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Uloga metilacije DNK u procesu epitelno-mezenhimske tranzicije humanih
epitelnih ¢elija konjuktive

Sazetak

Proces epitelno-mezenhimske tranzicije (EMT) moZe predstavljati znacajan faktor koji
doprinosi nastanku fibroznih promena konjuktive u razli¢itim bolestima oka, ali je njegova uloga
nedovoljno ispitana. Cilj ove doktorske disertacije podrazumevao je ispitivanje sposobnosti
Celijske linije humanih epitelnih ¢elija konjuktive (HCJE) da udu u proces EMT nakon infekcije
uzrocnikom trahoma, bakterijom Chlamydia trachomatis, i identifikaciju klju¢nih faktora
povezanih sa pokretanjem i progresijom tranzicije na modelu procesa EMT indukovanog TGF-f3
proteinima. Posebna paznja bila je usmerena na rasvetljavanje uloge metilacije DNK u regulaciji
ekspresije gena ukljuCenih u tranziciju HCJE Celija. Pra¢enjem aktivacije signalnih puteva
povezanih sa pokretanjem procesa EMT i ekspresije markera epitelnih/mezenhimskih celija
pokazano je da HCJE Celije poseduju sposobnost tranzicije nakon infekcije bakterijom C.
trachomatis, = pratene  promenama u  metilacionim  profilima gena  markera
epitelnog/mezenhimskog fenotipa. Pracenjem morfologije, sposobnosti migracije i nivoa
ekspresije gena markera uoceno je da dugotrajan tretman TGF-B1 izoformom ima najveci
potencijal za pokretanje procesa EMT u HCJE ¢elijama, dok su tretmani DNK demetilujué¢im
agensom pokazali da metilacija DNK predstavlja vaZan mehanizam koji leZi u osnovi ovog procesa.
Promene profila metilacije DNK, detektovane analizom Kkriva topljenja i bisulfitnim
sekvenciranjem, istakle su klju¢nu ulogu ¢lanova familije miR-200 u pokretanju i reverziji procesa
EMT u HCjE ¢elijama tretiranim TGF-1 proteinima. Rezultati dobijeni u ovoj doktorskoj disertaciji
ukazuju na mogucénost razvijanja novih selektivnih terapeutskih strategija u leCenju fibroznih
promena konjuktive, zasnovanim na reverzibilnosti procesa EMT i epigenetickih mehanizama.

Kljucne reci: Epitelno-mezenhimska tranzicija (EMT), fibroza konjuktive, humane epitelne ¢elije
konjuktive (HCJE), Chlamydia trachomatis, TGF-, Metilacija DNK, 5-Azacitidin (5-AzaC), E-
kadherin (CDH1), miRNK, familija miR-200

Naucna oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Molekularna biologija



The role of DNA methylation in the process of epithelial-mesenchymal
transition of human conjunctival epithelial cells

Abstract

The process of epithelial-mesenchymal transition (EMT) could be an important factor in
development of fibrosis-related conjunctival eye diseases, but its precise role in these conditions
has not been defined yet. The aim of this doctoral dissertation was to examine the ability of human
epithelial conjunctival cell line (HCJE) to enter EMT process after infection with trachoma
causative agent, bacteria Chlamydia trachomatis, i to identify key factors associated with the
initiation i progression of transition in TGF-B-induced EMT model. Special focus was directed to
elucidating the role of DNA methylation in the regulation of expression of genes involved in the
transition of HCjE cells. Activation of signaling pathways associated with the initiation of the EMT
process i the expression level of epithelial/mesenchymal markers revealed that HCJE cells possess
the ability to enter the transition after infection with bacteria C. trachomatis, which was associated
with changes in the methylation profiles of epithelial/mesenchymal gene markers. Cell
morphology, migration ability i expression level of marker genes indicated that long-term
treatment with TGF-B1 isoform has the greatest potential to initiate EMT process in HCJE cells,
while treatments with DNA demethylating agent suggested that DNA methylation is an important
mechanism which underlies this process. Changes in DNA methylation profile, detected by melting
curve analysis i bisulfite sequencing, highlighted a key role of miR-200 family members in initiating
i reversing TGF-B1-induced EMT process in HCJE cells. The results obtained in this doctoral
dissertation indicate the possibility of developing new selective therapeutic strategies in the
treatment of fibrosis-related conjunctival diseases, based on the reversibility of both EMT process
i epigenetic mechanisms.

Key words: Epithelial-mesenchymal transition (EMT), conjunctival fibrosis, human epithelial
conjunctival cells (HCJE), Chlamydia trachomatis, TGF-3, DNA methylation, 5-Azacytidine (5-AzaC),
E-cadherin (CDH1), miRNA, miR-200 family

Scientific field: Biology

Scientific subfield: Molecular biology
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1.UVOD

1.1. Fibrozai bolesti oka

Fibroza se definiSe kao prekomerno taloZenje komponenti vezivnog tkiva koje naruSava
normalnu arhitekturu tkiva i dovodi do progresivnog gubitka funkcije organa (Distler i sar., 2019).
Bez obzira na etiologiju koja leZi u osnovi povrede, fibroza se uobicajeno razvija prilikom odgovora
tkiva na ponovljeno ili hroni¢no oStecenje tokom koga dolazi do naruSavanja regulacije normalnih
fizioloskih procesa neophodnih za zalecenje tkiva. Fibrozne promene mogu nastati u gotovo bilo
kom solidnom organu ukljucujuci plucéa, bubrege, jetru, kozu i oko, i predstavljaju sve veci uzrok
morbiditeta i mortaliteta Sirom sveta. S’ obzirom da fibroza predstavlja znacajan deo patologije
Sirokog spektra hroni¢nih bolesti kao S$to su astma, hroni¢na opstruktivna bolest pluca,
ateroskleroza, sr¢ani zastoj, sistemska skleroza i zapaljenska bolest creva, ne iznenaduje procena
da su kod 45% od ukupnog broja smrtnih sluc¢ajeva u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama prisutni
fibrozni poremecaji (Wynn, 2004).

Narus$avanje homeostaze oka fizicCkom traumom, infekcijom, ishemijom ili autoimunskim,
alergijskim i degenerativnim oboljenjima ¢esto dovodi do fibroznih promena u razli¢itim delovima
oka, ¢ime funkcija vida postaje ugroZena (Friedlander, 2007). Epidemioloski podaci ukazuju da
okularna fibroza dovodi do znacajnog oStecenja vida i slepila miliona ljudi Sirom sveta. OpseZna
meta-analiza uradena 2017. godine sumirala je 288 studija iz 98 zemalja i pokazala da, osim
nekorigovanih refraktivnih greski, fibrozne bolesti oka preovladuju kao globalni uzrok slepila i
pogorsanja vida u svetskoj populaciji. Tako su 2015. godine katarakta (52,6 milliona), makularna
degeneracija povezana sa starenjem (8,4 milliona), glaukom (4,0 milliona) i dijabeti¢na
retinopatija (2,6 milliona) bile dominantne bolesti prisutne u globalnoj populaciji sa umerenim do
ozbiljnim oStec¢enjem vida, dok su katarakta (12,6 milliona) i glaukom (2,9 milliona) prepoznate
kao bolesti koje su se pokazale kao vode¢i uzrok slepila. PreteZzno zbog rasta populacije i
produZenja Zivotnog veka, procenjeno je da ¢e do 2020. godine broj osoba oslepelih zbog katarakte
porasti na 13,4 milliona, a zbog glaukoma na 3,2 milliona (Flaxman i sar., 2017). Odlika fibroze je
da se razvija tokom mnogo godina i u trenutku njene detekcije kod pacijenata, zbog retkih
biomarkera koji bi ukazali na rane fibrozne promene, funkcija organa, ukljucuju¢i i oko je ve¢
znacajno oStecena. Takode, fibroza najc¢es¢e predstavlja ireverzibilan proces i u kasnim fazama
bolesti u fibroznom tkivu preostaje malo Celija na koje bi se terapija zapravo usmerila (Nanchahal
i Hinz, 2016). Zbog svega navedenog, terapeutske strategije za leCenje fibroze jos uvek ne daju
zadovoljavajuce rezultate.

1.1.1. Opsti mehanizmi nastanka fibroznih promena

FizioloSki procesi koji za cilj imaju ponovno uspostavljanje integriteta, strukture i funkcije
organa nakon povrede i patofizioloSki mehanizmi aktivirani u fibroznim bolestima imaju mnogo
toga zajednic¢kog, pa se zbog toga nastanak fibroze moZe objasniti i kao preteran i produzen
(abnormalan) odgovor tkiva na zarastanje rane (Distler i sar., 2019). Zarastanje rana predstavlja
sloZen, dinamican proces koji moze biti podeljen u tri vremensKi i prostorno preklapajuce faze:
inflamatornu, proliferativnu ili migratornu i fazu sazrevanja ili remodelovanja (Cafiedo-Dorantes i
Cafiedo-Ayala, 2019).



1.1.1.1. Inflamatorna faza zarastanja rana

Reparacija tkiva u svim organima zapocinje inflamacijom koja predstavlja definisan
bioloSki odgovor na povredu (Enoch i Leaper, 2008; Distler i sar,, 2019). Najbrojnije Celije u ranoj
fazi inflamacije predstavljaju neutrofili (Kim i sar., 2008) koji fagocitozom uklanjaju invazivne
mikroorganizme i Celijske ostatke na mestu povrede (Guo i DiPietro, 2010), dok sa druge strane,
preko produkcije razlicitih citokina, hemokina i faktora angiogeneze, ucestvuju u modulisanju
urodenog i adaptivnog imunskog odgovora (Mantovani i sar., 2011). Osim toga, neutrofili
promoviSu ekstravazaciju inflamatornih monocita u tkivo koji sazrevaju u makrofage i postaju
dominantna populacija ¢elija u kasnim fazama inflamacije (Soehnlein i Lindbom, 2010). Zreli
makrofagi nakon aktivacije zadobijaju proinflamatorni M1 fenotip i sintetiSu proinflamatorne
citokine kao Sto su faktor nekroze tumora-a (engl. tumor necrosis factor-a - TNF-a), interleukin-13
(IL-1B), IL-6, IL-12, IL-18 i IL-23, kao i proteaze i reaktivne kiseonic¢ne i azotne vrste neophodne za
eliminaciju patogenih mikroorganizama u fagozomima (Sindrilaru i sar., 2011; Weiss i Schaible,
2015). Nakon fagocitoze i eferocitoze nepotrebnih neutrofila (Soehnlein i Lindbom, 2010; Bratton
i Henson, 2011) makrofagi prelaze u antiinflamatorni M2 fenotip (Lech i Anders, 2013; Distler i
sar., 2019). Makrofagi sa ovim fenotipom dovode do rezolucije inflamacije preko sinteze
medijatora kao S$to je IL-10, dok putem produkcije faktora rasta kao Sto je transformisuci faktor
rasta-B1 (engl. transforming growth factor-f - TGF-B1) obezbeduju osnovu za formiranje novog
tkiva ¢cime promovisu tranziciju ka slede¢im fazama zarastanja (Enoch i Leaper, 2008; Sindrilaru i
Scharffetter-Kochanek, 2013).

1.1.1.2.  Proliferativna ili migratorna faza zarastanja rana

Proliferativna faza zarastanja rane zapocinje 3 dana nakon povrede tkiva i traje 2 do 4
nedelje (Enoch i Leaper, 2008). Proliferativnu fazu karakteriSu dva glavna procesa: (i)
angiogeneza koja ukljucuje proliferaciju endotelnih ¢elija i formiranje novih krvnih sudova i (ii)
fibroplazija koja ukljucuje proliferaciju fibroblasta, njihovu diferencijaciju u miofibroblaste,
depoziciju vancelijskog matriksa (engl. extracellular matrix - ECM) i kontrakciju rane (Cafiedo-
Dorantes i Cafiedo-Ayala, 2019). Sa napredovanjem ove faze dolazi do zamene provizornog
fibrinskog matriksa novoformiranim hipercelularnim granulacionim tkivom i na kraju do
reepitelizacije (Enoch i Leaper, 2008).

Prva fenotipska promena fibroblasta se deSava u odgovoru na promene u sastavu,
organizaciji i mehanic¢kim svojstvima ECM (Hinz i Gabbiani, 2003), kao i u odgovoru na lokalno
produkovane citokine kao Sto su IL-1, TNF-a, TGF-f1, faktor rasta poreklom iz trombocita (engl.
platelet-derived growth factor - PDGF), epidermalni faktor rasta (engl. epidermal growth factor-
EGF) i faktor rasta fibroblasta 2 (engl. fibroblast growth factor 2 - FGF2) oslobodene od strane
inflamatornih i rezidentnih ¢elija (Werner i Grose, 2003). Ovi citokini i faktori rasta aktiviraju
proliferaciju fibroblasta i modulisSu produkciju enzima matriksnih metaloproteinaza (engl. matrix
metalloproteinases - MMPs) i tkivnih inhibitora matriksnih metaloproteinaza (engl. tissue
inhibitors of matrix metalloproteinases - TIMMs), ¢ime dolazi do degradacije ECM i otvaranja puta
za migraciju fibroblasta kroz fibrinski matriks (Seibold i sar., 2012). Na pocetku, da bi doslo do
repopulacije povredenog tkiva, fibroblasti zadobijaju migratorni fenotip tako Sto de novo razvijaju
kontraktilne snopove vlakana (stres vlakna) (Hinz i sar., 2001b; Darby i Hewitson, 2007) koja
formiraju specijalizovane veze izmedu Celije i ECM nazvane fokalne adhezije (Hinz i sar., 2007). Za
ovakav tip ¢elija je predloZen naziv proto-miofibroblasti da bi se takvi fibroblasti razlikovali od
neaktivnih fibroblasta koji u vecini intaktnih tkiva ne poseduju nikakvu vrstu kontraktilnog
aparata (Tomasek i sar., 2002). Sa napredovanjem proliferativne faze dolazi do dalje diferencijacije
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proto-miofibroblasta u miofibroblaste koji po€inju da eksprimiraju a-aktin glatkih miSi¢a (engl. a-
smooth muscle actin - a-SMA), najSire koriS¢en marker miofibroblasta (Tomasek i sar., 2002; Hinz,
2007). Ekspresija a-SMA je precizno kontrolisana TGF-3 proteinima i njihovom udruZenom
aktivnoS$¢u sa specijalizovanim proteinima ECM kao Sto je varijanta ED-A fibronektina i
mehanickim mikrookruZenjem (Tomasek i sar., 2002). Inkorporacija a-SMA u stres vlakna
znacajno pojaCava kontraktilnu aktivnost miofibroblasta (Hinz i sar., 2001a). Kontrakcija stres
vlakana lokalno kondenzuje ECM ostavljajuci slobodan prostor koji se popunjava novosintetisanim
kolagenom. Ovaj proces se ponavlja od strane drugih lokalnih miofibroblasta i remodelovanje
malih delova ECM dovodi do kontrakcije povredenog mesta (Tomasek i sar., 2002; Darby i sar.,
2014). Velika mehanicka sila proizvedena kontrakcijom dovodi i do oslobadanja TGF- iz velikih
latentnih kompleksa omogucavaju¢i napregnutom ECM da odrzi pozitivhu povratnu spregu koja
dozvoljava neprekidnu profibroti¢nu aktivnost miofibroblasta (Darby i sar., 2014; Hinz, 2015b).
Lokalnom povecanju koncentracije TGF-3 doprinosi i aktivnost makrofaga, pre svega profibroti¢ne
M2 subpopulacije (Novak i Koh, 2013; Sindrilaru i Scharffetter-Kochanek, 2013; Wynn i Vannella,
2016), koju aktiviraju IL-4 ili IL-13 oslobodeni od strane Th2 T-limfocita adaptivnog imunskog
odgovora (Wynn i Ramalingam, 2012; Wynn i Vannella, 2016) ¢iji se pik brojnosti na mestu
povrede uocava tokom kasne proliferativne/rane remodelujuce faze zarastanja (Guo i DiPietro,
2010).

Smatra se da miofibroblasti predstavljaju klju¢ne faktore koji doprinose fizioloskoj
rekonstituciji vezivnog tkiva nakon povrede, ali i stvaranju patoloSkih promena tkiva koje
karakteriSu fibrozu (Gabbiani, 2003; Desmouliére i sar., 2005a). Iako su miofibroblasti ukljuceni u
nastanak oZiljatnog tkiva najceS¢e poreklom od lokalne populacije fibroblasta, mezenhimskih
stem Celija ili mezenhimskih stem ¢elija poreklom iz kosStane srZzi, pokazano je da mogu poted¢iiod
transdiferenciranih endotelnih ili epitelnih celija nastalih procesom endotelno-mezenhimske
tranzicije ili epitelno-mezenhimske tranzicije (engl. epithelial-mesenchymal transition - EMT) o
kojoj e viSe reci biti kasnije (Micallefi sar., 2012).

1.1.1.3.  Fazasazrevanja ili remodelovanja rane

Treca faza zarastanja sastoji se od remodelovanja tkiva koje pocinje 2 do 3 nedelje od
trenutka nastanka povrede i moZe trajati joS nekoliko meseci ili godina (Gonzalez i sar., 2016).
Tokom ove finalne faze dolazi do zaustavljanja proliferacije ¢elija, do apoptoze ili odlaska sa mesta
povrede onih cCelija koje su svoje uloge zavrsile u prethodnim fazama zarastanja, i do depozicije
kolagena i proteina ECM na mestu povrede (Ridiandries i sar., 2018). Osnovni cilj faze
remodelovanja predstavlja postizanje maksimalne zatezne ¢vrstoce tkiva putem reorganizacije,
degradacije i resinteze ECM i podrazumeva sazrevanje fibrovaskularnog tkiva u zreli, dehidratisan
i hipocelularan oziljak (Gonzalez i sar., 2016; Zada i sar., 2018).

Nakon reepitelizacije miofibroblasti u granulacionom tkivu nastavljaju da sintetiSu MMP i
TIMM, degradujudi specificne komponente ECM S$to predstavlja vaZan korak faze remodelovanja
(Caley i sar., 2015). Takode, makrofagi pod uticajem IL-10 i TGF-f1 fagocituju prekomerne Celije i
visak ECM, dok putem produkcije MMP i TIMM promovisu remodelovanje tkiva (Lech i Anders,
2013; Sindrilaru i Scharffetter-Kochanek, 2013). Kada je integritet tkiva dovoljno obnovljen, pod
normalnim fizioloSkim uslovima, miofibroblasti unutar matriksa prestaju sa sintezom i ulaze u
apoptozu (Hinz, 2015a). ProduZeno prezivljavanje i aktivnost miofibroblasta dovode do hroni¢ne
kontraktilne aktivnosti i posledi¢nog stvaranja hipertroficnog oziljka i kontrakture tkiva, i stoga
predstavljaju kljucan faktor koji doprinosu nastanku fibroznih promena u razli¢itim organima
(Darby i sar., 2014; Zada i sar., 2018).



1.1.2. Fibrozne bolesti oka

Oko predstavlja jedinstven organ sacinjen od tkiva koje potice i od neuroektoderma i od
povrSinskog ektoderma (Graw, 2010). U prvu grupu tkiva spada mreZnjaca (lat. retina) u kojoj se
proces fibroze odvija slicno kao i u drugim delovima centralnog nervnog sistema, pa se zbog toga
Cesto oznacava kao glioza, dok u drugu grupu spadaju ve¢im delom roZnjaca (lat. cornea), socivo
(1at. lens) i konjuktiva (veZnjaca) kod kojih nastanak fibroznih promena prati isti sled dogadaja kao
i u kozi (Friedlander, 2007; Saika i sar., 2009). Fibrozne promene oka mogu se javiti i u njegovom
posteriornom i u anteriornom delu. Patologija zajednic¢ka za sve fibrozne bolesti oka ukljucuje
pojavu miofibroblasta u tkivu u asocijaciji sa inflamatornim ¢elijama i posledi¢no prekomernu
akumulaciju ECM koja dovodi do naruSavanja njegove funkcije (Saika i sar., 2009). Tako, medu
bolestima tokom kojih dolazi do fibroticnih promena mreZnjae spadaju proliferativna
vitreoretinopatija (engl. proliferative vitreoretinopathy - PVR), neovaskularna degeneracija
makule povezana sa starenjem (engl. neovascular age-related macular degeneration - nAMD) i
proliferativna dijabeti¢na retinopatija (engl. proliferative diabetic retinopathy - PDR) (Shu i
Lovicu, 2017). Tokom etiologije ovih bolesti fibrovaskularna proliferacija i kontrakcija fibroznih
membrana formiranih na epiretinalnoj ili subretinalnoj strani, uzrokuju distorziju i ablaciju
mreZnjace (Tremolada i sar., 2012; Tamiya i Kaplan, 2016; Little i sar., 2018). Fibroti¢ne promene
povezane sa glaukomom se mogu javiti i u anteriornom i u posteriornom delu oka. U anteriornom
delu oka fibrozne promene u trabekularnoj mrezi (engl. trabecular meshwork - TM) dovode do
povecanog otpora izlivanju o¢ne vodice u Slemov kanal i dalje van oka, $to uzrokuje povecanje
intraokularnog pritiska (IOP) (Johnson, 2006; Prendes i sar., 2013). Sa druge strane, u
posteriornom delu oka, povisen IOP uzrokuje kompresiju, deformaciju, remodelovanje i fibrozu
lamine kribroze (lat. lamina cribrosa - LC) (Weinreb i sar., 2014; Schneider i Fuchshofer, 2015;
Wallace i O’Brien, 2016), Sto za posledicu dovodi do razvijanja biomehanickog stresa i odumiranje
aksona optickog nerva (Quigley, 2011). Katarakta predstavlja grupu bolesti anteriornog dela oka
tokom koje dolazi do gubitka transparentnosti tkiva o¢nog sociva bilo zbog procesa starenja, bilo
zbog razlicitih sistemskih ili lokalnih poremecaja (Saika, 2006). Ako zbog povrede, inflamacije ili
iritacije dode do povecanja nivoa razlicitih citokina i faktora rasta u o¢noj vodici, epitelne cCelije
sociva bivaju stimulisane da udu u proces EMT zbog cega dolazi do depozicije proteina ECM i
nastanka fibroznog plaka neposredno ispod anteriorne kapsule sociva (primarna katarakta) ili,
nakon njenog hiruskog uklanjanja, ispod posteriorne kapsule sociva (sekundarna katarakta) Sto
vodi narusavanju funkcije vida (de Iongh i sar., 2005; Awasthi i sar., 2009; Xiao i sar., 2015).
Naru$avanju vizuelne ose mogu doprineti i fibrozne promene ostalih anteriornih delova oka kao
$to su roznjaca i konjuktiva. Zbog svoje anatomske lokalizacije roZnjaca je neprekidno izloZena
mehanickim traumama i abrazivnim silama pa je kao rezultat razvila efikasan sistem brzog
obnavljanja epitelnih ¢elija na povrsini koji istovremeno omogucava o¢uvanje refraktivne funkcije
roznjace i sprecava prodor patogenih mikroorganizama i dalju povredu vezivnog tkiva strome
(Saika i sar., 2004; Hamrah i Sahin, 2013; Rocher i sar., 2019). Ipak, dublje povrede roZnjace
mogu da ometaju njeno ispravno zarastanje i da rezultuju neoangiogenezom, ponavljaju¢im
erozijama povrsine roZnjace, epitelnoj keratinizaciji, maglenju strome i subepitelnoj fibrozi Sto
vodi ozbiljnom ostec¢enju vida (Kawashima i sar., 2010; Lee i sar., 2013; Meek i Knupp, 2015).

1.1.2.1.  Fibrozne promene konjuktive
1.1.2.1.1. Grada konjuktive

Konjuktiva predstavlja providnu mukoznu membranu koja povezuje i pokriva zadnju
stranu oc¢nih kapaka i prednju povrsSinu oc¢ne jabucice izuzev roznjace, od korneoskleralnog spoja
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(limbusa) do ivica kapaka i suzne bradavice (lat. caruncula lacrimalis) u unutrasnjem uglu otvora
kapaka (Slika 1.1.). Tkivo konjuktive se sastoji od viSeslojnog plocastog nekeratinizovanog epitela
u kome se, u zavisnosti od regiona, nalaze peharaste Celije (engl. goblet cells) koje produkuju mucin
i druge sekretorne Zlezde koje koje proizvode razliCite komponente suznog filma, melanocite,
Langerhansove Ccelije, limfociti i dendritske celije. Stromu ili konjuktivalnu submukozu (lat.
substantia propria) c¢ini povrSinski limfoidni sloj sacinjen od rastresitog vezivnog tkiva sa
razbacanim pre svega T-limfocitima, mast Celijama, plazma ¢elijama i neutrofilima, kao i dublji
vezivni sloj sa krvnim sudovima i nervnim zavrSecima. Izmedu epitelnih Celija i strome nalazi se
bazalna membrana primarno izgradena od kolagena tipa IV (Dartt, 1992; Harvey i sar., 2013;
Takahashi i sar., 2013). Konjuktiva se anatomski moZe podeliti u tri razli¢ita regiona. Bulbarna
konjuktiva pokriva beonjacu i podeljena je na skleralni i limbalni deo, dok palpebralna
konjuktiva pokriva unutras$nju povrSinu kapaka i deli se na marginalnu, tarzalnu i orbitalnu
konjuktivu. Konjuktiva forniksa povezuje bulbarni i palpebralni region konjuktive ¢ineéi gornji,
donji, lateralni i medijalni forniks, pri ¢emu modifikacije konjuktivalnog tkiva u ovom regionu
predstavljaju polumesecasti nabor (lat. plica semilunaris) i suzna bradavica (Slika 1.1) (Hatton i
Rubin, 2005; Lang i Lang, 2006; Harvey i sar., 2013).

gornji forniks

- 2 .
RN
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orbitalna konjuktiva

tarzalna konjuktiva
lateralni forniks

marginalna konjuktiva
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— kit

oyrsipa
Foznjace

limbalna konjuktiva
skleralna konjuktiva

donji forniks

Slika 1.1. Grada konjuktive. Preuzeto i modifikovano iz (Hatton i Rubin, 2005; Lang i Lang, 2006).
1.1.2.1.2. Funkcija konjuktive

lako se Cesto previda, tkivo konjuktive obavlja razlicite sloZene funkcije neophodne za
odrzavanje homeostaze povrsine oka (Hatton i Rubin, 2005). Tako, povrsina konjuktive premasuje
povrsinu tkiva sa kojima je u kontaktu Sto omogucava slobodne pokrete oka i kapaka. Viseslojni
epitel konjuktive obezbeduje selektivnhu propustljivost i predstavlja anatomsku barijeru za
patogene, dok mikrovili na njegovoj povrsini obezbeduju adheziju suznog filma (McDermott,
2013). Suzni film sprecava isusivanje, podmazuje roZnjacu, omogucava formiranje glatke povrsine
za refrakciju svetlosti, obezbeduje kiseonik avaskularnoj rozZnja¢i i mehanicki ¢isti oko od
mehanickih Cestica, alergena i patogena. Mucini prisutni u unutrasnjem sloju suznog filma
ucestvuju u formiranju glikokaliksa na povrsini mikrovila koji ometa vezivanje patogena za
epitelne Celije konjuktive, dok sekretovani mucini formiraju hidrofilni sloj preko glikokaliksa koji
spira debris i patogene sa povrsine oka (Gipson i Argiieso, 2003). Takode, u vodenoj fazi suznog
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filma se nalaze razli¢ite antimikrobne komponente ukljucujuci lizozim, laktoferin, lipokalin,
sekretorni IgA (imunoglobulin A) i proteine komplementa koji imaju zastitnu ulogu (McDermott,
2013). U konjuktivi su prisutni i imunoloSki odbrambeni mehanizmi klasifikovani kao urodeni,
nespecificni imunski odgovor i adaptivni, steCeni imunski odgovor koji zahteva prethodno
izlaganje antigenu i razvijanje specificnog imuniteta. U urodenom imunskom odgovoru ucestvuju
razlicite Celije imunskog sistema prisutne u konjuktivi, kao Sto su polimorfonuklearni (PMN)
leukociti, kao i epitelne Celije konjuktive, pri cemu nakon prepoznavanja patogena od strane npr.
receptora slicnih Tolu (engl. Toll-like receptors - TLRs) na ovim cCelijama dolazi do sekrecije
citokina, hemokina i faktora rasta dovodec¢i do razvoja inflamacije i pokretanja adaptivnog
imunskog odgovora (Akpek i Gottsch, 2003). Takode, sve viSe dokaza ukazuje da konjuktiva
poseduje specifican mukozni imuni sistem, odnosno da sadrzi organizovano limfoidno tkivo koje
se sastoji od intraepitelnih limfocita, subepitelnih limfoidnih folikula i okolnih limfnih i krvnih
sudova, sveukupno oznacenih kao limfoidno tkivo povezano sa konjuktivom (engl. conjunctival
associated lymphoid tissue-CALT) za koje se pretpostavlja da igra klju¢nu ulogu u zastiti povrsine
oka pokretanjem i regulisanjem imunskog odgovora (Steven i Gebert, 2009).

Inflamacija konjuktive je zajednicka za mnoge bolesti koje pogadaju oko i u teoriji svaka
hroni¢na inflamacija konjuktive moZe pokrenuti fibrozne promene u ovom tkivu. lako ve¢ina
bolesti, kao Sto je virusni konjuktivitis, spontano prode i normalna anatomija i funkcija konjuktive
ostaje oCuvana nakon inflamacije, neki poremecaji mogu dovesti do trajnog nastanka oZilja¢nog
tkiva na konjuktivi (Hatton i Rubin, 2005). Prve posledice hroni¢ne inflamacije ogledaju se u
nastanku skvamozne metaplazije koja ukljucuje oSteCenje i deficijenciju peharastih celija i
taloZenje keratina na povrsini oka, dok posledi¢an nedostatak mucina dovodi do poremecaja u
sastavu suznog filma i do isuSivanja oka (Hatton i Rubin, 2005). U stromi dolazi do fibroti¢nih
promena koje uzrokuju opstrukciju suznih i pomoé¢nih suznih Zlezda, skracivanje forniksa,
uvrtanje kapaka ka unutra (entropion), kontakt trepavica i roZnjaCe (trihijaza), adheziju
palpebralne konjuktive kapaka za bulbarnu konjuktivu ofne jabucice (simblefaron), adheziju
gornje i donje ivice kapaka jedne za druge (ankiloblefaron), sto sve za posledicu ima smanjenje
pokretljivosti oka i oStecenje roZznjace (Hatton i Rubin, 2005). Bliska fizicka i funkcionalna veza
konjuktive i roZznjace dovodi do toga da istovremeno bivaju pogodene povredama i bolestima, pa
promene na konjuktivi u vidu oZiljaka i drugih poremecaja mogu dovesti do zamucéenja i fibroze
roznjace.

1.1.2.1.3. Bolesti povezane sa fibroznim promenama konjuktive

Uzroc¢nici konjuktivalne fibroze su, kao i kod drugih tkiva, heterogene prirode, i obuhvataju
traume konjuktive u koje spada i hiruska intervencija, hemijske i termalne opekotine, zracenje,
bakterijske infekcije, sistemske bolesti, kao i autoimunske, alergijske i atopijske reakcije.

Da bi se doprlo do dubljih tkiva, mnoge operacije oka zahtevaju rezove na konjuktivi i
ukoliko se zarastanje konjuktive pokaZe kao neadekvatno moZe doc¢i do nastanka fibroti¢nih
promena. Tako se u slucaju glaukoma, kada se lecenje lekovima ne pokaze kao uspesno,
primenjuje trabekulektomija koja dovodi do smanjenja I0P. Ovaj hiruski zahvat podrazumeva
uspostavljanje novog puta kroz koji o¢na vodica mozZe iza¢i u rezervoar izmedu beonjace i bulbarne
konjuktive. Glavnu postoperativnhu komplikaciju predstavlja nastanak konjuktivalne fibroze na
mestu rane koje moze dovesti do zatvaranja puta, dovodeci do neadekvatnog smanjenja pritiska
(Schlunck i sar., 2016). Hiruski zahvat dovodi do traume tkiva koje pokrece lokalizovani imunski
odgovor preko aktivacije krvnih plocica, regrutovanja makrofaga i PMN limfocita i otpuStanjem
razlicitih citokina i faktora rasta.



Sa druge strane, izloZenost suncevim zracima, odnosno UV zracenju se smatra glavnim
uzrocnikom pterigijuma koji predstavlja rast bulbarne konjuktive preko povrsSine roznjace.
Pterigijum, sacinjen od invazivnog hipertrofiranog epitela i fibroticne strome konjuktive (Kim i
sar., 2016), karakteriSe se razaranjem Boumanove kapsule, elastozom, procesom EMT i
prisustvom obimne fibrovaskularne proliferacije u tkivu roZnjace (Kato i Shimmura, 2008; Chien i
sar., 2013). lako jo$ uvek nedovoljno rasvetljena, postoje dokazi da u patogenezi pterigijuma
ucestvuju faktori koji utiCu na proliferaciju celija, inflamatorni medijatori, modulatori ECM,
imunoloski mehanizmi, virusne infekcije i geneticki faktori (Di Girolamo i sar., 2004). Osim toga,
veliki problem nakon hiruskog uklanjanja pterigijuma predstavlja i razvijanje sekundarnog
pterigijuma koga karakteriSe brzi i ekstenzivniji rast fibrovaskularnog tkiva nego u slucaju
primarnog (Kim i Kim, 2018).

Takode, sistemske autoimune bolesti kao Sto je cikatricijalni pemfigoid, koji oStecuje kozu i
mukozne membrane, mogu dovesti i do fibroticnih promena na oku. O¢ni cikatricijalni
pemfigoid (engl. ocular cicatricial pemphigoid - OCP) je retka bolest koja dovodi do stvaranja
oziljaka na konjuktivi (Chang i McCluskey, 2005). Autoimunski odgovor je usmeren protiv
elemenata u bazalnoj membrani, gde dolazi do linearnog nakupljanja Ig i proteina komplementa.
Hroni¢na inflamacija dovodi do dominantne infiltracije aktiviranih T-limfocita u stromi i
povecanog nivoa fibrogenih faktora rasta koji dovode do hiperproliferacije fibroblasta konjuktive
(Faraj i Hoang-Xuan, 2001).

[ako su autoimmune bolesti koje napadaju oko relativno retke, pokazano je da ¢ak kod 60%
do 90% pacijenata sa hroni¢nom bolesti kalem protivdomacina (engl. chronic graft versus host
disease - cGVHD) (Perez i sar., 2016), koja se razvija nakon alogene transplantacije hematopoetskih
stem Celija, dolazi do reakcije T-limfocita donora na antigene konjuktive domacina (Kim, 2006).
Prisustvo hronic¢ne inflamacije dovodi do oStecenja svih delova oka koje je najvidljivije na povrsini,
gde dolazi do fibroti¢nih promena na konjuktivi i suznim Zlezdama. Osim toga, istraZivanja ukazuju
i na vaznu ulogu procesa EMT tokom navedenih okularnih manifestacija cGVHD (Ogawa i sar.,
2009).

Do fibroze konjuktive moZe do¢i i tokom hroni¢nih alergijskih bolesti oka. Alergijski
odgovor u oku javlja se nakon izlaganja konjuktive alergenu iz okruZenja koji se vezuje za
specifi¢ne IgE prisutne na mast ¢elijama konjuktive (Leonardi i sar., 2008). Sezonska i perenijalna
forma konjuktivitisa su ¢es¢e i manje ozbiljne forme od hroni¢nih formi u koje spadaju vernalni
(engl. vernal keratoconjunctivitis - VKC) i atopijski keratokonjuktivitis (engl. atopic
keratoconjunctivitis - AKC) (Leonardi, 2013). VKC je relativno retka bolest koja pogada decu i
mlade ljude, uglavnom u toplim podnebljima, dok AKC predstavlja o¢nu manifestaciju sistemski
poremecenog imunskog odgovora, cesto povezanu sa atopijskim dermatitisom i drugim
alergijskim bolestima kao Sto je astma (Ono i Abelson, 2005). Mehanizni posredovani IgE ne
objasnjavaju u potpunosti klinicki tok bolesti prisutan kod AKC i VKC, ve¢ je pokazana i ukljucenost
Th2 T-limfocita i Th2 citokina u patoloSke promene povezane sa ovim hroni¢nim alergijskim
bolestima oka (Leonardi, 2013).

Najpoznatija bakterijska infekcija oka je infekcija bakterijom Chlamydia trachomatis, koja
osim $to moZe inficirati urogenitalni trakt, moZe dovesti i do nekoliko o¢nih bolesti. Neonatalni
konjuktivitis se javlja kod 20% do 50% novorodencadi Cije su majke na porodaju imale cervikalnu
infekciju bakterijom C. trachomatis (Rours i sar., 2008), dok je hlamidijalni konjuktivitis primecen
kod 80% odraslih pacijenata sa genitalnom hlamidijalnom infekcijom (Petrovay i sar., 2015). Ipak,



samo serovari C. trachomatis specificni za oko mogu dovesti do bolesti nazvane trahom tokom
koje nastaju fibrozne promene konjuktive (Hu i sar., 2013).

1.2. Trahom

1.2.1. Epidemiologija trahoma

Infekcija tarzalne konjuktive intracelularnom bakterijom Chlamydia trachomatis dovodi do
nastanka trahoma. Trahom predstavlja vodeci svetski uzrok slepila infektivnog porekla. Svetska
zdravstvena organizacija (SZ0) je 1993. godine usvojila strategiju za iskorenjivanje trahoma do
2020. godine pod akronimom SAFE (engl surgery-S, antibiotic-A, facial cleanliness-F, environmental
improvement-E). Strategija je obuhvatala hiruske korekcije komplikacija kasne faze bolesti (S),
antibiotike za lecenje infekcije (A), povecanje stepena licne higijene koje bi dovelo do smanjenja
prenoSenja bolesti putem ruku, muva i odece (F) i poboljSavanje higijenskih uslova Zivota kroz
obezbedivanje lakSeg pristupa Cistoj vodi i uvodenje boljih sanitarnih mera (E) (WHO, 1997). SZO
je procenila da je broj ljudi obolelih od trahoma pao sa 1,5 milijarde 2002. godine na 142,2 miliona
u 2019. godini, Sto predstavlja smanjenje od 91%. Takode, broj osoba kojima je potrebna operacija
u kasnoj fazi bolesti je pala za 68%, sa 7,6 miliona 2002. godine na 2,5 miliona 2019. godine. Od
2011. godine do danas, SZO je potvrdila da je 8 drZava eliminisalo trahom kao zdravstveni problem
od javnog znacaja. Uprkos velikom napretku koji je postignut, eliminacija trahoma na globalnom
nivou planirana do decembra 2020. godine nece biti ispunjena (Oldenburg, 2019). Ova bolest jos
uvek ostaje endemska u 44 zemlje i odgovorna je za 1,4% svih slucajeva slepila Sirom sveta (WHO,
2019). Smatra se da je najveca prevalencija trahoma u odredenim regionima Etiopije, gde je
nacionalni izvestaj iz 2005/2006. godine pokazao da je na nivou ¢itave drZave u proseku aktivna
bolest prisutna kod 40,14% dece ispod 9 godina, dok su se kod 3,1% populacije starije od 15 godina
razvile komplikacije trahoma Kkarakteristicne za kasnu fazu bolesti (Berhane i sar., 2006).
Ostecenje vida i slepilo prouzrokovano trahomom dovode do pogorSanja kvaliteta Zivota
pogodenih osoba i njihovih porodica, koji i inace spadaju medu najsiromasnije u svetu. Procene
govore da se ekonomski gubici nastali smanjenjem radne sposobnosti obolelih od trahoma krec¢u
od 3 do 8 milijardi dolara godisSnje (Frick i sar., 2003a; Frick i sar, 2003b).

1.2.2. Tretman trahoma

Za sada azitromicin predstavlja antibiotik izbora za lecenje trahoma i masovno se
distribuira u endemskim podrucjima. Problemi koji se javljaju sa upotrebom ovog antibiotika
ukljuc¢uju neophodnost njegove duge primene u populacijama sa visokom prevalencom aktivne
bolesti, gde ni 5 godiSnjih ciklusa tretmana azitromicinom ne dovodi do kontrolisanja bolesti
(Jimenez i sar., 2015), kao i stvaranje rezistencije kod drugih patogenih bakterija (Coles i sar.,
2013). Fenomen autoinokulacije predstavlja jedan od mogucih uzroka povremene neuspesnosti
azitromicina u tretmanu trahoma (Craig i sar., 2015). Naime, istraZivanja su pokazala da
Chlamydiae mogu opstati u gastrointestinalnom traktu i bez klinickih znakova bolesti (Rank i
Yeruva, 2014). Dodatne komplikacije koje oteZavaju pravilnu primenu antibiotika predstavljaju
saznanja da aktivna bolest ne mora biti u sprezi sa prisustvom bakterije, da trahom napreduje ka
kasnim fazama i u odsustvu infekcije, kao i da se bakterija C. trachomatis moze detektovati kod
klinicki zdravih osoba (Burton i sar., 2003; Wright i Taylor, 2005). Takode, ponovno razvijanje
komplikacija bolesti moZze biti i do 60% u periodu od 3 godine nakon operacije trahoma (Hu i sar.,
2010). Zbog svega pomenutog, ulazu se napori i u razvoj vakcine, ali joS uvek bez zadovoljavajucih
rezultata (Mabey i sar., 2014), pa se istraZivanja usmeravaju i ka pronalazZenju alternativnih vidova
terapije koja bi doprinela lecenju trahoma.



1.2.3. Klinicke manifestacije trahoma

Trahom zapocinje u ranom detinjstvu ponovljenim infekcijama konjuktive bakterijom C.
trachomatis koje uzrokuju stanje hroni¢ne inflamacije (Burton, 2007). Nakon godina ponovljenih
infekcija dolazi do progresivnog nastanka oziljaka na konjuktivi, pri ¢emu ozZilja¢no tkivo dovodi
do entropiona i trihijaze uzrokujuc¢i oStec¢enje roznjacCe i zamucenje vida koje moZe prerasti u
potpuno slepilo. Klini¢ki, postoji aktivna ili rana i oZiljna ili kasna faza trahoma (Wright i sar.,
2007). Klinicke manifestacije trahoma se menjaju sa staroS¢u pa je tako aktivni trahom cesce
prisutan kod dece, dok sa starenjem infekcije bakterijom C. trachomatis vremenski krace traju i
postaju rede (Solomon i sar., 2003; Grassly i sar., 2008). OStec¢enja oka nastala zbog ponovljenih
epizoda infekcije i inflamacije uobicajeno postaju oCigledna nakon Cetvrte decenije Zivota (Burton,
2007), manifestujuci se u stvaranju oziljacnog tkiva na konjuktivi. Komplikacije koje nastaju u
kasnoj fazi trahoma i koje zahtevaju operativne zahvate su obi¢no ¢eSce prisutne kod Zena (Dolin
i sar,, 1998; Cromwell i sar., 2009), verovatno zbog bliZeg kontakta sa inficiranom decom S§to i
dovodi do vece ucestalosti infekcija (Congdon i sar., 1993).

UprosScen sistem SZO za procenu trahoma i njegovo klasifikovanje deli bolest na pet
stadijuma (Thylefors i sar, 1987; Mari¢, 2015). Prvi stadijum predstavlja trahomska folikularna
inflamacija (engl. trachomatous inflammation follicular - TF) kada je prisutno 5 ili vise folikula (>0.5
mm) koji predstavljaju kolekciju limfoidnih celija ispod epitela gornje tarzalne konjuktive.
Trahomsku intenzivnu inflamaciju (engl. trachomatous inflammation intense - TI) karakteriSe
izraZzeno inflamatorno zadebljavanje i edem tarzalne konjuktive. Slede¢a faza podrazumeva pojavu
oZiljatnog tkiva i oznacava se kao faza trahomskog oZiljavanja (engl. trachomatous scarring - TS).
Za njom sledi faza koja se naziva trahomska trihijaza (engl. trachomatous trichiasis - TT) kada
barem jedna trepavica grebe povrSinu rozZnjace, dok finalni stadijum trahoma predstavlja
zamucenje roznjace (engl. corneal opacity - CO).

1.2.4. Patogeneza trahoma

C. trachomatis je obligatna intracelularna bakterija koja inficira epitelne celije domacina.
Sojevi C. trachomatis dele se u 15 serovara dalje razvrstana u dva biovara: sojevi koji
predominantno inficiraju oko i uzrokuju trahom (A, B, Ba i C) i sojevi (D, E, F, G, H, I, ] i K) koji
predominantno inficiraju urogenitalni trakt i koji, ako se ne le¢e, dovode do pelvi¢ne inflamatorne
bolesti, ektopicne trudnoce, fibroze jajovoda, steriliteta, uretritisa i prostatitisa. Sojevi (L1, L2 i L3)
takode inficiraju genitalni trakt ali su invazivniji, preZivljavaju u makrofagima i Sire se u lokalne
limfne ¢vorove, dovodeci do razvijanja bolesti limfogranuloma venereum (Hafner, 2015; Elwell i
sar., 2016; Faris i sar., 2019).

Tokom razvojnog ciklusa bakterija C. trachomatis prolazi kroz dve faze, fazu retikularnog
tela (engl. reticulate body - RB) i fazu elementarnog tela (engl. elementary body - EB) (AbdelRahman
i Belland, 2005). EB predstavljaju infektivnu formu bakterije, koja zahvaljujuc¢i svom ¢elijskom zidu
gotovo bez peptidoglikana, sa ¢vrsto umrezenim glavnim (engl. major outer membrane protein -
MOMP) i drugim proteinima spoljaSnjeg membranskog kompleksa (engl. outer membrane protein
A/B/C - OmpA, OmpB, OmpC), opstaju van Celija domacina. (AbdelRahman i Belland, 2005). MOMP
¢ini 60% ukupne koli¢ine proteina na povrsini EB i varijacije u njegovim epitopima definisu
serovar C. trachomatis (Caldwell i sar., 1981). Razvojni ciklus bakterije C. trachomatis zapocCinje
kaCenjem EB za povrSinu epitelnih celija preko nekoliko receptora na c¢elijama domacina
(Puolakkainen i sar., 2005; Kim i sar., 2011). Nakon endocitoze bakterije, dolazi do formiranja
intracelularne vakuole koja se naziva inkluziono telo (engl. inclusion body - IB), smeStene u
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perinuklearnom regionu celije domacina. ViSe IB se fuzioniSu, pri ¢emu dolazi do kooptiranja
funkcije aktina i intermedijarnih filamenata ¢elije domacina, koji formiraju strukturu oko inkluzije
obezbedujuci joj stabilnost i bezbednu niSu (Kumar i Valdivia, 2008). Bakterija C. trachomatis
poseduje brojne faktore virulencije koji joj omoguc¢avaju da u zasti¢enoj intracelularnoj nisi zavrsi
razvojni ciklus i izbegne imuni odgovor domacina (Derrick, i sar., 2015). U inkluzionim telima EB
se transformisu u veca i metabolicki aktivna RB, koja se dalje umnoZavaju binarnom fisijom. Nakon
nekoliko sati novonastala RB se ponovo transformisu u EB koja izlaze u vancelijsku sredinu bilo
ekstruzijom (fuzijom inkluzionog tela sa plazma membranom), bilo nakon lize ¢elije domacina
(Hybiske i Stephens, 2007). Nakon ekstruzije ¢elija moZe reparirati plazma membranu i ostati
vijabilna, sluZe¢i kao pogodan domacin u kojoj preostala EB mogu zavrsSiti svoj razvojni ciklus
(Beatty, 2007). Citav razvojni ciklus bakterije C. trachomatis je kod okularnih serovara duzi u
poredenju sa urogenitalnim serovarima. Urogenitalni serovari zavrSavaju razvojni ciklus za 30-48
h, dok kod okularnih serovara razvojni ciklus traje 48-68 h nakon in vitro infekcije (Miyairi i sar.,
2006). Primeceno je i da razli¢ite forme stresa mogu da dovedu do toga da RB formiraju aberantna
tela koja ostaju vijabilna i perzistiraju dok je celija izloZena stresnim uslovima, nakon cega
formiraju EB, Sto je primeceno i u in vitro (Hogan i sar., 2004; Wyrick, 2010) i u in vivo uslovima
(Lewis i sar., 2014).

1.2.5. Imunopatologija trahoma

Nakon prepoznavanja patogena, epitelne ¢elije domacina sekretuju citokine i hemokine koji
regrutuju i aktiviraju ¢elije urodenog imunskog sistema i koje posledi¢no aktiviraju adaptivni
imunski odgovor. Osnovno patolosko i klinicko obelezje aktivne trahomatozne inflamacije je
formacija limfoidnih folikula u subepitelnom tkivu konjuktive. Limfoidni folikul ¢ini germinalni
centar u kome se u najve¢em broju nalaze nezreli B-limfociti i parafolikularni region u kome
dominiraju zreli B-limfociti. Izmedu folikula prostire se difuzni inflamatorni infiltrat sac¢injen od B
i T-limfocita, plazma Celija, dendritskih ¢elija, makrofaga, neutrofila, eozinofila i mast ¢elija (Abu
El-Asrarisar., 1989; Taylor i sar., 2014). Kod najveceg broja ljudi reinfekcije konjuktive bakterijom
C. trachomatis predstavljaju osnovni stimulus za razvijanje fibroznih komplikacija (Wolle i sar.,
2009), dok kod manjine infekcija postaje perzistentna dovodeci do hroni¢ne inflamacije i fibroze
(Smith i sar,, 2001). Hroni¢na inflamacija predstavlja centralni dogadaj u procesu nastajanja
ozilja¢nog tkiva u mnogim bolestima. U okruZenju hroni¢ne inflamacije dolazi do poremecaja u
normalnom fizioloSkom odgovoru na oStecenje tkiva koje posledi¢no vodi do progresivnih
fibroznih promena. U inflamatornoj fazi, ¢elije imunog sistema, ukljucuju¢i makrofage koji su
regrutovani na mesto infekcije i rezidentne fibroblaste, oslobadaju proinflamatorne citokine,
faktore rasta i MMP. Osim suzbijanja infekcije, ovi faktori stimuliSu proliferaciju fibroblasta i
akumulaciju ECM. Aktivirani fibroblasti, poznati kao miofibroblasti, migriraju na mesto povrede,
produkuju ECM i kontrahuju ranu dovodeci do nastanka oziljka. Pokazano je da u tkivu konjuktive
obolelih od trahoma dolazi do promena u sastavu ECM, posebno u zastupljenosti razlic¢itih tipova
kolagena ¢iji se sastav menja u razlicitim fazama bolesti (Abu El-Asrar i sar., 1998; Abu El-Asrar i
sar., 2001), pri ¢emu kontrakcija vertikalno orijentisanih kolagenih vlakna predstavlja jedan od
osnovnih faktora koji doprinose entropionu (Al-Rajhi i sar., 1993). Sled dogadaja koji povezuju
stanje hroni¢ne inflamacije i progresivno nastajanje ozilja¢nog tkiva u trahomu jo$ uvek nije
dovoljno razjasnjen. Trenutno postoje dva modela kojima se obja$njava imunopatogeneza bolesti
uzrokovanih infekcijom bakterijom C. trachomatis: imunoloska i ¢elijska paradigma.

Tradicionalna imunoloska paradigma istice ulogu adaptivnog imunskog odgovora u
nastajanju patologije trahoma. Rane studije na primatima, kao i studije u kojima su ucestvovali
volonteri, ukazale su da do nastanka oziljacnog tkiva ne dolazi nakon jedne infekcije bakterijom C.
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trachomatis (Mabey i sar., 2014). Takode je primeceno i da ponovno izlaganje istom bakterijskom
soju dovodi do slabije klini¢ke slike bolesti u poredenju sa primarnom infekcijom, Sto je ukazalo
na postojanje memorije koja je karakteristika adaptivnog imunskog odgovora (Dawsonisar., 1966;
Wang i sar., 1967). JoS nekoliko otkri¢a ide u prilog imunoloskoj paradigmi i sticanju zastitnog
imuniteta. Tako, u zajednicama gde trahom predstavlja endemsku bolest uoceno je da se
prevalencija okularne infekcije smanjuje sa godinama, da infekcija bakterijom C. trachomatis kod
dece traje gotovo duplo duZe nego kod starijih (8 nedelja), kao i da oZilja¢no tkivo nastaje i u
odustvu infekcije (Bailey i sar., 1999; Grassly i sar., 2008; Burton i sar., 2015). Takode, ponovljene
infekcije bakterijom C. trachomatis i perzistencija povecavaju ozbiljnost inflamatornog odgovora i
promoviSu hroni¢nu inflamaciju na mestu infekcije, dovode¢i do oSte¢enja tkiva i nastajanja
oziljaka (Grayston i sar., 1985).

Animalni modeli infekcije bakterijom C. trachomatis, pokazali su da je Celijski imunski
odgovor, kao deo adaptivnog imunskog odgovora, neophodan za rezoluciju infekcije (Ramsey i
Rank, 1991). Uloga celijskog adaptivnog odgovora i Thl i Th2 fenotipa CD4(+) T-limfocita je
ispitana u studijama koje su pratile imunski odgovor pacijenata sa razli¢itim stepenom fibroznih
promena u trahomu. Pacijenti kod kojih je doSlo do nastanka ozbiljnih oZiljaka na konjuktivi imali
su povecanu koli¢inu IgG antitela specificnih za bakteriju C. trachomatis i slabiji proliferativni
odgovor T-limfocita u odgovoru na bakterijske antigene u poredenju sa zdravim kontrolama
(Holland i sar., 1993), kao i Th2 Semu ekspresije citokina (IL-4) u odnosu na kontrole kod kojih je
pokazana Th1 Sema ekspresije citokina (interferon-y - IFN-y) (Holland i sar., 1996). Takode su i
pacijenti kod kojih je dosSlo do spontanog razreSenja inflamacije pokazali jacu proliferaciju T-
limfocita u odnosu na one kod kojih je infekcija bila perzistentna (Bailey i sar., 1995). Navedeno
ukazuje da Th1 tip odgovora prvenstveno ima ulogu u rezoluciji infekcije, dok je Th2 tip odgovora
neefikasan u uklanjanju infekcije i vodi do pojacane patologije manifestovane u nastanku
oZilja¢nog fibroznog tkiva na konjuktivi.

Pokazano je i da se nakon infekcije bakterijom C. trachomatis razvija i humoralni imunski
odgovor posredovan antitelima. IgG antitela specificna za bakteriju C. trachomatis nadena su u
suzama i serumu osoba sa aktivnim trahomom i dovedena su u vezu sa olakSavanjem ulaska
bakterije u epitelne ¢elije konjuktive, dok sa druge strane prisustvo IgA antitela specifi¢nih za
bakteriju C. trachomatis potencijalno interferira sa kacenjem bakterije za celiju domacina
smanjujuci rizik od ponovne infekcije (Bailey i sar., 1993).

Osim adaptivnog, u odgovoru na infekciju epitelnih ¢elija se pokrece i urodeni imunski
odgovor. Stephens je 2003. godine predlozio alternativni model nastanka trahoma u kome epitelne
¢elije na mestu infekcije igraju glavnu ulogu kao medijatori urodenog imunskog odgovora -
Celijska paradigma (Stephens, 2003). Pokazano je da epitelne ¢elije in vitro inficirane bakterijom
C. trachomatis produkuju brojne proinflamatorne citokine i faktore rasta kao Sto su IL-8,
hemokinski ligand 1 sa C-X-C motivom (engl. C-X-C motif chemokine ligand 1 - CXCL1), IL-1a, IL-6 i
faktor stimulacije kolonija granulocita i makrofaga (engl. granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor-GM-CSF) (Rasmussen i sar., 1997). Neki od ovih citokina su mo¢ni
hemoatraktanti i aktivatori neutrofila, monocita i T-limfocita, dok drugi indukuju ekspresiju
adhezionih molekula na povrsini endotelnih ¢elija, sekreciju dodatnih proinflamatornih citokina
od strane makrofaga i drugih celija i pokretanje akutno-faznog odgovora u epitelnim celijama i
makrofagima. Sekrecija ovih citokina je odloZena u odnosu na kinetiku sekrecije nakon infekcije
drugim invazivnim bakterijama i prisutna je tokom 2 do 4 dana, koliko traje razvojni ciklus
bakterije C. trachomatis (Rasmussen i sar., 1997). Sekrecija IL-1a od strane inficiranih ¢elija dovodi
do povecane ekspresije proinflamatornih citokina od strane susednih neinficiranih celija Sto
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dovodi do jakog inflamatornog odgovora i Sto za rezultat ima i protektivne i Stetne efekte jer
inflamatorni odgovor dovodi i do uklanjanja infekcije ali doprinosi i fibrozi i nastanku oZiljacnog
tkiva. Epitelne Celije in vitro inficirane bakterijom C. trachomatis takode produkuju i profibroti¢ni
citokin IL-11 (Dessus-Babus i sar., 2002).

Studije radene in vivo takode podrZavaju Celijsku hipotezu. Tako, studija transkriptoma
radena na uzorcima dobijenim od pacijenata kod kojih je doSlo do nastanka oZiljacnog tkiva
ukazala je na aktivnu uklju¢enost epitelnog tkiva u progresiji trahoma kroz produkciju
proinflamatornih faktora IL-13, CXCL5, antimikrobnog peptida psorijazina (engl. psoriasin, S100
calcium binding protein A7 - S100A7) (Burton i sar., 2011b). Pored toga, brojne studije su pokazale
vaznu ulogu urodenog imunskog odgovora, ukljucujuci i ulogu epitelnih ¢elija u patologiji trahoma
(Abu El-Asrar i sar., 1998; Skwor i sar., 2008; Burton i sar., 2011a; Hu i sar., 2012). Naime, ove
studije su pokazale povec¢anu ekspresiju inflamatornih, profibroticnih i faktora koji ucestvuju u
remodelovanju tkiva kao $to su IL-17q, IL-1a, IL-13 i TNF-a, S100A7, CXCL5, hemokinski ligand sa
C-C motivom (engl. C-C motif chemokine ligand 18 - CCL18), MMP7, MMP9, MMP10 i MMP12,
TIMM1 i faktora rasta vezivnog tkiva (engl. connective tissue growth factor - CTGF) kod pacijenata
sa trahomom. Takode, in vitro i in vivo studije pokazale su da se aktivnost prototipskog
profibroticnog faktora TGF-B povecava nakon infekcije miSa bakterijom C. trachomatis (C.
muridarum) (Williams i sar., 1996), kao i kod obolelih od trahoma (Bobo i sar., 1996; Burton i sar.,
2004; Skwor i sar., 2008).

Prema C(Celijskoj hipotezi nakon aktivacije epitelnih ¢elija i razli¢itih celija urodenog
imunskog odgovora, limfociti adaptivnog imunskog odgovora bivaju privuceni na mesto infekcije
hemotaktickim gradijentom i produkuju sopstveni repertoar citokina i faktora rasta. Tokom
narednih infekcija prisutne su i memorijske populacije T-limfocita koje dovode do amplifikacije
imunskog odgovora. Prema C(elijskoj paradigmi, akutne, hroni¢ne i perzistentne infekcije
bakterijom C trachomatis svaki put dovode do odgovora epitelnih celija koji promovise
proliferaciju ¢elija i remodelovanje tkiva koje ako opstaje vodi nastanku oZilja¢nog fibroznog tkiva
(Stephens, 2003).

Uloga epitelnih ¢elija u patogenezi trahome koju pretpostavlja ¢elijska paradigma bi mogla
da bude i znacajnija od opisane. Naime, epitelne Celije konjuktive bi nakon infekcije bakterijom C.
trachomatis, a u odgovoru na inflamaciju, mogle da doprinesu nastanku oZiljacnog tkiva putem
procesa EMT. Tako je pre nekoliko godina i predloZen alternativni put kojim bi mogla da se objasni
patogeneza kasnih faza trahoma, a koji ukljuc¢uje proces EMT (Derrick i sar., 2015). Sve je viSe
dokaza da proces EMT ima Sire implikacije nego Sto se prvobitno mislilo i da doprinosi gotovo
svakom fibroti¢cnom procesu (Stone i sar., 2016), pa je tako vazna uloga procesa EMT u fibroznim
promenama dokumentovana u bubrezima, jetri, plu¢ima, tiroidnoj Zlezdi i reumatskim bolestima
(Tennakoon i sar., 2015; Rout-Pitt i sar., 2018; Fintha i sar., 2019), dok su se dokazi za klju¢nu
ulogu EMT u okularnim fibroti¢nim procesima nedavno pojavili (Saika i sar., 2008; Shu i Lovicu,
2017). Postoje dokazi koji govore u prilog uloge procesa EMT i u razvoju fibroznih bolesti
konjuktive. Smatra se da je proces EMT ukljucen u patogenezu pterigijuma (Kato i sar., 2007), kao
i daje delimi¢no odgovoran za fibrozu konjuktive i suznih zlezda kod pacijenata sa cGVHD (Ogawa
i sar. 2009). Ispitivanje uloge EMT i bolje razumevanje uzroc¢nika i mehanizama koji leze u osnovi
trahoma mogli bi da doprinesu sprecavanju progresivne fibroze konjuktive nakon infekcije
bakterijom C. trachomatis, a samim tim i u leCenju ove bolesti.
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1.3. Proces epitelno-mezenhimske tranzicije

Pre viSe decenija embriolozi su bili prvi koji su primetili da u nekoliko navrata tokom
razvica dolazi do velikih promena u morfologiji i ponasanju epitelnih ¢elija koje zadobijaju fenotip
mezenhimskih Celija i pri tome prelaze velike razdaljine u embrionu da bi uc¢estvovale u formiranju
odredenog tkiva i organa (Nieto, 2009). Pionirski rad Elizabet Hej iz 1968. godine je prvi doveo do
opisivanja bioloskog fenomena ,epitelno-mezenhimske“ transformacije koriste¢i kao model
formiranje primitivne brazde kod pileta (Hay, 1995). Takode, tom prilikom je uoeno i da jednom
kada celije nakon transformacije stignu do krajnje pozicije u embrionu, njihova diferencijacija u
razli¢ite tipove Celija Cesto ukljuCuje reverzan proces, mezenhimsko-epitelnu transformaciju
(Nieto, 2009). Tokom vremena termin ,transformacija“zamenjen je pojmom ,tranzicija“, koji bolje
opisuje reverzibilnu i tranzijentnu prirodu ovog fenomena, kao i Cinjenicu da se ovaj proces
razlikuje od onkogene konverzije epitela (Kalluri i Neilson, 2003), pa se na dalje govori o procesima
epitelno-mezenhimske tranzicije (engl. epithelial-mesenchymal transition - EMT) i mezenhimsko-
epitelne tranzicije (engl. mesenchymal-epithelial transition - MET).

1.3.1. Opste odlike procesa EMT

Plan grade metazoa se u najvecoj meri sastoji od dva morfoloski i funkcionalno razlicita
Celijska tipa, epitelnog i mezenhimskog, kombinovanih u organe sa jasnom trodimenzionalnom
strukturom (Thiery i Sleeman, 2006; Lynch i Watt, 2018). Istorijski posmatrano epitelne i
mezenhimske Celije identifikovane su na osnovu njihovog jedinstvenog fenotipa i morfologije
visecelijskih struktura koje formiraju (ShookiKeller, 2003). Tipi¢an epitel se Cesto sastoji iz jednog
sloja ¢elija, pri cemu pravilno rasporedene meducelijske veze drze epitelne Celije ¢vrsto pripojene
jedne za druge omogucavajuci epitelnoj ploci da formira trodimenzionalni prostor i obezbedujuci
mu strukturnu definiciju i mehanicku rigidnost, dok sa druge strane sprecavaju migraciju i
disocijaciju individualnih ¢elija (Lee i sar., 2006; Thiery i Sleeman, 2006). Sama epitelna ploca je
karakteristi¢no polarizovana sto znaci da se apikalna i bazalna povrsina razlikuju u specifi¢noj
lokalizaciji i distribuciji adhezionih molekula, organizaciji specijalizovanih meducelijskih
struktura, polarizaciji aktinskog citoskeleta i prisustvu bazalne membrane koja razdvaja epitel od
drugih tkiva Sto se i ogleda u njihovoj vizuelnoj razlic¢itosti, adheziji za razli¢ite supstrate i razlicitoj
funkciji (Lee i sar., 2006; Lee i Nelson, 2012). Sa druge strane, vretenaste mezenhimske ¢elije nisu
apikalno-bazalno polarisane nego se kod njih razlikuju prednja i zadnja strana Celije i ne formiraju
regularne slojeve Celija, ve¢ obrazuju strukture nepravilnog oblika koje nisu uniformne po sastavu
ili gustini (Lee i sar., 2006). S’ obzirom da ne formiraju specijalizovane c¢vrste meducelijske
adhezione komplekse, adhezija izmedu mezenhimskih ¢elija je manje snazna nego izmedu
epitelnih ¢elija, obezbeduju¢i im poveéanu sposobnost migacije (Lee i sar., 2006). Migracija
mezenhimskih ¢elija se mehanisticki razlikuje od kretanja epitelnih ¢elija. Epitelne ¢elije migriraju
zajedno u formi kontinuiranog sloja, dok mezenhimske ¢elije lako migriraju, bilo individualno, bilo
kolektivno, formiraju¢i lanac migriraju¢ih celija i kontaktiraju¢i sa susednim mezenhimskim
¢elijama samo preko fokalnih adhezija (Thiery i Sleeman, 2006; Lee i Nelson, 2012; Lu i Kang,
2019). Inicijalan korak procesa EMT predstavlja narusavanje epitelnih meducelijskih veza, nakon
Cega dolazi do reorganizacije citoskeletne arhitekture i apikalno pozicioniranih kompleksa
polarnosti (Xu i sar., 2009; Lamouille i sar., 2014). Epitelna ¢elija menja oblik, izduZuje se, dolazi
do formiranja mebranskih protruzija - lamelipodija, filopodija i invadopodija i uspostavljanja
razlika u prednjoj i zadnjoj strani Celije Sto sve za posledicu ima sticanje sposobnosti usmerenog
kretanja (Lamouille i sar., 2014). Celija zadobija mezenhimski fenotip eksprimiranjem adhezionih
molekula i citoskeletnih proteina karakteristicnih za mezenhimske celije i pove¢anom sintezom
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proteina ECM. Do raslojavanja celija i napuStanja epitelnih struktura dolazi zbog povecane
ekspresije i aktivnosti MMP koje omogucavaju celiji da degraduje ECM obezbedujudi invazivno
ponasanje (Xu i sar., 2009). Na kraju procesa EMT dolazi do formiranja aktinskih stres vlakana
usidrenih u fokalne adhezione komplekse i povec¢ane kontraktilnosti celije (Lamouille i sar., 2014).
Takode, Celije koje prolaze kroz proces EMT sti¢u rezistenciju na senescenciju i apoptozu (Thiery
isar., 2009).

1.3.2. Klasifikacija procesa EMT

Nakon zavrsetka razvica mezenhimske Celije u epitelnim tkivima imaju potpornu ulogu dok
epitelne Celije uglavnom obavljaju razli¢ite specijalizovane funkcije, zbog Cega je i pretpostavljeno
da je kod adulta stanje terminalne diferencijacije epitelnih ¢elija neophodno i trajno (Kalluri i
Neilson, 2003; Kalluri i Weinberg, 2009). Ipak, postojanje postnatalne dediferencijacije epitelnih
Celija tokom tkivne morfogeneze (razvica mlecnih Zlezda), popravke (zarastanja rana) i
patogeneze nekih bolesti (kancera i fibroze tkiva), ukazalo je na postojanje plasticnosti epitelnih
¢elija i u adultnim tkivima (Lee i Nelson, 2012). Tako se proces EMT srece u tri razli¢ita bioloSka
konteksta koji dovode do veoma razli¢itih funkcionalnih posledica i danas predstavlja priznat
mehanizam za rasejavanje ¢elija u embrionu, formiranje mezenhimskih ¢elija u povredenim
tkivima i uspostavljanje invazivnog i metastatskog ponasanja epitelnih kancera (Kalluri i Neilson,
2003; Kalluri i Weinberg, 2009).

EMT tipa 1 se javlja kod sisara tokom implantacije embriona u uterus, tokom gastrulacije
kod mnogih metazoa i tokom formiranja nervne kreste svih kicmenjaka (Thiery i sar., 2009).
Tokom implantacije embriona celije trofoektoderma ulaze u proces tranzicije i dovode do
usidravanja placente u endometrijum (Pijnenborg i sar., 1980). U samom embrionu tokom
gastrulacije proces EMT je ukljucen u nastanak tri klicina lista prilikom c¢ega deo ¢elija epiblasta
prolazi proces EMT formiraju¢i mezoderm i endoderm, dok od preostalih Celija epiblasta nastaje
ektoderm (Acloque i sar., 2009). Nakon gastrulacije, mezenhimske c¢elije ranog mezoderma
procesom MET, formiraju notohordu, somite, prekursore urogenitalnog sistema i somatopleure i
splanhopleure (Thiery i sar., 2009). Da bi doslo do finalne diferencijacije specijalizovanih ¢elijskih
tipova i definisanja finalne arhitekture razlicitih tkiva i organa, sve prolazne epitelne strukture,
izuzev notohorde, se kasnije remodeluju sukcesivnim rundama procesa EMT i MET (Pérez-
Pomares i Mufioz-Chapuli, 2002; Acloque i sar., 2009; Thiery i sar., 2009). Tkiva endoderma,
pankreasni pupoljak i divertikulum jetre prolaze kroz morfoloSke promene slicne sekundarnom
procesu EMT (Johansson i Grapin-Botton, 2002; Tanimizu i Miyajima, 2007), dok se srce formira
kroz tri sukcesivna ciklusa (Nakajima i sar., 2000). Smatra se da je vaznost procesa EMT za razvice
i evoluciju embriona viSih kicmenjaka ogromna, s’ obzirom da je ovaj proces omogucio filumu
hordata da evoluira dalje od svoje predacke epitelne arhitekture prisutne kod amfioksusa (Hay,
2005).

EMT tipa 2 ukljucuje tranziciju epitelnih celija u miofibroblaste tokom reparativne i
progresivne fibroze (Tennakoon i sar., 2015). U odnosu na fibroblaste koji su zaduZeni za
odrzavanje homeostaze vezivnog tkiva, miofibroblasti se karakteriSu veéim stepenom
proliferacije, migracije, ekspresije inflamatornih i antiinflamatornih citokina i drugih medijatora,
faktora rasta, pojaCanom produkcijom ECM i proteaza i prisustvom kontraktilnih snopova
mikrofilamenata u citoplazmi (Desmouliere i sar., 2005; Guarino i sar., 2009; Fintha i sar., 2019).
Miofibroblasti su retko prisutni u normalnom tkivu izuzev u nekim specijalizovanim regionima
(Hinz i sar., 2007), ali se nakon povrede pojavljuju de novo u velikom broju, omogucavajuci
ponovno uspostavljanje integriteta povredenog tkiva, pri Cemu postepeno nestaju nakon rezolucije
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inflamacije i zavrSene popravke (Hinz i sar, 2012). U normalnim fizioloskim uslovima
reepitelizacija je omogucena konverzijom keratinocita na obodu rane iz sedentarnog u migratorno
stanje, prilikom Cega ove Celije sticu pokretljivost uz istovremeno odrzavanje labavih
meducelijskih kontakata (Thiery i sar., 2009). Takode, pokazano je i da tokom svakog
menstrualnog ciklusa, prilikom postovulatornog zarastanja rana, epitel na povrsini jajnika prolazi
procese slicne procesu EMT (Ahmed i sar., 2006). S druge strane, tokom progresivne fibroze proces
EMT se nastavlja zbog prisustva hronicne inflamacije i opstanka miofibroblasta koji putem
stvaranja prekomerne koli¢ine ECM dovode do destrukcije tkiva i do gubitka funkcije pogodenog
organa (Lopez-Novoai Nieto, 2009; Hinz i sar., 2012). Nekada se smatralo da miofibroblasti nastaju
isklju¢ivo patoloskom aktivacijom intersticijalnih fibroblasta ali su istrazivanja pokazala da
progenitori miofibroblasta ukljucuju i epitelne i endotelne Celije, fibrocite i razli¢ite mezenhimske
Celije povezane sa krvnim sudovima kao Sto su pericite, adventicijalne i mezenhimske stem celije
(Di Carlo i Peduto, 2018). Pokazano je da EMT tipa 2 doprinosi progresivnoj fibrozi bubrega,
tiroidne Zlezde, jetre, pluca, razlicitih delova oka, kao i reumatskim bolestima (Kim i sar., 2006;
Saika i sar., 2008; Guarino i sar., 2009; Fintha i sar., 2019).

EMT tipa 3 je najintenzivnije izu¢avan u karcinomima, gde zadobijanje mezenhimskog
fenotipa omogucava neoplasti¢nim ¢elijama da izvrSe lokalnu invaziju sa mesta primarnog tumora,
intravazaciju u krvne sudove, translokaciju kroz cirkulaciju, ekstravazaciju u parenhim udaljenih
tkiva i preZivljavanje u formi mikrometastatskih depozita (Thiery i sar., 2009; Mittal, 2018; Zhang
i Weinberg, 2018; Lu i Kang, 2019). Takode, u odredenim ¢elijskim kontekstima, aktivacijom
procesa MET dolazi do vracanja epitelnih osobina Sto omogucava nastanak makroskopskih
metastaza i oznaCeno je kao proces kolonizacije. Dugo vremena je bilo teSko razlikovati
pojedinacne mezenhimske (elije nastale tranzicijom epitelnih ¢elija tumora od celija strome i
drugih fibroblasta asociranih sa tumorom, prvenstveno zbog Cinjenice da se proces EMT u tkivu
tumora ne odigrava kod svih ¢elija (Nieto i sar., 2016). Tako, ¢elije na invazivnhom frontu tumora
prolaze tranziciju i u najve¢oj meri zadobijaju mezenhimske odlike, dok solidna masa tumora
predominantno ostaje epitelnog fenotipa i ne podleZe procesu EMT, pri ¢emu se, u zavisnosti od
tipa tumora, u njegovom tkivu formira manje ili viSe strm gradijent fenotipski i funkcionalno
razlicitih ¢elija. Osim invazivno-metastatske kaskade, process EMT ima ulogu i u drugim procesima
koji imaju terapeutske implikacije kao $to su zadobijanje osobina karakteristi¢nih za stem celije, a
koje omogucavaju dugotrajan opstanak tumora, rezistencija tumorskih ¢elija na apoptozu i
senescenciju, izbegavanje mehanizama kojima imunski sistem prepoznaje neoplasticne Ccelije,
uspostavljanje i odrZavanje imunosupresivnog i inflamatornog okruZenja i rezistencija celija
tumora na hemoterapiju i imunoterapiju (Thiery i sar., 2009).

lako ove tri klase procesa EMT dovode do veoma razlicitih funkcionalnih posledica, jos uvek
je nejasno koji su signali specifi¢ni za odredene podtipove. Ipak, sva tri podtipa procesa EMT mogu
biti pokrenuta i regulisana zajedni¢kim setom stimulusa i kod svih dolazi do aktivacije istih puteva
signalne transdukcije, istih transkripcionih faktora i post-transkripcionih regulatornih molekula
(Lee i Nelson, 2012).

1.3.3. Biomarkeri procesa EMT

PredloZeni su brojni biomarkeri koji bi sluzili za definisanje procesa EMT, iako promene
koje se dogadaju tokom tranzicije nisu uvek identi¢ne i mogu biti odredene integracijom brojnih
ekstracelijskih signala (Lee i Nelson, 2012). Smatra se da set makromolekula prisutan u celiji u
odredenom vremenskom trenutku definise njen identitet. Ipak, ova definicija ne uzima u obzir
mogucnost da Celije sa identicnim obrascem ekspresije gena u odredenom vremenskom trenutku
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mogu razli¢ito da odgovore na spoljasnji stimulus ili da se spontano diferenciraju zbog prisustva
epigenetickih i drugih faktora. Dalju komplikaciju predstavlja gubitak prostorne pozicije Celija i
gubitak signala poreklom od komponenti ECM i drugih Celija koji mogu biti vazni u odrzZavanju
specificnog Celijskog identiteta. Kao posledica ovih faktora, odredivanje Celijskog identiteta i
odnosa Celijskih loza je narocito izazovno kada su u pitanju Celije koje Cine solidna tkiva (Lynch i
Watt, 2018).

Ono Sto dodatno oteZava pracenje procesa EMT koriS¢enjem specificnih biomarkera, je
saznanje da se Celije tokom tranzicije kre¢u kroz reverzibilan spektar razli¢itih intermedijarnih,
hibridnih stanja koja leZe izmedu potpuno epitelnog i potpuno mezenhimskog fenotipa (Nieto i
sar., 2016; Sha i sar., 2019). Kompjutersko modelovanje, in vitro i in vivo studije ukazuju da broj
intermedijarnih fenotipova moZe biti razli¢it (Huang i sar., 2013; Tam i Weinberg, 2013; Zhang i
sar., 2014; Grigore i sar., 2016; Sha i sar., 2019) zahvaljujudi prisustvu kompleksne regulatorne
mreZe koja leZi u osnovi odigravanja procesa EMT (Jolly i sar., 2015; Jiai sar., 2017; MacLean i sar.,
2018). Postojanje intermedijarnih fenotipova sa morfoloskim i/ili molekularnim karakteristikama
epitelnih i mezenhimskih ¢elija (Huang i sar., 2013; Nieto i sar., 2016) koje ukazuju na odigravanja
delimi¢nog procesa EMT je primec¢eno tokom brojnih razvojnih faza, kao i tokom zarastanja rana,
fibroze i kancera (Grande i sar., 2015; Lovisa i sar., 2015; Grigore i sar., 2016; Nieto i sar., 2016;
Jolly i sar., 2019). Takode, tokom rane faze tranzicije samo gubitak epitelnih svojstava celije moZe
biti dovoljan da dovede do promena u ponaSanju Celija koje bi bilo bliZe ponaSanju celija
mezenhimskog tipa (Huang i sar., 2012). Osim toga, pokazano je da ¢ak i kada epitelna ¢elija stekne
odlike mezenhimske celije, i dalje postoji velika heterogenost medu njima (Nieto i sar., 2016).
Dokazi ukazuju i da intermedijarna stanja prisutna tokom procesa EMT ne moraju biti iskljuc¢ivo
metastabilna ve¢ mogu biti i stabilna (Tam i Weinberg, 2013; Zadran i sar., 2014; Jolly i sar., 2016;
Nieto i sar., 2016), kao i da u nekim slucajevima, delimi¢an proces EMT moZe predstavljati krajnju
tacku tranzicije. Pokazano je da dediferencirane epitelne ¢elije bubrega tokom bubrezne fibroze
ne prolaze kompletan proces tranzicije nego ostaju integrisane u bubreZne tubule i putem
produkcije parakrinih faktora doprinose regrutovanju i diferencijaciji miofibroblasta i makrofaga
(Grandeisar., 2015; Lovisa i sar., 2015).

Konverzija epitelnih Celija u ¢elije sa mezenhimskim karakteristikama zahteva promene u
morfologiji Celija, njihovoj adheziji, migratornoj i invazivnoj sposobnosti, sintezi komponenti ECM
i kontraktilnosti. Ove promene epitelnih ¢elija tokom procesa EMT pradene su promenama u
njihovom proteomu - smanjena je ekspresija gena c¢iji su proteinski produkti karakteristi¢ni za
epitelne ¢elije, dok su geni koji definiSu mezenhimski fenotip aktivirani (Lamouille i sar., 2014), pa
razli¢iti proteini mogu biti upotrebljeni kao biomarkeri procesa EMT tokom razli¢itih faza
tranzicije.

Inicijalni korak EMT predstavlja narusavanje specijalizovanih proteinskih kompleksa na
povrsini epitelnih celija koji ucestvuju u formiranju meducelijskih veza i relokalizacija i/ili
degradacija proteina koji ulaze u njihov sastav (Huang i sar., 2012; Lamouille i sar., 2014), uz
istovremeno remecenje apikalnih kompleksa polarnosti i zapocinjanje reorganizacije citoskeleta u
¢eliji (Xu i sar., 2009). NarusSavanje subapikalnih ¢vrstih veza (lat. zonula occludens) je praceno
smanjenom ekspresijom Klaudina i okludina i redistribucijom proteina zonule okludens koja
povezuje transmembranske proteine sa aktinskim citoskeletom (Huang i sar., 2012). Na bo¢nim
stranama cCelija zbog represije gena za dezmoplakin i drugih proteina dolazi do dezintegracije
dezmozoma (lat. macula adherens) i njihovog razdvajanja od intermedijarnih filamenata (Xu i sar.,
2009; Huang i sar., 2012), dok smanjenje nivoa koneksina ometa integritet pojasnih veza (Bax i
sar.,, 2011). lako smanjena ekspresija bilo kog proteina koji ulazi u sastav meducelijskih veza
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epitelnih Celija moZe predstavljati znak da je doSlo do zapocinjanja tranzicije, smanjenje ekspresije
E-kadherina koji ucestvuje u formiranju pojasnih veza (lat. zonula adherens) smatra se
prototipskim markerom sva tri tipa procesa EMT (Kallurii Neilson, 2003; Zeisberg i Neilson, 2009;
Lee i Nelson, 2012). Ovi molekuli sastoje se od N-terminalnog vancelijskog regiona zaduZenog za
homotipske interakcije sa ektodomenima E-kadherina na susednim ¢elijama, transmembranskog
regiona i C-terminalnog unutarcelijskog regiona (Shapiro i Weis, 2009). Citoplazmati¢ni domen E-
kadherina interaguje sa kateninima koji se sa druge strane vezuju za aktinski citoskelet, zbog
stabilizacije meducelijske adhezije (Xu i sar., 2009). Upravo zbog toga gubitak ekspresije E-
kadherina, osim Sto dovodi do promena u adheziji izmedu epitelnih Celija, dovodi i do poremecaja
u prenosu signala unutar cCelije i promovisanja procesa EMT (Kalluri i Neilson, 2003; Zeisberg i
Neilson, 2009) preko oslobadanja -katenina, koji predstavlja klju¢nu komponentu WNT (engl.
wingless-related integration site) signalnog puta. 3-katenin potom prelazi u jedro i funkcionisSe kao
transkripcioni koaktivator ucestvujuci u regulaciji ekspresije gena povezanih sa procesom EMT,
pa njegova nuklearna lokalizacija takode predstavlja biomarker odigravanja sva tri tipa tranzicije
(Kalluri i Neilson, 2003; Zeisberg i Neilson, 2009; Lee i Nelson, 2012).

Represija gena koji kodiraju za proteine koji u¢estvuju u formiranju meducelijskih veza
sprecavajuci njihovo de novo formiranje i dovodeci do narusavanja integriteta epitela (Peinado i
sar.,, 2007) istovremeno je pratena aktivacijom gena Cciji proteinski produkti ucestvuju u
stimulisanju adhezije izmedu mezenhimskih ¢elija i povecanju pokretljivosti (Lamouille i sar.,
2014).

,Promena" kadherina (engl. cadherin switch), odnosno promene u nivou ekspresije
razli¢itih kadherina, sve CeSce se koriste kao marker procesa EMT (Zeisberg i Neilson, 2009; Lee i
Nelson, 2012). Posebno je znac¢ajna promena E-kadherina u neuralni N-kadherin koji se normalno
eksprimira u razli¢itim ne-epitelnim tipovima ¢elija kao Sto su nervne cCelije, ¢elije endotela, ¢elije
strome i osteoblasti (Acloque i sar., 2009; Loh i sar., 2019). Tokom promene E-kadherina u N-
kadherin, ¢elije u tranziciji preko slabije homotipske interakcije izmedu N-kadherina sti¢u afinitet
za mezenhimske celije i lakSe migriraju (Theveneau i Mayor, 2012; Lamouille i sar., 2014; Loh i
sar.,, 2019). Povecana ekspresija N-kadherina je prisutna tokom embrionalnog razvic¢a, kod
razli¢itih kancera i fibroznih poremecaja (Gheldof i Berx, 2013; Rout-Pitt i sar., 2018; Loh i sar.,,
2019), dok je kod EMT tipa 2 znacajna i promena E-kadherina u OB-kadherin (Strutzi sar., 2002).
Pokazano je da se u fibroznom tkivu N-kadherin eksprimira u proto-miofibroblastima, dok kod
diferenciranih miofibroblasta postepeno biva zamenjenjen OB-kadherinom koji u populaciji ovih
¢elija ima ulogu u koordinisanju kontrakcije (Hinz i sar., 2004; Hinz, 2007). Ipak, s’ obzirom da je i
OB-kadherin eksprimiran u razli¢itim grupama ¢elija mezenhimskog porekla, ne moZe se smatrati
jedinstvenim povrsinskim markerom miofibroblasta (Hinz, 2007).

Povecanoj pokretljivosti ¢elija tokom procesa EMT doprinose i promene u ekspresiji gena
koji kodiraju proteine citoskeleta. Pokazano je da se tokom tranzicije menja sastav intermedijarnih
filamenata pri cemu dolazi do smanjene ekspresije citokeratina karakteristi¢nih za epitelne Celije
i povecane ekspresije vimentina karakteristicnog za fibroblaste, endotelne, hematopoetske i
glijalne celije (Guarino i sar., 2009; Huang i sar, 2012). Vimentin preko interakcije sa
mikrotubulama i motornim proteinima dineinom i kinezinom povecava pokretljivost ¢elija, dovodi
do promena u njihovom obliku i adheziji, a utice i na prenos unutarcelijskih signala i odgovor celija
na mehanicki stres (Mendez i sar., 2010). Vimentin se uobiCajeno koristi kao biomarker
odigravanja tranzicije tokom embriogeneze i progresije kancera (Zeisberg i Neilson, 2009; Lee i
Nelson, 2012), ali je povecana ekspresija vimentina detektovana i u razli¢itim fibroznim bolestima
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i koristi se kao rani biomarker procesa EMT (Hackett i sar., 2009; Hoerster i sar., 2014; Zhang i sar.,
2017; Finthaisar., 2019).

Fibronektin (FN) je fibrilarni glikoprotein ECM koji posreduje u interakcijama celija sa
ECM i ima vaZne uloge u adheziji, migraciji, rastu i diferencijaciji ¢elija (Pankov i Yamada, 2002).
Upotreba cCelijske forme fibronektina kao biomarkera procesa EMT je ogranic¢ena s’ obzirom da ga
eksprimiraju razlicite Celije (White i sar., 2008; Zeisberg i Neilson, 2009; Lee i Nelson, 2012). Ipak,
tokom zarastanja ranai fibrogeneze dolazi do eksprimiranja fetalne forme alternativno obradenog
transkripta fibronektina sacinjenog od ekstradomena ED-A FN, dok se tokom razvoja tumora i
angiogeneze eksprimira alternativno obradena fetalna forma sacinjena od ekstradomena ED-B FN
(White i sar., 2008; Klingberg i sar., 2018; Walraven i Hinz, 2018; Lu i sar., 2019), pa detekcija ove
dve forme fibronektina ukazuje na specificno odigravanje navedenih procesa. Tako, pokazano je
da tokom evolucije granulacionog tkiva in vivo i nakon in vitro stimulacije Celija TGF-f1 proteinom,
depozicija ED-A FN prethodi ekspresiji «-SMA od strane fibroblasta (Serini i sar., 1998), pri ¢emu
ED-A FN, u ve¢oj meri nego ED-B FN, ima ulogu u inkorporiranju velikog latentnog kompleksa u
kome se nalazi vezan TGF-B1 u zreli ECM (Klingberg i sar., 2018).

U poslednjim fazama odigravanja procesa EMT, celije mogu povecati kontraktilnost
ugradnjom a-SMA u aktinska stres vlakna (Hinz i sar., 2012). a-SMA izoforma aktina, eksprimirana
u vaskularnim glatkim miSi¢nim ¢elijama i mioepitelnim ¢elijama, Cesto je koris¢ena kao biomarker
miofibroblasta (Hinz, 2007; Guarino i sar., 2009; Pakshir i Hinz, 2018), pri ¢emu se prisustvo ovog
proteina smatra uznapredovalim stanjem tranzicije i ne oCekuje se kod epitelnih celija koje tek
ulaze u proces EMT (Zeisberg i Neilson, 2009). Ipak, skorasnja studija na tri misja eksperimentalna
modela fibroze organa pokazala je da koris¢enje ovog proteina kao biomarkera procesa EMT u
fibrozi moZe zavisiti od tipa tkiva, s’ obzirom da a-SMA ne eksprimiraju sve kontraktilne Celije koje
produkuju kolagen (Sun i sar., 2016).

1.3.4. Signalni putevi ukljuceni u pokretanje i regulaciju procesa EMT

Za zapocinjanje i regulaciju procesa EMT neophodno je prisustvo spoljasnjih signala koji
aktivacijom unutarcelijskih signalnih puteva, ¢esto na kooperativan nacin, dovode do promena u
ekspresiji ciljnih gena (Lamouille i sar., 2014). TGF-[3 se smatra prototipskim citokinom koji dovodi
do pokretanja procesa EMT zbog toga Sto razliCite izoforme TGF-f svoj efekat ostvaruju u
raznolikim Celijskim kontekstima dok je pokretanje tranzicije od strane drugih induktora cesto
varijabilno i u velikoj meri zavisi od konteksta (Xu i sar., 2009; Lee i Nelson, 2012).

1.3.4.1.  Signalni putevi pokrenuti TGF-[3 proteinima

Tri izoforme TGF-B proteina (TGF-1/2/3) zajedno sa pet aktivina i najmanje osam
koStanih morfogenetickih proteina (engl. bone morphogenetic proteins - BMP) spadaju u familiju
TGF-B proteina sacinjenu od 60 ¢lanova identifikovanih kod viSecelijskih organizama (Feng i
Derynck, 2005). Vecina ovih sekretovanih polipeptida regulise rast, prolifraciju i apoptozu celija,
dok neki od njih imaju ulogu u diferencijaciji ¢elija i tkiva, morfogenezi, odrzavanju hormonalne
homeostaze, kontroli diferencijacije i funkcionisanja hematopoetskih i ¢elija imunskog sistema.
Shodno ovako Sirokom dijapozonu funkcija jasno je da disregulacija ekspresije TGF-f3 proteina
dovodi do poremecaja u razvicu i nastanka razliCitih patoloskih stanja (Xu i sar., 2012). TGF-f8
proteini opisani su kao znac¢ajni regulatori procesa EMT tokom morfogeneze i migracije normalnih
i Celija kancera, a takode su prepoznati i kao glavni pokretaci fibroznih procesa u mnogim tkivima
(Ellenrieder, 2008; Lopez-Novoa i Nieto, 2009; Saika i sar., 2009; Lee i Nelson, 2012).
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Pokazano je da se proces EMT pokrenut u odgovoru na TGF-3 proteine preferencijalno
odigrava na mestima u tkivu gde je doSlo do koncentracije mehanickog stresa (Gomez i sar., 2010),
Sto ukazuje da bioloSka dostupnost TGF-f3 proteina nije regulisana samo otpusStanjem faktora rasta
iz Celija nego i ekstracelijskim mehanizmima koji moduliSu, inhibiraju, aktiviraju ili pojacavaju
vezivanje ovih signalnih molekula za njihove receptore (Robertson i Rifkin, 2016). TGF-f3 proteini
se inicijalno translatiraju kao pro-proteini sacinjeni od faktora rasta i peptida latencije (engl.
latency-associated peptide - LAP), koji se potom dimerizuju, savijaju i nakon formiranja disulfidnih
veza izmedu LAP i latentnog TGF-f vezujuceg proteina (engl. latent TGF-[-binding protein - LTBP),
sekretuju iz ¢elija u formi velikih latentnih kompleksa (Robertson i Rifkin, 2016). Kasnije se LAP
proteini isecaju ali ostaju nekovalentno vezani za TGF-8 ¢ine¢i mali latentni kompleks. Nakon
sekrecije LTBP protein se vezuje za razlicite proteine ECM koji sekvestriraju latentni TGF-f3 protein
(Robertson i sar., 2015), dok ga aktivatori u vidu razli¢itih bioloskih, fizickih i fizicko-hemijskih
faktora (npr. pH), sa integrinima i proteazama kao najbolje okarakterisanim faktorima, ne
oslobode (Robertson i Rifkin, 2016). Funkcionalni kompleks familije TGF-3 receptora na povrsini
Celija sastoji se od dva transmembranska serin-treonin kinazna TGF-f3 receptora tipa I (TBR-I) i
dva transmembranska serin-treonin kinazna TGF-f3 receptora tipa II (TBR-II). Nakon vezivanja
TGF-B1i TGF-B3 za ektodomene TBR-Il homodimera i TGF-B2 za heterodimere sastavljene od oba
tipareceptora, dolazi do formiranja i stabilizacije heterotetramernog kompleksa sacinjenog od dva
receptora oba tipa (Feng i Derynck, 2005). U odgovoru na vezivanje liganada, kinaza TBR-II
fosforiliSe konzervisanu sekvencu bogatu glicinom i serinom uzvodno od kinaznog domena T(R-I
$to dovodi do konformacione promene TR-I i aktivacije kinazne aktivnosti koja zapoc¢inje prenos
signala preko unutarcelijskog kanonskog TGF-3 signalnog puta posredovanog SMAD proteinima
(engl. small mothers against decapentaplegic) i nekanonskih TGF-8 signalnih puteva (Derynck i
Zhang, 2003; Feng i Derynck, 2005).

1.3.4.1.1. TGF-p kanonski signalni put

Fosforilacija konzerviranog motiva na C-terminusu SMAD proteina aktiviranih receptorom
(engl. receptor-activated SMAD - R-SMAD) - SMAD2/3 (u slucaju TGF-f3 proteina) posredovana
TBR-I receptorom, kreira pSer-x-pSer motiv koga prepoznaje SMAD4, zajednicki partner za sve R-
SMAD proteine (Ross i Hill, 2008; Xu i sar., 2012). Zbog sekvence za lokalizaciju prisutne u SMAD4
proteinu, novonastali heterodimerni ili heterotrimerni kompleksi R-SMAD-SMAD4 prelaze u jedro
gde se udruzuju sa drugim regulatorima transkripcije i ucestvuju u represiji ili aktivaciji ciljnih
gena, odnosno tokom procesa EMT dovode do aktiviranja ekspresije transkripcionih faktora koji
stimuliSu tranziciju (Massagué i sar., 2005). N-terminalni domen je kod SMAD2/3 i SMAD4
proteina konzerviran i posreduje u vezivanju nastalih heterodimera ili heterotrimera za molekul
dezoksiribonukleinske kiseline (DNK) (Heldin i Moustakas, 2012). Struktura [3-ukosnice insertuje
se u veliki Zljeb molekula DNKi uspostavlja vodoni¢ne veze sa nukleotidima u okviru palindromske
sekvence (CAGAC) nazvane Smad vezujuéi element (engl. Smad binding element - SBE), a u nekim
sluc¢ajevimaisa,degenerisanim” SBE sekvencamaili regionima bogatim guaninom i citozinom (Shi
isar., 1998; Chen i sar., 2002; Massagué i sar., 2005). Vezivanje SMAD proteina za molekul DNK je
niskog afiniteta pa visok afinitet Smad kompleksa za pojedinac¢ne SBE prisutne u promotorskim
regionima ciljnih gena obezbeduje samo vezivanje njihovog C-terminalnog domena za specifi¢ne
kofaktore (npr. Fox0O3 i Fox04) koji simultano prepoznaju sekvence odgovarajuce udaljenosti i
orijentacije u blizini SBE (Derynck i Zhang, 2003; Massagué i sar., 2005; Shu i Lovicu, 2017). Na taj
nacin partneri SMAD proteina prisutni u transkripcionim multiproteinskim kompleksima
obezbeduju njihovu specifi¢nost za ciljni gen, ali i specifi¢nost signalnog puta, tipa Celija i, kroz
uticaj na regrutovanje transkripcionih koaktivatora (npr. p300, CBP, P/CAF) ili korepresora (npr.
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p107, HDAC4), specifican transkripcioni efekat (Feng i Derynck, 2005; Massagué i sar., 2005; Xu i
sar., 2012). Kanonski TGF-3 signalni put je regulisan putem negativnih povratnih sprega koje
dovode do sprecavanja prenosa signala. Tako, inhibitorni SMAD proteini, SMAD6 i SMAD7, dovode
do internalizacije i degradacije TBR-I i putem kompeticije sprecavaju vezivanje R-SMAD proteina
za receptor (Miyazono, 2009; Shu i Lovicu, 2017).

1.3.4.1.2. TGF-f nekanonski signalni putevi

Osim navedenog kanonskog TGF-f signalnog puta, vezivanje TGF-3 proteina za receptore
pokreceirazliCite signalne puteve nezavisne od aktivacije SMAD proteina, a koji doprinose procesu
EMT u odredenim tipovima celija. Medu njima, mitogenom aktivirane protein kinaze (engl.
mitogen-activated protein kinase - MAPK) ERK1/2 (engl. extracellular signal-regulated kinases 1/2),
JNK (engl. c-Jun N-terminal kinase) i p38 MAP kinaze, fosfatidilinozitol-3 kinaza (PI3K) i RHOA
(engl. Ras homolog family member A), RAC1 (engl. Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) i
CDC42 (engl. cell division cycle 42) GTPaze imaju vaznu ulogu u procesu EMT pokrenutom TGF-f3
proteinima (Miyazono, 2009). Nakon vezivanja TGF-f, TPR-I moZe fosforilisati tirozin na
adapterskom proteinu, kreirati mesto usidravanja za GRB2 (engl. growth factor receptor-bound
protein 2) i SOS (engl. son of sevenless) i pokrenuti RAS-RAF-MEK-ERK MAPK signalni put (Lee i
sar.,, 2007). Preko posredne aktivacije uzvodne kinaze TAK1 (engl. TGFf-activated kinase),
aktivacija TBR-I dovodi i do aktivacije p38 i JNK MAP kinaza (Sorrentino i sar., 2008; Lamouille i
sar., 2014). TGF- aktivira PI3K/AKT signalni put i putem inhibicije aktivnosti GSK3f kinaze (engl.
glycogen synthase kinase 3[) i aktivacije mTORC (engl. mammalian TOR complex) i hnRNPE1 (engl.
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein E1) stimuliSe sintezu proteina, povecanje velicine Celije,
pokretljivostiinvazivnosti derepresiju translacije odredenih transkripata dovodeci do pokretanja
procesa EMT (Chaudhury i sar., 2010; Lamouille i sar., 2012) Takode, TGF-3 kroz regulaciju RHOA,
RAC i CDC42 GTPaza doprinosi narusavanju c¢vrstih meducelijskih veza, reorganizaciji aktina i
formiranju lamelopodija i filopodija ¢ime dovodi do reorganizacije citoskeleta i stimulisanja
¢elijske pokretljivosti i invazivnosti (Lamouille i sar., 2014; Shu i Lovicu, 2017). Vezni region koji
se nalazi izmedu dva globularna domena R-SMAD proteina sadrzi brojna serinska i treoninska
konsenzusna mesta koja mogu biti fosforilisana od strane aktiviranih MAP i ciklin zavisnih kinaza
(engl. cyclin-dependent kinase - CDK), ¢ime je omogucena komunikacija i integracija razlic¢itih
signalnih puteva pokrenutih vezivanjem TGF-f proteina, pa balans izmedu direktne aktivacije
SMAD proteina i MAP kinaza cesto definiSe odgovor ¢elije na stimulaciju TGF-f3 (Feng i Derynck,
2005; Massagué i sar., 2005).

1.3.4.2.  Ostali signalni putevi ukljuceni u pokretanje i regulaciju procesa EMT

WNT signalni put i signalni putevi nizvodno od receptora sa tirozin kinaznom aktivnoséu
(RTK) i integrina su neki od signalnih puteva koji, osim najbolje okarakterisanog TGF-[3 signalnog
puta, mogu dovesti do pokretanja procesa EMT. Tako, vezivanje WNT liganada za Frizzled
receptore dovodi do pokretanja kanonskog WNT signalnog puta i stimulisanja tranzicije kroz
inhibiciju GSK3f kinaze i stabilizaciju B-katenina, koji potom prelazi u jedro gde aktivira
transkripcione faktore LEF1 (engl. lymphoid enhancer-binding factor 1) i TCF (engl. T cell factor)
stimuliSuc¢i ekspresiju gena koji favorizuju EMT (Niehrs, 2012; Lamouille i sar., 2014). WNT
signalni put ukrsta se sa TGF-f3 signalnim putem na nivou interakcija kompleksa SMAD proteina sa
TCF, LEF1 ili B-kateninom (Xu i sar., 2009). Takode, fosforilacija GSK3f3 od strane AKT kinaze
dovodi do ubikvitinacije i degradacije GSK3B i posledi¢ne stimulacije procesa EMT, dok
fosforilacija SMAD proteina od strane GSK3f smanjuje njihovu stabilnost (Lamouille i sar., 2014).
Do indukcije procesa EMT moZe do¢i i posredstvom joS nekoliko faktora rasta kao Sto su EGF, FGF,
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PDGF, faktor rasta vaskularnog endotela (engl. vascular endothelial growth factor - VEGF), faktor
rasta hepatocita (engl. hepatocyte growth factor - HGF) i insulinu slican faktor rasta 1 (engl. insulin-
like growth factor 1 - IGF1). Indukciju procesa EMT ovi faktori rasta ostvaruju posredstvom
vezivanja za RTK, dovodeci do njihove autofosforilacije i, u ve¢oj meri nego TGF-f3, pokretanjem
RAS-RAF-MEK-ERK MAPK signalne kaskade (Thiery i Sleeman, 2006; Lee i Nelson, 2012; Lamouille
i sar, 2014). Jednom aktivirane ERK1 i ERK2Z MAPK dovode do povecanja ekspresije
transkripcionih faktora ukljucenih u proces EMT i regulatora Celijske pokretljivosti i invazivnosti
(Thiery i Sleeman, 2006). Takode, aktivacija RTK dovodi i do pokretanja p38 MAPK i JNK signalnih
puteva, kao i PI3K/AKT signalnog puta i signalnih puteva nizvodno od SRC kinaza (Lamouille i sar.,
2014), pri cemu se mnogi od ovih nizvodnih medijatora udruZuju sa signalima pokrenutim TGF-f3
proteinima dovodec¢i do pokretanja EMT (Lee i Nelson, 2012). Osim biohemijskih signala za koje je
ve¢ dugo vremena poznato da reguliSu mnoge procese u cCeliji ukljucujuci i proces EMT, sve je viSe
dokaza da i mehanicki aspekt, kao Sto su fizicka sila ili rigidnost ECM krucijalno uti¢u na ponasanje
i funkciju celije (Lee i Nelson, 2012). Tako integrini, vezivanjem za komponente ECM, detektuju
mehanicki stres nakon Cega aktiviraju tirozinske kinaze fokalne adhezije (engl. focal adhesion
kinase - FAK) i SRC (engl. proto-oncogene Src kinase) koje dalje pokrecu GTPaze RAC1 i CDC42
dovodedi do suprimiranja aktinomiozinske kontraktilnosti i pojacanog nastanka protruzija, dok u
kasnijim fazama preko aktivacije GTPaze RHOA dovode do formiranja stres vlakana smanjujuci
odnos monomera a-SMA (G-aktina)/stres vlakna (F-aktina) i dovodeci do sazrevanja fokalnih
adhezija (Huveneers i Danen, 2009). Posledi¢na kontrakcija ¢elije i mehanotransdukcija u ¢eliju od
strane integrina dalje vode pojacavanju aktivacije RHOA i uspostavljanju pozitivne povratne
sprege (Zent i Guo, 2018). Takode, integrini preko kinaza SRC mogu aktivirati i PI3K/AKT signalni
put i posledicno RAS/MAPK signalnu kaskadu, i tako dovesti do tranzicije epitelnih u
mezenhimalne ¢elije (Lamouille i sar., 2014; Lee i Nelson, 2012; Zent & Guo, 2018).

1.4. Regulacija procesa EMT

Proces EMT je regulisan na viSe nivoa, pri ¢emu se bazi¢an nivo regulacije ogleda u
aktivnosti grupe transkripcionih faktora povezanih sa EMT (ZEB, SNAIL i TWIST) (Lamouille i sar.,
2014). Osim na transkripcionom, EMT je regulisan i na post-transkripcionom (alternativna obrada
informacione ribonukleinske kiseline (iRNK) i nekodiraju¢e RNK od kojih mikro RNK (miRNK,
miR) spadaju u najokarakterisanije) i post-translacionom (razli¢ite modifikacije proteina koje
uticu na njihovu stabilnost i aktivnost) nivou (Slika 1.2).

1.4.1. Transkripcioni faktori ukljuceni u regulaciju procesa EMT

Promene u ekspresiji gena koje doprinose represiji epitelnog fenotipa i aktivaciji
mezenhimskog fenotipa ukljucuju master regulatore - SNAI, TWIST i ZEB transkripcione faktore.
Njihova ekspresija je aktivirana rano tokom procesa EMT, pa ovi proteini imaju centralnu ulogu
tokom razvica i nastanka fibroze ili kancera (Lamouille i sar., 2014). Kako ovi transkripcioni faktori
imaju razlicite ekspresione profile, njihov doprinos procesu tranzicije zavisi od tipa Celije ili tkiva,
kao i signalnog puta koji dovodi do pokretanja tranzicije, mada se osnovni efekat manifestuje u
transkripcionoj inhibiciji prototipskog adhezionog molekula E-kadherina (Thiery i sar., 2009;
Lamouille i sar., 2014). Takode, SNAI, ZEB i TWIST cesto recipro¢no kontrolisu ekspresiju jedan
drugog i funkcionalno kooperiraju u regulaciji ekspresije ciljnih gena (Peinado i sar., 2007), pri
Ccemu isti transkripcioni faktor Cesto moZe funkcionisati i kao represor i kao aktivator (de Craene i
Berx, 2013).
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Slika 1.2. Regulacija procesa EMT. Transkripcioni faktori koji u¢estvuju u pokretanju procesa EMT (SNAI,
ZEB i TWIST) imaju centralnu ulogu u najbolje okarakterisanoj regulatornoj mrezi koja kontroliSe
ekspresiju gena ukljucenih u tranziciju. Funkcija ovih proteina je pojacana njihovom bliskom saradnjom sa
epigenetickom masSinerijom koja obezbeduje stabilnu represiju epitelnih karakteristika. Nekodiraju¢e RNK
ucestvuju u definisanju jo$S jedne regulatorne mreZze koja kontrolisSe proces EMT i obezbeduje oc¢uvanje
epitelnog fenotipa putem formiranja negativnih povratnih sprega izmedu ¢lanova familija miR-200 i miR-
34 i transkripcionih faktora ukljucenih u pokretanje procesa EMT. Sa druge strane, miR-9 ucestvuje u
transkripcionoj represiji E-kadherina i ima ulogu u odrZavanju mezenhimskog fenotipa. U ostalim
regulatornim mrezama koje se formiraju tokom procesa EMT, a koje nisu neposredna tema ove doktorske
disertacije, uCestvuju specificni faktori zaduzeni za alternativnu obradu transkripata (iRNK), kao i faktori
koji dovode do post-translacione regulacije razli¢itih proteina. Celije sa epitelnim fenotipom su apikalno-
bazalno polarisane i povezane razli¢itim meducelijskim vezama. Pokretanje procesa EMT dovodi do
represije gena koji kodiraju za proteine povezane sa epitelnim fenotipom (Zuti boks) i aktivacije ekspresije
gena koji kodiraju za proteine povezane sa mezenhimskim fenotipom (rozi boks). Progresivan gubitak
osobina karakteristi¢nih za epitelne Celije je pracen sticanjem pojedinih osobina mezenhimskih ¢elija uz
zadrzavanje odredenih epitelnih karakteristika (intermedijarni fenotip). U odredenim slucajevima celija
moze zadobiti kompletan set mezenhimskih osobina koji ukljucuje razliku izmedu prednje i zadnje strane
Celije, formiranje aktinskih stres vlakana, pokretljivost i invazivnost. Proces EMT se pokrece kada je balans
regulatornih mreza naruSen, dok stepen tranzicije zavisi od pomerenosti balansa bliZe jednoj ili drugoj
strani. Osim toga, EMT predstavlja reverzibilan proces pa mezenhimske ¢elije mogu ponovo zadobiti
epitelne karakteristike procesom MET. Preuzeto i modifikovano iz (de Craene i Berx, 2013; Dongre i
Weinberg, 2019).
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Kod ki¢menjaka identifikovana su tri proteina koja pripadaju familiji Snail transkripcionih
faktora: SNAI1, SNAI2 (poznatikao SLUG) i SNAI3, koji sadZe karakteristican C-terminalni domen
sa 4 do 6 cinkanih prstiju koji obezbeduju specifi¢no vezivanje za E-boks elemente (5’-CANNTG-
3’) na molekulu DNK (Peinado i sar., 2007; Xu i sar., 2009) i N-terminalni SNAG (Snail /Gfi) domen
koji je esencijalan za nuklearnu lokalizaciju i represiju transkripcije (Grimes i sar., 1996). Indukcija
ekspresije SNAI1 transkripcionog faktora je zabeleZzena u svim proucavanim procesima EMT
(Zeisberg i Neilson, 2009), dok je SNAI2 Sire eksprimiran i njegova ekspresija je detektovana i
nezavisno od procesa EMT (Hemavathy i sar., 2000; Barrallo-Gimeno i Nieto, 2005). Tako misji
embrioni koji ne eksprimiraju Snail ne uspevaju da zavrSe proces EMT i formiraju defektni
mezodermalni sloj koji zadrZava ekspresiju E-kadherina, dovodeci do smrti mutantnog embriona
na nivou gastrulacije (Carver i sar., 2001), dok utiSavanje ekspresije Snai2 u embrionu pileta
dovodi do poremecaja na nivou mezoderma i neuspeha u migraciji ¢elija nervne kreste (Nieto i sar.,
1994). Osim TGF-f proteina i SMAD3-SMAD4 kompleksa (Xu i sar., 2009), u zavisnosti od
fiziolosSkog konteksta, indukciju ekspresije SNAI1 pokrece i aktivacija WNT i signalnih puteva
nizvodno od RTK (Peinado i sar., 2007). Osim suprimiranja ekspresije E-kadherina, SNAI
transkripcioni faktori dovode do smanjene ekspresije epitelnih biomarkera ukljucujuc¢i klaudine,
okludine, citokeratine, dezmoplakin, plakofilin, dovode do naruSavanja apikalnih kompleksa
polarnosti, dok sa druge strane doprinose povecanoj ekspresiji mezenhimskih biomarkera
ukljucujudi fibronektin i N-kadherin, kolagen tip Il i V i dovode do povecane ekspresije proteina
ukljucenih u migraciju i invaziju celija, kao i transkripcionih faktora TWIST, ID, ZEB1 i ZEB2.
Takode, uticu na povecanje inflamatornih citokina, a dovode i do inhibicije proliferacije ¢elija
putem supresije ciklin D proteina i CDK4. Istovremeno SNAI transkripcioni faktori uti¢u na
povecano preZivljavanje celija preko supresije kaspaza i drugih faktora ukljucenih u apoptozu
(Kalluri i Neilson, 2003; Xu i sar., 2009; Zeisberg i Neilson, 2009; Lee i Nelson, 2012; Nieto i sar.,
2016). SNAIL1 i SNAIL2 kooperiraju sa drugim regulatorima transkripcije kao Sto je SMAD3-
SMAD4 kompleks da bi kontrolisali ekspresiju ciljnih gena (Vincent i sar., 2009). Post-translacione
modifikacije pokrenute razli¢itim signalnim putevima takode kontroliSu aktivnost i stabilnost
SNAIL1 preko GSK3[ kinaze koja fosforilacijom razlicitih aminokiselinskih ostataka SNAIL1
dovodi do inaktivacije njegove transkripcione aktivnosti, izlaska iz jedra i degradacije (Zhou i sar.,
2004).

ZEB1, poznat i kao 8EF1 ili AREB6 i ZEB2, poznat kao SIP1 (engl. Smad-interacting protein
1), su dva transkripciona faktora kod ki¢menjaka koja pripadaju ZEB familiji transkripcionih
faktora. Clanovi ove familije sadrZe dva klastera cinkanih prstiju na C- i N-terminalnom kraju
proteina Cije istovremeno vezivanje za bipartitivne E-boksove obezbeduje interakciju sa
regulatornim sekvencama molekula DNK. Centralni region ZEB proteina sadrZzi domen za
interakciju sa fosforilisanim R-SMAD proteinima, homeodomen i domen za interakciju sa CtBP
(engl. C-terminal binding protein) kofaktorima (Xu i sar., 2009). Represija transkripcije gena od
strane ZEB1 i ZEB2 je omogucena prisustvom represornih motiva u centralnom homeodomenu i
putem regrutovanja CtBP korepresornih proteina, dok interakcija ZEB1 sa koaktivatorima P/CAF
i p300 histonskim acetiltransferazama omoguc¢ava ZEB1 proteinu da funkcioniSe kao aktivator
transkripcije (Postigo i sar., 2003; Peinado i sar., 2007). Ekspresija ZEB transkripcionih faktora
indukuje se u odgovoru na TGF-3 i WNT proteine kao i faktore rasta koji aktiviraju RAS/MAPK
signalnu kaskadu (Lamouille i sar.,, 2014). Takode, SNAIL1 direktno (Wu i sar., 2017) ili u
kooperaciji sa TWIST1 proteinom (Dave i sar., 2011a) dovodi do ekspresije gena za ZEB1. Osim
suprimiranja ekspresije E-kadherina tokom procesa EMT (Peinado i sar., 2007b; Berx i van Roy,
2009), ZEB transkripcioni faktori dovode i do smanjene ekspresije klaudina, proteina zonule
okludens, plakofilina i proteina kompleksa apikalne polarnosti i povecane ekspresije proteina
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karakteristi¢nih za mezenhimske Celije kao Sto su vimentin, N-kadherin, MMP (Xu i sar., 2009) i a-
SMA (Nishimurai sar., 2006). Takode, ucestvuju i u regulaciji proliferacije, apoptoze i senescencije
(Vandewalle i sar., 2009). Ekspresija ZEB proteina je post-transkripciono reprimirana specificnim
mikroRNK (Xu i sar,, 2009; Nieto i sar., 2016), dok post-translaciona sumoilacija ZEB2 promoviSe
njegovo zadrzavanje u citoplazmi (Long i sar., 2005).

I clanovi velike familije bHLH (engl. basic helix-loop-helix) transkripcionih faktora E12,
E47, TWIST1, TWIST2 i ID1, ID2, ID3 i ID4 ukljuceni su u proces EMT (Xu i sar., 2009). TWIST
proteini, koji su ukljueni u progresiju sva tri tipa procesa EMT (Lee i Nelson, 2012), sadrZe
konzervirani HLH motiv sacinjen od dva a-heliksa razdvojena petljom, koji imaju ulogu u
dimerizaciji i koji dovode do formiranja bipartitivnog domena koji se vezuje za E-boksove prisutne
na molekulu DNK, kao i domen nazvan , Twist boks” koji moze funkcionisati bilo kao represorni,
bilo kao aktivatorski domen (Peiisar., 2017). [zuzev SMAD3-SMAD4 kompleksa i nizvodni efektori
drugih signalnih puteva aktiviraju ekspresiju TWIST proteina, pri ¢emu aktivnost ovih proteina u
velikoj meri zavisi od sastava dimera (Lamouille i sar., 2014). TWIST1 i TWIST2 formiraju
homodimere i heterodimere sa E12 ili E47 i na taj nacin ucestvuju u regulaciji transkripcije, dok
vezivanje za ID proteine kojima nedostaje domen za vezivanje za molekul DNK, dovodi do inhibicije
funkcije TWIST proteina. Tako, represija ekspresije gena za ID od strane TGF- dovodi do
derepresije TWIST transkripcionih faktorainjihove pojac¢ane aktivnosti tokom procesa EMT (Kang
i sar., 2003). TWIST proteini dovode do smanjene ekspresije epitelnih gena i aktivacije gena ¢iji su
proteinski produkti specifi¢ni za mezenhimske ¢elije (Peinado i sar., 2007; Lamouille i sar., 2014).
Ektopicna ekspresija TWIST1 ili TWISTZ2, osim smanjene ekspresije gena za E-kadherin, rezultuje
smanjenim nivoom ekspresije okludina i klaudina, ali i dovodi do povec¢anog nivoa ekspresije
fibronektina, vimentina i N-kadherina i pospesSuje migraciju i invazivno ponasanje ¢elija (Xu i sar.,
2009; Zeisberg i Neilson, 2009). Takode, post-translaciona modifikacija u vidu fosforilacije od
strane MAP kinaza povecava stabilnost i aktivnost TWIST1 transkripcionog faktora (Hong i sar.,
2011).

1.4.2. Epigeneticka regulacija procesa EMT

Novija istraZivanja su ukazala na znacajnu uklju¢enost epigenetickih mehanizama u
regulaciji ekspresije svih gena povezanih sa procesom EMT (Tam i Weinberg, 2013; Serrano-
Gomez i sar., 2016). U Sirem smislu posmatrano epigenetika predstavlja most izmedu genotipa i
fenotipa - fenomen koji dovodi do varijacija u krajnjem ishodu geneticki kodirane informacije bez
promena u odgovarajucoj sekvenci molekula DNK. U uZem smislu epigenetika moZe biti definisana
kao izuCavanje onih procesa koji omogucavaju nasledivanje stabilnih promena u ekspresiji gena ili
fenotipu cCelija, a koji se deSavaju bez ireverzibilnih promena u genetickoj informaciji (Goldberg i
sar., 2007; Zhang i Pradhan, 2014). Epigeneticki mehanizmi su odgovorni za uspostavljanje,
odrzavanje i reverziju metastabilnih transkripcionih stanja koja su fundamentalna za sposobnost
Celije da zapamti prethodne dogadaje, kao Sto su promene u spoljasnjim okruZenju ili signali
primljeni tokom razvi¢a (Bonasio i sar., 2010). Reverzibilna priroda epigenetickih modifikacija
obezbeduje mogucnost brze promene ekspresije brojnih gena karakteristi¢cnih za epitelne ili
mezenhimske ¢elije i ukljuc¢ena je u dinamicne dogadaje koji se nalaze u osnovi metastabilnih ili
stabilnih stanja tokom procesa EMT i MET (Kiesslich i sar., 2013; Tam i Weinberg, 2013; Nieto i
sar., 2016; Pistore i sar., 2017), i kao takva predstavlja i polje terapeutskog delovanja (Sun i Fang,
2017; Boulding i sar., 2015). Epigenom je kolektivni termin koji opisuje kompleksan i fleksibilan
adaptivni bioloski kod koji usmerava kako celija interpretira svoj genom (Mann i Mann, 2013). U
najbolje opisane komponente epigenoma spadaju metilacija DNK molekula, post-translacione
modifikacije histona i miRNK koje predstavljaju najpoznatiju klasu regulatornih nekodirajucih
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RNK (Bonasio i sar.,, 2010; Zhang i Pradhan, 2014). Svaki od ovih epigenetickih mehanizama
zahteva postojanje precizno regulisane specificne masSinerije koja ucestvuje u odrzavanju
epigenetickog pejzaza specificnog za odredeni tip Celija i tkiva.

1.4.2.1. Histonske modifikacije ukljuc¢ene u regulaciju procesa EMT

[ako dugi lanci polimera imaju visoku entropiju i prirodno teZe nejneuredenijem stanju
(Bloom i Joglekar, 2010), u Celiji se molekul DNK obmotava oko oktamernih kompleksa saCinjenih
od Cetiri para histonskih proteina (H2A, H2B, H3 i H4), formirajuci nukleozom na svakih 200 + 40
baznih parova (bp) (Lawrence i sar., 2016; Skrypek i sar., 2017; Morgado-Pascual i sar., 2018).
Osim njihove uloge u organizovanju i pakovanju velike koli¢ine geneticke informacije u formu
hromatina, nukleozomi predstavljaju prirodnu barijeru za regulatorne proteine ukljucujuéi i
transkripcione faktore koji zahtevaju pristup DNK, ¢ime osobine nukleozoma, njihove medusobne
interakcije i rezultujuci nivo kompaktnosti hromatina jako uti¢u na nivo transkripcije i ekspresije
gena (Skrypek i sar., 2017). Post-translacione modifikacije (PTM) histonskih proteina, posebno
njihovih N-terminalnih domena (tzv. histonskih repova) (Lawrence i sar., 2016), imaju osnovnu
ulogu u uspostavljanju strukture hromatina putem formiranja heterohromatina, koji kao
kompaktniji onemogucava sklapanje transkripcione masinerije i euhromatina koji je manje
kompaktan i povezan sa aktivnom transkripcijom gena (Morgado-Pascual i sar. 2018). Osim
direktnog uticaja na interakciju histona i molekula DNK, PTM histona uti¢u na ekspresiju gena i
indirektno preko regrutovanja kompleksa za remodelovanje hromatina ili RNK II polimeraznog
kompleksa (Bannister i Kouzarides, 2011). Najbolje izu¢ene PTM histona ukljucuju acetilaciju i
metilaciju aminokiselinskih ostataka lizina (K) i metilaciju aminokiselinskih ostataka arginina (R)
(Zhang i Pradhan, 2014; Suriyamurthy i sar., 2019). U zavisnosti od specifi¢cnih aminokiselinskih
ostataka lizina ili arginina koji su metilovani, metilacija histona moZe voditi aktivaciji (H3K4me3)
ili represiji (H3K27me3, H3K9me2/3 i H4K20me3) transkripcije, dok acetilacija histona najcesce
koreliSe sa transkripcionom aktivno$éu s’ obzirom da dovodi do smanjenja pozitivnhog
naelektrisanja lizina i smanjenog afiniteta ka negativno naelektrisanoj okosnici molekula DNK $to
olaksava otvaranje hromatina (Bannister i Kouzarides, 2011). Za uvodenje i uklanjanje histonskih
modifikacija odgovorni su enzimi histonske metiltransferaze (engl. histone methyltransferases -
HMT) ili histonske acetiltransferaze (engl. histone acetyltransferase - HAT) i histonske deacetilaze
(engl. histone deacetylases - HDAC) ili histonske demetilaze (engl. histone demethylases - HDM)
(Zhang i Pradhan, 2014). Trecu grupu Cine enzimi koje sadrze PHD (engl. plant homeodomain),
tudor-, hromo- ili bromodomene, koji se vezuju za modifikovane histone i odgovorni su za
prepoznavanje epigeneticke informacije (Morgado-Pascual i sar., 2018; Suriyamurthy i sar., 2019).

Za mnoge od ovih enzima je pokazano da reguliSu ekspresiju transkripcionih faktora
ukljucenih u pokretanje EMT (SNAIL, ZEB i TWIST) (Massagué, 2012; Ramadoss i sar., 2012; Tan i
sar., 2015), kao i da direktno ili indirektno interaguju sa njima i na taj nacin ucestvuju u regulaciji
gena koji kodiraju za biomarkere ovog procesa (Lamouille i sar., 2014; Lin i sar., 2014; Skrypek i
sar., 2017). Tako, nekoliko studija koje su pratile epigeneticke promene na nivou ¢itavog genoma
tokom procesa EMT pokrenutog u odgovoru na TGF-B ili tokom pojaCane ekspresije
transkripcionih faktora ukljuenih u pokretanje tranzicije je pokazalo da dolazi do promena
strukture hromatina koje uticu na ekspresiju velikog broja gena u celiji (McDonald i sar., 2011;
Malouf i sar., 2013; Tiwari i sar., 2013; Lu i sar., 2019; Lin i Wu, 2020). Te promene najcesce
ukljucuju gubitak aktivnih i sticanje represivnih histonskih modifikacija u hromatinskim
domenima koji sadrZe gene uklju¢ene u regulaciju epitelnog stanja ili gubitak represivnih i
zadobijanje aktivnih obelezja hromatina povezanih sa aktivacijom mezenhimskih gena (Tam i
Weinberg, 2013). Uoceno je i postojanje gena sa ,bivalentnim" obelezjima u promotorima
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(istovremeno prisustvo H3K27me3 i H3K4me3) koji omogucavaju njihovu veoma brzu represiju
ili aktivaciju pod uticajem vancelijskih i/ili unutarcelijskih signala, doprinose¢i reverzibilnoj
prirodi procesa EMT (Ke i sar., 2010; Tam i Weinberg, 2013; Lin i sar., 2014; Skrypek i sar., 2017).

1.4.2.2.  Metilacija DNK uklju¢ena u regulaciju procesa EMT

Metilacija DNK se kod sisara najceS¢e odigrava u simetricnom kontekstu CpG (citozin-
fosfodiestarska veza-guanin) dinukleotida kovalentnim dodavanjem metil grupe (-CHs) na ugljenik
na petoj poziciji u okviru pirimidinskog prstena citozina (5-metilcitozin, 5mC) ne ometajuci bazno
sparivanje (Cardenas i sar., 2014). Metilacija DNK ucestvuje u regulaciji transkripcije gena i
predstavlja najbolje okarakterisanu epigeneticku modifikaciju, iako glavni target metilacije DNK u
sisarskim genomima zapravo ne predstavljaju geni nego transpozoni (Greenberg i Bourc’his,
2019). Ovaj epigeneticki mehanizam je uklju¢en u regulaciju mnogih procesa u ¢eliji, kao Sto su
transkripcija razliitih gena, embrionalno razvice, uspostavljanje strukture hromatina, inaktivacija
X hromozoma, genomski imprinting i stabilnost hromozoma, dok su poremecaji u metilacionim
profilima povezani sa mnogim bolestima (Robertson, 2005). Metilacija DNK je posredovana
familijom enzima DNK metiltransferaza (engl. DNA methyltransferases - DNMT) koje katalizuju
prenos metil grupe sa S-adenozil-L-metionina (SAM) na citozin (Bestor, 2000; Klose i Bird, 2006).
Medu njima, DNMT1 spada u grupu DNMT za odrzavanje koje pokazuju preferenciju ka
hemimetilovanoj DNK i na taj nacin odrzavaju metilacione obrasce u somatskim ¢elijama nakon
svake runde replikacije DNK. DNMT3A i DNMT3B spadaju u grupu de novo DNMT koje
inkorporiraju prethodno nepostojece 5mC u genom i odgovorne su za globalnu metilaciju genoma
tokom razvi¢a germinativnih ¢elija i ranog embrionalnog razvi¢a. Do demetilacije DNK moZe do¢i
pasivno usled odsustva aktivnosti DNMT1 (Gehring i sar., 2009) ili aktivno kao rezultat serije
oksidativnih reakcija tokom kojih enzimi TET (engl. ten-eleven translocator) familije proteina
(TET1/2/3) katalizuju prelazak 5mC preko 5-hidroksimetilcitozina (5hmC) do 5-formilcitozina
(5fC) i 5-karboksilcitozina (5caC) koji bivaju iseceni iz lanca DNK aktivno$¢u timin DNK glikozilaze
i zamenjeni nemetilovanim citozinima (Wu i Zhang, 2017).

U humanim somatskim ¢elijama zastupljenost 5mC je oko 1%, Sto ukazuje da je ¢ak 70% do
80% svih CpG dinukleotida humanog genoma metilovano (Ehrlich i sar., 1982; Li i Zhang, 2014).
Ipak, pokazano je da sisari imaju skoro pet puta nizu frekvenciju pojavljivanja CpG dinukleotida u
genomu nego Sto bi to bilo ocekivano na osnovu slucajnosti (Bird i Taggart, 1980; Cooper i
Krawczak, 1989; Larsen i sar., 1992), za Sta bi mogla biti odgovorna ¢esta spontana deaminacija
5mC i nastanak timina koji se tokom bazne ekscizione reparacije (engl. base excision repair - BER)
manje efikasno uklanja nego uracil nastao deaminacijom nemetilovanog citozina (Bird i Taggart,
1980; Lindahl, 1982; Holliday i Grigg, 1993). Takode, regioni bogati CpG dinukleotidima nazvani
CpG ostrvca nisu ravnomerno rasporedeni u genomu ki¢menjaka ve¢ se Cesto nalaze na 5’ kraju
gena, u regionu promotora i prvog kodirajuc¢eg egzona (Gardiner-Garden i Frommer, 1987; Larsen
i sar, 1992; Bird, 2002; Medvedeva i sar., 2010). Analize su pokazale da 67%-100% gena
eksprimiranih u svim Celijama, 61%-100% gena Siroko eksprimiranih i 25%-45% gena specificnih
za odredena tkiva u humanom genomu imaju CpG ostrvce koje obuhvata mesto pocetka
transkripcije (engl. transcription start site - TSS) (Larsen i sar., 1992; Jiang i sar., 2007). Odsustvo
metilacije ovih regiona u germinativnim celijama i posleditno odsustvo deaminacije 5mC
objasnjava visok sadrzaj CpG dinukleotida u CpG ostrvcima u odnosu na ostatak genoma (Bird i
sar., 1985; Antequera i Bird, 1993). Takode CpG ostrvca ostaju nemetilovana i u adultnim
somatskim Celijama posebno u okviru promotora gena (Bird i sar., 1985; Jones, 2012), izuzev gena
na inaktiviranom X hromozomu, imprintovanih gena i gena specificnih za germinativne celije
(Greenberg i Bourc’his, 2019). Ipak de novo metilacija u somatskim celijama deSava se tokom
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starenja, razvoja kancera i drugih razlic¢itih bolesti (Bird, 2002; Jin i Liu, 2018). CpG ostrvca nisu
prisutna samo u 5' regionima gena nego su identifikovana i unutar intragenskih i intergenskih
regiona, kao i u 3' regionima gena (Jones, 1999; Attwood i sar., 2002), pri Cemu se najceSce
preklapaju sa egzonima, ali se Cesto pruZzaju i 200 bp unutar granica introna (Lister i sar., 2009;
Laurent i sar., 2010; Medvedeva i sar., 2010). Postoje podaci i da se vecina tkivno specificne
metilacije DNK odigrava ne na ostrvcima nego u regionima udaljenim oko 2000 bp od ostrvaca

nazvanim obale, ¢iji je nivo metilacije u direktnoj korelaciji sa nivoom ekspresije gena (Irizarry i
sar., 2009).

Odnos izmedu metilacije DNK i ekspresije je sloZen i u bliskoj je vezi sa lokalizacijom
metilovanih elemenata. Represivna uloga metilacije DNK u transkripciji je pokazana korelacijom
izmedu metilacije DNK i utiSavanja gena koja je jaca kako raste gustina CpG dinukleotida u
promotoru (M. Weber i sar, 2007; Jones, 2012; Greenberg i Bourc’his, 2019). Metilacija DNK
reguliSe ekspresiju gena direktno, inhibicijom vezivanja transkripcionih faktora za svoja vezujuca
mesta. Tako je pokazano da su u odnosu na ostatak genoma sisara mesta vezivanja transkripcionih
faktora obogacenija CpG dinukleotidima (Deaton i Bird, 2011), kao i da je nivo vezivanja 22%
humanih transkripcionih faktora za DNK smanjen ukoliko su njihova mesta vezivanja metilovana
(Yinisar., 2017). Metilacija DNK moZe regulisati ekspresiju gena i indirektno, vezivanjem proteina
koji imaju sposobnost prepoznavanja 5mC (engl. methyl-CpG-binding protein - MBP) i koji dovode
do regrutovanja razli¢itih transkripcionih korepresora da bi utisali transkripciju i modifikovali
okolni hromatin, obezbeduju¢i vezu izmedu metilacije DNK i remodelovanja i modifikacije
hromatina (Jones i Takai, 2001; Ren i sar., 2018). Takode, pokazano je da se kod sisara stepen
metilacije prvog kodiraju¢eg egzona nalazi u vecoj negativnoj korelaciji sa nivoom ekspresije
analiziranih gena u odnosu na stepen metilacije promotorskog regiona uzvodno od TSS (Brenet i
sar., 2011), Sto se objasnjava onemogucavanjem efikasne inicijacije transkripcije ili zaustavljanem
RNK polimeraze II. Ipak, metilacija DNK u okviru intragenskih regiona, u manjoj je meri povezana
sa inhibicijom transkripcije, s’ obzirom da je u humanom genomu cesto prisutna metilacija DNK
intragenskih regiona visoko eksprimiranih gena (Bender i sar., 1999; Ball i sar., 2009; Lister i sar.,
2009; Varley i sar., 2013). Uloga metilacije DNK u okviru tela gena moZe imati ulogu u utisavanju
repetitivnih elemenata DNK (retrovirusi, LINE1 elementi, Alu elementi), moZe ucestvovati u
regulaciji aktivnosti nekodiraju¢ih RNK (Yoder i sar., 1997), regulaciji alternativne obrade iRNK
(Majewski i Ott, 2002; Shukla i sar., 2011; Gelfman i sar.,, 2013; Shayevitch i sar., 2018) ili
funkcionisati kao mehanizam kontrolisanja transkripcije sa alternativnih promotora (Maunakea i
sar., 2010).

Promene u obrascima metilacije DNK naj¢eSce su povezivane sa gubitkom imprintinga,
ekspresijom zaklju¢anih gena i sa nastankom kancera, ali su njihovi poremecaji pokazani i u
mnogim drugim bolestima (Das i Singal, 2004). Ukupan znacaj metilacije DNK za proces EMT je
potvrden pra¢enjem metiloma celija koje su usle u tranziciju pod uticajem TGF-f8 proteina, a
detektovane promene u metilaciji DNK odredenih regiona genoma povezane sa transkripcionom
regulacijom gena ukljucenih u proces EMT (SuniFang, 2017; McDonald i sar.,2011; Carmona i sar.,
2014). Ipak, znacaj metilacije DNK za pokretanje procesa EMT je nedovoljno razjasnjen zbog
suprotstavljenih rezultata dobijenih u zavisnosti od koriS¢enog tipa ¢elija i nacina pokretanja
tranzicije u razli¢itim eksperimentalnim modelima (Choi i sar., 2017; Pistore i sar., 2017).
Trenutno se smatra da tokom tranzicije dolazi do generalne hipometilacije genoma i
hipermetilacije specificnih promotora gena koji kodiraju za epitelne biomarkere, Sto predstavlja
obeleZje odigravanja stabilnog procesa EMT (Pistoreisar., 2017). Takode, dok modifikacije histona
obezbeduju zatvorenu lokalnu strukturu hromatina, metilacija DNK dodaje dodatan nivo zasStite i
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omogucava relativno dugotrajno utiSavanje ekspresije gena (Lin i sar., 2014). Tako, osim
histonskih modifikacija H3K27me3 i H3K9me3, tokom procesa EMT ne iznenaduje i prisustvo
metilacije DNK u promotorima stabilno reprimiranih gena ¢iji proteinski produkti definiSu epitelni
fenotip (Tam i Weinberg, 2013; Skrypeki sar., 2017).

Uticaj metilacije DNK na ekspresiju gena direktno je pokazan i u slu¢aju nekoliko markera
procesa EMT (Lombaertsisar. 2006; Huisar., 2010). Tako je lokalna hipermetilacija CpG ostrvaca
u promotoru gena za E-kadherin povezana sa regrutovanjem DNMT1 preko interakcije sa
transkripcionim faktorima SNAIL (Lim i sar., 2008; Espada i sar., 2011) i ZEB (Fukagawa i sar.,
2015). Takode, ne samo da transkripcioni faktori uklju¢eni u EMT reguliSu metilaciju DNK
odredenih gena, nego je i njihova ekspresija regulisana metilacijom DNK (Skrypek i sar., 2017).
Tako je metilacioni status promotora TWIST1/2 i ZEB2 proteina u obrnutoj korelaciji sa njihovom
ekspresijom (Li i sar., 2010; Acun i sar., 2011; Galvan i sar., 2015), dok je ekspresija SNAIL1/2 u
obrnutoj korelaciji sa metilacijom u prvom intronu (Chen i sar., 2013).

1.4.2.3. miRNK u regulaciji procesa EMT

miRNK pripadaju evolutivno konzerviranoj klasi malih nekodiraju¢ih molekula RNK sa
ulogom u post-transkripcionom utiSavanju komplementarnih iRNK obezbeduju¢i dodatan nivo
sloZenosti regulacije ekspresije gena (Jonasilzaurralde, 2015; Raghunath i Perumal, 2015). miRNK
su ukljuene u gotovo svaki proces u celiji (Gebert i MacRae, 2019), pa ne iznenaduju
bioinformaticke procene koje ukazuju da bi ekspresija vise od 60% humanih gena koji kodiraju za
proteine mogla biti regulisana miRNK (Friedman i sar., 2009). Dok neke miRNK reguliSu ekspresiju
specificnih ciljnih gena, druge (pojedini¢no ili kao grupa miRNK jednog klastera) mogu
funkcionisati kao master regulatori nekog procesa u Celiji istovremeno reguliSu¢i ekspresiju
hiljade gena (Selbach i sar., 2008; Esteller, 2011; Uhlmann i sar., 2012; Gebert i MacRae, 2019).
Takode, s’ obzirom da pojedinacna iRNK moZze sadrZati viSe mesta vezivanja za razli¢ite miRNK,
vise miRNK kooperativno moZze regulisati ekspresiju jednog gena (Broderick i sar., 2011; Uhlmann
i sar.,, 2012; Chou i sar., 2018). IstraZivanja su pokazala da ekspresija miRNK pokazuje vecu tkivnu
specificnost u poredenju sa ekspresijom iRNK (Ludwig i sar., 2016).

Biogeneza zrelih miRNK podrazumeva vise koraka. Geni koji kodiraju miRNA se nalaze na
svim hromozomima ¢oveka izuzev Y hromozoma (Kim i Nam, 2006) i inicijalno se transkribuju u
primarne miRNK (pri-miRNK) koje potom bivaju obradene u prekusorske miRNK (pre-miRNK) i
konacno u zrele miRNK (Ha i Kim, 2014). U verziji 22.1 javnog repozitorijuma miRBase trenutno
je uneto 1917 sekvenci pre-miRNK i 2654 sekvenci zrelih miRNA ¢oveka (Kozomara i sar., 2018;
Gebert i MacRae, 2019), dok su bioinformaticke analize identifikovale 1357 potencijalnih
promotora miRNK (de Rie i sar., 2017). Prvobitno se smatralo da su geni za miRNK prisutni samo
u intergenskim regionima, ali se pokazalo da se kod sisara oko 70% gena za miRNK nalazi i u
intragenskim regionima (Rodriguez i sar., 2004). Geni za miRNK u intergenskim regionima se
transkribuju sa sopstvenog promotora daju¢i monocistronsku iRNK ili viSe miRNK lokusa formira
klaster koji ima zajednicki promotor i koji se prepisuje u jednu policistronsku iRNK (Olena i Patton,
2010). U intragenskim regionima pojedinacni ili klasteri gena za miRNK se Cesto prepisuju sa istog
promotora kao i taj gen i najcesSce se nalaze u intronima gena koji kodiraju proteine, ali mogu biti
prisutni i u intronima gena za nekodiraju¢e RNK i u najredem slucaju u nekodiraju¢im egzonima
gena (Rodriguez i sar., 2004; Kim i Nam, 2006). Pokazano je da se kod ¢oveka 36% miRNK nalazi
u klasterima, pri ¢emu se za te miRNK smatra da ucestvuju u regulaciji ekspresije istog gena ili
razlicitih gena koji u€estvuju u istom procesu u €eliji (Griffiths-Jones i sar., 2008; Yuan i sar., 2009).
Transkripcija gena za miRNK, koju najceS¢e obavlja RNK polimeraza II, i koja je kontrolisana
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transkripcionim faktorima i epigenetickim mehanizmima kao S$to su modifikacije histona i
metilacija DNK (Cai i sar., 2004; Lee i sar., 2004), dovodi do nastanka duge pri-miRNK. Pri-miRNK
formira lokalnu strukturu ukosnice u kojoj je sadrzana sekvenca zrele miRNK (Ha i Kim, 2014) i
koju u osnovi prepoznaje i iseca mikroprocesorni kompleks sacinjen od RNaze tipa III koja se
naziva Drosha i kofaktora DGCR8 (engl. DiGeorge syndrome critical region gene 8) pri ¢emu nastaje
pre-miRNK duZine od oko 70 nukleotida (Lee i sar., 2003; Gregory i sar., 2004; Han i sar., 2004).
Nakon eksporta u citoplazmu za pre-miRNK se vezuje RNaza tipa Il nazvana Dicer koja iseca pre-
miRNK na udaljenosti od 21-25 nukleotida od mesta vezivanja (MacRae i sar., 2007) sto dovodi do
oslobadanja dupleksa miRNK dugog od 18 do 24 nukleotida (Ha i Kim, 2014). Nastala dvolancana
miRNK se vezuje za proteine Argonaut (AGO) familije (AGO1/2/3/4 kod ¢oveka), pri cemu se jedan
lanac miRNK iseca aktivno$¢u AGO2 proteina ili se pasivno odvija i potom degraduje u Celiji (engl.
passenger stri), dok drugi lanac miRNK ostaje asociran sa AGO proteinima (vodecilanac, engl. guide
stri) u€estvujuci u formiranju zrelog efektorskog kompleksa nazvanog RISC (engl. RNA-induced
silencing complex) (Hammond i sar, 2001; Ha i Kim, 2014). Odabir vodeceg lanca vrsi se na osnovu
termodinamicke nestabilnosti 5’ kraja ili prisustva uracila na prvoj poziciji nukleotida na 5’ kraju
(Khvorova i sar., 2003; Hu i sar., 2009). Usmerenost lanca nukleotida u kompleksu RISC odreduje
sufiks u imenu zrele miRNK, pa se tako miRNK nastala od 5’ kraja ukosnice pre-miRNA oznacava
sa 5p, dok se miRNK nastala od 3’ kraja oznacava kao 3p (Ha i Kim, 2014). Oba lanca iz dupleksa
miRNK mogu se vezati za AGO proteine, a izbor zavisi od tipa Celije i okruZenja i moZe varirati od
gotovo jednakih proporcija do vece zastupljenosti jednog lanca u odnosu na drugi (Meijer i sar.,
2014).

Vezivanje kompleksa RISC za komplementarne sekvence u 3’ netranslatiraju¢em regionu
(engl. 3’ untranslated region - 3' UTR) ciljnih iRNK, nazvane MRE (engl. miRNA response elements),
dovodi do sprecavanja translacije ili do destabilizacije i degradacije iRNK i time do smanjene
ekspresije gena (Bartel, 2009; Huntzinger i Izaurralde, 2011; Jonas i Izaurralde, 2015). Osim u 3’
UTR, MRE su nadeni i u drugim regionima gena ukljuc¢ujuéi 5" UTR i kodiraju¢u sekvencu (Xu i sar,
2014). miRNK sa identi¢nom sekvencom nukleotida od pozicije 2 do 8 pocev od 5' kraja (engl. seed)
pripadaju istoj familiji miRNK (Bartel, 2009). Ukoliko dode do savrSeno komplementarog
sparivanja izmedu miRNK i MRE aktivira se endonukleazna aktivnost AGO2 proteina i dolazi do
isecanja ciljne iRNK (Jo i sar., 2015). Sa druge strane, prilikom nepotpunog komplementarnog
sparivanja, kao Sto je to slucaj u vecini animalnih ¢elija, dolazi do ometanja funkcije eukariotskih
faktora inicijacije translacije 4A1 i 4A2 (engl. eukaryotic initiation factors 4A1/2) i inhibicije
inicijacije translacije iRNK ili do kontrolisane degradacije iRNK odgovorne za utiSavanje 66% do
90% gena (Fukao i sar., 2014; Jonas i Izaurralde, 2015; Gebert i MacRae, 2019).

miRNK uticu na mnoge vaZzne bioloSke procese neophodne za embrionalno razvice,
diferencijaciju celija i odrzavanje homeostaze, dok poremecena regulacija miRNK ima vaznu ulogu
u progresiji starenja i razlicitih bolesti kao sto je kancer (Esteller, 2011; Gebert i MacRae, 2019).U
regulaciji procesa EMT miRNK ucestvuju putem uticaja na nivo ekspresije razli¢itih proteina
karakteristi¢nih za epitelni ili mezenhimski fenotip, kao i transkripcionih faktora koji dovode do
pokretanja procesa EMT (Lamouille i sar., 2014). Odredene miRNK ili familije miRNK smatraju se
Cuvarima epitelnog fenotipa koji imaju najveci uticaj na tok i ishod procesa EMT i odgovorni su za
ocuvanje epitelne homeostaze u normalnim uslovima i supresiju EMT (Zaravinos, 2015; Nieto i
sar., 2016). Regulatorne mreze saCinjene od miRNK i transkripcionih faktora SNAI, ZEB i TWIST
predstavljaju vaZzan mehanizam koji omogucava ¢elijama ocuvanje stabilnosti ili sa druge strane
tranziciju izmedu razli¢itih fenotipa u zavisnosti od mikrookruzenja i signalnog konteksta
prisutnog u Celiji (D’Amato i sar., 2013), pa samim tim naruSavanje balansa ovih regulatornih
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mreZa dovodi do pokretanja procesa EMT (de Craene i Berx, 2013). In silico analize ¢ak ukazuju da
upravo postojanje mreZa inhibitornih petlji izmedu miRNK i transkripcionih faktora SNAI, ZEB i
TWIST moze biti razlog postojanja stabilnih intermedijarnih stanja tokom procesa EMT (Lu i sar.,
2013; Tian i sar., 2013; Jolly i sar., 2015, 2016; Jia i sar., 2017; Sha i sar., 2019). Pokazano je da
¢lanovi familije miR-34 (miR-34a, miR-34b i miR-34c) (Siemens i sar., 2011), miR-203 (Moes i sar.,
2012) i miR-182 (Zhan i sar., 2017) dovode do represije SNAI1, pri Cemu i sam SNAI1 negativno
reguliSe ekspresiju ovih miRNK dovodeci do progresije procesa EMT. Sli¢ne regulatorne petlje
zabeleZene su i u slu¢aju SNAIZ i miR-1, miR-200b (Liu i sar., 2013), miR-203 (Ding i sar., 2013) i
miR-145 (Findlay i sar., 2014). Takode, prvi dokazi koji su potvrdili funkcionalnu ulogu miRNK u
kontroli plasti¢nosti epitelnih celija predstavljaju studije koje su ukazale da ekspresija ZEB
proteina moze biti regulisana od strane familije miR-200. Ekspresija pet ¢lanova familije miR-200
organizovanih u dva klastera lokalizovana na hromozomu 1 (miR-200a, miR-200b i miR-429) i
hromozomu 12 (miR-200c i miR-141) snaZno je povezana sa diferencijacijom epitelnih ¢elija pri
cemu dvostruke negativne povratne sprege formirane izmedu familije miR-200 i familije ZEB
transkripcionih faktora precizno kontrolisSu procese EMT i MET (de Craene i Berx, 2013). Pokazano
je da ove miRNK dovode do post-transkripcione represije ZEB1 i ZEB2 proteina (Christoffersen i
sar., 2007; Gregory i sar., 2008a; Park i sar., 2008) ali i do recipro¢nog utiSavanja ¢lanova familije
miR-200 od strane ZEB proteina i promovisanja procesa EMT (Bracken i sar., 2008; Burk i sar.,
2008). Reciprocna represija zabeleZena je i u slucaju interakcija izmedu ZEB1 i miR-340 (Hou i sar.,
2016) imiR-1199 (Diepenbruckisar., 2017), kao i izmedu ZEB2 i miR-145 (Ren i sar., 2014). Osim
SNAI i ZEB, pokazano je i da transkripcioni faktor TWIST1 ucestvuje u formiranju negativnih
povratnih sprega sa miR-373 (Chen i sar,, 2015) i miR-129 (Yu i sar., 2015). Izuzev u kontroli
ekspresije transkripcionih faktora ukljucenih u EMT, miRNK targetuju i gene Kkoji ucestvuju u
definisanju epitelnog ili mezenhimskog fenotipa. Tako, povecane ekspresije miR-9 (Ma i sar.,
2010), miR-10b (Zhang i sar., 2015) i miR-214 (Liu i sar., 2018) dovode do direktne represije
E-kadherina i promovisanja mezenhimskog fenotipa. Sa druge strane, pokazano je da do inhibicije
ekspresije N-kadherina dolazi od strane miR-194 (Song i sar., 2012), dok miR-22 i miR-638 na
indirektan nacin uti¢u na ekspresiju vimentina (Xu i sar., 2018) i fibronektina (Xia i sar., 2014),
respektivno.

Uloga miRNK u procesu EMT je sloZena i dinamicna, pa je tako pokazano da viSe miRNK
moZe funkcionisati kooperativno, da jedna miRNK moZe kontrolisati ekspresiju viSe targeta, kao i
da razlic¢iti transkripcioni faktori uklju¢eni u EMT mogu kontrolisati ekspresiju miRNK. Osim
prethodno nabrojanih, postoje i brojne druge miRNK koje na direktan ili indirektan nacin mogu
dovesti do represije SNAIL, ZEB ili TWIST proteina i razlicitih biomarkera procesa EMT, dovode¢i
do sli¢nih fenotipskih posledica. Takode, pokazano je i da neke miRNK mogu promovisati tranziciju
dovodec¢i do pojacane ekspresije transkripcionih faktora uklju¢enih u proces EMT, kao i da u
normalnim i patoloSkim stanjima mogu regulisati proces EMT putem modulacije uzvodnih
signalnih puteva, ukljucujuci signalne puteve pokrenute TGF- proteinima (Abba i sar., 2016;
Exposito-Villén i sar., 2018).

Osim regulacije ekspresije miRNK od strane transkripcionih faktora uklju¢enih u proces
EMT, sve viSe rezultata ukazuje da, ne samo da miRNK predstavljaju deo epigeneticke masSinerije,
nego i da je znacajan broj gena za miRNK podloZan epigenetickim modifikacijama (Lujambio i sar.,
2007; Tao i sar., 2017). Pokazano je da je ve¢ina miRNK lokusa asocirana sa CpG ostrvcima Sto
ukazuje na poseban znacaj metilacije DNK u njihovoj regulaciji (Weber i sar., 2007), kao i da tokom
procesa EMT i MET dolazi do promena metilacionih obrazaca gena za miRNK (Sun i Fang, 2017).
Tako, noviji podaci pokazuju da se hipermetilacija promotora miRNK, kao Sto je to slucaj za familije
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miR-34 ili miR-200, i njihova posledi¢na represija, namece kao novi mehanizam koji dovodi do
sticanja mezenhimskih karakteristika epitelnih ¢elija tokom procesa EMT (D’Amato i sar., 2013;
Diaz-Lopezi sar., 2014).
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2.CILJEVI

Mehanicke povrede, infekcije i poremecaji imunog sistema pod odredenim uslovima mogu
dovesti do fibroze konjuktive, a u najteZim slucajevima i do oStecenja ili potpunog gubitka vida
(Friedlander, 2007). Bez obzira na inicijalni okida¢, naruSavanje homeostaze konjuktive za
posledicu ima razvijanje inflamacije koja moZe rezultovati u hroni¢noj aktivaciji fibroblasta i
prekomernoj produkciji ECM ¢ija akumulacija naruSava normalnu arhitekturu tkiva. Osim lokalne
populacije fibroblasta, u nastanku fibroze, izmedu ostalih, u€estvuju i epitelne ¢elije koje procesom
EMT prelaze u Celije sa mezenhimskom fenotipom (Micallef i sar., 2012). Osnovnim preduslovom
za pokretanje procesa EMT smatra se akumulacija bioloski aktivnog TGF-[3 proteina, a sam proces
je regulisan na nekoliko nivoa. Pored aktivacije transkripcionih faktora (SNAI, ZEB i TWIST) koji
reguliSu ekspresiju gena karakteristi¢nih za epitelne i/ili mezenhimske celije (Lamouille i sar.,
2014), odredene miRNK imaju sposobnost direktne regulacije ekspresije transkripcionih faktora
uklju¢enih u proces EMT i njihovih ciljnih gena (Zaravinos, 2015). Transkripcione faktore
ukljucene u proces EMT, gene karakteristicne za odredeni fenotip Celije, kao i miRNK povezuje
regulacija na transkripcionom nivou koja ukljucuje metilaciju DNK (Sun i Fang, 2017; Carmona i
sar., 2014; Diaz-Lépez i sar., 2014).

Literaturni podaci ukazuju da proces EMT u konjuktivi doprinosi nastanku pterigijuma i
fibrozi tokom okularnih manifestacija cGVHD (Kato i sar., 2007; Ogawa i sar., 2009), ali se od skoro
razmatra i u etiologiji trahoma (Derrick i sar., 2015). Trahom se razvija nakon ponovljenih infekcija
epitelnih ¢elija konjuktive intracelularnom bakterijom Chlamydia trachomatis, pri ¢emu se
uspostavlja stanje hroni¢ne inflamacije koje u kasnijim fazama moZe dovesti do formiranja
fibroznih promena na konjuktivi, uvrtanja kapaka, abrazije roZnjace trepavicama i gubitka vida
(Hu i sar., 2013). Razlic¢ite bolesti oka u kojima fibroza konjuktive ima vaznu ulogu retko se nalaze
u fokusu istrazivanja s’ obzirom da ovo tkivo ne pripada samoj vizuelnoj osi. Ipak kada je u pitanju
oko, specifi¢can problem predstavlja fibroza i nastanak ozilja¢nog tkiva nakon hiruskih zahvata koji
trenutno predstavljaju jedini tretman za mnoge o¢ne bolesti koje dovode do slepila (Yu-Wai-Man i
Khaw, 2015). Za ovakve slucajeve jos uvek ne postoji adekvatan klinicki testiran i dostupan
oftalmologije. Aktuelni pristupi u terapiji fibroznih stanja podrazumevaju delovanje na molekule
koji su se pokazali kao Kkljuc¢ni za pokretanje, kako fibroze, tako i procesa EMT, kao $to su TGF-f3
proteini. S’ obzirom da deluje na molekule koji ucestvuju u brojnim vitalnim procesima u ¢eliji,
ovakav pristup u terapiji bolesti povezanih sa fibrozom nije se pokazao dovoljno specifican i
efikasan, a jedan od potencijalnih razloga je zanemarivanje epitelnih Celija kao vaznih ¢inioca u
nastanku patologije.

U skladu sa navedenim, opSti cilj ove doktorske disertacije obuhvata ispitivanje
sposobnosti humanih epitelnih ¢elija konjuktive da udu u proces EMT pod razli¢itim uslovima
i identifikaciju kljucnih faktora povezanih sa pokretanjem i progresijom tranzicije. Posebna
paznja bi¢e usmerena na rasvetljavanje uloge metilacije DNK u regulaciji ekspresije gena
ukljucenih u proces EMT u humanim epitelnim Celijama konjuktive. Dobijeni rezultati
potencijalno bi omogucili razvijanje novih selektivnih terapeutskih strategija u lecenju fibroti¢nih
stanja konjuktive zasnovanih na reverzibilnosti procesa EMT i epigenetickih mehanizama. Kako bi
se dosSlo do opSteg cilja postavljeno je nekoliko neposrednih ciljeva:
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1.

2.

|

Ispitivanje potencijala infekcije humanih epitelnih ¢elija konjuktive bakterijom
C. trachomatis da indukuje proces EMT i ispitivanje uloge metilacije DNK tokom

ovog procesa. Navedeni cilj ¢e biti ostvaren pracenjem aktivacije razlicitih signalnih
puteva ukljucenih u pokretanje procesa EMT 72 h nakon infekcije Celijske linije humanih
epitelnih celija konjuktive (HCJE) bakterijom C. trachomatis u in vitro uslovima, kao i
pracenjem ekspresije izabranih markera specifi¢nih za epitelne i mezenhimske celije na
nivou iRNK i proteina. Pra¢enjem metilacionog statusa DNK izabranih regiona u okviru
gena koji kodiraju za markere epitelnih i mezenhimskih celija koriS¢enjem tri razlicite
metode ispitace se da li su uocene promene u ekspresiji ovih gena u korelaciji sa
promenama u obrascima metilacije DNK.

Uspostavljanje in vitro modela procesa EMT u cilju identifikacije klju¢nih faktora
odgovornih za proces tranzicije humanih epitelnih éelija konjuktive i ispitivanja

regulatornih mehanizama koji leZe u osnovi ovog procesa. Sa tim ciljem, sposobnost
HCjJE Celija da udu u proces EMT bice testirana dugotrajnim tretmanima razli¢itim

izoformama TGF-B proteina, Cime ¢e se identifikovati najefikasniji induktor ovog
procesa. U cilju potvrde odigravanja tranzicije tokom tretmana pratice se morfologija i
sposobnost migracije HCJE ¢elija, kao i ekspresija izabranih markera procesa EMT na
nivou iRNK i proteina. Na uspostavljenom modelu EMT prati¢e se promene u profilu
ekspresije seta od 84 gena koji su vezani za proces EMT, ukljucujuéi transkripcione
faktore i gene koji kodiraju za markere epitelnih i mezenhimskih Celija. Takode, pratice
se i ekspresija seta miRNK koje bi mogle biti ukljucene u regulaciju ovog procesa.

Rasvetljavanje uloge metilacije DNK u pokretanju procesa EMT u humanim
epitelnim celijama konjuktive i ispitivanje moguénosti za zaustavljanje i/ili

delimi¢nu reverziju ovog procesa promenom profila metilacije odredenih gena.
HCjE Celije ¢e se istovremeno tretirati najuspesnijim induktorom procesa EMT i DNK

demetiluju¢im agensom 5-azacitidinom (5-AzaC) u dve vremenske tacke da bi se ispitali
neposredni i odloZeni efekti ovog demetilujuceg agensa. Uticaj 5-AzaC na zaustavljanje
i/ili reverziju tranzicije na uspostavljenom in vitro modelu procesa EMT pratice se na
nivou morfoloskih promena HCjE ¢elija, sposobnosti migracije i promenom ekspresije
gena koji kodiraju za proteine i miRNK uklju¢ene u proces EMT. Za gene za koje se
pokaZe da su potencijalno regulisani metilacijom DNK, odnosno za gene cija se
ekspresija menja kao posledica tretmana demetiluju¢im agensom, uradi¢e se analiza
metilacionog statusa koriS¢enjem dve razlicite metode. Geni koji su regulisani
metilacijom DNK, a cija se ekspresija menja u zavisnosti od fenotipa celije bice
selektovani kao potencijalni targeti za razvijanje novih selektivnih terapeutskih
strategija u tretmanu fibroznih bolesti konjuktive u ¢iju patologiju je ukljucen i proces
EMT.
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3.MATERIJAL I METODE

3.1. Celijska kultura

Za eksperimente u ovoj doktorskoj disertaciji koriS¢ena je Celijska linija imortalizovanih
humanih epitelnih celija konjuktive (HCJE) (Rheinwald i sar, 2002; Gipson i sar, 2003)
obezbedena ljubaznos$cu prof. llene Gibson sa Schepens Eye Research Institute, Medicinske Skole
Univerziteta Harvard u Bostonu. Primarna kultura zdravog epitela konjuktive transdukovana je da
eksprimira dominantno-negativan fragment p53 proteina i p16/NK4A/Rb rezistentnu mutiranu
formu CDK4 proteina (tackasta mutacija R24C), ¢ime je obezbedeno da Celije zaobidu mehanizme
senescencije identifikovane kod primarnih kultura keratinocita. Ove C(Celije su potom
transdukovane da eksprimiraju kataliticku subjedinicu humane telomeraze hTERT koja im
omogucava da odrze duzinu svojih telomera i da se dele neograniceno. HCJE celije gajene su u
medijumu za keratinocite bez seruma (K-SFM) (Life Technologies, Paisley, UK i Gibco, Carlsbad,
CA, USA) u koji je dodato 25 pg/ml govedeg ekstrakta hipofize, 0,2 ng/ml rekombinovanog
humanog EGF, 0,4 mM CaCl; i 100 U/ml antibiotika (penicillin i streptomicin) (GE Healthcare,
South Logan, UT, USA i Gibco). HCJE Celije su gajene na temperaturi od 37°C u inkubatoru (Sanyo
Electric Co., Ltd, Osaka, Japan), u atmosferi sa 5% CO2 i 95% vlaZnosti. Medijum je menjan svakog
drugog dana a Celije su pasaZirane koris¢enjem 0,05% tripsina/0,02% etilen-diamino-
tetrasiréetne kiseline (engl. ethylene-diamine-tetraacetic acid - EDTA) (GE Healthcare i Gibco) u
PBS (engl. phosphate-buffered saline) u eksponencijalnoj fazi rasta po dostizanju 70%-80%
konfluentnosti.

3.1.1. Infekcija HCjJE ¢elija bakterijom C. trachomatis

Eksperimenti koji su ukljuc¢ivali manipulaciju bakterijom Chlamydia trachomatis uradeni su
u Centru za okularnu inflamaciju i infekciju, Laura Bassi Centres of Expertise; Centar za
patofiziologiju, infektologiju i imunologiju Medicinskog univerziteta u Becu. Svi eksperimenti koji
su ukljucivali biohazardni materijal (C. trachomatis i celijske linije) ili opasne hemikalije, izvedeni
uz propisane standardne zasStitne mere i pracenjem lokalnih i nacionalnih regulativa. Za
propagaciju bakterije C. trachomatis (serovar B/HAR-36, ATCC® VR-573™) i pravljenje
inokulacionih Stokova u svrhu infekcije HCJE celija koris¢ena je McCoy celijska linija (ATCC® CRL-
1696™) (Rank i sar., 1988). McCoy Ccelije su gajene u flaskovima povrsine 75 cm? i po dostizanju
konfluentnosti inficirane C. trachomatis pri multiplicitetu infekcije (engl multiplicity of infection -
MOI) od 10. Celije su zatim centrifugirane na 900 x g /h i inkubirane 48 h u prisustvu 1 pg/ml
cikloheksimida (Sigma, Steinheim, Germany), nakon ¢ega su lizirane staklenim perlama i ponovo
centrifugirane na 900 x g/15 min da bi se uklonili ¢elijski ostaci poreklom od ¢elija domacina.
Testiranje Stokova za inokulaciju i McCoy celija nije pokazalo prisustvo mikoplazme. Za potrebe
infekcije, HCJE cCelije su sejane u gustini od 400.000 celija po flasku povrSine 75 cm?. Konfluentne
kulture HCjE ¢elija (oko 3,5 x 10° Celija) inficirane su sa 107 infektivnih jedinica (IFU) bakterije C.
trachomatis po flasku (pri MOI od 3) u inokulacionom medijumu (DMEM/Ham’s F-12 1:1, Life
Technologies). Da bi se podstakla adhezija, flaskovi su centrifugirani na 900 x g/1 h na 37°C. Nakon
inkubacije od 1 h na 37°C, inokulacioni medijum je zamenjen K-SFM medijumom bez antibiotika i
Celije su inkubirane dodatnih 72 h. Vijabilnost H(CjE celija nakon infekcije bakterijom C. trachomatis
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pracena je imunoblot analizom PARP-1 (engl. poly(ADP-ribose) polymerase-1) proteina,
prokaspaze 3 i aktivne forme kaspaze 3.

3.1.2. Tretmani HCjE ¢elija

Za tretmane HCjE Celija razli¢itim izoformama TGF-f3 proteina kori$¢eni su rekombinovani
humani TGF-1 (Gibco) i TGF-B2 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) proteini. TGF-f1 je rastvaran
u 10 mM limunskoj kiselini (pH 3) u koju je kao protein nosa¢ dodat 0,1% fetalni govedi serum
(engl. fetal bovine serum - FBS) (Bio West, Nuaillé, France), dok je TGF-B2 rastvoren u sterilnoj
dejonizovanoj vodi sa 0,1% FBS. Radni alikvoti koncentacije 0,1 pg/ul su ¢uvani na -80°C do
upotrebe. TGF-f3 proteini dodavani su u K-SFM medijum pojedinacno u finalnoj koncentraciji od 10
ng/ml i u kombinaciji u finalnoj koncentraciji od 5 ng/ml svaki. Medijum sa TGF-3 proteinima
menjan je svakog drugog dana tokom Sest pasaZza (30 dana). Za tretman epigeneti¢kim agensima,
HCJE Celije su kotretirane demetiluju¢im DNK agensom 5-azacitidinom (5-AzaC) (Sigma-Aldrich)
finalne koncentracije 0,05 puM, koja odgovara ICgy za HCjJE celije u testu vijabilnosti. 5-AzaC je
rastvorena u 100% dimetil sulfoksidu (DMSO) (Serva) i radni alikvoti koncentracije 10 mM su
¢uvani na -80°C. Medijum koji sadrZi 5-AzaC i TGF-B1 (finalne koncentracije od 10 ng/ml) menjan
je svakog dana u periodu izmedu drugog i tre¢eg pasaza (5 dana) za 5-AzaC tretman sa periodom
oporavka (engl. recovery-R) (uzorci obeleZeni kao 5-AzaC R) i izmedu petog i Sestog pasaza (5
dana) za 5-AzaC tretman bez perioda oporavka (uzorci obeleZeni kao 5-AzaC). Eksperiment je
trajao Sest pasaza (30 dana) tokom koga je TGF-1 kontrinuirano primenjivan. Morfologija HCJE
Celija je pracena koriS¢enjem invertnog mikroskopa Nikon Eclipse TS100 (Nikon, Tokyo, Japan) i
fotografisana digitalnom kamerom Nikon Coolpix E5000 (Nikon, Tokyo, Japan) pre prvog, treceg i
Sestog pasaZa. Sve dalje izolacije i analize radene su na HCjJE ¢elijama nakon Sestog pasaza ukoliko
nije drugacije naznaceno.

3.1.3. Test vijabilnosti ¢elija (MTT esej)

Za ispitivanje vijabilnosti HCJE celija koriS¢en je 3-(4,5-Dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-
tetrazolijum bromid (MTT) esej koji se zasniva na redukciji Zuto obojene tetrazolijumove soli do
ljubicastog formazana od strane mitohondrijalne dehidrogenaze na membrani funkcionalnih
mitohondrija. HCJE Celije su sejane u sterilne ploce sa 96 bunari¢a i nakon dostizanja 70%-80%
konfluentnosti tretirane rastu¢im koncentracijama 5-AzaC (0,05 uM, 0,075 uM, 0,1 uM, 0,125 uM,
0,15 uM, 0,175 uM, 0,2 uM, 0,25 puM, 0,5 uM, 1 puM, 2,5 uM, 5 uM, 7,5 uM, 10 uM, 12,5 pM, 15 pM).
Po zavrsSetku tretmana medijum je odlivan i u bunarice je dodavano po 200 ul MTT (Sigma, M5655),
koncentracije 0,1 mg/ml rastvorenog u K-SFM medijumu. Nakon inkubacije od 2 h na 37°C u
mraku, medijum sa MTT je odlivan, a formirani kristali formazana su rastvarani dodavanjem 100
ul DMSO. Apsorbanca je merena na 570 nm KkoriS¢enjem ELISA ¢itaca (Sunrise Basic, Tecan Austria
GmbH, Grodig, Austria). Vijabilnost ¢elija je iz tri nezavisna eksperimenta racunata u odnosu na
vijabilnost kontrolnih ¢elija (100%) i izrazavana u procentima. U daljim eksperimentima, za
tretmane HCjE Celija 5-AzaC izabrana je koncentracija od 0,05 uM koja predstavlja 1Cgo za HCJE
¢elije, odnosno dovodi do inhibicije rasta HCJE celija za 20%.

3.1.4. Testzarastanja povrede

Za odredivanje sposobnosti migracije HCJE ¢elija nakon tretmana koriSc¢en je in vitro test
zarastanja povrede (engl. wound healing assay; scratch assay). Kontrolne i tretirane HCjE Celije
gajene su u Petri Soljama promera 35 mm do dostizanja konfluentnosti, nakon cega je kroz sloj
¢elija napravljena povreda kori$¢enjem sterilnog nastavka za pipetu zapremine 200 pl. Celijski
ostaci su ukonjeni ekstenzivnim ispiranjem PBS puferom. Da bi se pratila migracija Celija tokom
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vremena, isto vidno polje je fotografisano na pocetku eksperimenta (0 h) i nakon 24 h koris¢enjem
invertnog mikroskopa Nikon Eclipse TS100 (Nikon, Tokyo, Japan) opremljenog digitalnom
kamerom Nikon Coolpix E5000 (Nikon, Tokyo, Japan). Za analizu slika dobijenih fotografisanjem 5
razlicitih vidnih polja po Petri $olji, iz tri nezavisna eksperimenta, koriS¢ena je ver. 1.52 Image]
programa (http://rsb.info.nih.gov/ij). Povrsina ,Ciste" povrSine izmedu dva konfluentna fronta
Celija sa obe strane povrede je izrazena u pikselima nakon Cega je izracunata razlika izmedu
vrednosti dobijenih za 0 h i 24 h.

3.2. Metode za manipulaciju nukleinskim kiselinama
3.2.1. Izolacija genomske DNK i ukupne RNK

Zaizolaciju genomske DNK, iRNK i proteina iz kontrolnih i HCJE €elija inficiranih bakterijom
C. trachomatis koriScen je set za izolaciju DNK/RNK/proteina (AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kit;
Qiagen, Hilden, Germany), dok je za izolaciju genomske DNK i iRNK iz kontrolnih i tretiranih HCJE
¢elija koriS¢en set za izolaciju DNK/RNK (AllPrep DNA/RNA Mini Kit; Qiagen) po uputstvima
proizvodaca. Na pocetku izolacije HCJE celije su ispirane PBS puferom, a potom mehanicki
odlepljene, pokupljene i centrifugirane na 900 x g. Talog je liziran koriS¢enjem RLT ili RLT Plus
pufera, u zavisnosti od seta koris¢enog za izolaciju, u koji je dodat 1% [-merkaptoetanol (Serva)
radi inhibicije nukleaza oslobodenih liziranjem ¢elija. Celije su homogenizovane pomo¢u $prica i
igle promera 21G, nakon cega su uzorci nalivani na kolonice za izolaciju DNK, centrifugirani 30 s
na 8000 x g nakon cega je kolonica prebacivana u novu tubu za sakupljanje. Zatim je kolonica
ispirana odgovaraju¢im puferima iz seta koji sadrze haotropne soli i etanol. Za eluciju genomske
DNK koriséen je EB pufer iz seta, zagrejan na 70°C, i nakon inkubacije od 2 min na sobnoj
temperaturi kolonica je centrifugirana 1 min na 8000 x g. Eluat dobijen nakon prvog
centrifugiranja pomesan je sa odgovaraju¢om zapreminom 100% ili 70% etanola u zavisnosti od
seta i prebacten na kolonicu za izolaciju RNK. Posle centrifugiranja, kolonica je isprana
odgovaraju¢im puferima iz seta. Da bi se eluirala RNK na kolonicu je naneta voda i kolonica je
centrifugirana 1 min na 8000 x g. Koncentracija i Cisto¢a eluirane DNK i RNK proveravane su na
NanoPhotometer N60 spektrofotometru (Implen GmbH, Munich, Germany), a kvalitet RNK
elektroforetskim razdvajanjem na 1,5% agaroznom gelu. Uzorci su ¢uvani na -80°C do analize.

3.2.2. Izolacija miRNK

Za izolaciju miRNK iz kontrolnih i tretiranih HCJE celija koris¢en je set za izolaciju miRNK
(miRNeasy Mini Kit; Qiagen) po preporuci proizvodaca. Celije su ispirane PBS puferom i na njih je
direktno nanet pufer iz seta koji predstavlja rastvor fenola i guanidin tiocijanata, a pomocu koga
se vrsi liziranje celija, inhibicija RNKaza i uklanjanje ve¢eg dela DNK i proteina organskom
ekstrakcijom. Nakon liziranja, celije su mehanic¢ki odlepljene, prebacene u tubice i
homogenizovane pomocu Spricaiigle promera 21G. Po dodavanju hloroforma (Serva), intenzivnog
vorteksovanja, inkubacije od 3 min na sobnoj temperaturi i centrifugiranja na 4°C 15 min/12000
x g, homogenat se razdvojio na vodenu i organsku fazu. RNK se nalazila u vodenoj, gornjoj,
bezbojnoj fazi, DNK u beli¢astoj interfazi, dok su se u organskoj, donjoj fazi, crvene boje nalazili
proteini. Vodena faza je prebacivana u novu tubicu i pomesana sa 1,5 zapreminom 100% etanola,
posle ¢ega je ukupna zapremina nanoSena na kolonicu za izolaciju RNK. Nakon centrifugiranja
ukupna RNK (duza od 18 nukleotida) ostajala je vezana za silikatnu membranu na kolonici. Posle
nekoliko koraka ispiranja odgovaraju¢im puferima iz seta, na kolonicu je naneta voda i nakon 1
min centrifugiranja ukupna RNK je eluirana. Ukupna RNK je kvantifikovana na NanoPhotometer
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N60 (Implen), a kvalitet RNK proveravan elektroforetskim razdvajanjem na 1,5% agaroznom gelu.
Uzorci su ¢uvani na -80°C do analize.

3.2.3. Kvantitativna lanc¢ana reakcija polimeraze u realnom vremenu (RT-qPCR)

Ekspresija gena analizirana je kvantitativnom lanCanom reakcijom polimeraze u realnom
vremenu (engl. real-time quantitative polymerase chain reaction - RT-qPCR). Priprema ukupne
RNK za ovu analizu podrazumevala je uklanjanje potencijalno zaostale DNK i reverznu
transkripciju RNK. Izolovana ukupna RNK u koli¢ini od 1 pg inkubirana je 30 min na 37°Csa1 U
DNKaze Ii 10x reakcionog pufera sa MgCl2 u ukupnoj zapremini od 10 pl. Reakcija je zaustavljana
dodavanjem 1 pl 50 mM EDTA i inkubacijom 10 min na 65°C. Za sintezu cDNK koriS¢en je set za
reverznu transkripciju (RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit; Fermentas, Burlington,
Canada). Reakciona smesa se sastojala od 1 pg izolovane ukupne RNK tretirane DNKazom, oligo-
dT prajmera (u slucaju analize nakon infekcije bakterijom C. trachomatis) ili miksa oligo-dT i
nasumicnih heksamernih prajmera (u slucaju analiza u in vitro modelu procesa EMT), dNTP, 5x
reakcionog pufera, 20 U inhibitora RNKaze i 200 U reverzne transkriptaze u finalnoj zapremini od
20 pl. Reakciona smeSa je inkubirana 5 min na 25°C, potom 60 min na 42°C, a reakcija je
zaustavljana zagrevanjem uzoraka 5 min na 70°C. Reverzno transkribovana RNK ¢uvana je na -
20°C do upotrebe.

Nivo iRNK kvantifikovan je koris¢enjem QuantStudio 3 Real-Time PCR sistema (Applied
Biosystems, Carlsbad, CA, USA) i QuantStudio Design & Analysis programa. Reakciona smesa za
PCR reakciju sastojala se od 50 ng reverzno transkribovane RNK, 2x Maxima SYBR Green/ROX
gPCR Master Mix reagensa (Fermentas) i 5 uM prajmera u finalnoj zapremini od 10 pl. Maxima
SYBR Green/ROX gPCR Master Mix reagens predstavlja smeSu Maxima Hot Start Taq DNK
polimeraze, dNTP, odgovarajuéeg pufera, SYBR green I fluorescentne boje koja se preferencijalno
vezuje za dvolancanu DNK i ROX pasivne referentne boje za normalizaciju fluorescentnog signala.
KoriS¢eni temperaturni profil za PCR reakciju obuhvatao je: inicijalnu denaturaciju DNK na
95°C/10 min i 40 ciklusa dvostepenog PCR koji se sastojao od denaturacije na 95°C/15 sivezivanja
i elongacije prajmera na 57°C/60 s (svi geni osim SNAI1 i ZEBZ u slucaju analize nakon infekcije
bakterijom C. trachomatis), ili 60°C/60 s (u slucaju analize u in vitro modelu procesa EMT i SNAI1
i ZEB2 u slucaju analize nakon infekcije bakterijom C. trachomatis). Nivo ekspresije iRNK od
interesa je normalizovan u odnosu na nivo iRNK GAPDH koji je koriS¢en kao referentni gen.
Relativni nivo ekspresije ciljnih gena u kontrolnim i HCJE ¢elijama inficiranim bakterijom C.
trachomatis izraCunat je koriS¢enjem komparativne delta Ct metode (2-4%t) i rezultati su prikazani
na graficima kao srednja vrednost + standardna devijacija (engl. standard deviation - SD). Relativni
nivo promene (engl. fold-change) u ekspresiji iRNK ciljnih gena u tretiranim HCJE celijama u
poredenju sa kontrolom odreden je delta delta Ct metodom (2-4dCt) (Livak i Schmittgen, 2001).
Srednje vrednosti i standardne greSke srednje vrednosti (engl. standard error of the mean - SEM)
su prikazane na log2 (log2FC) skali, dok je ekvivalentna linearna skala ucrtana na desnoj y-osi
grafika. Prajmeri su dizajnirani pomocu programa Primer-BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) koriste¢i humane sekvence deponovane u
GenBank pod identifikacionim brojevima: TGF-B1 (engl. transforming growth factor beta-1)
NM_000660; TGF-B2 (engl. transforming growth factor beta-2) NM_003238; CDH1 (engl. cadherin
1) NM_004360; OCLN (engl. occludin) NM_002538; DSP (engl. desmoplakin) NM_004415; CDHZ2
(engl. cadherin 2) NM_001792; FN1 (engl. fibronectin 1) NM_212482; VIM (engl. vimentin);
NM_003380; ACTAZ (engl. a 2-actin, smooth muscle) NM_001141945; SNAI1 (engl. snail family
transcriptional repressor 1) NM_005985; ZEBZ (engl. zinc finger E-box binding homeobox 2)
NM_014795; TWIST1 (engl. twist family BHLH transcription factor 1) NM_000474; GAPDH (engl.
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glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) NM_002046. Specificnost prajmera proveravana je
elektroforetskim razdvajanjem na 2% agaroznom gelu i njihovi nazivi, sekvence i duzine PCR
produkata su izlistani u Tabeli 3.1.

Tabela 3.1. Prajmeri koris¢eni u RT-qPCR analizi

Naziv gena Naziv prajmera Sekvenca prajmera (5’ - 3’) D;f;gzlft(;R
TGEp1 Rev CACGTGCTGCTCOACTTTTA 198 by
TGEp2 Rev “AGCAGGAGATGTGGGGTCT 275 by
i1 Rev CACACCATCTGTGCCCACTT 154bp
oL Rev GeAMCCAAMACTTTGTGATGCTC 245D
s Rev TGTACCGAGCATGAACATCTG 255 bp
OTICOCMMONEEEE g
1 Rev CCACATAGGAAGTCCCAGC 209 bp
o comoomooT:
actaz Rev TGCTCTTCAGGGACAACAC 147bp
swais Rev TGACATCTGAGTGGRTCTGG 266 by
e
TWIST1 Rev CCACGCCCTGTTICTTTGAAT 230bp
GAPDH Rev aGeeTTCTCcATGGTGGTaAGA 07 P
TIMGACATONCTE
acts Rev GGOTACTTCAGGGTCAGGATG 257 by

3.2.4. Paneli bazirani na metodi kvantitativne lancane reakcije polimeraze u realnom
vremenu

3.2.4.1. Humani panel za ispitivanje ekspresije gena povezanih sa procesom EMT

Za analizu nivoa ekspresija seta od 84 gena ukljuCenih u proces EMT, u kontrolnim i
tretiranim HCjJE ¢elijama, koriS¢en je humani panel za ispitivanje ekspresije gena povezanih sa
procesom EMT (Human Epithelial to Mesenchymal Transition RT? Profiler™ PCR Array; PAHS-
090ZA; Qiagen, Valencia, CA, USA). Reverzna transkripcija je izvedena na nacin opisan u Poglavlju
3.2.3. koris¢enjem seta za reverznu transkripciju (RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit;
Fermentas) na 0,5 pg izolovane ukupne RNK tretirane DNKazom I (Poglavlje 3.2.3.). U 20 pl
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dobijene jednolancane cDNK je dodato 91 pl sterilne vode, nakon c¢ega je 102 ul cDNK pomesSano
sa 1350 pl 2x Maxima SYBR Green/ROX gqPCR Master Mix reagensa (Fermentas) i vodom do
ukupne zapremine od 2700 pl. U svaki bunari¢ na PCR plo¢i, koji je ve¢ sadrzao komercijalne
prajmere, naneto je po 25 pl reakcione smesSe. Za RT-qPCR koris¢en je QuantStudio 3 Real-Time
PCR sistem (Applied Biosystems), dok je temperaturni profil za PCR reakciju obuhvatao: inicijalnu
denaturaciju DNK na 95°C/10 min i 40 ciklusa sastavljenog od denaturacije na 95°C/15 s i
vezivanja i elongacije prajmera na 60°C/60 s. Analiza podataka uradena je u on-line programu
dostupnom na internet strani https://www.giagen.com/it/shop/genes-i-pathways/data-
analysis-center-overview-page/. Za relativnu kvantifikaciju transkripata koriS¢ena je 2-ddCt
metoda, nakon normalizacije u odnosu na nivo ekspresije ACTB, BZM, GAPDH, HPRT1 i RPLPO gena.
Za znaCajnu promenu je uziman nivo ekspresije najmanje 2 puta veci ili manji u poredenju sa
kontrolom. Dobijene vrednosti su prikazane na log2 (log2FC) skali, dok je ekvivalentna linearna
skala ucrtana na desnoj y-osi grafika. Rezultati dobijeni koriS¢enjem panela validirani su u
pojedinac¢nim, nezavisnim RT-qPCR eksperimentima u kojima su koriS¢eni prajmeri navedeni u
Tabeli 3.1. (Poglavlje 3.2.3.).

3.2.4.2. Humani panel za ispitivanje ekspresije miRNK ukljucenih u proces EMT

Da bi se odredile diferencijalno eksprimirane miRNK izmedu kontrolnih i tretiranih HCJE
¢elija koriS¢en je humani panel za ispitivanje ekspresije 84 miRNK uklju¢enih u proces EMT
(miRCURY LNA miRNA Cancer Focus PCR Panel; YAHS-102YA; Qiagen, Valencia, CA, USA). Koli¢ina
od 100 ng ukupne RNK je reverzno transkribovana koriS¢enjem seta za reverznu transkripciju
miRNK (miRCURY LNA RT Kit; Qiagen, Hilden, Germany). Tokom ovog koraka koji se sastojao od
60 min inkubacije na 42°C, miRNK je poliadenilovana i reverzno transkribovana koris¢enjem
univerzalnih oligo-dT prajmera, nakon Cega je reakcija zaustavljena inkubacijom od 5 min na 95°C.
U funkciji interne pozitivne kontrole reverzne transkripcije i/ili kalibracije izmedu razlic¢itih PCR
plo¢a u reakcionu smesu je dodat i UniSp6 RNK spike-in iz seta. Nakon reverzne transkripcije
polovina dobijene cDNK je pomeSana sa 2x miRCURY SYBR Green/ROX Master Mix reagensom koji
sadrZzi QuantiNOVA DNK polimerazu uz dodatak ROX referentne boje do ukupne zapremine od
1000 pl, nakon cega je u svaki bunari¢ na PCR plo¢i, koji je ve¢ sadrzao komercijalne prajmere,
nalivano po 10 ul reakcione smese. Za amplifikaciju zrelih miRNK je kori§¢en QuantStudio 3 Real-
Time PCR sistemu (Applied Biosystems), pri cemu se temperaturni profil sastojao od inicijalne
denaturacije na 95°/2 min i 40 ciklusa denaturacije na 95°C/10 s i vezivanja i elongacije prajmera
na 56°C/60 s. Ovaj panel je baziran na primeni LNA tehnologije (engl. locked nucleic acids) i
ukljucuje korisc¢enje ,forward" prajmera specificnih za pojedinacne zrele miRNK koji sadrze
toplotno stabilne RNK analoge i zbog toga obezbeduju vecu senzitivnost i specificnost PCR reakcije.
Analiza  podataka je uradena u on-line programu dostupnom na  strani
https://www.giagen.com/it/shop/genes-i-pathways/data-analysis-center-overview-page/. Za
relativnu kvantifikaciju ciljnih miRNA koriS¢ena je 2-44Ct metoda, nakon normalizacije u odnosu na
nivo ekspresije deset miRNK iz ¢itavog panela sa najboljim izrac¢unatim parametrom stabilnosti
gNorm. Za znacajnu promenu je smatrano kada bi nivo ekspresije bio najmanje 2 puta vedi ili manji
u poredenju sa kontrolom. Dobijene vrednosti prikazane su na log2 (log2FC) skali, dok je
ekvivalentna linearna skala ucrtana na desnoj y-osi grafika.
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3.2.5. Metode za analizu metilacije DNK bazirane na tehnici lan¢ane reakcije
polimeraze

3.2.5.1.  Invitro metilacija DNK

Za kompletnu in vitro metilaciju svih citozina koji se nalaze u okviru CpG dinukleotida u
dvolanc¢anom lancu DNK, koris$¢en je rekombinovan enzim CpG Methylase (M. Sssl) izolovan iz
bakterije Escherichia coli koja eksprimira gen za metiltransferazu poreklom iz soja MQ1 bakterije
Spiroplasma sp. (E2010; Zymo) po uputstvu proizvodaca. Naime, 1 ug DNK izolovane iz kontrolnih
HCJE ¢elija pomeSan je sa 10x CpG reakcionog pufera, 20x SAM (12 mM) kao donorom metil grupe
i 1ul CpG metilaze (4 U) u ukupnoj zapremini od 20 pl. Reakciona smesa je inkubirana preko no¢i
na 30°C. U cilju Sto efikasnije metilacije DNK, nakon 4 h od pocetka inkubacije dodato je jos 1 pl
CpG metilaze. Sutradan je enzim inaktiviran na 65°C/20 min nakon ¢ega je metilovana DNK odmah
koriS¢ena za bisulfitnu konverziju.

3.2.5.2.  Bisulfitna konverzija DNK

Genomska DNK bisulfitno je konvertovana (Slika 3.1) koriS¢enjem seta za bisulfitnu
konverziju (EZ-DNA methylation kit; D5002; Zymo Research, Orange, CA, USA) po uputstvu
proizvodaca. DNK u koli¢ini od 100-1200 ng je pomesSana i inkubirana sa puferom za diluciju (M-
Dilution Buffer) iz seta. Da bi se pospesila denaturacija dvolan¢anog molekula DNK, protokol je
modifikovan po preporuci proizvodaca upotrebom 7,5 pl pufera za diluciju i inkubacijom na
42°C/30 min. Nakon toga u uzorak je dodato 100 pl reagensa za konverziju (CT Conversion
Reagent) koji u sebi sadrZi Na-bisulfit za deaminaciju nemetilovanog citozina i smesa je inkubirana
preko no¢i na 50°C. Sutradan je u kolonicu (Zymo-Spin™ IC Column) u koju je dodat pufer za
vezivanje (M-Binding Buffer) nanet uzorak, nakon Cega je kolonica centrifugirana na 10000 x g/30
s. Nakon ispiranja puferom iz seta koji sadrzi etanol, kolonica je inkubirana 20 min na sobnoj
temperaturi sa puferom za desulfonaciju (M-Desulphonation Buffer), centrifugirana na 10000 x
g/30 s ¢ime su otklonjeni bisulfitni adukti sa uracilovog prstena, i isprana dva puta. Finalno je za
elucija bisulfitno konvertovane DNK koriS¢eno 210 pl pufera za eluciju koji je dva puta vracen na
kolonicu i eluiran da bi se postigla ve¢a koncentracija eluata. Bisulfitno konvertovana DNK je
¢uvana na -20°C do upotrebe.
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Slika 3.1. Hemijska reakcija bisulfitne konverzije DNK. Tokom koraka sulfonacije u kiselim uslovima
dolazi do nukleofilne adicije bisulfitnog jona (HSO3-) na C-6 poziciju citozina. Drugi korak konverzije
podrazumeva hidroliticku deaminaciju derivata citozina u 5,6-dihidrouracil-6-sulfonat, a tokom
desulfonacije sulfitna grupa se uklanja alkalnim tretmanom, regenerise se dvoguba veza i nastaje uracil.
Preuzeto i modifikovano iz (Liu i sar., 2019).

3.2.5.3.  Dizajniranje prajmera specifi¢nih za bisulfitno konvertovanu DNK

Za predikciju CpG ostrvaca u okviru CDH1, FN1 i ACTAZ gena koriS¢en je bioinformaticki
alat CpG Isli Searcher (http://cpgislis.usc.edu/) (Takai i Jones, 2003) sa stiardnim parametrima
(%GC parova veci od 55%; detektovan broj CpG/ocekivani broj CpG ve¢i od 0,65; duZina CpG
ostrvca veca od 500 bp). Genomske DNK sekvence koje su koriS¢ene za analizu obuhvatale su
regione 3000 bp uzvodno i nizvodno od TSS gena za E-kadherin (CDH1; NCBI referentne sekvence
NG_008021.1), fibronektin (FN1; NG_012196.1) i a-SMA (ACTA2; NG_011541.1). Pozicija CpG
ostrvaca u okviru 5" UTR i kodiraju¢eg regiona gena koji kodiraju za miRNK odredena su
koriS¢enjem Methyl Primer Express ver. 1.0 programa (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA) od
strane Davalos i sar. (Davalos i sar.,, 2012). Takode, prajmeri koriS¢eni za analizu metilacije DNK
hsa-miR-200b/a/429 lokusa preuzeti su od Davalos i sar. (Davalos i sar., 2012), dok su prajmeri
koriS¢eni za analizu DNK metilacije CDH1, FN1i ACTAZ genaihsa-miR-200c/141 lokusa dizajnirani
pomocu programa MethPrimer (http://www.urogene.org/cgi-bin/methprimer/methprimer.cgi).
Parovi prajmera su napravljeni tako da budu komplementarni bisulfitno konvertovanoj kompletno
metilovanoj DNK (M), kompletno nemetilovanoj DNK (U) ili sekvenci DNK koja ne sadrzi CpG
dinukleotide koji mogu biti diferencijalno metilovani. Za metilaciono-specificnu PCR analizu i
bisulfitno sekvenciranje CDH1, FN1 i ACTAZ gena KkoriS¢eni su M prajmeri, dok je za analizu kriva
topljenja koriS¢en miks sva cCetiri prajmera (M i U) da bi se pokrile sve moguce varijante u
metilacionom statusu. U slucaju miR-200b/a/429 lokusa za analizu kriva topljenja i bisulfitno
sekvenciranje koris¢ena su dva razlicita ,forward" i isti reverzni prajmer koji se vezuju i za
metilovanu i za nemetilovanu DNK, dok je isti set prajmera koji se vezuje i za metilovanu i za
nemetilovanu DNK kori$¢en u obe metode za analizu metilacije miR-200c/141 lokusa. Nazivi
prajmera, sekvence i duzine PCR produkata nabrojani su u Tabeli 3.2.

3.2.5.4. Metilaciono-specificna PCR analiza (MSP)

Metilaciono-specificna PCR analiza (engl. methylation-specific PCR analysis - MSP)
sprovedena je koriS¢enjem M para prajmera koji sadrze 2 CpG dinukleotida u svakom
pojedinacnom prajmeru za CDH1, kao i jedan CpG par u ,forward" i dva CpG para u reverznim
prajmerima za FN1 i ACTAZ. Reakciona smesa za MSP sastojala se od Maxima SYBR Green/ROX
qPCR Master Mix reagensa (Fermentas), 4 pl bisulfitno konvertovane DNK (teorijske koncentracije
od 60 ng/ul) i 0,5 uM M prajmera u finalnoj zapremini od 10 pl. MSP je uraden na QuantStudio 3
Real-Time PCR sistemu. Temperaturni profil sastojao se od inicijalne denaturacije na 95°C/10 min
pracene sa 40 ciklusa denaturacije na 95°C/15 s i vezivanja i elongacije na 58°C/60 s za CDH1 i
FN1, odnosno 55°C/60 s za ACTAZ. Kao endogena kontrola za normalizaciju rezultata MSP analize
i kao kontrola efikasnosti bisulfitne konverzije koris¢eni su referentni prajmeri koji ne sadrze CpG
dinukleotide, vezuju se i za metilovanu i za nemetilovanu DNK i isklju¢ivo amplifikuju bisulfitno
konvertovanu DNK. Nakon normalizacije, koli¢ina metilovanog produkta u uzorcima procenjena je
poredenjem sa in vitro metilovanom DNK, bisulfitno konvertovanom i amplifikovanom pod istim
uslovima, za koju se pretpostavlja da je 100% metilovana.
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Tabela 3.2. Prajmeri kori$¢eni u analizi metilacije DNK

Nazi_v Naziv prajmera Sekvenca prajmera (5’ - 3°) Duzina PCR
gena/miRNK produkta
Fw M GTAATTTTAGGTTAGAGGGTTATCGC
CDHI RevM CACAAATACTTTACAATTCCGACG 21zbp
FwU ATTTTAGGTTAGAGGGTTATTGTGT -
Rev U ACAAATACTTTACAATTCCAACACC
Fw M AAAACATTAAAAAAAATTTTTCCCG
Rev M TTGGACGGTTAGTAGTAGTAGTTCG 143 bp
FNT FwU AACATTAAAAAAAATTTTTCCCACA
Rev U TTGGATGGTTAGTAGTAGTAGTTTGG 141bp
Fw M TTTTTAGGTTCGGGTGTTTAGAAC
RevM TATCAAAACTTATCCAAAAATTCCG 239bp
AcTaz Fw U TTTTTAGGTTTGGGTGTTTAGAATG
Rev U TCAAAACTTATCCAAAAATTCCACT 237bp
ACTAZ (referentni Fw TTTGAGAATTGTTAGAAAATGAGTAATATT 1
prajmeri za MSP) Rev AACTCCTAAACAAACCCTAACAAAC
hsa-miR- Bis-Seq/HRM Fw GTGATAGGTAAAGGTTATTAGGGGAG
200c/141 Bis-Seq/HRM Rev CCCAAATTACAATCCAAACAAAC 188 bp
_ HRM Fw GGAGTATTGTTTTTTGTAAG 249
23?)-]?;;5;29 Bis-Seq/HRM Rev TCTACCTCAACCAAAATCAAACC bp 396
Bis-Seq Fw TGGGAGTTTAGGGGATATATTTG bp

3.2.5.5.  Analiza kriva topljenja visoke rezolucije (HRM)

Za potrebe analize krive topljenja visoke rezolucije (engl. high-resolution melting analysis -
HRM) inicijalno je bilo neophodno bisulfitno konvertovati komercijalno dostupne humane
metilovane i nemetilovane standarde (D5014; Zymo Research) koriS¢enjem seta za bisulfitnu
konverziju (EZ-DNA methylation kit;D5002; Zymo Research) na nacin opisan u Poglavlju 3.2.5.2.
Nemetilovani standardi preciS¢eni su iz humane celijske linije HCT116 u kojoj su iskljuc¢eni geni
koji kodiraju za DNMT1 i DNMT3b, dok je metilovani standard dobijen enzimskom metilacijom
DNK izolovane iz iste Celijske linije. Da bi se napravio opseg standarda potrebnih za HRM analizu,
a koji sadrze razlicit procenat metilacije DNK, bisulfitno konvertovani metilovani i nemetilovani
standardi su mesani u odnosima (M:U) 0:100, 25:75, 50:50, 75:25 1 100:0. PCR amplifikacijai HRM
analiza uradene su sekvencijalno na QuantStudio 3 Real-Time PCR sistemu. Za PCR reakciju
koris¢en je miks sva Cetiri prajmera (M i U) u slucaju CDH1, FN11iACTAZ gena, ili par prajmera koji
amplifikuje bisulfitno konvertovanu DNK nezavisno od metilacije CpG parova za analizu gena koji
kodiraju za miRNK. Za HRM analizu u slu¢aju CDH1, FN1 i ACTAZ2 gena reakciona smesSa zapremine
10 pl sastojala se od 5 pl 2x MeltDoctor HRM Master Mix reagensa (Applied Biosystems), 0,15 uM
svakog prajmera i 1 pl bisulfitno konvertovanog templata (teorijske koncentracije od 20 ng/pl),
dok je za gene koji kodiraju za miRNK koris¢eno 0,3 pM svakog prajmera i 2 pl bisulfitno
konvertovanog templata (teorijske koncentracije od 10 ng/ul). Temperaturni profil amplifikacije
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sastojao se od inicijalne denaturacije 95°C/10 min, pracene sa 45 ciklusa PCR od tri koraka i
finalnog koraka elongacije prajmera na 72°C/7 min. PCR program od tri koraka za analizu CDH1,
FN1iACTAZ podrazumevao je 5 ciklusa denaturacije na 95°C/30 s, vezivanja prajmera na 58°C/30
s i elongacije na 72°C/60 s; 5 ciklusa denaturacije na 95°C/30 s, vezivanja prajmera na 53°C/30 s
i elongacije na 72°C/60s; i 35 ciklusa denaturacije na 95°C/30 s, vezivanja prajmera na 48°C/30 s
i elongacije na 72°C/60 s. PCR program od tri koraka za analizu gena koji kodiraju za miRNK
sastojao se od 5 ciklusa denaturacije na 95°C/30 s, vezivanja prajmera na 62°C/30 s i elongacije na
72°C/60 s; 5 ciklusa denaturacije na 95°C/30 s, vezivanja prajmera na 58°C/30 s i elongacije na
72°C/60s; i 35 ciklusa denaturacije na 95°C/30 s, vezivanja prajmera na 55°C/30 s i elongacije na
72°C/60 s. HRM program sastojao se od podizanja temperature od 60-95°C za 0.025°C/s sa
akvizicijom fluorescencije na svakom temperaturnom inkrementu. HRM v3.1 program (Applied
Biosystems) je koriS¢en za analizu krajnjih produkata. Visina pikova stiarda dobijena sa grafika
razlika u odnosu na nemetilovani stiard (0%), ucrtana je naspram procenta metilacije DNK
koriS¢enih standarda da bi se dobila standardna kriva i jednacina linearne regresije pomocu koje
je izracunat nivo metilacije DNK svakog uzorka.

3.2.5.6.  Bisulfitno sekvenciranje (Bis-Seq)

Bisulfitno modifikovana DNK je za potrebe bisulfitnog sekvenciranja (engl. bisulfite
sequencing - Bis-Seq) CDH1, FN1 i ACTAZ gena inicijalno amplifikovana koriS¢enjem M prajmera u
reakcionoj smesi ukupne zapremine od 30 pl. Reakciona smesa sastojala se od 15 pl 2x AmpliTaq
Gold 360 Master Mix reagensa (Applied Biosystems), 0,5 uM svakog prajmera i 4 ul bisulfitno
konvertovanog templata (teorijske koncentracije od 80 ng/ul). U slucaju bisulfitnog sekvenciranja
gena koji kodiraju za miRNK koriséeni su prajmeri koji amplifikuju DNK nezavisno od metilacionog
statusa CpG parovai 3 pl bisulfitno konvertovanog templata (teorijske koncentracije od 15 ng/ul).
Amplifikacija gena uradena je na Eppendorf Mastercycler Pro aparatu (Eppendorf Austria GmbH,
Vienna, Austria). Za amplifikaciju CDH1, FN1 i ACTAZ koriS¢en je temperaturni profil koji se
sastojao od inicijalne denaturacije na 95°C/10 min, 45 ciklusa PCR od tri koraka i finalne elongacije
prajmera na 72°C/7 min. PCR program podrazumevao je 5 ciklusa denaturacije na 95°C/30 s,
vezivanja prajmera na 62°C/30 s i elongacije na 72°C/60 s; 5 ciklusa denaturacije na 95°C/30s,
vezivanja prajmera na 57°C/30 s i elongacije na 72°C/60 s; i 35 ciklusa denaturacije na 95°C/30 s,
vezivanja prajmerana 51,5°C/30 s i elongacije na 72°C/60 s. Nakon toga, preciS¢avanje produkata
PCR reakcije i Sangerovo sekvenciranje umnoZzene bisulfitno konvertovane DNK uradeno je u
Eurofins Genomics AT (Vienna, Austria). Uslovi amplifikacije u slu¢aju gena koji kodiraju miRNK
sastojali su se od inicijalne denaturacije na 95°C/10 min, 60 ciklusa dvostepene PCR reakcije i
finalne elongacije prajmera na 72°C/7 min. Dvostepeni PCR program podrazumevao je 5 ciklusa
denaturacije na 95°C/30 s, vezivanja prajmera na 58°C/30 s i elongacije na 72°C/60 s; i 55 ciklusa
denaturacije na 95°C/30 s, vezivanja prajmera na 55°C/30 s i elongacije na 72°C/60 s. Nakon toga,
preciS¢avanje produkata PCR reakcije i Sangerovo sekvenciranje umnoZene bisulfitno kovertovane
DNK uradeno je u Macrogen Europe B.V. (Amsterdam, Netherlands). Za poravnavanje svih
sekvenci dobijenih nakon bisulfitnog sekvenciranja kori$¢en je program BiQ Analyzer (Max Planck
Institute for Informatics, Saarbriicken, Germany).

3.3. Metode za manipulaciju proteinima
3.3.1. Priprema ukupnih celijskih lizata

Zaizolaciju proteina nakon infekcije HCJE ¢elija bakterijom C. trachomatis KoriSéen je set za
izolaciju DNK/RNK/proteina (AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kit; Qiagen) prema uputstvu
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proizvodaca opisanom u Poglavlju 3.2.1. Nakon prebacivanja uzoraka na kolonicu za izolaciju RNK
i prvog centrifugiranja, eluat je sacuvan i koris¢en za izolaciju proteina. Da bi proteini precipitovali
eluat je pomeSan sa 1 zapreminom APP pufera iz seta i inkubiran 10 min na sobnoj temperaturi.
Potom su tubice centrifugirane na 16000 x g/10 min, supernatant je odliven, pelet je ispran 70%
etanolom i tubica je ponovo centrifugirana na 16000 x g/1 min. Nakon toga supernatant je odliven
i talog je osuSen stajanjem 5-10 min na sobnoj temperaturi. Proteini su rastvoreni u ALO puferu iz
seta u koji je dodat ditiotreitol (finalne koncentracije 0,05 M) koji sprefava formiranje
intramolekulskih i intermolekulskih disulfidnih veza izmedu cisteinskih aminokiselinskih ostataka
u proteinima. Celijski lizati ¢uvani su na -80°C do upotrebe. Za izolaciju proteina u in vitro modelu
procesa EMT, nakon dostizanja 80% konfluentnosti, kontrolne i tretirane HCjE Celije su isprane
PBS puferom i lizirane koriS¢enjem RIPA pufera (engl. radioimmunoprecipitation assay buffer)
(Sigma-Aldrich) u prisustvu miksa proteaznih inhibitora (39101 i 39050; SERVA Electrophoresis
GmbH, Heidelberg, Germany). Posle inkubacije od 30 min na ledu, Celije su centrifugirane na 4°C
na 16000 x g/20 min, nakon cega je supernatant (Celijski lizat) prebac¢en u novu tubicu i ¢uvan na
-80°C do upotrebe.

3.3.2. Odredivanje koncentracije proteina

Ukupna koncentracija proteina u ¢elijskim lizatima odredivana je kolorimetrijskim Lowry
esejem (Lowry i sar., 1951). Uzorci razblazeni 100 puta su pomeSani sa 1 ml rastvora koji se
sastojao od 0,01% CuSO4; 0,02% K-Na-tartarata; 0,01 N NaOH i 2% Na»COs. Nakon vorteksovanja
i inkubacije od 10 min na sobnoj temperaturi u uzorke je dodato 0,1 ml 2x razblaZenog Folinovog
reagensa (Institut Mol, Stara Pazova, Srbija) i reakciona smeSa je ponovo vorteksovana i
inkubirana 10 min na sobnoj temperaturi. Apsorbanca je merena na 750 nm na spektrofotometru
(Shimatzu UV-160). Koris¢enjem standardne krive dobijene na osnovu vrednosti apsorbance
albumina seruma goveceta (engl. bovine serum albumin - BSA) poznatih koncentracija (100-400
ug/ml), izracunata je koncentracija proteina prisutna u Celijskim lizatima.

3.3.3. Imunoblot analiza proteina (IBA)

Za razdvajanje proteina prema molekulskim masama koris¢ena je tris-glicinska SDS-PAGE
elektroforeza (engl. sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis). Jednaka koli¢ina
¢elijskih lizata (20-60 pg u zavisnosti od zastupljenosti proteina koji se detektuje) razdvajana je na
gelu koji se sastojao od gornjeg gela za skoncentrisavanje (4% poliakrilamid; 0,125 M Tris-HCI, pH
6,8; 0,1% SDS; 0,05% amonijum-persulfat (APS) i 0,1% tetrametiletilendiamin (TEMED)) i donjeg
gela za razdvajanje (12% poliakrilamid; 0,375 M Tris-HCl, pH 8,8; 0,1% SDS; 0,05% APS i 0,05%
TEMED). Pre nanoSenja na gel proteini su pomeSani sa Laemmli puferom (1 mM EDTA; 8 M urea;
0,0625 M Tris-HCI, pH 6,8; 5% [-merkaptoetanol; 2% SDS i 5% bromfenol plavo) u odnosu 1:1.
Kao pufer za elektroforezu koriscen je Tris-glicinski pufer (0,195 M glicin; 25 mM Tris-HCl, pH 8,8;
0,1% SDS). Uzorci su putovali kroz gel za skoncentrisavanje i razdvajanje pri naponu 120 Vi 150
V, respektivno. Za elektroforezu je koriS¢en sistem Mini-PROTEAN II Electrophoresis Cell
(BioRad). Nakon SDS-PAGE elektroforeze proteini su pod uticajem konstantne struje i napona od
30 V preko no¢i preneseni sa gelova na PVDF (polivinilidendifluorid) membranu (Amersham
Hybond P 0.45 PVDF, GE Healthcare Life Sciences). Pre transfera PVDF membrane su aktivirane 2
min u metanolu a potom, zajedno sa gelovima, inkubirane 30 min u ohladenom puferu za transfer
(25 mM Tris-HCl, pH 8,3; 192 mM glicin; 20% methanol; 0,02% SDS), nakon cega su gelovi i
membrane zajedno sa filter papirima slagani u aparat za transfer (Bio-Rad, Mini TransBlot
Electrophoretic Transfer Cell). Da bi se proverila uspesnost transfera i elektroforeze, membrane
su nakon transfera bojene 1% Ponceau-S rastvorenim u 5% sircetnoj kiselini. Nakon ispiranja boje
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TBS-T puferom (0,05% Tween-20 (Serva) u TBS puferu (20 mM Tris-HCl, pH 7,6; 150 mM NacCl)),
nespecificno vezivanje antitela je blokirano inkubacijom membrana u 5% rastvoru nemasnog
mleka u prahu (Santa Cruz Biotechnology) u TBS-T puferu. Posle ponovnog ispiranja u TBS-T
puferu membrane su inkubirane sa primarnim antitelima na +4°C preko nod¢i. Sutradan, nakon
ispiranja nevezanog primarnog antitela TBS-T puferom, membrane su na sobnoj temperaturi
inkubirane 60 min sa odgovaraju¢im sekundarnim antitelima obeleZenim peroksidazom rena
(engl. horseradish peroxidase - HRP). Sva antitela koriS¢ena u imunoblot analizi (engl. immunoblot
analysis - IBA) navedena su u Tabeli 3.3. Posle ispiranja nevezanog sekundarnog antitela TBS-T
puferom, membrane su bojene luminolom (Western Blotting Luminol Reagent, Santa Cruz
Biotechnology) i proteini su vizualizovani na filmovima (Hyperfilm ECL, Santa Cruz Biotechnology,
RPN 3103 K). Ukoliko je ista membrana ponovo koriS¢ena, vezana antitela su uklanjana
inkubacijom membrane na 55°C 35 min u puferu za uklanjanje (100 mM B-merkaptoetanol; 2%
SDS; 62,5 mM Tris-HCl, pH 6,8). Intenzitet signala na filmu meren je denzitometrijski koriS¢enjem
TotalLab ver. 1.10 programa (Phoretix International Ltd, Newcastle upon Tyne, UK). Nakon
normalizacije u odnosu na vrednost dobijenu za GAPDH u istom uzorku kvantifikovan je relativan
nivo proteina od interesa.

Tabela 3.3. Antitela koriScena u IBA, ICC i FCM analizama

RazblaZenje

IBA/ICC/FCM Kat. broj/Proizvodac

Primarna antitela

sc-130218/Santa Cruz

anti-p-SMAD3 (Ser208) 1:1000/-/- Biotechnology
anti-P38a 1:1000/- /- Clegt/e Sca}‘lr:jlggz
anti-p-P38 (Tyr182-R) 1:1000/- /- SC'@Zjﬁﬁiiﬁﬁg}fr“Z
. F-3/Santa Cruz
anti-JNK1 1:750/-/- Bio{cechnology
anti-pJNK (Thr183/Tyr185-R) 1:750/-/- SC'lgﬁgfé;/nscizgcmz
. H-76/Santa Cruz
anti-GSK-3p 1:2000/- /- Bio t/e ehnology
anti-pGSK-3p (Ser9-R) 1:1500/-/- Sc'lll;g;gl/f;ﬁtgilcruz
anti-PI3 Kinase p110y 1:1000/-/- #4251%!C%2:)15(‘)§;a1‘“g
. ) g #9272 /Cell Signaling
anti-Akt 1:2000/-/ Technology
anti-phospho-Akt (Ser473) 1:1000/- /- #4058/Cell Signaling
(193H12) ' Technology
anti-p44/42 MAPK (ERK1/2) 1:2000/-/- #4695 /Cell Signaling
(137F5) ' Technology
anti-phospho-p44 /42 MAPK 1:1000/- /- #9101 /Cell Signaling
(pERK1/2) (Thr202/Tyr204) ' Technology
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anti-E-cadherin (H-108)

anti-E-cadherin [M168]
anti-Desmoplakin [EPR4383(2)]
anti-N-cadherin

anti-Fibronectin (H-300)
anti-Smooth Muscle Actin (CGA7)
anti-PARP-1 (H-205)
anti-caspase-3 (H-277)

anti-cleaved caspase-3 (Asp175)

anti-GAPDH

1:4000 (eksperimenti sa
C. trachomatis);
1:1000/1:100
(eksperimenti sa C.
trachomatis); 1:50/-

-/-/1:100
1:2000,/1:100/-
1:1000/1:100/1:100
1:1000/1:150/-
1:1000,/1:100/-
1:1000/-/-
1:5000/-/-

1:3000/-/-

1:1500 (eksperimenti sa
C. trachomatis);
1:1000/-/-

Sekundarna antitela

anti-zecji IgG-HRP

anti-misji IgG-HRP

anti-zedji IgG, F(ab")2-TRITC
(eksperimenti sa C. trachomatis)
anti-misji IgG H&L-Alexa Fluor
488 (eksperimenti sa C.
trachomatis)

anti-zedji IgG (H+L), Alexa Fluor
488

anti-misji IgG (H+L), Alexa Fluor
488

anti-zecji IgG (H+L), Alexa Fluor
555

3.3.4. Imunocitohemija (ICC)

Za imunocitohemijsko bojenje (engl. immunocytochemistry - ICC) HCJE Celije su gajene na
sterilnim stakalcima u ploci sa 24 bunara i po dostizanju 70% konfluentnosti inficirane sa 10> [FU
bakterije C. trachomatis po bunaru. Infekcija je sprovedena na nacin opisan u Poglavlju 3.1.1.
Nakon 72 h, kontrolne i inficirane HCjE celije su fiksirane inkubacijom od 15 min u 4% rastvoru
paraformaldehida (Science Services GmbH, Munich, Germany) u PBS puferu na 37°C. Za
permeabilizaciju Celija koris¢en je 0,3% Triton X-100 (Amersham Biosciences, Uppsala Sweden)

1:2000/- /-
1:2000/- /-
-/1:100/-
-/1:100/-
-/1:2000/-
-/-/1:1000

-/-/1:1000
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sc-7870/Santa Cruz
Biotechnology

ab76055/Abcam
ab109445/Abcam

ab18203/Abcam

sc-9068/Santa Cruz
Biotechnology

sc-53015/Santa Cruz
Biotechnology

sc-7150/Santa Cruz
Biotechnology
sc-7148/Santa Cruz
Biotechnology
#9661 /Cell Signaling
Technology

FL-335/Santa Cruz
Biotechnology

sc-2379/Santa Cruz
Biotechnology
#7076 /Cell Signaling
Technology
sc-3841/Santa Cruz
Biotechnology

ab169345/Abcam

A-21206/Invitrogen
A-21202/Invitrogen

A-31572/Invitrogen



rastvoren u PBS puferu (10 min), dok je za blokiranje upotrebljavan 3% BSA (Serva) rastvoren u
PBS puferu (60 min). Za dobijanje fluorescentnog signala stakalca su sukcesivno inkubirana preko
noci na 4°C sa primarnim i odgovaraju¢im fluorescentno obeleZenim sekundarnim antitelima
navedenim u Tabeli 3.3. Sva antitela su razblazivana u 0,2% rastvoru Tween-20 u PBS puferu, pri
¢emu je i za sva ispiranja izmedu razli¢itih koraka koriSc¢en isti rastvor. DNK je vizualizovana
inkubacijom ¢elija 20 min sa 4,6-diamidino-2-fenilindolom (DAPI) (0,2 pg/ml) (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany). U odnosu na prethodno navedenu proceduru, kontrolne i tretirane HCJE
Celije koriS¢ene u eksperimentima na in vitro EMT modelu su fiksirane inkubacijom od 10 min na
37°C u 3,5% rastvoru formaldehida (Zorka Pharma, Sabac, Serbia) u PBS puferu i
permeabilizovane koris¢enjem 0,2% rastvora Triton X-100 u PBS puferu (10 min). Za vizualizaciju
DNK, u ovom slucaju, stakalca su inkubirana 5 min u prisustvu DAPI (0,1 pg/ul). Sva stakalca su
lepljena na mikroskopske plocice koriS¢enjem Mowiol reagensa (Calbiochem, San Diego, CA, USA),
nakon Cega su cCelije fotografisane pomocu mikroskopa (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
Germany) koriS¢enjem odgovarajucih filtera.

3.3.5. Protoc¢na citometrija (FCM)

Za citometrijsku analizu (engl. flow cytometry - FCM) ekspresije E-kadherina i N-kadherina
kontrolne i HCJE celije tretirane TGF-f31 proteinima su odlepljene od podloge koriS¢enjem 0,05%
tripsina/0.02% EDTA rastvora u PBS puferu. Da bi se postigao oporavak povrsinskih antigena ¢ija
je konformacija narusena tripsinizacijom, ¢elije su resuspendovane u svezem K-SFM medijumu.
Nakon inkubacije od 60 min na 37°C, na 5% COz i 95% vlazZnosti, Celije su permeabilizovane
resuspendovanjem u 0,3% rastvoru saponina (Sigma-Aldrich) u PBS puferu. Nakon 15 min,
polovina ¢elija iz svake grupe inkubirana je 60 min sa po jednim primarnim antitelom i sukcesivno
30 min sa odgovarajucim fluorescentno obelezenim sekundarnim antitelom, navedenim u Tabeli
3.3. Antitela su razblazivana u rastvoru PBS pufera koji je sadrzao 0,1% saponin i 3% BSA, dok su
sva ispiranja radena 0,1% rastvorom saponina u PBS puferu. Nakon procedure bojenja, ¢elije su
resuspendovane u K-SFM medijumu i ekspresija E-kadherina i N-kadherina je analizirana na FACS
Aria III proto¢nom citometru (BD Biosciences, San Jose, CA, USA), KkoriS¢enjem programa
FACSDiva.

3.4. Bioinformaticka predikcija vezivnih mesta za regulatorne proteine u
promotorima gena

Za identifikaciju potencijalnih mesta vezivanja regulatornih proteina SP1 i ¢c-MYB u
promotoru miR-200b/a/429 i miR-200c/141 lokusa, koris¢en je bioinformaticki alat Match™-
public ver. 1.0 (http://www.gene-regulation.com/pub/programs.html#match) sa zadatim
parametrima. Pozicije Z-boksa (CAGGTA) i E-boksa (CACCTG) u analiziranim regionima miR-
200b/a/429 i miR-200c/141 lokusa identifikovana su od strane Burk i sar. i Bracken i sar.,,
respektivno (Bracken i sar., 2008; Burk i sar., 2008). Takode, iz literature su poznate pozicije
CCAAT-boksa, GC-boksa i viSe E-boksova u regionu promotora CDH1 koje prepoznaju proteini koji
se specificno vezuju za CAAT sekvencu, regulatorni proteini AP-2 i SP1 i transkripcioni faktori ZEB,
TWIST i SNAI, respektivno (Behrens i sar., 1991; Bussemakers i sar., 1994; Hennig i sar., 1996;
Faraldo i sar., 1997; Giroldi i sar., 1997; Comijn i sar., 2001; Thiery i sar., 2009).

3.5. Statisticka obrada podataka

Svi eksperimenti uradeni su u triplikatu ukoliko nije drugacije naznaceno i rezultati su, u
zavisnosti od eksperimenta, prikazani kao srednja vrednost + SD ili srednja vrednost + SEM. Za
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statisticku analizu je koriS¢en program IBM SPSS Statistics for Windows, Version 20.0 (Armonk,
NY, USA). Da bi se utvrdilo da li dobijeni podaci prate normalnu raspodelu upotrebljavan je
Shapiro-Wilk test. Za poredenje srednjih vrednosti normalno distribuiranih varijabli izmedu dve
grupe koriScen je Studentov t-test, dok je za podatke koji ne prate normalnu distribuciju primenjen
Mann-Whitney U test. One-Way ANOVA pracena post-hoc analizom u kojoj je koris¢en Tukey’s HSD
test upotrebljavana je za poredenje srednjih vrednosti viSe grupa. U pojedinim eksperimentima je
za analizu RT-qPCR podataka, radi procene statisticke znacajnosti izmedu srednjih vrednosti
kontrolne grupe i srednjih vrednosti ostalih grupa, primenjivan One Sample t-test na log2
transformisanim podacima. Nakon tog testa, srednje vrednosti i SEM prikazane su na log2 skali
dok je odgovarajuca linearna skala prikazana na desnoj y-osi grafika. Nulta hipoteza je odbacivana
ukoliko je p < 0,05, pri ¢emu “*” ukazuje na statisticki znacajnu razliku u poredenju sa kontrolom
(*p < 0,05; **p < 0,01), “#” ukazuje na statisticki znacajnu razliku u poredenju sa HCJE celijama
tretiranim TGF-B1 (#p < 0,05; ##p < 0,01), dok “+” ukazuje na statisticki znacajnu razliku u
poredenju sa HCJE Celijama tretiranim 5-AzaC R (+p < 0,05; ++p < 0,01).
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4 REZULTATI

4.1. Potencijal infekcije HCJE ¢elija bakterijom C. trachomatis za pokretanje
procesa EMT

4.1.1. Odredivanje vijabilnosti HCjJE ¢elija nakon infekcije bakterijom C. trachomatis

Sa ciljem ispitivanja efekata infekcije humanih epitelnih ¢elija konjuktive (HCJE) bakterijom
Chlamydia trachomatis, u flaskove u kojima su gajene HCjJE Celije je dodata bakterijska suspenzija
pri MOI od 3, pri ¢emu su sve dalje analize radene nakon 72 h.-Kako se pokazalo da infekcija HCJE
¢elija bakterijom C. trachomatis pri niskoj vrednosti MOI, koja se naj¢esc¢e koristi u istraZivanjima,
ne dovodi do produktivne infekcije ovih €elija, moguce zbog prisustva mucina na apikalnoj strani
koji uspeSno sprecavaju vezivanje i ulazak bakterije u ¢eliju (Gipson i Argiieso, 2003; Derricki sar.,
2016Db), u ovoj tezi su koriS¢ene vece vrednosti MOI. S’ obzirom na relativno visoku vrednost MOI
u trenutku infekcije HCJE Celija bakterijom C. trachomatis zbog koje mozZe doci do nepoZeljnog
citotoksi¢nog efekta po celije domacina, analizom proteinske ekspresije PARP-1, prokaspaze 3 i
aktivne kaspaze 3 ispitana je vijabilnost inficiranih HCJE Celija. PARP-1 je jedarni protein sa
brojnim funkcijama u celiji ukljucujuéi i ulogu u usmeravanju Ccelije ka preZivljavanju ili
specificnom tipu Celijske smrti. Naime, PARP-1 prvenstveno funkcionise kao senzor stresa kojem
je Celija izloZena i u zavisnosti od tipa, trajanja i jacine stimulusa pokrece ili popravku nastalih
oStecenja na lancu DNK ili eliminaciju ¢elije, pri cemu se razliciti proteolitic¢ki fragmenti PARP-1
Cesto koriste za definisanje tipa ¢elijske smrti. Imunoblot analiza je pokazala da se kontrolne i HCJE
¢elije inficirane bakterijom C. trachomatis ne razlikuju u profilu proteolize PARP-1 proteina (Slika
4.1). Kod obe grupe celija dominantnu formu PARP-1 ¢inio je protein pune duzine (116 kDa),
apoptotski fragment (85/89 kDa) bio je prisutan u maloj koli¢ini, dok nekrotski fragment (50 kDa)
nije detektovan. Odsustvo programirane Celijske smrti je potvrdeno i imunoblot analizom kojom
je pracen nivo ekspresije prokaspaze 3 i aktivne forme kaspaze 3, glavnog efektora proteolize
tokom apoptoze. Izostanak smanjenja nivoa prokaspaze 3 i odsustvo aktivne kaspaze 3 nakon
infekcije bakterijom C. trachomatis takode ukazuju na visoku vijabilnost inficiranih HCjE ¢elija.
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Slika 4.1. Odsustvo apoptoze HCJE ¢elija 72 h nakon infekcije bakterijom C. trachomatis. Prikazana je
imunoblot analiza proteina ukljuCenih u apoptozu c¢elija (PARP-1, prokaspaza 3 i aktivna kaspaza 3) i
GAPDH koji sluZi kao interna kontrola, u kontrolnim (K) i HCJE ¢elijama nakon infekcije bakterijom C.
trachomatis (Ct) iz tri nezavisna eksperimenta.

4.1.2. Odredivanje adekvatnog referentnog gena za RT-qPCR analizu

Vazan deo RT-gqPCR analiza podrazumeva odabir odgovarajuceg referentnog gena koji je
stabilno eksprimiran nezavisno od eksperimentalnih uslova i koji se transkribuje na sli¢cnom nivou
kao i geni od interesa. Da bi se u HCjJE Celijama identifikovao gen c¢ija je ekspresija nezavisna od
infekcije bakterijom C. trachomatis testiran je nivo iRNK GAPDH (engl. glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase), ACTB (engl. beta-actin) i HPRT1 (engl. hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1)
gena. Navedeni geni se Cesto koriste za normalizaciju ekspresije targetnih gena, a zbog izbegavanja
greSaka u interpretaciji rezultata dobijenih RT-qPCR analizom poreklom od razlika u pocetnoj
koli¢ini uzoraka, kvalitetu RNK uzoraka, efikasnosti sinteze cDNK i same reakcije lan¢anog
umnozavanja. Srednja vrednost razlike C: (engl. cycle threshold) vrednosti za GAPDH izmedu
kontrolnih i HCJE ¢elija inficiranih bakterijom C. trachomatis bila je 2 puta manja u odnosu na
srednju vrednost razlike C; vrednosti za HPRT i 6 puta manja u odnosu na srednju vrednost razlike
C: vrednosti za ACTB, sa najmanjom vrednoS¢u SEM (Slika 4.2). Zbog toga je, iako je za svaki
analizirani gen dobijena statisticki znacajna razlika u C; vrednosti izmedu kontrole i HCJE celija
inficiranih bakterijom C. trachomatis (p=0,0002 za GAPDH, p=0,00003 za ACTB, p=0,003 za HPRT),
kao referentni gen za dalje RT-qPCR analize izabran GAPDH.
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Slika 4.2. Razlika Ct vrednosti izmedu kontrolnih i HCjE celija inficiranih bakterijom C. trachomatis
za GAPDH, ACTB i HPRT. Rezultati su dobijeni RT-qPCR analizom i prikazani kao srednja vrednost + SEM.
*%

p<0,01.

4.1.3. Pokretanje signalnih puteva ukljucenih u proces EMT u odgovoru na infekciju
HCjE celija bakterijom C. trachomatis

Tranzicija od epitelne morfologije ka morfologiji karakteristi¢noj za mezenhimski tip Celija
mora biti pra¢ena pokretanjem razliCitih signalnih puteva unutar celije koji dovode do pokretanja
procesa oznacenog kao EMT. Da bi se utvrdilo da li infekcija HCJE ¢elija bakterijom C. trachomatis
pokreée EMT celija konjuktivalnog epitela i na taj nacin potencijalno doprinosi nastanku oZiljacnog
tkiva u trahomu, metodom RT-qPCR i imunoblot analizom ispitana je aktivacija TGF-B, WNT i
integrinskog signalnog puta, kao i pokretanje signalnih puteva nizvodno od tirozin kinaznih
receptora (Slike 4.3-4.5).
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TGF- proteini smatraju se glavnim pokretacima procesa EMT, Cija bi povecana ekspresija
u HCJE Celijama inficiranim bakterijom C. trachomatis ukazala na vaZan aspekt etiologije trahoma
ocitan u pokretanju mehanizma autokrinog nacina delovanja TGF-f3 proteina. Ekspresija TGF-f1 i
TGF-B2 gena je pracena metodom RT-qPCR, a dobijeni rezultati pokazali su da nakon infekcije HCJE
¢elija bakterijom C. trachomatis dolazi do statisti¢ki zanacajno povecane ekspresije oba gena koji
kodiraju za razlicite proteinske izoforme TGF-f3 (Slika 4.3). Nivo ekspresije TGF-$1 povecao se 2
puta (p=0,001) u odnosu na nivo prisutan u kontrolnim HCjE ¢elijama, dok je nivo TGF-£2 7 puta
(p=0,002) veci nego u kontroli.
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Slika 4.3. Povecanje ekspresije glavnih induktora procesa EMT 72 h nakon infekcije HCJE celija
bakterijom C. trachomatis. Prikazan je nivo ekspresije TGF-$1 i TGF-f2 u kontrolnim i HCjE ¢elijama nakon
infekcije bakterijom C. trachomatis (Ct) dobijen RT-qPCR analizom i izraZen relativno u odnosu na nivo
GAPDH. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD. **p < 0,01.

Osim na nivou iRNK, aktivacija TGF-f3 signalnog puta je pracena i na proteinskom nivou
koriS¢enjem imunoblot analize (Slika 4.4). Kvantifikacijom blotova je dobijeno statisticki znacajno
povecanje fosforilisane forme SMADZ2 /3 proteina u inficiranim HCjE ¢elijama 6,4 puta (p=0,008) u
odnosu na kontrolu, $to je ukazalo na aktivaciju kanonskog TGF-f3 signalnog puta, dok je statisticki
znacajno povecanje fosforilacije p38 40,1 puta (p=0,007) i JNK 3 puta (p=0,022) u odnosu na
neinficirane HCJE ¢elije moguca posledica pokretanja drugih signalnih puteva nizvodno od TGF-f3
receptora. Poznato je da proces EMT osim TGF-f3 proteina mogu pokrenuti i drugi stimulusi. Zbog
toga je imunoblot analizom odredivano prisustvo i/ili aktivacija razli¢itih nizvodnih faktora koji
sacinjavaju razgranatu signalnu mreZu ¢ije angaZovanje za posledicu dovodi do tranzicije epitelnih
¢elija (Slika 4.4). Osim pokretanjem nekanonskog TGF- puta, do statisticki znacajne aktivacije
MAP kinaza dolazi i nizvodno od tirozin kinaznih receptora sto se u HCjJE celijama inficiranim
bakterijom C. trachomatis ogleda u povecanoj fosforilaciji ERK1/2 6,1 puta (p=0,026) u odnosu na
kontrolne HCjE ¢elije. U inficiranim HCjE ¢elijama detektovano je i povecanje nivoa PI3K 1,45 puta
u odnosu na kontrolu, sto takode moZe predstavljati posledicu vezivanja liganada i dimerizacije
tirozin kinaznih receptora. PI3K horizontalno povezuje razlic¢ite signalne kaskade u celiji jer
fosforiliSe i na taj nacin aktivira AKT1/2/3 koja predstavlja faktor ukljucen, izmedu ostalih, i u
signalni put nizvodno od integrina. AKT1/2/3 sa druge strane moZe uvesti inhibitornu fosforilaciju
na GSK3p koja je jedan od ¢lanova kompleksa za destrukciju $-katenina, efektora kanonskog WNT
signalnog puta. Znacajno povecanje nivoa aktivirajuce fosforilacije AKT1/2/3 2 puta (p=0,038) i
znacajno povecanje nivoa inhibitorne fosforilacije GSK3 7 puta (p=0,001) u odnosu na kontrolne
uslove je u manjoj meri ukazalo na aktivaciju integrinskog signalnog puta, kao i u vecoj meri na
aktivaciju WNT/B-katenin signalnog puta u HCJE ¢elijama u odgovoru na infekciju bakterijom C.
trachomatis.
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Slika 4.4. Aktivacija najvaznijih komponenti signalnih puteva uklju¢enih u pokretanje procesa EMT
72 h nakon infekcije HCJE ¢elija bakterijom C. trachomatis. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi
i rezultati kvantitativne analize imunoblotova dobijenih iz najmanje tri nezavisna eksperimenta za
kontrolne (K) i HCJE c¢elije inficirane bakterijom C. trachomatis (Ct). Na graficima je prikazana relativna

promena nivoa fosforilisane forme u odnosu na nefosforilisanu formu proteina, nakon normalizacije u
odnosu na nivo GAPDH. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD. *p < 0,05; **p < 0,01.
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Kako je poznato da razli¢iti signali koji pokrecu proces EMT konvergiraju ka istom
specificnom setu transkripcionih faktora, ispitan je i uticaj infekcije HCJE celija bakterijom C.
trachomatis na ekspresiju SNAIL1 i ZEB2 gena (Slika 4.5). Povecanje ekspresije SNAIL1 1,57 puta
i statisticki znacajno povecanje ekspresije ZEB2 1,63 puta (p=0,043) u odnosu na nivo prisutan u
kontrolnim HCjJE ¢elijama, potvrdilo je da nakon infekcije bakterijom C. trachomatis u HCJE
¢elijama dolazi do pokretanja signalnih puteva koji mogu da indukuju proces EMT.
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Slika 4.5. Povecanje ekspresije transkripcionih faktora ukljucenih u pokretanje procesa EMT 72 h
nakon infekcije HCJE ¢elija bakterijom C. trachomatis. Prikazan je nivo ekspresije SNAI1 i ZEB2 u
kontrolnim i HCJE ¢elijama nakon infekcije bakterijom C. trachomatis (Ct) dobijen RT-qPCR analizom i
izrazen relativno u odnosu na nivo GAPDH. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD. *p < 0,05.
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4.1.4. Markeri procesa EMT u H(jE ¢elijama inficiranim bakterijom C. trachomatis

4.1.4.1. Profil ekspresije markera procesa EMT nakon infekcije HCJE celija bakterijom C.
trachomatis

S’ obzirom da su dobijeni rezultati pokazali da 72 h nakon infekcije HCjE Celija bakterijom
C. trachomatis dolazi do aktivacije signalnih puteva koji pokrecu proces EMT, sledeci cilj

istrazivanja je bio ispitivanje nivoa ekspresije markera karakteristi¢nih za odredeni fenotip Celije
(Slike 4.6-4.8).

4.1.4.1.1. Profil ekspresije markera epitelnih Celija E-kadherina nakon infekcije HGJE
Celija bakterijom C. trachomatis

E-kadherin predstavlja protein koji u¢estvuje u formiranju adherentnih veza izmedu celija
koje su karakteristika epitelnih tkiva. 1z navedenih razloga E-kadherin je izabran kao marker
epitelnog fenotipa i nivo njegove ekspresije na nivou iRNK i proteina je ispitivan nakon infekcije
HCJE celija bakterijom C. trachomatis (Slika 4.6). Pokazano je da infekcija bakterijom C.
trachomatis dovodi do statisticki znac¢ajnog smanjenja ekspresije CDH1 u HCjJE ¢elijama 2,6 puta
(p=0,011) u odnosu na neinficirane HCjE Celije (Slika 4.6A). U skladu sa rezultatima dobijenim RT-
gPCR analizom, kvantifikacija imunoblot analize je potvrdila statisticki zna¢ajno smanjenje nivoa
E-kadherina 2,3 puta (p=0,031) nakon infekcije bakterijom C. trachomatis (Slika 4.6B). Smanjenje
ekspresije E-kadherina je vizualizovano i potvrdeno imunocitohemijskim fluorescentnim
bojenjem (Slika 4.6C). Plava boja na mikrografijama poti¢e od vezivanja 4’',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) boje za dvolan¢ani molekul DNK u jedru, dok je narandZastom bojom obojen E-
kadherin prisutan u Celijskoj membrani. Preklopljene mikrografije ukazuju na znacajan gubitak
ekspresije epitelnog markera u regionima meducelijskih kontakata u grupi HCJE c¢elija inficiranih

bakterijom C. trachomatis u poredenju sa koli¢cinom E-kadherina prisutnom u kontrolnim HCjJE
¢elijama.
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Slika 4.6. Smanjenje ekspresije E-kadherina 72 h nakon infekcije HCJE celija bakterijom C.
trachomatis. (A) Nivo ekspresije CDH1 u kontrolnim i HCJE ¢elijama nakon infekcije bakterijom C.
trachomatis (Ct) dobijen RT-qPCR analizom i izraZen relativno u odnosu na GAPDH. Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost + SD. *p < 0,05. (B) Nivo E-kadherina u kontrolnim i HCJE ¢elijama nakon infekcije
bakterijom C. trachomatis (Ct) odreden imunoblot analizom. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi i
rezultati kvantifikacije izraZeni kao relativni nivo ekspresije E-kadherina u odnosu na GAPDH. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + SD. *p < 0,05. (C) Imunofluorescentna detekcija prisustva E-kadherina
(narandZasta fluorescencija) u kontrolnim i HCJE ¢elijama nakon infekcije bakterijom C. trachomatis (Ct).
Jedra u celijama su obojena DAPI bojom (plava fluorescencija).

4.1.4.1.2. Profili ekspresije markera mezenhimskih Celija fibronektina i a-SMA nakon
infekcije HCJE Celija bakterijom C. trachomatis

Osim markera epitelnih ¢elija, za dobijanje potpunije slike o stepenu tranzicije HCJE Celija
nakon infekcije bakterijom C. trachomatis, sledec¢i korak je bio ispitati profil ekspresije dva
mezenhimska markera, fibronektina i a-SMA (Slike 4.7 i 4.8). Dobijeni rezultati su pokazali da je
nakon infekcije HCjE celija bakterijom C. trachomatis doslo do statisti¢ki znacajnog porasta nivoa
iRNK gena koji kodira za fibronektin (FN1) 3,3 puta (p=0,001), dok je nivo iRNK gena koji kodira
za a-SMA (ACTAZ2) povecan 1,3 puta (p=0,057) u odnosu na nivo prisutan u kontrolnim HCJE
¢elijama (Slike 4.7A i 4.8A). Kvantifikacijom rezultata imunoblot analize je dobijeno statisticki
znacajno povecanje ekspresije fibronektina 2,3 puta (p=0,006) i «-SMA 2,8 puta (p=0,006) u HCJE
¢elijama inficiranim bakterijom C. trachomatis (Slike 4.7B i 4.8B), dok je imunocitohemijsko
bojenje anti-fibronektin i anti-a-SMA antitelima potvrdilo povec¢ano prisustvo oba mezenhimska
marker proteina (Slike 4.7C i 4.8C). Na mikrografijama su molekuli DNK u HCjE ¢elijama obojeni
plavom fluorescentom DAPI bojom, fibronektin narandzZastom, dok je a-SMA zelene boje. Izrazito
povecanje kolicine fibronektina u vidu razgranate mreZe unutar ¢elija i u meducelijskom prostoru,
kao i pojava a-SMA proteina u citoplazmi ukazuje da HCJE celije nakon infekcije bakterijom C.
trachomatis pocinju da manifestuju odredene osobine karakteristicne za mezenhimski fenotip.

A FN1 B
Se o
x E *k 0.8 wk
S 015 . . %
20 I Fibronektin T 6
22 10 220 kDa | “ i
X 5 % | =
[} —
s GAPDH | £ o
0.05
Z3 ,l| s7koa | R R | S
m 5 - -]
2 0 T T Kontrola Ct w
Kontrola Ct 0. T T
C Kontrola Ct
o
<
(=]
o
<
Q
=

Kontrola Ct

54



Slika 4.7. Povecanje ekspresije fibronektina 72 h nakon infekcije HCJE celija bakterijom C.
trachomatis. (A) Nivo ekspresije FNI u kontrolnim i HCJE celijama nakon infekcije bakterijom C.
trachomatis (Ct) dobijen RT-qPCR analizom i izraZen relativno u odnosu na GAPDH. Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost + SD. **p < 0,01. (B) Nivo fibronektina u kontrolnim i HCJE ¢elijama nakon infekcije
bakterijom C. trachomatis (Ct) odreden imunoblot analizom. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi i
rezultati kvantifikacije izraZeni kao relativn nivo ekspresije fibronektina u odnosu na GAPDH. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + SD. **p < 0,01. (C) Imunofluorescentna detekcija prisustva fibronektina
(narandZasta fluorescencija) u kontrolnim i HCJE ¢elijama nakon infekcije bakterijom C. trachomatis (Ct).
Jedra u celijama su obojena DAPI bojom (plava fluorescencija).
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Slika 4.7. Povecanje ekspresije a-SMA nakon 72 h infekcije HCJE ¢elija bakterijom C. trachomatis. (A)
Nivo ekspresije ACTAZ u kontrolnim i HCJE ¢elijama nakon infekcije bakterijom C. trachomatis (Ct) dobijen
RT-gPCR analizom i izrazen relativno u odnosu na GAPDH. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost +
SD. (B) Nivo a-SMA u kontrolnim i HCjJE ¢elijama nakon infekcije bakterijom C. trachomatis (Ct) odreden
imunoblot analizom. Prikazani su reprezentativni imunoblotovi i rezultati kvantifikacije izrazeni kao
relativan nivo ekspresije a-SMA u odnosu na GAPDH. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD. **p
< 0,01. (C) Imunofluorescentna detekcija prisustva a-SMA (zelena fluorescencija) u kontrolnim i HCJE
¢elijama nakon infekcije bakterijom C. trachomatis (Ct). Jedra u ¢elijama su obojena DAPI bojom (plava
fluorescencija).

4.1.4.2. Metilacioni status gena markera procesa EMT nakon infekcije HCjE Celija
bakterijom C. trachomatis

Iz literature je poznato da ekspresija gena mozZe biti regulisana na razli¢itim nivoima,
ukljucujudi i epigeneticki nivo. Ukoliko se nalazi u promotoru gena, metilacija DNK smatra se
vaznim mehanizmom represije gena jer dovodi do inhibicije transkripcije, dok u kodiraju¢em
regionu moZze imati i stimulatorni efekat na transkripciju. Da bi se utvrdilo da li su dobijene razlike
izmedu kontrolnih i HCJE Celija inficiranih bakterijom C. trachomatis u nivou ekspresije izabranih
gena markera procesa EMT u korelaciji sa promenom u nivou metilacije DNK, analiziran je
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metilacioni status izabranih regiona u promotorima i kodiraju¢im regionima CDH1, FN1 i ACTAZ
gena primenom MSP i HRM analiza i bisulfitnog sekvenciranja (Slike 4.9-4.11).

4.1.4.2.1. Metilacioni status markera epitelnih Celija CDH1 nakon infekcije HCJE Celija
bakterijom C. trachomatis

Gen koji kodira za E-kadherin (CDH1) sadrzi jedno veliko (1735 bp) CpG ostrvce koje
pokriva region od -406 do +1329 u odnosu na poziciju TSS oznacenu kao +1. Region izabran za
metilacionu analizu DNK je obuhvatao promotor i TSS, i njegova pozicija u genomu (od pozicije -
183 do +29 u odnosu na TSS), kao i pozicija prajmera koriS¢enih u analizi prikazani su na Slici
4.9A. MSP analizom je pokazano da infekcija HCJE celija bakterijom C. trachomatis dovodi do
statisticki znacajnog (p=0,014) porasta u nivou metilacije DNK, od 11,5% u kontroli do 15,5% u
inficiranim celijama (Slika 4.9B). Relativan nivo metilovanog produkta dobijenog nakon MSP
analize izraZen je u odnosu na in vitro metilovanu DNK za koju se uzima da je 100% metilovana.
Na ovaj nacin je dobijena informacija samo o metilacionom statusu CpG dinukleotida koji se nalaze
unutar sekvence komplementarne sekvenci prajmera (citozini na pozicijama -160, -158, +6 i +9).
Da bi se dobila informacija o ukupnoj promeni u metilaciji DNK izabranog regiona, koji sadrzi 17
CpG dinukleotida, uradena je HRM analiza koriS¢enjem istog seta prajmera. Na Slikama 4.9C i
4.9D vizualizovane su poravnate krive topljenja (engl. aligned melt curves) i grafici razlika (engl.
difference plot) dobijene HRM analizom. U regionu izmedu standarda sa 0% metilacije i standarda
sa 25% metilacije primecen je porast nivoa metilacije DNK u inficiranim HCjE ¢elijama u odnosu
na kontrolu. Pikovi kriva topljenja standarda oCitani sa grafika razlika koris$¢eni su za konstruisanje
standardne krive, nakon Cega je iz jednacine linearne regresije izracunat nivo metilacije DNK
svakog uzorka (Slika 4.9E). Podaci dobijeni HRM analizom utvrdili su statisticki znacajan
(p=0,026) porast nivoa metilacije DNK od 12,8% koliko je detektovano u kontrolnim HCjE ¢elijama
do 21,8% nakon infekcije bakterijom C. trachomatis (Slika 4.9F). Navedeni rezultati ukazali su da
u regionu promotora CDH1 dolazi do promena u profilu metilacije DNK kao rezultat infekcije HCJE
¢elija bakterijom C. trachomatis. Za precizno mapiranje diferencijalno metilovanih CpG
dinukleotida dati region je bilo neophodno analizirati metodom bisulfitnog sekvenciranja. Na Slici
4.9G prikazan je metilacioni profil 4 uzorka kontrolnih i 4 uzorka inficiranih HCJE ¢elija nakon
bisulfitnog sekvenciranja. Sekvencirani region obuhvata 12 CpG dinukleotida, od kojih je 9 CpG
parova pokazalo povecanje nivoa metilacije DNK nakon infekcije bakterijom C. trachomatis.
Takode, procenat metilacije citozina na pozicijama -57,-103 i =105 je sa 25% u kontrolnim HCJE
¢elijama porastao na 100% nakon infekcije. Sa ciljem dobijanja potpunije slike o znacaju metilacije
DNK, na Slici 4.9H prikazane su pozicije i metilacioni status analiziranih CpG parova u kontekstu
regulatornih elemenata prisutnih u regionu promotora CDHI1. Regulatorni elementi prisutni u
analiziranom regionu promotora CDH1 poznati su iz literature i uklju¢uju CCAAT-boks, GC-boks i
dva E-boksa (Behrens i sar., 1991; Bussemakers i sar., 1994; Hennig i sar., 1996; Faraldo i sar.,
1997; Giroldi i sar., 1997; Comijn i sar., 2001). Zanimljivo zapaZanje predstavlja informacija da
citozin na poziciji -57, koji se nakon infekcije potpuno metiluje, ulazi u sastav GC-boksa (GGGCGG)
¢ija je sekvenca mesto prepoznavanja i vezivanja vaznih regulatornih proteina.
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Slika 4.9. Nivo metilacije DNK analiziranog regiona promotora CDH1 nakon 72 h infekcije HCjJE celija
bakterijom C. trachomatis. (A) Shematski prikaz dela CDH1 koji obuhvata CpG ostrvce (NCBI ref. sekvenca
NG_008021.1; pozicija CpG ostrvca od 4595 do 6329 bp). Na shemi je sa +1 obeleZen TSS, dok su u uve¢anom
regionu prikazane pozicije prajmera koriS¢enih u analizi metilacije DNK i CpG dinukleotida (kratke
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vertikalne linije). (B) Relativni nivo % metilacije DNK analiziranog regiona promotora CDHI u odnosu na
in vitro metilovanu DNK (100% metilovana DNK) u kontrolnim i HCJE ¢elijama nakon infekcije bakterijom
C. trachomatis (Ct) dobijen MSP analizom. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost * SD. *p < 0,05. (C-F)
Nivo metilacije DNK analiziranog regiona promotora CDH1 u kontrolnim (C) i HCJE Celijama inficiranim
bakterijom C. trachomatis (Ct) dobijen HRM analizom. Prikazane reprezentativne poravnate krive topljenja
(C) i grafik razlika (D) prikazuju poziciju kriva topljenja C i Ct uzoraka u odnosu na standarde sa 0%, 25%,
50% i 100% metilacije DNK. (E) Na standardnoj krivi prikazana je visina pikova u odnosu na % metilacije
DNK kori$¢enih stiarda pomoc¢u koje je izracunat % metilacije DNK u kontrolnim i Ct uzorcima (F). Rezultati
su prikazani kao srednja vrednost + SD. *p < 0,05. (G) Metilacioni status CpG dinukleotida prikazan u formi
lolipop dijagrama u okviru analiziranog regiona promotora CDH1 u kontrolnim i HCJE ¢elijama inficiranim
bakterijom C. trachomatis dobijen nakon bisulfitnog sekvenciranja, na cCetiri uzorka. Analizirani CpG
dinukleotidi su obeleZeni brojevima od 1 do 12 i prikazane su njihove pozicije u odnosu na TSS. Beli i crni
kruZi¢i oznacavaju nemetilovane i metilovane CpG dinukleotide, respektivno. (H) Pozicije i metilacioni
status CpG dinukleotida prikazani u kontekstu regulatornih elemenata prisutnih u promotoru CDHI.
Preuzeto i modifikovano iz (Van Roy i Berx, 2008).

4.1.4.2.2. Metilacioni status markera mezenhimskih Celija FN1 i ACTAZ nakon infekcije
HCJE Celija bakterijom C. trachomatis

Analizom gena koji kodira za fibronektin (FN1) ustanovljeno je da sadrZi jedno CpG ostrvce
(1403 bp) na poziciji od -635 do +360 u odnosu na TSS. Pozicije analiziranog regiona (od pozicije
+168 do +311 u odnosu na TSS) i prajmera koriS¢enih za metilacionu analizu DNK prikazane su na
Slici 4.10A i nalaze se u okviru kodirajuceg regiona FN1, u prvom egzonu. MSP analiza pokazala je
da je oko 5% DNA iz kontrolnih HCjJE Celija metilovano na CpG pozicijama lokalizovanim unutar
sekvenci komplementarnim sekvencama prajmera, dok nakon infekcije bakterijom C. trachomatis
isti CpG dinukleotidi postaju gotovo potpuno nemetilovani (0,5% metilacije). Statisticki znacajan
(p=0,013) pad u relativnom nivou metilovanog produkta nakon infekcije HCJE Celija izraZen je u
odnosu na in vitro 100% metilovanu DNK (Slika 4.10B). HRM analizom, kojom je obuhvaceno svih
9 CpG dinukleotida u okviru odabrane sekvence, pokazan je isti trend vizuelizovan preko
poravnatih Kkriva topljenja i grafika razlika na Slikama 4.10C i 4.10D. Nakon normalizacije visine
pikova u odnosu na nemetilovani standard (0%) dobijena je jednacina linearne regresije nakon
¢ega je bilo moguce kvantitativno izraziti procenat metilacije DNK u analiziranom regionu (Slika
4.10E). Detektovan je visi nivo metilacije u svim uzorcima u odnosu na MSP analizu, kao i
smanjenje metilacije DNK od 3% u HCjE ¢elijama inficiranim bakterijom C. trachomatis u odnosu
na kontrolne celije, koje nije bilo statisticki znacajno (p=0,067) (Slika 4.10F). Ipak, bisulfitnim
sekvenciranjem nije ustanovljena razlika u nivou metilacije DNK analiziranog regiona FN1 izmedu
kontrolnih i HCJE ¢elija inficiranih bakterijom C. trachomatis. Pokazano je da su jedini metilovani
CpG dinukleotidi pozicionirani u okviru sekvenci komplementarnim sekvencama prajmera, dok su
ostali CpG parovi potpuno nemetilovani i u kontrolnim i u inficiranim HCjE ¢elijama (Slika 4.10G).
S’ obzirom da je za bisulfitno sekvenciranje koriS¢en set prajmera koji se specificno vezuje za
metilovanu DNK, iz dobijenih podataka namece se zakljucak da rezultati dobijeni MSP analizom
reflektuju preciznu kvantifikaciju promena u nivou metilacije citozina na pozicijama +192, +287 i
+305. Na osnovu podataka dobijenih MSP i HRM analizom, dolazi se do podatka da infekciju HCJE
Celija bakterijom C. trachomatis prati suptilna demetilacija DNK od 3%-4% u okviru analiziranog
regiona FN1.
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Slika 4.10. Nivo metilacije DNK analiziranog regiona prvog egzona FN1 nakon 72 h od infekcije HCJE
¢elija bakterijom C. trachomatis. (A) Shematski prikaz dela FN1 koji obuhvata CpG ostrvce (NCBI ref.
sekvenca NG_012196.1; pozicija CpG ostrvca od 4366 do 5360 bp). Na shemi je sa +1 obelezen TSS, dok su
u uvecanom regionu prikazane pozicije prajmera koriS¢enih u analizi metilacije DNK i CpG dinukleotida
(kratke vertikalne linije). (B) Relativni nivo % metilacije DNK analiziranog regiona prvog egzona FNI u
odnosu na in vitro metilovanu DNK (100% metilovana DNK) u kontrolnim i HCJE ¢elijama nakon infekcije
bakterijom C. trachomatis (Ct) dobijen MSP analizom. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD. *p
< 0,05. (C-F) Nivo metilacije DNK analiziranog regiona prvog egzona FN1 u kontrolnim (C) i HCJE ¢elijama
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inficiranim bakterijom C. trachomatis (Ct) dobijen HRM analizom. Prikazane reprezentativne poravnate
krive topljenja (C) i grafik razlika (D) prikazuju poziciju kriva topljenja C i Ct uzoraka u odnosu na standarde
sa 0%, 25%, 50% i 100% metilacije DNK. (E) Na standardnoj krivi prikazana je visina pikova u odnosu na
% metilacije DNK koriS¢enih stiarda pomocu koje je izra¢unat % metilacije DNK u kontrolnim i Ct uzorcima
(F). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost * SD. (G) Metilacioni status CpG dinukleotida prikazan u
formi lolipop dijagrama u okviru analiziranog regiona prvog egzona FNI1 u kontrolnim i HCJE ¢elijama
inficiranim bakterijom C. trachomatis dobijen nakon bisulfitnog sekvenciranja, na ¢etiri uzorka. Analizirani
CpG dinukleotidi su obeleZeni brojevima od 1 do 9 i prikazane su njihove pozicije u odnosu na TSS. Beli i
crni kruziéi oznacavaju nemetilovane i metilovane CpG dinukleotide, respektivno.

U genu koji kodira za a-SMA (ACTAZ2) nalazi se jedno CpG ostrvce koje se proteZe od pozicije
-289 do pozicije +883 u odnosu na TSS. Region odabran za analizu metilacije DNK lokalizovan je u
kodiraju¢em regionu (od pozicije +67 do pozicije +306 u odnosu na TSS), u prvom egzonu ACTAZ,
Sto je, uz pozicije prajmera, i prikazano na Slici 4.11A. Nakon infekcije HCJE Celija bakterijom C.
trachomatis dolazi do statisticki znacajne (p=0,042) demetilacije DNK od 10% na CpG pozicijama
lokalizovanim u okviru pozicija komplementarnim pozicijama prajmera, sa 34,9% u kontroli na
24,3% u inficiranim HCjE ¢elijama. Relativan nivo metilovanog produkta u kontrolnim i inficiranim
HCjE cCelijama izraZen je u odnosu na in vitro metilovanu DNK i prikazan na Slici 4.11B. HRM
analiza citavog regiona koji obuhvata 16 CpG dinukleotida, potvrdila je da infekcija HCJE celija
bakterijom C. trachomatis dovodi do smanjenja nivoa metilacije ACTAZ (Slike 4.11C i 4.11D), ali
da gubitak metilacije DNK sa 15% u kontroli do 11% metilacije DNK u HCjE ¢elijama inficiranim
bakterijom C. trachomatis nije statisticki znacajan (p=0,082) (Slike 4.11E i 4.11F). Bisulfitno
sekvenciranje je pokazalo da je Citav analiziran region, izuzev citozina na pozicijama +91, +282 i
+295 koje su obuhvacene prajmerima, bez promene u nivou metilacije DNK nakon infekcije HCJE
¢elija bakterijom C. trachomatis (Slika 4.11G), sto ukazuje da rezultati dobijeni MSP analizom daju
adekvatnu procenu nivoa metilacije DNK izabranog regiona ACTAZ.

Dobijeni rezultati pokazali su da infekcija HCJE celija bakterijom C. trachomatis ima
potencijal da pokrene promene karakteristi¢ne za proces EMT, Sto dalje ukazuje na moguc¢nost da
¢elije konjuktive zahvacene procesom EMT ucestvuju u formiranju fibroznog tkiva u trahomu.
Takode, analiza metilacionog statusa gena koji kodiraju za markere epitelnih i mezenhimskih ¢elija
je pokazala da bi jedan od puteva kojim infekcija HCJE celija bakterijom C. trachomatis dovodi do
fenotipskih promena epitelnih celija mogao i¢i preko modulacije epigenetickih mehanizama,
prvenstveno metilacije DNK u promotoru CDHI1. S’ obzirom da EMT predstavlja reverzibilan
proces, pronalaZenje klju¢nih molekula ukljucenih u ovaj proces omogucilo bi njegovu kontrolu,
bilo u smislu zaustavljanja, bilo u smislu reverzije, sa ciljem tretmana fibroznih stanja ukljucujuci i
trahom. Neophodan segment u razumevanju etiologije trahoma i drugih o¢nih bolesti tokom kojih
tranzicija epitelnih ¢elija konjuktive doprinosi nastanku patologije, predstavlja bolje upoznavanje
¢inilaca uklju¢enih u pokretanje i regulaciju procesa EMT. Da bi se rasvetlili mehanizami koji leZe
u osnovi odigravanja procesa EMT u HCjE celijama i identifikovali klju¢ni akteri odgovorni za
tranziciju, kao i dublje rasvetlio znacaj epigenetickih modifikacija, bilo je potrebno uspostaviti in
vitro model procesa EMT. Prvi korak u uspostavljanju ovog modela je podrazumevao ispitivanje
sposobnosti razlic¢itih izoformi TGF-f3 proteina (TGF-B1 i TGF-$2), kao glavnih induktora EMT, da
pokrenu proces tranzicije u HCJE ¢elijama.
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Slika 4.11. Nivo metilacije DNK analiziranog regiona prvog egzona ACTA2 nakon 72 h od infekcije
HCjE celija bakterijom C. trachomatis. (A) Shematski prikaz dela ACTA2 gena koji obuhvata CpG ostrvce
(NCBI ref. sekvenca NG_011541.1; pozicija CpG ostrvca od 4712 do 5883 bp). Na shemi je sa +1 obeleZen
TSS, dok su u uvecanom regionu prikazane pozicije prajmera koriS¢enih u analizi metilacije DNK i CpG
dinukleotida (kratke vertikalne linije). (B) Relativni nivo % metilacije DNK analiziranog regiona prvog
egzona ACTAZ u odnosu na in vitro metilovanu DNK (100% metilovana DNK) u kontrolnim i HCjE ¢elijama
nakon infekcije bakterijom C. trachomatis (Ct) dobijen MSP analizom. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost * SD. *p < 0,05. (C-F) Nivo metilacije DNK analiziranog regiona prvog egzona ACTAZ u kontrolnim
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(C) i HCJE (Celijama inficiranim bakterijom C. trachomatis (Ct) dobijen HRM analizom. Prikazane
reprezentativne poravnate krive topljenja (C) i grafik razlika (D) prikazuju poziciju kriva topljenja C i Ct
uzoraka u odnosu na standarde sa 0%, 25%, 50% i 100% metilacije DNK. (E) Na standardnoj krivi prikazana
je visina pikova u odnosu na % metilacije DNK kori$¢enih standarda pomocu koje je izracunat % metilacije
DNK u kontrolnim i Ct uzorcima (F). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SD. (G) Metilacioni status
CpG dinukleotida prikazan u formi lolipop u okviru analiziranog regiona prvog egzona ACTAZ u kontrolnim
i HCJE cCelijama inficiranim bakterijom C. trachomatis dobijen nakon bisulfitnog sekvenciranja, na cetiri
uzorka. Analizirani CpG dinukleotidi su obeleZeni brojevima od 1 do 16 i prikazane su njihove pozicije u
odnosu na TSS. Beli i crni kruZi¢i oznacavaju nemetilovane i metilovane CpG dinukleotide, respektivno.

4.2. Karakterizacija procesa EMT i identifikacija klju¢nih molekula
odgovornih za pokretanje tranzicije HCJE cCelija

4.2.1. Sposobnost razlicitih izoformi TGF-8 proteina za pokretanje procesa EMT u
HCjE ¢elijama

Tokom uspostavljanja in vitro modela procesa EMT HCjE cCelije su tokom Sest pasaza (oko
30 dana) u kontinuitetu tretirane TGF-B1 i TGF-2 proteinima odvojeno (u koncentraciji od 10
ng/ml) i u kombinaciji (po 5 ng/ml). Izlaganje HCjE Celija ovakvim tretmanima imalo je za cilj
kreiranje uslova koji donekle podrazavaju stanje hroni¢ne inflamacije koje prethodi razvijanju
fibroznih promena u tkivu. Pra¢enje morfologije HCJE celija tokom tretmana pokazalo je da
izlaganje TGF-B1 dovodi do najizraZenijih efekata. Ve¢ neposredno pre prvog pasaza (nakon 5
dana) primecen je gubitak ¢vrstih kontakata izmedu epitelnih ¢elija i promene poligonalnog oblika
(Slika 4.12A), dok je sa protokom vremena (neposredno pre Sestog pasaza, 30 dana) sve veci broj
¢elija postepeno zadobijao vretenastu morfologiju karakteristicnu za fenotip mezenhimskih ¢elija
(Slika 4.12B). Kombinacija TGF-B1 i TGF-B2 proteina dovela je do slicnih morfoloskih promena
HCjE celija kao i samostalan tretman TGF-$1, dok je tretman TGF-2 prouzrokovao samo manje
poremecaje u meducelijskoj adheziji HCJE Celija uz sporadi¢no prisustvo izduZenih ¢elija (Slike
4.12Ai4.12B).

Osim morfoloskih promena, koriS¢enjem in vitro testa zarastanja povrede (engl. scratch
assay) pracena je i promena sposobnosti migracije HCJE ¢elija nakon tretmana TGF-3 proteinima
(Slika 4.13A). Merenje tzv. ,open wound area”, odnosno prostora bez c¢elija izmedu dva
konfluentna fronta Celija sa obe strane povrede, pokazalo je da dolazi do smanjenja povrsSine
,Cistog” prostora u uzorcima celija koje su tretirane TGF- proteinima, odnosno do povecanja
razlike izmedu vrednosti dobijenih za 0 h i nakon 24 h, izraZenih u pikselima (Slika 4.13B). Do
statisticki zna¢ajnog smanjenja povrsSine ,,Cistog” prostora, odnosno do najvece pokretljivosti HCJE
¢elija je doslo nakon tretmana celija TGF-B1 (p=0,029) i kombinacijom TGF-f3 proteina (p=0,043),
2,4 1 2,3 puta, respektivno, dok je nakon 24 h tretman TGF-B2 proteinima doveo do smanjenja
,Cistog” prostora 1,9 puta u odnosu na kontrolu.
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Prvi pasaz (5 dana)

W

Sesti pasaz (30 dana)

Slika 4.12. Efekti razli¢itih izoformi TGF-$ proteina na morfoloSke promene HCJE celija. Na
fotografijama su prikazane morfoloSke promene kontrolnih i HCJE éelija tretiranih TGF-$1, TGF-f2 i
kombinacijom TGF-f3 proteina (TGF-1 + TGF-2) pre prvog (5 dana od pocetka tretmana) (A) i Sestog (30
dana od pocetka tretmana) (B) pasaza. Celije su fotografisane na uvecéanju svetlosnog mikroskopa od 10 i
20 puta.
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Slika 4.13. Efekti razlicitih izoformi TGF-f proteina na pokretljivost HCJE ¢elija. (A) Prikazane su
reprezentativne fotografije in vitro testa zarastanja povrede, radenog nakon 30 dana tretmana, neposredno
po nanoSenju povrede (0 h) i nakon 24 h. (B) Vrednosti prikazane na grafiku predstavljaju povrsinu (u
pikselima) prekrivenu ¢elijama nakon 24 h od nanosenja povrede u kontrolnim i HCJE ¢elijama tretiranim
TGF-B1, TGF-B2 i kombinacijom TGF- proteina (TGF-B1 + TGF-$2). Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost = SEM. *p < 0,05 u poredenju sa kontrolom.

Da bi se procenio efekat primenjenih tretmana TGF-8 proteinima na pokretanje procesa
EMT u HCJE ¢elijama, osim pracenja morfologije i pokretljivosti, bilo je znacajno odrediti stepen
tranzicije putem kvantifikacije ekspresije visSe razlicitih epitelnih i mezenhimskih markera. Nakon
prvog i Sestog, finalnog pasaza, metodom RT-qPCR je odredivan nivo ekspresije nekoliko gena
markera. E-kadherin (CDH1), okludin (OCLN) i dezmoplakin (DSP) su izabrani kao tipi¢ni markeri
epitelnih celija ¢ija se ekspresija gubi tokom procesa EMT, dok su N-kadherin (CDHZ), vimentin
(VIM), fibronektin (FN1) i a-SMA (ACTAZ) koriSceni kao tipi¢ni mezenhimski markeri koje celija
stice kako proces EMT odmice. Pored gena markera, odredivan je i nivo ekspresije tri klju¢na
transkripciona faktora SNAI1 (SNAI1), ZEB2 (ZEBZ2) i TWIST1 (TWIST1), koji predstavljaju tacke
konvergencije mnogih signalnih puteva pokrenutih tokom procesa EMT i klju¢ne regulatorne
faktore odgovorne za ekspresiju gore pomenutih gena. Nivoi ekspresije gena u kontrolnim i HCJE
Celijama tretiranim TGF-f proteinima prikazani su na Slici 4.14 pri ¢emu je kontrolni nivo
ekspresije ispitivanih gena na log2 skali (leva y-osa) oznacen nulom, a na linearnoj skali (desna y-
osa) jedinicom.
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Slika 4.13. Efekat razlic¢itih TGF-f izoformi na nivoe ekspresije gena karakteristi¢nih za epitelni i
mezenhimski fenotip u HCJE ¢elijama posle prvog i Sestog pasaza. Prikazan je relativan nivo ekspresije
gena markera (A) epitelnih, (B) mezenhimskih ¢elija i (C) transkripcionih faktora ukljucenih u pokretanje
procesa EMT u HCjE Celijama tretiranim TGF-B1, TGF-B2 i kombinacijom TGF-f proteina (TGF-1 + TGF-
2) u odnosu na kontrolu, nakon normalizacije u odnosu na GAPDH, dobijen RT-qPCR analizom. Na levoj y-
osi prikazane su srednje vrednosti + SEM na log?2 skali, pri ¢emu vrednosti vece od 0 oznacavaju poveéanje
ekspresije u tretiranim ¢elijama u odnosu na kontrolu, dok negativne vrednosti oznacavaju smanjenje nivoa
ekspresije u tretiranim ¢elijama u odnosu na kontrolu. Na desnoj y-osi prikazana je ekvivalentna linearna
skala. *p < 0,05; **p < 0,01 u odnosu na kontrolu.

RT-qPCR analiza nakon prvog pasaza pokazala je da u svim tretiranim grupama ekspresija
CDH1 i OCLN ostaje gotovo na nivou prisutnom u kontrolnim HCjE Celijama. Tako je u slu¢aju CDH1
dosSlo do povecanja ekspresije 1,1 put u grupi cCelija tretiranih TGF-B1 i kombinacijom TGF-f3
proteina i do smanjenja ekspresije 1,1 put u grupi Celija tretiranih TGF-2 u odnosu na kontrolu. U
slucaju OCLN tretman TGF-B1 doveo je do smanjenja ekspresije od 1,1 put, tretman TGF-B2 1,5
puta, dok je tretman kombinacijom TGF-f3 proteina smanjio ekspresiju OCLN 1,3 puta u ondosu na
nivo prisutan u kontroli. Na kraju Sestog pasaZa je primeceno statisticki znac¢ajno smanjenje
ekspresije CDH1 od 7,2 puta u tretmanu TGF-1 (p=0,003), 5,3 puta u tretmanu TGF-2 (p=0,016)
i 5,1 puta kod celija tretiranih kombinacijom TGF- proteina (p=0,037) u odnosu na kontrolu.
Takode, statisticki znaCajno niZa ekspresija na kraju eksperimenta u odnosu na kontrolni nivo
pokazana je i u slucaju OCLN, pa je tako nivo iRNK OCLN bio 14,9 puta niZi u Celijama tretiranim
TGF-B1 (p=0,02), 19,6 puta niZi u tretmanu TGF-B2 (p=0,011) i 15,7 puta niZi u grupi cCelija
tretiranim kombinacijom TGF-f8 proteina (p=0,013). Izuzev nakon prvog pasaza gde je doslo do
malog ali statisticki znacajnog (p=0,049) povecanja (1,8 puta) ekspresije u grupi Celija tretiranih
TGF-B2 u odnosu na kontrolu, slican trend je uocen i u profilu ekspresije DSP. Uprkos sniZenoj
ekspresiji DSP od 6 puta u grupi tretiranoj TGF-1, 5,7 puta u grupi tretiranoj TGF-f2 i 6,4 puta u
grupi tretiranoj kombinacijom TGF- proteina nakon Sestog pasaZa, statisti¢ki znacajan pad u
odnosu na kontrolu je detektovan samo kod HCjE ¢elija tretiranih kombinacijom TGF-f proteina
(p=0,045).

Za razliku od epitelnih markera, nivo ekspresije mezenhimskih marker gena je ve¢ nakon
prvog pasaza porastao u odnosu na nivo prisutan u kontrolnim HCJE celijama, dok je nivo
ekspresije u Sestom pasazu pratio razli¢itu kinetiku u zavisnosti od primenjenog tretmana. Najvece
promene u nivou ekspresije svih mezenhimskih marker gena i transkripcionih faktora ukljuc¢enih
u pokretanje procesa EMT uocene su nakon tretmana TGF-f31 izoformom. Rezultati RT-qPCR su
pokazali da je nakon prvog pasaza u grupi Celija tretiranoj TGF-B1 doslo do statisticki znac¢ajnog
povecanja nivoa ekspresije CDH2 (p=0,002) i ACTAZ (p=0,00008), 12,1 i 1,2 puta, respektivno.
Povecanje ekspresije FN1 1,5 puta, VIM 2,9 puta, SNAI1 2,5 puta, ZEB2 1,4 i TWIST1 1,3 nije
pokazalo statisticku znacajnost u odnosu na nivo prisutan u kontroli. Na kraju tretmana u ¢elijama
tretiranim TGF-f1 dolazi do statisticki znacajnog povecéanja nivoa CDHZ2 ¢ak 15,9 puta (p=0,01),
FN1 2,4 puta (p=0,019), VIM 2,5 puta (p=0,035), SNAI1 1,9 puta (p=0,021), dok povecanje
ekspresije ZEBZ 2,3 puta i TWIST1 2,5 puta i smanjenje ekspresije ACTAZ 1,1 puta u odnosu na
kontrolne HCJE celije nije bilo statisticki znacajno. Kao i tretman TGF-B1, kombinacija TGF-3
proteina je pokrenula slicne promene u nivou ekspresije analiziranih gena, iako je detektovani
porast bio niZeg nivoa. Nakon prvog pasaza jedino je nivo ekspresije CDHZ statisti¢ki znacajno
porastao 9,4 puta (p=0,001) u odnosu na kontrolu, dok povecanje ekspresije FN1 1,7 puta, VIM 2,3
puta, SNAI1 1,8 puta, ZEB2 1,2 putai TWIST1 1,2 puta u odnosu na netretirane HCjE Celije nije bilo
statisticki znacajno. Takode, nivo ekspresije ACTAZ nije se razlikovao od nivoa detektovanog u
kontrolnim HCjE celijama. Nakon Sestog pasaza u cCelijama tretiranim kombinacijom TGF-f3
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proteina nivo ekspresije CDHZ2 u odnosu na kontrolu statisticki znaCajno je porastao 14,8 puta
(p=0,013), FN1 2,7 puta (p=0,049), VIM 1,5 puta (p=0,005) u odnosu na nivo prisutan u kontroli. I
ekspresija transkripcionih faktora SNAI1, ZEB2 i TWIST1, poraslaje 1,6, 2,2 i 1,7 puta, respektivno,
iako statisticka znacajnost nije dobijena, dok je nivo ekspresije ACTAZ bio 1,2 puta niZi u odnosu
na kontrolni nivo. U HCjE ¢elijama tretiranim TGF-32 nije doSlo do znacajnog porasta ekspresije
SNAI1, ZEB2 i TWIST1 u odnosu na nivo prisutan u kontrolnim ¢elijama, dok je ekspresija ostalih
analiziranih gena tokom citavog trajanja tretmana bila znaCajno manja u poredenju sa nivoom
ekspresije u HCJE Celijama tretiranim TGF-B1. Samo u slu¢aju CDHZ nivo ekspresije nakon Sestog
pasaza u Celijama tretiranim TGF-2 je bio 3,5 puta veci nego u kontrolnim HCjE ¢elijama, dok se
ekspresija ostalih gena povecala za manje od 50% u odnosu na kontrolni nivo. Tako je nakon prvog
pasaza detektovan samo statisticki znac¢ajan porast ekspresije CDHZ 6,7 puta (p=0,018) i ACTAZ
1,5 (p=0,001) u odnosu na netretirane HCjE ¢elije. Sa druge strane, nivo ekspresije FNI porastao
je 1,7 puta, VIM 1,5 puta, SNAI1 1,5 puta i ZEB2 1,9 puta, dok nivo ekspresije TWIST1 nije
promenjen u odnosu na kontrolni nivo. Na kraju tretmana samo je porast ekspresije CDHZ 3,5 puta
(p=0,036) u odnosu na kontrolu pokazao statisticku znacajnost, dok povecanje nivoa FN1 1,4 puta,
VIM 1,4 putaiSNAI1 1,1 puta i smanjenje nivoa ekspresije ZEB2 2,1 puta, TWIST1 1,9 putai ACTAZ2
1,6 puta u odnosu na kontrolne HCjJE celije nije bilo statisti¢ki znacajno. Imajuéi u vidu stepen
morfoloSkih promena, sposobnost migracije, kao i promene u profilu ekspresije epitelnih i
mezenhimskih marker gena, moze se zakljuciti da TGF-B1 poseduje najvei potencijal za
pokretanje procesa EMT u HCjE ¢elijama.

Nakon odredivanja nivoa iRNK odabranih gena uradena je immunoblot analiza dva epitelna
(E-kadherin i dezmoplakin) i dva mezenhimska markera (N-kadherin i fibronektin) sa ciljem da se
ispita da li se znacajne promene u ekspresiji iRNK nakon tretmana TGF-f1 odrazavaju i na
proteinskom nivou, Sto bi predstavljalo korak bliZze funkcionalnoj potvrdi odigravanja procesa
EMT u HCjE ¢elijama. Kvantifikacijom rezultata imunoblot analize pokazano je da tretman TGF-1
nakon Sest pasaza dovodi do statisticki znac¢ajnog smanjenja ekspresije E-kadherina 7 puta
(p=0,000001) i dezmoplakina 14,2 puta (p=0,000054), kao i do statisti¢ki znacajnog povecanja
prisustva N-kadherina 11,3 puta (p=0,023) i fibronektina 1,8 puta (p=0,023) u tretiranim ¢elijama
u poredenju sa kontrolnim HCjJE celijama (Slika 4.15A). Ovaj rezultat je potvrden i primenom
imunocitohemijskog fluorescentnog bojenja (Slika 4.15B). Nakon zavrSetka tretmana TGF-f1
proteinima, u HCJE Celijama je primecen nestanak diskretnih klastera pozitivnih na dezmoplakin
(zeleno), inace lokalizovanih na periferiji epitelnih celija, kao i pojava intenzivne fibronektinske
mreZe vlakana oko celija (zeleno). Takode, u HCJE ¢elijama tretiranim TGF-1 uocen je potpuni
gubitak meducelijskih kontakata i E-kadherina (zeleno), pra¢en pojavom N-kadherina (zeleno).
,Promena" E-kadherina N-kadherinom (engl. E/N-kadherin switch) u tretiranim HCJE ¢elijama
kvantifikovana proto¢nom citofluorimetrijom, potvrdila je da su HCjE ¢elije nakon izlaganja TGF-
B1 proteinima podloZne tranziciji u pravcu mezenhimskog fenotipa (Slika 4.15C). Naime, dok je
ocekivano gotovo 100% HCjE ¢elija u kontrolnoj grupi pokazalo pozitivno bojenje na E-kadherin,
u grupi tretiranoj TGF-B1 proteinima procenat obojenih celija je pao na 61,4% (p=0,000182).
Takode, u kontroli je u potpunosti izostalo bojenje ¢elija N-kadherinom, dok je u grupi tretiranoj
TGF-B1 51,1% HCjE ¢elija bilo pozitivno na prisustvo N-kadherina (p=0,000021).
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Slika 4.14. Efekat TGF-1 proteinske izoforme na ekspresiju proteina karakteristi¢nih za epitelne i
mezenhimske celije u HCJE ¢elijama nakon Sestog pasaZa. (A) Nivo epitelnih (E-kadherin i
dezmoplakin) i mezenhimskih (N-kadherin i fibronektin) proteina markera u kontrolnim i HCJE ¢elijama
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tretiranim TGF-B1 proteinskom izoformom odreden imunoblot analizom. Prikazani su reprezentativni
imunoblotovi i rezultati kvantifikacije izraZeni kao relativan nivo ekspresije proteina markera u odnosu na
GAPDH. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM. *p < 0,05; **p < 0,01 u odnosu na kontrolu. (B)
Imunofluorescentna detekcija prisustva epitelnih (E-kadherin i dezmoplakin) i mezenhimskih (N-kadherin
i fibronektin) proteina markera u kontrolnim i HCJE ¢elijama tretiranim TGF-f31 proteinskom izoformom
(zelena fluorescencija). Jedra u ¢elijama su obojena DAPI bojom (plava fluorescencija). (C) Nivo promene
E-kadherina u N-kadherin u HCJE Celijama nakon tretmana TGF-B1 proteinskom izoformom detektovan
proto¢nom citometrijom. Rezultati su prikazani kao % ¢elija pozitivnih na E-kadherin i N-kadherin i izraZeni
kao srednja vrednost + SEM. **p < 0,01 u odnosu na kontrolu.

Na osnovu morfololoSkih promena HCjJE celija, analize migracije, nivoa ekspresije iRNK
marker gena, analize nivoa proteina koriS¢enjem immunoblot analize, imunocitohemije i
citofluorimetrije ustanovljeno je da zasebno primenjen TGF-f1 poseduje najve¢u sposobnost za
pokretanja procesa EMT u HCJE celijama. Imaju¢i ovo u vidu, tretman HCJE ¢elija TGF-f1
proteinom (u koncentraciji 10 ng/ml) u trajanju od 6 pasaza (30 dana) je izabran i koriS¢en kao
model EMT u narednim ispitivanjima mehanizama odgovornih za tranziciju epitelnih celija ka
mezenhimskom fenotipu.

4.2.2. Potencijal DNK demetiluju¢eg agensa 5-AzaC za zaustavljanje i/ili reverziju
procesa EMT u HCjE ¢elijama

Poslednjih godina je pokazano da do aberantne metilacije DNK dolazi kod nekoliko o¢nih
bolesti u kojima je prisutan proces EMT tranzicije. Pored toga, prethodni rezultati dobijeni
analizom metilacionih profila HCJE ¢elija inficiranih bakterijom C. trachomatis su ukazali na
mogucnost da metilacija DNK predstavlja mehanizam koji doprinosi regulaciji ekspresije
epitelnih/mezenhimskih markera. Da bi se rasvetlila uloga metilacije DNK u in vitro modelu EMT
pokrenutom tretmanom humanih epitelnih celija konjuktive TGF-B1 proteinima, HCJE celije su
tretirane 5-Azacitidinom (5-AzaC). 5-AzaC je nukleozidni analog citidina koji se inkorporira u
genomsku DNK tokom S-faze Celijskog ciklusa, dovodeci do inhibicije enzima DNMT i posledi¢no
do demetilacije DNK. Za ispitivanje efekata tretmana DNK demetiluju¢im agensom 5-AzaC nakon
veceg broja uzastopnih ¢elijskih deoba, HCJE cCelije tretirane TGF-f1 kotretirane su 5-AzaC tokom
perioda izmedu drugog i tre¢eg pasaza (u trajanju od 5 dana), a potom gajene samo u prisustvu
TGF-B1 do kraja eksperimenta. Uzorak tretiran na ovaj nac¢in oznacen je kao 5-AzaC sa periodom
oporavka (engl. recovery) (5-AzaC R). Za ispitivanje neposrednih efekata 5-AzaC nakon manjeg
broja uzastopnih ¢elijskih deoba, HCjJE ¢elije tretirane TGF-B1 kotretirane su 5-AzaC izmedu petog
i Sestog, poslednjeg, pasaza. Uzorak tretiran na ovaj nacin obeleZen je kao 5-AzaC bez perioda
oporavka (5-AzaC). Tretmanom HCjE ¢elija DNK demetiluju¢im agensom 5-AzaC u dve razlicite
vremenske tacke, dobijena je informacija o genima koji su preko uzvodnih regulatornih proteina
na posredan nacin regulisani metilacijom DNK (5-AzaC R) i o genima koji su na direktan nacin
regulisani metilacijom DNK (5-AzaC) tokom procesa EMT. Da bi se odredila doza 5-AzaC kojom ¢e
u eksperimentima biti tretirane HCJE Celije, ispitana je vijabilnost ¢elija u zavisnosti od primenjene
koncentracije 5-AzaC MTT testom (Slika 4.16). Test vijabilnosti Celija je pokazao da su HCjE ¢elije
izuzetno osetljive na tretman 5-AzaC s’ obzirom da je dobijena vrednost ICsg iznosila 0,175 pM. S’
obzirom da visoke koncentracije 5-AzaC dovode do citotoksi¢nosti i inhibicije ¢elijske proliferacije,
dok do demetilacije DNK dolazi samo ako je 5-AzaC primenjena u nizim koncentracijama, doza od
0,05 pM, koja odgovara ICso, koriS¢ena je u kotretmanima HCjE ¢elija.
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Slika 4.16. Citotoksi¢ni efekat DNK demetiluju¢eg agensa na HCjJE celije. MTT esej vijabilnosti HCJE
Celija tretiranih rastu¢im koncentracijama 5-AzaC svakog dana u periodu od 72 h. Podaci su prikazani kao
srednja vrednost + SEM.

Pracenje efekata tretmana 5-AzaC sa i bez perioda oporavka na morfologiju HCJE celija
pokazalo je da oba kotretmana dovode do smanjenja broja vretenastih ¢elija u odnosu na grupu
HCJE Celija tretiranih samo TGF-f1 (Slika 4.17). NajizraZenije promene morfologije uoCene su
nakon Sestog pasaza u uzorku 5-AzaC R u kome su HCjE cCelije bez obzira na tridesetodnevnu
izloZenost TGF-1 proteinima, nakon kotretmana 5-AzaC sa periodom oporavka, ponovo zadobile
poligonalan oblik tipican za epitelne ¢elije. U uzorku 5-AzaC R nakon treéeg pasaZza, kao i u uzorku
5-AzaC nakon Sestog pasaza, HCJE cCelije su u najvecoj meri zadrzale vretenast oblik, iako je
primetan nesto veci broj celija sa poligonalnim oblikom nego u grupi ¢elija tretiranoj samo TGF-31
proteinom.

Za ispitivanje uticaja kotretmana DNK demetiluju¢im agensom 5-AzaC na sposobnost
migracije HCJE ¢elija tretiranih TGF-B1 koriS¢en je in vitro test zarastanja povrede (Slika 4.18A)
koji je potvrdio da nakon tretmana HCJE Celija TGF-1 proteinima dolazi do statisticki znac¢ajnog
(p=0,001) povecanja razlike u povrsini ,,¢istog” prostora izmedu 0 h i 24 h, izraZenog u pikselima,
odnosno do najvece sposobnosti migracije ¢elija koja je bila 2,8 puta ve¢a u odnosu na kontrolni
nivo (Slika 4.18B). Analiza testa pokazala je da je u grupi HCjE ¢elija tretiranih 5-AzaC sa periodom
oporavka doslo do statisticki znac¢ajnog (p=0,00017) smanjenja Celijske pokretljivosti 4,7 puta u
odnosu na HCjE ¢elije tretirane samo TGF-f1. Smanjenje pokretljivosti u odnosu na HCJE ¢elije
tretirane samo TGF-B1 primeceno je i u grupi HCJE ¢elija tretiranih 5-AzaC bez perioda oporavka
(1,3 puta), ali je stepen pokretljivosti ipak bio 2,2 puta i 3,6 puta statisticki znacajno visi nego u
kontroli (p=0,043) i 5-AzaC R grupi (p=0,006), respektivno. Navedeni rezultati pokazuju da se,
praceno na nivou morfologije HCJE ¢elija i sposobnosti njihove migracije, 5-AzaC tretman sa
periodom oporavka pokazao uspesnijim u reverziji procesa EMT pokrenutog tretmanom TGF-$1
proteinima.
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Slika 4.17. Efekti DNK demetilujuceg agensa na morfologiju HCJE ¢elija. Morfoloske promene
kontrolnih, HCJE celija tretiranih TGF-1 proteinima i ¢elija kotretiranih TGF-B1 i 5-AzaC sa (5-AzaC R) i
bez (5-AzaC) perioda oporavka u razli¢itim vremenskim tackama. (A) Morfologija ¢elija pre prvog pasaza
(5 dana od pocetka tretmana), (B) pre tre¢eg pasaza (15 dana od pocetka tretmana) i (C) pre Sestog pasaza
(30 dana od pocetka tretmana). Celije su fotografisane na uveéanju svetlosnog mikroskopa od 10 i 20 puta.

A

Kontrola TGF-p1 5-AzaCR 5-AzaC

pikseli
(razlika 0 h i 24 h)

Slika 4.18. Efekti DNK demetiluju¢eg agensa na pokretljivost HCJE celija. (A) Prikazane su
reprezentativne fotografije in vitro testa zarastanja povrede kontrolnih, HCJE ¢elija tretiranih TGF-f1
proteinima i HCJE Celija kotretiranih TGF-1 proteinima i 5-AzaC sa (5-AzaC R) i bez (5-AzaC) perioda
oporavka, radenog nakon 30 dana tretmana, neposredno po nanoSenju povrede (0 h) i nakon 24 h. (B)
Vrednosti prikazane na grafiku predstavljaju povrsinu (u pikselima) prekrivenu ¢elijama nakon 24 h od
nanoSenja povrede. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM. *p < 0,05, **p < 0,01 u poredenju sa
kontrolom; ##p < 0,01 u poredenju sa HCJE ¢elijama tretiranim TGF-1; ++p < 0,01 u poredenju sa HCJE
¢elijama tretiranim 5-AzaC R.

S’ obzirom da je prethodnim eksperimentima pokazano da kotretmani DNK demetiluju¢im
agensom 5-AzaC dovode do promena u izgledu i migraciji HCjE ¢elija tretiranih TGF-f1, slede¢i cilj
je bio ispitati uticaj kotretmana ovim agensom na ekspresiju specifi¢nih proteina ¢iji se nivo menja
tokom procesa EMT. Pracenje dva epitelna (E-kadherin i dezmoplakin) i dva mezenhimska (N-
kadherin i fibronektin) markera fluorescentnom imunocitohemijom potvrdilo je pozitivan uticaj
oba kotretmana 5-AzaC na o¢uvanje epitelnog fenotipa (Slika 4.19). Tretman HCJE Celija TGF-1
proteinima doveo je do gotovo potpunog gubitka E-kadherina (zeleno) i dezmoplakina (zeleno) u
poredenju sa kontrolnim c¢elijama, dok su kotretmani 5-AzaC delimi¢no povratili njihovu
ekspresiju. Istovremeno, nivoi ekspresije N-kadherina (zeleno) i fibronektina (zeleno) u HCjJE
¢elijama znacajno su se smanjili nakon izloZenosti 5-AzaC u poredenju sa Celijama tretiranim
isklju¢ivo TGF-B1. Uticaj 5-AzaC je bio posebno izraZen u slucaju fibronektina ¢iji se nivo ekspresije
smanjio gotovo do nivoa prisutnog u kontrolnim ¢elijama nakon oba kotretmana 5-AzaC. S’
obzirom da je pokazano da DNK demetilujuci agens 5-AzaC ima sposobnost da zaustavi promene
koje dovode do tranzicije i da delimi¢no revertuje steCeni mezenhimski fenotip u pravcu tipi¢ne
epitelne morfologije HCJE celija, mozZe se zakljuciti da metilacija DNK igra vaznu ulogu u procesu
EMT u humanim epitelnim ¢elijama konjuktive.
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Slika 4.19. Efekti DNK demetiluju¢eg agensa na ekspresiju proteina karakteristicnih za epitelne i
mezenhimske c¢elije. Imunofluorescentna detekcija prisustva epitelnih (E-kadherin i dezmoplakin) i
mezenhimskih (N-kadherin i fibronektin) proteina markera nakon 30 dana tretmana u kontrolnim, HCJE
¢elijama tretiranim TGF-B1 proteinima i HCJE ¢elijama kotretiranim TGF-B1 proteinimai 5-AzaC sa (5-AzaC
R) i bez (5-AzaC) perioda oporavka (zelena fluorescencija). Jedra u ¢elijama su obojena DAPI bojom (plava
fluorescencija).

4.2.3. Promene metilacionih obrazaca u promotoru CDH1 tokom procesa EMT i nakon
tretmana 5-AzaC

Kao S$to je prethodno pokazano, znacajan mehanizam koji doprinosi pokretanju procesa
EMT u HCjE ¢elijama nakon infekcije C. trachomatis predstavlja metilacija DNK u promotoru CDH1.
Nakon uspostavljanja in vitro modela procesa EMT, pokrenutog tretmanom HCjE ¢elija TGF-1
proteinima, bilo je neophodno ispitati dali isti mehanizmi leZe u osnovi uocene tranzicije u modelu
indukovanog EMT i nakon infekcije HCJE ¢elija C. trachomatis. In vitro model EMT, osim za trahom,
predstavlja model i drugih bolesti oka u kojima proces tranzicije igra znacajnu ulogu u razvicu
fibroze konjuktive. Primena agensa 5-AzaC bi putem demetilacije DNK i ponovnog uspostavljanja
ekspresije gena za koga/koje je utvrdeno da je hipermetilacija odgovorna za utiSavanje njihove
ekspresije tokom tranzicije, mogla dovesti do reverzije procesa EMT. Kako je prethodno pokazano,
u HCJE c¢elijama inficiranim bakterijom C. trachomatis dolazi do pokretanja procesa EMT pracenog
povecanjem nivoa metilacije u regionu promotora CDHI1. Potencijalna uloga metilacije DNK u
regulaciji ekspresije gena za E-kadherin tokom tranzicije mogla bi definisati pravac kojim bi se,
putem demetilacije gena za marker epitelnih Celija, moglo kretati u cilju reverzije procesa EMT u
Celijama konjuktive. Imajuci navedeno u vidu, sledeci cilj istrazivanja obuhvatao je ispitivanje
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obrazaca ekspresije i metilacije CDH1 u HCjJE Celijama tretiranim TGF-f31, kao i pra¢enje posledica
primene 5-AzaC na ekspresiju i metilaciju CDH1.

RT-gPCR analizom uzoraka dobijenih nakon indukcije EMT je pokazano da nakon tretmana
HCjE celija TGF-B1 dolazi do statisticki znacajnog (p=0,001) smanjenja ekspresije CDH1 4,25 puta
u poredenju sa kontrolnim ¢elijama, dok izlaganje HCjE celija 5-AzaC sa odloZenim i neposrednim
efektima dovodi do blagog povecanja ekspresije CDH1 1,14 i 1,45 puta, respektivno, u odnosu na
Celije tretirane samo TGF-1 proteinima (Slika 4.20A). Na Slikama 4.20B-D vizualizovane su
poravnate Kkrive topljenja, grafici razlika i standardna kriva dobijeni HRM analizom. HRM analiza,
kojom je obuhvaceno 17 CpG dinukleotida, pokazala je da tretman HCjE ¢elija TGF-B1 proteinima
dovodi do statisticki znacajnog (p=0,00025) porasta u nivou metilacije DNK za 8% u promotoru
CDH1 u odnosu na kontrolu, sa 12% na 20%, kao i u slu¢aju oba kotretmana (5-AzaC R (p=0,004);
5-AzaC (p=0,0004)), ali da nijedan od dva kotretmana 5-AzaC ne dovodi do statisticki znacajnog
pada u procentu metilacije u odnosu na celije tretirane samo TGF-f31 proteinima (Slika 4.20E). U
promotoru CDH1 procenat metilacije DNK pada za 0,6% u ¢elijama izloZenim 5-AzaC tretmanu bez
perioda oporavka, dok je 5-AzaC tretman sa periodom oporavka dejstvom indukovao smanjenje
metilacije DNK za 2,6% u odnosu na HCjE ¢elije tretirane samo TGF-f31.
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Slika 4.20. Efekat DNK demetiluju¢eg agensa na nivo ekspresije i metilacije DNK analiziranog
regiona promotora CDH1 u HCjJE ¢elijama tretiranim TGF-B1 proteinima, nakon Sestog pasaZa. (A)
Relativan nivo ekspresije CDH1 u kontrolnim, HCjJE ¢elijama tretiranim TGF-B1 proteinima i HCJE ¢éelijama
kotretiranim TGF-f31 proteinima i 5-AzaC sa (5-AzaC R) i bez (5-AzaC) perioda oporavka, dobijen RT-qPCR
analizom i izraZen relativno u odnosu na nivo GAPDH. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM.
**p < 0,01 u odnosu na kontrolu. (B-E) Nivo metilacije DNK analiziranog regiona promotora CDHI1 u
kontrolnim, HCjE €elijama tretiranim TGF-B1 proteinima i HCJE ¢elijama kotretiranim TGF-$1 proteinima i
5-AzaC sa (5-AzaC R) i bez (5-AzaC) perioda oporavka dobijen HRM analizom. Prikazane reprezentativne
poravnate krive topljenja (B) i grafik razlika (C) prikazuju poziciju kriva topljenja svih uzoraka u odnosu
na standarde sa 0%, 50% i 100% metilacije DNK. (D) Na standardnoj krivi prikazana je visina pikova u
odnosu na % metilacije DNK koriS¢enih standarda pomocu koje je izracunat nivo metilacije DNK u svim
uzorcima (E). Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + SEM. **p < 0,01 u odnosu na kontrolu.

lako je u HCJE cCelijama tretiranim DNK demetiluju¢éim agensom 5-AzaC ustanovljen
odreden stepen demetilacije DNK pracen malim porastom nivoa ekspresije CDH1, ove promene
teSko mogu predstavljati glavni mehanizam koji bi objasnio detektovane razlike u fenotipu HCJE
¢elija nakon tretmana ovim agensom, vel se pre moZe pretpostaviti da je za zaustavljanje i
delimi¢nu reverziju procesa EMT u H(jE Celijama odgovorna sinergija veceg broja faktoraili faktori
koji reguliSu ekspresiju veceg broja gena i/ili proteina.

4.2.4. Diferencijalna ekspresija gena ukljucenih u proces EMT nakon tretmana HCjJE
¢elija 5-AzaC

Saciljem identifikacije veceg broja potencijalnih targeta ¢ija promena u metilaciji DNK utice
na tok procesa EMT u HCjE Celijama, nakon Sestog pasaza koriS¢en je panel (RTZ Profiler™ PCR
Array) pomocu koga se ispitivao nivo iRNK 84 gena za koje je poznato da imaju vaznu ulogu u
procesu EMT (Slika 4.21). Pradenje ekspresije gena obuhvatilo je kontrolne HCJE ¢elije, Celije
tretirane TGF-f31 i Celije kotretirane 5-AzaC pre treceg i Sestog pasaza. U skladu sa ocekivanjima,
rezultati analize su pokazali da je pokretanje procesa EMT u HCJE ¢elijama praceno velikim
promenama u ekspresiji gena ukljucenih u proces EMT (Slika 4.21A). U H(CJE ¢elijama tretiranim
TGF-B1 doSlo je do povecane ekspresije 23 gena i smanjene ekspresije 36 gena u poredenju sa
kontrolnim ¢elijama. 5-AzaC tretman bez perioda oporavka doveo je do istog odnosa broja gena sa
povetanom i utiSanom ekspresijom kao i kod TGF-$1, dok je 5-AzaC tretman sa periodom
oporavka indukovao povecanje ekspresije 19 i smanjenje ekspresije 38 gena u poredenju sa
kontrolnim HCjE ¢elijama. Iako je detektovan slican broj gena Ciji se nivo ekspresije menja sa
tretmanima, dalja analiza je pokazala da je kod HCjE celija u grupi 5-AzaC R doSlo do promene u
nivou ekspresije gena u odnosu na nivo prisutan u ¢elijama tretiranim samo TGF-f1, ali i u
poredenju sa 5-AzaC tretmanom bez perioda oporavka. Takode, kod HCjE ¢elija koje pripadaju 5-
AzaC grupi doslo je do povecane ekspresije samo jednog gena u odnosu na celije izloZene samo
TGF-B1 proteinima. Klaster analiza vizualizovana u formi toplotne karte (engl. heat map) potvrdila
je da je od svih tretmana profil ekspresije gena u HCJE ¢elijama koje pripadaju 5-AzaC R grupi
ekspresije nakon 5-AzaC tretmana sa periodom oporavka pribliZio nivou ekspresije prisutnom u
kontrolnim HCjE ¢elijama nalaze se PDGFRB, CDH2, SNAI1, SNAI2, ITGAS5, ZEB1, TGFB2, FN1, FOXC2,
MMP2, RGS2, GEMINZ2, PTP4A1, geni koji imaju vaznu ulogu u pokretanju procesa EMT.

Nivoi ekspresije pojedinih gena karakteristicnih za epitelne, odnosno mezenhimske celije,
a koji su dobijeni koriS¢enjem panela, prikazani su na Slici 4.21C. Zbog mehanizma delovanja DNK
demetilujuceg agensa 5-AzaC i uloge metilacije DNK u ekspresiji gena moglo bi se ocekivati da
nakon tretmana HCJE celija ovim agensom i demetilacije DNK, glavni efekat bude povecana
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ekspresija gena. Ipak, dobijeni rezultati pokazuju da nakon oba kotretmana 5-AzaC u vecoj meri
dolazi do utiSavanja ekspresije gena u odnosu na nivo ekspresije prisutan u HCjE celijama
tretiranim samo TGF-B1 proteinima. Takode, vecina utiSanih gena pripadaju genima koji imaju
ulogu u uspostavljanju i odrzavanju mezenhimskog fenotipa, dok su na genima eksprimiranim u
epitelnim Celijama efekti demetilacije DNK slabije uocljivi. Stepen promena u nivou ekspresije
mezenhimskih gena posebno je izraZen u tretmanu 5-AzaC sa periodom oporavka, za razliku od 5-
AzaC grupe kod koje je nivo ekspresija bliZi nivou prisutnom u HCjJE ¢elijama tretitanim TGF-{31.
Osnovna posledica tretmana HCjJE ¢elija 5-AzaC sa periodom oporavka je modulacija ekspresije
mezenhimskih marker gena kao Sto su CDHZ i FN1, kao i gena koji kodiraju za transkripcione
faktore uklju¢ene u pokretanje procesa EMT (SNAI, ZEB, TWIST, FOXC2). U poredenju sa HCjE
Celijama tretiranim samo TGF-f1 proteinima, tretman 5-AzaC sa periodom oporavka dovodi do
pada ekspresije ove grupe gena, priblizavaju¢i nivoe ekspresije nivou prisutnom u kontrolnim
¢elijama, i ukazuju¢i da uocCene promene u ekspresiji nisu posledica direktne demetilacije DNK
nijednog od ovih gena.

Rezultati dobijeni koriS¢enjem panela validirani su koriS¢enjem RT-qPCR analize za
pojedinacne odabrane gene, pri ¢emu je pokazana konzistentnost u smeru promena nivoa
ekspresije (Slika 4.21D). Sve tretirane grupe HCJE Celija statisti¢ki su se znacajno razlikovale od
kontrole, pri cemu su epitelni markeri CDHI i OCLN pokazali smanjenje ekspresije, a mezenhimski
markeri CDHZ i FN1 i regulatorni proteini SNAI1 i TWIST1 povecanje nivoa ekspresije u odnosu na
nivo iRNK detektovan u kontrolnim HCjE ¢elijama. Tako je nivo ekspresije CDH1 u poredenju sa
kontrolom smanjen 5,6 puta (p=0,0001) u HCjJE ¢elijama tretiranim TGF-31, 5,3 puta (p=0,0046) u
tretmanu 5-AzaC sa periodom oporavka i 5,2 puta (p=0,0085) u tretmanu 5-azaC bez perioda
oporavka. Takode, nivo ekspresije OCLN je 5,5 puta (p=0,0007E-02) manji u ¢elijama tretiranim
TGF-B1, 6,4 puta (p=0,0071) u tretmanu 5-AzaC sa periodom oporavka i 5,3 puta (p=0,0017E-02)
u tretmanu 5-azaC bez perioda oporavka u poredenju sa nivoom prisutnim u kontrolnim HCjE
¢elijama. Sa druge strane nivo iRNK CDHZ je 125,2 puta (p=0,0013E-04) povecéan u tretmanu TGF-
B1 proteinima u odnosu na kontrolu, 42,9 puta (p=0,0027E-04) u grupi 5-AzaC R i 68,6 puta
(p=0,0012E-04) u grupi 5-AzaC. Nivo FN1 pokazuje manji stepen promena ali je i u njegovom
slucaju nivo ekspresije 9,3 puta (p=0,0051E-02) visSi u celijama tretiranim TGF-$1, 3,6 puta
(p=0005) u tretmanu 5-AzaC sa periodom oporavka i 4,9 puta (p=0,0006) u tretmanu 5-azaC bez
perioda oporavka u poredenju sa netretiranim HCjJE ¢elijama. Tretman HCjE celija TGF-1 dovodi
do povecane ekspresije SNAI1 38,6 puta (p=0,0005E-02) u odnosu na kontrolu, dok kotretmani 5-
AzaC sa i bez perioda oporavka dovode do porasta nivoa SNAI1 6 puta (p=0,0083) i 21,2 puta
(p=0,0022), respektivno, u odnosu na nivo prisutan u kontrolnim ¢elijama. Detektovan je i porast
nivoa ekspresije TWIST1 71,2 puta (p=0,0036E-06) u odnosu na kontrolu nakon tretmana TGF-f31,
8,8 puta (p=0,0055) nakon tretmana 5-AzaC sa periodom oporavka i 46,7 puta (p=0,0005) nakon
kotretmana 5-AzaC bez perioda oporavka. Takode, iz navedenih rezultata moZe se uociti da je u
¢elijama izloZenim 5-AzaC tretmanu sa periodom oporavka doslo do statisticki znacajnog (CDH2
p=0,027; FN1 p=0,042; SNAI1 p=0,017; TWIST1 p=0,001) smanjenja ekspresije svih gena
specifi¢nih za mezenhimski tip ¢elija u poredenju sa HCJE ¢elijama tretiranim samo TGF-f31. Nakon
statisticke analize dobijena je i statisticki znacajna razlika u nivou ekspresije TWIST1 u grupi 5-
AzaC u poredenju sa grupom 5-AzaC R (p=0,022).
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Slika 4.21. Efekat DNK demetiluju¢eg agensa na ekspresiju gena povezanih sa procesom EMT u HCJE
¢elijama tretiranim TGF-B1 proteinima, nakon Sestog pasaZa. Prikazan je broj diferencijalno
eksprimiranih gena (najmanje 2 puta vedi ili manji) (A) i klaster analiza vizualizovana u formi toplotne karte
(B) u kontrolnim, HCJE celijama tretiranim TGF-B1 proteinima i HCJE ¢éelijama kotretiranim TGF-f1
proteinima i 5-AzaC sa (5-AzaC R) i bez (5-AzaC) perioda oporavka, dobijeni kori§¢enjem panela baziranog
na primeni RT-qPCR metode. (C) Relativan nivo ekspresije gena u kontrolnim, HCJE ¢elijama tretiranim
TGF-B1 proteinima i HCJE ¢elijama kotretiranim TGF-B1 proteinima i 5-AzaC sa (5-AzaC R) i bez (5-AzaC)
perioda oporavka u odnosu na kontrolu, nakon normalizacije u odnosu na pet referentnih gena, dobijen
kori$¢enjem panela baziranog na primeni RT-qPCR metode. Na levoj y-osi prikazane su dobijene vrednosti
nalog2 skali, pri cemu vrednosti vece od 0 oznacavaju povecanje ekspresije u tretiranim ¢elijama u odnosu
na kontrolu, dok negativne vrednosti oznacavaju smanjenje nivoa ekspresije u tretiranim ¢elijama u odnosu
na kontrolu. Na desnoj y-osi prikazana je ekvivalentna linearna skala. (D) Validacija nivoa ekspresije
nekoliko gena koji kodiraju za markere epitelnih i mezenhimskih ¢elija u kontrolnim, HCJE ¢elijama
tretiranim TGF-f31 proteinima i HCjE ¢elijama kotretiranim TGF-f1 proteinima i 5-AzaC sa (5-AzaC R) i bez
(5-AzaC) perioda oporavka. Prikazan je relativan nivo ekspresije u odnosu na kontrolu, nakon normalizacije
u odnosu na GAPDH, dobijen RT-qPCR analizom. Na levoj y-osi prikazane su srednje vrednosti # SEM na
log?2 skali, pri cemu vrednosti vece od 0 oznacavaju povecanje ekspresije u tretiranim ¢elijama u odnosu na
kontrolu, dok negativne vrednosti oznacavaju smanjenje nivoa ekspresije u tretiranim ¢elijama u odnosu
na kontrolu. Na desnoj y-osi prikazana je ekvivalentna linearna skala.*p < 0,05, **p < 0,01 u odnosu na
kontrolu; #p < 0,05 u odnosu na HCjE celije tretirane TGF-B1 proteinima; +p < 0,05 u odnosu na ¢elije
tretirane 5-AzaC R.

Rezultati dobijeni u ovom eksperimentu ukazali su na dva zakljucka. Pre svega, uoCene su
velike razlike u efektima dva razlicita kotretmana 5-AzaC, pri cemu je 5-AzaC tretman sa periodom
oporavka doveo do znacajnih promena u nivou ekspresije testiranih gena koje su rezultovale
zaustavljanjem i reverzijom procesa EMT. Pored toga, svi prethodno navedeni podaci ukazuju da
je glavni efekat kotretmana HCjJE celija 5-AzaC sa periodom oporavka postignut demetilacijom

DNK nekih od uzvodnih regulatornih faktora, pre nego direktnom demetilacijom DNK gena ¢iji je
nivo ekspresije iRNK testiran koris¢enjem panela.

4.3. Uloga miRNA u procesu EMT u HCjE Celijama

4.3.1. Uticaj procesa EMT i tretmana 5-AzaC na profil ekspresije miRNA u HCJE
Celijama

Profili ekspresije dobijeni nakon analize nivoa iRNK u HCjE ¢elijama kod kojih je pokrenut
EMT i HCJE Celijama koje su podvrgnute demetilaciji DNK ukazuju da uzvodni regulatorni faktori,
za koje se pretpostavlja da koordiniSu ekspresiju veceg broja gena, moraju svoju aktivnost
ispoljavati kao negativni regulatori ekspresije gena. Sa 38589 sekvenci pre-miRNK i 48860
sekvenci zrelih miRNK iz 271 razlicite vrste unetih u bazu miRNK (miRBase v22) (Kozomarai sar.,
2018), odnosno sa visSe od 38000 unosa u bazi humanih miRNK (www.mirbase.org) (decembar
2019. godine), za miRNK se smatra da predstavljaju znacajnu klasu represora ekspresije gena
zahvaljuju¢i njihovoj brojnosti, specificnosti i mehanizmu delovanja. Sa ciljem utvrdivanja
potencijalne uloge miRNK u procesu EMT u HCjJE cCelijama, ispitani su ekspresioni profili 84
odabrane miRNK u kontrolnim, u HCJE ¢elijama nakon pokretanja tranzicije, kao i nakon 5-AzaC
tretmana sa i bez perioda oporavka, nakon Sestog pasaZa, koriS¢enjem panela (miRCURY LNA™
miRNA Human Cancer Focus PCR Panel) (Slika 4.22).
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Slika 4.22. Efekat DNK demetilujuceg agensa na ekspresiju miRNK povezanih sa procesom EMT u
HCjE ¢elijama tretiranim TGF-31 proteinima, nakon Sestog pasaZa. (A) Prikazan je broj diferencijalno
eksprimiranih miRNK (najmanje 2 puta vedi ili manji) izmedu kontrolnih, HCJE ¢elija tretiranih TGF-$1
proteinima i HCJE éelija kotretiranih TGF-1 proteinima i 5-AzaC sa (5-AzaC R) i bez (5-AzaC) perioda
oporavka, dobijen korisS¢enjem panela baziranog na primeni RT-qPCR metode. (B-C) Relativan nivo
ekspresije miRNK u HCJE ¢elijama tretiranim TGF-f1 proteinima i HCJE ¢éelijama kotretiranim TGF-$1
proteinima i 5-AzaC sa (5-AzaC R) i bez (5-AzaC) perioda oporavka u odnosu na kontrolu, nakon
normalizacije u odnosu na deset referentnih miRNK, dobijen kori§¢enjem panela baziranog na primeni RT-
gPCR metode. Na levoj y-osi prikazane su dobijene vrednosti na log2 skali, pri ¢emu vrednosti vece od 0
oznacavaju povecanje ekspresije u tretiranim ¢elijama u odnosu na kontrolu, dok negativne vrednosti
oznacavaju smanjenje nivoa ekspresije u tretiranim celijama u odnosu na kontrolu. Na desnoj y-osi
prikazana je ekvivalentna linearna skala.
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Analiza prikupljenih podataka je pokazala da u HCjJE ¢elijama tretiranim TGF-f1 dolazi do
povecanja ekspresije 16 miRNK i smanjenja ekspresije 11 miRNK u poredenju sa kontrolom. 5-
AzaC tretman sa periodom oporavka povecao je ekspresiju 18 i smanjio ekspresiju 12 miRNK, dok
je 5-AzaC tretman bez perioda oporavka pojacao ekspresiju 16 a utiSao ekspresiju 12 miRNK u
poredenju sa nivoom ekspresije u kontrolnim HCjE ¢elijama (Slika 4.22A). Grupi miRNK c¢ija je
ekspresija porasla za viSe od 10 puta u odnosu na kontrolu pripadaju miR-10b-5p (15,2 puta), miR-
143-3p (21,6 puta), miR-145-5p (29,7 puta), miR-146a-5p (23,1 puta), miR-196a-5p (18 puta) i
miR-10a-5p (24,7 puta) (Slika 4.22B). Medu navedenim miRNK, rast nivoa ekspresije nakon oba
kotretmana 5-AzaC u odnosu na HCjE celije tretirane samo TGF-B1 detektovan kod miR-143-3p
(1,7 putau 5-AzaC R grupii 1,1 puta u 5-AzaC grupi) i miR-145-5p (1,8 puta u 5-AzaC R grupii 1,6
puta u 5-AzaC grupi) ukazuje na mogucu ukljucenost metilacije DNK u regulaciji njihove ekspresije.

NajizraZenije smanjenje nivoa ekspresije nakon pokretanja procesa EMT u odnosu na
kontrolu detektovano je kod ¢lanova miR-200 familije miRNK, miR-200a-3p (14,7 puta), miR-
200b-3p (9,9 puta), miR-141-3p (4,9 puta) i miR-200c-3p (5,3 puta) (Slika 4.22C). Osim
pomenutih miRNK, tretman HCjE ¢elija TGF-1 dovodi i do smanjene ekspresije miR-182-5p (4,6
puta), miR-18a-5p (2,5 puta), miR-148a-3p (4,2 puta), miR-205-5p (4,5 puta), miR-20b-5p (3,3
puta) i miR-215-5p (2 puta) u odnosu na kontrolne HCJE ¢Celije. Zna¢ajanu informaciju predstavlja
zapaZzanje da 5-AzaC tretman sa periodom oporavka rezultira porastom nivoa ekspresije ¢lanova
miR-200 familije i miR-205 ka nivou ekspresije zabeleZenom u kontroli. Tako je pokazano da je 5-
AzaC tretman sa periodom oporavka indukovao porast ekspresije miR-200a-3p 2,1 put, miR-141-
3p 1,4 puta, miR-200b-3p 1,5 puta, miR-200c-3p 1,4 puta i miR-205-5p 1,3 puta u odnosu na HCJE
Celije tretirane samo TGF-1 proteinima. Istovremeno, 5-AzaC tretman bez perioda oporavka nije
imao znacajnog efekta na nivo ekspresije testiranih miRNK.

Uticaj razli¢itih kotretmana 5-AzaC na nivo ekspresije clanova miR-200 familije miRNA
mogao bi objasniti vecu efikasnost 5-AzaC tretmana sa periodom oporavka u odnosu na 5-Aza
tretman bez perioda oporavka u zaustavljanju i reverziji procesa EMT u HCjE ¢elijama, zabeleZenu
u prethodnim eksperimentima.

4.3.2. Promene u metilacionom statusu miR-200 klastera tokom procesa EMT i nakon
5-AzaC tretmana sa periodom oporavka

Prethodni rezultati, ali i literaturni podaci, ukazuju na znacaj metilacije DNK u regulaciji
ekspresije clanova miR-200 familije. Da bi se ispitalo da li su uo¢ene promene u nivoima ekspresije
¢lanova miR-200 familije posledica promene u profilima metilacije DNK, metilacioni status oba
miR-200 lokusa je ispitan u kontrolnim HCjJE ¢elijama, HCJE ¢elijama nakon pokretanja EMT i
¢elijama tretiranim 5-AzaC sa periodom oporavka nakon Sestog pasaza (Slike 4.23 i 4.24).

Gen koji kodira za klaster u okviru koga se nalaze miR-200a, miR-200b i miR-429 sadrzi
2946 bp dugacko CpG ostrvce koje se proteZe od pozicije -378 do pozicije +2568 u odnosu na TSS.
Region odabran za analizu metilacije miR-200a/b/429 klastera je lokalizovan unutar CpG ostrvca
i sadrzi promotorsku sekvencu i TSS. HRM analiza miR-200a/b/429 lokusa obuhvatila je 18 CpG
dinukleotida smestenih u regionu izmedu pozicija -41 i +208, dok je region podvrgnut bisulfitnom
sekvenciranju obuhvatao Siru sekvencu, od pozicije -118 do pozicije +208 u odnosu na mesto TSS
(Slika 4.23A). Na Slikama 4.23B-D prikazane su poravnate krive topljenja i grafici razlika svakog
standarda sa poznatim nivoom metilacije DNK dobijeni HRM analizom, kao i na osnovu njih
konstruisana standardna kriva pomocu koje je izracunat procenat metilacije u uzorcima (Slika
4.23E). Rezultati HRM analize su pokazali da je tretman HCjE Celija TGF-1 proteinima doveo do
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statisticki znacajnog (p=0,014) povecanja metilacije DNK sa 6,2% u kontroli na 15,7% u
odabranom regionu miR-200a/b/429 klastera. Kotretman 5-AzaC sa periodom oporavka je u
poredenju sa nivoom metilacije prisutnim u HCjJE ¢elijama tretiranim iskljucivo TGF-$1, doveo do
statisticki znacajnog (p=0,028) smanjenja nivoa metilacije DNK, gotovo do nivoa detektovanog u
kontroli (7,7%). Rezultati bisulfitnog sekvenciranja (Slika 4.23F), koje je dalo informaciju i o
metilacionom statusu dodatnih 5 CpG, su pokazali da su svi analizirani CpG parovi u kontroli
potpuno nemetilovani i potvrdili da je tretman HCjE ¢elija TGF-1 proteinima doveo do povecanja
nivoa metilacije odabranog regiona miR-200a/b/429 klastera. U segmentu DNK nizvodno od TSS
doslo je do metilacije citozina u okviru 9 CpG dinukleotida, dok su u uzvodnom regionu samo 2
CpG dinukleotida (na pozicijama citozina -44 i -81) pokazala promenu u metilacionom profilu u
odnosu na potpuno nemetilovane CpG parove u kontroli. Kotretman 5-AzaC sa periodom oporavka
je doveo do delimicne ili potpune demetilacije svih 11 CpG dinukleotida koji su se metilovali nakon
tretmana HCjE celija TGF-31.

miR-200c i miR-141 se nalaze u okviru klastera koji u svom promotoru sadrzi CpG ostrvce
dugo 425 bp na poziciji od -377 do +48 u odnosu na TSS. Za HRM analizu i bisulfitno sekvenciranje
miR-200c/141 klastera korisScen je identi¢an set prajmera koji obuhvata region sa 11 CpG parova
unutar CpG ostrvca od pozicije -76 do -264 u odnosu na TSS (Slika 4.24A). Na Slikama 4.24B i
4.23C prikazane su poravnate krive topljenja i grafici razlika dobijeni HRM analizom na kojima je
jasno uocljivo da u 5-AzaC R uzorku dolazi do pada nivoa metilacije s’ obzirom da je pik krive
topljenja bliZi standardu za koji je poznato da je metilovan 25% nego standardu sa 50% metilacije
kao Sto je slucaj sa uzorcima celija tretiranih samo sa TGF-$1. Na osnovu standarda sa poznatom
koli¢cinom metilacije DNK je konstruisana standardna kriva pomocu koje je izraCunat procenat
metilacije DNK uzoraka (Slike 4.24D i 4.24E). HRM analiza pokazala je da kao rezultat tretmana
HCjE celija TGF-1 proteinima dolazi do statisticki znacajnog (p= 0.000007) povecéanja metilacije
od kontrolnih 9% na 43%. Za razliku od efekata 5-AzaC primecenih prilikom analize metilacije
DNK u okviru miR-200a/b/429 klastera, 5-AzaC tretman sa periodom oporavka nije uspeo da u
promotoru miR-200c/141 klastera demetiluje DNK do kontrolnog nivoa jer je detektovan nivo
metilacije od 28,9%. Ipak pad u procentu metilacije DNK se pokazao statisti¢ki znac¢ajan u odnosu
na nivo metilacije prisutan i u kontrolnim HCjJE ¢elijama (p=0,001) i nakon tretmana TGF-1
proteinima (p=0,016). Bisulfitno sekvenciranje je potvrdilo prethodne rezultate s’ obzirom da je
utvrdeno da su gotovo svi analizirani CpG parovi promenili metilacioni status (Slika 4.24F). Nakon
tretmana HCjE ¢elija TGF-1, u okviru 8 CpG dinukleotida doslo je do povecanja metilacije DNK u
odnosu na kontrolni nivo, dok je nakon 5-AzaC tretmana sa periodom oporavka primecen pad
nivoa metilacije ka nivou prisutnom u kontroli.

KoriS¢enjem besplatno dostupnog on-line Match™ softvera i standardnih parametara,
uradena je predikcija mesta vezivanja transkripcionih faktora u okviru sekvence promotora oba
klastera miR-200. Analiza je pokazala da region miR-200a/b/429 klastera prethodno podvrgnut
analizi metilacije, pored tri mesta poznata iz literature za koja se vezuju ZEB proteini (Bracken i
sar., 2008), sadrzi i tri mesta vezivanja SP1 i jedno mesto vezivanja c-MYB proteina (Slika 4.23A).
Za sekvencu miR-200c/141 Klastera ciji je metilacioni status odredivan prethodnim analizama,
ustanovljeno je da obuhvata jedno mesto vezivanja ZEB (Burk i sar., 2008) i Cetiri mesta vezivanja
SP1 proteina (Slika 4.24A). Postojanje sekvenci u promotorima miR-200a/b/429 i miR-200c/141
klastera, koje predstavljaju mesta prepoznavanja vaZznih regulatornih proteina, ukazuje da bi
detektovane promene u nivou metilacije DNK ovih regiona, kroz modulaciju dostupnosti mesta
vezivanja razli¢itih transkripcionih faktora, mogle biti odgovorne za regulaciju ekspresije oba
klastera miR-200.
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Slika 4.23. Uticaj tretmana DNK demetiluju¢im agensom 5-AzaC sa periodom oporavka na DNK
metilacioni status klastera miR-200b/a/429 u HCJE ¢elijama tretiranim TGF-$1 proteinima nakon
Sestog pasaza. (A) Shematski prikaz genomskog lokusa miR-200b/a/429 (NCBI ref. sekvenca
NC_000001.11; pozicija CpG ostrvca od 1162498 do 1165443 bp). Na shemi su obelezeni CpG ostrvce, TSS
(+1), potencijalna mesta vezivanja regulatornih proteina i pozicije prajmera koris¢enih u analizi metilacije
DNK. (B-E) Nivo metilacije DNK analiziranog regiona lokusa miR-200b/a/429 u kontrolnim, HCJE ¢elijama
tretiranim TGF-B1 proteinima i HCJE celijama kotretiranim TGF-f1 proteinima i 5-AzaC sa periodom
oporavka (5-AzaC R) dobijen HRM analizom. Prikazane reprezentativne poravnate krive topljenja (B) i
grafik razlika (C) prikazuju poziciju kriva topljenja svih uzoraka u odnosu na standarde sa 0%, 25%, 50%,
75% 1 100% metilacije DNK. (D) Na standardnoj krivi prikazana je visina pikova u odnosu na % metilacije
DNK kori$¢enih standarda pomocu koje je izracunat % metilacije DNK u svim uzorcima (E). Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + SEM. *p < 0,05 u poredenju sa kontrolom; #p < 0,05 u poredenju sa HCJE
Celijama tretiranim TGF-B1 proteinima. (F) Metilacioni status CpG dinukleotida prikazan u formi lolipop
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dijagrama u okviru analiziranog regiona lokusa miR-200b/a/429 u kontrolnim i HCJE Celijama tretiranim
TGF-B1 proteinima i HCJE ¢elijama kotretiranim TGF-1 proteinimai 5-AzaC sa periodom oporavka (5-AzaC
R) dobijen nakon bisulfitnog sekvenciranja, na tri uzorka. Analizirani CpG dinukleotidi su obeleZeni
brojevima od 1 do 23 i prikazane su njihove pozicije u odnosu na TSS. Beli i crni kruZi¢i oznacavaju
nemetilovane i metilovane CpG dinukleotide, respektivno.
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Slika 4.24. Uticaj tretmana DNK demetiluju¢im agensom 5-AzaC sa periodom oporavka na DNK
metilacioni status klastera miR-200c/141 u HCjJE ¢elijama tretiranim TGF-B1 proteinima nakon
Sestog pasaza. (A) Shematski prikaz genomskog lokusa miR-200c/141 (NCBI ref. sekvenca NC_000012.12;
pozicija CpG ostrvca od 6963229 do 6963653 bp). Na shemi su obelezeni CpG ostrvce, TSS (+1), potencijalna
mesta vezivanja regulatornih proteina i pozicije prajmera koriS¢enih u analizi metilacije DNK. (B-E) Nivo
metilacije DNK analiziranog regiona lokusa miR-200c/141 u kontrolnim, HCJE ¢elijama tretiranim TGF-1
proteinima i HCJE celijama kotretiranim TGF-$1 proteinima i 5-AzaC sa periodom oporavka (5-AzaC R)
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dobijen HRM analizom. Prikazane reprezentativne poravnate krive topljenja (B) i grafik razlika (C)
prikazuju poziciju Kriva topljenja svih uzoraka u odnosu na standarde sa 0%, 25%, 50%, 75% i 100%
metilacije DNK. (D) Na standardnoj krivi prikazana je visina pikova u odnosu na % metilacije DNK
koriS¢enih standarda pomocu koje je izratunat % metilacije DNK u svim uzorcima (E). Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + SEM. **p < 0,01 u poredenju sa kontrolom; #p < 0,05 u poredenju sa HCJE
Celijama tretiranim TGF-B1 proteinima. (F) Metilacioni status CpG dinukleotida prikazan u formi lolipop
dijagrama u okviru analiziranog regiona lokusa miR-200c/141 u kontrolnim i HCjE ¢elijama tretiranim TGF-
B1 proteinima i HCJE ¢elijama kotretiranim TGF-f31 proteinima i 5-AzaC sa periodom oporavka (5-AzaC R)
dobijen nakon bisulfitnog sekvenciranja, na tri uzorka. Analizirani CpG dinukleotidi su obeleZeni brojevima
od 1 do 11 i prikazane su njihove pozicije u odnosu na TSS. Beli i crni kruzi¢i oznacavaju nemetilovane i
metilovane CpG dinukleotide, respektivno.
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5. DISKUSIJA

Proces EMT se javlja kao nezaobilazan deo gotovo svakog fibroznog procesa pa ne
iznenaduje i veliki broj radova koji su ukazali na zna¢ajnu ulogu tranzicije epitelnih u cCelije sa
mezenhimskim fenotipom u bolestima oka povezanim sa fibrozom. Pokazano je da epitelne Celije
prisutne u razli¢itim delovima oka mogu predstavljati lokalne prekursore miofibroblasta (Hinz,
2015a). Tako je u studiji radenoj na modelu zec¢jeg limbalnog eksplanta utvrdeno da tokom
regeneracije roznjace moze do¢i do tranzicije i invazije limbalnih epitelnih stem ¢elija roZnjace
u stromu ¢ime bi se mogao objasniti fenomen njihove deficijencije i nastanka subepitelne fibroze
koja je primecena kod obolelih od Stevens-Johnsonovog sindroma, OCP ili nakon hemijskih
opekotina roznjacCe (Kawakita i sar., 2005). Takode, na humanim uzorcima je pokazano da, nakon
Sto dode do deficijencije limbalnih epitelnih stem celija roznjaCe, i bazalne epitelne celije
roznjace mogu uci u proces EMT i doprineti patologiji navedenih stanja (Kawashima i sar., 2010).
Sa druge strane, pokazano je da socivo predstavlja narocito interesantan deo oka sa aspekta
tranzicije, s’ obzirom da je ono jedino tkivo u kome svi detektovani miofibroblasti nastali tokom
formiranja primarne i sekundarne katarakte poticu od epitelnih ¢elija soc¢iva (Saika i sar., 2008),
pa se zbog toga ove Celije i tkivo Cesto koriste u razlicitim in vitro i in vivo modelima procesa EMT
(de Iongh i sar., 2005). Osim anteriornog dela, studije su pokazale da i u posteriornom delu oka
¢elije pigmentnog epitela mreznjace (engl. retinal pigment epithelium - RPE) imaju sposobnost
ulaska u proces EMT nakon rupture neurosenzornog dela mrezZnjace i prelaska na epiretinalnu
stranu (Tamiya i Kaplan, 2016) predstavljajuci klju¢nog cinioca koji doprinosi razvoju fibroznog
tkiva na mreZnjaci (Saikai sar, 2009). Iako je dugo bilo poznato da ¢elije RPE in vitro mogu zadobiti
fenotip miofibroblasta, prva studija koja je pratila koekspresiju epitelnih i mezenhimskih markera
u epiretinalnim fibroznim membranama pacijenata sa PVR je potvrdila da viSe od polovine
miofibroblasta koji eksprimiraju a-SMA potice od RPE ¢elija pozitivnih i na marker epitelnih celija
citokeratin 18 (Feist i sar., 2014). Proces EMT zauzima vaZno mesto i u etiologiji razlicitih bolesti
povezanih sa fibrozom konjuktive. Naime, pokazano je da bazalne epitelne ¢elije konjuktive
tokom nastanka pterigijuma poprimaju ponasanje karakteristicno za Celije u tranziciji. Tako, ove
¢elije formiraju citoplazmati¢ne nastavke koji se pruZaju u stromu roznjace, odvajaju se od
epitelnog sloja i migriraju u grupacijama, Sto je praceno smanjenjem ekspresije E-kadherina,
prelaskom [-katenina u jedro i istovremenom ekspresijom epitelnog markera citokeratina 14 i
mezenhimskih markera a-SMA, vimentina, SNAI1 i SNAI2 (Kato i sar., 2007; Kato i Shimmura,
2008). Takode, i tokom cGVHD bazalne epitelne Celije konjuktive i mioepitelne celije suznih
Zlezda sticu mezenhimski fenotip i sposobnost da migriraju u subepitelnu stromu konjuktive pri
¢emu produkuju veliku koli¢inu kolagena doprinose¢i nastanku fibroze kod obolelih osoba (Ogawa
i sar. 2009). Zbog velikog broja o¢nih bolesti u kojima proces EMT ima znacajnu ulogu u nastanku
fibroznog tkiva, zaustavljanje i/ili reverzija ovog procesa mogli bi predstavljati pogodan pristup za
leCenje bolesti oka povezanih sa fibrozom. Kako su geni specificni za odredeni tip Celije ili stanje, a
Cijom bi se modulacijom postigli takvi rezultati, i dalje nedefinisani (He i sar., 2013), i imajuci u
vidu da infekcije, inflamacija i mehanicki stres konjuktive ¢esto mogu prouzrokovati fibrozu, koja,
ako je ozbiljna, moZe dovesti do narusavanja vida (Friedlander, 2007), eksperimenti uradeni u
okviru ove doktorske disertacije pokusali su da doprinesu razjasnjavanju viseslojnih regulatornih
mehanizama koji pokre¢u proces EMT u humanim epitelnim Celijama konjuktive (HCJE).
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Pored uloge u prethodno navedenim bolestima konjuktive povezanim sa fibrozom, in vitro
studije su pokazale da epitelne ¢elije inficirane bakterijom C. trachomatis kao medijatori urodenog
imuniteta mogu imati vaZznu ulogu u usmeravanju imunog odgovora domacina, ali i da mogu
ucestvovati u odrzavanju niskog nivoa hronic¢ne inflamacije u konjuktivi (Rasmussen i sar., 1997;
Stephens, 2003; Porcella i sar., 2015), ukazuju¢i da putem produkcije razli¢itih medijatora
potencijalno mogu pokrenuti proces EMT i na taj nacin doprineti i patologiji trahoma. Takode, na
tu mogucénost ukazale su i in vivo studije koje su pokazale da kod pacijenata sa oZiljcima na
konjuktivi dolazi do istovremenog povecanja ekspresije proinflamatornih, hemotaktickih i
antimikrobijalnih medijatora, ali i faktora koji doprinose remodelovanju ECM i gena ukljucenih u
signalne puteve koji promovisu fibrogenezu kao sto su TGF-3 i WNT (Burton i sar., 2011b, 2012,
2015; Hu i sar., 2012; Derrick i sar., 2016a). Osim toga, na vaznost procesa EMT u nastajanju
oZiljatnog tkiva u trahomu ukazuju i istraZivanja koja su pokazala da je i faza trahoma tokom koje
jos uvek nije doSlo do nastanka fibroznih promena na konjuktivi povezana sa poveanom
ekspresijom proinflamatornih i profibroti¢nih citokina i faktora rasta, kao $to su IL-1f3, IL-17A4,
CTGF i MMP9 (Abu El-Asrarisar., 2000; Burton i sar., 2004, 2011a), a koji tako predstavljaju vaZnu
sponu izmedu inflamatornog odgovora domacina na infekciju i nastanka oZiljaka. Ovi molekuli su
poznati po svojoj sposobnosti da pokrenu proces EMT i doprinesu nastanku fibroze, pri ¢emu im
funkcije i/ili regulacija u znacajnoj meri zavise od prisustva TGF-3 proteina (Kolb i sar., 2001; Lee
i sar., 2006; Gieling i sar., 2009; Zheng i sar., 2009; Phanish i sar., 2010; Vittal i sar., 2013; Krstic i
Santibanez, 2014; Wang i sar., 2017), arhetipskog pro-fibroznog molekula i glavnog pokretaca
procesa EMT (Xu i sar., 2009). Imaju¢i u vidu da su pojedine studije pokazale da tokom
konjuktivalne (Ramadhani i sar., 2017) i genitalne (Igietseme i sar., 2015) infekcije bakterijom C.
trachomatis dolazi do promene u nivou ekspresije markera procesa EMT, a da istovremeno druge
studije nisu uspele da pokazu da u konjuktivi osoba sa trahomom dolazi do pokretanja procesa
EMT (Derrickisar., 2016a), prvi cilj ove doktorske disertacije je bio razjasniti da li in vitro infekcija
bakterijom C. trachomatis dovodi do pokretanja tranzicije HCJE celija.

Uloga TGF-f proteina, u nastajanju oZiljacnog tkiva u trahomu je i dalje nerazjasnjena. Tako,
Burton i sar. nisu uspeli da detektuju ekspresiju TGF-B1 gena u konjuktivi, dok izmedu pacijenata
obolelih od trahoma i kontrola nije bilo razlike u nivou ekspresije TGF-$2 gena (Burtonisar., 2004).
Takode, u drugoj studiji je pokazano malo vece prisustvo TGF-f2 izoforme kod zdravih osoba, pri
¢emu sami autori isticu da antitelo koris¢eno za imunohistohemijsko bojenje detektuje samo
latentnu formu proteina, i da zbog toga postoji moguénost da je kod obolelih od trahoma doSlo do
aktivacije i oslobadanja TGF-2 proteina koje nije detektovano (Derricki sar.,2016a).Zbog sloZene
post-translacione regulacije TGF-f3 proteina ispitivanje njihove ekspresije nije jednostavno, pa
negativni rezultati ipak ne iskljucuju ulogu TGF-f3 proteina u patogenezi oZilja¢nog trahoma na sta
ukazuje i studija koja je pokazala povecanje aktivnosti, ali ne i nivoa iRNK, TGF-$1 i TGF-2
proteina u plu¢ima misa inficiranog bakterijom C. trachomatis (C. muridarum) (Williams i sar.,
1996). Sa druge strane u okviru ove teze je pokazano da HCjJE celije nakon infekcije bakterijom C.
trachomatis znacajno povecavaju ekspresiju gena koji kodiraju za TGF-[3 proteine, posebno gena
koji kodira za TGF-2 izoformu, $to je u skladu sa nekoliko studija u kojima su koriS¢ene razlicite
epitelne Celijske linije inficirane genitalnim serovarima bakterije C. trachomatis (Boiko i sar., 2015;
Porcella i sar., 2015; Ziklo i sar., 2019), kao i sa istrazivanjima koja su potvrdila da u konjuktivi
pacijenata sa trahomom dolazi do povecane ekspresije TGF-f1 gena (Bobo i sar., 1996; Ramadhani
isar., 2017). Osim toga, u prilog dobijenim rezultatima u ovoj tezi ide i saznanje da lipopolisaharidi
(LPS), prisutni u membrani Gram negativnih bakterija u koje spada i C. trachomatis, mogu povecati
ekspresiju TGF-$1 i SMAD2/3, i na nivou iRNK i na nivou proteina, i posledicno pokrenuti proces
EMT humanih intrahepati¢nih epitelnih c¢elija Zu¢nih kanala (Zhao i sar., 2011). Takode, i za
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razlicite virusne infekcije epitelnih Celija je pokazano da rezultuju pove¢anom produkcijom TGF-
B1 (Dosanjh, 2006; Denney i sar., 2018), ¢ak i da dovode do pokretanja procesa EMT (Bose i sar.,
2012; Park i sar., 2014), sto ukazuje da pokretanje ekspresije TGF-f1 predstavlja uobicajeni
odgovor epitelnih ¢elija na infekciju. Tako bi sama nekonzistencija u podacima koji govore o nivou
ekspresije TGF- u trahomu moZda mogla biti objaSnjena prisustvom ili odsustvom infektivnog
agensa, s’ obzirom da je aktivni trahom pre povezan sa prate¢om inflamacijom, nego sa samom
infekcijom, dok se prisustvo bakterije C. trachomatis u kasnijim fazama trahoma tokom kojih
nastaju oziljci naj¢eSce ni ne detektuje (Burton i sar., 2003; Wright i Taylor, 2005). Ovoj hipotezi
ide u prilog i prethodno navedena studija Ramadhani i sar. koja je pokazala pove¢anu ekspresiju
TGF-f1 gena samo u konjuktivi pacijenata kod kojih je prisutna infekcija bakterijom C. trachomatis
(Ramadhaniisar, 2017). Zanimljivo je istaci, iako to nije ispitivano u ovoj tezi, i da bi ve¢ pomenuti
proinflamatorni faktori IL-1f i IL-17A ¢iji je povecan nivo detektovan tokom aktivnog trahoma
(Abu El-Asrar i sar., 2000; Burton i sar., 2004, 2011a), a za koje je poznato da mogu biti
produkovani od strane epitelnih ¢elija (Reynolds i sar., 2010; Rasmussen i sar., 1997), potencijalno
mogli uCestvovati u pokretanju procesa EMT nakon infekcije HCJE ¢elija bakterijom C. trachomatis
preko uticaja na povecanje ekspresije TGF-f gena (Lee i sar., 2006; Vittal i sar., 2013; Wang i sar.,
2017).

Osim stimulacije ekspresije TGF-f gena, infekcija HCJE ¢elija bakterijom C. trachomatis
pokrece aktivaciju brojnih signalnih puteva koji se takode, mada ne i iskljucivo, nalaze nizvodno
od glavnih pokretaca procesa EMT. U ovoj tezi je pokazano da nakon infekcije dolazi do aktivacije
TGF- kanonskog signalnog puta u HCjJE ¢elijama $to je u saglasnosti sa rezultatima studije koja je
pokazala povecanje nivoa SMAD2, SMAD3 i SMAD4 proteina, kao i fosforilisane forme SMAD2/3,
nakon infekcije ¢elijske linije misjih epitelnih ¢elija jajnika C. muridarum (Igietseme i sar., 2020),
pri ¢emu inhibitor kinazne aktivnosti TGFB-RI dovodi do povecane ekspresije E-kadherina i
zaustavljanja procesa EMT nakon infekcije. Takode, brojne druge studije potvrduju da infekcija
bakterijom C. trachomatis dovodi do pokretanja PI3K/AKT, MAPK i WNT signalnih puteva c¢ija
aktivacija je detektovana i u ovoj tezi. Tako je aktivacija PI3K signalnog puta i posledi¢na
fosforilacija AKT uklju¢ena u mehanizam koji stiti inficiranu ¢eliju od apoptoze putem inaktivacije
proapoptotskog Bad proteina ili stabilizacijom antiapoptotskog proteina Mcl-1, dok je za
aktivaciju MEK/ERK signalnog puta pokazano da dovodi do povecéane ekspresije antiapoptotskog
proteina Mcl-1 (Verbeke i sar., 2006; Rajalingam i sar.,, 2008). Takode, ista studija koja je ukazala
na znacaj TGF- kanonskog signalnog puta u pokretanju procesa EMT nakon infekcije, istovremeno
je istakla i znacaj tirozin kinaznog receptora za EGF i signalnog puta nizvodno od MEK1 (Igietseme
i sar., 2020). Osim toga, i globalna analiza fosfoproteoma i transkriptoma epitelnih C¢elija
ektocerviksa inficiranih bakterijom C. trachomatis potvrdila je dominantnu aktivaciju MAPK
signalnih puteva, posebno ERK1/2, tokom odigravanja procesa EMT u ovim ¢elijama (Zadorai sar.,
2019). Dodatno, studije proteoma su pokazale i da je aktivnost p38 i JNK kinaza vazna za razvice
bakterije C. trachomatis u Celiji domacina (Olivei sar., 2014), dok je aktivacija WNT signalnog puta,
preko inaktivacije GSK-3B i posledicne redistribucije [B-katenina iz celijske membrane u
bakterijske inkluzije, opisana u inficiranim epitelnim ¢elijama cerviksa i jajnika (Prozialeck i sar.,
2002; Kessler i sar., 2012). S* obzirom na povecanje ekspresije TGF-3 nakon infekcije HCJE celija
detektovano u ovoj tezi, posebno bi se mogao istaci znacaj aktivacije kanonskog i nekanonskih
MAPK signalnih puteva, za koje je poznato da mogu biti pokrenuti TGF-f3 proteinima (Miyazono,
2009), u tranziciji HCJE celija. Medutim, nijedan od signalnih puteva za koje je pokazano da se
aktiviraju u HCJE ¢elijama nakon infekcije bakterijom C. trachomatis nije specifican i iskljucivo
povezan sa odigravanjem procesa EMT. Kao najverovatnije objasSnjenje namece se da udruZeno
delovanje svih ispitanih signalnih puteva aktiviranih nakon infekcije HCJE celija bakterijom C.
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trachomatis dovodi do detektovanog povecanja nivoa ekspresije SNAI1 i ZEB2 gena koji kodiraju
za transkripcione faktore ukljucene u pokretanje procesa EMT i posledi¢no rezultuje u promeni
profila ekspresije koji prati ovaj proces.

U ovoj tezi proces EMT pokrenut nakon 72 h od infekcije bakterijom C. trachomatis pokazao
se samo kao parcijalan, s’ obzirom da nije doveo do morfoloSkih promena HCjE ¢elija u pravcu
zadobijanja morfologije karakteristicne za mezenhimski tip ¢elija. Sa druge strane, iako postoji
nekoliko studija koje tvrde da gubitak E-kadherina nije uzrok niti neophodan dogadaj za
odigravanje tranzicije (Hollestelle i sar., 2013; Chen i sar., 2014; Nilsson i sar., 2014), ve¢ina
rezultata ukazuje da smanjenje ili gubitak ekspresije E-kadherina predstavlja zasStitni znak procesa
EMT (Kalluri i Neilson, 2003; Zeisberg i Neilson, 2009; Lee i Nelson, 2012; Serrano-Gomez i sar.,
2016). U skladu sa preovladuju¢im podacima, i u ovoj disertaciji kljucan dokaz gubitka osobina
specificnih za normalne epitelne Celije i zapocCinjanja procesa EMT u HCjE ¢elijama obezbeduje
primeceno smanjenje ekspresije E-kadherina, i na transkripcionom i na proteinskom nivou, nakon
infekcije bakterijom C. trachomatis. Istovremeno, infekcija bakterijom C. trachomatis pokrece i
ekspresiju fibronektina i a-SMA, ukazujuc¢i da se HCjE Celije krecu ka fenotipu karakteristi¢cnom za
mezenhimske celije. Primeceno povecanje produkcije fibronektina je od posebnog znacaja s’
obzirom da je utvrdeno da fibronektin moZe funkcionisati kao pokreta¢ tranzicije. Naime,
pokazano je da epitelne cCelije koje rastu u prisustvu fibronektina spontano ulaze u proces EMT
zbog integrinima posredovane aktivacije endogenog TGF-B1 proteina (Kevin K. Kim i sar., 2006),
koji se zapravo nalazi vezan za fibronektin i uskladiSten u latentnoj formi u ECM (Munger i sar.,
1999; Fontanaisar., 2005). Dodatno, povecana depozicija fibronektina u ECM stimuliSe i aktivaciju
signalnih puteva nizvodno od integrina koji mogu dovesti do promovisanja procesa EMT, kao i do
stimulisanja fibrilogeneze fibronektina (Huveneers i sar., 2008; Huveneers i Danen, 2009; Xu i sar.,
2009). Osim toga, pokazano je da do oslobadanja TGF-f1 iz latentnog kompleksa dolazi i zbog
kontrakcija Celije nastalih delovanjem a-SMA stres vlakana (Annes i sar., 2004; Dong i sar., 2017).
Oslobodeni TGF-B1, sa druge strane, reguisSe ekspresiju fibronektina (Hallgren i sar., 2012), dok
istovremeno promovise ekspresiju a-SMA i formiranje stres vlakana (Duginai sar., 2001; Xu i sar.,
2009; Carthy i sar., 2015; Khalil i sar., 2017; Li i sar., 2018; Zent i Guo, 2018). Tako, pored ve¢
povecane ekspresije TGF-B1, primecen rast u produkciji fibronektina, ali i «-SMA, i stvaranje
pozitivnih povratnih sprega koje prenose mehanicke i biohemijske signale od ECM u €eliju i nazad,
mogu predstavljati dodatan okida¢ pokretanja procesa EMT u HCJE C(elijama inficiranim
bakterijom C. trachomatis. Sveukupno, detektovana sposobnost bakterije C. trachomatis da u
epitelnim Celijama konjuktive pokrene promene u ekspresiji gena karakteristi¢ne za odigravanje
procesa tranzicije nalazi se u saglasnosti sa otkricem da infekcija genitalnim serovarima ove
bakterije moZe pokrenuti proces EMT u humanim epitelnim ¢elijama cerviksa Sto se manifestuje
smanjenom ekspresijom epitelnog markera E-kadherina, pove¢anom ekspresijom mezenhimskih
markera N-kadherina i SNAI1, reorganizacijom aktinskog citoskeleta i poveéanom invazivnoS¢u
¢elija (Zadorai sar., 2019). Isti slucaj je i sa misjim epitelnim ¢elijama jajnika, koje nakon infekcije
bakterijom C. trachomatis smanjuju ekspresiju E-kadherina, okludina i B-katenina i povecéavaju
ekspresiju a-SMA, fibronektina, kolagena I i IIIl, MMP9, T-kadherina, Snail/2, Zeb1 (Igietsemei sar.,
2015, 2018). Dodatno, autori su pronasli dokaze koji idu u prilog in vivo pokretanju procesa EMT
nakon infekcije ovom bakterijom (Igietseme i sar., 2015), Sto bi moglo da ukaZe i na povezanost
izmedu nastanka ozilja¢nog tkiva u trahomu i procesa EMT pokrenutim infekcijom konjuktive
bakterijom C. trachomatis. Tako su u in vivo studiji Ramadhani i sar. detektovali statisticki znacajno
povecanje ekspresije mezenhimskih markera VIM i ACTAZ i statisticki znacajno smanjenje
ekspresije epitelnog markera CDH1 u konjuktivi osoba sa trahomom (Ramadhani i sar., 2017), dok
Derrick i sar. nisu nasli dokaze o pokretanju procesa EMT, iako je detektovano malo povecanje
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mezenhimskog markera vimentina (Derricki sar., 2016a). Kako su u prvoj studiji opisane promene
u ekspresiji gena markera procesa EMT pokazane kod pacijenata kod kojih je bila prisutna infekcija
nasuprot pacijenata u drugoj studiji kod kojih u trenutku ispitivanja najverovatnije nije bila
prisutna infekcija, ponovo se moze pretpostaviti da je prisustvo same infekcije bakterijom C.
trachomatis neophodno za pokretanje tranzicije in vivo.

Smanjenje ekspresije E-kadherina detektovano nakon infekcije HCJE ¢elija bakterijom C.
trachomatis, najverovatnije se odigrava na sloZen nacin s’ obzirom da je poznato da utiSavanje
CDH1 gena ukljucuje transkripcionu represiju i metilaciju njegovog promotora (Strathdee, 2002).
Osim toga, metilacija CpG dinukleotida je povezana i sa regrutovanjem proteina koji se vezuju za
5mC i posledi¢nim vezivanjem histonskih deacetilaza, koje dovode do deacetilacije na H3K4, kao i
histonskih metiltransferaza koje dovode do metilacije na H3K9 ¢ime je omogucen nastanak
inaktivnog stanja hromatina i utiSavanje transkripcije gena za E-kadherin (Koizume, 2002). U
pogledu procesa EMT, analiza 27 humanih ¢elijskih linija karcinoma dojke i ¢elijskih linija
poreklom iz normalnog tkiva dojke, u kojima su prisutni razli¢iti mehanizmi inaktivacije E-
kadherina, ukazuju da je hipermetilacija CDH1 neophodna za odigravanje procesa EMT koji dovodi
do nastanka celija karcinoma dojke sa agresivnijim fenotipom (Lombaerts i sar., 2006). U okviru
ove teze analiziran je metilacioni status DNK sekvence dela promotora CDH1 gena lokalizovane u
neposrednoj blizini mesta pocetka transkripcije, s’ obzirom da je pokazano da se metilacija ovog
regiona nalazi u direktnoj korelaciji sa ekspresijom gena koji kodira za E-kadherin (Reinhold i sar.,
2007). Dobijeno povecanje nivoa metilacije DNK sa 12,8% u kontrolnim HCjE ¢elijama do 21,8%
nakon infekcije bakterijom C. trachomatis moze biti odgovorno za smanjen nivo ekspresije E-
kadherina u inficiranim HCjJE Celijama, s’ obzirom da su Reinhold i sar. pokazali da ve¢ nakon
metilacije promotora od 15% dolazi do oStrog pada u nivou ekspresije CDH1 gena (Reinhold i sar.,
2007). Osim toga, detektovano povecanje metilacije DNK kao posledica infekcije HCJE celija
bakterijom C. trachomatis je u saglasnosti sa rezultatima koji pokazuju da smanjenje ekspresije i
hipermetilacija promotora CDH1 gena predstavljaju cest dogadaj kod pacijenata sa hroni¢nim
gastritisom i gastri¢cnim karcinomom kod kojih je prisutna infekcija bakterijom Helicobacter pylori
(Kague i sar., 2010; Bahnassy i sar., 2018), ali i kod osoba sa razlic¢itim virusnim infekcijama koje
takode mogu dovesti do nastanka karcinoma (Tsai i sar., 2002; Lee i sar., 2005; Arora i sar., 2008).
Takode, bisulfitno sekvenciranje uradeno tokom izrade ove disertacije preciznije je pokazalo da
dolazi do potpune metilacije citozina u okviru CpG dinukleotida na pozicijama -57, -103, -105 u
odnosu na TSS nakon infekcije HCJE Celija. Ovi rezultati ukazujuju da bi ti citozini mogli biti prva
mesta koja se metiluju u odgovoru na infekciju bakterijom C. trachomatis, ali i posebno znacajni za
ekspresiju CDH1 gena zbog njihove pozicije u kontekstu regulatornih elemenata u promotoru.
Poznato je da region humanog promotora CDHI gena, u okviru sekvence odabrane za analizu u
ovoj disertaciji, sadrzi konzervirane pozitivne regulatorne elemente kao Sto su CCAAT-boks koje
prepoznaju proteini koji se specificno vezuju za CAAT sekvencu, i GC-boks koga prepoznaju
konstitutivno eksprimirani AP-2 i SP1 transkripcioni faktori ukljuceni u odrzavanje bazalnog nivoa
ekspresije E-kadherina (Behrensi sar., 1991; Bussemakers i sar., 1994; Hennig i sar., 1996; Faraldo
i sar., 1997; Comijn i sar., 2001). Jedna od potpuno metilovanih CpG pozicija (pozicija -57) nakon
infekcije bakterijom C. trachomatis nalazi se u okviru GC boksa, pa bi metilacija tog citozina mogla
interferirati sa vezivanjem transkripcionih aktivatora i na taj nacin dovesti do inhibicije
transkripcije CDH1 gena u inficiranim HCjE €elijama. Sa druge strane, region promotora CDH1 gena
¢iji je nivo metilacije analiziran u ovoj tezi sadrzi i dva konzervirana E-boksa neophodna za aktivnu
supresiju ekspresije E-kadherina (Bussemakers i sar., 1994; Giroldi isar., 1997; Comijnisar., 2001;
Van Roy i Berx, 2008), za koje se vezuju transkripcioni faktori ukljuceni u pokretanje procesa EMT,
kao Sto suZEB1/2, TWIST, SNAI1/2 (Thiery isar., 2009). Ovi transkripcioni represori takode imaju

89



sposobnost regrutovanja razli¢itih histonskih metiltransferaza, deacetilaza i demetilaza od kojih
svaka wuvodi specificnu modifikaciju histona koje dovode do formiranja zatvorenog
heterohromatina (Serrano-Gomez i sar., 2016). Osim toga, pokazano je da SNAI, preko histonskih
metiltransferaza, i ZEB1, preko kompleksa za remodelovanje i deacetilaciju nukleozoma,
kooperiraju sa DNK metiltransferazama (Lin i sar., 2014; Fukagawa i sar., 2015), regrutujuci ih na
promotor i dovodeci do finalnog utiSavanja CDH1 gena putem metilacije DNK. Opisane interakcije
transkripcionih faktora ukljucenih u pokretanje procesa EMT sa enzimima koji uvode epigeneticke
modifikacije mogle bi predstavljati neposredan uzrok povecane metilacije CpG dinukleotida u
okolini E-boksova. Sveukupno, rezultati dobijeni u ovoj doktorskoj disertaciji ukazuju da metilacija
DNK moZe predstavljati jedan od mehanizama koji doprinosi transkripcionoj represiji E-kadherina
nakon infekcije HCJE ¢elija bakterijom C. trachomatis.

[ako je Siroko prihvaceno da metilacija DNK u regionu promotora najviSe koreliSe sa
represijom transkripcije, pokazano je i da je metilacija DNK nizvodno od TSS, posebno u prvom
egzonu, nezavisno od tipa Celija najkriti¢nija za transkripciono utiSavanje (Brenet i sar,, 2011). U
pogledu mezenhimskih markera odabranih za analizu nakon infekcije bakterijom C. trachomatis,
iz literature je poznato da se povecana metilacija DNK u kodiraju¢em regionu ACTAZ gena kod
pacova nalazi u korelaciji sa transkripcionom represijom ovog gena, dok nivo metilacije regiona
promotora nije pokazao varijacije izmedu ¢elija koje eksprimiraju i ne eksprimiraju a-SMA (B. Hu
isar., 2010). Zbog navedenih studija, za analizu metilacije DNK mezenhimskih markera, u ovoj tezi
su odabrane sekvence u okviru prvog egzona ACTAZ i FN1 gena. Dobijeni rezultati su pokazali da
nakon infekcije HCJE Celija bakterijom C. trachomatis dolazi do smanjenja u nivou metilacije ACTAZ
gena od 4% i 10% u zavisnosti od primenjene metodologije, pri ¢emu su jedini metilovani CpG
dinukleotidi lokalizovani u okviru sekvenci prajmera koris¢enih za analize. Zbog toga, dobijeni
rezultati ne mogu sa sigurnos¢u ukazati da smanjenje u nivou metilacije ACTAZ gena znacajno
doprinosi primecenom povecanju ekspresije a-SMA na nivou iRNK i proteina, makar u odnosu na
eksperimentalnu postavku koriS¢enu u ovoj tezi. Takode, ni za povecanje ekspresije fibronektina
na nivou iRNK i proteina nakon infekcije HCJE celija bakterijom C. trachomatis ne moZe se sa
sigurnoS¢u tvrditi da predstavlja posledicu smanjenja nivoa metilacije FNI gena. lako je
koriS¢enjem MSP i HRM analiza nakon infekcije bakterijom C. trachomatis detektovano malo
smanjenje nivoa metilacije FN1 gena od 3% i 4% respektivno, bisulfitno sekvenciranje je pokazalo
da je odabrani region kompletno nemetilovan u inficiranim HCjJE ¢elijama, $to je u skladu sa
studijom koja nije nasla dokaze o metilaciji FN1 gena u okviru dva CpG ostrvca uzvodno i nizvodno
od TSS u uslovima niskog nivoa ekspresije fibronektina (Kicic i sar., 2010).

Rezultati dobijeni u okviru ove disertacije ukazuju da proces EMT moZe predstavljati
dodatan mehanizam koji leZi u osnovi nastanka fibroznih procesa u trahomi. Koris¢enjem in vitro
modela konjuktivalne infekcije bakterijom C. trachomatis tokom 72 h, detektovani su najraniji
dogadaji vezani za pokretanje procesa EMT, kao Sto su aktivacija signalnih puteva ukljucenih u
tranziciju pra¢ena pove¢anom i smanjenom ekspresijom specificnih markera procesa EMT. Ipak, u
primenjenom in vitro modelu, kompletna tranzicija HCJE celija ka mezenhimskom fenotipu,
ukljucujudi i morfoloSke promene, nije primeéena, moguce zbog kratkog vremenskog perioda od
infekcije do analize. Zbog toga bi kao nastavak eksperimenata zapocetih u okviru ove disertacije,
in vitro eksperiment sa dugotrajnom primenom antibiotika nakon 72 h od infekcije bakterijom C.
trachomatis, mogao omoguciti produZetak Zivotnog veka HCjJE ¢elija i tako obezbediti vreme
neophodno za analizu pokrenutih fenotipskih promena i njihovog prenosenja kroz generacije.
Takode, rezultati dobijeni u ovoj tezi predstavljaju ¢vrstu osnovu za dalje funkcionalne analize
metilacije DNK nakon infekcije bakterijom C. trachomatis, s’ obzirom da je ovo prvo istrazivanje
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koje je povezalo infekciju bakterijom C. trachomatis sa modulacijom metilacionog statusa
domacina. Ovi rezultati zapravo ne predstavljaju veliko iznanadenje, s’ obzirom da je nekoliko
studija ukazalo na direktnu vezu izmedu infekcije bakterijom C. trachomatis i spektra epigenetickih
promena (Pennini i sar., 2010; Derrick i sar., 2013, 2016b; Igietseme i sar., 2015), ukljucujudi i
promene u metilaciji DNK u genomu domacina nakon infekcije drugom bakterijom iz roda
Chlamydia, Chlamydia psittaci (Lee i sar., 2014). Osim toga, interesantna skorasnja studija Kessler
isar.je pokazalaidahroni¢na infekcija organoida sa¢injenih od humanih primarnih epitelnih stem
¢elija jajnika genitalnim serovarima bakterije C. trachomatis dovodi do hipermetilacije odredenih
regiona genoma cak i kada je infekcija izlecena (Kessler i sar., 2019). Saznanje da infekcija
bakterijom C. trachomatis moZe pokrenuti tranziciju humanih epitelnih ¢elija konjuktive preko
promena u nivou metilacije DNK moZe igrati posebno vaznu ulogu u razvijanju novih vidova
terapija u tretmanu trahoma, baziranih na reverzibilnosti i procesa EMT i metilacije DNK.
KoriSc¢enje ciljane demetilacije DNK i aktivacija gena koji kodira za E-kadherin, molekul esencijalan
za odrZanje identiteta epitelnih ¢elija, potencijalno bi predstavljao obecavajudi pristup u leCenju
trahoma zbog toga S$to bi omogucio reverziju ili barem zaustavljanje napredovanja okularne
infekcije bakterijom C. trachomatis. Ipak, u drugim bolestima konjuktive povezanim sa procesom
EMT i razvijanjem fibroznih promena, u kojima nije prisutna bakterijska infekcija epitelnih ¢elija,
moguce je da CDH1 ne bi predstavljao odgovarajuci ciljni gen ¢ijom bi se modulacijom metilacije
DNK i posledi¢no ekspresije postigli zadovoljavajuc¢i rezultati. Zbog toga se u okviru ove teze
nastavilo sa istrazivanjima sa ciljem identifikacije mehanizama ukljucenih u tranziciju humanih
epitelnih ¢elija konjuktive, uspostavljanjem in vitro modela procesa EMT tretmanom HCjE ¢elija
TGF- proteinima.

Prvi korak u uspostavljanju in vitro modela procesa EMT ukljucivao je tretman HCjE ¢elija
razli¢itim izoformama TGF-f proteina ili njihovom kombinacijom, s’ obzirom da se ovi proteini
smatraju glavnim induktorima tranzicije u razli¢itim tkivima, sposobnim da pokrenu brojne
nizvodne signalne puteve u Celiji koji kao krajnju posledicu dovode do aktivacije transkripcionih
faktora povezanih sa pokretanjem procesa EMT (Miyazono, 2009). U pogledu oka, dosadasnja
istrazivanja su ukazala na heterogenu distribuciju razli¢itih izoformi TGF-f proteina u
anteriornom delu oka (Pasquale i sar., 1993; Saika i sar., 2001). Tako su Pasquale i sar.
imunohistohemijskim bojenjem detektovali TGF-B1 izoformu u povrSinskom sloju limbalnog
epitela, proksimalnom delu cilijarnih nastavaka i zidu krvnih sudova unutar cilijarnog tela. TGF-32
detektovali su u limbalnom epitelu, stromi konjuktive, misi¢u i stromi cilijarnog tela i u ¢elijama
koje nalikuju fibroblastima u cilijarnim nastavcima, dok imunoobeleZavanje TGF-33 nije uoceno ni
u jednoj strukturi anteriornog dela oka (Pasquale i sar., 1993). Sa druge strane, Saika i sar. su
pokazali da je TGF-B1 izoforma eksprimirana u svim slojevima epitela konjuktive i roZnjace,
fibroblastima/keratocitima i subkonjuktivalnom tkivu, TGF-B2 u bazalnim epitelnim celijama i
fibroblastima/keratocitima, dok je imunoobeleZzavanje TGF-B3 izoforme pokazalo njegovo slabo
prisustvo u epitelu konjuktive i roZnjace (Saika i sar., 2001). [ako izgleda da epitelne Celije povrsine
oka produkuju sve tri izoforme TGF-3 (Saika i sar., 2001), potencijal odredene izoforme TGF-§3 da
pokrene EMT u Celijama konjuktive nije poznat. Zbog Cinjenice da veliki broj humanih ¢elijskih
linija sa epitelnom morfologijom, poreklom iz razli¢itih organa, ne ulazi u proces EMT nakon
kratkotrajnog tretmana TGF-f8 proteinima, a da do morfoloSkih promena linije humanih epitelnih
¢elija dojke MCF10A dolazi tek nakon produZzetka tretmana (Brown i sar., 2004), HCjE celije su u
eksperimentima uradenim tokom izrade ove disertacije tretirane TGF-[3 proteinima u periodu od
30 dana. Na ovaj nacin simulirani su uslovi koji nalikuju dugotrajnoj izloZenosti Ccelija
profibrogenim stimulusima prisutnim tokom hronic¢ne inflamacije. Dobijeni rezultati pokazali su
da tretman HCJE celija TGF-B1 proteinima u trajanju od 30 dana ima najve¢i potencijal za
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pokretanje EMT u poredenju sa tretmanom TGF-B2 izoformom ili ¢ak u poredenju sa
kombinacijom TGF-f proteina. Takode, pokazano je da HCjJE ¢elije u normalnim uslovima
eksprimiraju znatno vecu koli¢inu TGF-f1 u odnosu na nivo ekspresije TGF-2 proteina, Sto je u
saglasnosti sa odnosom sekrecije TGF-[3 proteina i u drugoj ¢elijskoj liniji humanih epitelnih ¢elija
konjuktive IOBA-NHC (Benito i sar., 2013). Ovi rezultati su donekle iznenadujuci s’ obzirom da se
TGF-B2 smatra dominantnom izoformom TGF-[3 proteina u zdravom oku, kao i tokom zarastanja
konjuktive (Cordeiro, 2003). Klju¢na uloga TGF-B2 u morfogenezi oka potvrdena je studijama u
kojima je pokazano da kod embriona miSeva kod kojih su utiSana oba alela za TGF-B2 (TGF-2/),
ali ne i kod TGF-B1-/- ili TGF-B3-/-, dolazi do nastanka viSestrukih abnormalnosti oka kao $to su
gubitak endotela i strome roZnjaCe, anteriorne komore oka i hipercelularnosti mreZnjace i
staklastog tela (Sanford i sar., 1997; Saika i sar., 2001). Takode, brojne studije su pokazale da je
TGF-B2 dominantna izoforma prisutna u normalnoj o¢noj vodici (Jampel i sar., 1990; Cousins i sar.,
1991; Tosi i sar., 2018), mada se u sveZoj o¢noj vodici zdravog oka najc¢es¢e nalazi u latentnom
obliku (Taylor, 2016). Tako su rezultati jedne studije pokazali da TGF-B2 ¢ini 70% od ukupne
koncentracije aktivnog TGF-8 u zdravom oku, TGF-$3 28,5%, dok je udeo TGF-B1 manji od 1,6%
(Tosiisar., 2018). Znacaj TGF-B2 izoforme u nastajanju oZziljacnog tkiva u konjuktivi je ispitivana
koriS¢enjem antisens oligonukleotida i neutraliSu¢ih monoklonalnih antitela specifi¢nih iskljucivo
za TGF-B2. Tako su Cordeiro i sar. na modelu agresivnog subkonjuktivalnog oZiljavanja nakon
filtracione operacije glaukoma kod zeceva pokazali da jedna subkonjuktivalna aplikacija antisens
oligonukletida specificnih za TGF-B2 u trenutku hiruskog zahvata dovodi do formiranja manje
koli¢ine oZiljaka u konjuktivi u odnosu na kontrolu i tretman antisens oligonukleotidima
specificnim za TGF-B1 (Cordeiro i sar., 2003). Takode, dve studije radene na istom modelu su
utvrdile i da je neutralizacija aktivne forme TGF-B2 proteina primenom viSe doza rekombinovanog
humanog monoklonalnog anti-TGF-32 antitela povezana sa boljim ishodom filtracione operacije
zbog nastanaka manje koli¢ine oziljacnog tkiva u subkonjuktivi na mestu povrede (Cordeiro i sar.,
1999; Mead i sar., 2003). Rezultati prethodnih studija kojima je utvrdena netoksi¢nost i
delotvornost anti-TGF-[2 antitela u spre¢avanju nastanka konjuktivalne fibroze kod zeceva dovele
su do pokretanja klini¢kih ispitivanja u kojima je ispitivana njegova efikasnost na ljudima. Tako je
u prvoj fazi klinickog ispitivanja potvrdeno da je primena anti-TGF-B2 antitela bezbedna i da, u
odnosu na grupu koja je primala placebo, u tretiranoj grupi dovodi do statisticki znacajnog pada
IOP nakon 3 i 6 meseci od operacije glaukoma. Takode, uocen je i jak trend ka manjem broju
naknadnih operacija ili manjoj primeni antiglaukomatoznih medikamenata 3 godine nakon
intervencije (Siriwardena i sar., 2002). Iako je ovo istraZivanje pokazalo obecavajuce rezultate i
sami autori studije ukazali su da je moguc¢nost studije da uoci razlike izmedu grupa ogranicena
malim brojem ucesnika. Na osnovu prethodnih saznanja, u tre¢u fazu Kklini¢kih ispitivanja anti-
TGF-B2 antitela je uklju¢eno 343 pacijenata koji su podvrgnuti filtracionoj operaciji glaukoma
(Khaw i sar., 2007). Ipak, bez obzira na veliki broj ucesnika, ova studija nije uspela da pokaze
statisticki znacajnu razliku u uspehu trabekulektomije nakon neutralizacije TGF-B2 izoforme u
poredenju sa kontrolnom grupom, bez obzira Sto je jaCina studije bila dovoljna da sa 90%
sigurnosti detektuje 20% razlike u uspesnosti tretmana (Grehn i sar., 2007; Khaw i sar., 2007).
Jedno od moguc¢ih objasnjenja za neuspeh navedenih klinickih studija verovatno lezi u
zanemarivanju znacaja koji TGF-Bf1 izoforma ima u nastanku ozilja¢nog tkiva u konjuktivi
(Schluncki sar., 2016). U skladu sa tom pretpostavkom su i rezultati koji su pokazali da je TGF-$1,
osim $to je prisutan u epitelu i stromi konjuktive, glavni ¢lan familije koji se deponuje u lokalnom
ECM oko rezervoara formiranog filtracionom operacijom glaukoma, dok ECM u regionu rezervoara
ne pokazuje imunohistohemijsko bojenje specificno za TGF-B2 i TGF-B3 (Saika i sar., 2001).
Takode, jedna studija radena na eksperimentalnom modelu filtracione operacije glaukoma kod
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pasa je pokazala da subkonjuktivalna implantacija Zelatinoznog hidrogela sa anti-TGF-1-2
antitelom sprecava nastanak oZiljacnog tkiva u konjuktivi (Maeda i sar., 2017), pa ne iznenaduje
da neki autori smatraju da bi istovremena neutralizacija TGF-1 mogla da prevazide neuspeh
samostalne neutralizacije TGF-32 u sprecavanju stvaranja oZiljaka na konjuktivi (Saika i sar., 2009;
Zadai sar., 2018). U skladu sa pomenutim podacima, rezultati dobijeni u ovoj tezi ukazuju da TGF-
B2 nije efikasan u pokretanju ekspresije transkripcionih faktora povezanih sa EMT SNAI1, ZEBZ i
TWIST1, Sto za posledicu ima da celije tretirane TGF-B2 pokazuju manje povecanje ekspresije
mezenhimskih markera narocito nakon Sestog pasaZa, slabije izrazene morfoloske promene u
pravcu mezenhimskog fenotipa i smanjenu mobilnost u odnosu HCjJE celije tretirane TGF-1
proteinima. U prilog vazne uloge TGF-B1 govore i podaci da nakon trabekulektomije kod zeceva
dolazi do pojaCane proteinske ekspresije TGF-B1 u konjuktivalnom i subkonjuktivalnom tkivu, ali
i do gubitka epitelnog i sticanja mezenhimskog fenotipa Celija prisutnih u bazalnom sloju epitela
konjuktive (Park i sar., 2013). Poslednji podaci, kao i rezultati prikazani u ovoj tezi upucuju na
pretpostavku da je vazZnost procesa EMT potcenjena u prethodno navedenim klini¢énkim studijama,
pa u skladu sa tim visok potencijal TGF-B1 proteina za pokretanje tranzicije HCJE ¢elija ukazuje da
bi ova izoforma TGF-f3 proteina mogla biti glavni pokretac fibroze konjuktive.

Rezultati dobijeni nakon tretmana HCjE ¢elija TGF-1 proteinima ukazuju na zanimljivu
kinetiku ekspresije markera i transkripcionih faktora ukljucenih u proces EMT. Naime, nakon
prvog pasaza od pocetka tretmana (5 dana), HCjJE ¢elije pokazuju promene u morfologiji i pove¢anu
ekspresiju mezenhimskih markera (CDHZ2, FN1, VIM) i transkripcionog faktora SNAI1, dok je
ekspresija epitelnih markera (CDH1, OCLN, DSP) i transkripcionih faktora ZEBZ i TWIST1 i dalje u
velikoj meri nepromenjena u odnosu na kontrolni nivo. Iako ovi rezultati na prvi pogled deluju
kontradiktorno, podaci iz literature sugerisu da za morfoloske promene epitelnih celija, koje
ukljucCuju reorganizaciju aktinskog citoskeleta i naruSavanje meducelijskih veza, promena iz E-
kadherina u N-kadherin nije neophodna, ve¢ da zamena kadherina ima ulogu u povecanju
pokretljivosti (Maeda et al. 2005). Tome u prilog idu i nalazi dobijeni u ovoj tezi koji pokazuju da
smanjenje ekspresije E-kadherina i zamena kadherina uocCena nakon Sest pasaZza (30 dana)
korelira sa veCom sposobnos¢u migracije HCJE celija tretiranih TGF-B1 u odnosu na kontrolu.
Slican profil ekspresije marker gena uocen je i nakon tretmana TGF-B1 proteinima misje linije
epitelnih celija dojke NMuMG/E9 koji je doveo do morfoloskih promena i povecane ekspresije N-
kadherina i fibronektina ve¢ nakon 24 h tretmana, dok je E-kadherin ostao funkcionalan,
lokalizovan na celijskoj membrani i u kompleksu sa «a- i (-kateninima neko vreme nakon
morfoloske promene, pri ¢emu je nivo njegove ekspresije poceo da opada tek nakon cetiri dana
(Maeda et al. 2005). Sa druge strane, pokazano je da se promena kadherina u humanoj liniji
epitelnih ¢elija dojke MCF10A nakon tretmana TGF-1 odigrava brze nego kod NMuMG/E9 (Maeda
et al. 2005), pa je moguce da smanjenje ekspresije E-kadherina u odgovoru na tretman TGF-$1
zavisi od tipa Celije i eksperimentane postavke. Takode, visok nivo N-kadherina detektovan tokom
Citavog trajanja tretmana HCJE celija TGF-B1 proteinima mogao bi biti uzrok niskog nivoa
ekspresije E-kadherina nakon Sestog pasaza, ali i kontinuirano poviSene ekspresije FN1 i VIM u
tretiranim Celijama. Naime, u istraZivanju Wang i sar. stabilna transdukcija dve linije humanih
epitelnih Celija kancera prostate retroviralnim vektorima koji su omogucili povec¢anu ekspresiju
N-kadherina u tim ¢elijama, dovela je do pokretanja procesa EMT Sto se ogledalo u smanjenoj
ekspresiji E-kadherina i povecanoj ekspresiji fibronektina i vimentina (Wang i sar., 2016).

Osim ekspresije epitelnih i mezenhimskih markera, i ekspresija SNAI1, ZEB2 i TWIST1
nakon pokretanja procesa EMT u HCjE ¢elijama pokazuje razli¢itu kinetiku. Literaturni podaci
ukazuju da bi transkripcioni faktori povezani sa procesom EMT mogli imati razliite uloge tokom
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odigravanja tranzicije. Naime, u poCetnim koracima tranzicije visoka ekspresija SNAI1 mogla bi
dovesti do brzog i efikasnog zapocinjanja procesa, dok bi se funkcija ZEB2 i TWIST1 mogla
zasnivati na odrZavanju zadobijenih mezenhimskih osobina (Tranisar., 2011; Lee i Nelson, 2012),
Sto bi moglo objasniti najviSu vrednost SNAI1 nakon prvog pasaZa i postepeni porast ekspresije
ZEB2 i TWIST1 do kraja tretmana HCjE celija u eksperimentima uradenim u ovoj tezi. Takode, i
medusobna regulacija transkripcionih faktora uklju¢enih u pokretanje procesa EMT u delimi¢noj
je saglasnosti sa njihovom kinetikom ekspresije detektovanom u model sistemu koriS¢enom tokom
izrade ove disertacije. Sa jedne strane, iako je pokazano da je SNAI1 direktan transkripcioni
aktivator ZEB1 (Wu i sar, 2017), druge studije su pokazale da SNAI1 reguliSe ekspresiju ZEB2 na
post-transkripcionom nivou. SNAI1 ovo dejstvo ostvaruje ulogom u epigenetickom utiSavanju
¢lanova familije miR-200 (Diaz-Lopez i sar., 2015) koje predstavljaju negativne regulatore ZEB2
(Christoffersen i sar., 2007; Gregory i sar., 2008a; Korpal i sar., 2008; Park i sar., 2008). Pored toga,
pokazano je da SNAI1 dovodi do pokretanja ekspresije prirodnog antisens transkripta koji ometa
alternativnu obradu iRNK ZEBZ i obezbeduje zadrZavanje introna u 5' UTR iRNK ZEBZ koji sadrzi
unutraSnje mesto za zapocinjanje translacije (Beltran i sar., 2008). Navedene studije idu u prilog
podacima dobijenim u ovoj tezi s’ obzirom da povecanje ekspresije SNAI1 i potencijalno povecana
kolicina SNAI1 nakon prvog pasaza ne dovodi do porasta nivoa ekspresije ZEB2 na
transkripcionom nivou, ve¢ se povecanje ekspresije ZEB2 detektuje tek nakon Sestog pasaza. S’
obzirom da dobijeni rezultati ne govore nista o nivou ekspresije ZEB2 proteina, o uticaju SNAI1 na
nivo ZEB2 u HCjE ¢elijama tokom tretmana TGF-1 moglo bi se samo nagadati. Osim navedenog,
nekoliko studija je pokazalo medusobnu zavisnost ekspresije SNAI1 i TWIST1 transkripcionih
faktora. Dok je Twistl potreban ali nedovoljan za aktivaciju ekspresije Snail na nivou iRNK i
proteina, tretman TGF-[3 proteinima misje linije epitelnih ¢elija dojke NMuMG dovodi do inhibicije
ekspresije Twistl, ukoliko je koriS¢enjem interferiraju¢ih RNK suprimirana ekspresija Snail.
Takode, pokazano je da u ovim ¢elijama Snail dovodi do brzog povecanja nivoa Twist1 proteina i
sporijeg povecanja ekspresije njegove iRNK, dok u humanim ¢elijskim linijama adenokarcinoma
SNAI1 dovodi samo do povecanja nivoa proteinske ekspresije TWIST1 (Dave i sar., 2011b). Dok se
o post-transkripcionoj regulaciji ovih proteina ne moze nista re¢i na osnovu rezultata dobijenih u
ovoj disertaciji, eksperimenti radeni na misjim ¢elijama govore u prilog moguénosti da povecana
ekspresija SNAI1 dovodi do postepenog povecanja nivoa iRNK TWIST1 u H(jE ¢elijama tretiranim
TGF-B1 do nivoa detektovanog nakon Sestog pasaZa.

Proces EMT je regulisan na viSe nivoa, pri ¢emu brojne studije sve vise ukazuju na znacaj
epigeneticke kontrole ekspresije razlicitih faktora ukljucenih u tranziciju. Tako je pokazano da
promene u metilaciji DNK prate o¢ne bolesti povezane sa procesom EMT, kao $to su pterigijum i
razliciti oblici katarakte (Riau i sar., 2011; Wang i Guan, 2017). U tkivu pterigijuma dolazi do
promene u metilaciji DNK i posledi¢no u ekspresiji gena uklju¢enih u adheziju i pokretljivost ¢elija
i remodelovanje ECM, Sto potencijalno moZe doprineti zapocinjanju procesa EMT i dovesti do
razvijanja fibroznih i neovaskularnih promena i nastanka pterigijuma. (Riau i sar., 2011). Osim
toga, pokazano je da je kod osoba sa katarakom prisutna hipermetilacija i posledi¢no smanjena
ekspresije gena za aA-kristalin ¢ija je aktivnost klju¢na za oCuvanje transparentnosti sociva (Zhou
i sar, 2012; X. ]. Zhu i sar., 2015). Takode, rezultati brojnih istrazivanja su ukazali da starenje i
razliciti stresori dovode do promena u profilu metilacije gena vaznih za remodelovanje ECM,
zastitu Celije od oksidativnog stresa i popravku DNK, i ¢ija poremecéena regulacija moZe dovesti do
pokretanja procesa EMT u epitelnim ¢elijama sociva (Palsamy i sar., 2012, 2014; Li i sar., 2014,
2016; Gao i sar., 2015; Jinisar., 2015; Wang i sar., 2015, 2016; X. Zhu i sar., 2015; Ye i sar., 2015).
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S’ obzirom na Cinjenicu da metilacija DNK predstavlja reverzibilan fenomen, demetilacija
DNK pojavila se kao efikasan pristup za zaustavljanje procesa EMT u razlicitim €elijskim linijama,
posebno u ¢elijama kancera (Gong i sar., 2017; Galle i sar., 2020), a sve sa ciljem lecenja razlic¢itih
bolesti. Tako je u jednoj zanimljivoj studiji primenom 5-aza-2'-deoksicitidina (5-aza-dC ili
decitabin) i reverzijom procesa EMT utvrdena uzrocna veza izmedu promena u metilaciji DNK i
ulaska Celija u tranziciju i sticanja rezistencije na razlicite terapeutike koji se koriste u tretmanu
kancera. Na taj nacin ukazano je da bi manipulacija metilacijom DNK mogla predstavljati
obecavajucu strategiju, ako ne u direktnom lecenju, onda u povecanju senzitivnosti ¢elija kancera
na razli¢ite terapeutike inhibicijom procesa EMT (Galle i sar., 2020). Takode, pokazano je da
demetilacija DNK moZe ¢ak dovesti i do indukcije MET, kao Sto je to slucaj sa humanom ¢elijskom
linijom HTR8/SVneo poreklom od ekstravilusnog trofoblasta koji inac¢e nastaje procesom EMT
tokom implantacije embriona i ima ulogu u invaziji i povezivanju placente i uterusa. (Chen i sar.,,
2013). Sa druge strane, demetilacija DNK pokazala se neefikasna u zaustavljanju ili reverziji
procesa EMT u pojedinim cCelijskim linijama (Chen i sar., 2004), ili ¢ak sposobna da pokrene
tranziciju humanih ¢elijskih linija kancera dojke i prostate (Ateeq i sar., 2008; Lee i sar., 2016;
Dudzik i sar., 2019). Pored toga, pokazano je i da injeciranje Celija kancera prostate pretretiranih
5-azacitidinom (5-azaC ili azacitidin) u miSa dovodi do znacajnog rasta tumora i ve¢e diseminacije
tumorskih ¢elija u poredenju sa injeciranjem netretiranih ¢elija (Lee i sar., 2016), dok injeciranje
kancer ¢elija dojke pretretiranih 5-aza-dC smanjuje rast tumora in vivo, ali i dovodi do povecane
ekspresije mnogih prometastatskih gena €ija aktivnost tokom vremena moZe dovesti do nastanka
metastaza na udaljenim lokacijama (Ateeq i sar., 2008).

Efekti koje demetilacija DNK ostvaruje u odnosu na zaustavljenje ili pokretanje procesa
EMT tokom fibroti¢nih promena u oku potvrdili su njenu dvojnu prirodu. Tako je u jednoj studiji
pokazano da hipometilacija izazvana tretmanom primarne Kulture humanih fibroblasta Tenonove
kapsule 5-aza-dC dovodi do istih posledica kao i tretman ovih ¢elija TGF-1 proteinima. Naime, i
5-aza-dC i TGF-B1 dovode do povecane ekspresije profibroti¢nih proteina (a-SMA, FN, Col1A1 i
TGFB-R) i povecavaju sposobnost migracije humanih fibroblasta Tenonove kapsule dovode¢i do
njihove diferencijacije u miofibroblaste koji doprinose nastanku subkonjuktivalne fibroze nakon
filtracione operacije glaukoma (Fuisar., 2017). Sa druge strane, zebularin, drugi DNK demetilujuci
agens je u in vitro uslovima pokazao sposobnost inhibicije klju¢nih dogadaja koji doprinose
nastanku sekundarne katarakte, a koji ukljucuju migraciju i kacenje epitelnih ¢elija sociva za
povrsSinu posteriorne kapsule i njihovu sledstvenu proliferaciju. Takode, pokazano je i da
zebularin, preko smanjenja ekspresije MeCP2 (engl. methyl CpG binding protein 2), utice na
smanjenje ekspresije a-SMA i supresiju procesa EMT pokrenutog tretmanom celijske linije
humanih epitelnih Celija so¢iva TGF-[3 proteinima. Do smanjenja nivoa MeCP2 i nekoliko markera
mezenhimskih celija, kao i do inhibicije migracije, dolazi i posle tretmana humanih celija RPE 5-
Aza-dC nakon njihovog izlaganja TGF-B proteinima, ¢ime je pokazan pozitivan efekat primene
demetiluju¢eg agensa u sprecavanju tranzicije Celija RPE i nastanka fibroznih promena na
mreznjaci (He i sar., 2015).

Na osnovu prethodno navedenih podataka iz literature koji ukazuju da je proces EMT
pracen promenama u metilaciji DNK razlicitih gena, u ovoj tezi ispitani su efekti demetilujuceg
agensa 5-AzaC na morfologiju, pokretljivost i nivo ekspresije veceg broja gena ukljucenih u proces
EMT u HCjE Celijama tretiranim TGF-B1 proteinima. Osnovni cilj primene 5-AzaC na in vitro model
EMT uspostavljen u ovoj tezi ogledao se u razjaSnjavanju mehanizama koji dovode do promena
HCJE ¢elija u pravcu mezenhimskog fenotipa i zaustavljanju ili reverziji tranzicije. Na pocetku
tretmana pazljivo je odabrana koncentracija 5-AzaC koja ¢e biti koriS¢ena u eksperimentaima, s’
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obzirom da razlicite epitelne Celije oka pokazuju razlicitu osetljivost na izlaganje demetiluju¢im
agensima. Tako je pokazano da izlaganje linije humanih epitelnih so¢iva SRA01/04 10 uM 5-Aza-
dC u trajanju od 7 dana dovodi do umiranja dve treCine tretiranih celija i velike produkcije
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (Palsamy i sar., 2012), dok su sa druge strane humane polarizovane
¢elije RPE pokazale veliku rezistenciju na citotoksi¢ne efekte 5-Aza-dC koncentracije 6 pM nakon
izlaganja ovom agensu u trajanju od 72 h (He i sar., 2015). lako su Riau i sar. tretirali liniju humanih
epitelnih ¢elija konjuktive IOBA-NHC 3 mM 5-Aza-dC, HCJE celije pokazale su se osetljivim na
tretman 5-azaC (Riauisar., 2011). Zbog toga je za tretmane HCjE Celija 5-AzaC u trajanju od 5 dana,
odabrana koncentracija 5-azaC od 0,05 uM koja obezbeduje preZivljavanje 80% HCjE celija nakon
izlaganja agensu u periodu od 72 h. HCJE Celije su tretirane 5-azaC u dva vremenska perioda: (i)
izmedu petog i Sestog pasaZa, da bi se ispitali neposredni efekti 5-AzaC na ekspresiju gena i (ii)
izmedu drugog i tre¢eg pasaZza nakon cega su Celije do Sestog pasaZa gajene samo u prisustvu TGF-
B1 (period oporavka), da bi se ispitali produZeni efekti ovog agensa prisutni i nakon 15 dana od
tretmana 5-AzaC. U prilog ispitivanju produZenih efekata 5-AzaC u okviru ove teze govore studije
koje su pokazale da kratkotrajno izlaganje demetiluju¢im agensima dovodi do dugotrajnih
promena i nekog vida ,, memorije” u tretiranim ¢elijama. Dve ranije pomenute studije pokazale su
da ekspresija gena pokrenuta ¢etvorodnevnim tretmanom 5-AzaC ili sedmodnevnim tretmanom
5-Aza-dC opstaje cak 28 i 42 dana, respektivno, nakon inokulacije tretiranih celija u in vivo model
(Ateeqisar., 2008; Lee i sar., 2016). Slicno tome, pokazano je i da trodnevni tretman Cetiri humane
epitelne Celijske linije kancera nanomolarnim koncentracijama 5-Aza-dCi 5-AzaC (dvai deset puta
veéim nego Sto je to slucaj u ovoj tezi, respektivno), pra¢en subkutanom injeciranjem pretretiranih
¢elija u miSa, nakon 7-14 dana znacajno smanjuje veli¢inu ksenografta koja opstaje i u serijski
transplantiranim sekundarnim ksenograftima (Tsai i sar., 2012). Takode, i in vitro studije ukazuju
da kratkotrajan tretman celija 5-Aza-dC pokazuje prolongirane efekte koji se odrazavaju na nivo
metilacije i ekspresije razlicitih gena u trajanju od 30 i 42 dana (Yang i sar., 2014; Ramos i sar.,
2015).

Rezultati prikazani u ovoj disertaciji pokazali su da je 5-AzaC sposobna da zaustavi
morfoloSke promene pokrenute tretmanom TGF-f1 i smanji sposobnost migracije HCJE celija,
ukazuju¢i na vaznost metilacije DNK u procesu EMT. Takode, tretman 5-AzaC sa periodom
oporavka pokazao se efikasnijim u poredenju sa tretmanom 5-AzaC bez perioda oporavka,
ukazujuci da se jaci uticaj demetilacije DNK moZe videti nakon odredenog vremenskog periodaili/i
nakon visestrukih ¢elijskih deobai/ili da specifi¢ni geni ostaju demetilovani duzi vremenski period
dovodeci do izrazitijih fenotipskih promena HCjE cCelija. Isti ishod bio je oc¢igledan i nakon praéenja
ekspresije gena povezanih sa procesom EMT koje je potvrdilo da tretman HCjE celija 5-AzaC bez
perioda oporavka dovodi do manjeg pada, dok tretman HCjE ¢elija 5-AzaC sa periodom oporavka
dovodi do veleg smanjenja ekspresije mezenhimskih marker gena u poredenju sa celijama
tretiranim samo TGF-B1. Ovaj rezultat je bio pra¢en samo malim poveéanjem ekspresije epitelnih
marker gena, $to predstavlja interesantan rezultat s’ obzirom da hipermetilacija promotora CDH1
gena predstavlja vaZan mehanizam koji dovodi do gubitka ekspresije E-kadherina tokom
progresije kancera (Lombaerts i sar., 2006; Berxi van Roy, 2009). Takode, pokazano je i da tretman
5-AzaC dovodi do ponovne ekspresije E-kadherina i oCuvanja epitelne morfologije kod velikog
broja razli¢itih humanih ¢elijskih linija kancera (Graffi sar., 1995; Yoshiurai sar., 1995; Nam i sar.,
2004). Izuzev kod kancera, pokazano je i da je hipermetilacija promotora E-kadherina ukljucena u
smanjenje ekspresije ovog proteina i u razvicu pterigijuma (Young i sar., 2010). Tako je
hipermetilacija promotora CDH1 gena detektovana kod 26,7% uzoraka tkiva pterigijuma, od kojih
kod 65,6% nije detektovana proteinska ekspresija E-kadherina. Osim toga, rezultati dobijeni u
okviru ove teze pokazali su da nakon infekcije HCJE Celija bakterijom C. trachomatis dolazi do
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smanjene ekspresije E-kadherina koja se nalazi u korelaciji sa pove¢anim nivoom metilacije
promotora CDHI, ¢ime je i trahom potencijalno postao ocna bolest za koju je pokazano da
hipermetilacija gena za E-kadherin ima ulogu u nastanku patologije.

Zbog brojnih podataka iz literature koji ukazuju na znacaj metilacije gena za E-kadherin u
pokretanju procesa EMT, kao i s’ obzirom na to da su tretmani HCjJE ¢elija 5-AzaC doveli do malog
povecanja njegove ekspresije u odnosu na nivo prisutan u Celijama tretiranim samo TGF-f31,
odreden je i procenat metilacije CDHI u ovim uzorcima. HRM analiza je pokazala da nakon
tretmana Celija TGF-B1 proteinima dolazi do znacajnog porasta metilacije DNK analiziranog
regiona promotora CDH1 $to je u korelaciji sa detektovanim smanjenjem nivoa njegove ekspresije,
ali da tretmani HCJE ¢elija 5-AzaC ne dovode do znacajnih promena u nivou metilacije DNK i
ekspresije CDH1. lako ovo naizgled predstavlja neocekivan rezultat, Fukagawa i sar. su pokazali da
je gen za E-kadherin, iako je u njegovom promotoru prisutna metilacija, otporan na tretman 5-Aza-
dC. Tako, tretman humane celijske linije agresivnog karcinoma dojke demetiluju¢im agensom 5-
Aza-dC nije imao uticaja na ekspresiju CDH1, zahvaljuju¢i interakciji ZEB1 sa enzimom DNMT1 koji
odrzava metilaciju DNK CDH1, pri cemu je povecana ekspresija E-kadherina primecena samo kada
su Celije tretirane 5-Aza-dC u odsustvu ZEB1 proteina (Fukagawa i sar., 2015). Takode, Sproul i sar.
su pokazali da manje od 10% gena koji su reprimirani kod kancera dojke, a medu koje spada i
CDH1, koji se metiluju tokom gubitka multipotentnosti i diferencijacije ¢elija, moZe biti ponovo
aktivirano tretmanom 5-Aza-dC (Sprouli sar., 2011). Navedeni podaci ukazuju na neke mehanizme
koji bi potencijalno mogli da objasne rezultate dobijene u ovoj disertaciji. Moguce je da gen za E-
kadherin nakon tretmana HCJE c¢elija TGF-B1 proteinima delimi¢no postaje otporan na
demetilaciju, kao i da su u regulaciji ekspresije CHD1 gena ukljuceni i drugi epigeneticki
mehanizmi, pre svega metilacija i acetilacija histona, ¢ija bi modulacija nakon tretmana 5-AzaC bila
odgovorna za mali porast ekspresije E-kadherina. Iako je tretman 5-AzaC sa periodom oporavka
doveo do jako malog povecanja u nivoa E-kadherina, tesko bi se moglo pretpostaviti da bi toliki
porast ekspresije CDHI mogao biti odgovoran za zaustavljenje i delimi¢nu reverziju procesa EMT.

Sa druge strane, najuocljiviji efekat tretmana 5-AzaC sa periodom oporavka bio je
smanjenje nivoa ekspresije brojnih gena uklju¢enih u o¢uvanje mezenhimskog fenotipa, iako bi se
pre moglo ocekivati da se glavni efekat demetilacije DNK manifestuje u poveéanoj ekspresiji gena,
i na osnovu same uloge DNK metilacije u regulaciji genske ekspresije, ali i na osnovu literaturnih i
prethodno dobijenih rezultata u ovoj tezi. Povecanje ekspresije epitelnih marker gena, pre svega
E-kadherina, indukovano demetilacijom DNK bilo bi znacajno u svetlu potencijala ovakvog
tretmana za reverziju procesa EMT, kao Sto je i nagoveSteno eksperimentima uradenim nakon
infekcije HCJE ¢elija bakterijom C. trachomatis. Ipak, neocekivan i selektivan efekat tretmana 5-
AzaC sa periodom oporavka, detektovan kao smanjenje ekspresije mezenhimskih marker gena,
ukazuje da nijedan od ispitivanih gena markera najverovatnije nije direktan target 5-AzaC. Upravo
ovakva specifi¢nost efekata DNA demetilujuceg agensa na HCjJE Celije kod kojih je pokrenut EMT
proces ukazala je na scenario po kome 5-AzaC ostvaruje svoje dejstvo demetilacijom uzvodnih
represora transkripcije. Imaju¢i u vidu znacaj miRNK za regulaciju procesa EMT, efekti 5-AzaC su
pripisani demetilaciji DNK gena za miRNK, dobro opisanoj klasi transkripcionih represora. Brojne
eksperimentalne studije su pokazale da miRNK ucestvuju u regulisanju homeostaze svih tipova
¢elija, dok su poremecaji u nivou njihove ekspresije ukljuceni u etiologiju velikog broja patoloskih
procesa u organizmu. Tako je pokazano da miRNK regulisu i proces EMT preko interakcije sa
pulom vaZnih molekula ukljucenih u tranziciju, moduliSu¢i njihovu ekspresiju i posledi¢no njihovu
funkciju. Zbog sloZenosti samog procesa EMT, i molekuli regulisani od strane miRNK su brojni i
raznovrsni, i uklju¢uju mezenhimske proteine N-kadherin, fibronektin i vimentin, citoskeletne i
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proteine koji uc¢estvuju u formiranju epitelnih meducelijskih veza kao Sto su E-kadherin i okludin,
i Sto je najvaZznije, transkripcione faktore sa centralnom ulogom u odigravanju procesa EMT (Abba
isar, 2016; Exposito-Villénisar., 2018). Pokazano je da se poremecena ekspresija razlic¢itih miRNK
nalazi u korelaciji i sa razli¢itim bolestima oka povezanim sa procesom EMT (Raghunath i Perumal,
2015). Tako je u epitelnim ¢elijama sociva tokom procesa formiranja primarne katarakte kod
pacova ustanovljena smanjena ekspresija nekoliko miRNK koje potencijalno mogu ucestvovati u
regulaciji gena povezanih sa genima koji kodiraju proteine ECM i signalnim putevima faktora rasta
ukljucujudi i signalne puteve pokrenute TGF-8 proteinima (Kubo i sar., 2013). Osim toga, tokom
nastanka sekundarne karatrakte kod coveka je pokazana znacajno niZa ekspresija miRNK za koje
je poznato da dovode do smanjene ekspresije SMAD4 proteina, pri ¢emu ponovna ekspresija ovih
miRNK u primarnim epitelnim c¢elijama sociva sa kataraktom i liniji epitelnih celija sociva
tretiranim TGF-3 dovodi do reverzije procesa EMT (Wang i sar., 2013; Dong i sar., 2014). Takode,
istrazivanja su pokazala da su miRNK domacina ukljucene i u patogenezu i progresiju trahoma, a
samim tim potencijalno i u pokretanje procesa EMT u konjuktivi (Derrick i sar., 2013, 2016b,
2017). Jedna studija je identifikovala miRNK ¢iji se nivo ekspresije nalazi u direktnoj vezi sa
stepenom Klinicke inflamacije kod pacijenata sa folikularnim trahomom u ranoj fazi bolesti. S’
obzirom da je poznato da ove miRNK imaju ulogu u regulaciji imunskog odgovora domacina ili
ucestvuju u zarastanju rana u odgovoru na povredu epitela oka, smatra se da njihova poremecena
ekspresija kod pacijenata sa TF moZe dovesti do uspostavljanja hroni¢ne inflamacije i produZenog
zarastanja koji mogu biti povezani sa nastankom oZiljacnog tkiva na konjuktivi (Derrick i sar.,
2016b). U drugoj studiji u kojoj je prac¢ena diferencijalna ekspresija miRNK kod pacijenata sa ve¢
formiranim oZiljcima na konjuktivi i zdravih osoba, pokazano je da dolazi do poremecene
ekspresije miRNK ¢iji su potencijalni ciljni geni ukljuceni u signalne puteve vazne za diferencijaciju
epitelnih ¢elija i nastanak fibroze, medu kojima se nalaze i TGF-f3 i WNT signalni putevi (Derrick i
sar.,, 2013). Takode, i na in vivo modelu genitalne infekcije miSa bakterijom C. trachomatis,
utvrdeno je da infekcija dovodi do smanjene ekspresije miRNK ukljuCenih u odrzavanje
funkcionalnog integriteta epitelnih Celija i povecane ekspresije miRNK za koje je poznato da
stimuliSu proces EMT, fibrozu i nastanak tumora (Igietseme i sar., 2015), pri ¢emu je detaljna
bioinformaticka analiza potvrdila da ove miRNK mogu ucestvovati u regulaciji molekula kao Sto su
TGF-B, TGF-BR1, Smad3, Smad2, Snail2, E-kadherin i kolagen I, I11 i IV (Igietseme i sar., 2018).

lako je klju¢na uloga miRNK u regulaciji procesa EMT ve¢ utvrdena u razli¢itim model
sistemima (Abba i sar., 2016; Expdsito-Villén i sar., 2018), kao i u pojedinim bolestima oka,
ukljucujudi i infekciju bakterijom C. trachomatis, podaci o obrascu promene ekspresije miRNK
povezanih sa EMT i regulaciji njihove ekspresije u ¢elijama konjuktive i dalje nisu potpuni. Zbog
toga je u ovoj tezi ispitan ekspresioni profil 84 odabrane miRNK u HCjJE ¢elijama nakon pokretanja
procesa EMT dugotrajnim tretmanom TGF-B1 proteinima. Osim toga, ispitan je i nivo ekspresije
ovih miRNK u HCjE ¢elijama tretiranim TGF-1 proteinima nakon tretmana 5-AzaC sa i bez perioda
oporavka koje je omogucdilo identifikaciju onih miRNK koje su istovremeno ukljucene u pokretanje
procesa EMT i Cija je ekspresija regulisana metilacijom DNK. Medu miRNK ¢ija ekspresija se
uvecala vise od deset puta nakon indukcije EMT u HCjJE ¢elijama u odnosu na kontrolni nivo (miR-
10a, miR-10b, miR-143, miR-145, miR-146a i miR-196a), za bicistronski gen koji kodira za miR-
143 i miR-145 je poznato da se nalazi pod direktnom transkripcionom kontrolom TGF-1 (Long i
Miano, 2011), Sto moZe objasniti veliko povecanje ekspresije ovih miRNK u HCjJE celijama
tretiranim TGF-f1 proteinima. Ipak, iako mezotelijalne Celije nakon izlaganja TFG-f1 povecavaju
ekspresiju miR-145 koja promoviSe proces EMT i u€estvuje u razvijanju peritonealne fibroze (Wu
i sar,, 2019), Sto je u skladu sa indukcijom ekspresije detektovanim u ovoj tezi, brojne studije
ukazuju da ekspresija miR-145 dovodi do inhibicije proliferacije, migracije, invazije i tranzicije
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razlicitih Celija kancera (Zhai i sar., 2016; Chang i sar., 2017; Lei i sar., 2017; Mei i sar., 2017; Tang
i sar,, 2019; Chen i sar., 2020). Ni u tkivu konjuktive joS uvek nije jasno definisana precizna uloga
miR-143 i miR-145. Ispitivanje nivoa miR-145 u tkivu pterigijuma kod 253 pacijenata je pokazala
negativnu korelaciju izmedu ozbiljnosti pterigijuma i nivoa ekspresije miR-145, Sto je u saglasnosti
sa predloZenom ulogom ove miRNK u tumor-supresorskoj aktivnosti (Chien i sar., 2013). Sa druge
strane, Teng i sar. su pokazali da je nivo ekspresije miR-143 i miR-145 u primarnom pterigijumu
znacajno viSi u poredenju sa nivoom detektovanim u kontrolnoj konjuktivi, ukazujuc¢i da bi
ekspresija klastera miR-143/145 mogla biti pokrenuta u patoloskim stanjima (Teng i sar., 2018).
U saglasnosti sa tim rezultatima, u ovoj tezi je pokazano da je pokretanje procesa EMT u HCJE
Celijama povezano sa poveénom ekspesijom klastera miR-143/145. Ipak moguce je i da u
eksperimentalnom modelu koriS¢enom u ovoj tezi miR-143 i miR-145 funkcioniSu kao tumor-
supresori ali da njihova povecana ekspresija u HCJE ¢elijama nakon tretmana TGF-f1 nije bila
dovoljna za zaustavljanje procesa tranzicije. Naime, Teng i sar. su nakon utvrdivanja precizne
lokalizacije u tkivu pterigijuma, pokazali da se klaster miR-143/145 dominantno eksprimira u
bazalnom epitelu konjuktive, gde ove miRNK dovode do suprimiranja ekspresije onkogenog
proteina MDM?2 i, preko tumor-supresorskog proteina p53, do aktivacije apoptotskih gena (Teng i
sar., 2018). Tretmani 5-AzaC, posebno tretman 5-AzaC sa periodom oporavka, dovele su do daljeg
povecanja u ekspresiji miR-143 i miR-145 u HCjJE cCelijama tretiranim TGF-B1, potvrdujuci
prethodna zapaZanja da se stepen metilacije DNK promotorskog regiona klastera miR-143/145
nalazi u korelaciji sa njihovom ekspresijom kod nekoliko humanih ¢elijskih linija karcinoma, kao i
u vaskularnim glatkim miSi¢nim celijama (Xia i sar., 2015; Zhang i sar., 2016; Gao i sar., 2019).
Inace, moglo bi se re¢i da efekti tretmana 5-AzaC predstavljaju ukupan zbir efekata proistekao iz
supresije i aktivacije brojnih gena ¢ija je ekspresija regulisana metilacijom DNK. U eksperimentima
radenim u okviru ove teze, nakon pokretanja procesa EMT u HCJE ¢elijama, ukupan efekat
demetilacije DNK odrazio se na zaustavljanje tranzicije, ak i uprkos ¢injenici da postoji mogucnost
da je u odnosu na nivo ekspresije miR-143 i miR-145 tretman 5-AzaC pomerio ravnotezu ka
odigravanju procesa EMT.

Sa druge strane, miR-200a, miR-141, miR-182, miR-148a, miR-18a, miR-200b, miR-200c,
miR-205, miR-20b i miR-215 predstavljaju miRNK ¢iji nivo ekspresije viSe nego dvostruko pada
nakon tretmana HCjJE celija TGF-B1 proteinima i pokretanja procesa EMT u odnosu na nivo
prisutan u kontrolnim HCjJE ¢elijama. Medu prethodno nabrojanim miRNK najizraZeniji pad je
primecen u nivou ekspresije ¢lanova familije miR-200 i miR-205 Sto ne predstavlja iznenadenje s’
obzirom da se ove miRNK smatraju ¢uvarima epitelnog fenotipa i jednim od klju¢nih regulatora
procesa EMT, ukljuc¢ene u njegovu supresiju (Christoffersen i sar., 2007; Bracken i sar., 2008; Burk
i sar., 2008; Gregory i sar., 2008a; Korpal i sar., 2008; Park i sar., 2008). Osim $to se povecano
eksprimiraju u tkivima adulta sa visokim udelom epitelnih c¢elija, istraZivanja radena na
embrionima razli¢itih kicmenjaka pokazala su da se ekspresija familije miR-200 i miR-205 pokrece
rano tokom embriogeneze u endodermu i ektodermu, dok njihova ekspresija izostaje u
mezodermu koji se formira procesom EMT (Wienholds i sar., 2005; Darnell i sar., 2006; Yi i sar.,
2006; Landgrafi sar., 2007; Gregory i sar., 2008a). Inace, od ukupno 84 analizirane miRNK tokom
izrade ove teze, HCJE ¢elije u normalnim uslovima pokazuju najvisu ekspresiju miR-205, miR-200c
i miR-141, Sto je u saglasnosti i sa studijom Derrick i sar., koji su medu 853 detektovane miRNK u
HCjE celijama ustanovili veoma visoku ekspresiju istih miRNK (Derrick i sar., 2016b), ¢ime je
dodatno potvrdena njihova ekspresija specificna za epitelne celije. I ispitivanje ekspresionih
profila miRNK u 60 celijskih linija kancera i kod pacijenata sa kancerom ovarijuma identifikovala
su familiju miR-200 kao zajednicki marker za Celije sa epitelnim karakteristikama (pozitivne na E-
kadherin i negativne na vimentin) (Park i sar., 2008). Takode, u skladu sa rezultatima dobijenim u

99



ovoj tezi, eksperimenti radeni na razli¢itim cCelijskim linijama pokazali su da do smanjene
ekspresije ¢lanova miR-200 familije i miR-205 dolazi nakon tretmana TGF-f1 proteinima i
pokretanja procesa EMT (Gregory i sar., 2008b; Korpal i sar., 2008; Duan i Chen, 2016; Sun i sar.,
2019). Clanovi familije miR-200 i miR-205 omoguéavaju ouvanje epitelnog fenotipa putem
direktnog targetovanja iRNK transkripcionih faktora uklju¢enih u proces EMT (Christoffersen i
sar., 2007; Gregory i sar., 2008b; Korpal i sar., 2008). Naime, u 3' UTR iRNK ZEB1 i ZEBZ gena
identifikovano je viSe vezivnih mesta za miR-200a, miR-141, miR-200b, miR-200c i miR-205 pri
¢emu je pokazano da ove miRNK kooperativno regulisu ekspresiju ZEB1 i ZEB2 ostvaruju¢i na taj
nacin klju¢nu ulogu u odigravanju metastatskog procesa i progresiji tumora (Gregory i sar.,
2008b). Takode, pokazano je i da u tkivu pterigijuma dolazi do smanjene ekspresije ¢lanova
familije miR-200, miR-200a, miR-200b, miR-141 i miR-429 u poredenju sa normalnom
konjuktivom (Engelsvold i sar., 2013). Dodatna istrazZivanja radena na primarnim Ccelijama
pterigijuma su ukazala da mehanizam kojileZi u osnovi nastanka pterigijuma ukljucuje inaktivaciju
proteina p53 koja dovodi do smanjenog nivoa miR-200a i do posledi¢no povecane ekspresije
proteina ZEB1 i ZEB2 koji pokrecu proces EMT (Wu i sar., 2016). Prisustvo zajednickih
mehanizama koji dovode do pokretanja procesa EMT u pterigijumu i tokom formiranja metastaza
ne predstavlja veliko iznenadenje, s’ obzirom da se pterigijum smatra stanjem koga karakterisSe
poremecena ekspresija proteina p53 i nekancerogena, ali nekontrolisana proliferacija celija
konjuktive (Chuiisar., 2011). Iako je u ovoj disertaciji pokazano da infekcija HCJE ¢elija bakterijom
C. trachomatis dovodi do pokretanja procesa EMT, promene u nivou ekspresije miRNK nisu
ispitivane. Zbog toga su zanimljivi podaci iz literature koji ukazuju na smanjenu ekspresiju
pojedinih ¢lanova familije miR-200 u in vivo modelu genitalne infekcije miSa C. trachomatis
(Igietseme i sar. 2015) ili C. muridarum (Yeruva i sar., 2017), kao i podaci koji, na osnovu
diferencijalno eksprimiranih gena kod zdravih i obolelih osoba, ukazuju da bi bi miR-200b, miR-
200c i miR-429 mogle biti povezane sa trahomom (Natividad i sar., 2010; Burton i sar., 2011b;
Derrick i sar., 2015). U ovoj tezi je pokazano da pokretanje procesa EMT u HCjJE ¢elijama nakon
dugotrajnog tretmana TGF-1 proteinima medu ispitivanim miRNK, dovodi do najveceg smanjenja
ekspresije ¢lanova familije miR-200 kao Sto je to zabeleZeno i u slucaju razli¢itih kancera,
pterigijuma i nakon genitalne infekcije C. trachomatis. Osim familije miR-200 opisane su i brojne
druge miRNK vazne za pokretanje procesa EMT (Abba i sar., 2016; Expésito-Villén i sar., 2018).
Ipak, rezultati dobijeni u okviru ove teze ukazuju da je familija miR-200, posebno miR-200a i miR-
200b, glavni faktor koji odrZava epitelni fenotip humanih ¢elija konjuktive, s’ obzirom da se
smanjena ekspresija ovih miRNK nalazi u korelaciji sa tranzicijom HCJE celija u mezenhimski
fenotip.

Ekspresija familije miR-200 regulisana je na viSe nivoa. Tako je pokazano da ZEB1
vezivanjem za odgovaraju¢e sekvence u okviru promotorskog regiona direktno suprimira
transkripciju miR-200c i miR-141, dok vezivanje ZEB1 i ZEB2 dovodi do transkripcione represije
miR-200b, miR-200a i miR-429, ukazuju¢i na dvostruku negativnu povratnu spregu izmedu
¢lanova familije miR-200 i proteina ZEB vaZnu za regulaciju procesa EMT (Bracken i sar., 2008;
Burk i sar., 2008). Dodatan nivo regulacije ekspresije familije miR-200 odigrava se putem
metilacije DNK. Odredivanje nivoa metilacije DNK u ¢elijskim linijama koje predstavljaju najcesce
humane tipove tumora je ustanovilo prisustvo negativne korelacije izmedu nivoa metilacje DNK
promotora oba lokusa miR-200 i nivoa ekspresije odgovarajuc¢ih ¢lanova familije miR-200
(Davalos i sar., 2012). Naime, u brojnim celijskim linijama kancera sa mezenhimskim, agresivnim
i invazivnim fenotipom promotori lokusa miR-200 su gotovo ili potpuno metilovani i te Celije ne
eksprimiraju ¢lanove familije miR-200, dok je u Celijskim linijama kancera sa epitelnim fenotipom
situacija obrnuta (Ceppi i sar., 2010; Neves i sar., 2010; Vrba i sar., 2010; Wiklund i sar., 2011;
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Davalos i sar., 2012). Takode, u normalnoj mukozi kolona CpG ostrvca oba lokusa miR-200 u
epitelnim Celijama Liberkinovih kolorektalnih kripti su nemetilovana i te celije eksprimiraju
odgovarajuce transkripte, dok mezenhimske stromalne celije lamine proprije ne eksprimiraju
¢lanove miR-200 familije i kod njih je prisutna hipermetilacija promotora oba lokusa miR-200
(Davalos i sar., 2012). U skladu sa navedenim podacima, u ovoj tezi je pokazano da tretman HCjJE
¢elija 5-AzaC sa periodom oporavka vraca ekspresiju ¢lanova familije miR-200 ka nivou prisutnom
u kontroli, potvrduju¢i ukljuenost metilacije DNK u regulaciju njihove ekspresije u celijama
konjuktive. HRM i bisulfitno sekvenciranje su potvrdili da je proces EMT pokrenut dugotrajnim
tretmanom HCJE cCelija TGF-1 proteinima pracen povecanjem nivoa metilacije DNK u okviru
promotora oba lokusa miR-200. Iako tretman TGF-f31 nije doveo do potpune metilacije u okviru
analiziranih regiona promotora ova dva lokusa, podaci iz literature govore da se efikasno
utiSavanje ekspresije miR-200c/141 postiZe ve¢ sa srednjim nivoom metilacije DNK (Neves i sar,
2010). Takode, u ovoj disertaciji je pokazano i da tretman 5-AzaC sa periodom oporavka demetiluje
analizirane regione promotora oba lokusa miR-200, s’ obzirom da je pokazano da procenat
metilovanih CpG dinukleotida nakon tretmana pada gotovo na kontrolni nivo. Iz navedenih
rezultata moZe se zakljuciti da se nivo ekspresije oba lokusa miR-200 nalazi u korelaciji sa
metilacionim statusom njihovih promotora, kao i u asocijaciji sa epitelnim ili mezenhimskim
stanjem HCjE ¢elija.

Funkcionalne implikacije detektovanih promena u metilacionom statusu analiziranih CpG
dinukleotida mogle bi se ogledati u modifikaciji sposobnosti vezivanja transkripcionih faktora za
razli¢ito metilovanu DNK. Iz literature je poznato da se u analiziranom regionu promotora lokusa
miR-200a/b/429 nalaze tri vezuju¢a mesta za ZEB proteine (Bracken i sar. 2008), dok se u
analiziranom segmentu promotora lokusa miR-200c/141 nalazi jedno vezujue mesto za ZEB
proteine (Burk i sar. 2008). Predikcija mesta vezivanja transkripcionih faktora koris¢enjem
Match™ softvera je pokazala da odabrani regioni lokusa miR-200a/b/429 sadrZe, izmedu ostalih,
i tri vezuju¢a mesta za SP1 i jedno vezujuce mesto za c-MYB, dok analizirana sekvenca promotora
lokusa miR-200c/141 sadrzi Cetiri SP1 vezuju¢a mesta. Kao Sto je prethodno pomenuto, ZEB
proteini su dobro poznati represori, dok SP1 i c-MYB funkcioniSu kao aktivatori transkripcije
familije miR-200 (Pieraccioli i sar., 2013; Kolesnikoff i sar., 2014). Takode je utvrdeno da krajnji
efekat vezivanja transkripcionih faktora za promotore oba lokusa familije miR-200, a koji moZe
dovesti do inhibicije ili aktivacije ekspresije familije miR-200, zavisi od prisustva transkripcionog
faktora ZEB1. Naime, i za SP1 i za c-MYB je pokazano da ucestvuju u odrzavanju epitelnog fenotipa
putem aktivacije ekspresije familije miR-200, dok pojava ZEB1 nakon pokretanja procesa EMT
sprecava njihovo vezivanje za odgovarajuce sekvence u okviru promotora, tako da represija
preteze nad aktivacijom transkripcije (Pieraccioli i sar., 2013; Kolesnikoff i sar., 2014). Uzimajuci
u obzir da neki od diferencijalno metilovanih CpG dinukleotida u analiziranim promotorskim
regionima lokusa miR-200 pripadaju vezuju¢im mestima za proteine SP1 i C-MYB, moZe se
pretpostaviti da povecanje metilacije DNK u HCJE Celijama tretiranim TGF-1 narusava vezivanje
aktivatora i zajedno sa istovremenom pojavom transkripcionih represora ZEB posledi¢no dovodi
do smanjene ekspresije clanova familije miR-200 Sto za uzvrat omogucava tranziciju HCJE ¢elija ka
mezenhimskom fenotipu.

Rezultati dobijeni tokom izrade ove disertacije ukazuju da se stepen metilacije DNK u
okviru analiziranih regiona promotora oba lokusa miR-200 nalazi u negativnoj korelaciji sa
nivoom njihove ekspresije u HCJE Celijama, i da s’ toga moze predstavljati odlucuju¢i mehanizam u
odlucivanju sudbine ovih c¢elija u kontekstu zapocinjanja procesa EMT. U ovoj eksperimentalnoj
postavci, neposredni uzrok primecenih promena u obrascu metilacije lokusa miR-200 tokom
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odigravanja procesa EMT moze biti tretman HCjE Celija TGF-f1 proteinima. Prethodne studije su
pokazale Sirok spektar efekata koji tretman TGF-f1 ostvaruje na profil metilacije DNK, u zavisnosti
od tipa Celija i eksperimentalnog modela, od odsustva bilo kakvih primec¢enih promena (McDonald
isar, 2011) do reverzibilne hipermetilacije (Cardenas i sar., 2014; Carmona i sar., 2014). Ipak, ¢ini
se da dugotrajno izlaganja celija TGF-B1 proteinima dovodi do metilacije CpG dinukleotida, s’
obzirom da tretman celija u trajanju od 36 h nije doveo do promena u nivou metilacije DNK
(McDonald i sar., 2011), dok je porast metilacije 441010 CpG dinukleotida rasporedenih u okviru
sekvenci promotora, introna i egzona, povezan sa transkipcionom regulacijom gena ukljuc¢enih u
odigravanje procesa EMT, detektovan nakon 30 dana tretmana (Carmona i sar., 2014). Takode,
Gregory i sar. su pokazali da se metilacija DNK u okviru promotora oba lokusa miR-200
progresivnho poveCava sa trajanjem tretmana TGF-B1 pri ¢emu je to povecanje praceno
progresivnim smanjenjem ekspresije ¢lanova familije miR-200 (Gregory i sar., 2011), Sto je u
saglasnosti sa rezultatima dobijenim u ovoj tezi. Osim toga, i povecana ekspresija i aktivnost
enzima DNMT je povezana sa hipermetilacijom miR-200 lokusa i pokretanjem procesa EMT
(Pistore i sar., 2017; Luo i sar., 2019), pri ¢emu tokom izrade ove disertacije nije utvrdeno koja je
grupa enzima DNMT ukljucena u hipermetilaciju lokusa miR-200 u HCjJE ¢elijama.

Brojni, ve¢ pomenuti, podaci iz literature pokazuju da ekspresija familije miR-200 inhibira
proces EMT u ¢elijama poreklom iz razli¢itih tkiva i organa. U ovoj doktorskoj disertaciji ¢lanovi
familije miR-200 su identifikovani kao klju¢ni molekuli uklju¢eni u pokretanje procesa EMT nakon
tretmana HCjE Celija TGF-B1 proteinima, a koji bi potencijalno mogli da predstavljaju specificne
targete prilikom tretmana bolesti konjuktive povezanim sa procesom tranzicije. Takode, pokazano
je i da je ekspresija ovih miRNK regulisana metilacijom DNK, $to ukazuje na znacaj epigeneticke
regulacije procesa EMT u humanim epitelnim ¢elijama konjuktive. Sa druge strane, za model
procesa EMT pokrenut infekcijom HCjJE celija bakterijom C. trachomatis, tek ostaje da se utvdi
znacaj ekspresije ¢lanova miR-200 familije i metilacije njihovih gena. Identifikacija familije miR-
200 kao targeta za potencijalni terapeutski tretman je od posebnog znacaja, s’ obzirom da
nedostatak specificnih gena predstavlja osnovni problem za primenu epigenetickih agenasa u
terapiji bolesti oka (He i sar., 2013). Polje epigenetike se neprekidno Siri i napredak u tehnologiji
ve¢ dozvoljava ciljanu demetilaciju koriS¢enjem epigenetickih alata baziranih na CRISPR/Cas9
tehnologiji (Choudhury i sar., 2016; Xu i sar., 2018), dok dostupnost oka omoguéava lokalnu
aplikaciju robusnih alata za editovanje gena ¢ime bi se izbegli neZeljeni sporedni efekti povezani
sa sistemskom primenom nespecificnog demetilujuceg agensa kao Sto je 5-AzaC. Kako su ¢lanovi
familije miR-200 organizovani u klastere, targetovana demetilacija jednog promotora obezbedila
bi ekspresiju svih ¢lanova klastera. S’ toga, uzimajuci u obzir sve nabrojane benefite, rezultati
dobijeni u ovoj tezi ukazuju da bi direktna demetilacija promotora familije miR-200 mogla
predstavljati novu terapeutsku strategiju u tretmanu onih bolesti konjuktive u kojima proces EMT
ima znacajnu ulogu.
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6.ZAKLJUCCI

Shodno postavljenim ciljevima eksperimenata uradenih u okviru ove doktorske
disertacije, dobijeni i prikazani rezultati upucuju na sledece zakljucke:

1. Infekcija bakterijom Chlamydia trachomatis dovodi do pokretanja procesa EMT u celijskoj
liniji humanih epitelnih ¢elija konjuktive (HCjJE), $to je zakljuceno na osnovu:

» Povecanja ekspresije glavnih induktora procesa EMT, TGF-f31 i TGF-f2 proteina, na
nivou iRNK

» Aktivacije signalnih puteva uklju¢enih u pokretanje procesa EMT (TGF-3i WNT
signalnih puteva i signalnih puteva nizvodno od integrina i receptora sa tirozin
kinaznom aktivnoscu)

» Povecanja ekspresije transkripcionih faktora ukljucenih u pokretanje procesa EMT,
SNAI1 i ZEB2, na nivou iRNK

» Smanjenja ekspresije markera epitelnih ¢elija E-kadherina i povecanja ekspresije
markera mezenhimskih ¢elija fibronekitina i «-SMA na nivou iRNK i proteina

2. Infekcija HCJE celija bakterijom C. trachomatis dovodi do promena u metilacionim
profilima gena koji kodiraju za markere epitelnih i mezenhimskih ¢elija, pri ¢emu dolazi
do:

» Statisticki znacajnog povecéanja nivoa metilacije DNK u okviru promotora CDH1
gena pracenog statisticki znacajnim smanjenjem ekspresije markera epitelnih celija
E-kadherina na nivou iRNK i proteina, sugerisuc¢i ulogu metilacije DNK u regulaciji
ekspresije gena koji kodira za E-kadherin u HCJE ¢elijama nakon infekcije
bakterijom C. trachomatis

» Neznatnog smanjenja nivoa metilacije DNK u prvom egzonu FN1 i ACTAZ gena
pracenog statistic¢ki znac¢ajnim povecanjem ekspresije markera mezenhimskih
¢elija fibronekitina i a-SMA na nivou iRNK i proteina, sugeriSu¢i znacaj drugih
mehanizama u regulaciji ekspresije gena koji kodiraju za fibronekitin i a-SMA

3. HCjE cCelije poseduju sposobnost da udu u proces EMT nakon dugotrajnog tretmana TGF-[3
proteinima, pri cemu TGF-1 izoforma ima najveéi potencijal za pokretanje ovog procesa,
Sto je zakljuCeno na osnovu:

» Promene morfologije HCJE ¢elija u pravcu fenotipa karakteristicnog za
mezenhimske Celije

» Povecanja pokretljivosti HCJE ¢elija

» Smanjenja ekspresije epitelnih markera (E-kadherina, okludina i dezmoplakina) na
nivou iRNK

» Povecanja ekspresije mezenhimskih markera (N-kadherina, fibronektina,
vimentina i a-SMA) na nivou iRNK
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» Povecanja ekspresije transkripcionih faktora ukljucenih u pokretanje procesa EMT
(SNAI1, ZEB2 i TWIST1) na nivou iRNK

» Smanjenja ekspresije epitelnih markera (E-kadherina i dezmoplakina) i povecanja
ekspresije mezenhimskih markera (N-kadherina i fibronektina) na proteinskom
nivou

4. Metilacija DNK ima vaznu ulogu u pokretanju i reverziji procesa EMT u HCjE Celijama
tretiranim TGF-1 proteinima, Sto je zaklju¢eno na osnovu:

» Reverzije morfoloskih promena HCjE Celija ka fenotipu karakteristicnom za
epitelne Celije nakon primene demetiluju¢eg DNK agensa

» Smanjenja pokretljivosti HCJE Celija nakon primene demetilujuceg DNK agensa

» Povecanja ekspresije proteina specifi¢nih za epitelni (E-kadherina i dezmoplakina)
i smanjenja ekspresije proteina specificnih za mezenhimski tip ¢elija (N-kadherina i
fibronektina) nakon primene demetiluju¢eg DNK agensa

5. Selektivni efekti primene demetiluju¢eg DNK agensa se, preko uticaja na nivo ekspresije
razli¢itih miRNK, manifestuju u smanjenju ekspresije veceg broja gena koji kodiraju za
proteine markere mezenhimskih Celija i transkripcione faktore ukljuene u pokretanje
procesa EMT u HCjE ¢elijama tretiranim TGF-1 proteinima, Sto je zaklju¢eno na osnovu:

» Promena u profilu ekspresije 84 gena koji kodiraju za proteine koji definisu
epitelni/mezenhimski fenotip, a koji su ukljuceni u proces EMT, nakon primene
demetiluju¢eg DNK agensa

» Promena u profilu ekspresije 84 gena koji kodiraju za miRNK uklju¢ene u proces
EMT nakon primene demetiluju¢eg DNK agensa

6. Promena profila metilacije DNK u okviru gena koji kodiraju za ¢lanove familije miR-200
ima klju¢nu ulogu u pokretanju i reverziji procesa EMT u HCjE ¢elijama tretiranim TGF-1
proteinima, $to je zakljuceno na osnovu:

» Statisticki znacajnog povecanja nivoa metilacije DNK u okviru promotorskih
regiona dva miR-200 lokusa pra¢enog smanjenjem ekspresije ¢lanova familije miR-
200 i promenama HCjE ¢elija u pravcu mezenhimskog fenotipa nakon tretmana
TGF-B1 proteinima

» Statisticki znac¢ajnog smanjenja nivoa metilacije DNK u okviru promotorskih
regiona dva miR-200 lokusa pra¢enog povecanjem ekspresije clanova familije miR-
200 i promenama HCjE ¢elija tretiranih TGF-B1 proteinima u pravcu epitelnog
fenotipa nakon primene demetiluju¢eg DNK agensa sa periodom oporavka

7. Na osnovu prethodno iznetih zakljucaka, demetilacija DNK u okviru promotora miR-200
lokusa mogla bi predstavljati novu terapeutsku strategiju u tretmanu onih bolesti
konjuktive u ¢ijoj etiologiji proces EMT igra znac¢ajnu ulogu.
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