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Uloga mikroRNK molekula u patogenezi

osteoartritisa

The Role of MicroRNA Molecules in Osteoarthritis Pathogenesis

Karlo Tudor"’, Zlatko Dembic¢?, Tomislav Prpi¢*, Tomislav Madarevic¢', Dea Salamon?,

Branko Sestan?, Zdravko Jotanovi¢!

SaZetak. Osteoartritis (OA) je multifaktorijalna i poligenska bolest koja zahvada cijeli zglob,
ali i periartikularno tkivo te predstavlja golem ekonomski trosak za javno zdravstvo u cijelom
svijetu. Poznati su brojni geni za koje se smatra da sudjeluju u patogenezi OA, a u novije
vrijeme sve se viSe istrazuju epigenetski mehanizmi kao potencijalni rizi¢ni ¢imbenici
zasluzni za nastanak OA. MikroRNK (miRNK) su male nekodiraju¢e molekule koje imaju
ulogu u postranskripcijskoj regulaciji genskog izrazaja. Njihovi geni ¢ine 1 — 2 % ukupnog
genoma i smatra se da bi potencijalno mogli regulirati i do 30 % kodiraju¢ih gena. MiRNK
molekule imaju bitnu ulogu u patogenezi nekih karcinoma, kardiovaskularnih, autoimunih
koznih te nekih neuroloskih bolesti. Takoder, navedene molekule imaju vainu ulogu u
patogenezi osteoartritisa. Velik broj miRNK molekula drugacije je izrazen u hrskavici
zahvacenoj osteoartritisom u odnosu na zdravu hrskavicu. Dokazano je da odredene miRNK
molekule reguliraju neke enzime zasluzne za razgradnju hrskavice, dok se neke povezuju s
regulacijom apoptoze hondrocita, a neke s procesom regeneracije hrskavice. U svjetlu tih
spoznaja napravljene su i prve studije koje nastoje dokazati povezanost odredenih
jednonukleotidnih polimorfizama nekih miRNK gena s predispozicijom za nastanak
osteoartritisa. Bududi da su svi danasnji oblici terapije bolesnika s osteoartritisom usmjereni
na lije¢enje posljedice bolesti, a ne uzroka, potrebna su daljnja istraZivanja etiopatogeneze
osteoartritisa. MiRNK molekule mogle bi igrati vaznu ulogu u patogenezi OA te predstavljati
jednu od potencijalnih meta za nove farmakoterapijske oblike lije¢enja.

Kljuéne rijeci: jednonukleotidni polimorfizam; metaloproteinaze; mikroRNK; osteoartritis

Abstract. Osteoarthritis (OA) is a multifactorial and polygenic disease, which affects joints as
well as the periarticular tissue, and it represents a huge economic cost to public health
systems worldwide. Numerous genes that are involved in the pathogenesis of the disease
are already identified. More recently, the epigenetic mechanisms are being researched as
the potential risk factors for osteoarthritis. MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding
molecules which play a role in the post-transcriptional regulation of gene expression. Their
genes make up to 1-2% of the total genome and it is thought that they could potentially
regulate up to 30% of the coding genes. MiRNAs have important role in the pathogenesis of
some cancers, cardiovascular, autoimmune, skin and neurological diseases. Furthermore,
the above mentioned molecules have an important role in the pathogenesis of
osteoarthritis. Various miRNA molecules are expressed differently in the cartilage affected
by osteoarthritis as compared to the healthy cartilage. Certain miRNA molecules have also
been shown to regulate enzymes responsible for cartilage degradation, some were
associated with the regulation of chondrocyte apoptosis and some involved in cartilage
regeneration processes. Due to these findings, some of the following studies tried to prove
the connection between certain single nucleotide polymorphisms of some miRNA genes
and the proneness to osteoarthritis. Given that all current therapies for osteoarthritis aim at
treating the consequences of the disease rather than curing the cause, further research into
etiopathogenesis of osteoarthritis is required. The MiRNA molecules could play an
important role in the pathogenesis of the osteoarthritis and might easily be among the
potential targets for the new pharmaceutical therapies.
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Osteoartritis (OA) je kronicna, progresivna i
multifaktorijalna bolest zglobova te ujedno je-
dan od vodedih uzroka invaliditeta u svijetu®.
Okolisni, mehanicki i genetski ¢imbenici u 60 %
slu¢ajeva dovode do nastanka primarnog osteo-
artritisa (POA) kuka i u 39 % slucajeva do na-
stanka POA koljena kod Zena?™®. Osim snazne
povezanosti osteoartritisa i genetske predispozi-
cije, nedavna istrazivanja pokazuju povezanost
epigenetskih modifikacija i progresije osteoartri-
tisa>®.

Osim snaZne povezanosti osteoartritisa i genetske
predispozicije, nedavna istraZzivanja pokazuju poveza-
nost epigenetskih modifikacija i progresije osteo-
artritisa. MikroRNK su male nekodirajuce jednolancane
RNK molekule koje imaju ulogu u epigenetskim meha-
nizmima. Dokazano je da odredene miRNK molekule
reguliraju neke od enzima zasluinih za razgradnju
hrskavice, dok se neke povezuju s regulacijom apoptoze
hondrocita, a neke s procesom regeneracije hrskavice.

MikroRNK (miRNK) su male nekodirajuée jedno-
lancane RNK molekule duljine 18-22 nukleotida
koje imaju ulogu u epigenetskim mehanizmima.
Zadada im je postranskripcijska regulacija gen-
skog izraZaja, a utjeCu i na rast stanica regulirajuci
procese poput proliferacije i diferencijacije stani-
ca’. Poznato je da miRNK imaju ulogu u patoge-
nezi brojnih karcinoma, poput karcinoma
tireoidne Zlijezde, debelog crijeva, dojke, pluca,
prostate i Zeluca'®*%. Osim karcinoma, poznata je
i povezanost miRNK molekula s kardiovaskular-
nim bolestima, autoimunim bolestima, upalnim
bolestima, zatajivanju srca, neuroloskim bolesti-
ma te bolestima koze!**8,

MiRNK igraju vaznu ulogu u kostanoj biologiji, po-
put osteoblasticne i hondrogene diferencijacije,
resorpcije kosti, kostane formacije i enhondralne
osifikacije’®. Dokazano je da odredene miRNK
imaju ulogu u regulaciji brojnih proteolitickih en-
zima koji uzrokuju razgradnju hrskavice zahvade-
ne osteoartritisom?®2%, a i poznato je da u toj
bolesti nalazimo abnormalan izrazaj odredenih
mMiRNK?"28,

PATOFIZIOLOGIJA OSTEOARTRITISA

Osteoartritis je bolest koja zahvada zglobnu hr-
skavicu, sinovijalnu membranu, subhondralnu
kost, zglobnu ¢ahuru, ligamente, periartikularne
misice i tetive. Smatra se da sama bolest pocinje
uslijed abnormalnog opterecenja hondrocita ili
upale, Sto potice stvaranje upalnih medijatora od
strane hondrocita i makrofaga®.

Poznati posrednici upale ukljuc¢eni u patogenezu
osteoartritisa jesu interleukin-1 (IL-1), interleu-
kin-6 (IL-6), interleukin-8 (IL-8), interleukin-17
(IL-17), interleukin-18 (IL-18), monocitni kemo-
takti¢ni protein 1 (engl. monocyte chemoattrac-
tant protein-1; MCP1), <cimbenik inhibicije
leukemije (engl. leukemia inhibitory factor; LIF), s
rastom povezan onkogen (engl. growth — regula-
ted oncogen; GRO) i onkostatin M (engl. oncosta-
tin M; OSM), kao i reaktivne vrste kisika (engl.
reactive oxygen species; ROS)*. Navedeni medi-
jatori upale pojacavaju katabolizam hondrocita,
zbog ¢ega se u hrskavi¢ni matriks otpustaju brojni
proteoliticki enzimi (ukljucujuci agrekanazu i ma-
triks-metaloproteinaze) koji dovode do razgrad-
nje matriksa®.

Smatra se da sinovitis zapocinju proizvodi raz-
gradnje hrskavice’. Takve se Cestice otpustaju u
sinovijalnu membranu gdje ih fagocitiraju makro-
fagi pojacavajuéi upalu. Makrofagi proizvode
posrednike upale koji pospjeSuju razgradnju hr-
skavice te se stvara zatvoreni krug, a krajnji rezul-
tat je unistena i nefunkcionalna hrskavica®®. U
zglobu zahvadenom osteoartritisom sinovijalne
stanice i hondrociti proizvode velike koli¢ine ma-
triks-metaloproteinaza (engl. matrix metallopro-
teinaseses; MMP), poput MMP-1, MMP-3,
MMP-9, MMP-13 te metaloproteinaza iz obitelji
dezintegrin i metaloproteinaza s motivima trom-
bospondina (engl. desintegrin and metalloprotei-
nase with thrombospondin motifs; ADAMTS)
poput ADAMTS4 i ADAMTS5%:3%, Osim proteoli-
tickih enzima, sinovijalne stanice proizvode prou-
palne citokine kao Sto su interleukin 1 beta
(IL-1B), IL-6 te Cimbenik tumorske nekroze alfa
(engl. tumor necrosis factor alfa; TNF-a)*-3°, lako
sinovijalna membrana proizvodi neke kemokine i
metaloproteinaze, najvise destruiraju¢ih moleku-
la otpusta se iz same hrskavice®.
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BIOGENEZA MIKRORNK : : RS

~
MikroRNK su male molekule (oko 22 nukleotida) MWW \\
transkripcija \

¢ija je uloga postranskripcijska modulacija gen- l miRNK gena .
skog izraZaja. Modulacija moZe biti negativna (in- A o “
hibicijom translacije i direktnom degradacijom /m S ‘l
mRNK) ili pozitivna (povecanjem broja translaci- 4 l 1
ja)L l /Drosha :
Kako bi miRNK funkcionirala kao inhibitor mRNK ot g i
translacije, potrebna je primarna sekvencija koja 4 t DGCRS ,’
je komplementarna regija ciljnoj mRNK, a samo l ,'
nakon vezivanja primarn e sekvencije miRNK s ( ,'
cilinom mRNK, moZe se se inhibirati translacija®. JEZGRA wf b pre-miRNK BT
Prisutnost primarne sekvencije medu razli¢itim ¥ l ’/’

miRNK omogucilo je identifikaciju razlicitih obite- S~ - e JEEL -~ -

lji miRNK. Za sada je poznato viSe od 1000 razlici- CITOPLAZMA - Dicer,

tih miRNK, za koje je potrebno utvrditi njihove ¥ mﬁnmr}

ciline molekule u svrhu utvrdivanja njihove funk- ? T

cije. d maturacija

Biogeneza miRNK zapocinje njezinom transkripci-

jom od RNK polimeraze Il te njezinim stvaranjem E rmAmm

monocistronskog ili policistronskog dugackog pri- X

marnog transkripta koji se zove primarni miRNK

duljine oko 200 nukleotida®(slika 1). U stani¢noj

jezgri pri-miRNK dalje se obraduje pomocu prote-

inskog kompleksa Drosha (tip Ill RNaza) i proteina GEN A s GEN B i GEN C wifik

DGRCRS (engl. DiGeorge syndrome critical region
8; DGRCR8) u krac¢u pre-miRNK koja broji 70 —
100 nukleotida®. Pre-miRNK se dalje transportira

c) nema supresije
translacije

a) snazna supresija
translacije

b) umjerena supresija
translacije

u citoplazmu pomocu eksportina 5, gdje ga druga
. . . Slika 1. Biogeneza i mehanizam djelovanja miRNK molekule
RNaza, zajedno s RNK-vezuju¢im proteinom

(engl. trans-activation-responsive RNA-binding
protein; TRBP) cijepa u manju molekulu, dugacku
oko 21 nukleotid, miRNK dupleks®. Dupleks se od-
motava pomocu helikaze, a miRNK lanac vodilja

DGRC8 — DiGeorge syndrome critical region 8, Exp5 — Exportin 5,
TRBP — trans-activation-responsive RNA-binding protein, AGO2 — Argonaut protein 2

ne uloge u fizioloSkim procesima poput hondro-

ugraduje se u multiproteinski RNK — inducirani geneze, unazad dva desetljeéa postale su

utisani kompleks koji sadrZava proteine Argonaut predmet brojnih znanstvenih istraZivanja koja su

(AGO — Protein argonaute)’. Nakon toga cijeli usmjerena na otkrivanje molekularnih mehaniza-

kompleks moze migrirati, naci svoju metu i reguli- ma u etiopatogenezi osteoartritisa. Zasada je

rati njezinu transkripciju. identificirano vise od 46 miRNK koje povezujemo

s autofagijiom, apopotozom, diferencijacijom i

MIRNK | OSTEOARTRITIS

MiRNK molekule reguliraju brojne signalne puto-
ve u misi¢no-kostanom sustavu Covjeka te igraju
vaznu ulogu u kostanoj biologiji regulirajuci pro-
cese poput osteoblasti¢ne i hondrogene diferen-
cijacije, resorpcije kosti, koStane formacije i
endhondralne osifikacijie’®. Zbog njihove dokaza-
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homeostazom hondrocita?’. Postoji Sirok spektar
miRNK cija se izraZzenost u osteoartrtitsu razlikuje
od izrazenosti u zdravoj hrskavici?” 8, Poznati su i
specifi¢ni miRNK uklju¢eni u patogenezu osteoar-
tritisa, poput miR-9, miR-27, miR-34a, miR-140,
miR-146a, miR-558 i miR-602%"%, Vaznost mi-
kroRNK molekula u patogenezi osteoartritisa oci-
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tuje se i u njihovoj regulaciji signalnih putova
molekula za koje je poznato da sudjeluju u procesu
upale i degradacije hrskavice, poput transformi-
rajuceg Cimbenika rasta beta (engl. transforming
growth factor beta; TGF-B), koStanog morfoge-
netskog proteina (engl. bone morphogenetic pro-
tein; BMP) te TNF-a'25,

MIRNK | METALOPROTEINAZE

Osnovne komponente hrskavi¢nog ekstracelular-
nog matriksa su kolagen tipa Il, proteoglikani i
glikoproteini. U hrskavici zahvaé¢enoj osteoartriti-
som, proteoliticki enzimi MMP-1 i MMP-13 imaju
dominantnu ulogu u razgradnji kolagena3*3?,
Osim kolagena, MMP-13 takoder razlaze proteo-
glikane. Dokazalo se da su ostale matriks-metalo-
proteinaze poput MMP-2, MMP-3 i MMP-9, koje
razlazu nekolagene strukture matriksa, takoder
povisene u procesu osteoartritisa3® 32,

Agrekanaze su metaloproteinaze koje pripadaju
obitelji ekstracelularnih proteaza dezintegrin i
metaloproteinaza s motivima trombospondina. U
procesu osteoartritisa, agrekanaze ADAMTS4 i
ADAMTSS5 imaju najvecu ulogu u razgradnji pro-
teoglikana®®. Smanjenje izrazaja ADAMTS4 i
ADAMTSS kodi razgradnju agrekana u ljudskoj hr-
skavici®. Istrazivanja pokazuju da miRNK imaju

Tablica 1. MikroRNK i metaloproteinaze

ulogu u regulaciji izrazaja brojnih proteolitickih
enzima hrskavice'*?¢ (tablica 1).

Smanjen izrazaj miR-146, u hrskavici pocetnog
osteoartritisa ljudi, dovodi do povisenog izrazaja
MMP-13 u odnosu na zdravu hrskavicu>#, U
ljudskoj hrskavici zahvacenoj osteoartritisom uo-
cen je pretjeran izrazaj gena za protein specific-
nog zastoja rasta 5 (engl. growth arrest-specific 5;
GASS5), reguliranog od miR-21 te povecan izrazaj
odredenih metaloproteinaza, ukljucuju¢i MMP-2,
MMP-3, MMP-9, MMP-13 i ADAMTS4%2,

MiR-222 regulira MMP-13 putem histonske dea-
cetilaze 4 (engl. histone deacetylase 4; HDAC4) te
se pokazalo da je izrazaj miR-222 znacajno sma-
njen u ljudskoj hrskavici zahvaéenoj osteoartriti-
som, dok pojacan izrazaj dovodi do potiskivanja
apoptoze hondrocita, kao i smanjenog izrazaja
MMP-1323,

Biomarker starenja, protein p161INK4a reguliran
je od miR-24 te smanjena ekspresija istog miRNK
dovodi do povecdanja ekspresije p161INK4a, sto
za posljedicu ima povecanje vrijednosti MMP-1 i
MMP-13 u laboratorijski uzgojenim hondrocitima?.
Inhibicija miR-22 u ljudskim hondrocitima zahva-
¢enim osteoartritisom dovodi do smanjivanja
upalnog procesa, inhibicije katabolicke aktivnosti
MMP-13 te aktivacije regeneracije hrskavice®.

Smanjena ekspresija Metaloproteinaze Literatura
miR-146a ™ MMP-13 28
miR-24 ™ MMP-1, ™ MMP-13 2
miR-22 {4 MMP-13 =
. N MMP-2, I MMP-3, I MMP-9, »

N MMP-13, 1~ ADAMTS4,
miR-105 N ADAMTS 7, I ADAMTS 12 &
mir-30a ‘N ADAMTS 5 *
miR-27b ™ MMP-13 &
miR-9 ™ MMP-13 3

Povecana ekspresija Metaloproteinaze Literatura
miR-222 {4 MMP-13 3
miR-320 ™ MMP-13 %
miR-181 N MMP-2, ™ MMP-9 a
miR-483 1 MMP-3 6
miR-140 {4 MMP-13, |, ATAMTS 5 3
miR-381 ™ MMP-13 66
miR-145 4 MMP-3, |, MMP-13 2
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Buduci da se MMP-13 smatra jednim od enzima
najzasluznijin za razgradnju hrskavice (razgrad-
njom kolagena tipa Il), inhibicija miR-22 ima velik
terapijski potencijal u lije¢enju osteoartritisa®.
Na Zivotinjskim modelima miR-320 takoder je
identificiran kao regulator MMP-13 te povecana
ekspresija miR-320 dovodi do pojacanog izrazaja
navedenog enzima®. U ljudskoj hrskavici zahva-
¢enoj osteoartritisom smanjen izrazaj miR-146a
dovodi do povecanja izrazaja MMP-13, IL-1R8 i
IL-6%°. Pronaden je smanjen izrazaj miR-105 u ljud-
skoj hrskavici zahvacenoj osteoartritisom te
inverzno pojacan izrazaj transkripcijskog ¢imbeni-
ka Runx2 (engl. runt-related transcription factor 2;
Runx2), ADAMTS7 i ADAMTS12**. Na ljudskim
uzorcima hrskavice dokazano je da smanjenje izra-
Zaja miR-30a dovodi do povecanog izrazaja
ADAMTS 5%, Na temelju analize i usporedbe ljud-
ske hrskavice zahvadene osteoartritsom i zdrave
hrskavice zaklju¢eno je da bi miR-181 mogao po-
vecavati izrazaj kaspaze — 3 (engl. caspase 3;
CASP3), poli (ADP-ribozil) polimeraze (engl. poly
(ADP-ribose) polymerase; PARP), MMP-2 i MMP-9
te inhibirati proliferaciju i promovirati apoptozu
hondrocita u osteoartritisu tako da joj je ciljna mo-
lekula homolog-fosfataze i tenzina (engl. phospha-
tase and tensin homolog; PTEN)%. Ekspresija
miR-27 moze se pronadi u normalnoj hrskavici i hr-
skavici zahvacenoj osteoartritisom te bi ista mole-
kula mogla imati ulogu u regulaciji ekspresije
MMP-13 u ljudskim hondrocitima®. U ljudskoj hr-
skavici zahvacenoj osteoartritisom postoji pojaca-
na ekspresija miR-9 u odnosu na hrskavicu zdravih
kontrola, Sto uzrokuje pojacani izrazaj MMP13%,
Na Zivotinjskom modelu dokazano je da pojacani
izrazaj miR- 140 dovodi do kocenja izrazaja MMP-
13 i ADAMTSS te usporavanja osteoartritisa, Sto
istu miRNK molekulu cini potencijalnom metom
za farmakoterapijske oblike lijecenja osteoartriti-
sa¥®.

Vecina navedenih studija na ljudima jesu studije
slucajeva i kontrola gdje je hrskavica zahvacana
osteoartritisom uzeta iz zglobova pacijenata koji
su lijeCeni ugradnjom umjetnog zgloba, dok je
zdrava hrskavica uzimana od bolesnika podvrgnu-
tih operacijskim zahvatima poput traumatskih
amputacija, odnosno s kadavera koji nisu bolovali
od osteoartritisa.

medicina fluminensis 2023, Vol. 59, No. 2, p. 129-138

JEDNONUKLEOTIDNI POLIMORFIZMI
MIRNK | OSTEOARTRITIS

Genetski polimorfizam oznacava pojavu dvaju ili
vise razli¢itih alela na istom genskom lokusu s
odredenom ucestalos¢u u populaciji. Jednonu-
kleotidni polimorfizmi (engl. single nucleotide po-
lymorfism; SNP) mogu biti locirani u miRNK
genskim promotorima (miR-P-SNP), dijelu DNK
zaduZenog za inicijaciju transkripcije jednolanca-
nog RNK?®. Takvi polimorfizmi mogu utjecati na
afinitet vezanja transkripcijskog ¢imbenika, a ge-
netske varijante odredenih miRNK promotora po-
vezane su s brojnim bolestima, poput raka,
kardiovaskularnih bolesti i autoimunih bolesti**8,
Jednonukleotidni polimorfizmi mogu se nalaziti i
na miRNK genu (miR-SNP) mijenjajuci biogenezu,
ekspresiju, funkciju i stabilnost same miRNK mo-
lekule te samim time mogu dovesti do brojnih
patoloskih stanja®®42,

Prethodna su istraZivanja identificirala funkcio-
nalni jednonukleotidni polimorfizam rs2910164
(G > C), lociran na prekursorskoj molekuli miR-
146a gena, koji modulira miR-146a biogenezu te
je udruzen s rizikom za nastanak brojnih karcino-
ma, kardiovaskularnih bolesti, mozdanog udara,
ankilozantnog spondilitisa i reumatoidnog artriti-
sa'®. Dokazano je da SNP rs2910164 (G > C) u
miR-146a dovodi do smanjenja izrazaja pre-miR-
146a (samim time i do smanjenja izrazaja zrele
molekule miR-146a), sto u konacnici dovodi do
pojacanog izrazaja gena za Cimbenik povezan s
TNF receptorom 6 (engl. TNF receptor associated
factor; TRAF6) i gena za kinazu 1 povezanu s re-
ceptorom za interleukin-1 (engl. Interleukin-1 re-
ceptor-associated kinase 1; IRAK1), gena Cija se
pojacana izrazenost dovodi u povezanost s na-
stankom osteoartritisa®. Istrazena je i poveza-
nost SNP rs2910164 (G > C) u genu miR-146a s
predispozicijom za nastanak osteoartritisa kolje-
na u grckoj populaciji te je dokazano da osobe s
takvim genotipom u hondrocitima imaju smanjen
izrazaj miR-146a i povecan izrazaj MMP-13, IL-11
iIL-6%.

Buducdi da se genetski rizicni ¢imbenici razlikuju
izmedu populacija® %, slicno istraZzivanje prove-
deno je i na meksic¢koj populaciji te je dokazan
pozitivan trend povezanosti SNP rs2910164 (G > C)
u genu miR-146a i Zenskog spola sa stupnjem
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uznapredovanosti osteoartritisa 2 i 4*. Nijedna
od navedenih studija nije nasla statisticki znacaj-
nu razliku u frekvenciji alela niti u distribuciji
genotipova izmedu grupe ispitanika s osteoartri-
tisom koljena i ispitanika iz kontrolne skupine® %3,

U hrskavici zahvaéenoj osteoartritisom, odredene
miRNK molekule uklju¢ene su u regulaciju nekih od
proteolitickih enzima najzasluznijih za razgradnju ekstra-
celularnog matriksa zglobne hrskavice, poput MMP-1 i
MMP-13 koji imaju dominantnu ulogu u razgradnji
kolagena i agrekanaza ADAMTS4 i ADAMTSS5 koje imaju
najvecu ulogu u razgradnji proteoglikana.

ULOGA MIRNK MOLEKULA U

PROGRAMIRANOJ STANICNOJ SMRTI
HONDROCITA

U odnosu na zdravu hrskavicu, u hrskavici zahvace-
noj osteoartritisom pronalazimo povecan broj
hondrocita u stanju apoptoze. Dokazane su brojne
miRNK molekule koje kroz razli¢ite ciljne molekule
i mehanizme koce apoptozu, kao sto su dokazane i
miRNK molekule koje zapocinju i poti¢u apoptozu
(tablica 2). MiRNK-34a je prva miRNK molekula za
koju je na Zivotinjskom modelu dokazano da je

upletena u regulaciju apoptoze hondrocita*. Po-

Tablica 2. MikroRNK i apoptoza hondrocita

tom je zaklju¢eno da miR-34 promovira apoptozu i
koci proliferaciju ljudskih hondrocita regulirajudi si-
gnalni put sirtuin 1 / protein 53 (engl. sirtuin 1/
protein 53; SIRT1/p53)%. Povecan izrazaj miR-181
smanjuje proliferaciju hondrocita i dovodi do po-
vecanja broja hondrocita koji su u stanju apoptoze,
kao i do pojacane aktivhosti MMP-2 i MMP-9%. Ta-
koder je zakljueno da je miR-146a ukljucen u re-
gulaciju apoptoze hondrocita (kao odgovor na
mehanicki stres) te je ukljuéen u patogenezu oste-
oartritisa kroz povecanje izrazaja vaskularnog
endotelnog ¢imbenika rasta (engl. vascular endot-
helial growth factor; VEGF)?. Dokazano je i da
miR-197 potice proliferaciju hondrocita te koci
upalu u hrskavici zahvac¢anoj osteoartritisom djelu-
juci na ¢imbenik otpocinjanja eukariotske transfor-
macije 4 gama 2 (engl. eukaryotic translation
initiation factor 4 gamma 2; EIF4AG2) kao ciljnu
molekulu®. Zaklju¢eno je da miR-197/EIF4G2 oso-
vina predstavlja potencijalnu metu u farmakotera-
piji osteoartritisa*®. MiRNK-103 pridonosi apoptozi
hondrocita i napredovanju osteoartritisa smanju-
juci aktivnost sfingozin-kinaze 1 (engl. sphingosine
kinase -1; SPHK1)*. Dokazan je i smanjen izrazaj
miR-142-5p u ljudskoj hrskavici zahvaéenoj osteo-
artritisom®°. Pojacan izrazaj miR-142-5p koci apop-
tozu hondrocita, smanjuje upalu i katabolizam
hrskavi¢nog ekstracelularnog matriksa te inaktivira
signalni put mitogenom aktivirane proteinske ki-

Povecana ekspresija Djelovanje Literatura
miR-34 { apoptoza, P proliferacija hondrocita i
miR-181 1 :/Ip&?zz?li :,A&r;);iferacija hondrocita, -
miR-146a /N apoptoza hondrocita 2L
miR-197 N proliferacija hondrocita <
miR — 103 /N apoptoza hondrocita &
miR-142-5p { apoptoza hondrocita £
ey { apoptoza hondrocita, o
N proliferacija hondrocita
miR-93 { apoptoza hondrocita 2
miR-186 { apoptoza hondrocita 3
miR-128-3p { apoptoza hondrocita X
miR-107 M proliferacija hondrocita £
miR-10a-5p N apoptoza hondrocita £l
miR-21 { apoptoza hondrocita 22
miR-222 { apoptoza hondrocita 2
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naze (engl. mitogen-activated protein kinase;
MAPK) u hondrocitima hrskavice zahvacene osteo-
artritisom®°. Na misjoj hrskavici pokazano je da ko-
¢enje miR-495 potiskuje apoptozu i potice
proliferaciju hondrocita kroz aktivaciju nuklearnog
¢imbenika signalnog puta kapa-B (engl. nuclear
factor-kB; NF-kB) reguliranog od kemokin (C-C mo-
tif) liganda 4 (engl. chemokine (C-C motif) ligands;
CCL4)*L. Analiziran je i izrazaj miR-93 u misjoj hr-
skavici zahvaéenoj osteoartritisom te je zaklju¢eno
da pojacan izrazaj miR-93 smanjuje apoptozu hon-
drocita i upalni odgovor Sto se ocituju u smanjenoj
koncentraciji TNF-a, IL-1B i IL-6°2. Toll-nalik recep-
tor 4 (engl. toll-like receptor 4; TLR4) jedan je od
regulatora signalnog puta NF-kB, a isti receptor je
u hondrocitima identificiran kao ciljna molekula
miR-93 molekule®. Dokazano je da miR-186 u in-
terakciji s izlu¢enim fosfoproteinom 1 (engl. secre-
ted phosphoprotein 1; SPP1) regulira signalni put
PI3K-AKT te inhibira apoptozu misjih hondrocita u
hrskavici zahva¢enoj OA®. U skladu s tim, miR-186
predstavlja jednu od ciljnih molekula za potencijal-
nu farmakoterapiju OA%. Pojacan izrazaj WNT1-in-
ducibilnog signalnog proteinskog puta 1 (engl.
WNT1-inducible-signaling pathway protein 1;
WiSP1), ciljne molekule od miR-128-3p, kodi proli-
feraciju hondrocita te zapocinje apoptozu, raz-
gradnju hrskavicnog matriksa, pojacano stvaranje
proupalnih citokina te aktivira signalni put PI3K/
Akt/NF-kB%. MiR-128-3p preko WiSP1 regulira pro-
liferaciju ljudskih hondrocita, razgradnju matriksa i
stvaranje proupalnih citokina u procesu OA>*. PTEN
je pojacano izrazen u tkivu zahva¢anom OA te je
povezan s otpocinjanjem i razvojem OA tako da
modulira odgovor hondrocita i homeostazu izvan-
stani¢nog matriksa. PTEN je je potencijalna ciljna
molekula miR-107 te njezin pojacan izrazaj dovodi
do smanjenja izrazaja PTEN-a i pojacane prolifera-
cije hondrocitia®. Studija in vivo na Zivotinjskim
modelima dokazala je da miR-10a-5p potice apop-
tozu hondrocita inhibirajuci ekspresiju gena HOXA1
(engl. Homeobox -1; HOXA1) te na taj nacin ubrza-
va proces troSenja hrskavice u miseva®®.

MIRNK KAO BIOMARKERI U
OSTEOARTRITISU

Osim miRNK koji djeluju unutar stanice, ekstrace-
lularno pronalazimo brojne miRNK molekule koje
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nazivamo c-miRNK (engl. circulating microRNA)*".
Takve molekule prisutne su u razlicitim tjelesnim
tekucinama (krv, serum, plazma, suze, urin, slina,
itd.) zbog ¢ega su dostupne za ekstrakciju i anali-
zu®” %8, Da bi se zastitili od RNKaza, iste molekule
zadrZavaju stabilnost pomocu egzosoma, mikro-
vezikula, AGO-proteina, nukleofosmina | i lipo-
proteinskih kompleksa®’. Vise od 50 % ljudskog
genoma regulirano je od miRNA/c-miRNA mole-
kula®. Stoga je logi¢no zakljuditi da bi abnorma-
lan izrazaj odredenih miRNK/c-miRNK mogao biti
od velike vaznost u dijagnostici ili terapiji odrede-
nih bolesti, pa tako i u osteoartritisu.

U dosadasnjim istrazivanjima dokazan je velik
broj c-miRNK molekula ¢ija je koncentracija pove-
¢ana (miR -146, miR-223, miR-16, miR-20, miR-30,
miR-126, miR-184, miR-186 itd.) ili smanjena
(miR-140, miR-191, miR-342, miR-454, miR-let-7b,
miR-let-7a, miR-27a, miR-329, miR-708, miR-934
itd.) u tjelesnim tekuc¢inama osoba koje boluju od
osteoartritisa u odnosu na zdrave kontrole®. Ta-
koder, u razli¢itim fazama osteoartrtisa pronalazi-
mo razliCite koncentracije odredenih c-miRNK
molekula®. U uznapredovanim stadijima osteoar-
tritisa pronalazimo povisene vrijednosti miR-
23a-3p, miR-24-3p, miR-27b-3p, miR-29¢-3p,
miR-34a-5p i miR-186- 5p u odnosu na vrijednosti
istih molekula u ranim fazama osteoartritisa®.
Jedna od najvise istrazivanih molekula upletenih
u patogenezu osteoartritisa je miR-146, koja ima
vaznu ulogu u degradaciji zglobne hrskavice i in-
duciranju sinovitisa, a njezin izrazaj u osoba koje
boluju od osteoartritisa znatno je poveéan u od-
nosu na zdrave kontrole! 2!, Nadalje, dokazano je
da njezin pojacan izrazaj u plazmi pozitivno kore-
lira s izrazajem u hrskavici Sto je Cini potencijal-
nim biomarkerom osteoartritisa®.

MiR-140 je takoder jedna od bolje proucavanih
molekula koja sudjeluje u patogenezi osteoartriti-
sa te je za nju dokazan smanjen izrazaj u serumu i
hrskavici osoba koje boluju od osteoartritisa u
odnosu na zdrave kontrole®?. Ima ulogu u regula-
ciji nekih od enzima koji degradiraju hrskavicu,
poput ADAMTSS i MMP-13, te je na Zivotinjskim
modelima dokazano da njezina pojacana ekspre-
sija ima zastitni u€inak na nastanak osteoartritisa,
$to je Cini zanimljivom za ulogu biomarkera ove
bolesti®.
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Sve navedeno upucuje na potencijal upotrebe
miRNK molekula kao biomarkera za osteoartritis,
odnosno njihove upotrebe na polju dijagnostike,
terapije i prognoze ove bolesti. Stvari nisu tako
jednostavne iz razloga Sto Cesto iste miRNK mole-
kule imaju ulogu u patogenezi vise razlicitih bole-
sti, zbog cega ¢e vjerojatno biti potrebno uzimati
u obzir vise cCimbenika prilikom interpretiranja
nalaza na temelju promijenjenih vrijednost tih
molekula.

POTENCIJALNA ULOGA MIRNK U

FARMAKOTERAPUI

MiRNK molekule sudjeluju u regulaciji odredenih
signalnih putova i enzima koji imaju vaznu ulogu
u degradaciji hrskavice te predstavljaju potenci-
jalne ciljne molekule za lijekove koji bi se koristili
za prevenciju i lije¢enje OA. U tijeku su istraziva-
nja na pronalasku novih lijekova koji ¢e djelovati
na mehanizme odredenih miRNK molekula u bo-
lestima poput limfoma, kroni¢nog hepatitisa C,
leukemije te mezotelioma®. Koliko je autorima
poznato, trenutno ne postoji lijek u razvoju koji bi
koristio mehanizme regulacije izrazaja odredenih
miRNK za prevenciju ili lijeCenje osteoartritisa.
No postoje pretklinicka istrazivanja koja predlazu
odredene miRNK molekule kao potencijalne
mete s obzirom na njihovu ulogu u patogenezi
osteoartrtisa® 3433 Jedna od takvih molekula
je i miR-34a-5p Ciji pojacan izrazaj pronalazimo u
serumu, hrskavici i sinoviji bolesnika s uznapre-
dovanim stadijem osteoartritisa®. Na modelu mi-
Seva oboljelih od osteoartrtisa takoder u istim
tkivima pronalazimo pojacan izrazaj te moleku-
le®*. Dokazano je da miR-34a-5p antisense terapi-
ja (aplicirana 2, 4 i 6 tjedana od operacijskog
zahvata) u miSeva kojima je uklonjen medijalni
meniskus, dovodi do zastite hrskavice od degra-
dacije, smanjene razgradnje proteoglikana, fibri-
lacije hrskavice te smanjenog izraZaja kaspaze 3,
PARP p85 i MMP-13 uz smanjenu degradaciju ko-
lagena u usporedbi s kontrolnom skupinom®.

ZAKLJUCAK

MikroRNK su male molekule koje imaju ulogu u
postranskripcijskoj regulaciji genskog izraZaja te
predstavljaju jedno od vecih otkri¢a unazad dva
desetljeca. U posljednja dva desetljeca sve je veci

http://hrcak.srce.hr/medicina

broj istrazivanja uloge ovih vazinih regulacijskih
molekula u osteoartritisu, ali i u bolestima drugih
tjelesnih sustava. Sadasnji rezultati ukazuju na
velik potencijal ovih molekula na polju dijagnosti-
ke, ali jo$ vaznije i u lijeCenju osteoartritisa. Stoga
postoji nasusna potreba za daljnjim istraZivanji-
ma mehanizama miRNK molekula i njihovih cilj-
nih molekula. Jedan od mogucih terapeutskih
ciljeva mogle bi biti one mikroRNK molekule koje
poticu apoptozu hondrocita. Razvojem lijekova
koji djeluju antagonisticki na te mikroRNK mole-
kule potencijalno bi se moglo modificirati njihovo
djelovanje u osteoartritisu.

Izjava o sukobu interesa: Autori izjavljuju kako ne po-
stoji sukob interesa.
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