksperimentima optimizacije transfekcije je koris¢en pCH110 plazmid, jer on
nosi LacZ gen sa koga se eksprimira enzim (3-galaktozidaza. Ovaj enzim prilikom in situ
bojenja, razlaze supstrat X-gal (5-bromo-4-hloro-3-indolil B-D-galactopiranozid) u
nerastvorljivi plavo-zeleni precipitat, koji je vidljiv pod mikroskopom. Ovom metodom

se vizuelizuje efikasnost transfekcije.
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Celijama je uklonjen medijum i isprane su PBS-om. Zatim su fiksirane
inkubacijom u rastvoru 2% formaldehida, 0.2% gluteraldehida u PBS-u, na sobnoj
temperaturi. Nakon toga ¢elije su isprane PBS-om tri puta i naneSen je rastvor za
bojenje, koji se sastojo od rastvora 0.1% X-gal-a, 5mM Kj[Fe(CN)g], 5mM
K4[Fe(CN)s], 2mM MgCl; u PBS-u. Celije su inkubirane preko noéi u rastvoru za

bojenje na 37°C, nakon ¢ega su fotografisane na invertnom mikroskopu.

Merenje sekretovanog IL-10 nakon transfekcije MMC ELISA metodom

Nakon §to su optimizovani uslovi za transfekciju, (najefikasnija transfekcija je
postignuta koris¢enjem B2 protokola iz Tabele 8) MMC iz adipoznog tkiva psa su
transfekovane pClneolL-10 i pClneoLacZ plazmidima. Vektor pClneolL-10 nosi gen za

humani IL-10, dok pCIlneoLacZ nosi gen za B-galaktozidazu.

Supernatanti transfekovanih i ne-transfekovanih (kontrolnih) MMC su nakon
sakupljanja centrifugirani na 12000 g, 5 min i potom cuvani na -80° C. Izvodenje
ELISA (eng. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) metode za odredivanje
koncentracije humannog IL-10 uradeno je sa reagensima i prema protokolu
obezbedenom od proizvodaca (koris¢en je kit Human IL-10 DuoSet, R&D Systems).
Protokol se sastojao od oblaganja bunari¢a ploce od 96 mesta sa ravnim dnom (Costar,
sobnoj temperaturi. Zatim je ispiran svaki bunari¢ rastvorom za ispiranje (0.05% Tween
u K-PBS (137 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 8.1 mM Na2HPO4, 1.5 mM KH2PO4, pH 7.2-
7.4)), nakon Cega je vrSeno blokiranje antitela tokom 1sata sa 1% rastvorom serumskog
albumina goveceta (bovin serum albumin, BSA) u K-BSA, nakon cega je vrSeno
ispiranje  (Tween/K-PBS). U slede¢em  koraku su dodati uzorci sakupljeni u
eksperimentima i uzorci sa standardizovanom dvostruko opadaju¢om koncentracijom
IL-10, koji su obezbedeni od starne proizvodaca i inkubirani tokom 2 ¢asa, nakon ¢ega
je sledilo ispiranje (Tween/K-PBS), pa inkubacija tokom 1 casa sa kozijim
monoklonskim antitelom, koje je konjugovano sa biotinom i specifi¢no je za humani IL-
10. Ponovo izvrseno ispiranje (Tween/K-PBS). Slede¢i korak je bila inkubacija sa
rastvorom Streptavidin-HRP enzima tokom 20 minuta, pa ispiranje (Tween/K-PBS) a
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zatim inkubacija sa supstratom (1:1 mesavina H,O, 1 tetrametilbenzidina) maksimalno
20 minuta. Reakcija je zaustavljena dodavanjem 2N H,SO,4. Apsorbanca je oCitavana na
spektrofotometru (Behring ELISA Processor Il) koris¢enjem filtera 450 nm i
korekcijom talasne duzine oduzimanjem apsorbance izmerene na filteru 570 nm.
Koli¢ina citokina (u pg/ml) je odredivana u odnosu na standardnu krivu napravljenu na
osnovu vrednosti izmerenih u uzorcima sa standardizovanim dvostruko opadaju¢im

koncentracijama citokina, koriS¢enjem TableCurve 2D softvera.

STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Dobijeni rezultati su obradeni statistickim testovima koji su prikazani u tabelama
1 graficima. Od deskriptivnih statistickih parametara koriS¢eni su: srednja vrednost i
standardna devijacija, interkvartalni opseg i medijana vrednosti. Za ispitivanje veze
izmedu kategorijskih promenljivih kori$¢eni su neparametarski testovi: Hi-kvadrat test
nezavisnosti (Xz_ test) 1 FiSerov egzaktni test. Tabela kontigencije 2x2 koriS¢ena je za
racunanje koli¢nika verovatnoc¢e (eng. odds ratio - OR) sa odgovarajuéim 95%
intervalom poverenja (eng. confidence interval - Cl). Za svaki analizirani genski lokus
ispitano je da li distribucija genotipova prati Hardi-Vajnbergovu ravnotezu upotrebom
Hi-kvadrat testa nezavisnosti. Od statistickih testova za poredenje grupa koriséen je
Man-Vitnijev test (Test sume rangova). Nivo statisticke znacajnosti je bio P<0.05, a svi
testovi su bili nedirekcioni (dvostrani). Statisticka analiza je uradena kori$¢enjem SPSS
v.21 (IBM SPSS Statistics, Chicago, USA) programa. Vrednosti gametske neravnoteze
vezanosti medu genskim varijantama (eng. linkage disequilibrium), D’ i r?, su dobijene

koris¢enjem Haploview programa, Verzije 4.2 (Barrett, Fry et al. 2005).
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ANALIZA ASOCIJACIJE GENSKIH VARIJANTI KOAGULACIONIH FAKTORA
| MARKERA INFLAMACIJE SA LKP BOLESCU

Analiza asocijacije genskih varijanti koagulacionih faktora sa pojavom LKP bolesti

S obzirom na to da je LKP bolest idiopatska avaskularna osteonekroza
proksimalne epifize femura, prve geneticke studije radene na uzorcima pacijenata
obolelih od LKP bolesti su bile vezane za prisustvo genskih varijanti koje dovode do
hiperkoagulacije. U prilog ovim istrazivanjima isla je i ¢injenica da promene koje se
desavaju kod pacijenata odgovaraju onima koje su prime¢ene u animalnim modelima,
gde se hirurskim putem dovodi do prekida dotoka krvi u glavu femura. Medutim,
geneticke studije asocijacije koagulacionih faktora i LKP bolesti su dale kontroverzne
rezultate. Stoga je u ovom radu ispitivano prisustvo genskih varijanti F V (Leiden
mutacija, G1691A (rs6025), F Il G20210A (rs1799963), MTHFR C677T (rs1801133) i
PAI-1 4G/5G (rs1799889) kod pacijenata obolelih od LKP bolesti u srpskoj populaciji.
Analizirana je asocijacija ovih genskih varijatni sa pojavom bolesti.

U ovoj studiji je koris¢ena grupa koja se sastojala od 37 LKP pacijenata, 29
muskog i osam Zenskog pola. Prose¢na starost pacijenata kada se bolest javila je bila
5.89 godina (SD-2.31), a prosecna starost pri uzorkovanju 9.16 godina (SD-5.18). Kod
16 pacijenata je boles¢u bila zahvacena desna strana tela, kod 19 pacijenata leva strana
tela, a kod 2 pacijenta je bolest bila bilateralna. Za poredenje ucestalosti navedenih
genskih varijanti FV, F Il, i MTHFR kod LKP pacijenata i zdravih osoba, koris¢ena je
kontrolna grupa koja se sastojala od 100 zdrave dece, 46 decaka i 54 devojcice, ¢ija je
prose¢na starost bila 9.5 godina (SD- 0.5) (Djordjevic, Stankovic et al. 2012).
Asocijacija ucestalosti navedene genske varijante PAI-1 sa pojavom LKP bolesti
analizirana je koris¢enjem druge kontrolne grupe, koja se sastojala od 35 muskih i 15
zenskih osoba, ¢ija je prosecna starost bila 29.92 godine (SD- 12.74).

Rezultati analize genskih varijanti koagulacionih faktora kod pacijenata
obolelih od LKP bolesti su prikazani u Tabeli 9. Distribucije svih genotipova su bile u
Hardi-Vajnbergovoj ravnotezi. Poredenje ucestalosti genotipova i alela u grupi

pacijenata sa kontrolnom grupom nije pokazalo statisticki znacajnu razliku ni za jednu
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od analiziranih genskih varijanti. Za Faktor V Leiden mutaciju i Faktor Il G20210A
gensku varijantu nije pronaden ni jedan homozigotni nosilac u grupi pacijenata niti u

kontrolnoj grupi.

Tabela 9. Distribucija genotipova i alela genskih varijanti koagulaciionih faktora
kod LKP pacijenata i kontrolne grupe

Genska Genotip Pacijenti Kontrole OR P vrednost
varijanta br.=37 br.=100 (95% CI)
(ucestalost) (ucestalost)
FV Leiden GG 35 (0.94) 92 (0.92) 0.65 0.72
G1691A GA 2 (0.60) 8 (0.80) (0.13-3.24)
AA 0 0
Ucestalost alela | G 0.97 0.96 0.67 0.73
A 0.03 0.04 (0.13-3.21)
GG vs.GA+AA
F11 G20210A GG 35 (0.94) 99 (0.99) 5.65 0.17
GA 2 (0.60) 1(0.01) (0.49 — 64.33)
AA 0 0
Ucestalost alela | G 0.97 0.99 2.75 0.57
A 0.03 0.01 (0.38 - 19.88)
GG vs.GA+AA
MTHFR CC 19 (0.51) 33 (0.33) 0.46 0.07
Ce77T CT 12 (0.32) 54 (0.54) (0.21-1.00)
TT 6 (0.16) 13 (0.13)
Ucestalost alela | C 0.68 0.60 0.72 0.26
T 0.32 0.40 (0.41-1.26)
CCvs.CT+TT
Genska Genotip Pacijenti Kontrole OR P vrednost
varijanta broj=37 broj=50 (95% CI)
(ucestalost) (ucestalost)
PAI-1 5G/5G 9 (0.24) 8 (0.16) 0.45 0.20
4G/5G 4G/5G 22 (0.59) 27 (0.54) (0.16 — 1.31)
4G/4G 6 (0.16) 15 (0.30)
Ucestalost alela | 5G 0.54 0.43 0.64 0.17
4G 0.46 0.57 (0.35-1.17)
5G/5G + 4G/5G vs. 4G/4G

Napomena: OR- eng. Odds Ratio; Cl- Interval poverenja (eng. Confidence Interval); P vrednosti su
izraunate FiSerovim egzaktnim testom

Analiza asocijacije genskih varijanti koagulacionih faktora i uzrasta LKP pacijenata
kada se bolest javila

Za analizu asocijacije prisustva genskih varijanti koagulacionih faktora i uzrasta
pacijenata kada se bolest javila napravljena je podela na dve grupe: grupu pacijenata

kod kojih se bolest javila pre pete godine i u petoj godini i grupu pacijenata kod kojih se
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bolest javila nakon pete godine Zivota. Odluc¢eno je da se na ovaj nacin pristupi analizi
zbog toga S$to je iz literature poznato da kod LKP pacijenata kod kojih se bolest javila
nakon pete godine, period izleCenja duZe traje i javljaju se teze komplikacije (Rosenfeld,
Herring et al. 2007). Rezultati poredenja ucestalosti genskih varijanti koagulacionih
faktora izmedu ove dve grupe pacijenata prikazani su u Tabeli 10. Ovom analizom nije
utvrdena statistiCcki znacajna razlika u distribuciji genotipova i alela ni za jednu od
analiziranih genskih varijanti, izmedu ove dve grupe pacijenata. Zanimljivo je da su svi
pacijenti kod kojih se bolest javila nakon pete godine zivota bili homozigotni nosioci
ucestalijih alela za genske varijante Faktor V G1691A i Faktor 1l G20210A, dok je u
podgrupi pacijenata kod kojih se bolest javila ranije bilo po dva nosioca heterozigotnog

genotipa za navedene varijante.
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Tabela 10. Distribucija genotipova i alela genskih varijanti koagulacionih faktora
u grupama LKP pacijenata kod kojih se bolest javila pre i posle pete godine

Genska Genotip Grupa uzrasta | Grupauzrasta | OR P vrednost
varijanta <5 god. >5 god. (95% ClI)
broj=20 broj=17
(ucestalost) (ucestalost)
FV Leiden GG 18 (0.90) 17 (1.00) 1.94 0.49
G1691A GA 2 (0.10) 0 (1.41-2.68)
AA 0 0
Ucestalost alela | G 0.95 0.50 0.05 2.10
A 0.05 0.50 (0.02-0.14)
GG vs. GA+AA
FI11 G20210A GG 18 (0,90) 17 (1.00) 1.94 0.49
GA 2 (0.10) 0 (1.41-2.68)
AA 0 0
Ucestalost alela | G 0.95 0.50 0.05 2.10
A 0.05 0.50 (0.02-0.14)
GG vs.GA+AA
MTHFR CC 10 (0.50) 9 (0.53) 1.13 1.00
C677T CT 6 (0.30) 6 (0.35) (0.31-4.11)
TT 4 (0.20) 2(0.12)
Ucestalost alela | C 0.65 0.70 1.26 0.54
T 0.35 0.30 (0.69 - 2.27)
CCvs.CT+TT
Genska Genotip Grupa starosti | Grupa starosti | OR P vrednost
varijanta <5 god. >5 god. (95% ClI)
broj=20 broj=17
(uCestalost) (uCestalost)
PAI-1 5G/5G 4 (0. 20) 5(0.29) 0.19 0.19
4G/5G (0.02 - 1.80)
4G/5G 11 (0. 55) 11 (0.65)
4G/AG 5 (0. 25) 1(0.6)
Ucestalost alela | 5G 0.51 0.62 1.56 0.15
4G 0.49 0.38 (0.89 -2.75)
5G/5G + 4G/5G vs. 4G/4G

Napomena: OR- eng. Odds Ratio; Cl- Interval poverenja (eng. Confidence Interval); P vrednosti su
izraunate FiSerovim egzaktnim testom
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Analiza asocijacije genskih varijanti markera inflamacije sa pojavom LKP bolesti

Inflamacija je prisutna u svim fazama razvoja LKP bolesti, a najizrazenija je u
fragmentacionoj, kada je proces remodelovanja kostanog tkiva neuravnotezen.
Istrazivanja vezana za druge bolesti skeletnog sistema, pre svega osteoporozu i
reumatoidni artritis, su pokazala znacajan uticaj inflamacije na remodelovanje kostanog
tkiva. Kao $to je navedeno u Uvodu, nivo citokina IL-6, IL-3 i TNF-o uti¢e na proces
remodelovanja kostanog tkiva. TLR4 je receptor koji prepoznaje patogene i koji usled
aktivacije lipopolisaharidom (LPS) Gram-negativnih bakterija dovodi do imunskog

odgovora kroz aktivaciju niza citokina medu kojima su TNF-o i IL-6.

S obzirom na to da u literaturi nema podataka o uticaju razli€itih varijanti gena
koji u€estvuju u procesu inflamacije na pojavu i razvoj LKP bolesti, u ovoj studiji su
analizirane genske varijante: za IL-6 [G-174C (rs1800795), G-597A(rs1800797)]; za IL-
3 [C-16T (rs31480), C132T (rs40401)]; za TNF-a G-308A (rs1800629) i za TLR4
[Asp299Gly (rs4986790), Thr399lle (rs4986791)]. Navedene genske varijate su
odabrane za analizu jer je pokazano da uticu na nivo ekspresije ovih gena ili na

aktivnost proteina koje ovi geni kodiraju.

Genotipizacija varijanti markera inflamacije je vrSena na istoj grupi LKP
pacijenata koja je koriS€ena za analizu genskih varijanti koagulacionih faktora. Za
poredenje ucestalosti ovih genskih varijanti kod LKP pacijenata i zdravih kontrola,
korisc¢ena je ista kontrolna gupa kao i za analizu asocijacije PAI-1 gena sa pojavom LKP
bolesti. Rezultati analize genskih varijanti markera inflamacije kod pacijenata obolelih
od LKP bolesti su prikazani u Tabeli 11.
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Tabela 11. Distribucija genotipova i alela genskih varijanti markera inflamacije

kod LKP pacijenata i kontrolne grupe

Genska varijanta Genotip Pacijenti Kontrole OR P vrednost
br.=37 br.=50 (95% ClI)
(uCestalost) (uCestalost)
IL-3 CC/CC 18 (48.6) 25 (50.0) 1.06 1
C-16T/C132T CT/CT 17 (45.9) 24 (48.0)
TT/TT 2 (5.4) 1 (0.02) (0.45-2.47)
Ucestalost alela C/C 0.72 0.74 1.11 0.87"
TIT 0.28 0.26 (0.59-2.07)
CCvs.CT+TT
TNF-a GG 23 (0.62) 38 (0.76) 1.93 0.24"
G-308A GA 13 (0.35) 11 (0.22) (0.76 — 4.88)
AA 1 (0.03) 1 (0.02)
Ucestalost alela G 0.80 0.87 1.67 0.25"
A 0.20 0.13 (0.78 - 3.58)
GG vs. GA+AA
TLR4 Asp/Asp 30 (0.81) 45 (0.90) 2.10 0.23"
Asp299Gly Asp/Gly 6 (0.16) 5 (0.10) (0.61—-7.24)
Gly/Gly 1 (0.03) 0 (0.00)
Ucestalost alela Asp 0.89 0.95 2.30 0.15"
Gly 0.11 0.05 (0.72 - 7.35)
Asp/Gly+Gly/Gly vs. Asp/Asp
TLR4 Thr/Thr 29 (0.78) 45 (0.90) 2.48 0.13"
Thr399lle Thr/lle 7 (0.19) 5 (0.10) (0.74 - 8.33)
lle/lle 1 (0.03) 0 (0.00)
Ucestalost alela Thr 0.88 0.95 2.63 0.09"
lle 0.12 0.05 (0.84 - 8.20)
Thr/lle+lle/lle vs. Thr/Thr
IL-6 G- GG/GG 19 (0.51) 18 (0.36) 0.69 0.50"
174C/G-597A GC/GA 10 (0.27) 24 (0.48) (0.23 —2.05)
CC/IAA 8 (0.22) 8 (0.16)
Ucestalost alela G/G 0.65 0.60 0.81 0.517
C/IA 0.35 0,40 (0.43-1.51)
GG/GG+GC/GA vs. CC/AA

Napomena: OR- eng. Odds Ratio; CI- Interval poverenja (eng. Confidence Interval); P* vrednosti su
izraGunate FiSerovim egzaktnim testom; P* vrednosti su izratunate Hi-kvadrat testom (- test)

IL-3, TNF-a, TLR4

Poredenje ucestalosti genotipova i alela u grupi pacijenata sa kontrolnom
grupom nije pokazalo statisticki znacajnu razliku za IL-3, TNF-a i TLR4 analizirane
genske varijante. Distribucije genotipova za IL-3, TNF-a i TLR4 gene su bile u Hardi-

Vajnbergovoj ravnotezi.
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Analiza gametske neravnoteze vezanosti (eng. linkage disequilibrium) je
pokazala da su varijante gena TLR4, Asp299Gly (rs4986790) i Thr399lle (rs4986791), u
nasoj grupi pacijenata bile u kompletnoj gametskoj neravnotezi vezanosti (D'=1.0,
r’=0.92). Perfektna gametska neravnoteza vezanosti je primecena izmedu C-16T i
C132T varijanti IL-3 gena, kao i izmedu G-174C i G-597A varijanti IL-6 gena (D'=1.0,
r’=1.0). Svi ispitanici koji su bili homozigoti za I1L-3-16CC bili su homozigoti i za IL-3
132CC, a svi ispitanici koji su bili homozigoti za IL-3 -16TT bili su homozigoti za IL-3
132TT, u skaldu sa time, ispitanici koji su bili heterozigoti za IL-3 -16CT bili su
heterozigoti i za IL-3 132CT. Situacija je bila ista za IL-6 G-174C i G-597A genotipove.
Stoga su se IL-3 C-16T i C132T, kao i IL-6 G-174C i G-597A genotipovi i aleli

pojavljivali sa identi¢nom ucestalo$¢u u grupi pacijenata i u kontrolnoj grupi.
IL-6

UCcestalosti alela -174G / -597G i -174C / -597A IL-6 gena su bile sli¢ne u grupi
pacijenata i kontrolnoj grupi, stoga, kako je bilo oc¢ekivano, nije detektovana statistic¢ki
znacajna razlika (P = 0.51; Tabela 11). Takode, poredenje distribucije genotipova prema
prisustvu alela G (G -174GG / -597GG i -174GC / -597GA vs. -174CC / -597AA) medu
pacijentima i kontrolama nije pokazalo znacajnu razliku (P = 0.50; Tabela 11).
Medutim, ucestalost IL-6 heterozigota (-174GC / -597GA) je bila veca, dok su
ucestalosti oba tipa homozigota (-174GG / -597GG i -174CC / -597AA) bile nize u
grupi pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu, 1 ova razlika je bila statisticki znacajna (P
= 0.047; Tabela 12). Prema ovim rezultatima, nosioci heterozigotnog genotipa IL-6 -
174GC / -597GA imaju 2.49 puta smanjen rizik za nastanak LKP bolesti (OR = 2.49,
95% Cl = 1.00-6.21; Tabela 12). Staviie, grupa pacijenata nije bila u Hardi-
Vajnbergovoj ravnotezi za IL-6 G-174C / G-597A genske varijante. Bilo je viSe oba tipa
homozigotnih nosilaca (-174GG / -597GG i -174CC / -597AA) i manje heterozigotnih
nosilaca (-174GC / -597GA) nego S$to bi se ocekivalo u grupi pacijenata (P = 0.01;
Tabela 13). Nasuprot ovim rezultatima, kontrolna grupa je bila u kompletnoj Hardi-
Vajnbergovoj ravnotezi, odnosno uocene vrednosti su bile identi¢ne o¢ekivanim (Tabela
13). Cinjenica da samo grupa pacijenata nije bila u Hardi-Vajnbergovoj ravnotezi, zbog
manje zastupljenosti heterozigotnih nosilaca, podrzava naSu konstataciju da

heterozigotni nosioci imaju manju Sansu za razvoj LKP bolesti.
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Tabela 12. Odnos heterozigota i homozigota za G-174C/G-597A varijante IL-6
gena

IL-6 genska varijanta LKP pacijenti Kontrole OR P vrednost
br=37 (u¢estalost) br=50 (ucestalost) | (95% CI)

GC/GA 10 (0.27) 24 (0.48) 2.49 0.047

GGIGG + CCIAA 27 (0.73) 26 (0.52) él-zolﬁ))-

P vrednost je izra¢unata Hi-kvadrat testom (- test)

Tabela 13. Hardi-Vajnbergova ravnoteza za G-174C/G-597GA varijante IL-6
gena za grupu LKP pacijenata i kontrolnu grupu

LKP pacijenti br.=37 Kontrole br.=50
Genotip Ocekivano Dobijeno Razlika | Ocekivano Dobijeno | Razlika
(O) (D) (G-D) | (O) (D) (O-D)
-174GG/-597GG | 15.57 19 +3 18 18 0
-174GC/-597GA | 16.86 10 -7 24 24 0
-174CC/-597AA | 4.57 8 +3 8 8 0

Analiza asocijacije genskih varijanti markera inflamacije i uzrasta LKP pacijenata

kada se bolest javila

Kako bismo analizirali asocijaciju genskih varijanti markera inflamacije i uzrasta
pacijenata kada se bolest javila, pacijenti su podeljeni na isti nacin kao i za analizu
genskih varijanti faktora koagulacije (na grupu pacijenata kod kojih se bolest javila pre
pete godine i u petoj godini i grupu pacijenata kod kojih se bolest javila nakon pete
godine zivota). Rezultati dobijeni poredenjem ucestalosti genskih varijanti markera
inflamacije izmedu ove dve grupe pacijenata prikazani su u Tabeli 14. Nije pronadena
statistiCki znacajna razlika u distribuciji genotipova 1 alela ni za jednu od analiziranih

genskih varijanti izmedu ove dve grupe pacijenata.
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Tabela 14. Distribucija genotipova i alela genskih varijanti markera inflamacije u
grupama LKP pacijenata kod kojih se bolest javila pre i posle pete godine

Genska varijanta Genotip Grupa uzrasta <5 | Grupa uzrasta>5 | OR P vrednost
broj=20 broj=17 (95% CI)
(udestalost) (uCestalost)
IL-3 CC/CC 10 (0.50) 8 (0.47) 0.89 1.00*
C-16T/C132T CT/CT 10 (0.50) 7 (0.41) (0.24 -3.24)
TT/TT 0 (0.00) 2 (0.12)
Ucestalost alela C/IC 0.75 0.68 0.71 0.35*
TIT 0.75 0.32 (0.38-1.31)
CCvs. CT+TT
TNF-a GG 14 (0.70) 9 (0.53) 0.48 0.29%
G-308A GA 5 (0.25) 8 (0.47) (0.12 - 1.86)
AA 1 (0.05) 0 (0.00)
Ucestalost alela G 0.83 0.76 0.69 0.52%
A 0.17 0.24 (0.22 - 2.15)
GG vs. GA+AA
TLR4 Asp/Asp | 16 (0.80) 14 (0.82) 1.17 1.00*
Asp299Gly Asp/Gly 3 (0.15) 3 (0.18) (0.22 -6.14)
Gly/Gly 1 (0.05) 0 (0.00)
Ucestalost alela Asp 0.87 0.91 1.48 0.72*
Gly 0.13 0.09 (0.33-6.69)
Asp/Gly+Gly/Gly vs. Asp/Asp
TLR4 Thr/Thr 15 (0.75) 14 (0.82) 1.56 0.70*
Thr3991le Thr/lle 4 (0.20) 3 (0.18) (0.31-7.75)
lle/lle 1 (0.05) 0 (0.00)
Ucestalost alela Thr 0.85 0.91 1.82 0.50*
lle 0.15 0.09 (0.41-7.92)
Thr/lle+lle/lle vs. Thr/Thr
IL-6 G- GG/GG 10 (0.50) 9 (0.53) 2.36 0.43*
174C/G-597A GC/GA 7 (0.35) 3 (0.18) (0.47 - 11.82)
CC/IAA 3 (0.15) 5 (0.29)
Ucestalost alela G/G 0.67 0.62 0.77 0.6
C/IA 0.33 0.38 (0.30 -2.05)
GG/GG+GC/GA vs. CC/AA

Napomena: OR- eng. Odds Ratio; Cl- Interval poverenja (eng. Confidence Interval); P* vrednosti su
izraGunate FiSerovim egzaktnim testom; P* vrednosti su izratunate Hi-kvadrat testom (- test)

76



Sanja Srzenti¢ Rezultati

ISPITIVANJE EKSPRESIJE GENA KOJI UCESTVUJU U PROCESU
INFLAMACIJE | APOPTOZE KOD LKP PACIJENATA

Karakteristike pacijenata na ¢ijim uzorcima su radene analize ekspresije gena

Od ukupno 37 pacijenata kojima je uradena genotipizacija, za 6 pacijenata nisu
bili dostupni uzorci RNK, tako da se grupa koja je koriS¢ena za analizu ekspresije gena
sastojala od 31 pacijenta. Karakteristike pacijenata ¢iji uzorci su koris¢eni za analizu
nivoa ekspresije gena koji ucestvuju u procesu inflamacije i apoptoze, relativnom
kvantifikacijom iRNK, su navedene u Tabeli 15. Kontrolna grupa za ova ispitivanja
sastojala se od 11 dece, Sest decaka i pet devojcica, Cija je prosecna starost bila 6.39
godina (SD-3.86).

Tabela 15. Karakteristike LKP pacijenata kod kojih je analizirana ekspresija gena
koji ucestvuju u procesu inflamacije i apoptoze

Broj LKP pacijenata 31

Starost pri Srednja vrednost

uzorkovanju (godine)

7.52 (SD-2.83).

Pol

muski 25

zenski 6

Faza bolesti u kojoj su pacijenti uzorkovani

sinovitis

avaskularna

fragmentaciona 14
reosifikaciona 8
rezidualna 3

Skracenica: SD- Standardna devijacija
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Stratifikacija pacijenata za analize ekspresije gena

Kako je navedeno u Tabeli 15, LKP pacijenti su uzorkovani u razli¢itim fazama
bolesti. Svi pacijenti su uzorkovani samo jedanput, tokom naznacene faze bolesti. Kao
Sto je pomenuto u Uvodu, jedan od najvaznijih faktora u patofiziologiji LKP bolesti je
neravnoteza izmedu procesa resorpcije 1 formiranja koStanog tkiva, koja je
najistaknutija tokom fragmentacione faze bolesti. NaSa pretpostavka je bila da bi
poviSen nivo ekspresije inflamatornih gena 1i/ili poremecen process apoptoze u
mononuklearnim éelijama periferne krvi (MNCPK) LKP pacijenata, posebno tokom
fragmentacione faze, kao i tokom avaskularne faze koja joj prethodi, mogao doprineti
nedostatku novoformiranog kosStanog tkiva. Stoga je, u cilju testiranja te hipoteze,
formirana podgrupa pacijenata koji su uzorkovani u avaskularnoj i fragmentacionoj fazi
(oznacena kao A + F podgrupa pacijenata), i koriS¢ena je za poredenje nivoa ekspresije
gena, paralelno sa kompletnom grupom pacijenata (grupom od trideset jednog
pacijenta). A + F podgrupa pacijenata se sastojala od 15 decaka i 5 devojcica, prose¢ne

starosti 6.10 godina (SD-1.69).

Ekspresija markera inflamacije kod LKP pacijenata

Kako bismo ispitali asocijaciju nivoa ekspresije inflamatornih gena sa LKP
boleséu, analizirali smo nivoe ekspresije gena I1L-6 i TNF-a u MNCPK pacijenata i
kontrolne grupe. Poredenje kompletne grupe pacijenta 1 A + F podgrupe sa kontrolnom
grupom nije pokazalo statisticki znacajne razlike u ekspresiji ni IL-6 niti TNF-o gena
(Slika 7 a, b). Posto je u ranije radenim studijama sugerisano da promotorske varijante
IL-6 G-174C i TNF-a G-308A uticu na nivo ekspresije ovih gena (Wilson, Symons et
al. 1997, Fishman, Faulds et al. 1998) analizirali smo asocijaciju prisustva navedenih
promotorskih genskih varijanti i nivoa ekspresije IL-6 i TNF-o gena kod LKP
pacijenata. Kompletna grupa pacijenata (31 pacijent) je podeljena u dve podgrupe,
prema prisustvu i odsustvu odredenog alela, kao S§to je oznaceno u Tabeli 16. Rezultat
ove analize nije pokazao postojanje statisticki znacajne razlike u nivou ekspresije ni IL-
6 niti TNF-a gena medu grupama pacijenata podeljenim na osnovu prisustva odredenog

alela (Tabela 16).
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Slika 7. Relativna ekspresija markera inflamacije kod LKP pacijenata i kontrola.
(a) IL-6, (b) TNF-

Napomena: kompletna grupa pacijenata (31 pacijent) je oznacena sa ”’pacijenti”, podgrupa

pacijenata uzorkovanih u avaskularnoj i fragmentacionoj fazi je oznacena sa ”A+F”, kontrolna
grupa je oznacena sa ’kontrole”; Medijana je oznaCena crticom na grafiku; IQR- Interkvartalni
opseg (eng. Interquartile Range); P vrednosti su izra¢unate Man-Vitnijevim testom (Test sume
rangova)

Tabela 16. Asocijacija promotorskih varijanti gena IL-6 i TNF-a (IL-6 G-174C /
TNF-a G-308A) i nivoa ekspresije ovih gena kod LKP pacijenata

Gen Podela pacijenata na osnovu Medijana nivoa ekspresije | P
genotipa Prisustvo Odsustvo vrednost
G/A G/A
IL-6 Prisustvo G (23) vs. odsustvo G (8) 0.758 0.968 0.520
TNF-a | Prisustvo A (12) vs. odsustvo A (19) 1.322 1.166 0.857

P vrednost je izraCunata Man-Vitnijevim testom (Test sume rangova)
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Ekspresija markera apoptoze kod LKP pacijenata

Na Zivotni vek MNCPK u znadajnoj meri uti¢e nivo ekspresije gena unutragnjeg
1 spoljasnjeg apoptotskog puta. Poremecen nivo ekspresije ovih gena moze uticati na
apoptozu MNCPK §to bi moglo dovesti do poremeéenog inflamatornog procesa.
Takode, jedna frakcija MNCPK su monociti, koji su prekursori makrofaga nastanjenih u
kostanom tkivu, OsteoMaks (eng. OsteoMacs). Ove celije imaju bitnu ulogu u
odrzavanju homeostaze kosStanog tkiva. Pokazano je da sistemski, kao i lokalno, nizak
nivo makrofaga dovodi do usporenog procesa izle¢enja i formiranja kostanog tkiva. Po
nasSim saznanjima, procesi apoptoze do sada nisu ispitivani kod LKP pacijenata, pa su, s
obzirom na njihov znacaj za homeostazu kostanog tkiva, bili ukljuceni u slede¢i deo

nasih istrazivanja.

Ekspresija gena unutrasnjieg apoptotskog puta kod LKP pacijenata

Da bismo odredili obrazac ekspresije gena unutras$njeg apoptotskog puta u LKP
bolesti, detektovali smo nivoe ekspresije gena Bax, Bcl-2 i Bcl2L12 u MNCPK
pacijenata i kontrolne grupe. Nije bilo zna¢ajne razlike u nivou ekspresije Bax gena,
izmedu kompletne grupe pacijenata i kontrolne grupe (Slika 8 a.), ali nivo ekspresije
Bax gena je bio znaajno visi u A + F podgrupi pacijenta u odnosu na kontrolnu grupu
(P = 0.023, Slika 8 a). Nije pronadena statisticki znacajna razlika u nivoima ekspresije
gena Bcl-2 niti Bcl2L12 izmedu ispitivanih grupa (Slika 8 b, ¢). S obzirom na to da je
sugerisano da je zapravo odnos nivoa ekspresije Bax i Bcl-2 gena, pre nego njihovi
zasebni nivoi ekspresije, bitan za prognozu sudbine ¢elije (Oltvai, Milliman et al. 1993),
takode smo odredili odnos nivoa ekspresije ova dva gena. Nasi rezultati su pokazali da
je odnos nivoa ekspresije Bax / Bcl-2 gena bio znacajno visi u kompletnoj grupi
pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu (P = 0.047, Slika 8 d). Takode, odnos nivoa Bax
/ Bcl-2 ekspresije je bio znaCajno visi u A + F podgrupi pacijenata u odnosu na

kontrolnu grupu (P = 0.032, Slika 8 d).
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Slika 8. Relativna ekspresija gena unutrasnjeg puta apoptoze kod LKP pacijenata
i kontrola. (a) Bax, (b) Bcl-2, (c) Bcl2L12, (d) Bax/Bcl-2 odnos

Napomena: kompletna grupa pacijenata (31 pacijent) je oznacena sa “pacijenti”, podgrupa
pacijenata uzorkovanih u avaskularnoj i fragmentacionoj fazi je oznacena sa ”A+F”, kontrolna
grupa je oznaCena sa “’kontrole”; Medijana je oznaéena crticom na grafiku; IQR- Interkvartalni
opseg (eng. Interquartile Range); P vrednosti su izracunate Man-Vitnijevim testom (Test sume
rangova)
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Ekspresija gena spoljasnjeg apoptotskog puta kod LKP pacijenata

Kako bismo odredili obrazac ekspresije gena spoljasnjeg apoptotskog puta u
LKP bolesti, detektovali smo nivoe ekspresije gena Fas i FasL u MNCPK pacijenata i
kontrolne grupe. Poredenje nivoa ekspresije ovih gena u kompletnoj grupi pacijenta,
kao i u A + F podgrupi, sa kontrolnom grupom, nije pokazalo statisticki znaCajnu
razliku ni za Fas niti za FasL gen, kao ni za odnos ekspresije ova dva gena (Slika 9 a,
b,c).
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IZOLACIJA, DIFERENCIJACIJA | TRANSFEKCIJA MEZENHIMSKIH
MATICNIH CELIJA

U poslednje vreme se sprovodi sve veci broj klinickih studija u kojima se koristi
tretman autolognim mezenhimskim mati¢nim éelijama (MMC) za leenje razliGitih
oboljenja skeletnog sistema, ukljucujuci i avaskularnu osteonekrozu. Ove celije mogu
da se diferenciraju u veliki broj razlic¢itih tkiva, ukljucujuéi kostano i hrskavicavo. Dva

najzastupljenija izvora MMC koja se danas koriste su kostna srz i adipozno tkivo.

Izolacija MM(C iz adipoznog tkiva

Subkutano adipozno tkivo predstavlja lako pristupacan izvor velike koli¢ine
adipoznih MMC. Karakteristike koje definisu MMC su morfologija sli¢na
fibroblastima, adhezija za plasti¢nu podlogu u standardnim uslovima gajenja u celijskoj
kulturi i sposobnost da se diferenciraju u osteoblaste, hondroblaste i adipocite (ref
ISCT). Mezenhimske mati¢ne ¢elije su uspesno izolovane iz uzoraka adipoznog tkiva

pasa i konja, po protokolu opisanom u poglavlju Materijal i metode (Slika 10).

Slika 10. Kultura MMC izolovanih iz adipoznog tkiva psa. (a) 48 sati nakon
izolacije; (b) 7 dana nakon izolacije. (uveli¢anje 20X)
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Sa Slike 10. se vidi da se 48h nakon izolacije odredeni broj MMC zalepio za
plasti¢nu podlogu i da imaju morfologiju tipiénu za MMC, sli¢nu fibroblastima. U
medijumu ima 1 ¢elija koje se jo§ uvek nisu zalepile, one imaju loptast oblik. Sedam
dana nakon izolacije, ¢elije imaju morfologiju slicnu fibroblastima i umnozile su se, a

fotografisane su po ispiranju i dodavanju svezeg medijuma .

Diferencijacija MMC adipoznog tkiva ka osteogenoj i hondrogenoj éelijskoj liniji

Kako bismo potvrdili potencijal za diferencijaciju MMC izolovanih iz adipoznog
tkiva psa, ¢elije su indukovane na diferencijaciju ka osteogenoj i hondrogenoj ¢elijskoj

liniji.
Osteogena diferencijacija MMC izolovanih iz adipoznog tkiva psa

Tri nedelje nakon gajenja MMC u osteogenom medijumu, ¢éelije su fiksirane i obojene
Alizarin crvenom bojom, kojom se boje ekstracelijski depoziti kalcijuma (Slika 11).

Sika 11. In vitro diferencijacija MMC izolovanih iz adipoznog tkiva psa u
osteogenu éelijsku liniju. (a, b) uzorak MMC koji je tri nedelje gajen u osteogenom
medijumu; (c,d) kontrolni uzorak, koji je tri nedelje gajen u standardnom medijumu za
ekspanziju. (a i c- uveli¢anje 10X, b i d- uvelicanje 20X)
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Sa Slike 11. se vidi da su se MMC izolovane iz adipoznog tkiva psa uspesno
diferencirale u osteogenu ¢elijsku liniju. U indukovanom uzorku MMC je specifi¢nim
bojenjem Alizarin crvenim pokazano prisustvo ekstracelijskih depozita kalcijuma, ¢ija
sinteza je karakteristi¢cna za osteoblaste. Sa druge strane, u kontrolnom uzorku nije bilo

ekstracelijskih depozita kalcijuma i specificnog bojenja Alizarin crvenom bojom.

Hondrogena diferencijacija MMC izolovanih iz adipoznog tkiva psa

Kako bi se MMC diferencirale u hondrogeni éelijski tip, osim odgovarajuce
kompozicije medijuma, ¢elije su zasadene i gajene u mikrotitar plocama za ¢elije u
suspenziji sa bunari¢ima U-oblika. U tim uslovima MMC mogu da formiraju sferoidne,
trodimenzionalne strukture, takozvani mikropelet (eng. micropellet), sto je neophodan
uslov da bi se celije diferencirale u hondrogeni ¢elijski tip. Naime, opisanim pristupom
se formira in vitro model koji imitira tzv. pre-hrskavicavu kondenzaciju, koja se desava
tokom embrionalnog razvic¢a, za koju je karakteristicna povecana interakcija medu
¢elijama i produkcija matriksa nalik hrskavicavom(Wei, Sun et al. 2007). Tri nedelje
nakon gajenja MMC u opisanim uslovima, ¢elije su fiksirane i bojene Alcian plavom
bojom, koja specificno boji sulfatisane glikozaminoglikane, koji su sastavni deo
matriksa hrskavice. (Slika 12).

Slika 12. In vitro diferencijacija MMC izolovanih iz adipoznog tkiva psa u
hondrogenu éelijsku liniju. (a) mikropelet MMC koji je tri nedelje gajen u
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hondrogenom medijumu; (b) kontrolni uzorak, mikropelet koji je tri nedelje gajen u
medijumu bez hondrogenih inducera. (uveli¢anje 10X)

Na Slici 12. se vidi da su se MMC izolovane iz adipoznog tkiva psa uspesno
diferencirale u hondrogenu c¢elijsku liniju. Nakon bojenja oba uzorka Alcian plavom
bojom, vidi se specificno plavo bojenje, samo u uzorku koji je gajen u medijumu sa
hondrogenim inducerima, koje ukazuje na produkciju sulfatisanih glikozaminoglikana,

Sto je karakteristika hondroblasta.

Optimizacija tranzijentne transfekcije MMC iz adipoznog tkiva

Mnoge do sada uradene klinicke studije le¢enja bolesti hrskavi¢avog i kostanog
tkiva koriséenjem autolognih MMC su dale pozitivne rezultate. Pored toga, pokazano je
da terapeutski kapacitet ovih ¢elija moze znacajno da se poveca kada one eksprimiraju i
specifi¢ni transgen. Za potencijalni tretman inflamatornih bolesti skeletnog sistema
koris¢enjem MMC, tranzijentna transfekcija ovih éelija je metoda izbora, jer je kod
navedenih bolesti potrebno lokalno, tokom kraceg vremenskog perioda primeniti
odredeni terapeutikr (Park, Ries et al. 2003). Takode, fokus ovih istrazivanja je usmeren
na koris¢enje plazmidnih DNK vektora sa kojih se eksprimira Zeljeni transgen, s
obzirom da je njihovo koris¢enje mnogo bezbednije u odnosu na viralne vektore (Yin,
Kanasty et al. 2014). Medutim, efikasnost transfekcije koja se postize koris¢enjem
plazmidnih vektora za tranzijentnu transfekciju je generalno niska, a poznato je da
MMC spadaju u grupu celija koje se tesko transfekuju. Zbog toga je ovaj deo
istrazivanja bio posveéen optimizaciji tranzijentne transfekcije MMC. U tu svrhu su
koris¢ena dva transfekciona reagensa, cija dejstva se zasnivaju na razlicitim

mehanizmima.

MMC adipoznog tkiva psa su transfekovane koris¢enjem Lipofectamine 2000
reagensa, koji funkcionise na principu lipozoma i GeneCellin regensa, koji funkcionise
na principu nanocestica - nanoportera (eng. nanoporters). Poredili smo postignutu

efikasnost transfekcije, kao i uticaj koris¢enih reagensa na prezivljavanje celija.

U eksperimentima optimizacije transfekcije je koris¢en pCH110 plazmid. Ovaj

vektor nosi LacZ gen sa koga se eksprimira B-galaktozidaza, koja prilikom in situ
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bojenja, razlaze supstrat (X-gal) u nerastvorljivi plavo-zeleni precipitat. Ovo bojenje
¢elija je vidljivo pod mikroskopom i na taj nacin se vizuelizuje efikasnost transfekcije.
Permanentna humana ¢elijska linija HelLa, je koris¢ena kao kontrola u ovim
eksperimentima, a vektor pBluescript kao kontrolni vektor.

Primena oba transfekciona reagensa po predlozenim uputstvima proizvodaca,
nije dala rezultate. Preciznije, koris¢enjem Lipofectamine 2000 reagensa nije doslo do
transfekcije MMC (Slika 13 a), a pri koriséenju GeneCellin reagensa je detektovana
samo jedna transfekovana celija na celoj povrsini bunari¢a (Slika 13 b). Kontrolna
transfekcija HeLa celija, pod istim uslovima koris¢enja GeneCellin reagensa, je bila

uspesna (Slika 13 c).

(2) MMC transfekovane
Lipofectamine 2000 reagensom;

(b) MMC transfekovane GeneCellin
reagensom (jedina transfekovana
¢elija je oznac¢ena strelicom);

(c) HeLa ¢elije transfekovane
GeneCellin reagensom.

Slika 13. Transfekcija MMC iz adipoznog tkiva psa Lipofectamine 2000 i
GeneCellin regensima po protokolima proizvodaca. (uvelicanje10X)
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Sa obzirom na to da primenom protokola po uputstvima proizvodaca (PUP),
nismo uspeli da transfekujemo MMC, odlué¢ili smo se na nekoliko koraka modifikacije.
Variranje komponenti prilikom optimizacije transfekcije Lipofectamine 2000 reagensom
bilo je u okviru predlozenih modifikacija od strane proizvodaca, dok su promene
uvedene prilikom testiranja GeneCellin reagensa bile van predlozenih modifikacija od

strane proizvodaca. Detalji koriS¢enih protokola su prikazani u Tabeli 17.

Tabela 17. Varijante protokola koje su kori§¢ene prilikom optimizacije
tranzijentne transfekcije MMC iz adipoznog tkiva psa

Transfekcioni | Oznaka Koli¢ina | Koli¢ina | FCS | Koli¢ina Odgovrajajuca
reagens protokola reagensa | plazmida medijuma * slika *
Lipofectamine PUP 2l 0.8ug + 600 pl Slika 13 a
2000
Al 2.5l 1 pg — 600 pl Slika 14 a
A2 2.5l 1 pg + 600 pl Slika 14 b
GeneCellin PUP 2 ul 0.5 g + 600 pl Slika 13 b
Bl 5yl 1ug — 300 pl Slika 14 c
B2 5yl 1ug + 300 pl Slika 14 d

Napomena: # tokom procesa transfekcije; *nakon in situ B-galaktozidaznog bojenja
Skrecenice: FCS - serum fetusa goveceta (eng. fetal calf serum), PUP - Po uputstvu proizvodaca

Povecéanje koli¢ine Lipofectamine 2000 reagensa i koli¢ine plazmida, kao i
uklanjanje FCS-a tokom transfekcije MMC, doveli su do umiranja velikog broja éelija,
a efikasnost transfekcije je bila niska (Slika 14 a, b). Kada je u pitanju reagens
GeneCellin, povecali smo koli¢inu reagensa i koli¢inu plazmida, a smanjili koli¢inu
medijuma tokom transfekcije i pokusali transfekciju u odsustvu i prisustvu FCS-a (Slika

14 ¢, d).
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Slika 14. Optimizacija transfekcije MMC iz adipoznog tkiva psa Lipofectamine
2000 i GeneCellin regensima. (a) MMC transfekovane Lipofectamine 2000 reagensom
po modifikovanom protokolu A1; (b) MMC transfekovane Lipofectamine 2000
reagensom po modifikovanom protokolu A2; (c) MMC transfekovane GeneCellin
reagensom, po modifikovanom protokolu B1; (d) MMC transfekovane GeneCellin
reagensom, po modifikovanom protokolu B2 ; (¢) MMC transfekovane kontrolnim
pBluescript plazmidom GeneCellin reagensom, po modifikovanom protokolu B2.
(uvelicanje 10X)

Nakon ovih eksperimenata smo zakljucili da se najvisa efikasnost transfekcije,
kao i bolje prezivljavanje celija postize kada je transfekcija GeneCellin reagensom
vrsena u medijumu u prisustvu FCS-a. Na ovaj na¢in su optimizovani uslovi za

tranzijentnu transfekciju MMC iz adipoznog tkiva psa i oni su koriséeni u daljem radu.
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Uticaj procesa zamrzavanja/odmrzavanja MMC iz adipoznog tkiva na njihovu

morfologiju i proliferativni kapacitet

Nakon izolacije MMC iz adipoznog tkiva pasa i njihove ekspanzije, ¢elije su
zamrzavane i Guvane u teénom azotu. Na Slici 15 prikazane su MMC nakon

odmrzavanja.

Slika 15. MMC iz adipozn
nakon odmrzavanja; (b) MMC 8 dana nakon odmrzavanja. (uveli¢anje 10X)

Sa Slike 15. se vidi da celije 24sata nakon odmrzavanja imaju morfologiju
tipiénu za MMC, sli¢nu fibroblastima. Proces zamrzavanja / odmrzavanja nije uticao na
potencijal MMC za deobu, tako da su éelije nakon 8 dana gajenja u standardnom

medijumu za ekspanziju dostigle oko 90% konfluentnosti.

Uticaj procesa zamrzavanja/odmrzavanja MMC iz adipoznog tkiva na efikasnost

transfekcije

Kako bismo ispitali da li proces zamrzavanja/odmrzavanja MMC utice na
efikasnost transfekcije i njihovo prezivljavanje tokom transfekcije, ¢elije su nakon
odmrzavanja transfekovane pCH110 plazmidom, po optimizovanom B2 protokolu za
GeneCellin reagens (Slika 16).
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Slika 16. Provera efikasnosti transfekcije MI\/!('Z iz adipoznog tkiva psa
nakon njihovog zamrzavanja/odmrzavanja. (a) MMC transfekovane pCH110
plazmidom; (b) kontrolni, netransfekovan uzorak MMC. (uveli¢anje 10X)

Posle navedenog eksperimenta zakljuCeno je da proces zamrzavanja /
odmrzavanja nema uticaja na efikasnost transfekcije MMC, tj. da je nivo transfekcije
ovih ¢elija slican onom koji je postignut koriS¢enjem istog transfekcionog protokola na

sveze izolovanim MMC.

Tranzijentna transfekcija MMC plazmidom koji nosi gen za humani 1L-10

Pokazano je da je IL-10 citokin sa veoma potentnim antiinflamatornim efektom
(Moore, de Waal Malefyt et al. 2001). To ga ¢ini izuzetno zanimljivim kandidatom za
koris¢enje u ex vivo genskoj terapiji bolesti u kojima proces inflamacije ima bitnu
ulogu, medu kojima su i bolesti skeletnog sistema (Choi, Yoo et al. 2008, Noth, Steinert
et al. 2008, Levy, Zhao et al. 2013). Stoga je cilj ovog dela istrazivanja bio da se ispita
tranzijentna ekspresija humanog IL-10 sa plazmidnog DNK vektora uvedenog u MMC

iz adipoznog tkiva psa.

U tu svrhu su MMC izolovane iz adipoznog tkiva psa transfekovane pClneolL-
10 plazmidom koji nosi humani gen za IL-10. Koris¢en je GeneCellin reagens po
optimizovanom protokolu B2. Paralelno je wvrsena i transfekcija pClneolLacZ
plazmidom, koja je sluzila kao kontrola. Ekspresija humanog IL-10 je merena ELISA
metodom, 48 sati nakon transfekcije, kada se ocekuje najvisi nivo sekretovanog IL-10
(Enzmann, Hollborn et al. 2001). Ovaj eksperiment je uraden dva puta, na MMC

poreklom od istog donora. Dobijeni rezultati su predstavljeni na Slici 17.
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Slika 17. Merenje nivoa sekretovanog IL-10 proteina ELISA metodom
nakon transfekcije MMC iz adipoznog tkiva psa pCIneoIL-10 plazmidom. (a)
eksperiment I; (b) eksperiment 1. Napomena: netransfekovani uzorak MMC je oznacen sa
,kontr”, uzorak MMC transfekovan pCIneoLacZ plazmidom oznaéen sa ,,LacZ”, uzorak
MMC transfekovan pClneolL-10 plazmidom je oznacen sa ,,IL-10”

Dobijeni rezultati su pokazali da se pod navedenim uslovima tranzijentne

transfekcije MMC iz adipoznog tkiva psa plazmidom pClneolL-10 uspesno eksprimira

humani citokin IL-10. U kontrolnim uzorcima, koji nisu transfekovani, kao i u uzorcima

transfekovanim pClneoLacZ plazmidom, nivo detektovanog IL-10 je bio zanemarljiv.
Zanimljivo je da je nivo sekretovanog IL-10 bio znacajno razli¢it u dva zasebna

eksperimenta tranzijentne transfekcije MMC.
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UTICAJ GENSKIH VARIJANTI KOAGULACIONIH FAKTORA NA POJAVU
| RAZVOJ LKP BOLESTI

Leg-Kalve—Pertesova bolest je idiopatska avaskularna osteonekroza epifize
femura kod dece koja rastu. Uradene su mnogobrojne studije sa ciljem da se
razjasni priroda i uzrok LKP bolesti, medutim ona i dalje ostaje jedna od
najkontroverznijih bolesti u pedijatrijskoj ortopediji (Kim 2012, Perry 2013). lako
se i dalje ne zna njen uzrok, opste prihva¢eno misljenje je da je inicijalni dogadaj u

razvoju LKP bolesti prekid dotoka krvi u proksimalnoj epifizi femura (Kim 2012).

Uloga genetickih faktora ukljucenih u proces koagulacije koji bi mogli da
doprinesu poremecaju lokalne cirkulacije je opsirno proucavana, za razliku od
ostalih genskih varijanti koje bi mogle doprineti razvoju ove bolesti. Studije vezane
za poremecaje koagulacije kod LKP pacijenata su dale razlicite rezultate u

razli¢itim populacijama.

Pokazano je da je Faktor V Leiden mutacija u heterozigotnom ili
homozigotnom obliku znacajno zastupljenija kod dece obolele od LKP bolesti u
odnosu na zdravu decu (Glueck, Brandt et al. 1997). Holandska studija je ukazala
na to da je ucestalost Faktor V Leiden mutacije, kao i redeg alela Faktor Il gena
povisena kod obolelih od LKP bolesti (Vosmaer, Pereira et al. 2010). U istrazivanju
radenom u Madarskoj je u grupi od 47 pacijenata, kod 5 pacijenata detektovano
prisustvo Faktor V Leiden mutacije, od ¢ega su 4 bili homozigotni nosioci. U istom
istrazivanju je pokazano da nosioci homozigotnog genotipa za Faktor V Leiden
mutaciju imaju najtezu klinicku sliku bolesti (spadaju u grupu 1V po klasifikaciji po
Kateralu) (Szepesi, Posan et al. 2004). Studija uradena na pacijentima brazilske
nacionalnosti pokazala je statisticki znacajnu asocijaciju samo Faktor V Leiden
mutacije sa LKP boles¢u, dok asocijacija nije pronadena za Faktor 11 G20210A i
MTHFR C677T genske varijante (Arruda, Belangero et al. 1999). Sli¢ne rezultate
su dobili Balasa i saradnici. Oni su pronasli asocijaciju Faktor V Leiden mutacije i
LKP bolesti, ali ne i asocijaciju sa Faktor Il 20210G>A, MTHFR C677T i PAI-1
4G/5G genskim varijantama (Balasa, Gruppo et al. 2004). Sa druge strane, Lopez i
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Kenet i saradnici, nisu pronasli asocijaciju Faktor V Leiden mutacije, Faktor Il
G20210A niti MTHFR C677T genskih varijanti sa LKP boles¢u u svojim
istrazivanjima (Lopez, Pons et al. 2005, Kenet, Ezra et al. 2008).

U nedavno uradenoj meta-analizi su sumirani konfliktni rezultati iz
prethodnih studija u kojima je analizirana asocijacija Faktor V G1691A (Leiden
mutacija), Faktor Il G20210A i MTHFR C677T genskih varijanti i LKP bolesti
(Woratanarat, Thaveeratitharm et al. 2014). Ovo istrazivanje je obuhvatilo 12
studija, 7 iz Evrope, 3 iz Severne i 2 iz Juzne Amerike, koje su zadovoljavale sve
kriterijume da budu obradene meta-analizom. Pokazano je da je Faktor V Leiden
mutacija statisticki znacajno povezana sa LKP boles¢u. Naime, po rezultatima ove
meta-analize, nosioci rede zastupljenog alela - A imaju oko tri puta vecu Sansu da
obole od LKP bolesti nego nosioci ¢esce zastupljenog alela - G. To bi znadilo da je
prisustvo Leiden mutacije uzrok 3% sluajeva LKP bolesti u pedijatrijskoj
populaciji. Takode, ova meta-analiza je ukazala na mogucnost da nosioci rede
zastupljenog alela - A Faktor Il gena imaju 1.5 puta poveéan rizik da obole od LKP
bolesti u odnosu na nosioce ¢es¢e zastupljenog alela - G, iako ovaj rezultat nije bio
statisticki znacajan. Sa druge strane, ova studija nije ukazala ni na kakvu
povezanost genske varijante MTHFR C677T i LKP bolesti.

U nasoj grupi bolesnika nismo nasli statisticki znacajnu povezanost genskih
varijanti Faktor V G1691A (Leiden mutacija), Faktor Il 20210G>A, MTHFR
C677T 1 PAI-1 4G/5G sa LKP boles¢u. Zanimljivo je da za Faktor V Leiden
mutaciju i Faktor 11 G20210A gensku varijantu nije pronaden ni jedan homozigotni
nosilac redeg alela, kako u grupi pacijenata tako ni u kontrolnoj grupi. Takode,
analiza asocijacija genskih varijanti koagulacionih faktora sa uzrastom LKP
pacijenata kada se bolest javila nije pokazala postojanje znac¢ajne razlike ucestalosti
analiziranih genskih varijanti medu mladom i starijom podgrupom pacijenata. Ipak,
bitno je istac¢i da su svi pacijenti kod kojih se bolest javila nakon pete godine zivota,
bili homozigotni nosioci ucestalijih alela za genske varijante Faktor V G1691A i
Faktor 11 G20210A, dok je u podgrupi pacijenata kod kojih se bolest javila ranije
bilo po dva nosioca heterozigotnog genotipa za navedene varijante.
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Sli¢no nasim rezultatima, Vosmaer i saradnici nisu pronasli znacajnu razliku
u sklonosti ka trombofiliji izmedu starije i mlade grupe pacijenata, mada je
zastupljenost Faktor V Leiden mutacije bila neSto visa u mladoj grupi pacijenata
(kod kojih se bolest javila pre pete godine i u petoj godini) (Vosmaer, Pereira et al.
2010).

Rezultati meta-analize su ukazali na znacajnu povezanost Faktor V Leiden
mutacije sa LKP bolescu, iako neke studije, koje su bile obuhva¢ene ovom meta-
analizom 1 koje su uradene na relativno velikom broju uzoraka nisu pokazale
znacajnu asocijaciju navedene genske varijante sa ovom boles¢u (Lopez, Pons et al.
2005, Kenet, Ezra et al. 2008). Stoga, treba imati u vidu da razlike u etnickom
poreklu mogu biti razlog kontroverznim rezultatima. Nedostatak ovog dela naseg
istrazivanja je relativno mali broj ispitanika. Potrebno je nastaviti istrazivanje o
uticaju poremecaja koagulacije na LKP bolest, kako na vecoj grupi pacijenata iz
Srbije, tako i na ve¢im grupama pacijenata drugih nacionalnosti. Bolje razumevanje
uloge hiperkoagulacije u razvoju LKP bolesti bi moglo dovesti do poboljsanja
terapije pacijenata. Lekari bi pacijentima sa Faktor V Leiden mutacijom ili nekim
drugim koagulacionim poremecajem mogli dati terapiju antikoagulansima na
samom pocetku bolesti. Kod adultnih osteonekroza je pokazano da terapija
antikoagulansima moze usporiti progresiju bolesti (Arlet and Ficat 1968). Na taj
nacin bi se moglo skratiti vreme akutne faze bolesti. S obzirom na to da ima
podataka da homozigotni nosioci Faktor V Leiden mutacije imaju tezu klinicku
sliku, kod njih bi se ranom hirur§kom intervencijom, na vreme mogao spre€iti

nastanak ozbiljnog deformiteta.
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UTICAJ INFLAMACIJE NA LKP BOLEST

Mada se smatra da je inicijalni dogadaj u pocetku razvoja LKP bolesti
prekid dotoka krvi u proksimalnoj epifizi femura, koji dovodi do ishemi¢ne nekroze
kostanog tkiva, LKP bolest nije avaskularna osteonekroza sama po sebi, veé
posledica njene komplikacije (Vukasinovic, Vucetic et al. 2008, Kim 2012). Nakon
ishemic¢ne nekroze slede patoloske strukturne promene u butnoj kosti koja je u
procesu rasta, karakteristicne za opsteprihvacene faze patofiziologije LKP bolesti,
koje su opisane u Uvodu (Kim 2012).

Neuskladenost izmedu procesa resorpcije i formiranja kostanog tkiva, koja
je najizrazenija tokom fragmentacione faze bolesti, ima vaznu ulogu u razvoju
teskog deformiteta obolelog kuka (Kim 2012). Bitno je ista¢i da su inflamatorne
promene u LKP bolesti najizrazenije tokom fragmentacione faze, kada je
najizrazenija i neravnoteza u procesu remodelovanja (Dillman and Hernandez 2009,
Little and Kim 2011).

Na osnovu saznanja da inflamatorni citokini inhibiraju formiranje kostiju i
stimuliSu resorpciju, dobijenih pre svega iz istraZivanja vezanih za reumatoidni
artritis i osteoporozu (Lacey, Simmons et al. 2009, Walsh, Reinwald et al. 20009,
Edwards and Williams 2010), pretpostavili smo, da bi isti mehanizam mogao biti
odgovoran za poremeceno formiranje koStanog tkiva koje se javlja u patogenezi

LKP bolesti.

Asocijacija genskih varijanti markera inflamacije i LKP bolesti

Jedan od ciljeva ovog rada je bio da se ispita zastupljenost razlicitih
varijanti IL-6, IL-3, TNF-a i TLR4 gena, koji u¢estvuju u imunskom odgovoru, kod
LKP pacijenata, sto do sada nije ispitivano ni u jednoj populaciji.

Analizirane su dve znacajne ne-sinonimne genske varijante TLR4 gena,
Asp299Gli i Thr399lle, koje dovode do izmenjenog TLR4 odgovora, kao i do

izmenjene ekspresije citokina koji su regulisani ovim receptorom (Ferwerda,
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McCall et al. 2008). Ove dve genske varijante su kosegregirale (bile su u
kompletnoj gametskoj neravnotezi vezanosti, eng. linkage disequilibrium) u nasoj
grupi pacijenata i u kontrolnoj grupi, $to je bilo u skladu sa rezultatima drugih
studija (Montes, Asensi et al. 2006, Ferwerda, McCall et al. 2007, Ferwerda,
McCall et al. 2008, Douville, Lissitsyn et al. 2010).

Ima malo istrazivanja o uticaju Asp299Gli i Thr399lle varijanti TLR4 gena
na kvalitet grade kostiju i njihovi rezultati su kontroverzni. Studija radena na
uzorcima zena obolelih od osteoporoze je pokazala da nosioci heterozigotnih
genotipova imaju manju gustinu kostiju (eng. bone mineral density -BMD) u
odnosu na homozigotne nosioce ¢es¢ih genskih varijanti (Ozkan, Deveci et al.
2012). Sa druge strane, studija radena na uzorcima Zena starijeg zivotnog doba nije
ukazala ni na kakvu vezu izmedu TLR4 genotipa i gustine kostiju ili pojave
osteoporoze (Santos, Lera et al. 2006). Rezultati eksperimenata radenih na
zivotinjama Su pokazali da miSevi koji imaju redu varijantu TLR4 genotipa imaju
vi$i sadrzaj minerala u kostima i vece kosti u odnosu na wild-type miSeve, sa
kojima su po ostalim geneti¢kim osobinama identi¢ni (Johnson, Riggs et al. 2004).
Nasa pretpostavka je bila da bi TLR4 Asp299Gli i Thr399lle genske varijante, zbog
svog efekta na ekspresiju gena imunskog odgovora, mogle uticati na remodelovanje
kostanog tkiva i na razvoj LKP bolesti. Medutim, rezultati ove studije nisu pokazali
znacajnu asocijaciju navedenih genskih varijanti sa LKP bolesc¢u, niti sa uzrastom

pacijenata kada se bolest javila.

U okviru ovog dela istrazivanja, analizirali smo prisustvo promotorske
varijante -308A TNF-a gena kod LKP pacijenata, za koju je sugerisano da dovodi
do viseg nivoa ekspresije TNF-a (Braun, Michel et al. 1996, Rudwaleit, Siegert et
al. 2001). Razlicite studije su pokazale da je prisustvo ovog alela asocirano sa
reumatoidnim artritisom (Brinkman, Huizinga et al. 1997), astmom (Li, Gauderman
et al. 2006, Zhang, Zhang et al. 2006), sepsom (Teuffel, Ethier et al. 2010),
sistemskim eritemskim lupusom (Lee, Harley et al. 2006) i mnogim drugim
inflamatornim bolestima. S obzirom na ¢injenicu da TNF-a pozitivno uti¢e na
formiranje osteoklasta i inhibira diferencijaciju osteoblasta (Nanes 2003, Lacey,

Simmons et al. 2009), ocekivali smo da nosioci TNF-a -308A alela mogu biti
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znacajno ¢esce zastupljeni u LKP grupi pacijenata nego u kontrolnoj grupi. Ipak,
nasi rezultat nisu pokazali znacajnu razliku izmedu ucestalosti TNF-a G-308A
genske varijante u grupi pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu. Takode, nije
pronadena asocijacija ove genske varijante sa uzrastom LKP pacijenata kada se

bolest javila.

S obzirom na to da je pokazano da citokin IL-3 ima vaZne funkcije u
procesu koStanog ,,prometa” (eng. bone turnover) (Yogesha, Khapli et al. 2005),
kao i da 27Ser varijanta proteina IL-3, koju kodira 132T varijanta IL-3 gena, dovodi
do viSeg nivoa proizvodnje inflamatornih citokina IL-4 i TNF o (Schweiger, Stern
et al. 2001), analizirali smo zastupljenost ove genske varijante kod LKP pacijenata.
Takode, analizirali smo i zastupljenost -16 T promotorske varijante IL-3 gena, za
koju je u velikom broju studija pokazano da je bila u kompletnoj ili perfektnoj
gametskoj neravnotezi vezanosti sa 132T IL-3 genskom varijantom (Jeong, Navani
et al. 1998, Yamada, Tanaka et al. 2001, Park, Kim et al. 2004, Chu, Dong et al.
2009). T u naSem istrazivanju su ove dve genske varijante bile u gametskoj
neravnotezi vezanosti (perfektnoj) u kontrolnoj i u grupi pacijenata.

Razli¢ite studije su pokazale jaku povezanost genskih varijanti C-16T i
132T IL-3 gena sa inflamatornim bolestima, reumatoidnim artritisom (Yamada,
Tanaka et al. 2001), Grejvs-Bazedovljevom boles¢u (Chu, Dong et al. 2009) i
astmom i atopijom (Park, Kim et al. 2004). Asocijacija ovih varijanti IL-3 gena sa
LKP bolescu nije pronadena u nasoj grupi pacijenata, kao ni njihova asocijacija sa
uzrastom LKP pacijenata kada se bolest javila.

Zanimljivo je napomenuti da je ucestalost -16C / 132C alela IL-3 gena bila
mnogo Visa u nasoj grupi pacijenata, kao i u kontrolnoj grupi, u poredenju sa
studijama iz Azije (Yamada, Tanaka et al. 2001, Park, Kim et al. 2004, Chu, Dong
et al. 2009), sto je u skladu sa rezultatima studije koja je takode uradena na

uzorcima ispitanika bele rase (Jeong, Navani et al. 1998).
Kada je u pitanju gen IL-6, analizirali smo zastupljenost promotorskih

varijanti G-174C i G-597A, za koje je pokazano da utiCu na transkripcionu

regulaciju ovog gena (Terry, Loukaci et al. 2000). Prijavljeno je da su ove genske
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varijante povezane sa povisenim nivoom IL-6 proteina u plazmi (Fishman, Faulds
et al. 1998, Hulkkonen, Pertovaara et al. 2001, Jones, Brull et al. 2001, Jerrard-
Dunne, Sitzer et al. 2003), kao i sa pojavom razli¢itih oboljenja kostiju i zglobova:
juvenilni hroni¢ni artritis, reumatoidni artritis, osteoartritis, gubitak koStane mase
kod zena nakon menopauze (Fishman, Faulds et al. 1998, Pascual, Nieto et al.
2000, Garnero, Borel et al. 2002, Kamarainen, Solovieva et al. 2008). Analizirane
genske varijante IL-6 gena su bile u gametskoj neravnoteZi vezanosti u kontrolnoj i
grupi pacijenata, sto je u skladu sa rezultatima drugih studija (Pascual, Nieto et al.
2000, Garnero, Borel et al. 2002, Vasku, Vasku et al. 2004, Kamarainen, Solovieva
et al. 2008, Cussigh, Falleti et al. 2011).

Nasi rezultati su pokazali da su nosioci heterozigotnog genotipa -174GC/-
597GA IL-6 gena manje zastupljeni u grupi pacijenata u odnosu na kontrolnu
grupu. Takode, grupa LKP pacijenata nije bila u Hardi-Vajnbergovoj ravnotezi, jer
je bilo vise homozigotnih a manje heterozigotnih nosilaca, za razliku od kontrolne
grupe, koja je bila u kompletnoj ravnotezi. Pored toga, nasa kontrolna grupa je
imala distribuciju genotipova sli¢nu drugim kontrolnim grupama koje su ¢inili
pripadnici bele rase (Fishman, Faulds et al. 1998, Garnero, Borel et al. 2002,
Nordstrom, Gerdhem et al. 2004, Vasku, Vasku et al. 2004). Dakle, iz navedenih
rezultata je zakljuceno da nosioci heterozigotnog genotipa -174GC/-597GA IL-6
gena imaju manju verovatnoéu za razvoj LKP bolesti nego nosioci oba tipa
homozigotnog genotipa (-174GG/-597GG i -174CC/-597AA).

Prednost heterozigota za IL-6 -597/-174 genske varijante nije prijavljena ni
u jednoj studiji do sada. Kontroverzni rezultati su dobijeni analizama korelacije IL-
6 -174 GG genotipa i / ili prisustva G alela i CC genotipa sa nivoom IL-6 u plazmi
(Fishman, Faulds et al. 1998, Hulkkonen, Pertovaara et al. 2001, Jones, Brull et al.
2001, Jerrard-Dunne, Sitzer et al. 2003, Cozen, Gill et al. 2004), kao i sa kvalitetom
grade Kostiju (Lorentzon, Lorentzon et al. 2000, Garnero, Borel et al. 2002,
Nordstrom, Gerdhem et al. 2004). Jedno od mogucih objasnjenja prednosti
heterozigota, zapazenoj u nasoj studiji, moze biti dvostruka uloga citokina IL-6. U
literaturi su opisani proinflamatorni kao i antiinflamatorni efekti ovog citokina

(Wong, Campbell et al. 2003). Posto je IL-6 plejotropni citokin, uklju¢en u imunski
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odgovor i remodelovanje kostiju, prednost heterozigota moze biti rezultat boljeg

balansiranja ovih procesa.

Nivo ekspresije markera inflamacije kod LKP pacijenata

Nakon analize zastupljenosti genskih varijanti markera inflamacije,
analiziran je nivo ekspresije IL-6 i TNF-a gena u mononuklearnim ¢elijama
periferne krvi (MNCPK) LKP pacijenata.

Kao sto je ranije pomenuto, jedan od najvaznijih faktora u patofiziologiji
LKP bolesti je neravnoteza izmedu procesa resorpcije i formiranja kostanog tkiva,
koja je najistaknutija tokom fragmentacione faze bolesti. Zbog toga smo
pretpostavili da bi povisen nivo ekspresije IL-6 i TNF-a gena u MNCPK LKP
pacijenata, posebno tokom fragmentacione faze, kao i avaskularne faze koja joj
prethodi, mogao doprineti nedostatku novoformiranog kostanog tkiva. Kako je
navedeno u poglavlju Rezultati, paralelno je poreden nivo ekspresije IL-6 i TNF-a
gena u kontrolnoj grupi sa kompletnom grupom pacijenata (31 pacijent) i sa A + F
podgrupom pacijenata (pacijenti koji su uzorkovani u avaskularnoj i
fragmentacionoj fazi). Ovim analizama nije pronadena statisticki znacajna razlika
nivoa ekspresije ni IL-6 niti TNF-a gena ni u jednoj grupi pacijenata, u odnosu na
kontrolnu grupu.

Do sada je samo u jednom, nedavno objavljenom istrazivanju analiziran
nivo ekspresije inflamatornih gena kod LKP pacijenata. U tom istrazivanju je na
uzorcima sinovijalne tecnosti 13 pacijenata ispitan nivo 27 razli¢itih inflamatornih
citokina i faktora koji su povezani sa inflamacijom, medu kojim su bili IL-6 i TNF-
a. Rezultati ovog istraZivanja su pokazali znacajno poviSen nivo ekspresije proteina
IL-6 u sinovijalnoj te¢nosti LKP pacijenata, dok nivo TNF-a nije bio poviSen
(Kamiya, Yamaguchi et al. 2015). S obzirom na to da je IL-6 visoko inducibilan
gen na ¢iju ekspresiju utiCu mnogobrojni inflamatorni stimulusi, kao i da je njegova
ekspresija tkivno specifi¢na (Terry, Loukaci et al. 2000), razli¢iti rezultati dobijeni
u nasem istrazivanju, radenom na MNCPK, i istraZivanju radenom na sinovijalnoj

tecnosti LKP pacijenata nisu neocekivani.
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Pored poredenja nivoa ekspresije IL-6 i TNF-a gena medu grupama
pacijenata i kontrola, takode smo poredili nivoe ekspresije ovih gena medu
pacijentima sa razli¢itim genotipom, jer su ranije studije sugerisale da promotorske
varijante koje smo analizirali uti¢u na ekspresiju ovih gena. Kada je kompletna
grupa pacijenata podeljena na dve podgurpe, prema prisustvu odredenog alela
(prema prisustvu alela G za IL-6; prema prisustvu alela A za TNF-a), poredenje
nivoa ekspresije ove dve podgrupe pacijenata nije ukazalo na postojanje statisticki
znacajne razlike u nivou ekspresije IL-6 i TNF-o gena.

Rezultati in vitro funkcionalnih analiza su sugerisali da -308A alel TNF-a
gena uti¢e na nivo ekspresije (Wilson, Symons et al. 1997, Kroeger, Steer et al.
2000). Uraden je veliki broj studija koje su analizirale asocijaciju ove genske
varijante sa mnogobrojnim bolestima, kao i sa nivoom ekspresije TNF-o gena in
vitro i in vivo, medutim, dobijeni su kontroverzni rezultati (Huang, Pirskanen et al.
1999, Fernandes, Koneru et al. 2002, Karimi, Goldie et al. 2009). Sistematski
revijski rad, u kome je uradena i meta-analiza funkcionalnih analiza vezanih za
-308A TNF-a gensku varijantu, nije potvrdio postojanje asocijacije ove genske
varijante i iIRNK ili proteinskog nivoa TNF-a (Mekinian, Tamouza et al. 2011).
lako su rezultati ove meta-analize pokazali da navedena genska varijanta ne utice
na nivo ekspresije TNF-a gena, treba uzeti u obzir da je navedena studija obuhvatila
21 publikaciju a da je isklucila 24, koje nisu mogle biti statisti¢ki obradene tim
pristupom.

U studijama u kojima je analizirana korelacija G-174C varijante IL-6 gena i
nivoa citokina IL-6 u krvnoj plazmi dobijeni su veoma razliciti rezultati. Fishman i
saradnici su uradili prvo istrazivanje o navedenoj korelaciji. Oni su pokazali da u
grupi zdravih ljudi, nosioci C alela imaju znacajno nizi nivo IL-6 u plazmi
(Fishman, Faulds et al. 1998). U studiji radenoj na obolelima od Sjorgenovog
sindroma je pokazano da nosioci -174G alela imaju znac¢ajno visi nivo IL-6 u
plazmi, ali samo u grupi pacijenata, dok u grupi zdravih ljudi ova korelacija nije
pronadena (Hulkkonen, Pertovaara et al. 2001). Sa druge strane, u dvema studijama
su dobijeni suprotni rezultati. Naime, kod pacijenata sa aneurizmom abdominalne
aorte i kod pacijenata sa arterosklerozom, nosioci -174CC genotipa su imali

znacajno Vvisi nivo IL-6 u plazmi (Jones, Brull et al. 2001, Jerrard-Dunne, Sitzer et
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al. 2003). Rezultati istrazivanja radenog na uzorcima zdravih ljudi, kod kojih je
inravenskim unosom lipopolisaharida izazvana sistemska inflamacija nisu pokazali
korelaciju izmedu G-174C varijante IL-6 gena i nivoa ovog citokina u plazmi
(Endler, Marsik et al. 2004).

Kontradiktorni rezultati koji su dobijeni u navedenim istrazivanjima Se
verovatno mogu objasniti ¢injenicom da u promotorskom regionu IL-6 gena postoje
Cetiri polimorfizma nukleotidne sekvence, pa je potrebno posmatrati efekat
odredenog haplotipa, a ne zasebnog polimorfizma na ekspresiju gena. Naime,
pokazano je da polimorfizmi u promotoru IL-6 gena ne uticu na ekspresiju ovog
gena kroz jednostavan aditivni mehanizam, ve¢ kroz veoma kompleksne interakcije
koje zavise od haplotipa. Takode, pokazano je da postoji razlika u uticaju
odredenog haplotipa na nivo ekspresije IL-6 gena u razli¢itim ¢éelijskim tipovima,
Sto ukazuje na to da je uticaj haplotipova tkivno specifican. Pored toga, treba imati
u vidu da je gen IL-6 visoko inducibilan pa zbog toga nivo ovog citokina u
organizmu u odredenom trenutku zavisi od velikog broja razlicitih faktora (Terry,
Loukaci et al. 2000).

Nasa studija je prva u kojoj je analizirana asocijacija genskih varijanti
markera inflamacije sa LKP bole$¢u i koja je pokazala postojanje asocijacije
izmedu G-174C / G-597A IL-6 genotipa i pojave ove bolesti. Imajuci to u vidu, kao
i Cinjenicu da su rezltati nedavno objavljene studije pokazali da je nivo IL-6
citokina znacajno povisen u uzorcima sinovijalne te¢nosti LKP pacijenata (Kamiya,
Yamaguchi et al. 2015), trebalo bi nastaviti istrazivanja u ovom smeru. Nedostatak
naSeg istrazivanja je relativno mali broj pacijenata za asocijativnu studiju, kao i
¢injenica da smo ispitivali dva najceSc¢a polimorfizma koja se nalaze u promotoru
IL-6 gena, a pokazano je da postoje jos dva, rede zastupljena (Terry, Loukaci et al.
2000). U daljim istrazivanjima bi bilo pozeljno uraditi asocijativnu studiju
haplotipova IL-6 gena i to na vecoj grupi LKP pacijenata. Takode, potrebno je
uraditi analize koje bi razjasnile efekat citokina IL-6 u sinovijalnoj te¢nosti na
proces remodelovanja kostanog tkiva kod LKP pacijenata. Ako bi se pokazalo da
inflamacija znacajno doprinosi neravnotezi remodelovanja tokom patofizilogije
LKP bolesti, potencijalna antiinflamatorna terapija bi mogla doprineti skra¢enju

trajanja bolesti kao i smanjenju nivoa deformiteta obolelog kuka. Potencijalna
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terapija bi bila lokalna upotreba bioloskih agenasa, kao sto su antitela na IL-6 ili
druge inflamatorne citokine, ako bi se pokazalo da doprinose patofiziologiji LKP
bolesti. Takode, najnoviji pristupi u tretmanu ove i sli¢nih bolesti skeletnog sistema
ukljuéuju lokalno unoSenje mezenhimskih mati¢nih éelija (MMC), s obzirom na
njihov znac¢ajan imunosupresorni efekat. Osim primene ovih, tzv. naivnih MMC,
ispituju se i moguénosti za koriséenje MMC ¢&iji je terapeutski kapacitet poboljsan
uvodenjem specificnih imunosupresornih transgena. O navedenim pristupima ¢e

biti viSe receno u poslednjem delu Diskusije.

APOPTOZA KOD LKP PACIJENATA

Poznato je da je apoptoza osteoblasta i osteoklasta strogo regulisana, i da
ima vaznu ulogu u odrzavanju fiziolo§kog remodelovanja kostiju, kao i u razvoju
patoloskih stanja skeleta (Nagase, Iwasawa et al. 2009). Medutim, proces apoptoze
do sada nije ispitivan kod LKP pacijenata. Poremeéen proces apoptoze u MNCPK
LKP pacijenata, posebno tokom fragmentacione faze, kao i tokom avaskularne
faze, koja joj prethodi, bi mogao biti jedan od faktora koji uti¢u na proces
nepravilnog repariranja kostanog tkiva, koji je najizrazeniji tokom fragmentacione
faze. Nepravilno remodelovanje kostanog tkiva u velikoj meri doprinosi razvoju
teSkog deformiteta obolelog kuka, kao posledice LKP bolesti (Kim 2010).

Spoljasnji apoptotski put u kome FAS-FASL sistem ima klju¢nu ulogu, je
ukljucen u regulaciju kosStanog ,,prometa” i moze predstavljati bitnu vezu izmedu
imunskog sistema i kostiju, kako u fiziolo§kim, tako i u patoloskim procesima (Wu,
McKenna et al. 2003).

S obzirom na to da su Fas i FasL geni eksprimirani u osteoblastima i
osteoklastima, smatra se da ovaj apoptotski put znaCajno utiCe na proces
remodelovanja i homeostaze kostanog tkiva. Mnogobrojne studije su ukazale na
povezanost poremecaja FAS-FASL sistema kod reumatidnog artritisa (Peng 2006).
Pokazano je da je nivo solubilnog FASL proteina u plazmi pacijenata obolelih od
reumatoidnog artritisa znacajno nizi u odnosu na kontrolnu grupu (Szodoray,
Jellestad et al. 2003), kao i da je nivo iRNK FasL gena u MNCPK pacijenata
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obolelih od iste bolesti nizi u odnosu na kontrolnu grupu (Grcevic, Jajic et al.
2010).

U ovoj studiji nismo detektovali znacajnu razliku u nivoima ekspresije gena
spoljasnjeg apoptotskog puta, Fas i FasL, kao ni odnosa nivoa ekspresije ova dva
gena, izmedu grupe pacijenata i kontrolne grupe.

Medutim, nasa studija je ukazala na znacaj unutraSnjeg apoptotskog puta u
patofiziologiji LKP bolesti. Naime, nasli smo znacajno povisen nivo ekspresije
proapoptotskog faktora Bax u MNCPK u podgrupi pacijenata koji su uzorkovani u
avaskularnoj i fragmentacionoj fazi bolesti (A + F podgrupi). Pored toga, odnos
nivoa ekspresije Bax / Bcl-2 gena je bio znacajno vis$i u kompletnoj grupi
pacijenata, kao i u podgrupi pacijenata koji su uzorkovani u avaskularnoj i
fragmentacionoj fazi bolesti (A + F podgrupi) u odnosu na kontrolnu grupu.

Dobro je poznato da je integritet kostanog tkiva rezultat delikatne ravnoteze
aktivnosti osteoblasta, koji formiraju koStano tkivo, i osteoklasta, koji vrSe
resorpciju (Nagase, lwasawa et al. 2009). Rezultati istrazivanja radenog na
osteoblastnoj ¢elijskoj liniji MC3T3-El, u kome je u celijskoj kulturi izazvana
apoptoza izlaganem c¢elija hipoksiji i deksometazonu ($to je model koji odgovara
avaskularnoj osteonekrozi (AVON) indukovanoj steroidima), su pokazali da
spoljaSnji apoptotski put ima zanemarljivu ulogu u apoptozi izazvanoj na ovaj
nacin. Sa druge strane, rezultati ove studije su ukazali na to da je apoptoza u
osteoblastima regulisana unutrasnjim apoptotskim putem. Tacnije, detektovan je
povisen nivo iRNK Bax gena a snizen nivo iRNK Bcl-2 gena, prilikom izlaganja
¢elija hipoksiji i deksometazonu (Zhu, Gao et al. 2011).

Relativno nova istrazivanja su pokazala da je pored osteoklasta, u kostanom
tkivu zastupljena jo§ jedna celijska populacija poreklom od monocita - rezidentni
makrofagi, koji se nazivaju OsteoMaks (eng. OsteoMacs). Ove ¢elije imaju vaznu
ulogu u odrzavanju homeostaze kosStanog tkiva (Pettit, Chang et al. 2008). Pored
toga, istrazivanja su pokazala da sistemski, kao i lokalno, smanjen broj makrofaga
dovodi do usporenja procesa izle¢enja i formiranja kostanog tkiva (Chang, Raggatt
et al. 2008).

Posto je pokazano da poviSeni odnos BAX / BCL-2 ubrzava apoptotski

proces (Oltvai, Milliman et al. 1993), objasnjenje rezultata naSe studije bi moglo
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biti da poremecaj procesa apoptoze, koji je detektovan u MNCPK LKP pacijenata,
doprinosi patoloskom remodelovanju obolele epifize femura, putem znacajnog

smanjenja broja rezidentnih kostanih makrofaga.

Nase istrazivanje je prvo U kome je analiziran status markera apoptoze kod
LKP pacijenata i koje je ukazalo na znaCaj poremecaja unutraSnjeg apoptotskog
puta na razvoj ove bolesti. Dobijeni rezultati otvaraju nova pitanja u vezi
patofiziologije LKP bolesti. Zbog toga bi bilo pozeljno da se u buduéim
istrazivanjima ove analize urade na veé¢im grupama LKP pacijenata, kao i da se
ispita status ostalih gena koji ucestvuju u procesu apoptoze. Ako se i u drugim
istrazivanjima pokaze da je proces apoptoze u MNCPK poremecen kod LKP
pacijenata, apoptotski faktori bi mogli postati pouzdani markeri za procenu statusa
ili prognoze bolesti, kao i potencijalne mete za ciljanu terapiju.
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IZOLACIJA, DIFERENCIJACIJA | TRANSFEKCIJA MEZENHIMSKIH
MATICNIH CELIJA

Mezenhimske mati¢ne ¢elije (MMC) kroz sintezu razliGitih bioaktivnih
molekula vrse supresiju imunskog odgovora, kada se nadu na mestu zahvac¢enom
inflamacijom (Ma, Xie et al. 2014). Pord toga, pretpostavlja se da ove ¢elije mogu
da se integriSsu u tkivo, kao i da parakrinom aktivno$éu stimulisu deobu i
diferencijaciju lokalnih progenitorskih ¢elija (Quevedo, Hatzistergos et al. 2009,
Porada and Almeida-Porada 2010, Mok, Leong et al. 2013). Zbog navedenih
osobina, MMC su vrlo pogodne za primenu u terapiji mnogih bolesti, posebno onih
na ¢iji razvoj utice proces inflamacije, medu kojima su bolesti i povrede skeletnog
sistema. Takode, ove ¢elije se mogu koristiti i kao nosaci terapeutskih transgena
pomocu kojih se zeljeni protein moze dostaviti na obolelo mesto. Do sada su
najvise ispitivane MMC izolovane iz kostne srzi, medutim uzorkovanje kostne srZi
je vrlo invanzivna i rizicna metoda, dok adipozno tkivo predstavlja mnogo
pristupaéniji izvor velike koli¢ine MMC (Zuk 2008).

Izolacija i diferencijacija MMC

Katz, Zuk i saradnici u bili prvi koji su pokazali da se iz humanih
lipoaspirata mogu izolovati multipotentne c¢elije - adipozne mezenhimske mati¢ne
¢elije (eng. adipose mesenchymal stem cells- A(M)SC (Katz, Llull et al. 1999, Zuk,
Zhu et al. 2001). Nakon otkri¢a mati¢nih ¢elija u adipoznom tkivu, mnoge grupe su
nezavisno jedne od drugih razvile razliCite pristupe za izolaciju ovih celija
(Gronthos, Franklin et al. 2001, Gimble and Guilak 2003, Katz, Tholpady et al.
2005, Boquest, Noer et al. 2006).

U ovom istrazivanju je za izolaciju MMC iz adipoznog tkiva koriéen
protokol koji se zasniva na principu enzimske digestije i sacinjen je od koraka iz

protokola objavljenih u razli¢itim publikacijama (opisan je u poglavlju Materijal i
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metode). Ovim pristupom je postignuta uspesna izolacija MMC iz adipoznog tkiva
pasa i konja. 1zolovane éelije poseduju osobine karakteristiéne za MMC, kao §to su
adhezija za plasticnu podlogu i vretenasta morfologija slicna fibroblastima
(Dominici, Le Blanc et al. 2006). Pored toga, ove ¢elije su uspesno diferencirane u
osteogenu i hondogenu celijsku liniju. Usled intenzivnih istrazivanja u oblasti
MMC koja se sprovode u poslednje vreme, razvijeno je vise razli¢itih pristupa za
njihovu osteogenu i hondrogenu diferencijaciju (Vater, Kasten et al. 2011). Sve je
vise komercijalnih medijuma za indukciju, koji sadrze sve neophodne komponente
za odgovarajucu liniju diferencijacije i o¢ekuje se da ¢e njihova upotreba doprineti
standardizaciji ove metodologije. U naSem istrazivanju je diferencijacija u
osteogeni i hondrogeni celijski tip izvrSena primenom najce$ée koriséenih
protokola (Vater, Kasten et al. 2011).

Transfekcija MMC

S obzirom na to da su MMC imunoprivilegovane, kao i da se iz adipoznog
tkiva mogu lako izolovati i koristiti velike koli¢ine autolognih MMC, one
predstavljaju vrlo pogodne nosace za ex vivo gensku terapiju. Kada se geneticki
modifikovane MMC koriste za le¢enje bolesti U kojima je potrebno da se specifi¢ni
transgen eksprimira samo tokom kraceg vremenskog perioda, vektori koji se ne
integri$u u genom, kao $to su adenoviralni i plazmidni, su odgovarajuci izbor (Park,
Ries et al. 2003). Medutim, iako se koris¢enjem adenoviralnih vektora postize bolja
efikasnost transfekcije, njihova upotreba je rizi¢na jer mogu imati imunogeni efekat
(Park, Yang et al. 2012). Kada je potrebno da se terapeutski transgen tranzijentno
eksprimira, koris¢enje plazmidnih vektora je mnogo bezbediji pristup. Problem koji
treba prevazic¢i, kako bi se plazmidni vektori mogli korisiti u terapeutske svrhe je
niska efikasnost transfekcije. Zbog toga su u poslednje vreme mnoga istrazivanja
usmerena na pronalazenje efikasnog nac¢ina za unos gena u ¢eliju, ¢ija upotreba ne
bi bila rizi¢na i koji bi prevaziSao navedena ograni¢enja (Madeira, Mendes et al.
2010).

U ovom istrazivanju smo poredili efikasnost transfekcije i1 prezivljavanje

¢elija tokom transfekcije, koriS¢enjem dva transfekciona reagensa Cija dejstva se
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zasnivaju na razli¢itim mehanizmima, Lipofectamine 2000 reagensa, Koji
funkcionise na principu lipozoma i GeneCellin regensa, koji funkcioniSe na
principu nanocestica. S obzirom na to da primenom protokola po uputstvima
proizvodada nismo uspeli da transfekujemo MMC, primenili smo razlidite
modifikacije.

Odlucili smo se da modifikujemo protokol za Lipofectamine 2000, kako je
opisano u Tabeli 17 iz Rezultata, jer je prema podacima iz studije, koja se bavila
optimizacijom uslova za transfekciju MMC iz humane kostne srzi, najvisi nivo
ekspresije reporterskog gena postignut pod tim uslovima (Madeira, Mendes et al.
2010). Ove promene su bile u opsegu preporu¢enih modifikacija protokola od
strane proizvodaca. U navedenoj studiji je prijavljeno da koris¢ena koli¢ina
Lipofectamine 2000 reagensa nije negativno uticala na prezivljavanje celija,
medutim, u naSim eksperimentima je ta koli¢ina transfekcionog reagensa
prouzrokovala smrt velikog broja ¢elija.

Kada je u pitanju GeneCellin reagens, mada u uputstvu proizvodaca nije
preporuceno da se povecava koli¢ina reagensa prilikom transfekcije, mi smo dobili
izuzetno poboljsanje efikasnosti transfekcije tim pristupom - 2.5 puta smo povecali
koli¢inu reagensa U dva puta manjoj zapremini medijuma. Na taj nacin smo
optimizovali uslove za transfekciju MMC, a poveéanje koncentracije
transfekcionog reagensa nije imalo vidljivi efekat na morfologiju i prezivljavanje
¢elija.

Optimizacijom tranzijentne transfekcije MMC iz adipoznog tkiva psa su
uspostvaljeni uslovi koji omogucavaju unosenje razlicitih gena u ove Celije. Jedan
od potencijalnih terapijskih transgena za lecenje inflamatornih bolesti je IL-10.
Ovaj interleukin spada u veoma potentne imunosupresorne citokine (Moore, de
Waal Malefyt et al. 2001), koga MMC produkuju u zanemarljivom nivou (Yoo,
Jang et al. 2009). U ovom istrazivanju smo MMC transfekovali vektorom koji nosi
gen za humani IL-10 i detektovali visok nivo sekretovanog citokina IL-10 u
medijumu u kome su Celije gajene. Zanimljivo je ista¢i da smo u dva nezavisna
eksperimenta transfekcije MMC poreklom od istog donora, detektovali znaGajno

razli¢it nivo proteina IL-10. Ovaj rezultat ukazuje na to da je izuzetno bitno
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optimizovati i standardizovati uslove za potencijalnu gensku terapiju koris¢enjem
MMC ¢&iji je terapeutski kapacitet poboljsan uvodenjem specifi¢nih transgena.

Kada je u pitanju IL-10, bilo bi od velikog znac¢aja uspostaviti odgovarajuci
pristup za ex vivo gensku terapiju ovim citokinom. Neki od najvaznijih razloga za
to leze u ¢injenici da IL-10 uti¢e na veliki broj imunskih procesa (Moore, de Waal
Malefyt et al. 2001) i da ima potencijal za koris¢enje u terapiji mnogih bolesti (Li
and He 2004, Aggarwal and Pittenger 2005, Min, Kim et al. 2007, Marlow, van
Gent et al. 2013). Zatim, pokazano je da primena rekombinantnog proteina IL-10 u
terapijske svrhe nije dala Zeljene rezultate. Naime, poluzivot IL-10 u krvotoku je
kratak, u opsegu od jednog do oko tri casa, i pitanje je da li ovaj citokin, pri
sistemskoj primeni, uspeva da dode do mesta u organizmu gde je njegovo dejstvo
potrebno (Li and He 2004, Rachmawati, Beljaars et al. 2011). 1z tog razloga je u
klinickim studijama primenjivana visoka koncentracija rekombinantnog proteina
IL-10, ali je taj pristup doveo do nezeljenih reakcija kod pacijenata (Tilg, van
Montfrans et al. 2002). Upotrebom tranzijentno transfekovanih MMC vektorom
koji nosi gen za IL-10 bi se navedeni problemi mogli prevazici, jer bi se
modifikovane MMC koje sekretuju standardizovanu koli¢inu IL-10 mogle lokalno
primeniti. U prilog ovom pristupu idu i rezultati nedavnih istrazivanja koja su
ukazala na to da MMC unesene u organizam relativno kratko Zive i da je njihov
mehanizam dejstva tzv. ,.hit and run”, odnosno da tokom kratkog perioda po
tretmanu parakrinom aktivnoscéu ispolje svoj efekat. Osim toga, u sluc¢ajevima kada
nije moguce lokalno primeniti modifikovane MMC, pristup koji se predlaze je da se
u ove celije, pored terapeutskog gena, unesu i geni koji ¢e omoguciti da celije
ciljano stignu do obolelog mesta (tzv. homing geni) (Levy, Zhao et al. 2013).

Takode, jedan od smerova u kome se najnovija istrazivanja iz ove oblasti
kreéu je potencijalna upotreba samo sekretoma MMC, §to ima odredene prednosti u
odnosu na uvodenje zivih MMC u organizam. Naime, iako rezultati velikog broja
studija, klinickih ispitivanja i rada na animalnim modelima, pokazuju da pri
upotrebi MMC ne dolazi do formiranja teratoma, terapijskim pristupom bez
ubrizgavanja ovih ¢elija u organizam bi se taj potencijalni rizik potpuno izbegao
(Maumus, Jorgensen et al. 2013). Smatramo da bi se upotreba sekretoma

transfekovanih MMC, u kome se osim ekstracelijskih vezikula naivnih MMC

110



Sanja Srzentic¢ Diskusija

nalaze i produkti odabranih terapeutskih transgena, mogla predstavljati
najoptimalniji terapeutski pravac za lecenje razlicitih skeletnih i mnogih drugih

oboljenja, pogotovo onih na ¢iji tok znacajno uti¢e proces inflamacije.
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1. U ispitivanoj grupi LKP pacijenata iz Srbije, nije pronadena asocijacija
ucestalosti genskih varijanti: Faktor V G1691A (Leiden mutacija) (rs6025), Faktor
I1 G20210A (rs1799963), MTHFR C677T (rs1801133) i PAI-1 4G/5G (rs1799889)
sa pojavom LKP bolesti.

2. Analiza gametske neravnoteze vezanosti (eng. linkage disequilibrium) je
pokazala da su varijante gena TLR4, Asp299Gly (rs4986790) i Thr399lle
(rs4986791), u ispitivanoj grupi pacijenata bile u kompletnoj neravnotezi. Perfektna
gametska neravnoteza je primecena izmedu C-16T i C132T varijanti IL-3 gena, kao
i izmedu G-174C i G-597A varijanti IL-6 gena.

3. Nosioci heterozigotnog genotipa -174GC/-597GA IL-6 gena su bili
znaCajno manje zastupljeni u grupi pacijenata u odnosu na kontrolnu grupu
(P=0.047), i rizik za nastanak LKP bolesti je 2.49 puta manji kod nosilaca
navedenog genotipa (OR=2.49, 95% CI=1.00-6.21). U skladu sa ovim, grupa LKP
pacijenata nije bila u Hardi-Vajnbergovoj ravnotezi, jer je bilo vise homozigotnih a

manje heterozigotnih nosilaca.

4. Nije pronadena asocijacija I1L-3 [C-16T (rs31480), C132T (rs40401)];
TNF-a G-308A (rs1800629) i TLR4 [Asp299Gly (rs4986790), Thr399lle
(rs4986791)] genskih varijanti sa pojavom LKP bolesti.

5. Rezultate dobijene analizom asocijacije ucestalosti odabranih genskih
varijanti kod LKP pacijenata treba posmatrati kao preliminarne, s obzirom na to da
je ovo retka bolest i da je relativno mali broj uzoraka bio dostupan za analizu. Zbog
toga smatramo da bi navedene analize trebalo ponoviti na ve¢im grupama LKP
pacijenata. Ipak, nasi rezultati donose novi pogled na LKP bolest i mogu uticati na

pravce buducih istraZzivanja i bolje razumevanje ove bolesti.

6. Nije pronadena statisticki znacajna razlika nivoa ekspresije ni IL-6 niti
TNF-a gena u mononuklearnim ¢éelijama periferne krvi (MNCPK) pri poredenju
kompletne grupe pacijenata sa kontrolnom grupom, kao i pri poredenju podgrupe

pacijenata uzorkovanih u avaskularnoj i fragmentacionoj fazi sa kontrolnom
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grupom. Takode, nije pronadena znacajna korelacija promotorskih genotipova za

IL-6 i TNF-a sa nivoom iRNK ovih gena unutar grupe pacijenata.

7. Nije detektovana znacajna razlika u nivoima ekspresije gena spoljasnjeg
apoptotskog puta, Fas i FasL, kao ni odnosa nivoa ekspresije ova dva gena, izmedu

grupe pacijenata i kontrolne grupe.

8. Nivo ekspresije proapoptotskog faktora Bax u MNCPK u podgrupi
pacijenata koji su uzorkovani u avaskularnoj i fragmentacionoj fazi bolesti je bio
znagajno povisen. Sto je jo$ bitnije, odnos nivoa ekspresije Bax / Bcl-2 gena je bio
znacajno visi u kompletnoj grupi pacijenata, kao i u podgrupi pacijenata koji su
uzorkovani u avaskularnoj i fragmentacionoj fazi bolesti u odnosu na kontrolnu
grupu. Ovaj rezultat ukazuje da poremecaj apoptoze moze doprineti razvoju LKP
bolesti. S obzirom na to, apoptotski faktori bi mogli postati markeri za procenu
statusa i prognoze ove bolesti, kao i potencijalne mete za ciljanu terapiju.

9. Uspostavljeni su uslovi za uspe$nu tranzijentnu transfekciju MMC iz
adipoznog tkiva psa koriSenjem reagensa na bazi nanoCestica. Primenom
optimizovanih uslova, pokazana je uspes$na ekspresija humanog antiinflamatornog
citokina IL-10 sa plazmidnog vektora transfekovanog u MMC psa. Ovime su
ostvareni uslovi koji omogucavaju dalja istrazivanja koja se odnose na poboljsanje

¢elijske terapije 1 ciljane dostave razlicitih bioloskih agenasa na obolela mesta.
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Mpunor 1.

UsjaBa o aytopcTBY

MNotnucaHu-a Cara Cp3eHTuh

6poj ynuca M3005/2010

UsjaBrbyjem
[la je 4OKTOpCKa AucepTauuja nog HacnoBom

MonekynapHu Mapkepu nopemehaja koarynaumje, wnHdnamauumje, anontose,

dopmupaa 1 pemogenoBara KowTaHor TkmBa kon Jler-Kanse-lleptecose

oonectu

e pesynTaT CONCTBEHOr UCTPaXXMBaYKor paga,

e [a npegnoxeHa Aauceprauvja y UenvHW HU Yy AenoBuma Huje 6Guna
npeanoxeHa 3a pobujake OWMNO Koje Aunnome npema CTyaujCKUM

nporpammma Apyrux BUCOKOLLIKONICKUX YCTaHOBA,
e [la cy pe3ynTaTu KOPEKTHO HaBeaeHU U

e [a HMcCam KpLIJI/IO/J'Ia ayTopCKa npaBa U KOPUCTUO UHTENEeKTyalrlHy CBOjI/IHy

ApYyrux nuua.

Hornuc 1oxkTopanga

Y Beorpagy 8.05.2015.




Mpunor 2.

U3jaBa 0 CTOBETHOCTU WITaMMNaHe U eNeKTPOHCKe

Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Mme n npesume aytopa Cana CpseHTuh

Bpoj ynnca M3005/2010

Crtyamjckn nporpam ___MonekynapHa 6uonoruja, moayn monekynapHa éuonoruvja

eyKapunorta

Hacnos paga MonekynapHu Mapkepu nopemehaja koarynauuvje, nHcbnamauuije,

anonto3e, dopmMupatba M pemMoesioBana KowTaHor TkueBa kon Jler-Kanse-

[NepTecoBe bonectu

MenTop ap NopaaHa Hukyesuh, ap Consa NaBnosuh

MoTnucaxu Canba Cp3eHTuh

u3jaBrbyjemM fda je wWTamnaHa Bep3Wja MOr [AOKTOPCKOr paja WCTOBETHa
€MNeKTPOHCKO] Bep3nju Kojy cam npefao/na 3a objaBrbuBawe Ha noprtany

OurntanHor peno3utopujyma YHuBep3uTeTa y beorpagy.

[osBosbaBam ga ce objaBe Moju NMYHKU Nodaum Be3aHu 3a fobuvjakbe akagemcKkor
3Batba JOKTOpa Hayka, Kao LITO Cy MMe U npe3ume, roamHa u Mecto pohera n

naTtym oabpaHe paga.

OBu nNu4HM nogaum Mory ce 06jaBUTU Ha MpPEXHUM CTpaHuuama gurutanHe
O6mMbnnoTeke, y €enekTpoHCKOM KaTtanory v y nybnukauwjama YHuBepauteTta Yy

Beorpagy.

IMornuce 1okTOpaHaa
Y beorpagy, 8.05.2015.




Mpwnor 3.

UsjaBa o kopuwherwy

Oenawhyjem YHuBepauteTcky 6bubnmnoteky ,CeeTto3ap Mapkosuh® ga y Aurutanyum
penosutopujym YHuBepsuteTa y beorpagy yHece MOjy OOKTOPCKY AucepTaunjy

noa HacroBoM:

MonekynapHu Mapkepu nopemehaja koarynaumje, wnHdnamauumje, anonTose,

dopmupaka 1 _pemogenoBawa KowiTaHor TkuBa koa Jler-Kanee-[epTtecose

bonectu
Koja je Moje ayTopcKo aerno.

OucepTtauunjy ca cBuMM npuno3vmMa npegao/nia cam y eneKkTPOHCKOM dhopmMaty

NOroAHOM 3a TPajHO apXMBMpPaH-E.

Mojy [OOKTOpcKy Auceptauujy noxpaweHy Yy [durutanHu penosuTopujym
YHuBepauTeTa y beorpagy mory oa kopucte CBW Koju nowTyjy oapeabe cagpxaHe
y ogabpaHom Tuny nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy

cam ce oanyduo/na.

1. AyTopcTtBo

2. AyTopCTBO - HEKOMEepLUMjarnHo

@AyTOpCTBO — HekomepuumjanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjanHo — 4ennTn No4 UCTUM ycrioBuMma
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage

6. AyTOopCTBO — OenuTu rnog UCTuUM ycrioBuma

(Monumo fa 3aoKpyXute camo jegHy of WecCT NoHyheHnx nuueHun, Kkpatak onuc

nvueHun aart je Ha nonefuHu nucra).

IMoTnuc 1okTOpaHaa
Y beorpagy, 8.05.2015.




1. AyTopcTBo - [lo3BOorbaBaTe yMHOXaBahe, AUCTPUOYLMjy 1 jaBHO caoniuTaBake
Aena, v npepage, ako ce HasBeje VMMe ayTopa Ha HayuH oapefeH of cTpaHe
aytopa unuM fJdaBaoua nuueHue, 4Yak My KomepuwujanHe cBpxe. OBo je

HajcnoGoaHuja of CBMX NULIEHLN.

2. AyTtopcTBO — HekomepuujanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, OUCTpUbyLunjy u
jaBHO caorwTaBawe fena, u npepaje, ako ce HaseJe Mme aytTopa Ha Ha4duH
oapeneH of cTpaHe ayTtopa wnu pasaoua nuvueHue. OBa nuueHua He

[03BOSbaBa komepuujanHy ynotpeby gena.

3. AyTOopCcTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [o3BorbaBaTe yMHOXaBaH€,
anctpmbyuujy 1 jaBHO caonwTaBake Aena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBaka
unu ynotpebe gena y CBOM fAeny, ako Ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuH
ogpeheH oa cTpaHe aytopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He
[03BOSbaBa KomepuujanHy ynotpeOy pgena. Y opgHOCYy Ha cCBe ocTane
NMuUeHUe, OBOM NIMLEHLIOM Ce orpaHn4yaBa Hajpehu obum npaBa kopuwhera

gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepUMjanHo — AenuTn nog uctum ycrosmma. [JossorbaBate
yMHOXaBake, ANCTpMbyLMjy 1 jaBHO caonwTaBake Aena, 1 npepage, ako ce
HaBede MMe ayTopa Ha HadvH ofpeheH oA cTpaHe ayTopa unv Aasaoua
nMUEeHUe 1 ako ce npepaga auctpubympa nog NCTOM Un CIIMYHOM FIULLEHLIOM.

OBa nuueHua He Ao3BOrbaBa KoMepuujandy ynotpeby aena u npepaaa.

5. AytopcTtBo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTpUbyLmjy 1 jaBHO
caonwTaBawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa unu ynotpebe gena y
CBOM [eny, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauvH oapeheH o cTpaHe ayTopa
unn gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa A03BOSfbaBa KoMepLuujanHy ynotpedy

gena.

6. AytopcTBO - OenuTu noa uctum ycnosuma. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBahe,
AncTpubyuujy 1 jaBHO caonwiTaBakwe Aerna, u npepage, ako ce HaBeae Mme
ayTopa Ha HauunH oapeheH of cTpaHe ayTopa unu gaBaola nuueHUe 1 ako ce
npepaga auctpubympa nog UCTOM WM CAMYHOM nuueHuom. OBa nuueHua
Ao3BOorbaBa komepuumjanHy ynotpeby pgena wn npepaga. CnuyHa je

COpTBEPCKMM NULIEHLIaMa, OIHOCHO NLIEHLI@Ma OTBOPEHOr Koaa.



