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1. UvOD

1.1. Proupalno djelovanje stanica urodenog imunosnog sustava

Upalni odgovor je zastitna reakcija organizma, a njegova nedostatna regulacija temelj je
patogeneze mnogih bolesti. Za pokretanje i odrZzavanje upalnog odgovora presudne su stanice
urodene imunosti. Za razliku od stanica steCene imunosti Cija je aktivacija posredovana
receptorima koji prepoznaju antigene specificne za njihov klon, stanice urodene imunosti
izrazavaju receptore za prepoznavanje obrazaca (PRR, prema engl. pattern recognition
receptors). Oni prepoznaju Siroko zastupljene antigene podijeljene na molekularne obrasce
patogenih mikroorganizama (PAMP, prema engl. pathogen-associated molecular pattern),
poput peptidoglikana ili lipoproteina bakterijske stijenke, i molekularne obrasce povezane s
oste¢enjem tkiva (DAMP, prema engl. damage-associated molecular pattern), poput
bjelanCevina toplinskog stresa (HSP, prema engl. heat shock proteins) ili izvanstaniénog
adenozin trifosfata (ATP) (Newton i Dixit 2012). Aktivhost stanica dodatno nadziru posrednici
poput citokina, kemokina, Fc dijelova protutijela i komponenata komplementa vezuéi se na
odgovarajuée receptore. Signali se s receptora prenose unutarstaniénim putevima o &ijem
medudjelovanju ovisi kona¢na izvrdna reakcija stanice. Primjeri proupalnih signalnih puteva su
put aktivacije jezgrenog Cimbenika kB (NFkB, prema engl. nuclear factor k-light-chain-
enhancer of activated B cells) i put aktivacije proteinskih kinaza aktiviranih mitogenom (MAPK,
prema engl. mitogen-activated protein kinase). NFkB je transkripcijski ¢imbenik koji se u
citoplazmi nalazi u inaktivnom stanju, u sklopu s inhibitorskom podjedinicom kB (IkB, prema
engl. inhibitor of kB) &ijom se fosforilacijom NFkB izdvaja iz sklopa i premjesta u jezgru gdje
pojacava transkripciju gena za proupalne citokine (Vallabhapurapu i Karin 2009). Najvazniji
signalni putevi MAPK su put kinaza aktiviranih izvanstaniénim receptorom (ERK, prema engl.
extracellular signal-regulated kinases), put posredovan kinazama koje fosforiliraju N-terminalni
dio ¢imbenika c-Jun (JNK, prema engl. c-Jun N-terminal kinases) i put posredovan kinazom
p38, a svi oni nadziru aktivnost niza transkripcijskih ¢cimbenika djelujuci time na proliferaciju,
aktivnost i prezivljenje stanica (Krishna i Narang 2008).
Fagociti, makrofazi i neutrofili, izvrSne su stanice urodene imunosti. Makrofazi se mogu
polarizirati upalno klasicnom aktivacijom ili protuupalno alternativnom aktivacijom, ovisno o
citokinskom podrazaju (Fujiwara i Kobayashi 2005). Klasicna aktivacija podrazumijeva
fagocitnu aktivnost, predoCavanje antigena putem molekula glavnog kompleksa tkivne
podudarnosti (MHC, prema engl. major histocompatibility complex) te lu¢enje proupalnih
citokina, prvenstveno Cimbenika tumorske nekroze a (TNF-a, prema engl. tumor necrosis
factor a), interleukina-18 (IL-1B) i interleukina-6 (IL-6). Alternativha aktivacija podrazumijeva
lu€enje citokina i Cimbenika rasta koji pospjesuju obnovu tkiva te ograni€avaju upalni odgovor.

Neutrofili djeluju istim mehanizmima klasi¢ne aktivacije, a imaju i moguénost degranulacije
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antimikrobnih tvari te stvaranja neutrofilnih izvanstani¢nih zamki (NETs, prema engl. neutrofil
extracellular traps) koje se sastoje od istisnutog staniChog sadrZaja te veZu antigene,
protutijela i molekule komplemenata pospjeSuju¢i upalni odgovor (Amulic i sur. 2012).
Degranulacija i rasap lizosomskih enzima iz mrtvih fagocita dodatno oSteCuje patogene i
omogucuje laksi dolazak imunosnih stanica na mjesto upale, no uz cijenu ozljede zdravoga
tkiva koja je Cesta posljedica upalnog odgovora.

Pretjerana klasi¢na aktivacija i slabo ograniCavanje upalnog odgovora ili nedovoljna
alternativna aktivacija stanica urodene imunosti bitan su uzrok kroni¢nog tkivnhog oste¢enja u
upalnim bolestima (Morell i sur. 2017). Od brojnih regulacijskih sustava izdvaja se sustav
Fas/ligand Fas koji ima dvojnu ulogu, apoptotskim djelovanjem ograni¢ava upalni odgovor, a

proupalnim djelovanjem ga odrzava.

1.2. Sustav Fas/ligand Fas

Fas (CD95/APO-1/TNFRSF6) je transmembranska bjelanCevina iz nadobitelji receptora
TNF. lzvanstani¢na domena odgovorna je za vezanje liganda, a unutarstani¢ni dio sadrzi
domenu smrti (DD, prema engl. death domain) karakteristicnu za smrtonosne receptore Cije je
dominantno djelovanje poticanje apoptoze (Dempsey i sur. 2003). Fas je izrazen u svim tkivima
(Aggarwal 2003), ukljuCujuci stanice imunosnog sustava gdje mu je uloga opsezno opisana.
Ligand Fas (FasL/CD178/CD95L) transmembranska je bjelancevina iz nadobitelji liganda TNF
Ciji je izvanstani¢ni dio odgovoran za interakciju s receptorom. Za razliku od opsezne
zastupljenosti receptora Fas, ligand Fas selektivno je izraZzen (Aggarwal 2003) na citotoksicnim
(CD8+) i dijelu pomoénickih (CD4+) limfocita T, prirodnoubilackih stanica i u imunosno
izdvojenim tkivima. Djelovanjem metaloproteinaza nastaje topljivi oblik koji inhibira ucinak
membranskog oblika molekule (Cheng i sur. 1994), ili, ovisno o stupnju oligomerizacije i drugim
uvjetima, djeluje aktivacijski (Holler i sur. 2003).
Signalizacija potaknuta interakcijom receptora i liganda Fas tipiCan je primjer apoptotskog
puta. (Dempsey i sur. 2003) Zapocinje oligomerizacijom sklopa receptor-ligand, ¢ime se
unutarstani¢ne DD priblizavaju te privlace bjelanevinu sa smrtonosnom domenom pridruzenu
receptoru Fas (FADD, prema engl. Fas-associated protein with death domain) koja sadrZi
izvrSnu domenu smrti (DED, prema engl. death effector domain) odgovornu za interakciju s
istoimenom domenom prokaspaze 8 te nastaje signalni sklop koji poti¢e stani¢nu smrt (DISC,
prema engl. death-inducing signaling complex). DISC-a aktivira pocetnu kaspazu 8 te
zapocinje kaskadu koja aktivira izvrSnu kaspazu 3 odgovornu za brojne proteolitiCke procese i
konacnu razgradnju citoplazme i jezgre. Kada je u stanici prisutna velika koli€ina inhibitora
apoptotskih bjelan€evina (IAP, prema engl. inhibitor of apoptosis proteins), aktivirane pocetne
kaspaze ne djeluju na kaspazu 3, vec aktiviraju Bid, pro-apoptotsku bjelancevinu obitelji Bcl-2

koja je posrednik unutarnjeg apoptotskog puta. Ove bjelanCevine poti€u propusnost
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mitohondrijske membrane i izlazak citokroma c u citoplazmu gdje sudjeluje u stvaranju
apoptosoma, signalnog sklopa unutarnjeg apoptotskog puta. Apoptoza posredovana
sustavom Fas/ligand Fas bitan je ¢imbenik u ograni€avanju imunosnog odgovora kroz stani¢nu
smrt izazvanu pobudom (AICD, prema engl. activation-induced cell death) pri Eemu aktivirani
limfociti T pojaCavaju vlastiti izraZaj receptora i liganda Fas uzrokujuci time vlastitu apoptozu
(Brunner i sur. 1995). Sli¢an ucinak predloZen je i za stanice mijeloidno-monocitne loze (Cuda
i sur. 2012). Uloga u odrzavanju imunosne homeostaze potvrdena je na misjim modelima.
MiSje mutacije u sastavnicama sustava Fas/ligand Fas, Ipr (limfoproliferacija), Ipr® i gld
(generalizirani limfoproliferativni poremecaj, prema engl. generalized lymphoproliferative
disorder), obiljezava fenotip limfadenopatije i autoimunosti (Adachi i sur. 1995; Ramsdell i sur.
1994). Nadalje, u imunoprivilegiranim tkivima, kao $to je prednja o€na sobica, izrazaj liganda
Fas odrzava imunosnu toleranciju poticanjem apoptoze imunosnih stanica (Griffith i sur. 1995),
a na sli¢an nacin i tumorske stanice mogu izbjeéi imunosni odgovor, no ovisno o nedovoljno
razjasSnjenim ¢imbenicima takav izrazaj liganda Fas moze djelovati proupalno (Igney i sur.
2005), sto odrazava dvojnu ulogu sustava Fas/ligand Fas.

Neapoptotski signalni putevi receptora Fas mogu aktivirati signalne puteve NFkB, MAPK i put
fosfatidil-inozitol-3-kinaze/Akt (PI3K/Akt) (Siegmund i sur. 2017). Jedan od predlozenih
mehanizama je asocijacija bjelancevine FADD s bjelancevinom TRADD (prema engl. TNFR-
associated protein with DD) odnosno RIP (prema engl. receptor-interacting protein)
zahvaljujuéi interakciji njihovih DD, koja ima sposbnost aktivirati kinazu kinaze MAPK 1
(MEKK1, prema engl. MAPK kinase kinase 1) i posljedi¢no NFkB. Osim navedenog, predlozZeni
su i brojni drugi proupalni signalni putevi receptora Fas (Siegmund i sur. 2017). Precizni uvjeti
za poticanje svakog od predlozenih puteva te njihova prevaga nad apoptotskim putem nisu
definirani i smatra se da ovise o modifikacijama liganda i receptora, vrsti stanice, njenom
mikrookoliSu i brojnim unutarstaniénim ¢imbenicima. Uloga neapoptotske signalizacije sustava
Fas/ligand Fas u organizmu slabije je istraZzena od njegove apoptotske uloge. Na imunosnim
stanicama zabiljeZeni su ucinci suprotni ranije opisanoj negativnoj povratnoj sprezi kroz AICD
buduéi da ligand Fas izraZzen na limfocitima T retrogradnom signalizacijom djeluje kao
aktivacijski koreceptor (Sun i sur. 2006). Proupalni uCinak vidljiv je i na stanicama urodene
imunosti, gdje topljivi ligand Fas kemotakticno djeluje na neutrofile (Seino i sur 1998). Taj
ucinak je potvrden i u mi§jim modelima reumatoidnog artitisa, gdje miSevi s nefunkcionalnim
receptorom Fas razvijaju znacajno slabiji oblik bolesti (Tu-Rapp i sur. 2004), a naSa
istraZivaCka skupina pokazala je i da miSevi s izbacenim genom za Fas (Fas —/-) imaju i
smanjen subhondralni gubitak kosti (Lazi¢ Mosler i sur. 2019) i manje zglobno nakupljanje

mijeloidnih stanica koje imaju znacajno smanjen izrazaj gena Midline 1 (Lukac 2020).



1.3. Bjelan€evina Midline 1

Gen Midline 1 (Mid 1, Fxy, TRIM18) smjesten je na kromosomu X, a ime je dobio jer njegova
mutacija u ljudi dovodi do razvoja rijetkog poremecaja zvanog spolno vezani sindrom Opitz
(XLOS, prema engl. X-linked Opitz syndrome), karakteriziranog poremecajem u razvoju
struktura sredisnje linije (engl. midline) (Quaderi i sur. 1997). Bjelanevina Midline 1 (Mid 1,
TRIM18) pripada obitelji bjelanevina s tripartitnim motivom (TRIM/RBCC, prema engl.
tripartite motif family/N-terminal RING finger/B-box/coiled coil) na €ijem se N-terminalnom
dijelu nalazi slijed graden od domene RING (prema engl. really interesting new gene), dvije
domene B-box, B1 i B2, te domene zavijene zavojnice (CC, prema engl. coiled-coil). Domene
RING i B-box odgovorne su za enzimsku aktivnost bjelanevine Mid 1, a na domenu CC
nastavlja se domena COS (prema engl. C-terminal subgroup one signature) koja je odgovorna
za vezanje na stani¢ne mikrotubule. Za njom slijede domene FNIII te SPRY/B30.2. (Baldini i
sur. 2020)
Opisano je nekoliko mehanizama djelovanja Mid 1. Ima funkciju ubikvitinske ligaze E3 (Han i
sur. 2011) kojom posreduje ubikvitinaciju vezuc¢i konjugiraju¢i enzim (E2) i odgovarajudi
supstrat. Dobro opisan supstrat je proteinska fosfataza 2A (PP2A, prema engl. protein
phosphatase 2A) na Ciju se podjedinicu a4 veze Mid 1 (Trockenbacher i sur. 2001). Stvoreni
mikrotubularni sklop Mid 1/04/PP2A poti€e poliubikvitinaciju PP2A i obiljezava je za
proteasomsku razgradnju. Signalni put koji podlijeze aktivaciji putem Mid 1, odnosno
inaktivaciji fosfataznom aktivno$¢u PP2A, je sklop rapamicinskog cilja sisavaca 1 (nTORC1,
prema engl. mammalian target of rapamycin complex 1) koji nadzire procese izgradnje i
proliferacije u stanici (Liu i sur. 2011). Nedavno je zabiljeZeno protuupalno djelovanje PP2A
defosforilacijom puteva MAPK i NFKB (Sun i sur. 2017), §to neizravno upucuje na proupalno
djelovanje Mid 1. Osim djelovanja kao ubikvitinska ligaza E3, opisano je i poticajno djelovanije
Mid 1 na translaciju bjelan¢evina (Aranda-Orgillés i sur. 2011) vezanjem na odredene molekule
glasnicke RNA (MRNA, prema engl. messenger RNA).
Uloge bjelanevine Mid 1 raznolike su te joS uvijek nepotpuno istrazene. Mid 1 ima vaznu
ulogu u migraciji stanica neuralnog grebena (Baldini i sur. 2020) $to je u ljudi potvrdeno u
kontekstu ranije opisanog XLOS karakteriziranog razvojnim anomalijama mozga, lica, srca te
drugih struktura srediSnje linijje (Quaderi i sur. 1997). Mid 1 sudjeluje i u patogenezi
Huntingtonove i Alzheimerove bolesti povecavajuci translaciju huntingtina (Krauss i sur. 2013)
i preteCe amiloidne bjelanCevine (Matthes i sur. 2018). Mid 1 ukljuen je i u patogenezu
malignih bolesti, jedan od mehanizama je njegovo djelovanje na signalni put SHH (sonic
hedgehog) (Schweiger i sur. 2014). U imunosnom sustavu potvrdena je njegova uloga u
migraciji, egzocitozi i citotoksi¢noj funkciji limfocita T (Boding i sur. 2014 a; Boding i sur. 2014
b). Proupalno djelovanje Mid 1 opisano je u miSjem modelu astme (Collison i sur. 2013) i

eozinofilnog ezofagitisa (Collison i sur. 2015) i pluénoj fibrozi (Collison i sur. 2019). Taj u€inak
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ovisan je o signalizaciji putem liganda povezanog s TNF koji uzrokuje apoptozu (TRAIL, prema
engl. TNF-related apoptosis inducing ligand). TRAIL poti€e izrazaj Mid 1 koji proupalni u€inak
ostvaruje kocedéi inhibicijsko djelovanje PP2A na NFkB i MAPK puteve. Na$a istrazivacka
skupina zabiljeZila je sli€an proupalni ucinak signalizacije putem receptora Fas, koji poput
receptora za TRAIL pripada skupini smrtonosnih receptora, u miSjem modelu artritisa
potaknutog antigenom (AIA, prema engl. antigen induced arthritis). MiSevi Fas —/— imali su
ublaZeni artritis u odnosu na mideve divljeg tipa, sto je bilo praceno smanjenim izraZajem gena
Mid 1. Inhibicija djelovanja Mid 1 primjenom metformina ili blokirajuceg peptida GSK'364A
smanijila je izrazaj gena proupalnih citokina u upalno aktiviranim stanicama kostane srzi (Lukac
2020).

Nacini na koji smrtonosni receptori djeluju na izrazaj Mid 1 nisu u potpunosti razjasnjeni, kao
ni njegovo proupalno djelovanje potaknuto signalizacijom putem receptora Fas, diji bi
izostanak mogao biti odgovoran za ublazeni oblik artritisa. Cilj ovog rada je poblize istraziti te

ucinke.



2. HIPOTEZA

Aktivacija receptora Fas izrazenog na stanicama koStane srzi miSeva C57BL6 in vitro pri
neapoptotskoj dozi agonista poti€e njihovo proupalno djelovanje, pojatavajuéi izraZzaj gena
Mid 1 i djelovanje istoimene bjelancevine. Funkcionalni Mid 1 vazan je posrednik proupalnog
djelovanja te se mijeloidne stanice podrijetla koStane srzi miSeva s izbacenim genom Mid 1

slabije aktiviraju upalnim podrazajem.

3. OPCI | SPECIFICNI CILJEVI RADA

3.1. Opéi cilj

Istraziti djelovanje aktivacije receptora Fas proupalnom koncentracijom agonista na izrazaj
Mid 1 in vitro te istraZiti djelovanje tog signalnog puta na upalni odgovor stanica kostane srZi

misa.

3.2. Specifiéni ciljevi

1. Odrediti koncentraciju i uvjete primjene agonisti¢kog protutijela anti-Fas u kojima prevladava
neapoptotska, odnosno proupalna signalizacija, u nepotaknutim i upalno potaknutim

stanicama kosStane srzi.

2. lIstraziti djelovanje neapoptotske i proupalne aktivacije receptora Fas agonisti¢kim
protutijelom na izrazaj gena proupalnih citokina i gena Mid 1, u nepotaknutim i upalno

potaknutim stanicama kostane srZi.

3. Odrediti djelovanje upalnog podraZaja na izraZaj gena proupalnih citokina u stanicama

koStane srzi miSeva s izbacenim genom Mid 1.



4. MATERIJALI | METODE

4.1. Pokusne zivotinje

U istrazivanju su koriSteni miSevi soja B6 (C57BL/6) te miSevi s izbacenim genom Mid 1
(Mid 1 —/-) temeljnog soja B6 (poklon prof. G. Meroni sa SveuciliSta u Trstu), uzgojeni u vivariju
Hrvatskog instituta za istrazivanje mozga Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Pokusi
su izvedeni u okviru projekata za koje su izdane dopusnice Eti¢kog povjerenstva za zastitu
zivotinja Ministarstva poljoprivrede (EP 07-2/2015, 19.10.2015.; EP 230/2020, 02.03.2020.) i
Medicinskog fakulteta Sveugilista u Zagrebu (24.10.2019.). Zivim mi$evima rukovali su &lanovi

Laboratorija za molekularnu imunologiju osposobljeni za rad s pokusnim zivotinjama.

4.2. Ustroj pokusa

U prvom setu pokusa nativne i upalno potaknute stanice kostane srzi miSeva soja B6 te Mid
1-/- inkubirane su in vitro s razli¢itim koncentracijama i uvjetima primjene agonisti¢kog
protutijela receptora Fas da bi se procijenio apoptotski i proupalni uéinak agonistickog
protutijela ovisan o dozi. Udio apoptoti¢nih stanica odreden je protoénom citometrijom, a
proupalni u¢inak odredivanjem izrazaja gena proupalnih citokina i Mid 1 postupkom lan¢ane
reakcije polimeraze u stvarnom vremenu. U drugom setu pokusa procijenjen je utjecaj niskih
doza agonisti¢kog protutijela anti-Fas na izrazaj gena proupalnih citokina i Mid 1. U tre¢em
setu pokusa upalni odgovor stanica kostane srzi miSeva soja Mid 1 —/— usporeden je sa
stanicama kosStane srzi soja B6 odredivanjem izrazaja gena proupalnih citokina postupkom

lanCane reakcije polimeraze u stvarnom vremenu.

4.3. Stani¢na kultura

Suspenzija stanica koStane srzi pripremljena je ispuhivanjem kostane srZi iz bedrene i
goljeni¢ne kosti miSeva minimalnim esencijalnim medijem a (a-MEM) (Capricorn Scientific
GmbH, Ebsderfergrund, Njemacka) pomocu igle provrta 23G. Nakon viSestrukog protiskivanja
kroz iglu radi dobivanja jednostani¢ne suspenzije, stanice su centrifugiranjem 5 minuta na 250
g pri temperaturi 4°C spustene na dno epruvete, resuspendirane u mediju a-MEM
obogacenom s 10% fetalnog bovinog seruma (FBS) (Gibco, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MS, SAD) i 1% PenStrep (Gibco, Thermo Fisher Scientific), a potom propustene
kroz najlonsku mrezZicu promjera okna 100 um u €istu epruvetu. Stanice su izbrojane u Burker-
Turkovoj komorici, a mrtve stanice iskljuCene dodavanjem 0,05% tripanskog plavila. Potom su
stanice zasijane u plocicu sa 96 zdenaca u gustoéi 10° Zivih stanica po zdencu. U prazne
zdence dodana je sterilna voda kako bi se izjednadili uvjeti vlaznosti srediSnjih i rubnih
zdenaca. Stanice su upalno potaknute dodavanjem 2 ug/ml bakterije Mycobacterium

tuberculosis inaktivirane visokom temperaturom (BD™ Difco™, Thermo Fischer Scientific) i
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inkubirane sat vremena na 37 °C, a potom je dodano aktiviraju¢e misje protutijelo anti-CD95
(Jo2, BD Pharmingen, San Jose, CA, SAD), sa ili bez bjelantevine G (Sigma Aldrich) u
odgovaraju¢im koncentracijama. U kontrolne zdence dodano je izotipsko kontrolno protutijelo
(BD Pharmingen, San Jose, CA, SAD). Stanice su inkubirane 18 sati na 37 °C uz 5% CO: te

je potom sadrzaj cijelog zdenca uzet za odgovarajuéu analizu.

4.4. Proto¢na citometrija

Sadrzaj zdenca sakuplien je u epruvetu, uz naknadno ispiranje zdenca fizioloSkom
otopinom puferiranom fosfatnim puferom (PBS, prema engl. phosphate-buffered saline).
Stanice su potom centrifugirane 5 minuta na 250 g pri temperaturi 4°C. Potom im je prvo dodan
Fc blok u razrjedenju 1:100, a nakon inkubacije od 5 minuta na sobnoj temperaturi stanice su
obiliezene odgovarajuéim koncentracijama protutijela konjugiranih fluorescentnim bojama
usmjerenim na misje biljege Gr1-PE (klon RB6-8C5, razrjedenje 1:400, BD eBioscience, SAD),
CD11b-PECy7 (klon M1/70, razrjedenje 1:400, eBioscience, SAD), CD3e-APC (klon 145-
2C11, razriedenje 1:200, eBioscence, SAD), B220-APC (razriedenje 1:200, eBioscence,
SAD), NK1.1-APC (razrjedenje 1:200, BD Pharmingen, San Jose, CA, SAD), F4/80-APCCy7
(razrjedenje 1:200, Biolegend, SAD) uz inkubaciju od 30 minuta na 4°C. Potom je suspenziji
dodan 1 ml PBS i stanice su spustene na dno centrifugiranjem 5 minuta na 250 g pri
temperaturi 4°C. Stanice su resuspendirane u 100 ml pufera za vezanje aneksina (10 mM
pufera Hepes, 140 mM NaCl, 2,5 mM CacCl,, pH 7,4) te je svakom uzorku dodano 3 l
aneksina V-FITC (Biolegend, SAD) i 2,5 yl 7-amino-aktinomicina (7-AAD, Biolegend, SAD) te
su stanice inkubirane 15 minuta na sobnoj temperaturi zasti¢ene od svjetla, nakon ¢ega im je
dodano jo$ 200 ml pufera te su unutar 15 minuta propustene na protoénom citometru Attune
(Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD), a dobiveni podatci

analizirani su pomoc¢u programa FlowJo (FlowJo, Ashland, Oregon, SAD).

4.5. Analiza genskog izrazaja

4.5.1. Izolacija RNA

Za izolaciju ribonukleinske kiseline (RNA, prema engl. ribonucleic acid) sadrzaji zdenaca
sakupljeni u epruvete, uz ispiranje zdenca PBS-om, a potom su stanice centrifugirane 5 minuta
na 250 g pri temperaturi 4°C. Talog je resuspendiran u 500 ml reagensa TRIzol (Sigma). Nakon
inkubacije od 10 minuta na sobnoj temperaturi, svakom uzorku je dodano 200 ul kloroforma
te je uzorak dobro promijeSan jakim protresanjem epruvete i ostavljen jos 2 minute na sobnoj
temperaturi. MjeSavina je potom centrifugirana 15 minuta na 12 000 g pri temperaturi 4 °C Sto
rezultira razdvajanjem triju faza, donje koja sadrzi bjelanCevine, srednje koje sadrzi
deoksiribonukleinsku kiselinu (DNA, prema engl. deoxyribonucleic acid) i gornje vodene faze

koja sadrzi RNA. Vodena faza prebaCena je u Cistu epruvetu i njoj je dodano 500 pl
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izopropanola koji precipitira RNA. Uzorci su lagano promijeSani okretanjem epruvete te
ostavljeni na sobnoj temperaturi 10 minuta, a potom centrifugirani 15 minuta na 12 000 g pri
temperaturi 4 °C. Nakon toga je izopropanol izliven, a talog RNA je opran dodavanjem 1 ml
75% etanola i centrifugiran 5 minuta na 7500 g pri temperaturi 4 °C. Etanol je potom izliven, a
talog RNA ostavljen da se osusi 10 min na sobnoj temperaturi u otvorenoj epruveti. Zaostale
kapi tekuc¢ine na rubnim stijenkama epruvete pokupljene su uskim nastavkom pipete. RNA je
otopljena u prikladnom volumenu sterilne vode da koncentracija otopine bude izmedu 100 i
500 ng/ul uz videstruko protiskivanje kroz nastavak pipete kako bi se RNA u potpunosti otopila.
Koli¢ina RNA procijenjena je na UV-VIS spektrofotometru (NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer, NanoDrop Technologies Inc., Wilmington, DE, SAD) mjerenjem

apsorbancija 1 yl uzorka pri 230, 260 i 280 nm valne duljine.

4.5.2. Obrnuto prepisivanje RNA

Po 1 ug RNA iz svakog uzorka prepisan je u komplementarnu (c, prema engl.
complementary) DNA pomocu seta kemikalija High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems). RNA otopljenoj u vodi do volumena 10 uyl dodano je 2 pl pufera RT, 2
Ml nasumiénih pocetnica, 0,8 yl mjeSavine deoksiribonukleodida, 1 yl enzima reverzne
transkriptaze i 0,5 pl inhibiora RNAze. Uzorci su potom inkubirani u uredaju 2720 Thermal
Cycler (Applied Biosystems) 2 sata na temperaturi od 37 °C, nakon ¢ega se reakcija zaustavlja

zagrijavanjem na 95 °C.

4.5.3. Kvantitativna lan€ana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu

Izrazaj gena IL-18, TNF-a i Mid 1 odreden je postupkom kvantitativne lanane reakcije
polimeraze u stvarnom vremenu (gRT-PCR, prema engl. quantitative real-time polymerase
chain reaction) pomoc¢u uredaja 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems)
koristenjem komercijalno dostupnih setova kemikalija TagMan® Gene Expression Assays
(Applied Biosystems) (IL-18, MmO00434228 m1; TNF-a, MmO00443258_m1; Mid 1,
MmQ04933166 m1; B-actin, Mm00607939_s1) i TagMan Gene Expression Master mix (Applied
Biosystems). TagMan® Gene Expression Assay sadrzi poCetnice i probu specifi¢ne za mjereni
gen. Proba je obiljeZena fluorescentnom bojom FaM na 5' kraju i priguSivatem fluorescencije
(NFQ, prema engl. nonfluorescent quencher) na 3' kraju. TagMan Gene Expression Master
mix sadrzi DNA polimerazu (AmpliTag GoldTM DNA Polymerase, Applied Biosystems), uracil-
N glikozilazu za uklanjanje eventualno prisutnih stranih PCR produkata te boju ROXTM kao
unutarnju kontrolu za normalizaciju signala. DNA polimeraza iz mjeSavine TagMan Gene
Expression Master mix prema predlosku cDNA izgraduje novi lanac po€evsi od mjesta vezanja
pocetnica. Cijepa probu te udaljuje boju FAM od prigusSivaca $to izaziva fluorescentni signal.

gPCR reakcija provedena je u plocici s 96 zdenaca (ABI PRISM Optical 96-Well Plate; Applied
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Biosystems), u volumenu od 25,5 pyl (1 yl cDNA, 1,25 yl TagMan® Gene Expression Assay,
12,5 yl TagMan Gene Expression Master mix, 11,75 yl H»O). Reakcija zapo€inje inkubacijom
od 2 minute na 50 °C, potom inkubacijom od 10 minuta na 95 °C. Slijedi 45 ciklusa
naizmjeni¢ne inkubacije na 95 °C od 15 sekundi pri ¢emu dolazi do denaturacije DNA te 60 °C
tijekom 60 sekundi kada se vezu pocetnice te stvara komplementarni DNA lanac. Izmjereni
intenzitet fluorescencije u reakciji gqPCR proporcionalan je koli€ini umnozenih fragmenata. Za
analizu izraZaja Mid 1 koristen  je [ set pocetnica (sense 5'-
CACTCGCTGAAGGAAAATGACCA-3, antisense 5-AATCAAAGGCAAAAGTGTCAAA-3)
(Applied Biosystems™ Sequence Detection Primer, Applied Biosystems), preuzet od Collison
i sur. 2014, te komercijalno dostupna mjeSavina SYBR™ Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems). Uz DNA polimerazu mjeSavina sadrzi boju SYBR® Green koja fluorescira nakon
vezanja dvolan&anih molekula DNA. Reakcija je provedena u plogici s 96 zdenaca (ABI PRISM
Optical 96-Well Plate), a ukupni volumen reakcije je 25,5 pl , od €ega je 1 ul cDNA, 0,5uL
(200 nM) sense i antisense pocetnica, 12,5 yl SYBR™ Green PCR Master Mix te ostatak
voda. Reakcija zapocinje inkubacijom tijekom 2 minute na 50 °C te 10 minuta na 95 °C, a
potom slijedi 45 ciklusa naizmjeni¢ne inkubacije na 95 °C 15 sekundi te 60 °C 60 sekundi.
Zbog nespecifitnog vezanja SYBR® Green boje za dvolan¢anu DNA, PCR produkti su nakon
zadnjeg ciklusa razdvojeni zagrijavanjem sa 60 °C na 95 °C brzinom 0,03 °C/s, da bi se
potvrdilo da temperatura taliSta odgovara specificnom proizvodu umnazanja. lzmjereni
intenzitet fluorescencije u reakciji qPCR proporcionalan je koli¢ini umnozenih fragmenata.
Odabran je prag vrijednosti fluorescencije pri kojem je izmjeren fluorescentni signal veci od
pozadinskog signala. Potom je za svaki uzorak odreden broj ciklusa potreban za postizanje
odredene razine fluorescencije, $to nazivamo kriticni broj ciklusa (CT, prema engl. cycle
threshold). Relativha koli¢ina RNA u uzorku izraCunata je pomoc¢u standardne krivulje,
prikazane u koordinatnom sustavu u kojem su logaritmi koli€¢ine cDNA prikazani na apscisi, a
vrijednosti CT na ordinati, a napravljena je pomoc¢u pet serijskih razriedenja kalibracijskog
uzoraka analiziranih stanica. Relativna koli¢ina RNA u uzorku izraZzena je u odnosu na koli¢inu

RNA endogenog kontrolnog gena (-aktin.

4.6. Statisticka analiza

Na grafickim prikazima prikazane su pojedinacne vrijednosti za svaki uzorak, a vodoravne
crte oznaCavaju aritmeticku sredinu + standardna devijacija. Za usporedbu skupina koriStena
je jednosmjerna analiza varijance (ANOVA, prema engl. analysis of variance) sa Student-
Newman-Keul post-hoc testom za odredivanje razlika izmedu pojedinih skupina. Povezanost
genskog izrazaja odredena je Pearsonovim korelacijskim koeficijentom. Razina zna¢ajnosti
postavljena je na p<0,05. Statisticka analiza provedena je koristec¢i program MedCalc
(MedCalc Software bvba, Ostend, Belgija).
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5. REZULTATI

5.1. Oligomerizano protutijelo anti-Fas djeluje apoptotski, a neoligomerizirano
proupalno, pojacavajuci izrazaj gena proupalnih citokina i Mid 1

U prvom dijelu istrazivanja cilj mi je bio utvrditi postoji li razlika izmedu apoptotskog i
proupalnog djelovanja oligomeriziranog i neoligomeriziranog protutijela anti-Fas te razlika u
djelovanju protutijela anti-Fas u ovisnosti o upalnoj aktivaciji.
Za odredivanje udjela apoptoti¢nih i mrtvih stanica mijeloidne (CD11b*Grl*), limfoidne
(CD3*/B220*/NK1.1%) loze i makrofaga (F4/80+, nije prikazano) stanice kostane srzi prvo su
obiliezene odgovaraju¢im protutijelima konjugiranih fluorescentnim bojama, a potom i
aneksinom V konjugiram s fluorescin izocijanatom (FITC) te bojom 7-AAD. Aneksin V veze se
na fosfatidil-serin koji je izlozen na povrs$ini staniéne membrane apoptoti¢nih stanica (Martin i

sur. 1995), a 7-AAD obiljezava nukleinske kiseline u mrtvim stanicama koje su izgubile
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Slika 1. Protoéno-citometrijska analiza udjela apoptoticnih i mrtvih stanica mijeloidne (CD11b*Grl*) i
limfoidne loze (CD3*/B220*/NK1.1%). Stanice su tretirane izotipskim kontrolnim protutijelom (Ha4/8, BD
Pharmingen) i protutijelom anti-Fas (Jo2, BD Pharmingen) u koncentraciji 1 pg/ml in vitro tijekom 18h. Udio
apoptoti€nih i mrtvih stanica odreden je unutar populacije pojedina¢nih stanica koje su odabrane za analizu na
temelju njihove sposobnosti izazivanja ogiba (FSC, prema engl. forward scatter) i refleksije (SSC, prema engl. side
scatter) laserskog snopa svjetlosti. Populacija stanica mijeloidne loze (plavo) izdvojena je na temelju vezanja
fluorescentno obiljezenih protutijela na biliege CD11b (CD11b-PECy7, M1/70, eBioscience) i Gr-1 (Gr-1-PE, RB6-
8C5, eBioscience). Populacija stanica limfoidne loze (crveno) izdvojena je na temelju vezanja fluorescentno
obiljezenih protutijela na biljiege CD3 (CD3-APC, 145-2C11, eBioscence), B220 (B220-APC, eBioscence) i NK1.1
(NK1.1-APC, BD Pharmingen). Unutar svake populacije odreden je udio apoptoti¢nih stanica, odnosno stanica
obiljezenih aneksinom V (aneksin V-FITC), a neobiljezenih 7-amino aktinomcinom (7-AAD, jednostruko pozitivhe
stanice, aneksin V*7-AAD") te udio mrtvih stanica obiljeZenih i aneksinom V i 7-AAD (dvostruko pozitivne stanice,
aneksin V*7-AAD™).
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integritet stanicne membrane (Schmid i sur. 1992). Udio apoptoti¢nih (aneksin V*7-AAD) i
mrtvih (aneksin V*7-AAD") stanica odreden je protoénom citometrijom (Slika 1). Uz protoéno-
citometrijsku analizu, iz stanica je izolirana RNA te je odreden genski izraZaj proupalnih
citokina i Mid 1.

Udio mijeloidnih (CD11b*Grl*) apoptoti¢nih stanica bio je zna€ajno veéi u skupinama
tretiranim protutijelom anti-Fas u kombinaciji s bjelancevinom G (nepotaknute 28,45+0,50%;
upalno potaknute 42,85+1,06%) koja omogucuje oligomerizaciju protutijela u odnosu na
stanice tretirane istom koncentracijom protutijela bez prisutnosti bjelanCevine G (nepotaknute
25,10+2,26%; upalno potaknute 31,45+1,48%, Slika 2A). Udio mijeloidnih apoptoti¢nih stanica
takoder je bio znacajno veéi u skupini tretiranoj agonistiCkim protutijelom bez prisutnosti
bjelanevine G u odnosu na stanice tretirane izotipskim kontrolnim protutijelom (nepotaknute
8,54+0,57%; upalno potaknute 9,64+0,65%, Slika 2A), Sto upucCuje na proapoptotsko
djelovanje neoligomeriziranog oblika protutijela. Nadalje, udio apoptoti¢nih stanica bio je
znacajno veéi u svim skupinama upalno potaknutih mijeloidnih stanica tretiranih protutijelom
anti-Fas i/ili bjelan€evinom G u odnosu na odgovarajuce skupine nepotaknutih stanica (Slika
2A). Udio mrtvih mijeloidnih stanica bio je vec¢i u skupinama stanica tretiranih protutijelom anti-
Fas u odnosu na skupine stanica tretiranih izotipskim kontrolnim protutijelom (nepotaknute:
5,49+0,74%; upalno potaknute: 6,61+0,00%) te podjednak medu skupinama tretiranim samim
protutijelom anti-Fas (nepotaknute 12,20+£2,55%; upalno potaknute 22,60+1,56%) i
protutijelom anti-Fas u kombinaciji s bjelanCevinom G (nepotaknute 17,05+0,92%; upalno
potaknute 24,10+1,27%, Slika 2A). Sli¢no apoptoti¢nim stanicama, udio mrtvih stanica bio je
znacajno visi u upalno potaknutim stanicama tretiranih protutijelom anti-Fas i/ili bjelan¢evinom
G u odnosu na odgovarajuce skupine nepotaknutih.

Udio apoptotiCnih stanica limfoidne loze (CD3*/B220*/NK1.1*) nije se razlikovao medu
skupinama tretiranim izotipskim kontrolnim protutijelom (nepotaknute 14,75+0,92%; upalno
potaknute 13,10£0,99%), protutijelom anti-Fas i bjelanéevinom G (nepotaknute 20,00£0,28%;
upalno potaknute 18,85+0,50%) te samo protutijelom anti-Fas (nepotaknute 21,65+4,31%;
upalno potaknute 16,30+0,85%, Slika 2A). Nisu zabiljezene ni razlike u udjelima mrtvih stanica
izmedu navedenih skupina (izotipsko kontrolno protutijelo: nepotaknute 40,75+2,47%, upalno
potaknute 37,90+0,71%; anti-Fas i bjelanCevina G: nepotaknute 44,25+0,07%, upalno
potaknute 42,35+0,35%; anti-Fas: nepotaknute 40,35t4,45%, upalno potaknute 45,45+0,64%,
Slika 2A). Za razliku od mijeloidnih stanica u kojima je udio apoptoti¢nih stanica bio veci od
udjela mrtvih stanica, u limfoidnoj lozi udio mrtvih stanica bio je daleko veci od udjela
apoptoti¢nih stanica te udjela mrtvih stanica mijeloidne loze (Slika 2A), Sto je vjerojatno
posljedica odumiranja limfoidnih stanica u izostanku odgovarajué¢eg antigenskog podrazaja za

prezivljenje.
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Slika 2. Apoptotsko i proupalno djelovanje visokih koncentracija oligomeriziranog i neoligomeriziranog
protutijela anti-Fas. (A) Udio apoptoticnih (aneksin V*) i mrtvih (aneksin V*7-AAD*) stanica mijeloidne
(CD11b*Gr1") i limfoidne (CD3*/B220*/NK1.1*) loze i (B) izrazaj IL-18 i Mid 1 u skupinama nepotaknutih (NS) i
upalno potaknutih stanica (S) tretiranih izotipskim kontrolnim protutijelom (NI IgG) i/ili bjelan¢evinom G (Prot G) ifili
protutijelom anti-Fas (aFas). Po 10° stanica posadeno je u zdenac plocice za kulturu s 96 zdenaca. Za upalno
poticanje dodana je bakterija M. tuberculosis inaktivirana toplinom u kona¢noj koncentraciji 2 ug/mL, a nakon
inkubacije 1h/37°C dodane su odgovaraju¢e kombinacije protutijela anti-Fas, izotipskog kontrolnog protutijela i
bjelan€evine G u koncentracijama 1 pg/ml te su stanice inkubirane 18h/37°C, nakon &ega su uzete za proto¢nu
citometriju i/ili izolaciju RNA. Stanice su uzgajane u duplikatima (n=2), koji su koriSteni za analizu proto¢nom
citometrijom i analizu genskog izrazaja. Pokusi s apoptozom ponovljeni su tri puta sa sliénim rezultatima, a izolacija
RNA napravljena je u jednom pokusu. Prikazane su pojedina¢ne vrijednosti svake skupine (crni kruziéi), a
vodoravne crte oznacCavaju aritmeticku sredinu £ SD, crvene linije oznaCavaju statistiCki zna¢ajnu razliku unutar
skupina nepotaknutih i upalno potaknutih stanica, a plave linije ozna€avaju statisticki zna€ajnu razliku izmedu
skupina istovjetno tretiranih nepotaknutih i upalno potaknutih stanica. Za analizu razlika koriStena je jednosmjerna
analiza varijance (ANOVA) sa Student-Neuman-Keul post-hoc testom za analizu razlika izmedu skupina, a razina
znacajnosti postavljena je na p<0,05.
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Udio mrtvih makrofaga (F4/80+) bio je izrazito visok (>70%, nije prikazano), tako da je ta
populacija isklju¢ena iz analize.

Izrazaj IL-1 bio je znac€ajno viSi u skupinama upalno potaknutih stanica tretiranih izotipskim
kontrolnim protutijelom (5,05+0,31) i protutijelom anti-Fas bez prisutnosti bjelanevine G
(11,31+1,15) u odnosu na odgovarajuce skupine nepotaknutih stanica (izotipsko kontrolno
protutijelo 1,77+0,36; anti-Fas 1,58+1,21, Slika 2B), a nije bilo razlike izmedu upalno potaknute
i nepotaknute skupine tretirane protutijelom anti-Fas i bjelan€evinom G (upalno potaknute
3,1640,87, nepotaknute 0,45+0,23, Slika 2B). Nadalje, skupina upalno potaknutih stanica
tretiranih protutijelom anti-Fas bez prisutnosti bjelanevine G takoder znacajno jaCe izraZzava
IL-718 u odnosu na skupinu upalno potaknutih stanica tretiranih izotipskim kontrolnim
protutijelom i protutijelom anti-Fas uz dodanu bjelanéevinu G (Slika 2B). Znacajni porast
izrazaja Mid 1 opazen je samo u skupini upalno potaknutih stanica tretiranih protutijelom anti-
Fas bez prisutnosti bjelan€evine G (202,78+45,51), i to u odnosu na skupine upalno potaknutih
stanica tretiranih izotipskim kontrolnim protutijelom (64,78+19,66) i protutijelom anti-Fas i
bjelancevinom G (31,97+18,59, Slika 2B). Ovaj nalaz upucuje na iskljuivo apoptotsko
djelovanje receptora Fas uz prisutnost oligomeriziranog agonista, koje je slabije pri izostanku

oligomerizacije, a u tim se uvjetima ocituje proupalno djelovanje.

5.2. Niske koncentracije neoligomeriziranog protutijela anti-Fas imaju slabo
apoptotsko djelovanje, a izrazeno proupalno djelovanje

U prvom setu pokusa utvrdila sam da oligomerizirano protutijelo izaziva isklju€ivo
apoptotski ucinak, a neoligomerizirano protutijelo primijenjeno u koncentraciji 1 pyg/ml jo$
uvijek izaziva apoptozu znacajnog udjela stanica. Moguéi razlog za apoptotski ucinak u
odsutnosti bjelancevine G je spontana oligomerizacija pri visokoj koncentraciji protutijela.
Stoga je sljedeci korak bio istraziti djelovanje nizih koncentracija s ciljem odredivanja doze koja
¢e imati iskljuCivo proupalno neapoptotsko djelovanje. U ovom setu pokusa stoga nije
dodavana bjelan€evina G.
Udio apoptotiCnih mijeloidnih (CD11b*Grl*) stanica bio je znafajno veéi u skupinama
tretiranim sa 100 ng/ml (nepotaknute 16,37+0,51%; upalno potaknute 24,77+1,45%) i 10ng/ml
protutijela anti-Fas (nepotaknute 13,00+1,20%; upalno potaknute 17,90+0,95%) u odnosu na
skupine tretirane izotipskim kontrolnim protutijelom (nepotaknute 8,99+0,53%; upalno
potaknute 8,61+1,32%, Slika 3A). Udio mijeloidnih apoptoti¢nih stanica takoder je bio znacajno
veci u skupinama tretiranim sa 100 ng/ml u odnosu na skupine tretirane s 10ng/ml agonistickog
protutijela (Slika 3A). Nadalje, udio apoptoti¢nih stanica bio je znacajno veci u skupinama
upalno potaknutih mijeloidnih stanica tretiranih protutijelom anti-Fas u odnosu na odgovarajuce
skupine stanica tretiranih izotipskim kontrolnim protutijelom (Slika 3A). Udio mrtvih mijeloidnih

stanica bio je podjednak u svim skupinama (izotipsko kontrolno protutijelo: nepotaknute
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9,90£1,20%, upalno potaknute 11,23+2,41%; anti-Fas 100 ng/mL: nepotaknute 11,30+1,57%,
upalno potaknute 17,00+3,44%; anti-Fas 10 ng/mL: nepotaknute 9,74+1,27%, upalno
potaknute 16,57+8,34%, Slika 3A). Takvi podjednaki udjeli zabiljezeni su i u stanicama
limfoidne loze (CD3*/B220%/NK1.1%), ponovno uz visoke udjele (~40%) mrtvih stanica, sto
upucuje na prethodno opisano spontano odumiranje limfoidnih stanica (Slika 3A).

Upalni podrazaj izaziva znacajan porast izraZaja gena za proupalne citokine IL-78 i TNF-q,
u svim skupinama upalno potaknutih stanica u odnosu na istovjetno tretirane skupine
nepotaknutih stanica (Slika 3B). lzrazaj navedenih citokina bio je zna€ajno viSi u skupinama
upalno potaknutih stanica tretiranih protutijelom anti-Fas u koncentracijama 100 ng/ml (IL-18
9,5610,96; TNF-a 5,54+0,29) i 10 ng/ml (IL-18 6,81+0,72; TNF-a 5,09+0,96), u odnosu na
skupinu upalno potaknutih stanica tretiranu izotipskim kontrolnim protutijelom (IL-18
5,1911,40; TNF-a 3,9640,31). Izrazaj gena TNF-a nije se znacajno razlikovao izmedu skupina
upalno potaknutih stanica tretiranih agonisti¢kim protutijelom, a izrazaj IL-1 bio je znacajno
viSi u stanicama tretiranim s 100 ng/ml u odnosu na stanice tretirane s 10 ng/ml protutijela anti-
Fas (Slika 3B). Nije bilo razlike u izrazaju IL-718 i TNF-a izmedu skupina nepotaknutih stanica
(netretirane: IL-16 2,13+0,64, TNF-a 0,76%0,30; anti-Fas 100 ng/mL: IL-18 2,4610,66, TNF-a
0,57+0,07; anti-Fas 10 ng/mL: IL-18 2,82+0,63, TNF-a 0,6610,13, Slika 3B). Izrazaj IL-6 bio je
opcenito nizak u svim skupinama (Ct vrijednosti ~ 35) te iako je transkripcijska aktivnost nesto
veca u skupinama upalno potaknutih stanica tretiranih protutijelom anti-Fas, razlika nije
dosegla razinu statistiCke znacajnosti (Slika 3B). Agonisti¢ko protutijelo primijenjeno u niskim
dozama takoder je pojaCalo izrazaj Mid 1 u upalno potaknutim stanicama kosStane srzi
(izotipsko kontrolno protutijelo 42,06+7,00; anti-Fas 100 ng/ml 63,29+3,32; anti-Fas 10 ng/ml
64,75£11,91), a sama upalna stimulacija u skupinama stanica tretiranih izotipskim kontrolnim
protutijelom nije izazvala znaCajan porast njegovog izraZaja u odnosu na nepotaknute stanice
(izotipsko kontrolno protutijelo 41,31+8,35, anti-Fas 100 ng/ml 54,14+8,81, anti-Fas 10 ng/ml
50,47+7,73, Slika 3B).
Iz opisanih rezultata moze se zaklju€iti da primjena protutijela-anti Fas u koncentracijama 100
i 10 ng/ml ima slabo apoptotsko djelovanje te izrazeno proupalno djelovanje kroz porast

izrazaja proupalnih citokina koji je pracen porastom izrazaja Mid 1.
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Slika 3. Apoptotsko i proupalno djelovanje niskih koncentracija neoligomeriziranog protutijela anti-Fas. (A)
Udio apoptoti€¢nih (aneksin V*) i mrtvih (aneksin V*7-AAD") stanica mijeloidne (CD11b*Gr1*) i limfoidne loze
(CD3*/B220*/NK1.1%) i (B) izrazaj IL-18, TNF-q, IL-6 i Mid 1 u skupinama nepotaknutih (NS) i upalno potaknutih
stanica (S) tretiranim izotipskim kontrolnim protutijelom (NI IgG) ifili protutijelom anti-Fas (aFas). Po 10 stanica
posadeno je u zdenac plocice za kulturu s 96 zdenaca. Za upalno poticanje dodana je bakterija M. tuberculosis
inaktivirana toplinom u kona¢noj koncentraciji 2 ug/mL, a nakon inkubacije 1h/37°C dodano je protutijelo anti-Fas
u koncentracijama 100 ili 10 ng/ml, ili izotipsko kontrolno protutijelo u koncentraciji 100 ng/ml te su stanice
inkubirane 18h/37°C, nakon Cega su uzete za proto¢nu citometriju i/ili izolaciju RNA. Stanice su uzgajane u
triplikatima (n=3), koji su koriSteni za analizu proto¢nom citometrijom i analizu genskog izrazaja. Pokusi su
ponovljeni dva puta sa sli¢nim rezultatima. Prikazane su pojedinacne vrijednosti svake skupine (crni kruzici), a
vodoravne crte oznacavaju aritmetiCku sredinu + standardna devijacija, crvene linije oznacavaju statisticki znacajnu

16



razliku unutar skupina nepotaknutih i upalno potaknutih stanica, a plave linije ozna¢avaju statisti¢ki zna€ajnu razliku
izmedu odgovarajucih istovjetno tretiranih nepotaknutih i upalno potaknutih stanica. Za analizu razlika koristena je
jednosmijerna analiza varijance (ANOVA) sa Student-Neuman-Keul post-hoc testom za analizu razlika izmedu
skupina, a razina znacajnosti postavljena je na p<0,05.

5.3. lzrazaj gena Mid 1 potaknut neapoptotskom signalizacijom protutijela anti-Fas
povezan je s izrazajem gena proupalnog citokina IL-18

U prethodnim pokusima opazen je porast izrazaja Mid 1 u upalno potaknutim stanicama i
to samo u skupinama tretiranim agonistiCkim protutijelom bez prisutnosti oligomeriziraju¢e
bjelanevine G, Sto upuéuje na vaznost signalizacije putem receptora Fas za pojaCanje
njegovog izrazaja. S obzirom na to da su promjene izrazaja Mid 1 manjeg raspona u odnosu
na proupalne citokine, analizirala sam njihovu medusobnu povezanost Pearsonovim
korelacijskim testom. U svim je pokusima na neapoptotskim koncentracijama izrazaj Mid 1
znacajno povezan s izrazajem IL-18 (r=0,651 , p=0,003) medutim nije utvrdena znacajna
povezanost s izrazajem TNF-a (r=0,441 , p=0,067, Slika 4). Zna¢ajnost povezanosti se ne
mijenja ako se povezanost promatra samo unutar skupine nepotaknutih stanica (IL-76:
r=0,800, p=0,01; TNF-a: r= 0,280, p=0,470) ili skupine upalno potaknutih stanica (IL-1G:
r=0,736, p=0,024; TNF-a: r=0,451, p=0,22, nije prikazano).
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Slika 4. Povezanost izrazaja Mid 1 s izrazajem gena proupalnih citokina u stanicama kostane srzi miSeva soja
B6 u svim uzorcima pokusa u kojem je procjenjivano djelovanje neapoptotskih koncentracija protutijela anti-Fas
(opisano u Slici 3, n=18). r, Pearsonov korelacijski koeficijent; p, razina statisticke znacajnosti.
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5.4. Upalno potaknute stanice kostane srzi miSeva Mid 1 —/- poja¢avaju izrazaj gena
proupalnih citokina

S obzirom na povezanost izrazaja gena Mid 1 i IL-1f, sljedeci korak bio je utvrditi je li
funkcionalan Mid 1 nuZan za povecanje izraZaja gena proupalnih citokina te sam usporedila
izraZaj IL-168 i TNF-a u upalno potaknutim i nepotaknutim stanicama miSeva s izba¢enim
genom Mid 1 u odnosu na miSeve divljeg tipa (soj B6). Izrazaj IL-18 i TNF-a bio je znacajno
vedi u skupinama upalno potaknutih stanica kostane srzi mideva B6 (IL-18 17,51+1,70; TNF-
a, 2,05+0,20) i Mid 1 -/~ (IL-18 10,184£0,82; TNF-a, 1,41+0,30) u odnosu na skupine
nepotaknutih stanica (B6: IL-718 9,31+4,93, TNF-qa, 0,711£0,31; Mid 1 —/—: IL-18 5,69%1,27,
TNF-a, 0,44+0,05, Slika 5). lako je izrazaj gena IL-18 i TNF-a bio maniji u skupini upalno
potaknutih stanica kostane srzi miSeva Mid 1 —/— u odnosu na skupinu upalno potaknutih
stanica kostane srzi miSeva B6, pojacanje izrazaja proupalnih citokina u skupini potaknutih
stanica miSeva Mid 1 —/— u odnosu na kontrolnu skupinu nepotaknutih stanica upucuje na
zaklju¢ak da Mid 1 nije nuzan za pojacanje izrazaja proupalnih citokina potaknuto upalom. S
obzirom na podjednak izrazaj Mid 1 u upalno potaknutim i nepotaknutim stanicama miSeva B6,
potrebne su daljnje analize s ciliem razlucivanja djelovanja Mid 1 u kontekstu aktivacije
receptora Fas.
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Slika 5. lzrazaj gena proupalnih citokina u nepotaknutim (NS) i upalno potaknutim (S) stanicama miSeva
divljega tipa (B6) i miSeva bez funkcionalnog Mid 1 (Mid 1 —/-). Po 106 stanica posadeno je u zdenac plocice
za kulturu s 96 zdenaca. Za upalno poticanje dodana je bakterija M. tuberculosis inaktivirana toplinom u konaénoj
koncentraciji 2 pg/mL, a nakon inkubacije 18h/37°C stanice su uzete za izolaciju RNA. Stanice su uzgajane u
triplikatima (n=3), koji su koriSteni za analizu genskog izrazaja. Pokus je napravljen jednom. Prikazane su
pojedinacne vrijednosti svake skupine (crni kruzici), a vodoravne crte oznacavaju aritmeti¢ku sredinu + standardna
devijacija, crvene linijle oznaCavaju statistiCki zna€ajnu razliku unutar svakog soja, a plave linije oznacavaju
statistiCki znacajnu razliku izmedu odgovarajuéih nepotaknutih i upalno potaknutih stanica. Za analizu razlika
koriStena je jednosmjerna analiza varijance (ANOVA) sa Student-Neuman-Keul post-hoc testom za analizu razlika
izmedu skupina, a razina znac¢ajnosti postavljena je na p<0,05.
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6. RASPRAVA

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da niske koncentracije neoligomeriziraog agonisti¢kog
protutijela anti-Fas primijenjene in vitro izazivaju apoptozu malog udjela mijeloidnih stanica te
potiCu izrazaj gena proupalnih citokina i Mid 1 u stanicama koStane srzi, a oba su ucinka
izrazenija na stanicama koje su upalno potaknute dodatkom inaktivirane bakterije M.
tuberculosis. To je oCekivan nalaz jer upalni podrazaj polarizira stanice urodene imunosti
prema upalnom izvrSnom odgovoru aktivacijom PRR i poveCava njihovu osjetljivost na
apoptozu posredovanom receptorom Fas (O'Donnell i sur. 2015). U ovom istraZivanju
primijenila sam upalni podrazaj inaktiviranom bakterijom M. tuberculosis jer je nasa skupina
proupalne ucinke prvo opisala u modelu AIA Cije poticanje zahtijeva primjenu potpunog
Freundovog adjuvansa (CFA, prema engl. complete Freunds adjuvant) u ijem je sastavu i M.
tuberculosis. M. tuberculosis aktivira receptor slican Tollu (TLR, prema engl. Toll-like receptor)
2 iz skupine receptora PRR urodene imunosti. Zato je apoptotski ucinak aktivacije receptora
Fas najizrazeniji na stanicama granulocitno-monocitne populacije, dok je u€inak na limfoidnu
populaciju bio neznatan. To je takoder posljedica spontanog odumiranja limfoidnih stanica bez
adekvatnog podraZzaja antigenskog receptora ili citokina koji podrZavaju njihovo prezivljenje, a
vidljivo je iz visokog udjela mrtvih stanica zabiljezenog i u skupini kontrolnih netretiranih
stanica. Osim granulocitho-monocitne populacije, pokusala sam analizirati i populaciju
makrofaga, medutim oni isto zahtijevaju specificne uvjete i postupak kultivacije (Ogawa i sur.
2019), pa je udio mrtvih makrofaga kratkotrajnoj kulturi primijenjenoj u ovom istrazivanju bio
visok te su izostavljeni iz daljnjih analiza. Aktivacija receptora Fas na makrofazima predmet je
buducih istrazivanja u specifi€nim uvjetima kulture, jer je pokazano da je izrazaj receptora Fas
na makrofazima vazan za tijek artritisa (Huang i sur. 2014). S obzirom na visoko preZivijenje
stanica granulocitno-monocitne loze pretpostavka je da izrazaj gena odreden u stanicama
pune koStane srzi za potrebe ovog istraZivanja primarno reflektira transkripcijsku aktivnost tih
stanica. To bi se trebalo potvrditi analiziranjem kultura stanica koStane srzi u zasebnim
populacijama, uz pomo¢ uredaja za razvrstavanje stanica.

Koncentracija i stupanj oligomerizacije liganda odgovornih za apoptotske ili proupalne signalne
puteve receptora Fas opisani su u raznim istrazivanjima. Buchbinder i sur. pokazali su da
prevaga apoptotskog puta ili aktivacije NFkB pri niskim dozama liganda Fas ovisi o
stohastickim ucincima unutar signalnih puteva, prvenstveno apoptotskog (Buchbinder i sur.
2018). Hohlbaum i sur. pokazali su da oblici liganda sa sposobnoScu oligomerizacije posjeduju
znacajno vecu sposobnost indukcije apoptoze i upalne reakcije neutrofila, dok topljivi oblik
liganda koji je prirodni produkt metaloproteinazne aktivnosti i ima manju sposobnost
oligomerizacije blokira navedene ucinke (Hohlbaum i sur. 2000). Seino i sur. pokazali su da

topljivi ligand Fas i protutijelo anti-Fas poti¢u kemotaksiju neutrofila ve¢ u neoligomeriziranom
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obliku (Seino i sur. 1998). Osim koncentracije i stupnja oligomerizacije liganda, na vrstu
odgovora utje€u i razina izrazaja receptora kao i aktivnost ostalih signalnih puteva u stanici
(Siegmund i sur. 2017). S obzirom na to da se u nadem istrazivanju povecanje izrazaja gena
proupalnih citokina i Mid 1 pojavljuje tek u upalno potaknutim stanicama, rezultati jasno
upucuju na to da je za neapoptotsku proupalnu signalizaciju putem receptora Fas, u uvjetima
niske koncentracije liganda, potrebna odredena razina upalne polarizacije stanica urodene
imunosti. Proupalno djelovanje konzistentnije je pri vis§im koncentracijama neoligomeriziranog
protutijela, dok je pri najniZzoj koncentraciji bilo slabije i varijabilno medu pokusima. Suprotno
tome, oligomerizirano protutijelo imalo je iskljuCivo apoptotski ucinak Cija je pojava bila
neovisna o upalnoj stimulaciji.

S obzirom na povezanost izrazaja Mid 1 s izrazajem IL-18 i rezultate ranijih istrazivanja
oCekivala sam da u upalno potaknutim stanicama miSeva Mid 1 —/— nece biti zna¢ajnog porasta
izrazaja proupalnih citokina u odnosu na nepotaknute stanice, medutim taj je uc€inak izostao,
za Sto postoji nekoliko mogucih razloga. Prvo, uvjeti in vitro ne odgovaraju u potpunosti
uvjetima in vivo, u kojima su stanice produljeno izlozene relativno niskim koncentracijama
bakterije M. tuberculosis u odnosu na visoku koncentraciju kratkotrajno primijenjenu u pokusu
prikazanom u ovom istrazivanju. In vivo je proupalno djelovanje Mid 1 posredovano aktivacijom
smrtonosnog receptora posredstvom liganda TRAIL opisano u radovima Collisona i sur. u
modelima astme (Collison i sur. 2013), eozinofilnog ezofagitisa (Collison i sur. 2015) i plu¢noj
fibrozi (Collison i sur. 2019), a naSa istrazivacka skupina opisala je protuupalno djelovanje
receptora Fas na misjem modelu artritisa potaknutog antigenom, praéeno smanjenim
izrazajem Mid 1 (Luka¢ 2020). Preliminarni rezultati naSeg laboratorija na manjem broju jedinki
sa izbaCenim genom Mid 1 upuéuju na ucinak inaktivacije Mid 1 u smislu ublazavanja artritisa
potaknutog antigenom, a sli¢no je primije¢eno i pri tretiranju miSeva metforminom koji, medu
ostalim ucincima, inhibira vezivanje Mid 1 na PP2A (Kickstein i sur. 2010). Drugi moguci razlog
izostanka ucinka in vitro je da proupalno djelovanje Mid 1 nije izravno posredovano pojaganim
lu€enjem proupalnih citokina, ve¢ drugim mehanizmima poput djelovanja na migraciju ili
stvaranje NETs koji su u neutrofilima vezani uz djelovanje mikrotubula (Yadav i sur. 2019;
Neeli i sur. 2009), na koje se Mid 1 veze, te su potrebna daljnja funkcijska istrazivanja tih
stanica u kontekstu izostanka ili inhibicije djelovanja Mid 1. Tre¢a mogucnost je djelovanje
bjelancevine Midline 2 (Mid 2), koja je po gradi i stanicnom smjestaju sliCna bjelancevini Mid 1
te takoder posjeduje funkciju E3 ubiktivitnske ligaze (Buchner i sur. 1999). Pretpostavljeno je
da u uvjetima izbaCenog ili nefunkcionalnog gena Mid 1 njegovo djelovanje tijekom
embrionalnog razvoja moze djelomi¢no nadomjestiti Mid2 (Granata i sur. 2005), a moguce je
da se to dogada i u tijeku upalne aktivacije. Ovo istrazivanje je bilo ograni¢eno u smislu
mogucnosti izvedbe pokusa sa stanicama miSeva Mid 1 —/— zbog tek nedavno uspostavljene

kolonije i malog broja homozigotnih jedinki. Stoga u buduénosti planiramo uspostavu
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dugotrajnijih kultura s blazom upalnom stimulacijom, usporedbom ucinka agonistickog anti-
Fas protutijela na stanicama miSeva Mid 1 —/— i uvodenjem funkcijskih testova.

Dosad je pokazano sudjelovanje bjelanCevine Mid 1 u patogenezi malignih,
neurodegenerativnih i kroni¢nih upalnih bolesti, koje su rastuéi zdravstveni problem te imaju
znatan utjecaj na kvalitetu Zivota oboljelih. Terapijske moguénosti ¢esto su ograni¢nenog
uspjeha ili nose rizik za pacijenta, zbog €ega su potrebna daljnja bazi¢na istrazivanja
mehanizama ovih bolesti u smislu pronalazenja novih terapijskih cilijnih molekula. Mid 1 je
novootkriveni posrednik povezan sa smrtonosnim receptorima, Cija blokada ima potvrdene
protuupalne uc€inke u modelima bolesti in vivo, te je vazno dalje istrazivati regulacijske

mehanizme njegovog djelovanja i moguénosti potencijalnog terapijskog blokiranja.
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7. ZAKLJUCCI
1. Aktivacija receptora Fas izazvana oligomeriziranim i neoligomeriziranim agonistickim
protutijelom uzrokuje apoptozu mijeloidnih stanica miSje koStane srzi in vitro, a udio

apoptotskih stanica pada sa smanjenjem koncentracije protutijela.

2. Aktivacija receptora Fas neoligomeriziranim agonistickim protutijelom in vitro potiCe izrazaj

gena proupalnih citokina i Mid 1 u upalno potaknutim misjim stanicama kostane srzi.

3. Inaktivacija gena Mid 1 ne kodi porast izrazaja gena proupalnih citokina izazvan upalnim

podrazajem in vitro.
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10. SAZETAK

Midline 1 kao posrednik proupalne signalizacije receptora Fas u mijeloidnim
stanicama misje kostane srzi

Sara Priselac

Mijeloidne stanice pridonose pokretanju i odrzavanju upalnog odgovora, $to uz nedostatnu
regulaciju rezultira oSte¢enjem tkiva koje prati mnoge autoimunosne bolesti. Sustav Fas/ligand
Fas moze ograniciti upalni odgovor apoptozom imunosnih stanica, a moze ga i potaknuti slabo
istraZzenim proupalnim mehanizmima. Nedavno smo u misjem modelu artritisa opisali
proupalnu signalnu os receptora Fas putem bjelan¢evine Mid 1 u mijeloidnim stanicama. Cilj
rada bio je istraziti u€inak neapoptotske signalizacije receptora Fas na izrazaj gena Mid 1 i
proupalnih citokina u upalno potaknutim stanicama kostane srzi, te vaznost Mid 1 u njihovoj
upalnoj aktivaciji.

Stanice su inkubirane in vitro s oligomeriziranim i razliitim dozama neoligomeriziranog
agonisti¢kog protutijela anti-Fas, sa i bez upalnog podrazaja inaktiviranom bakterijom M.
tuberculosis. Udio apoptoti¢nih stanica odreden je protoChom citometrijom na temelju vezanja
aneksina V. Izrazaj gena proupalnih citokina IL1-8i TNF-a te gena Mid 1 odreden je postupkom
kvantitativhe lanCane reakcije polimeraze u stvarnom vremenu.

Rezultati su pokazali da oligomerizirano agonisticko protutijelo djeluje isklju€ivo apoptotski, a
neoligomerizirano agonisti¢ko protutijelo anti-Fas izaziva apoptozu malog udjela mijeloidnih
stanica te u upalno potaknutim stanicama dodatno poti€e izraZzaj gena proupalnih citokina i
Mid 1. Inaktivacija gena Mid 1 nije u potpunosti zakocCila porast izrazaja gena proupalnih

citokina u upalno potaknutim stanicama kostane srZi.

Klju¢ne rijeci: Fas, Mid 1, apoptoza, upala, mijeloidne stanice
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11. SUMMARY

Midline 1 as a mediatior of inflammatory signaling of Fas receptor in murine
myeloid bone marrow cells

Sara Priselac

Myeloid cells initiate and support inflammation, which damages tissues in the course of
autoimmune diseases. Fas/Fas ligand system hamper the inflammatory response via immune
cell apoptosis, but can also enhance it via less understood proinflammatory mechanisms. We
recently described a proinflammatory Fas-Mid 1 signaling axis in myeloid cells during murine
arthritis. The aim of this study was to investigate the effect of non-apoptotic Fas signaling on
the expression of Mid 1 and proinflammatory cytokine genes in murine bone marrow cells, and
the role of Mid 1 in their inflammatory response.

Cells were treated in vitro with oligomerized and various concentrations of non-oligomerized
agonistic anti-Fas antibody, in the presence or absence of inactivated M. tuberculosis. The
proportion of apoptotic cells was determined by annexin V binding using flow cytometry. Gene
expression of IL1-8, TNF-a, and Mid 1 was assessed by quantitative real-time polymerase
chain reaction.

Results revealed a sole apoptotic effect of the oligomerized agonistic antibody, while the non-
oligomerized antibody had a weak apoptotic effect on myeloid cells, but upregulated Mid 1 and
proinflammatory cytokine genes in inflammatory stimulated cells. Inactivation of Mid 1 gene
did not completely abolish the upregulation of proinflammatory cytokine genes in inflammatory

stimulated bone marrow cells.

Key words: Fas, Mid 1, apoptosis, inflammation, myeloid cells
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