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SAZETAK

Cilj istrazivanja

Cilj ove studije bio je istraZiti odnose izmedu polimorfizama jednog nukleotida (od eng.
single nucleotide polymorphisms - SNPs) u genima miR-146a, interleukina-6 (IL-6),
toll-like receptora 10 (TLR10) i ¢imbenika tumorske nekroze alfa (TNFA) te rizika
obolijevanja od primarnog osteoartritisa kuka (od eng. primary hip osteoarthritis -

PHOA) i primarnog osteoartritisa koljena (od eng. primary knee osteoarthritis - PKOA)

u hrvatskoj populaciji.
Materijali i metode

Ukupno 609 bolesnika s primarnim osteoartritisom i 656 kontrola genotipizirano je
Tagman metodom za SNP u miR-146a (rs2910164, G>C), IL-6 (rs1800795, C>G),
TLR10 (rs11096957, C>T) i TNFA (rs1800629, C >T) genima.

Rezultati

Nismo utvrdili statistiCki znacajnu razliku u ucestalosti odredenih alela i genotipova
miR-146a SNP rs2910164 (G>C) izmedu bolesnika s PHOA, PKOA i kontrola.
Medutim, prona8li smo statisticki znaCajnu povezanost odredenih kombinacija
genotipova (stratificirani genotip miR-146a s IL-6 i stratificirani genotip miR-146a s
TNFA) s rizikom obolijevanja od PHOA. U bolesnika s PKOA nismo utvrdili povezanost

niti jedne kombinacije genotipova s istom bolesti.
Zakljuéak

U multifaktorijalnoj bolesti kao Sto je PHOA, utvrdili smo ulogu jo$ jednog
modificiraju¢eg €imbenika (miR-146a), koji oCito pridonosi ukupnom riziku obolijevanja
od PHOA. Nismo pronasli takvu korelaciju miR-146a s PKOA, Sto ukazuje da bi ova
dva zgloba (kuk i koljeno) mogla imati razliCite Cimbenike koji mijenjaju rizik

obolijevanja od OA.

Klju€ne rijec€i: Genetska predispozicija, Koljeno, Kuk, Osteoartritis.
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SUMMARY
Purpose

The aim of this study was to investigate the relationships between single nucleotide
polymorphisms (SNPs) in the miR-146a, interleukin-6 (IL-6), toll-like receptor 10
(TLR10), and tumor necrosis factor alpha (TNFA) genes and the risk for development
of advanced-stage primary hip osteoarthritis (PHOA) and primary knee osteoarthritis

(PKOA) in the Croatian population.
Materials and methods

A total of 609 primary osteoarthritis (POA) patients and 656 controls were genotyped
Tagman PCR method for SNPs in the miR-146a (rs2910164, G>C), IL-6 (rs1800795,
C>G), TLR10 (rs11096957, C>T), and TNFA (rs1800629, C>T) genes.

Results

None of the differences were statistically significant comparing either allelic or
genotypic frequencies of miR-146a SNP rs2910164 (G>C) between the PHOA and
PKOA patients and controls. However, we found significant association with PHOA for
the combination of genotypes (stratified miR-146a genotype with the IL-6, and stratified
miR-146a genotype with the TNFA). In patients with PKOA, we didn't find the

association of any combination of genotypes with the same disease.
Conclusion

In a multifactorial disease such as POA, we have shown the relevance of the second
modifying factor (miR-146a), which apparently contributes to the overall risk of PHOA.
We found no such correlation with the PKOA, indicating that these two joints might

have different risk-modifying factors.

Keywords: Genetic Predisposition to Disease; Hip; Knee; Osteoarthritis.
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1.UVOD | PREGLED DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

1.1 Uvod

Osteoartritis (OA) je kroni¢na degenerativna bolest koja zahvaca zglob i periartikularna
tkiva, a osnovna je patoloSka karakteristika bolesti propadanje zglobne hrskavice [1].
Bolest je Cesta, zahvaca veliki dio populacije te je vodeci uzrok invaliditeta, no trenutno

ne postoji adekvatna metoda lijeCenja, barem ne ona koja djeluje na sam uzrok bolesti

[1].

Do sada su poznati brojni rizi€ni Cimbenici koji povecCavaju predispoziciju za
obolijevanje od OA poput dobne skupine, spola, pretilosti, deformacije zgloba, ozljede
zgloba, genetike, itd. No danas je poznato da na nastanak OA ipak najveci utjecaj ima

specifi¢na genetska podloga [2, 3].

Poznato je viSe od 100 gena koji mogu utjecati na pojavu i razvoj OA, a osim genetike
danas se sve viSe istraZzuju epigenetski mehanizmi koji, €ini se, takoder igraju vaznu
ulogu u patofiziologiji same bolesti [4-7]. Tijekom proteklih dvadeset godina sve se vise
provode istraZivanja o epigenetskim mehanizmima za koje se smatra da su ukljuceni
u razvoj OA [4-7]. Male, nekodiraju¢e molekule koje se nazivaju mikroRNK (miRNK)
kljucne su za epigenetske procese. S obzirom na to da OA ima multifaktorijalnu
podlogu, navedena je bolest izrazito sloZzene patofiziologije zbog €ega je trenutno
teSko pronaci adekvatan lijek koji bi utjecao na njezin uzrok. Medutim, u novije vrijeme
sve je viSe znanstvenih radova koji se bave ovom problematikom, a u postupku
istraZivanja su i potencijalni lijekovi koji bi djelovali na odredeni molekularni mehanizam

u nastanku bolesti [8-10].

Posljedice bolesti lijeCe se neoperacijski ili operacijski. Operacijski nacin lije€enja je
relativno uspjesan, ali pogodan samo za bolesnike starije Zivotne dobi. Neoperacijske
metode poput fizikalne terapije, modifikacije Zivotnog stila, redukcije tjelesne teZine,
uporabe nesteroidnih protuupalnih lijekova i koriStenja pomagala prilikom hodanja su
primjerene u pocCetnim stadijima OA. Veliki problem u ortopedskom lije€enju €ine mladi
bolesnici koji imaju umjereni/izrazeni OA, a zbog dobi nisu dobri kandidati za lijeCenje
ugradnjom endoproteze. Takvi bolesnici cCesto budu lije€eni relativho

eksperimentalnim metodama i metodama za koje ne postoje jasni znanstveni dokazi u

1



djelovanju poput viskosuplementarne terapije, plazme obogacene trombocitima ili
mati¢nim stanicama [11-13]. Trenutno je medu bolesnicima popularna terapija
mati¢nim stanicama, §to su, zapravo, prvi pokusaji rieSavanja ortopedske problematike
regenerativnom medicinom. TeSko je predvidjeti hocCe li jednog dana regenerativna
medicina prevladati u lijeCenju oSteCenja hrskavice ili ¢e se rjeSenje pronaci u

lijekovima koji ¢e djelovati na slozenu patofiziologiju bolesti.

Cilj ovog rada je istraziti jo$ jedan potencijalni rizini ¢imbenik za nastanak OA Kkoji
djeluje na razini epigenetike i na taj nacin doprinijeti razumijevanju i rjeSavanju

problematike ove kompleksne bolesti

1.2 Patofiziologija osteoartritisa

ligamenata i tetiva. Smatra se da bolest po€inje pojavom mehani¢kog stresa uslijed
¢ega dolazi do oslobadanja razli€itih proupalnih citokina i proteaza u osoba koje imaju
neke od c&imbenika sklonosti nastanku OA, iako sam proces nije u potpunosti

razjasnjen [14].

Osteoartritis zapo€inje na razini hrskavice i to pojavom povrsinskih fibrilacija,
nepravilnosti i izoliranih erozija [14]. OStecenja hrskavice naposljetku dospiju do kosti
i nastavljaju se povecavati, zahvacéajuci sve veéu povrSinu zgloba [14]. Poveéanjem
povrSine ostecene hrskavice dolazii do povecanja oSteCenja kolagenskog matriksa sto
rezultira patoloSkom proliferacijom hondrocita, osifikacije hrskavice i stvaranja
osteofita [14]. Postepeno propadanje kolagenog matriksa vodi do apoptoze sve veceg
broja hondrocita i time nastaje subhondralna skleroza, stvaranja kostanih cisti i erozija

subhondralne kosti [14]. Uz navedene promijene javlja se i izrazeni sinovitis [14].

Poznati upalni posrednici uklju€eni u patogenezu osteoartritisa su interleukin-1 (IL-1),
interleukin-6 (IL-6), interleukin-8 (IL-8), interleukin-17 (IL-17), interleukin-18 (IL-18),
monocitni kemoatraktantni protein-1 (od eng. Monocyte Chemoattractant Protein-1 -
MCP1), €imbenik inhibicije leukemije (od eng. Leukemia Inhibitory Factor - LIF),
onkogen reguliran rastom (od eng. Growth Regulated Oncogene - GRO) i onkostatin

M (od eng. oncostatin M - OSM), kao i reaktivne vrste kisika (od eng. Reactive Oxygen



Species - ROS) [14]. Isti posrednici upale potiCu razgradnju hondrocita, a proces
dovodi do oslobadanja razli€itih proteaza u vanstani¢ni dio hrskavice [14]. Proteaze
najviSe zasluzne za razgradnju hrskaviénog matriksa su matriks metaloproteinaze i
agrekanaze [15]. Produkti razgradnje hrskavice uzrokuju sinovitis, a makrofagi su
najvide zasluzni za sam proces [15]. Navedene stanice fagocitiraju slobodne Cestice i
proizvode proupalne posrednike sto dovodi do zatvorenog ciklusa, a rezultat je

propadanje hrskavice [15].

Matriksne metaloproteinaze (od eng. Matrix MetalloProteinases - MMP) kao Sto su
MMP-1, MMP-3, MMP-9 i MMP-13, kao i metaloproteinaze iz porodice dezintegrina i
metaloproteinaze s motivom trombospondina (od eng. A Disintegrin and
Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs - ADAMTS) kao §to su ADAMTS4 i
ADAMTS 5, proizvode se u zna¢ajnim koli€inama u zglobu zahvaéenim osteoartritisom
[15]. Proupalne citokine kao $to su interleukin 1 beta (IL-1B), IL-6 i Cimbenik nekroze
tumora alfa (od eng. Tumor Necrosis Factor-alpha - TNF-a) proizvode sinovijalne
stanice uz proteoliticke enzime [15]. Dok neke kemokine i metaloproteinaze proizvodi
sinovijalna membrana, sama hrskavica oslobada najvise molekula koje unistavaju
tkivo [15].

1.3 Djagnostika i klasifikacija osteoartritisa

Dijagnostika osteoartritisa poCinje od uzimanja anamneze i klinickog pregleda te
naj¢esée zavrSava radiogramom zahvacenog zgloba u dva smjera.

Osobe koje boluju od OA kolijena najceS¢e se zale na bolnost i oticanje zgloba,
teSkoce s hodanjem, deformaciju ekstremiteta, gubitak pokretljivosti te poteSkoce u
svakodnevnom funkcioniranju.

Klini€ki pregled zapocinje inspekcijom, bolesnik se promatra kako ulazi u ambulantu,
tj. kako hoda. Ve¢ pri ulasku u ambulantu u bolesnika koji boluje od OA nekih od
zglobova donjih ekstremiteta moze biti uocljivo Sepanje, poremecaj osovine noge te
izraZena kontraktura. Ispituje se pasivan i aktivan opseg pokreta zgloba, tijekom ¢ega
je moguée uociti krepitacije, blokade i preskoke. Kod nekih zglobova ispitujemo i
stabilnost, a kod nekih je moguce i palpirati mjesto najvece bolnosti u zglobnoj pukotini
[16].



Uzimanjem anamneze i klinickim pregledom mozZzemo s visokom sigurnoséu
posumnjati na samu bolest, a zavrSna dijagnostiCka metoda kojom potvrdujemo
dijagnozu je radiogram zahvaéenog zgloba. Dodatne dijagnosticke metode najceSce
nisu potrebne.

NajCesce koristeni klinicki kriteriji za postavljanje dijagnoze OA koljena jesu kriteriji
Ameri¢kog koledza za reumatologiju za dijagnozu i klasifikaciju OA koljena (Tablica 1)
[171.

Tablica 1. Klini¢ki kriteriji za postavljanje dijagnoze osteoartritisa (OA) koljena
(Modificirano iz: Jotanovi¢ Z. Role of gene polymorphisms of proinflammatory
cytokines IL-1 and IL-17 in primary knee and hip osteoarthritis. Doktorski rad; 2013;
str. 56)

Tradicionalni kriteriji

Bol u koljenu i prisutnost osteofita na rendgenogramu koljena uz prisutnost jednog

od slijedecih kriterija:
- dob bolesnika iznad 50. godine Zivota
- jutarnja ukoCenost koja traje do 30 minuta

- krepitacije prilikom izvodenja kretnji u koljenu

Kriteriji prema klasifikacijskom stablu

Bol u koljenu i prisutnost osteofita na rendgenogramu koljena
ili
Bol u koljenu u bolesnika Zivotne dobi od 40 godina ili viSe, jutarnja uko¢enost koja

traje do 30 minuta i krepitacije prilikom izvodenja kretnji u koljenu

NajceSce koristeni kliniCki kriteriji za postavljanje dijagnoze OA kuka jesu
kriteriji AmeriCkog koledZa za reumatologiju za dijagnozu i klasifikaciju OA kuka
(Tablica 2) [17].



Tablica 2. Klinicki kriteriji za postavljanje dijagnoze osteoartritisa (OA) kuka.

(Modificirano iz: Jotanovi¢ Z. Role of gene polymorphisms of proinflammatory
cytokines IL-1 and IL-17 in primary knee and hip osteoarthritis. Doktorski rad; 2013;
str. 56)

Tradicionalni kriteriji

Bol u kuku uz prisutnost jednog od slijedecih kriterija:
- sedimentacija eritrocita (SE) manja od 20 mm po satu

- prisutnost osteofita u podrucju proksimalnog dijela bedrene kosti i acetabuluma

na rendgenogramu kuka

- suzenje zglobne pukotine na rendgenogramu kuka

Kriteriji prema klasifikacijskom stablu

Bol u kuku uz prisutnost osteofita u podrucju proksimalnog dijela bedrene kosti i

acetabuluma na rendgenogramu kuka
ili
Bol u kuku uz suZenje zglobne pukotine na rendgenogramu kuka i SE manja od

20 mm po satu

Najcesce koristeni radioloski kriterij za postavljanje dijagnoze OA koljena i
kuka je Kellgren-Lawrence ljestvica za radioloSku procjenu OA koljena ili OA kuka
(Tablica 3) [17].



Tablica 3. Radioloski kriteriji za postavljanje dijagnoze osteoartritisa (OA) koljena i

kuka. (Modificirano iz: Jotanovi¢ Z. Role of gene polymorphisms of proinflammatory

cytokines IL-1 and IL-17 in primary knee and hip osteoarthritis. Doktorski rad; 2013;

str. 57)
Radiografski
) 0 | | 1]} v
stupanj
L Normalan Nesigurni Pocetni Umjereni )
Klasifikacija . Teski OA
zglob znaci OA OA OA
- minimalni . . - znacajno
N - prisutni L
osteofiti - - suzenje
- i osteofiti
ne vide se . . umiereno | zglobne
radioloske - hesigurni i ) :
Opis | e - POCeINO | guzenje | Pukotine
karakteristike suzenje
suzenja zglobne | _
OA zglobne koti
zglobne . pukoline | sybhondralna
. pukotine
pukotine skleroza
1.4 LijeCenje osteoartritisa
LijeCenje osteoartritisa mozemo podijeliti na neoperacijsko i operacijsko.

Neoperacijsko lije¢enje dijelimo na farmakolosko i nefarmakolosko.

1.4.1 Nefarmakolosko lijecenje

U nefarmakolosko lijeCenje ubrajaju se hidroterapija, redukcija tjelesne teZine,

kardiovaskularne vjezbe, viezbe snage, psihosocijalna podrska te koristenje pomagala

prilikom hodanja [18].




Hidroterapijom bolesnici razgibavaju zahvaéeni zglobu u rasteretnom stanju te
na taj nacin ,podmazuju“ zglob sinovijalnom tekuc¢inom i odrZzavaju gibljivost.
Redukcijom tjelesne tezine i koristenjem pomagala postize se rasterecenje
oStecenog zgloba $to mozZe uzrokovati smanjenje tegoba i poboljSanje kvalitete
Zivota.

JaCanjem dinamickih stabilizatora zgloba postiZze se vecéa stabilnost zgloba i

bolja propriocepcija, a stabilan zglob ¢esto dovodi do redukcije bolova.

1.4.2 Farmakolo$ko lijeCenje

U farmakolo$ko lije¢enje ubrajaju se nesteroidni antireumatici, opijati, intraartikularna

primjena anestetika s dugodjelujuéim kortikosteroidom te intraartikulrna primjena

hijalouronata [18].

Nesteroidni antireumatici (NSAR) imaju ,periferno” djelovanje te smanjuju
upalu, a ¢esto se kombiniraju s opijatima §to moze izazvati sinergisticki ucinak
u smanjivanju bolova.

Opijati imaju ,,centralno® djelovanje, daju se ¢esto u kombinaciji s NSAR, a zbog
nepoZzeljnih nuspojava tezi ih se primjenjivati u sto kraéim intervalima.
Intraartikularne injekcije kortikosteroida dijeluju protuupalno i dokazano
smanjuju razinu proupalnih ¢imbenika u sinovijalnoj tekucini, medutim
djelovanje nema dugorocne ucinke [19].

Intraartikualarnom primjenom hijaluronske kiseline nastoji se povecati
lubrifikacija zgloba te omoguciti bolja artikulacija izmedu zglobnih tijela, no
trenutno nema jacih znanstvenih dokaza o djelovanju ove terapije [19].

Plazma obogaéena trombocitima sadrzi vecu koncentraciju autologonih
Cimbenika rasta koji poti€u reparaciju tkiva. Takoder, trenutno nema vecih
dokaza da ova terapija ima bolji u€inak od placeba [12].

Terapija mezenhimalnim pluripotentnim mati¢nim stanicama je relativnho nova
metoda lijeCenja kojom se idejno pokuSava potaknuti regeneracija oStecene
hijaline hrskavice. Proces regeneracije za sada je samo zamijec¢en u in vitro
uvjetima, dok u in vivo uvjetima previladava njihov imunomodulatorni i parakrini
u€inak na osteceno tkivo §to je

a) inhibicija apoptoze,



b) smanjenje upale supresijom aktivacije proliferacije makrofaga te T- i B-
limfocita

c) poboljSanje prirodnih mehanizma regeneracije sekrecijom trofickih,
angiogenih, antifibroti¢kih i antikataboli¢kih cimbenika.

Nema jos jasnih znanstvenih dokaza o terapeutskom djelovanju navedene

terapije.

1.4.3 Operacijsko lijeCenje

U operacijsko lijeCenje osteoartritisa spadaju artroskopske toalete, otvorene toalete

zgloba, korektivne osteotomije i aloartroplastike.

Toalete zglobova su zahvati kojima poku$avamo privremeno smanijiti tegobe na
nacin da evakuiramo ostecene i slobodne dijelove hrskavice i kosti iz zgloba te
ispiremo zglob. U€inak je najéeSc¢e kratkotrajno poboljSanje stanja. Povremeno
takav zahvat uop¢e nema ucinka, a rijetko se bolesnici Zale da im je ,malo gore*
nego Sto je bilo prije lijeCenja [21].

Korektivhe osteotomije su zahvati kojima mijenjamo biomehaniku zgloba u
svrhu rastereCenja ciljanog dijela zgloba. Ako se takav zahvat izvede
pravovremeno te s dobrom indikacijom, rezultati mogu biti izuzetno uspjesni i
time mozemo odgoditi lije€enje ugradnjom endoproteze i nekoliko godina,
ponekad i izljeciti bolesnika [22].

Aloartroplastike su operacijske zamjene unistenog zgloba umjetnim zglobom.
Smatraju se jednim od najuspjesnijih operacija u kirurgiji; ¢ak je lijeCenje
ugradnjom totalne endoproteze kuka opisano kao operacija stolje¢a. Takav
nacin lijeCenja nije odgovarajuci za osobe mlade Zivotne dobi zbog kraceg
prezivljenja endoproteze i vece potrebe za revizijskim zahvatima koji su znatno

manje uspjesni od primarnih [23].

1.5 Biogeneza mikroRNK

MikroRNK su male molekule koje se sastoje od 22 nukleotida ili manje, a imaju ulogu

modificirati izrazaj gena nakon prepisivanja DNA. Njihova promjena genskog izrazaja



moZze biti negativha na nacin da blokiraju prevodenje mRNK ili potiCu razgradnju

mMRNK. Takoder promjena moze biti i pozitivha kada poti¢u prevodenje mRNK [24].

Primarna sekvenca dio je miRNK koja je podudarna ciljinom dijelu mRNK te samo
njihovim vezivanjm moze doc¢i do blokiranja prevodenja [25]. Upravo radi primarne
sekvence moguce je razlikovati razliCite grupe miRNK, a trenutno je poznato viSe od
100 razli€itih grupa miRNK za koje je jo$ potrebno identificirati njihove ciljne molekule
[25].

Prepisivanje miRNK pomoéu RNK polimeraze Il rezultira proizvodnjom primarne
miRNK, monocistronskog ili policistronskog dugog primarnog transkripta duljine od
otprilike 200 nukleotida [25]. Ovo je prvi korak u biogenezi miRNK. Kompleks proteina
Drosha (RNaza tipa Ill) i DGCRS8 (od eng. DiGeorge Syndrome Critical Region 8 -
DGCRS8) dalje obraduje pri-miRNA u stani¢noj jezgri radi Cega dolazi do stvaranja pre-
miRNK, koja ima otprilike 70-100 nukleotida [25]. Protein exportin 5 olak$ava transport
pre-miRNK u citoplazmu, gdje se pomoc¢u druge RNaze i RNK vezuju¢im proteinom
(od eng. Trans-activation-Responsive RNA-Binding Protein - TRBP) cijepa u miRNK
duplex, manju molekulu koja se sastoji od oko 21 nukleotida [25]. Duplex se odmotava
pomoc¢u helikaze, a miRNK lanac vodilja se ugraduje u multiproteinski RNK —
inducirani uti8ani kompleks koji sadrzava Argonaut proteine [25]. Poslije toga cijeli se

kompleks moze kretati, locirati svoj cilj i kontrolirati prepisivanje [25].

1.6 Izrazaj miRNK molekula u osteoartritisu

MiRNK molekule imaju znacajan utjecaj na biologiju kosti kontroliraju¢i mnoge signalne
puteve u miSiéno-kostanom sustavu, uklju€ujuéi endohondralnu osifikaciju,
osteoblasti¢nu i hondrogenu diferencijaciju, resorpciju i formiranje kosti [26]. Unazad
dva desetlje¢a iste molekule su predmet brojnih znanstvenih istraZivanja usmjerenih
na otkrivanje signalnih i molekularnih puteva uklju¢enih u etiopatogenezu OA. Do sada
je pronadeno vise od 46 miRNK povezanih s homeostazom, autofagijom, apoptozom
i diferencijacijom hondrocita [27]. Brojne miRNK imaju razliite obrasce izrazaja u
hrskavici zahvaéenoj osteoartritisom u usporedbi sa zdravom hrskavicom [27, 28].
Takoder, poznato je da su odredene miRNK, kao $to su miR-9, miR-27, miR-34a, miR-
140, miR-146a, miR-558 i miR-602 uklju¢ene u patofiziologiju OA [27, 28]. Znalaj
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mMiRNK molekula u etiologiji osteoartritisa takoder se pokazuje njihovom kontrolom u
signalnim putevima molekula, kao $to su transformiraju¢i Cimbenik rasta beta (od eng.
Transforming Growth Factor-beta - TGF-B), koStani morfogenetski protein (od eng.
Bone Morphogenic Protein - BMP) i TNF-a, za koje se zna da sudjeluju u procesu
upale i razgradnje hrskavice [26]. UCinjena je meta-analiza koja je istrazivala izrazaj
miRNK molekula u razli¢itim tkivima zglobova zahvaéenim osteoartritisom te jo$ jedna
meta-analiza koja je istrazivala izrazaj miR146a u razliitim tkivima zglobova

zahvacenim osteoartritisom [28, 29].

Meta-analiza Liu H i suradnika [29] zakljuCila je da u osoba koje boluju od OA u
razli¢itim tkivima postoji poremeéen izrazaj 36 miRNK, a samo u hrskavici ¢ak 35 vrsta
mMiRNK je deregulirana. Poremeceni izrazaj miR-34a-5p, miR-140-5p, miR-146-5p i
miR-127-5p u osoba koje boluju od OA zapazen je u gotovim svim studijama te je

zakljuéeno da iste molekule potencijalno mogu sluZiti kao biomarkeri.

Meta-analiza Liu JN i suradnika [28] zakljuCila je da je izrazaj miR-146a u
mononuklearnim stanicama periferne krvi osoba koje boluju od osteoartrtisa zna¢ajno
vi8i 0 odnosu na zdrave kontrole. Medutim, studija nije nasla zna€ajnu razliku u izrazaju
iste molekule u plazmi osoba koje boluju od osteoartritisa i zdravih kontrola. Nadalje,
izraZzaj miR-146a molekula u hrskavici zahvacenoj osteoartritisom je znacajno visi u
odnosu na zdravu hrskavicu, dok se ista razlika nije zapazila medu hondrocitima istih

skupina ispitanika.

1.7 MiRNK i metaloproteinaze

Izvanstani¢ni matriks hrskavice izgraden je od kolagena tipa Il, proteoglikana i
glikoproteina. Razgradnja kolagena u hrskavici zahvacenoj osteoartritisom uglavnom
se pripisuje proteolitickim enzimima MMP-1 i MMP-13 [15, 30, 31]. MMP-13, uz
kolagen, razgraduje i proteoglikane. Koncentracije metaloproteinaza poput MMP-2,
MMP-3 i MMP-9, koje razgraduju nekolagene strukture matriksa, takoder su poviSene

u osteoartritisom zahvacéenoj hrskavici [15, 30, 31].

Agrekanaze su Clanovi obitelji ekstracelularnih proteaza dezintegrina i

metaloproteinaza s motivima trombospondina. Agrekanaze ADAMTS4 i ADAMTS5
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imaju vaznu ulogu u razgradnji proteoglikana tijekom procesa osteoartritisa [32].
Razgradnja agrekana u ljudskoj hrskavici inhibirana je smanjenjem izrazaja ADAMTS4
i ADAMTS5. Razli¢ite studije dokazuju da miRNK reguliraju proizvodnju mnogih
proteolitickih enzima hrskavice [8, 26, 33]. (Tablica 4) [34].

U hrskavici zahvacenoj osteoartriisom  postoji poveéana  proizvodnja
metaloproteinaza, kao $to su MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-13 i ADAMTS4 te je
pronaden prekomjerni izrazaj gena 5 specificnog za zaustavljanje rasta (od eng.
Growth Arrest Specific 5 - GAS5) koji kontrolira miR-21 [35].

MiR-222 regulira MMP-13 putem histonske deacetilaze 4 te se pokazalo da je izrazaj
miR-222 znacajno smanjen u ljudskoj hrskavici zahvacenoj osteoartritisom, dok njezin
pojaCan izrazaj dovodi do potiskivanja apoptoze hondrocita kao i smanjenog izrazaja
MMP-13 [36].

MiR-24 kontrolira izrazaj p161INK4a, biomarkera starenja. Kada postoji manji izrazaj
ove MiRNK, p161INK4a se izrazava viSe, §to podize razine MMP-1 i MMP-13 u
hondrocitima [37]. U ljudskoj hrskavici supresija miR-22 rezultira smanjenim upalnim
odgovorom, smanjenom katabolic(kom aktivhoséu MMP-13 i poveéanom
regeneracijom hrskavice [33]. S obzirom na to da MMP-13 razgraduje kolagen tipa Il,
za koji se smatra da je jedan od enzima primarno odgovornih za razgradnju hrskavice,
blokiranje miR-22 ima veliki terapeutski potencijal u lijeenju osteoartritisa [8].
Dodatno, utvrdeno je da je miR-320 regulator MMP-13 u Zivotinjskim modelima, a
povecana proizvodnja miR-320 uzrokuje povecan izrazaj prethodno spomenutog
enzima [33]. Smanjen izraZaja miR-146a uzrokuje povecéan izrazaj MMP-13, IL-1R i IL-

610 u ljudskoj hrskavici zahvacenoj osteoartritisom [26].

Tablica 4. MikroRNK i metaloproteinaze

(Preuzeto iz Tudor K, Dembi¢ Z, Prpi¢ T i sur. Medicina fluminensis 2023;59;2;128-
139.)

Smanjena ekspresija Metaloproteinaze
miR-146a TMMP-13
miR-24 TtMMP-1, tMMP-13
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miR-22 IMMP-13

miR-21 tMMP-2, tMMP-3, 1MMP-
9, MMP-13, {ADAMTS4,

miR-105 TADAMTS7, 1ADAMTS12

miR-30a 1ADAMTS5

miR-27b TMMP-13

miR-9 TMMP-13

272

Poveéana ekspresija

miR-222 IMMP-13

miR-320 TMMP-13

miR-181 TMMP-2, 1+ MMP-9
miR-483 TMMP-3

miR-140 IMMP-13, | ADAMTS-5
miR-381 TMMP-13

miR-145 IMMP-3, | MMP-13

1.8 Jednonukleotidni polimorfizmi miRNK i osteoartritis

Prisutnost dva ili viSe razliCitih alela na istom genskom lokusu s odredenom
uCestaloS¢u u populaciji naziva se genetski polimorfizam. Jednonukleotidni
polimorfizmi (od eng. Single Nucleotide Polymorphisms - SNPs) mogu biti locirani u
miRNK genskim promotorima (miR-P-SNP), dijelu DNA zaduZenog za zapo €injanje
prepisivanja jednolantane RNK [26]. Ovi polimorfizmi imaju sposobnost mijenjanja
afiniteta vezanja Cimbenika prepisivanja, a genetske varijante odredenih miRNK
promotora povezane su s raznim bolestima, poput autoimunih bolesti,
kardiovaskularnin bolesti i karcinoma [38-42]. Osim toga, polimorfizmi jednog
nukleotida na miRNK genu mogu promijeniti sintezu, izrazaj, stabilnost i funkciju istih

miRNK molekula, §to takoder moze izazvati niz bolesti [43-45].

Funkcionalni jednonukleotidni polimorfizam nazvan rs2910164 (G > C) pronaden je na
prekursorskoj molekuli gena miR-146a. Ovaj polimorfizam modulira biogenezu miR-

146a i povezan je s ankilozantnim spondilitisom, reumatoidnim artritisom,
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kardiovaskularnim bolestima i razli¢itim karcinomima [26]. Dokazano je da SNP
rs2910164 (G > C) u miR-146a dovodi do smanjenja izrazaja pre-miR-146a, a ujedno
i smanjenjem izrazaja zrele miR-146a $to u konacnici dovodi do pojacanog izrazaja
gena za Cimbenik povezan s TNF receptorom 6 (od eng. Tumor necrosis factor
Receptor Associated Factor 6 - TRAFG6) i gena za kinazu 1 povezanu s receptorom za
interleukin-1 (od eng. Interleukin-1 Receptor Associated Kinase 1 - IRAK1), gen dija
se pojac¢ana izrazenost dovodi u vezu s nastankom osteoartritisa [46]. IstraZzena je i
povezanost SNP rs2910164 (G > C) u miR-146a genu sa sklonoS¢u za nastanak
osteoartritisa koljena u grékoj populaciji te je dokazano da osobe s takvim genotipom
u hondrocitima imaju smanjen izrazaj miR-146a i poveéan izrazaj MMP-13, IL-1R3 i IL-
6 [26].

S obzirom da se genetski rizicni ¢imbenici razlikuju izmedu populacija, sli€no
istrazivanje provedeno je i na meksickoj populaciji te je u nosioca rs2910164 —CC
genotipa dokazan pozitivni trend povecanog rizika za oboljevanje od OA u Zzena s 2. i
4. stadijem OA i trend smanjenog rizika u muSkaraca s 4. stadijem OA [46]. Nijedna
od navedenih studija nije prona$la statistiCki znacajnu razliku u frekvenciji alela niti u
distribuciji genotipova izmedu grupe ispitanika s osteoartritisom koljena i ispitanika iz
kontrolne skupine [26, 46]. Nedavno objavljena studija je prou€avala potencijalnu
povezanost SNP rs2910164 (G > C) u miR-146a genu i sklonost obolijevanja od OA
kuka [47]. Ista studija koristila je u ispitivanju vrlo mali broj osoba koje boluju od
osteoartrtisa kuka (n=61) i 104 kontrola [47]. Studija je zaklju€ila da SNP rs2910164

(G > C) u miR-146a nije povezan sa sklonoS¢u za nastanak osteoartritisa kuka [47].

1.9 Uloga miRNK molekula u apoptozi hondrocita

Dokazano je da nekoliko molekula miRNK pokrece i poti¢e apoptozu, ali je i zaustavlja
putem razli€itih ciljnin molekula i procesa (Tablica 5) [34]. Prva miRNK molekula za
koju se pokazalo da je uklju¢ena u kontrolu apoptoze hondrocita u Zivotinjskom modelu
je miRNK-34a [48]. Nakon toga utvrdeno je da miR-34 kontrolira signalni put Sirtuin
1/protein 53 (od eng. Sirtuin 1/protein 53 - SIRT1/p53) koji poti€e apoptozu i inhibira
proliferaciju ljudskih hondrocita [48]. Povecanje izrazaja miR-181 povecava broj

hondrocita u procesu apoptoze, povecava aktivhost MMP-2 i MMP-9 te smanjuje
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proliferaciju hondrocita [49]. Takoder, utvrdeno je da miR-146a ima ulogu u
patofiziologiji osteoartritisa pojacavanjem proizvodnje Cimbenika rasta vaskularnog
endotela (od eng. Vascular Endothelial Growth Factor - VEGF) i reguliranjem smirti
hondrocita kao odgovor na mehanicki stres [50]. MiR-197 djeluje na &imbenika
zapocinjanja eukariotskog prevodenja 4 gama 2 (od eng. Eukaryotic Translation
Initiation Factor 4 Gamma 2 - EIF4G2) te dovodi do poticanja proliferacije hondrocita i
smanjenja upale u hrskavici zahvaéenoj osteoartritisom [10]. Zaklju€ak koji je postignut
bio je da je jedna od mogucih meta lijekova za osteoartritis signalni put miR-
197/EIF4G2/p53 [10]. Smanjenjem aktivnosti sfingozin kinaze 1 (od eng. Sphingosine
Kinase 1 - SPHK1) i blokiranjem signalnog puta fosfoinozitid 3-kinaze/protein kinaze
B/Akt (od eng. Phospholnositide-3-Kinase—Protein Kinase B/Akt - PI3K-PKB/Akt),
miR-103 dovodi do degradacije hondrocita i napredovanja osteoartritisa [51].
Dokazano je da osteoartritisom zahvacena ljudska hrskavica ima manji izrazaj miR-
142-5p [52]. PojacCan izrazaj miR-142-5p ko€i apoptozu hondrocita, smanjuje upalu i
katabolizam hrskavicnog ekstracelularnog matriksa te inaktivira signalni put
mitogenom aktivirane proteinske kinaze (od eng. Mitogen-Activated Protein Kinase -
MAPK) u hondrocitima hrskavice zahvacene osteoartritisom [52]. Dokazano je da
inhibicija miR-495 u hrskavici miSa inhibira apoptozu i povecava proliferaciju
hondrocita aktiviranjem signalnog puta nuklearnog faktora kapa-B (od eng. Nuclear
Factor Kappa B - NF-kB) koji je pod kontrolom od kemokin liganda 4 (od eng. C-C Motif
Chemokine Ligand 4 - CCL4) [53]. Analiza izraZzaja miR-93 u mi$joj hrskavici
zahvacenoj osteoartritisom takoder je otkrila da povecéan izraZzaj miR-93 koci apoptozu
hondrocita i upalni odgovor, sto se ocituje smanjenjem koncentracije TNF-a, IL-1B i IL-
6 [54]. Toll sli¢ni receptor 4 (od eng. Toll-Like Receptor 4 - TLR4) kontrolira NF-kB
signalni put [54]. Utvrdeno je da je ovaj receptor ciljna molekula miR-93 molekule u
hondrocitima [54]. Dokazano je da miR-186 suzbija apoptozu misSjih hondrocita u
hrskavici oste¢enoj OA medudjelovanjem sa sekretornim fosfoproteinom 1 (od eng.
Secreted Phosphoprotein 1 - SPP1) u PI3K-AKT signalnom putu [55]. Kao rezultat
toga, jedna od ciljnih molekula za moguci lijek u lije€enju OA je miR-186 [55]. Povecéan
izrazaj WNT1-inducibilnog signalnog proteinskog puta 1 (od eng. WNT1 Inducible
Signaling Pathway Protein 1 - WISP1), koja je ujedno i ciljna molekula miR-128-3p,
smanjuje umnazanje hondrocita te zapoclinje apoptozu istih stanica, povecéava
razgradnju hrskavichog matriksa, povecava koncentraciju proupalnih citokina te
aktivira PI3K/Akt/NF-kB signalni put [56]. U procesu OA, proliferaciju ljudskih
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hondrocita, razgradnju matriksa i proizvodnju proupalnih citokina regulira mir-128-3p
putem WISP1 [56]. Homolog fosfataze i tenzina (od eng. Phosphatase And Tensin
Homolog - PTEN) je prekomjerno izrazen u tkivu zahvacenom OA i povezan je s
poCetkom i napredovanjem OA reguliranjem homeostaze izvanstaniénog matriksa
[57]. PTEN je jedna od mogucih ciljnih molekula miR-107 [57]. Kada raste PTEN
izrazaj, proliferacija hondrocita se povecava [57]. Prema in vivo istrazivanju
provedenom na Zivotinjskim modelima, povecan izrazaj mir-10a-5p ubrzava troSenje
hrskavice kod miSeva potiskivanjem izrazaja HOXA1 (od eng. Homeobox protein Hox-
A1 -HOXA1) [58].

Tablica 5. MiRNK i apoptoza

(Preuzeto iz Tudor K, Dembi¢ Z, Prpi¢ T i sur. Medicina fluminensis 2023;59;2;128-

139.)

Povecana ekspresija Djelovanje

miR-34 | apoptoza, 1 proliferacija
hondrocita

miR-181 tapoptoza, |proliferacija
hondrocita, 1 MMP2,

TMMP9
miR-146a tapoptoza hondrocita
miR-197 tproliferacija hondrocita
miR-103 1 apoptoza hondrocita
miR-142-5p | apoptoza hondrocita
miR-495 | apoptoza hondrocita,

1 proliferacija hondrocita
miR-93 | apoptoza hondrocita
miR-186 | apoptoza hondrocita
miR-128-3p | apoptoza hondrocita
miR-107 1 proliferacija hondrocita
miR-10a-5p 1 apoptoza hondrocita
miR-21 | apoptoza hondrocita
miR-222 | apoptoza hondrocita
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1.10 MiRNK kao biomarkeri u osteoartritisu

Cirkulirajuce mikroRNK (C-miRNK) molekule su miRNK koje pronalazimo
izvanstani¢no za razliku od miRNK koje funkcioniraju unutar stanice [59]. Dostupne su
za izdvajanje i analizu jer se nalaze u raznim tjelesnim tekuéinama, ukljucujuéi krv,
serum, plazmu, suze, urin i slinu [59, 60]. C-miRNK koriste lipoproteinske komplekse,
Argonaut (AGO) proteine, egzosome, mikrovezikule i nukleofosmin kako bi ostale
stabilne i zasticene od razgradnje RNKaza [59]. Molekule miRNK/c-miRNK reguliraju
viSe od polovice ljudskog genoma stoga patoloski izrazaj specificnin miRNK ili c-
miRNA moze igrati znac¢ajnu ulogu u prepoznavaniju ili lije€enju niza bolesti, ukljuCujuci
osteoartritis [60].

Brojne c-miRNA molekule imaju promijenjenu koncentraciju u tjelesnim tekuc¢inama
pojedinaca s osteoartritisom u usporedbi sa zdravim kontrolama. U hrskavici
zahvacenoj osteoartritisom pronalazimo povecanu koncentraciju, miR-16, miR-20,
miR-30, miR-126, miR-146, miR-184, miR-186 i miR-223 molekula u odnosu na zdravu
hrskavicu i smanjenu koncentraciju miR-140, miR-191, miR-329, miR-342, miR-454,
miR-708, miR-934, miR-27a, miR-let-7a, miR-let-7b [62].

Nadalje, ustanovilo se da koncentracija specificnih c-miRNA u tjelesnim teku¢inama
varira prema stadiju osteoartritisa [62]. Izrazaj miR-24-3p, miR-186-5p, miR-23a-3p,
miR-34a-5p, miR-27b-3p i miR-29c-3p, veca je u kasnim fazama osteoartritisa nego
u ranijim stadijima [62].

U osoba koje boluju od osteoartritisa pronalazimo povisenu koncentraciju miR-146 u
odnosu na zdrave osobe [26, 50]. Za istu molekulu smatra se da ima veoma bitnu
ulogu u procesu propadanja hrskavice i nastanku sinovitisa, a ujedno je jedna od
najvise istraZzivanih molekula s ulogom u etiopatogenezi osteoartritisa [26, 50]. Takoder
jedna od bolje istrazenih molekula u etiologiji osteoartritisa je miR-140, za koju je
dokazan manijiizraZaj u serumu i hrskavici kod osoba koje boluju od osteoartritisa nego
u zdravih kontrolnih osoba, no zanimljiva je zbog svoje potencijalne uloge kao
biomarker osteoartritisa jer regulira neke od enzima koji razgraduju hrskavicu,
uklju€uju¢i ADAMTS5 i MMP-13 [63].
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Sve prethodno navedeno sugerira da bi se miRNK molekule mogle Koristiti kao
biomarkeri za osteoartritis, odnosno da bi se potencijalno mogle koristiti za prognozu,

dijagnozu i lije€enje bolesti.

1.11 MiR-146a

Mir-146a je mikroRNK molekula koja je prisutna u stanicama sisavaca uklju€ujuci i
ljude. Sastoji se od 22 nukleotida te ima vaznu ulogu u upalnim procesima i drugim
procesima prirodenog imuniteta [64]. Poznato je da postoji poremecaj izrazaja iste
molekule u brojnim patoloskim stanjima poput osteoartritisa ili nekih karcinoma [26,
64]. Signalni putevi aktivirani od strane Toll sli¢nih (od. eng. Toll-Like — TL) receptora
dovode do aktivacije brojnih miRNK molekula [64]. Neovisno o vrsti stanice na kojoj se
nalazi TL receptor te neovisno o nacinu stimulacije istog receptora, miR-146a je
molekula koja se najviSe aktivira kod stimulacije navedenog receptora u odnosu na
druge miRNK molekule, §to sugerira na njenu vaznu ulogu u nizvodnim signalnim
putevima nakon aktivacije TL receptora [64]. Aktivacija TL receptora dovodi do
aktivacije IRAK-1 i TRAF6 proteina koji dalje aktiviraju transkripcijski Cimbenik NF- kB
[26, 46, 64]. Isti odlazi u jezgru stanice te se veZe na DNK i poti€e stvaranje proupalnih
citokina poput IL-6, IL-8, IL-18 i TNF-a [64]. Takoder NF- kB potiCe i stvaranje miR-
146a [64]. RNK polimeraza stvara primarnu miR-146a koja se dalje u jezgri obraduje
od strane enzima Drosha u prekursor miR146a odnosno u pre-miR-146a koja dalje
putuje u citoplazmu [64]. U citoplazmi enzim Dicer obraduje pre-miR-146a u miR-146
koja ulazi u multiproteinski RNK — inducirani utiSani kompleks [64]. Navedeni se
kompleks slobodno krece po citoplazmi te se spaja s podudarnom 3 netranslatiranom
regijom (3 UTR) ciline mRNK poput IRAK-1 i TRAF6 te uzrokuje potiskivanje
prevodenja istih gena [64]. Ciljne molekule miR-146 su u in vitro i in vivo uvjetima IRAK-
11 TRAF6 [26, 46, 64]. Djelovanjem na svoje cilie molekuke, IRAK-1 i TRAF6, miR-
146 suprimira nizvodnu aktivacije NF- kB, a taj nacin sprjeCava stvaranje proupalnih
molekula [64].
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Slika 1. Mehanizam djelovanja miR-146a nakon aktivacije TLR4

(Preuzeto iz Saba R, Sorensen DL, Booth SA. MicroRNA-146a: A Dominant, Negative

Regulator of the Innate Immune Response. Front Immunol. 2014,;5:578.)

1.12 Ciljne molekule miR-146a

Znanstveni radovi dokazali su broje ciljne molekule miR-146a (Tablica 6) [65].

Za patofiziologiju OA najbitnije ciline molekule miR-146a su IRAK-1 i TRAF6 koje
utje€u na aktivaciju NF- kB [26, 48, 64]. Iste molekule su zasebno opisane u narednim

poglavljima.
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Tablica 6. Ciljne molekule miR-146a

(Preuzeto iz Labbaye C, Testa U. The emerging role of MIR-146A in the control of

hematopoiesis, immune function and cancer. J Hematol Oncol. 2012;5:13.)

Ciline molekule Vrsta stanice Funkcija
TRAF6, IRAK1 LPS-stimulirani monociti Aktivacija prirodenog imuniteta
IRAK2 VSV inficirani makrofagi Aktivacija prirodenog imuniteta
IL-8, RANTES Alveolarne stanice plu¢nog Aktivacija prirodenog imuniteta
epitela
CCL8 (MCP-2) HIV-inficirane mikroglijalne Aktivacija prirodenog imuniteta
stanice
FADD Aktivirani T limfociti Sprje€avanje apoptoze,
aktivacija steCenog imuniteta
EGF-R Stanice tumora dojke, Proliferacija stanice,
gusterace i Zeluca sprjeCavanje apoptoze
ROCK-1 Stanice karcinoma gusteraCe | Proliferacija stanica, invazija i
metastaziranje
NOTCH-1 Glioblastom Stani¢na proliferacija,
diferencijacija i sprjeCavanje
apoptoze
CXCR4 Stanice leukemije Proliferacija, diferencijacija i
migracija stanice
KLF4 Stanice glatkog misi¢ja Proliferacija stanica glatkog
misicja

Legenda: TRAF6 - eng; tumor necrosis factor associated kinase 6, IRAK1 - eng;
interleukin 1 receptor-associated kinase, LPS - eng; lipoplysaccharide, IRAK2 - eng;
interleukin 2 receptor-associated kinase, IL8 - eng; Interleukin-8, RANTES - eng;
Regulated upon Activation, Normal T Cell Expressed and Presumably Secreted,
CCL8 (MCP-2) - eng; Chemokine (C-C motif) ligand 8, FADD - eng; Fas-associated
death domain protein, EGF-R - eng; epidermal growth factor receptor, ROCK-1 -

eng; rho-associated, coiled-coil-containing protein kinase 1, NOTCH-1 - eng:
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neurogenic locus notch homolog protein 1, CXCR4 - eng; chemokine receptor type

4, KLF4 - eng; Kruppel-like factor 4.

1.12.1 IRAK-1

Kinaza 1 povezana s receptorom interleukina-1 (IRAK-1) je enzim kod ljudi kodiran
genom IRAK1 ) [66]. IRAK-1 igra vaznu ulogu u regulaciji izrazaja upalnih gena od
strane imunoloskih stanica, kao $to su monociti i makrofagi, koji zauzvrat pomazu
imunoloSskom sustavu u eliminaciji bakterija, virusa i drugih patogena. IRAK-1 dio je
obitelji IRAK koja se sastoji od IRAK-1, IRAK-2, IRAK-3 i IRAK-4, a aktiviraju ga upalne
molekule koje se oslobadaju signalnim putevima tijekom patogenog napada [67].
IRAK-1 je klasificiran kao enzim kinaza, koji regulira puteve u urodenom i ste€enom
imunoloSskom sustavu [68]. U prisutnosti stranih patogena, IRAK-1 inducirani signalni
putevi mogu se aktivirati Toll sli€cnim receptorima (TLR) ili receptorima iz obitelji
interleukina-1 (IL-1R) kao odgovor [64]. TLR prepoznaju molekularne uzorke povezane
s patogenom izrazenim na bakterijama, a IL-1R prepoznaju i vezu proupalne citokine
iz obitelji IL-1. TLR i IL-1R posreduju u signalnoj kaskadi koja ukljuéuje vezanje
¢imbenika mijeloicne diferencijacije 88 (od eng. MYeloid Differentiation primary
response 88 - MYD88) na receptor, oligomerizaciju MyD88, aktivaciju IRAK-1,

multimerizaciju IRAK-1 i kona¢no aktivaciju kinaze i daljnju signalizaciju nizvodno [69].

Nakon aktivacija, IRAK-1 se odvaja od svog receptorskog kompleksa. IRAK-1 i TRAF6
zatim se vezu za kinazu 1 koju aktivira transformirajuci ¢imbenik rasta $ (od eng.
Transforming Growth Factor Beta Activated Kinase 1 - TAK1) tvoreéi novi kompleks
[67]. Ovaj kompleks zatim se translocira u citoplazmu gdje se povezuje s ubikvitin
ligazama kao $to su ubikvitin konjugirajuc¢i enzim-13 (od eng. UBiquitin-Conjugating
enzym-13 - UBC-13) i ubikvitin konjugirajuci enzim E2 varijanta 1A (od eng. Ubiquitin-
conjugating Enzyme Variant 1A - UEV-1A), Sto dovodi do ubikvitinacije i razgradnje
TRAF6 [67]. TAK-1 se zatim aktivira i dolazi do fosforilacije kompleksa inhibitora kB
kinaze (od eng. Inhibitory Kappa B Kinase - IKK). Kona¢no, NF-kB se aktivira kako bi

regulirao prepisivanje proupalnih gena [67].
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1.12.2 TRAF6

Cimbenik 6 povezan s receptorom &imbenika nekroze tumora je protein koji posreduje
u Sirokom nizu medudijelovanja protein-protein te posjeduje aktivnost E3 ubikvitin
ligaze [70]. Prvi put identificiran prije gotovo dva desetlje¢a kao posrednik aktivacije
NFkB posredovane IL-1 receptorom (IL-1R), TRAF6 je od tada identificiran kao jedan
od proteina uklju¢enih u nizvodne signalne puteve od viSe obitelji receptora s
imunoregulacijskim funkcijama, ukljucujuci ¢lanove superobitelji TNF receptora (od
eng. Tumor Necrosis Factor Receptor SuperFamily — TNFRSF), obitelji Toll sli¢nih
receptora (TLR), receptora Cimbenika rasta tumora-3 (od eng. Transforming Growth
Factor B Receptor - TGFBR) i receptora T stanica (od eng. T-Cell Receptor - TCR)
[70]. Uz NFkB, TRAF6 takoder moze usmijeravati aktivaciju puteva protein kinaze
aktivirane mitogenom (MAPK), fosfoinozitid 3-kinaze (PI3K) i interferonskog
regulatornog ¢imbenika (od eng. Interferon Regulatory Factor - IRF) [70]. U kontekstu
imunoloskog sustava, signali posredovani TRAF6 pokazali su se kljuénima za razvoj,
homeostazu i/ili aktivaciju B stanica, T stanica i mijeloidnih stanica, ukljuCujuci
makrofage, dendriticne stanice i osteoklaste, kao i za organogenezu timusa i
sekundarnog limfnog tkiva [70]. U viSestrukim stani¢nim kontekstima, funkcija TRAF6
klju€na je ne samo za pravilnu aktivaciju imunoloSkog sustava, veé i za odrzavanje
imunoloSke tolerancije, a noviji su radovi poceli identificirati mehanizme specifi¢ne
regulacije TRAF6 od strane miRNK [70].

1.12.3 NF-«kB

Nuklearni ¢imbenik kB je obitelj proteinskih kompleksa ¢imbenika prepisivanja koiji
kontroliraju prepisivanje DNA, proizvodnju citokina i apoptozu stanica [71]. NF-kB
nalazi se u gotovo svim vrstama Zivotinjskih stanica i ukljuen je u stanicne odgovore
na podrazaje kao Sto su stres, citokini, slobodni radikali, teSki metali, ultraljubiCasto
zraCenje, oksidirani LDL i bakterijski ili virusni antigeni [72]. NF-kB igra klju¢nu ulogu u
regulaciji imunolo$kog odgovora na infekciju. Neadekvatna regulacija NF-kB povezana
je s nastankom odredenih karcinoma, upalnim i autoimunim bolestima, septi¢kim

Sokom, virusnim infekcijama i poremec¢enim razvojem imunolo$kog sustava [71]. NF-
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KB je klju¢an u regulaciji stani¢nih odgovora jer pripada u skupinu brzo djelujucih
primarnih ¢imbenika prepisivanja, tj. onih koji su prisutni u stanicama u neaktivhom
stanju i ne zahtijevaju novu sintezu proteina da bi se aktivirali [73]. To omogucuje NF-
KB da prvi reagira na Stetne podrazaje stanice. Poznati aktivatori NF-kB vrlo su
varijabilni i ukljuCuju reaktivne kisikove vrste (ROS), TNF-a, IL-1B, bakterijske
lipopolisaharide, izoproterenol, kokain, endotelin-1 i ionizirajuce zracenje [73]. Mnogi
bakterijski produkti i stimulacija Sirokog spektra receptora na stani¢noj povrsini dovode
do aktivacije NF-kB i prili€no brzih promjena u izrazaju odredenih gena [71]. Razli€iti
patogeni aktiviraju NF-kB upravo preko TLR receptora, klju€nih regulatora urodenog i
steCenog imunoloSkog sustava, koji se nalaze na stani¢noj stijenci te sluze za

prepoznavanje Stetnih molekula [74].

1.13 Uloga miR-146a u patofiziologiji osteoartritisa

Poznato je da postoji viSe mikroRNK Ciji je izraZzaj poremecen u hrskavici zahvacenoj
osteoartritisom u odnosu na zdravu hrskavicu [27, 28]. Prema vecini studija, miR-146a
je jedna od mikroRNK molekula Ciji je izrazaj dominantno poremecen u tkivima
zglobova zahvacenim osteoartritisom u odnosu na druge mikroRNK [28, 29].
Mehanizam kojim poremecéena regulacija miR-146a utjeCe na nastanak osteoartritisa
jo$ nije potpuno jasan. Smatra se da je osnovna funkcija miR-146a djelovanje
negativnom povratnom spregom na IRAK-1 i TRAF6 koji preko NF-kB proteinskog
kompleksa povecavaju izrazaj proupalnih citokina (IL-6, IL-8, IL-183, i TNF-a) te na taj
nacin pridonose degradaciji hrskavicnog matriksa [26, 46]. Osim ovog najprihvacenijeg
modela utjecaja miR-146a na nastanak osteoartritisa, postoji i neki drugi, od kojih se
jedan ti¢e utjecaja miR-146a na TGF-B singalni put preko Smad 4 proteina (od eng.
Mothers against Decapentaplegic Homolog 4 - SMAD4) [75]. TGF-8 je signalni put koji
ima ulogu u brojnim staniCnim procesima poput stani¢ne diferencijacije, rasta,
migracije, ali i apoptoze [75]. Aktivacijom istog signalnog puta, nizvodno dolazi do
aktivacije SMAD4 proteinskog kompleksa koji odlazi u jezgru te zapocinje prepisivanje
odredenih gena [75]. Provedena je studija koja je istraZivala utjecaj mehanicke ozljede
na nastanak OA u sklopu poremecenog izrazaja miR-146a, VEGF i SMAD4 proteina
[75].
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Rezultati istraZivanja su pokazali da je mehaniCka ozljeda utjecala na vitalnost
hondrocita i zapoCela ranu apoptozu hondrocita [75]. U hondrocitima izloZenim
mehanickoj ozljedi doSlo je do pojatanog izrazaja miR-146a, pojaCane apoptoze
hondrocita, pojaanog izrazaja VEGF i smanjenog izrazaja SMAD4 [75]. S druge
strane, supresija miR-146a izazvala je smanjenje apoptoze hondrocita, pojaan izrazaj
SMAD4 i smanjen izrazaj VEGF [75]. SMAD4 je identificiran kao izravha meta miR-
146a tako Sto sadrzi veznu sekvencu za miR-146a u 3'-netranslatiranoj regiji (3'-UTR)
svoje MRNK. Regulacija VEGF od strane miR-146a je neizravna, preko SMAD4, Ciji
smanjen izrazaj dovodi do povec¢anog izrazaja VEGF, §to dovodi do progresije OA [75].
Rezultati studije su pokazali da je miR-146a prekomjerno izrazen u hondrocitima u
kojima je eksperimentalno izazvana mehaniCka ozljeda, Sto je bilo popraceno
smanjenim izrazajem SMAD4 i povecanim izrazajem VEGF in vitro [75]. Rezultati
studije sugeriraju da je miR-146a uklju¢ena u apoptozu ljudskih hondrocita kao
odgovor na mehanicku ozljedu i da moze doprinijeti mehanickoj ozljedi hondrocita, kao
i patogenezi OA povecanjem razine VEGF te djelovanjem na TGF-f signalni put kroz
ciljanu inhibiciju SMAD4 u hrskavici [75].

1.14 MiR-146a i karcinomi

Mnoge mikroRNK, ukljuCujuéi miR-146a, sudjeluju u sloZzenim molekularnim
mehanizmima ukljuéenim u kontrolu rasta, diferencijaciju i prezZivljavanje stanica,
odnosno u procesima koji su poremeceni prilikom razvoja razli€itih karcinoma [65].
Jedan od prvih karcinoma u kojemu je utvrden poremecen izrazaj miR-146a je
papilarni karcinom tireoidne Zlijezde [76]. Utvrdeno je da izraZaj miR-146a korelira s
incidencijom i prognozom papilarnog karcinoma $titnjace te razina izrazaja miR-146a
utje€e na stani¢nu proliferaciju i migraciju kao i na regulaciju izraZzaja proteina IRAK-1
u stanicama zahvacenim karcinomom [76]. Nadalje, dokazano je da odredeni
jednonukleotidni polimorfizmi miR-146a doprinose razvoju istog karcinoma [76].
Znanstvene studije su dokazale maniji izrazaj miR-146-a u stanicama karcinoma
gusteraCe u usporedbi sa zdravim kontrolama [77]. Povecanje izrazaja miR-146a u
stanicama gusterace zahvacéene karcinomom dovodi do inhibicije izrazaja EGFR i NF-

kB te smanjenog metastatskog potencijala istih stanica [77]. U stanicama karcinoma
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dojke prevladava poremecena aktivnost NF-kB $to dovodi do agresivnhog ponasanja
ovog tumora, a induciran pojacan izrazaj miR-146a u takvih stanica smanjuje invazivni

potencijal tumora [78].

Izrazaj miR-146a u tkivu prostate zahvacene karcinomom je znacajno smanjen u
odnosu na zdravo tkivo prostate [79]. Povecanje izrazaja miR-146a u androgen-
neovisnoj stani¢noj liniji karcinoma prostate rezultira znacajnim smanjenjem stani¢ne
proliferacije, invazije i metastaziranja u koStanu srz. Isti u€inak najvjerojatnije je

posredovan djelovanjem na protein serin/treonin kinazu 1 [79].

Poremecana regulacija miR-146a doprinosi razvoju glioma, djelovanjem na homologni
protein 1 neurogenog lokusa (od eng. Neurogenic Locus Notch Homolog Protein 1 -
NOTCHA1), signalni put koji ima vaznu ulogu u mehanizmu razvoja mozdanih stanica
[80]. Odredeni jednonukleotidni polimorfizmi prekursorske molekule miR-146a
pridonose razvoju glioma te imaju prognostiCku ulogu [80]. Znanstveni radovi su
potvrdili ulogu miR-146a u supresiji tumora mijelo-limfoidnih stanica [81, 82]. Smanjen
izrazaj miR-146a stvara sklonost za nastanak mijelo-limfoidnih karcinoma [81, 82].
Potencijalna deregulacija miR-146a je istraZzena u brojnih kroni¢nih limfocitnih
leukemija te je utvrden poremecen izrazaj brojnih mikroRNK uljuCujuci i miR-146a.
Takoder, u akutnoj mijeloi¢noj leukemiji utvrden je smanjen izrazaja miR-146a u
odnosu na zdrave kontrole [83]. U nekim mijelodisplasti¢nim sindromima odredeni
genetski mehanizam izravno utjeCu na smanjen izrazaj miR-146a [84]. Kod
mijelodisplasti¢énog 5g-sindroma, delecija kromosoma 5q utjeCe na gubitak dvije
mMiRNK, miR-145 i miR-146a [84]. Funkcionalni pokusi su potvrdili da zbog navedenog
dolazi do trombocitopenije i neutropenije, $to je glavno obiljezje navedenog sindroma
[84]. 1zraZaj miR-146a istrazen je i u kroni¢noj mijeloi¢noj leukemiji i to promjene u
njezinom izraZaju koje se javljaju nakon lijecenja imatinibom [85]. Utvrdeno je da su
razine miR-146a u stanicama zahvacenim kronicnom mijeloichom leukemijom
znacajno smanjene u usporedbi sa stanicama kontrola [85]. Zanimljivo je da se nakon
terapije s imatinibom razine miR-146a, kao i razine miR-150, progresivno povecavaju
do uspostavljanja normalne razine izraZzaja nakon 14 dana terapije [85]. Niz studija
pokazao je da postoji poremeéen izrazaj miR-146a u odredenim tipovima limfoma,
narocito medu limfomima prirodno ubilackih stanica [86]. Studija provedena na ovom

limfomu je dovela do zaklju¢ka da miR-146a smanjuje regulaciju NF-kB aktivnosti kroz
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regulaciju TRAF6 i funkcionira kao tumor supresor koji ima snazne prognosticke

implikacije kod takvih limfoma [86].
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi potencijalnu povezanost pojedinog miR-146a

rs2910164a (G>C) jednonukleotidnog polimorfizama s moguéom predispozicijom za

nastanak OA kuka i koljena.

Specifi€ni ciljevi su:

utvrditi postoji li statistiCki znacajna razlika u€estalosti pojedinih miR-146a SNP
rs2910164 (G>C) genotipova izmedu zdrave populacije i osoba koje boluju od
OA koljena odnosno kuka,

ukoliko se pronade statistiCki znaCajna razlika izmedu ispitanika i kontrola,
utvrditi preko statisticke obrade je li razlika pokazatelj mogucée povezanosti
poput zastite ili sklonosti,

proSiriti saznanja prethodnih studija na nacdin da utvrdimo potencijalnu
povezanost pojedinih miR-146a, SNP rs2910164 (G>C) genotipova s
pojedninim IL6 SNP rs1800795 (C>G), TLR10 SNP rs11096957 (C>T) TNF- q,
NP rs1800629 (C>T) genotipovima radi moguce povezanosti kombinacija
odredenih genotipova s predispozicijom na nastanak OA koljena ili kuka,

u slu¢aju da pronademo statisti¢ki zna€ajnu razliku u ucestalosti odredenih
kombinacija genotipova izmedu kontrola i bolesnika utvrditi preko testa omjera
razlike dovodi li kombinacija odredenih genotipova do vecée predispozicije za
nastanak OA kuka odnosno koljena u odnosu na predispoziciju koju uzrokuju
izolirani genetski rizi€ni ¢imbenici [IL6 SNP rs1800795 (C>G), TLR10 SNP
rs11096957 (C>T) i TNF- a SNP rs1800629 (C>T)].
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3. ISPITANICI | METODE

Bolesnici uklju€eni u studiju imali su uznapredovali stadij primarnog OA (POA) kuka ili
primarnog OA koljena te indikaciju za operaciju zamjene zgloba, tj. totalnu
aloartroplastiku kuka, parcijalnu aloartroplastiku koljena ili totalnu aloartroplastiku
koljena. Uzorkovanje krvi bolesnika provedeno je u dva navrata. Prvo uzorkovanje od
500 bolesnika je provedeno u periodu 17. 1. - 28. 11. 2008. g. u Klinici za ortopediju i
traumatologiju Lovran, a drugo od 200 bolesnika provedeno je u periodu 2. 5. 2022. —
9. 11. 2022. godine u istoj ustanovi. Dijagnoza POA koljena i kuka utvrdena je klinicki
i radiolo8ki. Klinicki kriteriji uklju€ivali su kriterije Americkog koledZa za reumatologiju
za dijagnozu i Klasifikaciju OA koljena i kuka te Western Ontario and McMaster
Universities' Osteoarthritis (WOMAC) indeks. Radioloski kriterij za postavljanje
dijagnoze OA koljena i kuka bila je Kellgren-Lawrence ljestvica.

Studija je obuhvatila 609 bolesnika, od ¢ega 312 bolesnika s POA kuka. 196 bolesnika
s POA kuka bile su Zzene (63%), a 116 bolesnika muskarci (37%). Prosjecna dob
bolesnika s POA kuka bila je 68,12 godina, standardna devijacija (SD) = 8,73, raspon:
31-87 godina. Prosje¢na dob bolesnica s POA kuka bila je 69,36 godina, raspon: 31-
87 godina, a srednja dob muskaraca bila je 65,51 godina, raspon: 38-83 godine.
Preostalih 297 ispitanika uklju¢enih u ovu studiju su bolesnici s POA koljena, od ¢ega
je 204 Zena i 93 muskarca. Prosje¢na dob bolesnika s POA koljena bila je 69,97
godina, SD = 7,19, raspon: 48-86 godina. Prosje¢na dob bolesnica s POA koljena bila
je 69,79 godina, raspon: 48-86 godina. ProsjeCna dob muskaraca s POA koljena bila
je 69,78 godina, raspon: 53-85 godina.

Kontrolnu skupinu Cinilo je 656 zdravih osoba od kojih su vecina bili dobrovoljni
darivatelji krvi, a ostatak medicinsko osoblje Klini¢kog Bolni¢kog Centra (KBC) Rijeka.
Zene su &inile 157 (24%) zdravih kontrola, dok su 499 (76%) zdravih kontrola bili
muskarci (srednja dob = 41,65 godina, SD = 11,31, raspon: 19-91 godina). Kontrolna
skupina ispitanika bila je ukljuCena u ispitivanje nakon $to su ispunili posebno
pripremliene upitnike kojima se iskljuCilo prisustvo zglobno-kostanih oboljenja
(odsustvo kroni¢ne boli, otekline, ukoCenosti i slabog opseg pokreta). RadioloSka
analiza (RTG) koljena i kukova u kontrolnoj skupini nije ucinjena zbog eti¢kih i

financijskih ograni¢enja. Nakon klini¢ke evaluacije i pisanog informiranog pristanka za
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davanje krvi u svrhu znanstvenog istraZivanja, uzorci krvi kontrolne skupine uzeti su i
¢uvani u Klinickom zavodu za transfuzijsku medicinu, KBC Rijeka, Hrvatska.

IstraZivanje su odobrili Eticko povjerenstvo Klinike za ortopediju i traumatologiju
Lovran, Hrvatska; EtiCko povjerenstvo Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Rijeci,

Hrvatska i EtiCko povjerenstvo KBC Rijeka, Hrvatska.

3.1 Klinicki i radioloski kriteriji za postavljanje dijagnoze osteoartritisa koljena i
kuka

Ova studija koristila je sljedece kliniCke kriterije za dijagnosticiranje OA koljena i kuka:
» smjernice AmeriCkog koledZa za reumatologiju za dijagnosticiranje i klasifikaciju
osteoartritisa koljena i kuka [17],

* indeks osteoartritisa (WOMAC) koji su razvili SveuciliSta Western Ontario i McMaster,
a koristi se za kvantificiranje boli, funkcionalne aktivnosti i ukoCenosti zglobova kod
osoba s OA koljena ili kuka [17],

+ Kellgren-Lawrenceova ljestvica za radiografsku procjenu uznapredovalosti

osteoartritisa koljena ili kuka [17].

3.2 Kiriteriji ukljuéivanja i isklju€ivanja u istrazivanje

3.2.1 Kriteriji uklju€ivanja u istrazivanje

Klini¢ki i radioloski utvrdena dijagnoza primarnog OA kuka ili koljena prema navedenim
smjernicama:

o indikacije za ugradnju totane endoproteze (TEP) koljena (za bolesnike s
uznapredovalim oblikom OA koljena) sukladne smjernicama konsenzusa Nacionalnog
instituta za zdravlje (od eng. National Institutes of Health - NIH) o indikacijama za
ugradnju TEP koljena [87],

o indikacije za ugradnju TEP kuka koje smo koristili u naSem istraZivanju bile su

sukladne smjernicama konsenzusa Nacionalnog instituta za zdravlje (NIH) o
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indikacijama za ugradnju TEP kuka, a koje uklju€uju bol u zglobu kuka te funkcionalna
ogranicenja [87],

o potpisan informirani pristanak da se, uslijed dijagnostickih ili terapijskih
postupaka, uzeta periferna venska krv moze koristiti u znanstvene svrhe, tj. u svrhu

ovog istrazivanja.

3.2.2 Kriteriji isklju€ivanja iz istraZivanja

Kriteriji isklju€ivanja iz istrazivanja bili su slijededi:

o pocetni ili uznapredovali oblik primarnog OA koljena ili OA kuka kod kojeg nije
indicirano lije€enje ugradnjom endoproteze,

. odbijanje potpisivanja informiranog pristanka o sudjelovanju u ovom
istrazivanju,

o reumatoidni artritis (RA) zgloba koljena ili kuka,

o svi sekundarni oblici OA koljena ili OA kuka.

3.3 Metode

Skupljanje uzoraka periferne venske krvi ispitanika

Od svakog bolesnika s uznapredovalim oblikom primarnog OA koljena ili kuka
ukljuéenog u ovo istrazivanje, a nakon potpisivanja informiranog pristanka,
venepunkcijom je uzeto 10 ml periferne venske krvi tijekom izvodenja indiciranih
operacijskih zahvata. Uzorci periferne venske krvi pohranjeni su u 2 epruvete s EDTA
(etilendiamintetraoctena kiselina) u volumenu od 5 ml periferne venske krvi u svakoj
epruveti. Nakon uzimanja uzoraka krvi od svakog bolesnika, epruvete su oznaCene
Sifriranim brojem prethodno odredenim za svakog bolesnika koji je uklju¢en u ovo
istrazivanje (Sifrarnik i Sifre pod kojima se vodi svaki bolesnik uklju€en u istrazivanje
poznati su samo istraziva¢ima uklju€enim u ovo istrazivanje) i potom pohranjene u
ledenicu na temperaturi do - 86°C u Klinici za ortopediju i traumatologiju Lovran.
Izolacija genomske DNK uzoraka iz 2008. god. uc€injena je pri Zavodu za fiziologiju i
imunologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Rijeci metodom isoljavanja (od eng.

salting out). lzolacija genomske DNK uzoraka iz 2022 godine ucinjena je pri Zavodu
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za molekularnu medicinu Instituta Ruder Boskovi¢ u Zagrebu isto metodom isoljavanja.
U suradnji s Imunogenetskim odjelom (od 2012.g.: Molekularno-genetski odjel) Zavoda
za oralnu biologiju StomatoloSkog fakulteta Univerziteta u Oslu analizirani su toCkasti

polimorfizmi gena svih uzoraka.

3.3.1 Izolacija genomske DNK iz periferne venske krvi za lan€anu reakciju polimeraze

Uzorci periferne venske krvi bolesnika s OA kuka ili koljena uzeti su tijekom ugradnje
PEP ili TEP koljena, odnosno TEP kuka. Izolirana je genomska DNK. Genomska DNK
zdravih davatelja krvi izolirana je metodom isoljavanja pomoc¢u komercijalno

dostupnog kita (Qiagen GmbH, Hilden, Germany).

3.3.2 Genetska analiza izolirane genomske DNK i lan€ana reakcija polimeraze

Za lanCanu reakciju polimerazom (od eng. Polymerase Chain Reaction - PCR),
genomska DNK izolirana je iz periferne venske krvi bolesnika i kontrola pomocu
reagensa DNKzol® BD (Invitrogen Corporation, Carlsbad, Kalifornija, SAD), kao §to je
prethodno spomenuto. Svi uzorci DNK podvrgnuti su PCR metodom TagMan prema
uputama proizvodaca (Applied Biosystems, Agilent Technologies). PCR reakcije imale
su konacni volumen od 5 mikrolitara (ul) po jednom uzorku, 50 ciklusa amplifikacije
uzorka i sastojale su se od (i) 2,5 pl 2x MasterMix (Agilent tehnologije; koji sadrzi pufer
za Taq DNK polimerazu i enzim Tag DNK polimerazu koji treba inkubaciju na 95°C
tijekom 10 minuta za aktivaciju), (ii) 2 pl otopine DNK (5-50 ng DNK), (iii) 0,5 pl 10X
Tagman SNP test genotipizacije za rs2910164 (G > C) (Applied Biosystems; koji sadrzi
prednju i obrnutu specificnu zacetnicu i sondu za svaki alel SNP-a). Oligonukleotidna
sonda je oznacena gasiteljem na 3' kraju i fluorescentnom reporterskom bojom poput
FAM ili HEX na 5' kraju. Svaki ciklus se sastoji od po¢etne inkubacije na 95°C u trajanju
od 10 minuta, nakon ¢ega slijedi 15 sekundi na 95°C i 1 minuta na 60°C. Genotipizacija
je provedena kvantitativnom Tagman PCR metodom u stvarnom vremenu za alel-
specificnu detekciju koristenjem komercijalno dostupnih kompleta za umnozavanje

(Life technology, Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD). Sustav za detekciju
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osjetljiv na svjetlost uredaja Mx3005P PCR (Agilent, Stratagene, La Jolla, CA, SAD)

koristen je za procjenu fluorescencije tijekom 40-50 ciklusa PCR-a.
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4. REZULTATI

U studiji je istrazena ucestalost miR-146a (rs2910164) toCkastog polimorfizma u
bolesnika s osteoartritisom koljena, kuka i kontrolne skupine, nakon €ega je utvrdeno
postoji li statisticki znaCajna razlika u ucestalosti istih genotipova i alela izmedu
navedenih skupina ispitanika.

Tablica 7 prikazuje u€estalost genotipova i alela za miR-146a SNP rs2910164 (G>C)
u osoba koje boluju od OA koljena i kontrolne skupine te statistiCcku analizu rezultata
[88].

Statistickom obradom nije pronadena statistiCki znacCajna razlika u ucestalosti

navedenih genotipova i alela izmedu dvije navedene skupine.

Tablica 8 prikazuje u€estalost genotipova i alela za miR-146a SNP rs2910164 (G>C)

u osoba koje boluju od OA kuka i kontrolne skupine te statisticku analizu rezulta [88].

Statistictkom obradom nije pronadena statisticki znacajna razlika u ucestalosti

navedenih genotipova i alela izmedu dvije navedene skupine.

Prije ove studije provedene su dvije studije na istom genetskom materijalu koji smo i
mi Koristili te smo iz istih studija dobili podatke za IL6 (rs1800795, C>G), TLR10
(rs11096957, C>T) i TNF-a (rs1800629, C>T) genotipove za vecinu nasih ispitanika
[88,89]. S obzirom na to, analizirali smo potencijalnu povezanost pojedinih miR-146a
SNP rs2910164 (G>C) genotipova s pojedinim IL6 SNP rs1800795 (C>G), TLR10 SNP
rs11096957 (C>T) i TNF-a SNP rs1800629 (C>T) genotipovima radi moguce
povezanosti kombinacija odredenih genotipova sa sklono$¢u za nastanak OA koljena
ili kuka [88].

Potencijalnu povezanost navedenih genotipova pokusali smo pronaci na nacin da smo
osobe oboljele od OA koljena, OA kuka i kontrolnu skupinu podjelili u 18 skupina prema

kombinaciji genotipova

. miR-146a SNP rs2910164 (G>C) GG i IL6 (rs1800795, C>G) CC genotip
. miR-146a SNP rs2910164 (G>C) GG i IL6 (rs1800795, C>G) GC genotip
. miR-146a SNP rs2910164 (G>C) GG i IL6 (rs1800795, C>G) GG genotip
. miR-146a SNP rs2910164 (G>C) GC i IL6 (rs1800795, C>G) CC genotip
. miR-146a SNP rs2910164 (G>C) GC i IL6 (rs1800795, C>G) GC genotip

a A WO N -
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6. miR-146a SNP rs2910164 (G>C) GC i IL6 (rs1800795, C>G) GG genotip

7. miR-146a SNP rs2910164 (G>C) GG i TLR10 (rs11096957, C>T) CC genotip
8. miR-146a SNP rs2910164 (G>C) GG i TLR10 (rs11096957, C>T) CT genotip
9. miR-146a SNP rs2910164 (G>C) GG i TLR10 (rs11096957, C>T) TT genotip
10 miR-146a SNP rs2910164 (G>C) GC i TLR10 (rs11096957, C>T) CC genotip
11. miR-146a SNP rs2910164 (G>C) GC i TLR10 (rs11096957, C>T) CT genotip
12. miR-146a SNP rs2910164 (G>C) GC i TLR10 (rs11096957, C>T) TT genotip
13. miR-146a SNP rs2910164 (G>C) GG i TNFA (rs1800629, C>T) CC genotip
14. miR-146a SNP rs2910164 (G>C) GG i TNFA (rs1800629, C>T) CT genotip
15. miR-146a SNP rs2910164 (G>C) GG i TNFA (rs1800629, C>T) TT genotip
16. miR-146a SNP rs2910164 (G>C) GC i TNFA (rs1800629, C>T) CC genotip
17. miR-146a SNP rs2910164 (G>C) GC i TNFA (rs1800629, C>T) CT genotip
18. miR-146a SNP rs2910164 (G>C) GC i TNFA (rs1800629, C>T) TT genotip

Potom smo usporedili u¢estalost pojedinih kombinacija genotipova skupine ispitanika
s OA koljena i zdravih kontrola te skupine s OA kuka i zdravih kontrola.
StatistiCki znac¢ajnu razliku nasli smo izmedu grupe s OA kuka i zdravih osoba za 3. i

15. skupinu kombinacije genotipova (Tablica 9 i 10).

Prethodna studija koristila je istih 255 bolesnika s osteoartritisom kuka i istih 591
kontrola kao i nasa studija te su pronasli statistiCki zna€ajnu povezanost (p=0,006) IL
6 SNP rs1800795 (C>G) GG genotipa sa sklonoS¢u za obolijevanje od osteoartritisa
kuka s omjerom razlike (OR) =1,53 [89].

Ova studija je pokazala da kombinacija miR-146a SNP rs2910164 (G>C) GG genotipa
s IL6 SNP rs1800795 (C>G) GG genotipom kod istog pojedinca dovodi do vece
sklonosti za obolijevanje od osteoartritisa kuka (OR=2.37) u odnosu kad bolesnik ima
samo IL6 SNP rs1800795 (C>G) GG genotipa bez miR-146a SNP rs2910164 (G>C)
GG genotipa (OR = 1,53) [89].

Studija koja je istrazivala mogucu povezanost genotipova TNF-a SNP rs1800629
(C>T) i obolijevanja od OA kuka s istih 225 bolesnika s osteoartritisom kuka i istih 554

kontrolne skupine kao i na8a prona$la je statistiCki znaCajnu (p=0,02) povezanost
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genotipa TNF-a SNP rs1800629 (C>T) TT sa sklonoS¢u za nastanak primarnog
osteoartritisa kuka s OR 2,56 [90].

Ova studija je pokazala da kombinacija miR-146a SNP rs2910164 (G>C) GG genotipa
s TNF-a SNP rs1800629 (C>T) TT genotipom kod istog pojedinca dovodi do vece
sklonosti za obolijevanje od osteoartritisa kuka (OR=3.03) u odnosu kad bolesnik ima
samo TNF-a SNP rs1800629 (C>T) TT genotip bez miR-146a SNP rs2910164 (G>C)
GG genotipa (OR = 2.56) (Tablica 10) [90].

Statistickom obradom nije utvrdena statistiCki znaCajna razlika uCestalosti niti jedne
kombinacije genotipova miR-146a s TLR 10 u osoba oboljelih od OA kuka ili koljena i
kontrolne skupine (Tablica 11) [88].

Tablica 7. Analiza povezanosti jednonukleotidnih polimorfizama miR-146a rs2910164
G>C s primarnim osteoartritisom koljena.

(Preuzeto iz Tudor K, Baranasic J, Knezevic J i sur. Indirect influence of microRNA-
146a on the association of IL-6 and TNF-a genetic polymorphisms with the increased
risk of hip osteoarthritis. J Orthop Res 2024;42(7):1482-9.)

Ucestalost Ucestalost
alela genotipova
rs2910164 KOA SNP KOA
MiR- Kontrole MiR- Kontrole
SNP G>C bolesnici p OR 95%Cl Sklonost G>C | bolesnici p OR 95%ClI Sklonost
146a N=1312 146 N=656
N=594 N=297
0,766 0.753 0.855- 0.569 0.559 0.788-
1. G 0.542 | 1.073 - nm GG 0.783 | 1.040
(455) (988) 1.348 (169) (367) 1.371
0,234 0.247 0.742- 0.393 0.387 0.777-
2. C 0.542 | 0.932 - GC 0.843 | 1.029
(139) (324) 1.170 (117) (254) 1.362
0.037 0.053 0.342-
2/2 CcC 0.276 | 0.682
(11) (35) 1.363

Legenda: Cl—eng. Confidence Interval, KOA — eng. Knee ostearthritis, OR — eng. Odds ratio, SNP — eng. Single nucleotide polymorphism
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Tablica 8. Analiza povezanosti jednonukleotidnih polimorfizama miR-146a rs2910164

G>C s primarnim osteoartritisom kuka.

(Preuzeto iz Tudor K, Baranasic J, Knezevic J i sur. Indirect influence of microRNA-

146a on the association of IL-6 and TNF-a genetic polymorphisms with the increased
risk of hip osteoarthritis. J Orthop Res 2024;42(7):1482-9.)

Ucestalost Ucestalost
alela genotipova
rs2910164 HOA SNP HOA
MiR- Kontrole MiR- Kontrole
SNP G>C bolesnici p OR 95%Cl Sklonost G>C | bolesnici p OR 95%Cl Sklonost
146a N=1312 146a N=656
N=624 N=312
0.766 0.753 0,858- 0.583 0.559 0.839-
1. G 0,534 | 1.074 - 17 GG 0.483 | 1.102
(478) (988) 1,343 (182) (367) 1.448
0.234 0.247 0,745- 0.365 0.387 0.689-
2. C 0.534 | 0,931 - Y2 GC 0.514 | 0.911
(146) (324) 1,165 (114) (254) 1.204
0.053 0.053 0.522-
2/2 CcC 0.893 | 0.959
(16) (35) 1.761
Legenda: Cl - eng. Confidence interval, HOA — eng. Hip ostearthritis, OR — eng. Odds ratio, SNP — eng. Single nucleotide polymorphism
Tablica 9. Analiza povezanosti miR-146a GG genotipa i jednonukelotidnog
polimorfizma IL6 rs1800795 C>G s primarnim osteoartritisom kuka.
(Preuzeto iz Tudor K, Baranasic J, Knezevic J i sur. Indirect influence of microRNA-
146a on the association of IL-6 and TNF-a genetic polymorphisms with the increased
risk of hip osteoarthritis. J Orthop Res 2024;42(7):1482-9.)
Bolesnici i kontrole s mir-146a GG genotipom
Ucestalost Ucestalost
alela genotipa
HOA rs1800795 HOA
rs1800795 Kontrole Kontrole
IL6 bolesnici p OR 95%CI Sklonost IL6 SNP C>G | bolesnici p OR 95%Cl Sklonost
SNP C>G N=608 N=304
N=252 N=126
1.240- CcC 1.553-
1. C 173 343 0.001 | 1.629 Sklonost 17 64 92 0,000056 | 2.379 Sklonost
2.308 3.644
0.433- 0.330-
2. G 79 265 0.001 | 0.591 Zastita 1/2 CG 45 159 0.002 0.507 Zastita
0.806 0.778
2/2 GG 17 53

Legenda: Cl - eng. Confidence interval, HOA — eng. Hip ostearthritis, OR — eng. Odds ratio, SNP — eng. Single nucleotide polymorphism
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Tablica 10. Analiza povezanosti miR-146a GG genotipa i jednonukelotidnog

polimorfizma TNF- a rs 1800629 C>T s primarnim osteoartritisom kuka.

(Preuzeto iz Tudor K, Baranasic J, Knezevic J i sur. Indirect influence of microRNA-

146a on the association of IL-6 and TNF-a genetic polymorphisms with the increased
risk of hip osteoarthritis. J Orthop Res 2024;42(7):1482-9.)

Bolesnici i kontrole s mir-146a GG genotipom

Ucestalost alela

Ucestalost genotipova
rs rs
HOA Kontrole HOA
TNF- 1800629 . TNF- | 1800629 = Kontrole 95%
bolesnici N=278 p OR 95%Cl Sklonost bolesnici p OR Sklonost
a C>T a C>T N=278 Cl
N=124 N=124
0.43 0.444
1 C 206 491 0.043 0.65 0' 99- Zastita 7 CcC 91 220 0.203 0.72 - -
’ 1.189
101 0.623
2 T 42 65 0.043 1.54 2' 34- Sklonost 1/2 CT 24 51 0.89 1.06 - -
’ 1.823
11.—
212 TT 9 7 0.025 3.03 Sklonost
8.33
Legenda: Cl-eng. Confidence interval, HOA — eng. Hip ostearthritis, OR — eng. Odds ratio, SNP — eng. Single nucleotide polymorphism
Tablica 11. Analiza povezanosti miR-146a GG genotipa i jednonukelotidnog
polimorfizma TLR10 rs11096957 SNP A>C s primarnim osteoartritisom kuka.
(Preuzeto iz Tudor K, Baranasic J, Knezevic J i sur. Indirect influence of microRNA-
146a on the association of IL-6 and TNF-a genetic polymorphisms with the increased
risk of hip osteoarthritis. J Orthop Res 2024;42(7):1482-9.)
Ucgestalost alela UcCestalost genotipova
rs11096957 HOA SNP HOA
Kontrole TLR10 kontrole
TLR10 SNP A>C bolesnici OR 95%Cl | Sklonost Bolesnici p OR 95%Cl | Sklonost
N=606 A>C N=303
N=240 N=120
0.566 0.523 1.192 | 0.882- 0.333 0.247. 1.520 | 0.959- | Pozitivni
1. A 0.252 7 AA 0.074
(136) (317) 1.611 (40) (75) 2.409 trend
0.433 0.476 0.839 | 0.621- 0.466 0.551 0.466-
2. C 0.252 Y AC 0.117 | 0.713 -
(104) (289) 1.133 (56) (167) 1.089
0.2 0.201 0.585-
2/2 CcC 0.976 | 0.992 -
(24) (61) 1.682
Legenda: HOA — eng. Hip ostearthritis, OR — eng. Odds ratio, Cl — eng. Confidence interval, SNP — eng. Single nucleotide polymorphism
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5. RASPRAVA

Uloge razlicitih polimorfizama mikroRNK gena u patofiziologiji osteoartritisa jo$ nisu
razjasSnjene. Brojne miRNK molekule imaju ulogu u razli€itim imunoloSkim signalnim
putevima. Neke od istih molekula upletene su u procese degradacije hrskavi¢nog
matriksa, dok neke mMIRNK molekule imaju zastitno djelovanje na hrskavicu.
IstraZivanja su pokazala da postoji poremecen izrazaj miR-146a u tkivima zahvacenim
osteoartritisom [28, 29]. Nadalje, izraZaj brojnih proupalnih citokina kontroliran je od
strane miR-146a, Sto ukazuje na njenu potencijalnu ulogu u kroni¢noj upali i
degenerativnim procesima hrskavice zahvacene osteoartritisom [26, 43, 64]. MiR-
146a je upletena u kontrolu apoptoze u ljudskih hondrocita induciranu od strane IL-13
kroz NF- kB signalni put [28]. Smatra se da miR-146a svoj osnovni ucinak u procesu
osteoartritisa ostvaruje postranskripcijskom inhibicijom izrazaja IRAK-1 i TRAF6, gena

koji potiCu upalu i degradaciju hrskavice [26, 43, 64].

Dokazano je da toCkasti polimorfizmi miRNK gena utje€u na izrazaj ciljnih gena
miRNK. Na taj nacin sudjeluju u etiopatogenezi brojnih bolesti. Do sada nije pronadena
izravna povezanosti jednonukleotidnog polimorfizama rs2910164 (G > C) miR-146a
gena s obolijevanjem od OA [26,43,46].

NaSa studija analizirala je ulestalost pojedinih miR-146a SNP rs2910164 (G>C)
jednonukleotidnih polimorfizama u bolesnika koji boluju od OA i zdravih kontrola, a u
svrhu utvrdivanja potencijalne povezanosti istog genotipa s predispozicijom za
obolijevanje od OA koljena ili kuka [88]. Nismo prona$li nikakvu izravnu povezanost s
boleS¢u. Medutim, prilikom analize kombinacija odredenih genotipova utvrdili smo
povezanost dvije kombinacije genotipova s pove¢anom sklonoS¢u za obolijevanje od
OA kuka [88].

NaSa analiza pokazala je da kombinacija miR-146a SNP rs2910164 (G>C) GG
genotipa s IL6 SNP rs1800795 (C>G) GG genotipom kod istog pojedinca dovodi do
vece sklonosti za obolijevanje od osteoartritisa kuka (OR=2.37) u odnosu kad je osoba
nosilac samo IL6 SNP rs1800795 (C>G) GG genotipa bez miR-146a SNP rs2910164
(G>C) GG genotipa(OR = 1,53) [88].

Takoder naSa analiza pokazala je da kombinacija miR-146a SNP rs2910164 (G>C)
GG genotipa s TNF-a SNP rs1800629 (C>T) TT genotipom kod istog pojedinca dovodi
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do vece sklonosti za obolijevanje od OA kuka (OR=3.03) u odnosu kad bolesnik ima
samo TNF-a SNP rs1800629 (C>T) TT genotip bez miR-146a SNP rs2910164 (G>C)
GG genotipa(OR = 2.56) [88]. Zaklju¢no, mozemo rec¢i da miRNK-146a SNP
rs2910164 GG genotip viSestruko povecava rizik obolijevanja od OA kuka kod nositelja
"TT" TNF-a SNP (rs1800629) i "GG" IL6 SNP (rs1800795) genotipova.

Ovi rezultati ukazuju da smo u multifaktorijalnoj bolesti kao $to je osteoartritis dokazali
prisutnost dodatnog modificirajuéeg cimbenika koji pridonosi ukupnom riziku
obolijevanja od primarnog osteoartritisa kuka. Nismo prona$li takvu korelaciju s
primarnim osteoartritisom koljena, $to ukazuje da ova dva zgloba — kuk i koljeno mogu

imati razliCite ¢imbenike rizika obolijevanja od OA.

Za sada postoje dvije znanstvene studije koji su pokuSale pronaci povezanost
pojedinih miR-146a SNP rs2910164 (G>C) genotipa sa sklonoSc¢u za obolijevanje od
OA koljena [28,46]. Prva studija u€injena je na bolesnicima koji boluju od OA koljena
(n=950) i kontrolama (n=738) Grckog porijekla, a objavljena je 2020. godine [28].
Zaklju€ak studije je da ispitanici oboljeli od osteoartritisa koljena, koji su nosioci
rs2910164-GC ili CC genotipa, nemaju povecan rizik za obolijevanje od OA u

usporedbi s nosiocima GG genotipa.

Od 18 ispitanika uklju¢enih u navedenu studiju [28], tijekom operacijskog zahvata
ugradnje totalne endoproteze koljena uzeti su uzorci hrskavice kondila femura te je
ista hrskavica koriStena za utvrdivanje izrazaja miR-146a, IRAK-1, TRAF6, ADAMTSS5,
MMP-13, IL-6, IL-18 i TNF-a u hondrocitima zahvaéenim osteoartritisom [28]. Analiza
je pokazala da u hondrocitima nositelja GC genotipa postoji maniji izrazaj miR-146a te
veli izrazaj IRAK-1, TRAF6, MMP-13, IL-6 i IL-13 u odnosu na nositelje GG genotipa
[28]. Kontradiktorni rezultati genetske analize i analize izraZaja u hondrocitima su mogli
nastati zbog malog broja uzoraka hrskavice (n=18), ali i zbog analize samo jednog
tkiva zgloba odnosno hrskavice, a ne drugih dijelova zgloba poput sinovijalne ovojnice,
koja je takoder zahvacena boleS¢u.

S obzirom da smo nasim istrazivanjem dokazali neizravnu povezanost miR-146a SNP
rs2910164 GG genotipa s osteoartritisom kuka, u buduénosti bilo bi zanimljivo ispitati
izrazaj prethodno navedenih molekula (MMP-13, IL-6 i IL-18) u hrskavici kuka

zahvacenoj osteoartritisom u nositelja GG, GC i CC genotipova s ciljem utvrdivanja

38



potencijalne razlike u izrazaju proupalnih i protuupalnih ¢imbenika izmedu razlicitih

genotipova.

Druga studija ovakvog tipa provedena je na Meksi¢koj populaciji 2021. godine, a u
istraZivanju je bilo uklju¢eno 310 bolesnika s osteoartritisom koljena i 379 zdravih
kontrola [46]. Studija je istraZivala potencijalnu povezanost izmedu dvije funkcionalne
varijante miR-146a gena (SNP-ovi rs2910164 i rs57095329) i osteoartritisa koljena
[46]. Takoder, u studiji je uCinjena stratifikacija rezultata prema spolu i radiolo$kim
stadijima osteoartritisa [46]. U nosioca rs2910164 CC genotipa uoCen je trend
povecanog rizika u Zzena s 2. i 4. stadijem osteoartritisa i trend smanjenog rizika u
muskaraca s 4. stadijem osteoartritisa [46]. Prva studija provedena na Gr&koj populaciji
nije stratificirala rezultate prema spolu, tako da je ova studija na Meksi¢koj populaciji
to prva ucinila. Poznato je da osteoartritis ¢eS¢e zahvaca zZenski spol kao i RA kod
kojeg je dokazana pozitivna povezanost miR-146 rs2910164 GG genotipa s
obolijevanjem od RA u Zena, dok je u muskaraca dokazana negativna povezanost [91].
Poznato je i da postoji razlika u izraZaju proupalnih citokina poput IL-1q, IL-3, IL-12,
IL-16, IL-18 i TNF-a u Zena koje boluju od OA u odnosu na muski spol [92]. S obzirom
na razliku u izrazaju proupalnih citokina medu spolovima, moguca je i potencijalna
razlika medu spolovima u izraZzaju upalnih medijatora poput miR-146a. S obzirom da
rezultati ove studije ukazuju samo na trend razlike izmedu spolova, istu razliku bi
trebalo istraZiti izmedu drugih populacija. Zaklju¢no, studija nije pronasla statisticki
znacajnu razliku u ucestalosti pojedinih miR—146a genotipova izmedu oboljelih od OA
koliena i zdravih kontrola. Poznato je da se genetski rizicni Cimbenici medu
populacijama razliCite narodnosti razlikuju stoga je potrebno istraZivati potencijalne
rizicne ¢&imbenike medu razli€itim populacijama u svrhu stvaranja genetske baze
podataka za kompleksnu bolest kao Sto je osteoartritis. 1z istog razloga nasa studija

ucinjena je na hrvatskoj populaciji.

Sve do nedavno, povezanost miR-146a SNP rs2910164 (G>C) sa sklonoSc¢u za
nastanak primarnog osteoartritisa kuka nije bila istrazena. U studiji objavljenoj 2023.
godine autori su istrazivali potencijalnu povezanost osteoartritisa koljena i kuka s
genetskim polimorfizmima TLR2, TLR3, TLR4, TLR7 i TLR9, miR-146a, miR-155 i
miR-196a-2 [47]. IstraZivanje je provedeno na 95 bolesnika oboljelih od osteoartritisa
koljena (n=34) i kuka (n=61) te kontrolnih ispitanika (n=104). Poput naSe i dvije

prethodne studije, niti ovo istrazivanje nije utvrdilo povezanost jednonukleotidnih
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polimorfizama miR-146a sa sklonoSc¢u za obolijevanje od osteoartritisa koljena, ali i
kuka [26,46,47,88]. Takoder, nije utvrdena povezanost genetskih varijanti TLR2, TLR3,
TLR9 i miR-155 sa sklono$¢u obolijevanja od osteoartritisa [47]. Medutim, otkriveno je
da polimorfizmi u genima TLR4 i TLR7 mogu povecati rizik od OA i da je alel varijante
rs11614913 polimorfizma miR-196a-2 povezan sa smanjenom sklonoS¢u za
obolijevanje od primarnog OA kuka [47]. Nadalje, zaklju¢eno je da modulacija TLR-
ova miRNK-a i mogu biti potencijalna meta za farmakolosku terapiju u lijeCenju OA
[47.

U posljednje 2 godine objavljene su dvije meta-analize u vezi s izrazajem miR-146a i
izrazajem drugih mikroRNK u osteoartritisu [28, 29]. Prva studija, objavljena 2022.
godine, analizirala je izrazaj miR-146a u mononuklearnim stanicama periferne krvi (od
eng. Peripheral Blood Mononuclear Cells - PBMCs), hrskavici, hondrocitima, plazmi,
serumu, sinovijalnoj tekucini i sinoviocitima [28]. Studija je obuhvatila 26 radova
objavljenih u periodu 2010 - 2021. godine. Rezultati su pokazali da je razina izraZzaja
miR-146a u PBMCs bila zna¢ajno viSa u bolesnika s osteoartritisom nego u zdravih
ljudi [28]. Medutim, znacajne razlike nije bilo u plazmi [28]. Razina izraZaja miR-146a
u hrskavicnom tkivu bila je znaCajno ve¢a u bolesnika s osteoartritisom nego u
kontrolama. Medutim, nije bilo zna€ajne razlike u izraZaju iste molekule u hondrocitima
[28]. Na temelju jedne studije, izrazaj miR-146a u sinoviocitima bio je zna€ajno maniji
u bolesnika s OA nego u kontrolnoj skupini [28]. Prema tim rezultatima, autori su
sugerirali da visoki izrazaj miR-146a u PMBCs i tkivu hrskavice predstavlja aktivniji
signalni put NF-kB u bolesnika s osteoartritisom [28]. Nadalje je analizirana
potencijalna razlika u izraZaju miR-146a izmedu Kellgren-Lawrence (KL) podskupina
[28]. Nije pronadena statisticki znaCajna razlika u izrazaju miR-146a izmedu KL

podskupina [28].

Dvije studije ukljuene u meta-analizu analizirale su potencijalnu dijagnostic¢ku korist
od mjerenje izrazaja miR-146a u plazmi [28]. Nije bilo znagajne razlike u razinama
miR-146a u plazmi izmedu bolesnika s osteoartritisom i kontrolne skupine [28]. Stoga
je dijagnosti¢ku korist miR-146a u plazmi potrebno dodatno utvrditi. Trenutacno,
ve€ina studija podrZzava da miR-146a-5p svoj inhibicijski ucinak upale ostvaruje
cilianjem TRAF6 i IRAK-1 gena, odnosno inhibicijom NF-kB signalnog puta [28]. Stoga,
regulacija miR-146a uglavnom ima zastitnu ulogu u razvoju OA. Ovo bi moglo objasniti

visoku razinu izrazaja miR-146a u ranoj fazi OA i nisku razina u kasnoj fazi [28].
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Jednonukleotidni polimorfizam rs2910164 miR-146a, analiziran u dvije od 26 studija
ukljuenih u ovu meta-analizu, nije povezan s povec¢anim rizikom obolijevanja od OA
[28]. Obje meta-analize identificirale su upravo miR-146a kao molekulu koja je
patoloski visoko izrazena u zglobnoj hrskavici zahvacenoj osteoartritisom [28, 29]. lako
prva studija nije pronasla abnormalan izrazaj miR-146a u plazmi, druga studija navodi

poviSen izrazaj iste molekule u krvi oboljelih od OA [28, 29].

NaSe je istrazivanje prvo ovakvog tipa u hrvatskoj (kavkaskoj) populaciji [88]. Sto se
tice uloge gena miR-146a u utjecaju na genetski rizik od primarnog OA koljena, €ini se
da se nasi rezultati slazu sa studijama Papathanasioua i sur., Miranda-Duarte i sur. i
Stefika i sur [88]. U nasoj studiji sa 609 bolesnika s krajnjim stadijem primarnog OA,
ispitivana je povezanost miR-146a SNP rs2910164 (G>C) genotipova sa sklono$¢u za
obolijevanje od primarnog OA kuka [88]. Pronasli smo znacajnu povezanost s
primarnim osteoartritisom kuka za kombinaciju genotipova (stratificirani genotip miR-
146a s IL6 i stratificirani genotip miR-146a s TNF-a) [88]. NaSe otkrice da dva
¢imbenika mijenjaju rizik za obolijevanje od primarnog OA kuka vazno je neposredno
- ne samo meta-analiticki [88]. Dakle, nas doprinos je da miR-146a rs2910164 GG
genotip moze povecati rizik kod onih koji ve¢ imaju genetsku sklonost u genima
proupalnih citokina IL6 i TNF-a [88]. To znali da postoje razli€ite rizicne populacije, a
miR-146a je znaCajan modificirajuci ¢imbenik [88]. Dakle, nasi rezultati [88] u vezi s
ulogom gena miR-146a u utjecaju na genetski rizik od primarnog OA kuka nisu u
skladu sa studijom Stefika i suradnika [47]. Vjerujemo da ovi autori nisu pronasli znacaj
u svojim analizama zbog male veli€ine uzorka studije i posljediéno nemoguénosti
stratificiranja rezultata [47]. Moguce funkcionalno objasnjenje naSih rezultata moglo bi
biti da alel miR-146a G (a time i genotip GG) umanjuje izrazaj svog produkta. 1z
literature znamo da miR-146a sniZzava razine mnogih citokina i drugih molekula
ukljuéenih u upalni odgovor [26, 46, 64, 65]. U osoba koji imaju smanjen izrazaj miR-
146a, ova regulacija je svedena na minimum. Stoga bi podrazaji koji mogu inicirati IL-
6 i TNF-a citokine u, na primjer, sinovijalnim stanicama mogli biti pretjerani u nositelja
miR-146a GG genotipa. Rezultiraju¢e povecanje osjetljivosti na oboljevanje od OA
moglo bi biti jedina vidljiva manifestacija za sada za ovaj ucinak. Daljnja istrazivanja
sa stani€nom kulturom (tj. nakon aloartroplastike) opravdani su kako bi se potvrdila
nasa pretpostavka. U prilog nasoj pretpostavci ne ide otkrice od Papathanasioua i sur.

koji su utvrdili da u hondrocitima nositelja GC genotipa postoji manji izrazaj miR-146a
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te vedi izrazaj IRAK-1, TRAF6, MMP 13, IL-6 i IL-1B u odnosu na nositelje GG genotipa
[26]. No s druge strane, takvo istrazivanje provedeno je na vrlo malom broju ispitanika
(n=18), bez kontrolne zdrave skupine i na hrskavici koljena [26]. Da bi ispitali nasu
pretpostavku moglo bi se u€initi sljedece istraZivanje u kojemu bi tijekom ugradnje
totalne endoproteze kuka, bolesnicima koji boluju od osteoartritisa uzeli tkivo hrskavice
te iz same hrskavice i hondrocita ispitali izrazaj miR-146a te proupalnih citokina
odnosno produkata IRAK-1 i TRAF6.

Bilo bi idealno u takvo istraZivanje ukljuéiti i kontrolnu skupinu, odnosno uzeti tkivo
hrskavice kuka u osoba koje nemaju koStano-zglobne bolesti, npr. uslijed traumatskih

amputacija ili s kadavera te usporediti rezultate.

Unato€ gore navedenim postignu¢ima, nasa studija ima nekoliko ograni¢enja [88]. Prvi
je nedovoljan broj ispitanika i kontrola, §to nas je moglo sprijeciti da dokaZzemo izravnu
znaCajnu povezanost izmedu miR-146a rs2910164 (G > C) i osjetljivosti na primarni
osteoartritis. Drugi se odnosi na prevalenciju primarnog OA kuka i koljena u op¢oj
populaciji, koja raste s dobi. Tako ¢e u skupini naizgled zdravih ispitanika u mladoj
Zivotnoj dobi biti viSe onih koji ¢e razviti primarni osteoartritis kuka i/ili koljena u
poodmakloj dobi. Posljedice usporedbe nasumicne kontrolne populacije s bolesnicima
s primarnim osteoartritisom starije dobi od kontrolne skupine su da bi potencijalne
razlike mogle biti zamagljene i da su povezanosti koje smo uocili mogle biti izrazenije.
U nasu kontrolnu skupinu ukljucili smo osobe mlade od 45 godina jer bismo smanijili
snagu studije da smo ukljucili samo osobe starije od 45 godina (i ne bismo dobili puno
vecu specificnost identifikacije alela). U nasu obranu, povecali smo veli€inu ispitivane
skupine za 20%, a kontrolne skupine za 10% u odnosu na nase posljednje objavljeno
istrazivanje. Takoder, naSa je studija prva ove vrste u hrvatskoj (bijeloj) populaciji,
druga koja je istraZivala povezanost miR-146a SNP rs2910164 (G>C) sa sklonoScu za
nastanak primarnog osteoartritisa kuka te prva koja je pokazala zna€ajnu povezanost
s primarnim OA kuka za kombinaciju genotipova (neizravan utjecaj odabranog

genotipa miR-146a s polimorfizmima gena IL6 ili TNF-a) [88].

Kod razli€itih bolesnika koji boluju od osteoartritisa, u tjelesnim teku¢inama postoji
razli€it izrazaj odredenih molekula koje prevladavaju u patogenezi same bolesti [92].
Kao posljedica toga, u studiji objavljenoj 2021. godine donesena je nova ,molekularna®

klasifikacija osteoartritisa [92]. Na temelju navedenog, osteoartritis se moze klasificirati
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u pre-osteoartritis, rani osteoartritis, progresivni osteoartritis i uznapredovali
osteoartritis [92]. U pre-osteoartrtisu dominiraju molekule poput adipokina i rezistina,

koje dokazano aktiviraju urodeni imunitet i aktiviraju broje proupalne citokine [93].

Rani osteoartritis je obiljezen manjim simptomima i izostankom jasnih RTG znakova
OA. Molekularno, ovaj stadij obiljezava poremecaj razlicitih miRNK poput miR-140 i
miR-210 te IL17 i IL15 [94, 95]. Na temelju osnovne patofiziologije u skupinama
bolesnika, progresivni osteoartritis koljena dalje se klasificira u Cetiri podtipa, tj. podtip
gdje prevladava degradacija hrskavice (prevladavaju molekule C-telopeptid kolagena
tipa Il i neoepitop kolagena tipa Il), podtip gdje prevladava pregradnja kosti (dominiraju
n-telopeptid kolagena tipa |, alkalna fosfataza i C-telopeptid kolagena tip I), podtip gdje
prevladava upala (dominiraju IL-6, IL-1B i TNF-a) i podtip gdje prevladava bol (dominira
visoko osjetljivi CRP, ¢imbenik rasta Zivaca i peptid povezan s kalcitoninskim genom)
[92].

Na temelju ove klasifikacija, isti rad donosi i prijedlog terapije ovisno o tipu
progresivhog osteoartritisa. Npr. za progresivni osteoartritis gdje prevladava
pregradnja kosti prijedlog terapije su bifosfonati i kalcitonin, a u podtipu gdje

prevladava upala prijedlog terapije su IL-1 i TNF-a inhibitori [92].

Sadas$nje klasifikacije osteoartritisa temelje se na radioloskim i klinickim obiljezjima te
ovakva “molekularna klasifikacija” predstavlja novitet, ali i moguénost identificiranja
bolesnika koji su visokoriziCni za obolijevanje od osteoartritisa, dijagnostiku ranog
osteoartritsa te utvrdivanje farmakoloSke terapije na temelju molekula izraZzenih u
visokim koncentracijama u tkivu bolesnika. Takva klasifikacija potencijalno bi se mogla
uciniti na temelju miRNK koje prevladavaju u hrskavici oboljelog od osteoartrtisa na

temelju Cega bi se mogao odrediti “tip”osteoartritia i napraviti u€inkovit plan lijeCenja.
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6. ZAKLJUCCI

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi uCestalost pojedinih miR-146a rs2910164 (G>C)
jednonukleotidnih polimorfizama u hrvatskoj populaciji i to izmedu izmedu zdrave
kontrolne skupine i bolesnika koji boluju od uznapredovalog stadija OA kuka i koljena
te statistickom obradom utvrditi postoji li statistiCki znacajna razlika u ucCestalosti
pojedinih genotipova medu navedenim skupinama, a u svrhu utvrdivanja jo$ jednog

potencijalnog genetskog (epigenetskog) rizi€nog €imbenika za obolijevanje od OA.

IstraZivanje smo pro8irili na nacin da smo istrazili u€estalost pojedinih kombinacija
genotipova (miR-146a SNP rs2910164 (G>C) s IL6 (rs1800795, C>G), TLR10
(rs11096957 C>T) i TNFA (rs1800629, C>T) medu prethodno navedenim skupinama.
Statistickom obradom smo pokusali utvrditi postoji li statisticki zna€ajna razlika u
uCestalosti razli€itih kombinacija genotipova medu navedenim skupinama. Nakon

provedenog istraZivanja i analize rezultata zakljucili smo sljedece:

1. Ne postoji statistiCki znacajna razlika u uc€estalosti pojedinih miR-146a rs2910164
(G>C) jednonuklectidnih polimorfizama medu zdravim osobama i oboljelima od OA

koljena ili kuka u hrvatskoj populaciji;

2. Postoji statistiCki zna€ajna razlika u ucestalosti kombinacije genotipova miR-146a
SNP rs2910164 (G>C) GG s IL6 SNP rs1800795 (C>G) GG izmedu zdravih kontrola i
oboljelih od OA kuka. Nosioci takve kombinacije genotipova imaju vec¢u predispoziciju
za obolijevanje od OA kuka u odnosu na nosioce samo IL6 SNP rs1800795 (C>G) GG

genotipa;

3. Postoji statistiCki znacajna razlika u u€estalosti kombinacije genotipova miR-146a
SNP rs2910164 (G>C) GG s TNF-a SNP rs1800629 (C>T) TT izmedu zdravih kontrola
i oboljelih od OA kuka. Nosioci takve kombinacije genotipova imaju ve¢u predispoziciju
za obolijevanje od OA kuka u odnosu na nosioce samo TNF-a SNP rs1800629 (C>T)
TT genotipa;

4. Ne postoji statisticki zna¢ajna razlika u ucestalosti kombinacije genotipova miR-
146a SNP rs2910164 (G>C) GG i TLR10 rs11096957 (C>T) izmedu zdravih kontrola i
oboljelih od OA kuka ili koljena;
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5. Ovo istrazivanje dokazalo je da postoji jos jedan indirektni Cimbenik [miR-146a SNP
rs2910164 (G>C)] koji je uklju¢en u mehanizam nastanka OA kuka i isti ¢imbenik u
odredenim kombinacijama s drugim genetskim rizicnim c¢imbenicima povecava
sklonost za obolijevanje od OA kuka, ali ne i od OA koljena. Prethodno navedeno je
jo$ jedan dokaz da se genetski rizi¢ni Cimbenici za obolijevanje od OA medu razli€itim

zglobovima razlikuju;

6. Otkrivanje jo$ jednog (do sada nepoznatog) epigenetskog Cimbenika rizika jos je
jedan dokaz o izrazito slozenoj multifaktorijalnoj etiopateogenezi osteoartritisa. 1z
navedenog je razumljivo da Ce i potencijalni razvoj farmakoloSke terapije za istu bolest
biti izrazito kompliciran u bliskoj buduénosti s obzirom da etiopatogeneza bolesti nije

niti priblizno do kraja razjasnjena.
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