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SAZETAK

Cilj istrazivanja: Istraziti svojstva CD68+ makrofaga sinovijske membrane zrelog
osteoartritisa (OA) koljena u trenutku aloartroplastike, in vitro analizirati utjecaj 7-
ketokolesterola (7-KC) na njihovu polarizaciju (M1/M2) 1 istraziti apoptoticki potencijal
granulizina (GNLY) u limfocitima periferne krvi ranog OA koljena. Materijali i metode:
Fenotip makrofaga je analiziran u parafinskim rezovima imunohistologijom i
imunofluorescencijom ili u suspenziji mononukleara proto¢nom citometrijom. GNLY je
analiziran imunocitokemijom, proto¢nom citometrijom i1 konfokalnom mikroskopijom u
suspenziji limfocita. Ucinjen je 18 satni test citotoksi¢nosti procis¢enih stanica NK prema
ciljevima K-562. Rezultati: CD68+ makrofagi, rijetko su izrazavali Hsp70 (od engl. Heat
Shock Protein 70) i Apaf-1 (od engl. Apoptotic protease activating factor 1), a ucestalo NF-kB
(od engl. Nuclear Factor kappa B), §to oznacava prevlast aktivacije nad oste¢enjem/apoptozom.
In vitro su se Hsp70 i 7-KC vezali za TLR4 (od engl. Toll- like receptor 4), a makrofagi su
izrazavali CD14 te CD91, TLR4, CD206 i CD209 za prepoznavanje liganada, internalizirali
dekstran i izrazavali HLA-DR, CD80 i CD86. M1 iNOS+ (od engl. Inducible Nitric Oxide
Synthase) CD68+ makrofagi nalazili su se u nakupinama CD3+ i1 CD56+ limfocita u stromi, a
M2 arginaza-1+CD68+ makrofagi na povrSini sinovijskih izdanaka. U suspenziji udio iNOS+
1 arginaza-1+ CD68+ makrofaga je bio podjednak, a makrofagi su izrazavali statisticki znacajno
vise CC liganda (CCL)2 nego CCL3 1 CCL22 nego CCL17. 7-KC (10 pg/mL) podrzavao je
program M1, usprkos citotoksi¢nosti od 40% tijekom 18 sati, jer se povecao izrazaj CD86, CC
receptora (CCR)7, CCL2 1 CCL3, a smanjio izrazaj CD91, CD206, CCRS, mamilice D6, IL-17
1 CCL17, kao po stimulaciji s lipopolisaharidom (LPS) u usporedbi s kontrolom. 7-KC i LPS
su povecavali omjer iNOS+/arginaze-1+ u CD68+ makrofagima. Makrofagi su izraZzavali LXR
(od engl. Liver X Receptor) i 4-hidroksinonenal. Postotak ukupnih GNLY+ limfocita periferne
krvi je iznosio 7.5% (2.8-9%) u skupini s ranim OA-om, ukljucujucéi stanice NK, limfocite T 1
NKT i bio statisticki znac¢ajno ve¢i u odnosu na kontrolu, ali se raspodjela unutar LAMP-1+
vezikula nije znacajno razlikovala, kao ni rana apoptoza NK ciljeva K-562 izmedu skupina.
Blokada GNLY 1 perforina je statisticki zna¢ajno smanjila ranu apoptozu NK ciljeva K-562 u
skupini s ranim OA-om bez ucinka u kontroli. Zakljucak: CD68+ makrofagi sinovijske
membrane zrelog OA su heterogena skupina stanica M1 1 M2, a 7-KC promi¢e M1 program in
vitro 1 podudara se s ukljucivanjem GNLY i prevlasti upale u patogenezi OA.

Kljucéne rijeci: Granulizin; Limfociti; Makrofagi; Osteoartritis koljena; Polarizacija; Sinovija.
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SUMMARY

Objectives: This study aimed to investigate the properties of CD68+ macrophages in the
synovial membrane of patients with mature knee osteoarthritis (OA) at the time of
alloarthroplasty, to analyze the in vitro influence of 7-ketocholesterol (7-KC) on their
polarization (M1/M2), and to investigate the apoptotic potential of granulysin (GNLY) in the
peripheral blood lymphocytes of patients with early knee OA. Materials and Methods:
Macrophage phenotypes were analyzed in paraffin sections using immunohistochemistry and
immunofluorescence or in mononuclear suspensions using flow cytometry. GNLY expression
was analyzed by immunocytochemistry, flow cytometry, and confocal microscopy in
lymphocyte suspensions. An 18-hour cytotoxicity test of purified NK cells against K-562
targets was performed. Results: CD68+ macrophages rarely express Hsp70 (Heat Shock
Protein 70) and Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor 1), but frequently NF-kB (Nuclear
Factor kappa B), indicating the predominance of activation over damage/apoptosis. In vitro,
Hsp70 and 7-KC were bound to TLR4 (Toll-like receptor 4), and macrophages expressed CD14,
CD91, TLR4, CD206, and CD209 for ligand recognition, internalization of dextran, and
expression of HLA-DR, CD80, and CD86. M1 iNOS+ (Inducible Nitric Oxide synthase)
CD68+ macrophages are located in clusters of CD3+ and CD56+ lymphocytes in the stroma,
and M2 arginase-1+CD68+ on the surface of the synovial shoots. The proportions of iNOS+
and arginase-1+ CD68+ macrophages in the suspension were equivalent. Macrophages
expressed significantly more CC ligand (CCL)2 than CCL3 as well as significantly more
CCL22 than CCL17. 7-KC (10 pg/mL) supported the M1 maturation program, despite 40%
cytotoxicity after 18 hours, as it increased the expression of CD86, CC receptor (CCR)7, CCL2,
and CCL3, and decreased the expression of CD91, CD206, CCRS5, D6, IL-17, and CCL17, as
when stimulated with lipopolysaccharide (LPS) compared to control. 7-KC and LPS increase
the iINOS+/arginase-1+ ratio in CD68+ macrophages. Macrophages express liver X receptors
and 4-hydroxynonenal. The percentage of total peripheral blood GNLY+ lymphocytes was
7.5% (2.8-9%) in the group with early OA, including NK cells, T lymphocytes, and NKT,
which was statistically significantly higher than that of the control. However, the distribution
within LAMP-1+ vesicles was not significantly different, nor was the early apoptosis of NK
targets K-562 between the groups. Blockade of GNLY and perforin significantly reduced early
apoptosis of the NK target K-562 in the group with early OA, and this effect was absent in the
control group. Conclusion: CD68+ macrophages in the synovial membrane of mature OA are
a heterogeneous group of M1 and M2 cells, and 7-KC promotes the M1 program in vitro. These
findings are consistent with the involvement of GNLY and the predominance of inflammation
in OA pathogenesis.

Keywords: Granulysin; Lymphocytes; Macrophages; Osteoarthritis, Knee; Polarization;

Synovium.
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1. UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA



1.1. Osteoartritis

Osteoartritis (OA) je skupina bolesti koja zapocinje oSte¢enjem hrskavice i okolne kosti i Siri
se na sinovijsku membranu i okolne strukture uz obiljeZja upale i hiperplazije sinovijske
membrane, erozije zglobne hrskavice i oSte¢enja zglobnih tetiva 1 ligamenata [ 1] te bol, oticanje
1 ukoCenost zahvac¢enog zgloba [2,3]. Patofizioloski proces u OA-u je kroni¢ne prirode s
postupnim progresivnim razvojem klinickih i radioloskih znakova, naj¢es¢e uzrokovan s vise
¢imbenika [4].

Povijesno, razvoj OA-a opisuje se kao posljedica degenerativnih promjena zglobova
uzrokovanih procesom starenja i/ili mehanickog oStecenja [5]. Danasnje spoznaje, definiraju
OA kao posljedicu interakcije mehani¢kog oste¢enja zglobnih struktura (posljedica traumatske
ozljede, opterecenje kao posljedica debljine) i metabolickih ¢imbenika (metabolic¢ki sindrom,
dislipidemija, pretilost i s pretiloS¢u povezana upala niskog stupnja, hiperuricemija) koji se
isprepli¢u u svojim patogenetskim putevima [3,6].

OA karakterizira oste¢enje zglobnih struktura nepoznatog uzroka nastajanja koji se obzirom na
broj skupina zahvacenih zglobova dijeli na lokalizirani i1 generalizirani [4]. Sekundarni OA
javlja se kao posljedica intraartikularnih traumatskih prijeloma ili oStecenja zglobnih struktura
koje mogu biti izazvane operativnim zahvatima, kongenitalnim ili razvojnim anomalijama 1
infekcijama ili slabostima mekog tkiva. Prevalencija 1 rizik razvoja sekundarnog OA-a veci su
u sklopu neinfektivnih upalnih reumatskih bolesti, gihta, Wilsonove bolesti te kod neuropatskih
[9], hematoloskih i endokrinoloskih bolesti (pretilost [10,11], poremec¢aj metabolizma glukoze
[12] 1 metabolizma masti [13]).

OA je jedan od vodec¢ih uzroka invaliditeta u svijetu [2,6]. Prema podacima epidemioloSke
studije o globalnom teretu bolesti (GBD, od eng. Global Burden of Disease) u 2020. godini vise
od 7,6% svjetske populacije bolovalo je od OA-a [14]. U 2020. godini registrirano je blizu 600
milijuna oboljelih od OA-a diljem svijeta [15]. Prevalencija bolesti prema dobnim skupinama
pokazala je da u populaciji izmedu 30 i1 60 godina ona iznosi oko 18% [15]. U skupini starijih
od 60 godina 12%, odnosno vise od 240 milijuna ljudi u svijetu, boluje od OA-a [16]. Kod
osoba starijih od 70 godina, OA zauzima 7. mjesto na ljestvici naj¢e$¢ih uzro¢nika invaliditeta
u svijetu, od kojih je najces¢i OA koljena [14]. Godisnja incidencija lije¢nickih konzultacija
zbog simptomatskog OA koljena procjenjuje se na 0,5% oboljelih starijih od 55 godina i raste
do 1% u bolesnika starijih od 70 godina [17]. Visoka stopa oboljelih predstavlja znacajno

financijsko opterecenje za bolesnike, nacionalna zdravstvena osiguranja i osiguravajuce tvrtke



uz procjenu da na izravne 1 neizravne troSkove povezane s OA-om godiSnje otpada od 0,25 do
0,5% bruto nacionalnog dohotka [18]. Posljednjih desetlje¢a OA, kao degenerativna bolest
zglobova, najces¢i je uzrok invaliditeta u razvijenim zemljama i zemljama u razvoju [19,20].

OA se moze pojaviti u bilo kojem zglobu, no ¢es¢i je u zglobovima prstiju, kuka, koljena, vratne
1 lumbalne kraljeznice te u prvom metatarzofalangealnom zglobu [21]. Najces¢i oblik bolesti je
OA koljena s 365 milijuna registriranih bolesnika [22]. Klinicke karakteristike OA-a koljena
ukljucuju bol, uko€enost u prvom pokretu nakon odmora i smanjen opseg pokreta zgloba [23—
26]. Sukladno lokalizaciji 1 prirodnom tijeku bolesti, OA kuka, a osobito koljena, pokazuju
najnepovoljnije ucinke na funkcionalni status [27]. Prema podacima Centra za kontrolu i
prevenciju bolesti, ograni¢enje u kretanju ima oko 80% bolesnika s OA-om koljena, 25% nije
u mogucénosti obavljati svakodnevne aktivnosti, a u osobnoj njezi njih 11% treba pomo¢ [28].
Podaci studija iz Bristola [19] i Nottinghama [20] pokazuju da oko 15% opc¢e populacije u dobi
od 55 i viSe godina ima ograni¢ene dnevne aktivnosti zbog boli u koljenu tijekom jednog
mjeseca, odnosno godine dana. Stovide, postoji korelacija izmedu intenziteta boli i
funkcionalnih ogranicenja s tezinom radiografskih promjena [29], koje dodatno pridonose
naruSenoj kvaliteti sna, osjecaju umora i promjenama psihickog stanja bolesnika, koje cesto
vode depresiji [30]. OA se pojavljuje s drugim bolestima i stanjima povezanima s poodmaklom
zivotnom dobi u priblizno 90% bolesnika [31]. Obi¢no su to kardiovaskularne bolesti,
uklju€ujuéi hipertenziju 1 ishemijsku bolest srca [31,32]. Bolest naruSava kvalitetu Zivota,
definiranu kao kompleksan, sintetski doZzivljaj zivotnog zadovoljstva koji se javlja u stalnoj

.....

drustvene aktivnosti, meduljudski odnosi, emocionalne veze [33].
1.1.1. Cimbenici rizika

U ¢imbenike rizika OA-a ubrajaju se: traumatska ozljeda, spol, pretilost, genetika i metabolicki
sindrom [2,3,7,34]. Obzirom na kompleksnost bolesti i nepotpuno razjaSnjen patogenetski
mehanizam razvoja, vazno je napomenuti da medusobni ulinci viSe rizi¢nih c¢imbenika

doprinose 1 povecavaju rizik za razvoj OA-a, narocito u starijoj populaciji [2,3].
1.1.1.1. Traumatska ozljeda

Traumatske ozljede i/ili oSte¢enja zglobnih struktura kao rezultat fraktura ili operacijskih
zahvata povecavaju rizik za razvoj OA-a [35]. Najveci rizik povezuje se s rupturom prednjeg

kriznog ligamenta i ozljedom meniskusa koljena [3,36]. Kao posljedica dolazi do razvoja



poremecaja homeostaze tkiva zglobne hrskavice, odnosno ubrzane nekroze i apoptoze stanica

uz gubitak u¢inkovitog uklanjanja oStecenih stanica [3] i time osnovne funkcije tkiva [36].
1.1.1.2. Dob

Degenerativne promjene zglobova kao 1 prisutnost vec¢eg broja ¢imbenika rizika svojstveni su
za osobe starije zivotne dobi [16]. Zbog toga se starija zivotna dob navodi kao primarni
nepovratni ¢imbenik rizika za razvoj OA-a [37]. Prevalencija broja oboljelih raste s godinama
starosti, medutim najveéi broj oboljelih (8-23%) €ine osobe srednje zivotne dobi (50-60 godina)
u odnosu na mladu (19-50 godina) i stariju skupinu stanovnistva (=60 godina) gdje prevalencija
iznosi 3-9% odnosno 9-15% [2]. Vazno je naglasiti da se procesom starenja, sve stanice u tijelu
pa tako i stanice zglobnih struktura, nalaze pod $tetnim utjecajem velikog broja stresora koji
dovode do pojacane unutarstani¢ne sinteze reaktivnih vrsta kisika (ROS, od eng. Reactive
Oxigen Species). Posljedica djelovanja ROS-a je oStecenje stani¢nih struktura i organela
(deoksiribonukleinske kiseline (DNA, od eng. Deoxyribonucleic Acid), mitohondrija) uz

naruSavanje stanicne homeostaze §to povecava rizik za razvoj OA-a [3,37].
1.1.1.3. Spol

Globalna prevalencija OA-a dva puta veca je kod Zena u odnosu na muskarce [8,34,38]. Ta
razlika najizrazenija je u populaciji od 50-80 godina starosti, dok kod mladih od 50 1 starijih od
80 godina podjednaki je broj muSkaraca i Zena oboljelih od OA-a [2,39]. Razlog zaSto zene
nakon 50 godina imaju veci rizik i ¢eS¢e razvijaju OA nije u potpunosti razjasnjen. Naglasak 1
opcenito objasnjenje su multifunkcionalni u€inci, ukljucuju¢i uloge Zena u obitelji 1 drustvu
[40]. Medutim, kao potencijalno visokorizi¢ni ¢imbenici razvoja OA-a kod Zena navode se
hormonalne promjene (menstrualni ciklus, menopauza) [41] tj. smanjenje koncentracije
estrogena (pad njegove zaStitne uloge u razvoju upale) [42], progesterona [43] i veca

prevalencija debljine [39,41].
1.1.1.4. Genetika

Mutacije gena, odnosno genetske varijante povezane s predispozicijom kao i samostalnim
visoko rizi¢nim ¢imbenikom, podupiru definiciju OA-a kao poligenske bolesti. Najveéi broj
analiziranih genetskih varijanti povezanih s razvojem OA-a kodira sintezu proteina koji
sudjeluju u odrzavanje homeostaze zglobnih struktura (proteini stani¢nog citoskeleta,

izvanstanicne 1 stani¢ne signalne molekule, stani¢ni enzimi) [44] odnosno procesa fizioloskog



razvoja zglobova [45]. Dosadasnja istrazivanja nisu potvrdila postojanje mutacija i/ili genetskih
varijanti koje bi se povezale s predispozicijom razvoja degenerativnih promjena i razaranjem
zglobne hrskavice [45]. Definiranje genetskih varijanti karakteristicnih za OA najvece znacenje
ima u razjas$njenju patogenetskog mehanizma bolesti, utjecaju prirodenih deformiteta zglobova

na razvoj OA-a kao i1 na ranu prevenciju te razvoj ciljane terapije [46].
1.1.1.5. Drustveni i ekonomski ¢imbenici rizika

Prema socioekonomskim studijama, nizi stupanj obrazovanja, zanimanja koja ukljucuju tezi
brojem ¢lanova, ¢imbenici su rizika za razvoj OA-a [47]. TezZi oblici OA-a koljena, prema
longitudinalnom istrazivanju provedenoj na populaciji okruga Johnston (Sjeverna Karolina,
SAD), =zabiljezeni su kod osoba nizeg stupnja obrazovanja [48]. Takoder, rezultati
retrospektivne studije koja je provedena u Kataloniji na populaciji ve¢oj od 5 milijuna
stanovnika, pokazali su vecu incidenciju OA-a koljena medu osobama nizeg socijalno
imovinskog statusa, nezaposlenima i fizickim radnicima te kod stanovnika ruralnih podrucja

[49].
1.1.1.6. Metabolicki sindrom

Metabolicki sindrom definiran je kao zajednicki naziv za skup poremecaja koji ukljucuju
debljinu (indeks tjelesne mase >30 kg/m?), opseg struka (muskarci > 94 cm, Zene > 80 cm),
dislipidemiju (poviSena koncentracija triglicerida >1,7 mmol/L, snizena koncentracija
lipoproteina visoke gustoce ili HDL-a (od eng. High-Density Lipoprotein): muSkarci <1,03
mmol/L, Zene <1,29 mmol/L), poremecaj metabolizma glukoze (povecana koncentracija
glukoze nataSte >5,6 mmol/L, rezisencija na inzulin ili Secerna bolest tipa 2), i hipertenziju
(krvni tlak >130/85 mmHg) [50]. Primarno se povezuje s visokim rizikom za razvoj sréanog
i/ili mozdanog udara i Secerne bolesti tipa 2 [51].

Metabolic¢ki sindrom je i1 visokorizi¢ni ¢imbenik za razvoj i progresiju OA-a mehanickim
(povecano opterecenje na zglobove kao posljedica debljine) 1 metabolickim utjecajem (upala
niskog stupnja, sinteza ROS-a i oksidacijskih produkata kolesterola) [52]. Kod osoba s
razvijenim metabolickim sindromom, neovisno o dobi i spolu, rizik za OA je dva do tri puta
veci u odnosu na zdrave osobe [53]. Metaboli¢ki OA opisuje se kao zasebni fenotip OA-a na
temelju povezanosti metaboli¢kog sindroma i povecanog rizika za razvoj odnosno direktnog

utjecaja na patogenezu i progresiju OA-a[11]. Prema rezultatima Fasa studije kojom je ispitivan



utjecaj svakog pojedinacnog poremecaja u sklopu metabolickog sindroma na razvoj OA-a,
porast u svakom, kao i ukupnom broju pojedinacnih poremeéaja kod svake osobe znacajno
povecava rizik za razvoj OA-a. U osoba kod kojih su zadovoljeni kriteriji za sve poremecaje u
sklopu metabolickog sindroma, 31 puta je veci rizik za razvoj OA-a u odnosu na osobe bez
dijagnoze metabolickog sindroma [54]. Usporedbom prevalencije metabolickog sindroma
izmedu OA-a i1 reumatoidnog artritisa (RA) koja je provedena presjenom multicentri¢nom
studijom u reumatoloskim centrima u Republici Hrvatskoj, dobiveno je da je ona 1,6 puta visa
u bolesnika s OA-om u odnosu na bolesnike s RA-om [55]. Takoder, studija je pokazala vece
vrijednosti opsega struka, krvnog tlaka, koncentracije triglicerida i glukoze nataste u bolesnika
s OA-om $to je u skladu s rezultatima epidemioloskih studija o konceptu metabolickog OA-a
kao klini¢kog fenotipa OA-a povezanog s pretiloscu, dislipidemijom, Se¢ernom bolesti tipa 2 i

hipertenzijom.
1.1.1.7. Pretilost

Indeks tjelesne mase (BMI, od eng. Body Mass Index) veéi od 30 kg/m? prema Svjetskoj
zdravstvenoj organizaciji definira se kao pretilost koja zbog mnogobrojnih negativnih u¢inka
predstavlja visoko rizi¢ni ¢imbenik za OA 1 predmet je mnogih suvremenih istraZivanja [56—
58]. Tjelesna masa povecava mehanicko opterecenje koljena vise nego kukova i navodi se kao
predskazatelj napredovanja OA-a koljena [59]. Odnos izmedu BMI-a i OA-a koljena je
proporcionalan, a trajanje povecanog opterecenja zgloba ili dobivanja na teZini doprinosi
invaliditetu [59]. Prema podacima u studiji Grazio i sur. [59], 69% zamjene koljenskog zgloba
protezom moze se pripisati pretilosti.

Poput OA-a, pretilost predstavlja upalu niskog stupnja koja dodatno potice metabolicke 1 upalne
promjene zglobnih struktura [3,8,60,61]. Adipociti, stanice masnog tkiva, sintetiziraju brojne
proupalne citokine- adipokine (leptin, visfatin), ¢imbenik nekroze tumora- alfa (TNF-a, od eng.
Tumor Necrosis Factor- alpha), interleukin (IL)-1 1 IL-6 [52,62]. Njihovo pojac¢ano lucenje
povezuje se s traumom uslijed pove¢anog mehanic¢kog optere¢enja zglobova uz posljedi¢no

produbljivanje upalnih promjena u zglobnim strukturama i povecanje rizika za OA [52,63].
1.1.1.8. Dislipidemija

Povecana koncentracija kolesterola (hiperkolesterolemija), lipoproteina niske gustoce ili LDL-
a (od eng. Low-Density Lipoprotein), triglicerida (hipertrigliceridemija) i slobodnih masnih

kiselina te snizena koncentracija HDL-a obiljezja su dislipidemije [64]. Poremecaj homeostaze



kolesterola u hondrocitima, odnosno njegovo povecano nakupljanje, svojstveni su za OA [65],
a javlja se kao rezultat njegovog pojacanog unosa i smanjenog izlucivanja [66]. Smanjeno
izlu¢ivanje povezuje se sa sniZzenim izrazajem stanicnih receptora koji sudjeluju u prijenosu
signala za prijepis gena klju¢nih u odrzavanju homeostaze metabolizma kolesterola [52].
Istrazivanja OA-a na mi$jim modelima pokazala su smanjeni izrazaj jetrenog X receptora
(LXR, od eng. Liver X Receptor), receptora aktiviranog proliferatorom peroksisoma (PPAR,
od eng. Peroxisome Proliferator-Activated Receptor) i orphan receptora alfa povezanog s
retinoi¢nom kiselinom (RoRa, od eng. Retinoic Acid-Related Orphan Receptor alpha) koji je u
pozitivnom meduodnosu s izrazajem gena za nadziranje prijenosa kolesterola (apoAl, abcal)
iz stanice [52,64]. Posljedi¢no, u OA-u dolazi do smanjenog izlaska ili otpustanja kolesterola
iz stanica hondrocita zbog ¢ega u njima nastaju negativne metaboli¢ke promjene koje ukljucuju
pojacano stvaranje proupalnih citokina, razgradnju zglobne hrskavice 1 zadebljanje
subhondralne kosti [52]. Od proupalnih citokina najizraZenije je pojacano izlu€ivanje IL-1,
IL-6 1 TNF-a [12]. Oni svoj ucinak ostvaraju povecanjem stvaranja proteolitickih enzima
matriks metaloproteinaze (MMP, od eng. Matrix Metalloproteinase)-1 MMP-3 i MMP-13,
dezintegrina i metaloproteinaze s motivima trombospondina (ADAMTS, od eng. A Disintegrin
and Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs)-4, ADAMTS-5, inducibilne sintaze
dusikovog oksida (iNOS, od eng. Inducibile Nitric Oxide Synthase), oStecenjem DNA 1
posljedi¢no apoptozom stanica te smanjenim stvaranjem IL-10, tkivnih inhibitora
metaloproteinaza (TIMP (od eng. Tissue Inhibitor of Metalloproteinases)-1 i TIMP-3) te
kolagena i proteoglikana [67,68].

Posljedica pojacanog talozenja kolesterola u fizioloSki avaskularnoj hrskavici i drugim
zglobnim tkivima je smanjenje opskrbe kisikom 1 hranjivim tvarima nuZznim za normalan
stani¢ni metabolizam, $to je dodatan rizik za razvoj, ali 1 za pogorSanje tijeka OA-a [52]. LDL
je glavna Cestica za prijenos kolesterola u periferna tkiva [69]. Gradena je od proteina (20%),
fosfolipida (20%), triglicerida (5%), ne-esterificiranog kolesterola (10%) 1 esterificiranog
kolesterola koji je s 40% udjela najzastupljenija gradevna molekula LDL-a [70]. Jedna
molekula apolipoproteina B-100 (apoB-100) obavija molekule masti, ¢ini ih topljivim u vodi
(hidrofilnima) i omogucuje vezanje LDL-a na receptore za LDL (LDL-R, od eng. Low-Density
Lipoprotein Receptor) izrazene na endotelnim stanicama, stanicama glatkih miSica,
makrofagima 1 trombocitima [71] te ulazak u stanice procesom endocitoze [70] kako je

prikazano na Slici 1.
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Slika 1. Grada LDL molekule. Preuzeto i prilagodeno prema [72].

U uvjetima oksidacijskog stresa, djelovanjem ROS-a dolazi do oksidacije LDL-a [73]. Proizvod
oksidacije LDL-a je oksidirani LDL ili oxLDL (od eng. Oxidized LDL) [6], koji se veze na
oksidirani LDL receptor-1 sli¢an lektinu (LOX-1, od eng. Lectin-like Oxidized LDL Receptor-
1) na povrSini tkivnih makrofaga 1 potice njihovu polarizaciju u proupalni M1 tip [74].

M1 makrofagi lu¢enjem proupanih medijatora potiu razvoj upale niskog stupnja svojstvene za
OA [75]. Istrazivanja patogeneze OA-a na mi§jim modelima pokazala su povecanu
koncentraciju oxLDL-a u sinovijskoj tekuéini i povecan izrazaj LOX-1 na stanicama sinovijske
membrane 1 hondrocitima $to uzrokuje poja¢ano unutarstani¢no stvaranje ROS-a, MMP-3 i
proupalnih citokina (IL-6, IL-8, CC-ligand (CCL, od eng. C-C Motif Chemokine Ligand) 2 te
faktora rasta kao S§to je transformirajuci faktora rasta beta (TGF-PB, od eng. Transforming
Growth Factor- beta) [76]. Njihov ucinak pospjesuje upalni proces i apoptozu hondrocita [76]
te razaranje zglobne hrskavice 1 rast ektopicne kosti [77,78]. U istrazivanju koje su proveli Seo
1 sur. [79], ispitivan je utjecaj 25-hidroksikolesterola, oksisterola koji nastaje enzimatskom
razgradnjom kolesterola, na apoptozu hondrocita kod Stakora kao moguci patofizioloski
posrednik izmedu metabolickog sindroma i razvoja OA-a. Dobiveni rezultati su pokazali da 25-
hidroksikolesterol dovodi do povecanja apoptoze hondrocita i smanjenja njihove vijabilnosti,
ali takoder 1 do gubitka proteoglikana zglobne hrskavice Sto ukazuje na blisku povezanost
metabolizma kolesterola 1 metabolickog sindroma s razvojem i progresijom OA-a [79].

Proces razgradnje triglicerida glavni je izvor energije potrebne za odrZzavanje homeostaze
stanica u kojem kao proizvodi nastaju glicerol i slobodne masne kiseline [80]. Zasi¢ene masne
kiseline mehanizmom pokretanja proupalnih signalnih puteva, koji su usmjereni ponajprije na

poticanje ucinkovitosti transkripcijskog ¢imbenika nuklearnog ¢imbenika kapa B (NF-«xB, od
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eng. Nuclear Factor kappa B) i1 autofagije hondrocita utjecu na oStecenje hrskavice zgloba i
napredovanje OA-a [52,81]. Polinezasi¢ene masne kiseline imaju dvojak ucinak [82]. Omega-
6 1 omega-3 masne kiseline imaju medusobno suprotan u¢inak djelovanja na razvoj i progresiju
OA-a [68]. Omega-6 stimuliraju luCenje proupalnih citokina (IL-6) i aktiviraju apoptozu
hondrocita Sto doprinosi osSte¢enju tkiva 1 progresiji bolesti, dok omega-3 usporavaju
napredovanje bolesti [52,81]. PoviSen odnos omega-6 : omega-3 masnih kiselina u serumu
bolesnika s OA-om koljena povezan je s izraZzenijom upalom i smanjenom pokretljivoscu
zglobova u odnosu na bolesnike kod kojih je taj odnos nizi [83].

Kao posljedica upale, sinovijska membrana u upalnim bolestima zglobova postaje propusnija
za vodu 1 makromolekule plazme, ¢ijom se ultrafiltracijom proizvodi sinovijska tekuéina, ali i
za molekule koje su proizvodi metabolickih i katabolickih procesa stanica zglobnih struktura
[84]. U OA-u kao posljedica veée poroznosti sinovijske membrane dolazi do povecanja
koncentracije lipoproteina 1 oksisterola u sinovijskoj tekucini [11]. Takoder, povecana
koncentracija oxLDL-a u sinovijskoj tekucini zgloba s OA-om javlja se i zbog njegove
povecane koncentracije u serumu [85]. Vazno je napomenuti i njegovo stvaranje djelovanjem
ROS-a koji se kao proizvodi pojaanog stvaranja u stanicama zglobnog tkiva oslobadaju u
sinovijsku tekuéinu gdje uzrokuju oksidaciju plazmatskih molekula LDL-a [86]. Snizene
koncentracije HDL-a 1 njegove glavne proteinske molekule apoAl u sinovijskoj tekucini
bolesnika s OA-om u usporedbi sa zdravim osobama povezuju se s vec¢im stupnjem oStecenja
zgloba, tezim simptomima primarnog OA-a koljena te pokazuju izvrsnu dijagnosticku

vrijednost u postavljanju dijagnoze uznapredovale odnosno kasne faze bolesti [87].
1.1.1.9. Poremecaj metabolizma glukoze

Rizik za razvoj OA-a je 1,5 puta veci kod bolesnika sa Se¢ernom bolesti tipa 2 [64]. Unos
glukoze u stanice posredovan je aktivacijom glukoznih transportnih receptora ili GLUT (od
eng. Glucose Transporter) €iji je izrazaj nadziran izvanstani¢nom koncentracijom glukoze [88].
U zglobu s OA-om, hondrociti pokazuju sniZzenu sposobnost nadziranja izrazaja GLUT-1
ovisno o izvanstani¢noj koncentraciji glukoze, tako da je izrazaj GLUT-1 trajno povecan [11].
Zbog toga hiperglikemija kod bolesnika s OA-om uzrokuje povecano odlaganje glukoze u
hondrocitima, koja posljedicno uzrokuje i pojacano stvaranje ROS-a te poticanje proupalnih
ucinaka NF-kB [89]. Zbog navedenih svojstava ROS pridonosi razvoju i napredovanju OA-a
[64,89]. Takoder, kao posljedica razvoja inzulinske rezistencije u sklopu Secerne bolesti tipa 2
ponistava se pozitivan ucinak inzulina na smanjenje sinteze upalnih posrednika u stanicama
sinovijske membrane i stanicama hondrocita, odnosno povecava se rizik za razvoj OA-a
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[64,81]. Istrazivanja povezanosti Sec¢erne bolesti i OA-a pokazuju znacajne razlike u obiljezjima
sinovijske membrane i koncentracije krajnjih proizvoda glikacije (AGE, od eng. Advanced
Glycation End-products) u sinovijskoj tekucini bolesnika s OA-om koljena i Se¢ernom bolesti
u odnosu na bolesnike s OA-om koljena, ali bez dijagnoze Secerne bolesti. Sinovijska
membrana bolesnika s Se¢ernom bolesti ima deblji sloj sinovijskih stanica s obiljezjima
pojacane angiogeneze i broja upalnih stanica, te izrazaja MMP-13, ADAMTS-5 i NF-«xB te
proupalnih biljega TNF-a i IL-6 u odnosu na bolesnike koji ne boluju od Secerne bolesti [90].
Veca koncentracija AGE-a u sinovijskoj tekucini bolesnika s Secernom bolesti takoder je
prepoznata kao ¢imbenik rizika za razvoj 1 napredovanje OA-a [91] obzirom da AGE molekule

uzrokuju razgradnju i ostecenje strukturnih proteina stanica i tkiva zglobnih struktura [92].
1.1.1.10. Hipertenzija

Arterijska hipertenzija negativno utjece na simptome i kvalitetu Zivota bolesnika s OA-om [93],
a prema podacima multicentrine studije koju su proveli Morovi¢-Vergles 1 sur. [94]
prevalencija hipertenzije medu bolesnicima s OA-om iznosila je 73,3 % (95 % CI, 68,4-77,7%)
te je bila viSa kod starijih i pretilih u odnosu na bolesnike mlade od 65 godina.

Hipertenzija poti¢e napredovanje OA-a putem aktivacije autonomnog Ziv€anog sustava
obzirom na njegovu ulogu u nadziranju imunoloSkog i1 kardiovaskularnog sustava [95].
Istrazivanje povezanosti razvoja OA-a i1 hipertenzije na Stakorima [96] pokazala su da povisen
krvni tlak doprinosi preinacavanju struktura zgloba koje dodatno ovise i1 o spolu. Tako je
pokazan izraZeniji gubitak zglobne hrskavice i1 razvoj sinovitisa kod hipertenzivnih Zenki
Stakora, dok je kod muskih to bilo oSte¢enje i preinacavanje subhondralne kosti [96].
Patogenetski mehanizmi koji povezuju hipertenziju s povecanim rizikom za razvoj OA-a vezani
su uz vaskularne promjene krvnih zila subhondralne kosti [64,81]. Kao posljedice hipertenzije,
suzavanje krvnih Zila i stvaranje krvnih mikrougrusaka dovode do smanjene opskrbe tkiva
subhondralne kosti kisikom i hranjivim tvarima, pospjeSuju¢i apoptozu osteocita i proces
preinacavanja subhondralne kosti zgloba [64].

Aktivacija sustava renin-angiotenzin, endotelina 1 signalnog puta Wnt-B-katenina kao
posljedica hipertenzije, dovodi do hipertrofije hondrocita, razvoja upale 1 aktivacije
katabolickih mehanizama zglobnog tkiva te na taj nacin oni izravno upravljaju boles¢u
zglobova u OA-u. Bliski odnos izmedu hipertenzije i OA-a ukazuje na to da bi strategije
usmjerene na endotel, uklju¢uju¢i prenamijenjene antihipertenzivne lijekove koje je odobrila
Americka uprava za hranu 1 lijekove (FDA, od eng. Food and Drug Administration) mogle biti
korisne u lije¢enju OA-a [93]. Na tom tragu FDA je odobrila prvu kombinaciju fiksnih doza
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antihipertenziva (amlodipin) 1 nesteroidnog protuupalnog lijeka (celekoksib) za lijeCenje
komorbidne hipertenzije i OA-a [97]. Blokatori angiotenzinskih receptora imali su najvise
nuspojava od svih skupina antihipertenzivnih lijekova u bolesnika s arterijskom hipertenzijom
1 OA-om §to zahtjeva poseban oprez kod njihove primjene u lijeCenju takve skupine bolesnika
[98].

U studiji Wen CY i sur. [99] dokazan je znaCajan gubitak koStane mase subhondralne ploce i
smanjenje gustoce kostiju u medijalnom dijelu tibije kod bolesnika s OA-om koljena te
hipertenzijom i SeCernom bolesti. Medutim, u studiji japanske grupe autora Yang i sur. [100]
nije utvrdena snazna povezanost izmedu OA-a 1 hipertenzije, ve¢ da postoji veci rizik za razvoj
hipertenzije samo kod muskaraca s OA-om. To bi se na temelju prijasnjih studija moglo
objasniti pove¢anom aktivno$¢u androgenih receptora i koncentracije testosterona odnosno

njihovog utjecaja na razvoj hipertenzije.
1.1.1.11. PuSenje

Toc¢an mehanizam ucinka pusenja na OA jo$ uvijek nije u potpunosti razjasnjen [101], ali
poznato je da nikotin utjece na izluc¢ivanje proupalnih citokina iz hondrocita, primarno TNF-a
1 IL-1 8to potice djelovanje MMP-a te pospjesSuje razgradnju izvanstanicnog matriksa zglobne
hrskavice [102]. Povezanost prevalencije OA-a s puSenjem pokazuje heterogenost rezultata u
objavljenim studijama. Zakljucci presjecnih studija koje su u provedene na populaciji u Juznoj
Koreji [103] 1 Danskoj [104] govore da ne postoji povezanost puSenja s razvojem OA-a, dok
studija na populaciji stanovnika Rotterdama naglasava puSenje kao rizi¢ni faktor [105].
Takoder, presje¢na studija provedena na velikom broju ispitanika u SAD-u pokazala je da
puSenje pozitivno korelira s razvojem OA-a te da postoji statisticki znacajno veci rizik i

incidencija OA-a u skupinama biv$ih 1 sadasnjih pusaca u odnosu na nepusace [106].
1.1.2. Patogeneza OA-a

Patogenetski razvoj i napredovanje OA-a povezan je sa sloZenim procesima izgradnje
(anabolizam) 1 procesima razgradnje (katabolizam) svih gradevnih struktura zgloba: zglobne
hrskavice, sinovijske membrane, subhondralne kosti, miSica, tetiva 1 zglobnih sveza [107,108].
Hondrociti, kao jedine stanice zglobne hrskavice, imaju ulogu u sintezi sastavnica izvanstani¢ne
tvari hrskavice (kolegen, proteoglikani, hijaluronska kiselina), proupalnih citokina,
proteoliti¢kih enzima i1 ¢imbenika rasta u fizioloSkim 1 patofizioloskim uvjetima [109].

Mehanicko opterec¢enje odgovarajuce jacine nuzno je za aktivaciju metabolic¢kih procesa tkiva
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hrskavice. Medutim, u slucajevima povecanog i dugotrajnog opterecenja (debljina, intenzivno
bavljenje sportom/vjezbanje) katabolicki mehanizami nadvladavaju anaboli¢ke mehanizme i
dolazi do smanjenja funkcionalnog i zdravog tkiva [107].

Kao posljedica gubitaka izvanstrani¢ne tvari, kosStani dio zglobne hrskavice dolazi u neposredni
dodir sa subhondralnom kosti Sto pridonosi nastajanju strukturnih promjena nevidljivih prostim
okom na mjestima dodira [108]. Razvoj upalnog procesa niskog stupnja u OA-u nastaje kao
posljedica metabolickih promjena koje ukljucuju poveéano stvaranje proteolitiCkih enzima
MMP-a, prije svega MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9 1 MMP-13, koje razaraju sastavnice
izvanstanicne tvari hrskavice (elastin, kolagen tipa II 1 IV, proteoglikani) [8,110]. Kao
posljedica razaranja sastavnica zglobnog tkiva i apoptoze stanica dolazi do oslobadanja
molekulskih obrazaca povezanih s oste¢enjem odnosno DAMP (od eng. Damage- Associated
Molecular Patterns) [8]. DAMP molekule oslobodene razaranjem zglobnog tkiva
(glikoproteini, proteoglikani, glikozaminoglikani) 1 apoptozom stanica [proteini toplinskog
stresa (Hsp, od eng. Heat shock proteins), kalcij vezujuéi protein S-100, protein visoke
pokretljivosti skupine 1 (HMGP1, od eng. High-Mobility Groupe box Protein 1)] [111] vezu se
kao ligandi za receptore za prepoznavanje obrazaca (PRR, od eng. Pattern Recognition
Receptors) koji ukljucuju receptore sli¢ne Toll-u (TLR, od eng. Toll-Like Receptors), receptore
slicne NOD-u (NLR, od eng. NOD-like Receptors) i receptore za vezanje konacnih proizvoda
glikacije (RAGE, od eng. Receptor for Advanced Glycation Endproducts) na stanicama
hondrocita, osteoblasta, stanicama sinovijske membrane 1 imunoloSkim stanicama. Vezanje
dovodi do aktivacije transkripcijskih ¢imbenika, primarno NF-xB, §to uzrokuje otpuStanje
proteolitickih enzima (MMP-1, -3, -9, -13), citokina (TNF-a, IL-1p, IL-6), kemokina (CCL2, -
5, -7, -8), katepsina i molekula sustava komplementa [112].

Preinac¢avanje subhondralne kosti nastaje po mehanickom opterecenju, ali i1 uslijed pojacane
metabolicke aktivnosti osteoblasta i osteoklasta, stanica ¢ija je uloga stvaranje odnosno
razgradnja koStanog matriksa [8]. Tim procesima stvaraju se koStane lezije, osteofitne izrasline
1 ciste te se smanjuje mineralna gustoca kostiju [8,113]. KoStane lezije nastale uslijed
mehanickog opterec¢enja, smatraju se najznacajnijim uzrokom boli u OA-u [114]. Bol se javlja
zbog nastanka erozija kosti te nekroze osteocita uz posljedi¢no pojacanu angiogenezu i
neurogenezu [107]. U fazi zrelog OA-a, subhondralne ciste nastaju kao posljedica djelovanja
osteoklasta 1 nekroze na mjestima prethodno nastalih koStanih lezija [8,107].

Sinovijska membrana stvara sinovijsku tekucinu, te one zajedno Cine sinoviju [107].
Metaboli¢ke promjene, odnosno upala niskog stupnja sinovije (sinovitis), zapocinje u ranoj fazi

OA-a ¢ak i prije klini¢kih znakova bolesti [ 115]. Prisutna je i u kasnoj fazi bolesti i u pozitivnom
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je meduodnosu s jacinom boli i stupnjem napredovanja boli [111,113]. Glavna obiljezja
sinovitisa su hiperplazija fibroblasta, aktivacija makrofaga i posljedi¢ne fibrozne promjene
unutras$njeg sloja (intime) sinovijske membrane te infiltracija limfocita T i B, makrofaga i
mastocita iz intime i/ili krvnih zila u subintimu sinovijske membrane [107,111]. IL-1, ¢imbenik
nekroze tumora (TNF, od eng. Tumor Necrosis Factor) 1 IL-15, poti¢u proupalnu aktivnost
makrofaga i limfocita sinovijske membrane [8]. Posljedica kroni¢nog upalnog procesa je
zadebljanje sinovijske membrane u cijelosti, koja se javlja u vise od 50% bolesnika sa zrelim
OA-om [107]. Pojacano stvaranje i otpuStanje proteolitickih enzima MMP-a 1 ADAMTS-a u
sklopu sinovitisa oSte¢uje zglobnu hrskavicu [116].

Posljednjih godina prepoznata je vaznost strukture i funkcije meniskusa za razvoj OA-a i zbirno
prikazana u preglednom radu Ghouri i sur. 2022. godine [117]. Ekstruzija meniska i
puknuce/osSteCenje meniska povezani su s uzduznim napredovanjem gubitka hrskavice,
veli¢inom gubitka hrskavice na popre¢nom presjeku i zamjenom zgloba, neovisno o dobi, spolu
i BMI-u [117]. Medijalne i lateralne pukotine tijela i straznjeg roga meniska posebno su
ubrzavale razvoj OA-a, ali ne i oSteéenja prednjih rogova [117]. Medutim, nema dovoljno
literaturnih podataka o patologiji meniskusa i boli te nije bilo jasne neovisne povezanosti
izmedu puknuca/ostecenja ili ekstruzije meniska s ja¢inom ili napredovanjem boli u koljenima
nakon nezgoda [117].

TGF-B ima vaznu ulogu u odrzavanju homeostaze hrskavice po vezivanju visokim afinitetom
za endoglin u prisutnosti TGF-fB receptora tipa Il izraZenog na hondrocitima [118]. Naime,
endoglin nadzire ravnotezu izmedu pojacavanja Smad 1/5 fosforilacije 1 ko¢enja Smad2 1 Smad
3 fosforilacije potrebne za transkripcijsku aktivnost usmjerenu prema proizvodnji izvanstani¢ne
tvari u ljudskim hondrocitima [118]. Molekule izvanstani¢cnog matriksa se odcjepljuju
metaloproteinazama te su prisutne u sinovijskoj tekucini 1 plazmi, a njihove koncentracije
nalaze se u pozitivnom meduodnosu s tezinom OA-a koljena [119]. Zbog Siroke
rasprostranjenosti endoglina na endotelnim stanicama, TGF- poti¢e angiogenezu, protu-
apoptoticki uc€inak, migraciju stanica, ali 1 endotelnu disfunkciju zbog dvojakog ucinka u
provodnji signala [120]. Time bi se mogla objasniti bar djelomi¢na povezanost endotelne
disfunkcije nastale po kardiovaskularnim ¢imbenicima rizika s primarnim OA-om koljena.
Osteofiti su vrlo Cesti kod OA-a i povezani su s boli i funkcionalnom nesposobnosc¢u zgloba
[121]. Ove patoloske izrasline hrskavice i kosti obi¢no nastaju na spoju zglobne hrskavice,
periosta 1 sinovije iz stanica preteca sinovije i1 periosta [122]. Subhondralna koStana skleroza,
koja se pojavljuje s napredovanjem oStecenja hrskavice, je takoder obiljezje OA-a. Unato¢

povecanju volumena kostiju, subhondralna kost je slabije mineralizirana zbog abnormalne
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pregradnje kosti, pokazuje mikroostecenja, lezije nalik edemu kostane srzi i koStane ciste [123].
Medutim, do danas je relativno malo istrazivanja provedeno s ciljem razja$njavanja
medudjelovanja izmedu osteoklasta u subhondralnoj kosti i hondrocita u zglobnoj hrskavici
tijekom napredovanja OA-a [124].

Zakljucno, razgradnja zglobne hrskavice djelovanjem proteolitickih enzima doprinosi
zaCaranom kruga razvoja i odrzavanja upalnog procesa sinovije, meniska, subhondralne kosti,

a time 1 OA-a [107]. Patogenetske promjene u koljenu s OA-om prikazane su na Slici 2.

Zdravo koljeno OA koljena

Gubitak hrskavice

Upala sinovijske membrane

SuZenje sinovijskog prostora
Zadebljanje zglobne ¢ahure

Stvaranje osteofita

Degeneracija meniska

Osteéenje subhondralne kosti

Slika 2. Patogenetske promjene u koljenu s osteoartritisom (OA). Preuzeto i prilagodeno prema [125].
1.1.3. Obiljezja imunoloskih procesa u OA
1.1.3.1. Pokretanje imunoloske reakcije antigen predo¢nim stanicama

Antigen predocne stanice u sinovijskom tkivu jesu dendriticke stanice 1 mnogo zastupljeniji
makrofagi. lako je zastupljenost dendritickih stanica u sinovijskom tkivu u odnosu na druge
stanice mala, odnosno manja od 5% [126], one imaju klju¢nu ulogu u imunoloskim reakcijama
urodene 1 ste€ene imunosti [127]. Na temelju fenotipskih 1 funkcionalnih obiljezja dijele se na
nezrele 1 zrele [128]. Nezrele dendriticke stanice imaju ulogu u odrzavanju imunoloske
tolerancije, dok zrele izlu€ivanjem proupalnih citokina sudjeluju u pokretanju imunoloske
reakcije [128]. Obzirom na lozu hematopoetskih stanica iz kojih nastaju sazrijevanjem,
dendritic¢ke stanice se dijele na plazmocitoidne dendriticke stanice (pDC, od eng. Plasmacytoid
Dendritic Cells) 1 dva tipa mijeloidnih ili klasi¢nih dendritickih stanica (cDC, od eng. Classical
Dendritic Cells) koje se dijele na dva podtipa ¢cDC1 i cDC2 [127]. pDC imaju primarnu ulogu

u borbi protiv virusnih infekcija izlu¢ivanjem interferona (IFN)-1, dok je glavna uloga cDC
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predocCavanje antigena 1 aktivacija stanica limfocita T i stanica prirodnih ubojica (NK, od eng.
Natural Killer Cells) [129]. ¢cDC1 poticu aktivaciju pomo¢nickih limfocita T tipa 1 (Thl, od
eng. T helper type 1) i stanica NK putem IL-12 te aktivaciju CD8+ limfocita T putem glavnog
kompleksa histokompatibilnosti (MHC, od eng. Major Histocompatibility Complex) razreda I.
cDC2, takoder pojac¢anim lucenjem IL-12, poti¢u Th1, Th2, Th17 i CD8+ citotoksi¢ne limfocite
T [129]. Takvim djelovanjem pridonose razvoju upale u OA-u odnosno sinovitisu [129].
Istrazivanje Xiaoqiang i sur. [130] na ze¢jem modelu, pokazalo je porast broja dendritickih
stanica uz povecan izrazaj TNF-a i1 IL-1B 1 jacu upalu sinovijske membrane ranog OA-a §to
ukazuje na mogucu patogenetsku ulogu dendritickih stanica u razvoju OA-a. Temeljem utjecaja
na razvoj imunoloskog odgovora u sinovijskom tkivu, dendriti¢ke stanice sudjeluju u razvoju i
napredovanju OA-a [129]. Makrofagi su znatno brojnija skupina, odnosno s udjelom od 12-
40% najzastupljeniji su tip imunoloskih stanica u sinovijskom tkivu [111], a podrzavaju
imunolosku reakciju postavljenu od strane dendritickih stanica [131]. Obje vrste stanica sluze
predocavanju antigena limfocitima T [131].

Pokretanje imunolosSke reakcije zapocCinje vezanje molekulskih obrazaca povezanih s
patogenom (PAMP, od eng. Pathogen-associated Molecular Patterns) i/ili DAMP molekula na
PRR izrazenim na antigen predo¢nim stanicama [132]. Specificno vezanje PAMP-a odnosno
DAMP-a na PRR pokrece proupalne unutarstani¢ne signalne putove i1 nishodne transkripcijske

¢imbenike odgovorne za izvr$ne funkcije stanice u fizioloskim 1 patofizioloskim okolnostima

[1].
1.1.3.2. Signalni putevi u patogenezi OA-a

Smatra se da u ranoj fazi OA-a mehanicki ¢imbenici (povecano opterecenje, trauma ili prijelom
zglobnih struktura) dovode do preinacavanja subhondralne kosti 1 oSte¢enja tkiva zglobne
hrskavice [111], jednako kao i metaboli¢ki ¢imbenici [12]. Tim procesima nastale DAMP
molekule pokre¢u imunoloSku reakciju razli¢itim signalnim putevima [1]. Wnt (od eng.
Wingless-like) signalni put ima ulogu u patogenezi OA-a zbog svog utjecaja na procese razvoja
sinovitisa poticanjem lucenja IL-6 1 TNF-a, razgradnje zglobne hrskavice poticanjem
pojacanog izlu¢ivanja MMP-13 i ADAMTS-5 i preinacavanje kosti [133]. Pojacana aktivacija
Wnt signalnog puta i posljedi¢ni utjecaj na razvoj i1 napredovanje OA-a posredovana je
povecanjem koncentracije Wnt proteina koje oslobadaju osteociti, hondrociti i makrofagi iz
sinovijskog tkiva kao odgovor na mehanicki stres ili upalu [134]. Signalni put adenozin
monofosfatom aktivirana protein kinaza (AMPK, od eng. Adenosine Monophosphate Activated
Protein Kinase) ima vaznu ulogu u odrzavanju energetske homeostaze stanica [135].
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Istrazivanja provedena na sinovijskim tkivu OA-a kod ljudi [136] i miSeva [137] pokazala su
smanjenu aktivnost AMPK signalnog puta. Obzirom na zaStitne mehanizme AMPK-a, sniZena
aktivnost doprinosi razvoju i progresiji OA-a [136]. Zastitno djelovanje ukljucuje protuupalni
uc¢inak smanjenjem izlu¢ivanja TNF-a, IL-1B 1 IL-6, zastitu hondrocita smanjenjem njihove
apoptoze i regulaciju proizvodnje ROS-a sintezom adenozin trifosfata (ATP) [137]. mTOR (od
eng. Mammalian Target of Rapamycin) signalni put vazan je u odrzavanju homeostaze
zglobnog tkiva koji se o€ituje u poticanju stvaranja klju¢nih proteina za izgradnju zglobne
hrskavice (kolagen, proteoglikani) i regulacije autofagije odnosno razgradnje oSte¢enih stanica
[138]. Osim zaStitne uloge, pojacana aktivacija mTOR-a obiljezje je OA-a, a oCituje se
utjecajem na patogenezu [139] koja ukljucuje preinacavanje subhondralne kosti, poremecaj
metabolizma hondrocita i poticanje razvoja upale putem proupalnih citokina [140]. Inducibilni
¢imbenik hipoksije (HIF, od eng. Hypoxia-Inducible Factor) je signalni put koji ima klju¢nu
ulogu u prilagodbi stanica na smanjenu razinu kisika odnosno hipoksiju, ali i u procesima
preinacavanja tkiva, stani¢nog metabolizma, angiogeneze i imunoloskih procesa [141]. U
zdravom sinovijskom tkivu zastitna uloga HIF-a vezana je uz oCuvanje funkcije hondrocita,
narocito u dubljim slojevima sinovijskog tkiva koje je slabije opskrbljen kisikom [141]. Kod
bolesnika s OA-om dokazana je njegova pojacana aktivnost s posljedicnom pojac¢anom
proizvodnjom proteolitickih enzima (MMP 1 ADAMTS), proupalnih citokina TNF-a, IL-1f 1
IL-6, te vaskularnog endotelnog ¢imbenika rasta (VEGF, od eng. Vascular Endothelial Growth
Factor) koji poticanjem angiogeneze doprinosi migraciji upalnih stanica limfocita i makrofaga
iz krvi te tako pridonosi daljnjem razvoju i produbljivanju upale, a time i samog OA-a [142].
TGF- 1 koStani morfogenetski protein (BMP, od eng. Bone Morphogenetic Protein) signalni
putevi djeluju zajedno u odrzavanju homeostaze zglobnog tkiva, odnosno njegovom razvoju
poticanjem rasta i diferencijacije stanica i gradevnih proteina koStanog matriksa te kontroli
razvoja upale [143]. U OA-u medutim, dolazi do neravnoteze u njihovom medusobnom
djelovanju [143]. Kao rezultat mehanickog opterecenja dolazi do pojacane aktivacije BMP-a
Sto aktivira osteoklaste te potiCe rast ektopicne kosti dok s druge strane TGF-$ promovira
fibrozu 1 razgradnju koStanog tkiva [143,144]. Odrzavanje homeostaze zglobnog tkiva,
primarno mehanicke veze aktina i izvanstani¢nog matriksa te adhezije i migracije stanica,
temeljne su uloge FA (od eng. Focal Adhesion) signalnog puta [145]. U OA-u, kao posljedica
dugotrajnog mehanickog stresa, aktivnost FA povezuje se s razvojem degenerativnih promjena
kostanog tkiva i povecanja upale koja se razvija zbog pojacane migracija upalnih stanica iz krvi
u sinovijsko tkivo [146]. Aktivnost ¢imbenika rasta fibroblasta (FGF, od eng. Fibroblast Growth

Factor) signalnog puta preduvjet je za fizioloski rast i razvoj zglobne hrskavice $to se potvrduje
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¢injenicom da u uvjetima patoloSke aktivnosti dolazi do poremecaja u normalnom razvoju
zglobnih struktura te razvoja i napredovanja OA-a [147]. Istrazivanja u¢inka FGF-a pokazala
su da u OA-u pojacana aktivnost FGF-1, -3 i -8, koji djeluju kao ligandi za aktivaciju FGF
signalnog puta, uzrokuje smanjenje sposobnosti hondrocita za sintezu gradevnih proteina
proteoglikana 1 kolagena, potice stvaranje MMP-13 i ADAMTS-5, pojacava stvaranje
prostaglandina i stimulira proupalno djelovanje IL-1 i TNF-a [148]. Runx2 (od eng. Runt-
related transcription factor 2) signalni put kljucan je u procesu razvoja kostiju temeljem njegove
uloge u sazrijevanju i diferencijaciji hondrocita 1 osteoblasta [149]. Temeljem istrazivanja koja
su provedena kod bolesnika s OA-om, ali i na zivotinjskim modelima, dokazana je njegova
znac¢ajna uloga u pokretanju, razvoju i napredovanju OA-a [1]. Povecan izrazaj Runx2 pronaden
je u stanicama hrskavice zglobova kod ljudi i zivotinja [150]. Na mi§jim modelima ustanovljen
je pojacan izrazaj Runx2 nakon traumatske ozljede zgloba §to je ubrzalo napredovanje OA-a
[151] te potaknulo pojacan izraZaj i djelovanje MMP-13 1 ADAMTS-5 [152]. Vazno je naglasiti
i njegovu ulogu u poticanju prethodno spomenutih Wnt, TGF, HIF i FA signalnih puteva, §to
dovodi do diferencijacije hondrocita i aktivacije procesa razgradnje zglobne hrskavice [150].
NF-kB je transkripcijski ¢imbenik koji ima sredi$nju ulogu u poticanju imunoloskog odgovora,
razvoju upale, procesu sazrijevanja i prezivljavanja stanica [ 153]. Vezanjem proupalnih citokina
(TNF-a, IL-1B), PAMP ili DAMP molekula na PPR, od kojih se u okviru aktivacije NF-xB
signalnog puta isticu receptori slicni Toll-u, primarno TLR4, dovodi do poticanja niza procesa
koji imaju srediSnju ulogu u patogenezi OA-a [153]. Oni ukljucuju lucenje proteolitickih
enzima (MMP i ADAMTS) odgovornih za razgradnju zglobne hrskavice te smanjenje
proizvodnje proteoglikana i kolagena [154]. Razvoj upale 1 apoptoza stanica rezultat su utjecaja
NF-kB na poticanje poja¢anog lucenja upalnog medijatora prostanglandina E2, proupalnih
citokina (IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a) i kemokina (MCP-1, MIP-2, CXCL1, CXCL10),
djelovanje sintaze duSikovog oksida (NOS, od eng. Nitric Oxide Synthases) i proizvodnje
dusikovog oksida (NO) te poticanja aktivnosti ciklooksigenaze (COX, od eng.
Cyclooxygenase)-2 1 drugih signalnih puteva kao §to su HIF 1 Runx2 [154,155].

1.1.4. TLR4

TLR-i su skupina transmembranskih proteina koji spadaju u skupinu PRR-a [156]. Glavna
uloga im je prepoznavanje i vezanje PAMP 1 DAMP molekula [157], a dominantno su izrazeni
na makrofagima, monocitima, neutrofilima, stanicama NK, dendritickim 1 epitelnim stanicama
[158]. Vezanjem PAMP 1 DAMP molekula pokrec¢e se kaskadna reakcija aktivacije
unutarstani¢nih signalnih puteva koji dovode do sinteze proupanih molekula (citokina,

17



kemokina i IFN-a) [159]. Taj korak klju¢an je u aktivaciji steCene imunosti. Vezanje PAMP 1i/ili
DAMP molekula na TLR-e takoder ima ulogu i u poticanju apoptoze, odnosno programirane
stani¢ne smrti [160] tzv. ektrinziénim tj. vanjskim putem [161]. Za razliku od ektrinzi¢nog,
intrinzi¢ni (unutrasnji) put pokretanja apoptoze pokrece se kao odgovor na unutarstanicni
oksidativni stres 1 oSte¢enje DNA [161]. Kljucna molekula intrinzi¢nog puta pokretanja
apoptoze je ¢imbenik aktivacije apoptoticke proteaze-1 (APAF-1, od engl. Apoptotic Protease
Activating Factor-1) [161]. Vezanjem APAF-1 i citokroma c stvara se kompleks odnosno
apoptosom koji poticanjem kaspaze 9 pokrec¢e unutarstani¢nu lancanu reakciju koja uvodi
stanicu u apoptozu [162].

Od svih ¢lanova iz obitelji TLR-a, najvise je istrazivan TLR4. TLR4 je graden od izvanstani¢ne,
transmembranske i unutarstanicne odnosno citoplazmatske Toll/IL-1R (TIR, od eng.
Toll/Interleukin-1 Receptor) domene koja je odgovorna za unutarstani¢ni prijenos signala i
aktivaciju transkripcijskih ¢imbenika [163]. Lipopolisaharid (LPS) je prototip izvanstani¢nog
ili egzogenog, dok je Hsp70 prototip unutarstani¢nog ili endogenog liganda za TLR4 [164].
Temeljna uloga Hsp-a je odrzavanje strukture bjelanevina odnosno njihov popravak zbog
ostecenja nastalih fizioloSkim ili okoliSnim stres ¢imbenicima kao Sto su upala, infekcija ili
toplina i time ocuvanje homeostaze 1 funkcije stanica [165]. Ukoliko u tome ne uspiju, stanice
postaju manje funkcionalne i stanicna membrana propusnija [166]. Tako se stvara preduvjet za
izlazak Hsp-a u izvanstanicni prostor Sto predstavlja daljnji signal opasnosti za imunoloski
sustav [166]. Hsp70 je glavni molekularni Saperon ¢iji je izraZaj zna¢ajno poviSen u stanicama
pod djelovanjem Cimbenika stresa, a oslobadanjem iz stanice moze djelovati kao DAMP
molekula koja vezanjem na TLR4 poti¢e proupalni odgovor [167]. Poznata je i povezanost
Hsp70 kao patogenetskog ¢imbenika u razvoju 1 napredovanju niza bolesti kao §to su tumorti,
Secerna bolest, bolesti jetre, neuroloske, kardiovaskularne i autoimune bolesti [168].

Vezanje specificnog liganda uzrokuje aktivaciju odnosno dimerizaciju TLR4 i vezanje za ko-
receptore CD (klaster diferencijacije, od eng. Cluster of Differentiation)14 i mijeloidni
¢imbenik diferencijacije 2 (MD2, od eng. Myeloid Differentiation Factor 2) izraZene na
stani¢énoj membrani [169]. Konformacijske promjene TIR domene aktiviraju dva neovisna
signalna puta: MyD88 (od eng. Myeloid Differentiation primary response 88) ovisan i MyD88
neovisan put. MyD88 ovisan signalni put poti¢e NF-«xB i aktivacijski protein-1 (AP-1, od eng.
Activating Protein-1) koji djeluju kao transkripcijski ¢imbenici, dok MyD88 neovisan signalni
put potice djelotvornost ¢imbenika 3 transkripcije interferona (IRF3, od eng. Interferon
Regulatory Transcription Factor 3). Produkti poticanja NF-kB i AP-1 su proupalni citokini
(TNF-oa, IL-1B, IL-8, IL-18), kemokini (CXCL1, CXCL10), enzimi za cijepanje bjelancevina
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medustani¢ne tvari (MMP, ADAMTYS), vaskularne stanicne adhezijske molekule-1 (VCAM-1,
od eng. Vascular Cell Adhesion Molecule-1) i unutarstani¢ne adhezijske molekule-1 (ICAM-1,
od eng. Intercellular Adhesion Molecule-1) [155,163]. Aktivacija IRF3 puta dovodi do sinteze
IFN-a tipa 1 [163] (Slika 3).
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Slika 3. Mehanizam aktivacije TLR4 te posljedicna kaskadna aktivacija unutarstanicnih signalnih
puteva. Preuzeto i prilagodeno prema [163]. ADAMTS- Dezintegrin i metaloproteinaze s motivima
trombospondina (od eng. A Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs); AP-1-
Aktivacijski - protein-1 (od eng. Activating Potein-1); COX-2- Ciklooksigenaza-2 (od eng.
Cyclooxygenase-2); DAMP- Molekulski obrazci povezani s oStecenjem (od eng. Damage- Associated
Molecular Patterns); IFN- Interferon; IL- Interleukin; iNOS- Inducibilna sintaza dusikovog oksida (od
eng. Inducibile Nitric Oxide Synthase); IRF3- Cimbenik 3 transkripcije interferona (od eng. Interferon
Regulatory Transcription Factor 3); JNK- c-Jun N-terminalna kinaza (od eng. c-Jun N-terminal Kinase
); LPS- Lipopolisaharid; MAPK- Protein kinaza aktivirana mitogenom (od eng. Mitogen-Activated
Protein Kinase); MMP- Matriks metaloproteinaza (od eng. Matrix Metalloproteinase); MyDS88- od eng.
Mpyeloid Differentiation primary response 88; NF-kB- Nuklearni cimbenik kapa B (od eng. Nuclear
Factor kappa B); PAMP- Molekulski obrazaci povezani s patogenom (od eng. Pathogen-associated
Molecular Patterns); TLR4- Receptor slican Toll-u 4 (od eng. Toll-like receptor 4); TNF- Cimbenik
nekroze tumora (od eng. Tumor Necrosis Factor).
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Utjecaj aktivacije TLR4 povezuje se s patogenezom niza kroni¢nih bolesti, naj¢es¢e onih
povezanih sa starenjem (Alzheimerova bolest, bolesti srca i krvozilnog sustava, DM tip 2, OA,
emfizem pluca) [158]. Istrazivanja patogeneze i utjecaja rizi¢nih ¢imbenika na razvoj OA-a
pokazala su izrazaj TLR4 na stanicama sinovijske membrane. DAMP molekule (ROS, dijelovi
medustani¢ne tvari, produkti stanicnog metabolizma, plazmatske bjelancevine) kao i LPS,
vezanjem na TLR4 pretezno aktiviraju NF-kB transkripcijski ¢imbenik uz sintezu proupalnih
posrednika. Posljedica je razvoj sinovitisa, kroni¢ne upale niskog stupnja u zglobu zahva¢enom
OA-om, koja predstavlja glavno svojstvo bolesti. Osim povecanog izrazaja TLR4, u OA-u
povecan je i izrazaj stani¢nog biljega CD14 kao i1 njegovog slobodnog (topljivog) oblika u
sinovijskoj tekudini koji su u pozitivnom meduodnosu sa stupnjem aktivacije sinovijskih
makrofaga, upalom zahvaéenog zgloba i tezinom bolesti [163]. Novija istrazivanja glede
terapije OA usmjeravaju se upravo na pronalazak odgovarajucih antagonista za TLR4 1 tvari

koja ko¢i aktivaciju NF-«xB puta [163,170].
1.2. Obiljezja sinovijskih makrofaga
1.2.1. Porijeklo sinovijskih makrofaga

Makrofagi, stanice urodenog imunoloSkog sustava, predstavljaju ,,prvu liniju® obrane od
stranih, ali 1 vlastitih izmijenjenih antigena temeljem njihovih osnovnih izvrS$nih funkcija
prepoznavanja, internalizacije, obrade, 1 predoCavanja antigena limfocitima T [171]. Stoga,
osim uloge u zastiti organizma od infekcija, imaju Siru ulogu u postizanju tkivne homeostaze u
fizioloSkim 1 patofizioloSkim uvjetima [172,173]. Poznata je ukljuenost makrofaga u
patogenezu autoinflamatornih 1 autoimunih reumatoloskih bolesti [174] (RA, sistemski
eritemski lupus, Sjorgen sindrom, OA, spondiloartritis, idopatski upalni miozitis) i tumora
[175].

Povijesno se smatralo da makrofagi nastaju kao rezultat diferencijacije stanica monocita, koji
iz krvi, kemotaksi¢nim djelovanjem kemokina, ulaze u tkiva i sazrijevaju u specijalizirane
tkivne makrofage [176]. Prema toj teoriji, razvoj mononuklearno- fagocitnog sustava zapocinje
u koStanoj srzi iz pluripotentne hematopoetske maticne stanice [176]. Medutim, novija
istrazivanja provedena na misjim modelima, opisuju tri faze razvoja tkivnih makrofaga cije
ishodiSne razvojne stanice potjecu iz embrionalne Zumanjacke vrece [177] i neovisne su o
monocitno-makrofagnoj liniji sazrijevanja [178]. U prvoj, primitivnoj fazi razvoja tkivnih
makrofaga, stvaraju se ishodi$ne stanice eritrocitno- mijeloidne loze i makrofaga neovisnih o

monocitima u Zumanja¢noj vre¢i [179]. U drugoj fazi nastaju kasne stanice eritrocitno-
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monocitne loze iz hematogenih endotelnih stanica i putem krvi ulaze u jetru gdje sazrijevaju u
makrofage [180]. U zavr$noj fazi, kasne stanice eritrocitno- monocitne loze u jetri postaju
hematopoetske, ali ujedno migriraju i u druga tkiva [181]. Tim mehanizmom stvaranje
specijaliziranih tkivnih makrofaga traje do 16. dana embrionalnog razvoja, nakon kojeg
pluripotentna hematopoetska mati¢na stanica u kostanoj srzi preuzima trajnu ulogu u stvaranju
monocita i njihovu diferenciju u makrofage [180]. Specijalizirani tkivni makrofagi razvijeni iz
hematopoetske maticne stanice zumanjane vre¢e imaju cjelozivotnu sposobnost
samoodrzavanja 1 izvrSavanja temeljnih funkcija neovisno o monocitno-makrofagnoj liniji

sazrijevanja [177].
1.2.2. Funkcije makrofaga

Obje skupine makrofaga (makrofagi porijeklom iz tkiva i iz koStane srzi) u tkivima obavljaju
izvrSne uloge poput stani¢ne citotoksi¢nosti ovisne o protutijelima (ADCC, od eng. Antibody-
Dependent Cellular Cytotoxicity) [182], stanicne fagocitoze ovisne o protutijelima
(opsonizacija), nadziranje imunoloskog odgovora i tkivna preinacavanja [183].

Vazna uloga makrofaga je ADCC, iako se stanice NK opisuju kao primarne izvr$ne stanice
ADCC mehanizma [184]. ADCC predstavlja tip imunoloSke obrane posredovane stanicama,
gdje makrofag ili stanica NK ubija ciljnu stanicu obloZenu protutijelima [185]. To se ostvaruje
vezanjem receptora za Fc fragment imunoglobulina (Ig) G (FcyR, od eng. Fc-gamma Receptor)
tipa III (CD16) izraZzenih na povrSini izvrSnih stanica imunoloSkog sustava (stanice NK,
makrofagi i neutrofili) [186] za Fc fragment protutijela IgG koje je specificno izrazeno na
povrsini ciljne stanice [187]. Ostvarivanje veze FcyR III (CD16) s Fc fragmentom IgG
protutijela na ciljanoj stanici oznafava signal za lucenje citotoksi¢ne molekule (perforin) iz
stanice NK [188], ali 1 makrofaga [189]. Perforin stvara pore na ciljnoj stanici i dozvoljava ulaz
izvanstani¢ne tvari u njenu citoplazmu §to je razlog za njezino bubrenje i smrt nekrozom [190].
Mehanizam lu€enja perforina i zastita citotoksicnog limfocita od njegovog djelovanja prikazani

su na Slici 4.
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Slika 4. Mehanizam zastite citotoksicnih limfocita od djelovanja izlucenog perforina. Slika prikazuje
citotoksicni limfocit koji formira imunoloSku sinapsu (prikazano je srediste za organiziranje mikrotubula
i polarizacija citotoksicnih granula). Granzimi (crne tockice) ulaze u ciljne stanice kroz perforinske
pore (svijetloplave) na membrani ciljne stanice. Uredeni lipidni sloj na membrani limfocita (prikazano
crvenom bojom) sprjecava njeno ostecenje perforinom, a izlozeni fosfatidilserin (prikazan zelenom
bojom) dodatno stiti limfocit ogranicavanjem vezanja perforina na membranu limfocita. Ovaj
mehanizam omogucuje citotoksicnim limfocitima da ucinkovito izlucuju perforin i granzime kako bi
unistili ciljnu stanicu istovremeno Stiteci sebe. Preuzeto iz [191].

Granulizin (GNLY) takoder ulazi u ciljnu stanicu kroz perforinske pore i poti¢e apoptozu
cijepanjem DNA [191]. Ucinak navedenih mehanizama ovisi o izrazaju citotoksi¢nih
medijatora u makrofagima, koji su jo$ uvijek predmet istrazivanja.

Najranije otkrivena uloga makrofaga jest fagocitoza. Fagocitoza ukljucuje internalizaciju
izvanstani¢nog antigena, odnosno patogena, njegovo ubijanje unutarstanicnim mehanizmima
1/ili uvodenje inficiranog makrofaga u programiranu stani¢nu smrt (apoptozu) i posljedi¢no
preinacavanje 1 remodeliranje oStecenog tkiva [192].

Olaksana fagocitoza Cestica obloZenih protutijelima ili opsonizacija jest mehanizam koji
najcesce koriste makrofagi za uklanjanje stranih mikroorganizama [193], medutim ona moZze
biti posredovana i monocitima, neutrofilima i dendritickim stanicama [194]. Mehanizam
opsonizacije temelji se na vezanju Fc regije fragmenta IgG protutijela izrazenog na ciljnoj
stanici 1 FcyRIla, FcyRI 1 FcyRIlla receptora na izvrSnim stanicama- makrofagima [192].
Glavni signalni put aktivacije fagocitoze predstavlja vezanje FcyRIla (CD32a) na stanicama
makrofaga s Fc fragmentom IgG oblozene ciljne stanice [195].

Lokalna i sustavna imunomodulacijska uloga makrofaga definirana je sintezom i lucenjem

brojnih citokina i kemokina, kemotaksijom limfocita i stanica NK na mjesto upale, sintezom
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¢imbenika rasta kao klju¢nih molekula u obnavljanju oSte¢enog tkiva i nadasve predo¢avanjem
antigena limfocitima T. Prepoznavanje stranih i vlastitih izmijenjenih antigena od strane
makrofaga posredovano je izrazajem brojnih PPR od kojih je TLR4 izraZzen dominantno na M1
makrofagima [196] i predstavlja glavni receptor za LPS [169] iz stijenke bakterije Escherichia
coli [197] ¢ijim vezanjem se podrzava snazni proupalni imunoloski odgovor posredovan
pomo¢nickim (CD4+) limfocitima T (CD3+) podvrste 1 (CD3+CD4+ Thl) [198] .

Manozni receptor (CD206) je svojstvo membrane svih makrofaga i drugih tjelesnih stanica
[199], ali je njegov izrazaj u vecoj koli¢ini obiljezje M2 makrofaga [200]. Manozni receptor
ima tri vezna mjesta na izvanstanicnom dijelu molekule [199]. Cisteinom bogata domena veze
sulfirani glikoprotein, domena s ponavljanjem fibronektina tipa II veze kolagen, a domena za
prepoznavanje ugljikohidrata veze glikoproteine, koji sadrze ostatke manoze, fruktoze i N
glukozamina porijeklom iz tudih (PAMP) ili vlastitih (DAMP) antigena [199,201] te potice
njihovo unoSenje u stanicu endocitozom [202] 1 unutarstanicnu razgradnju na peptidne
molekule [203]. Tako stvoreni peptidi unutar stanice vezu se za molekulu MHC razreda II.
Kompleks antigena i molekule MHC razreda II na povrs$ni stanica makrofaga predocuje se
antigen specificnim CD4" limfocitima T [204] §to je ujedno i prvi od tri signala nuZna za
aktivaciju limfocita T [205,206]. Drugi signal ukljucuje medudjelovanje kostimulacijskih
molekula CD80 1 CD86 na makrofagima 1 CD28 na limfocitima T, $to uzrokuje njihovo
umnazanje, povecava lucenje citokina i potic¢e citotoksi¢ni potencijal [207]. Tre¢i signal je
stvaranje 1 izlu¢ivanje specifi¢nih citokina od strane makrofaga (Slika 5). Ovisno o tipu citokina
koji luce makrofagi, podrzava se imunoloSka orijentacija limfocita T nastala iskljucivo
djelovanjem dendritickih stanica [208]. Na taj nacin citokinsko-kemokinsko okruzenje u tkivu

usmjerava limfocite T prema odredenoj podvrsti izvrS$nih stanica [206].
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Slika 5. Tri kljucna signala u aktivaciji stanici T limfocita posredstvom antigen predocnim stanicama.
Preuzeto i prilagodeno prema [206]. Ag- Antigen; CD- Klaster diferencijacije (od eng. Cluster of
Differentiation ); MHC- Glavni kompleks histokompatibilnosti (od eng. Major Histocompatibility
Complex); TRC- Receptori limfocita T (od eng. T Cell Receptors).

U tkivnom okruzenju bogatom s IL-12p70 aktivira se STAT (od engl. Signal Transducer and
Activator of Transcription) 4, koji nadzire transkripcijski ¢imbenik T-bet (od engl. T-box
expressed in T cells) u limfocitima T i na taj na¢in podrzava Thl, odnosno stani¢ni imunoloski
odgovor, kojemu je svojstveno lucenje proupalnih citokina (IFN-y, TNF-a, IL-2) 1 ¢imbenika
rasta granulocitno-makrofagnih kolonija (GM-CSF, od eng. Granulocyte Macrophage Colony
Stimulating Factor ) potrebnih za obranu od unutarstani¢nih patogena kao $to su gljivice, virusi
1 mikobakterije [208]. Smanjena koncentracija IL-12p70 u tkivu koji obiluje s CCL17 1 CCL22
uzrokuje Th2 imunoloski odgovor kojemu je svojstveno stvaranje vece koli¢ine IL-4, IL-5 1 IL-
13 potaknutog sa STAT6 1 izraZzajem transkripcijskog ¢imbenika GATA3 (od eng. GATA
Binding Protein) [208]. Th17 imunoloski odgovor nastaje pod stimulacijom IL-23 uz prisustvo
IL-6 u ljudi [209] i1 po poticanju djelovanja transkripcijskih cimbenika STAT3 i RORyt (od eng.
Retinoic Acid Related Orphan Receptor- yt), klju¢nih u obrani od gljivica putem izlu¢ivanja IL-
17A, IL-17F 1 IL-22 [208]. TGF-B stimulira sazrijevanje naivnih limfocita T u regulacijske
limfocite T (Treg, od eng. Regulatory T cells), odnosno uz prisustvo IL-6 u ljudi u Th17
limfocite [210]. Medudjelovanje makrofaga s nezrelim limfocitima Th2 (Th2 prethodnicima),
ali uz odsustvo IL-12p70 1 IL-18, potice sintezu IL-4 odgovornog za sazrijevanje limfocita Th2
[208]. Th2 stanice koje proizvode IL-4 poticu djelotvornost limfocita B 1 humoralni imunoloski

odgovor [211] (Slika 6).
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Slika 6. Interakcija patogena s antigen prezentirajucim stanicama odreduje diferencijaciju pomocnickih
limfocita T (Th) odnosno tip imunoloskog odgovora. Preuzeto i prilagodeno prema [208]. Bcl-6- od eng.
B-cell lymphoma 6; CCL- CC kemokinski ligand (od eng. C-C Motif Chemokine Ligand); CD- Klaster
diferencijacije (od eng. Cluster of Differentiation); CXCR5- CXC kemokinski receptor 5 (od eng. C-X-
C chemokine receptor 5); GATA- od eng. GATA Binding Protein; GM-CSF- Cimbenik rasta
granulocitno- makrofagnih kolonija (od eng. Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor );
IFN-y- Interferon y; Ig- Imunoglobulin; IL- Interleukin; MHC- Glavni kompleks histokompatibilnosti
(od eng. Major Histocompatibility Complex),; Stanice NK- Stanice prirodne ubojice (od eng. Natural
Killer Cells); PRR- Receptori za prepoznavanje obrazaca (od eng. Pattern Recognition Receptors);
RORyt- od eng. Retinoic acid receptor-Related Orphan Receptor- yt); STAT- od engl. Signal Transducer
and Activator of Transcription, T-bet- od engl. T-box expressed in T cells; Thl- Pomocnicki limfociti T
tipa 1 (od eng. T helper type 1); Th2- Pomocnicki limfociti T tipa 2 (od eng. T helper type 2); Thi7-
Pomocnicki limfociti T tipa 17 (od eng. T helper type 17); Tfth- Folikularni pomocnicki limfociti T (od
eng. Follicular helper T cells); TNF- Cimbenik nekroze tumora (od eng. Tumor Necrosis Factor).

Iz navedenog postaje razvidno da manozni receptor, kao jedan od PRR ima mnogo Siru ulogu
u regulaciji tkivhe homeostaze [212]. Vezanje liganada za domenu za prepoznavanje
ugljikohidrata na manoznom receptoru specificnim protutijelima ili glikoproteinima moze
dovesti do pokretanja protuupalnog i tolerogenog programa u dendritickim stanicama

stvorenim in vitro iz monocita [213]. Ex vivo, medudjelovanje manoznog receptora izrazenog
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na decidualnim makrofagima s glikoproteinima na majc¢ino-fetalnom sucelju tijekom trudnoce
moglo bi unaprijediti Th2 proizvodnju citokina, neophodnu za odrzavanje trudnoce, u razdoblju
nakon implantacije u kojem prevladava proupalni Th1 imunoloski odgovor [214-216].

Sli¢no tome, sinovijska membrana u zglobu s OA-om bogata je makrofagima i CD4+
limfocitima T od kojih dominiraju Thl limfociti [108]. Proupalno aktivirani makrofagi putem
citokina, prvenstveno TNF-a i IL-1f, povecavaju vaskularnu permeabilnost i infiltraciju Thl
limfocita u sinovijsku membranu [217]. Th1 limfociti, lu¢enjem proupanih citokina (IFN-y, IL-
2, TNF-B), podrzavaju funkciju proupalnih makrofaga [208]. Aktivirani limfociti B luce
proupalni IL-6 i sintetiziraju specifi¢na protutijela usmjerena na strukturne proteine hondrocita
(kolagen, osteopontin) [108] ¢ime doprinose odrzavanju i jacanju upalnog procesa odnosno
promoviraju razgradnju zglobne hrskavice.

Makrofagi su najzastupljenija vrsta imunoloskih stanica unutar zgloba i nedavno su prepoznati

kao bitan ¢imbenik u razvoju i napredovanju OA-a [218].
1.2.3. Polarizacija makrofaga

Polarizacija makrofaga definira se kao njihova sposobnost da ovisno o tipu signala iz njihove
okoline izrazavaju funkcionalno razli¢ita fenotipska i1 funkcijska svojstva. Na temelju
fenotipskih svojstava makrofagi se dijele u dvije fenotipski razlic¢ite subpopulacije: M1
makrofage odnosno klasi¢no aktivirane i M2 makrofage odnosno alternativno aktivirane [195]
(Slika 7). Vazno je napomenuti da makrofagi imaju sposobnost da ovisno o tipu aktivacijskog
signala mogu mijenjati fenotip iz M1 u M2 1 obrnuto [219]. Takvo imanentno svojstvo
makrofaga opisuje se i pojmom ,,plasti¢nost makrofaga“ ¢ija se vaznost o€ituje u medusobnoj
isprepletenosti uloge M1 makrofaga, koji su proupalnim djelovanjem usmjereni na uklanjanje
patogena 1 M2 makrofaga koji svojim protuupalnim djelovanjem 1 sintezom komponenti
izvanstani¢nog matriksa poticu regeneraciju oste¢enog tkiva [173]. Stoga u tkivu nalazimo niz
prijelaznih oblika makrofaga od M1 do M2d polarizacije, nastalih po trenutnim poticajima iz

okoline [195].
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Slika 7. Polarizacija makrofaga. M0 (naivni) makrofagi izrazavaju povrsinske biljege CD11b, CDI14 i
CD68. Stimulacijom sa LPS-om i IFN-y M0 makrofagi polariziraju u M1 (proupalni) tip makrofaga. M1
karakterizira izrazaj CD86, CD80, CD40 i MHC razreda II povrsinskih biljega i sinteza proupalnih
biljega (iNOS, TNF-a, IFN-y, IL-12). Stimulacijom s IL-4 i IL-13 MO makrofagi polariziraju u M2
(protuupalni) tip makrofaga. M2 makrofage karakterizira izrazaj povrsinskih receptora CD206, CD163,
CD209 i MHC razreda 1 i sinteza protuupalnih citokina (arginaza-1, TGF-p, IL-10, IL-6). Preuzeto i
prilagodeno prema [220]. CD- Klaster diferencijacije (od eng. Cluster of Differentiation ); IFN-y-
Interferon y; Ig- Imunoglobulin; IL- Interleukin; JAK-STAT- od eng. Janus kinase-Signal Transducers
and Activators of Transcription, LPS- Lipopolisaharid; MHC- Glavni kompleks histokompatibilnosti
(od eng. Major Histocompatibility Complex); NF-kB- Nuklearni ¢imbenik kapa B (od eng. Nuclear
Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells); P13K- Fosfatidilinozitol-3 kinaza (od eng.
Phosphatidylinositol 3-kinase); TGF-p- Transformirajuci cimbenik rasta p (od eng. Transforming
Growth Factor f); TNF-a- Cimbenik nekroze tumora a (od eng. Tumor Necrosis Factor o).

SrediSnju ulogu u definiranju funkcijskih razlika i klasifikaciji makrofaga u M1 i M2 fenotipske
subpopulacije ima metabolicki put razgradnje aminokiseline arginina [221]. Razgradnja
arginina putem enzima iNOS do dusikovog oksida (NO) i citrulina obiljezje je M1 makrofaga
dok je razgradnja putem arginaze-1 do ornitina i ureje obiljezje M2 makrofaga [222]. Izrazaj,
odnosno aktivnost enzima koji katalizira razgradnju arginina definira dva opre¢na i medusobno
neovisna fenotipa makrofaga: M1 (iNOS+) i M2 (arginaza-1+) [221]. Takoder je vazno
napomenuti 1 razliku u metaboli¢kim putevima koji su izvor energije za odrzavanje homeostaze
M1 i M2 makrofaga. U M1 makrofagima to je proces glikolize, dok je u M2 makrofagima izvor
energije oksidacija masnih kiselina i oksidativna fosforilacija [223]. Temeljem razlika u
metabolickim putevima omoguceno je odrzavanje fizioloSke uloge i polarizacijskog statusa M 1

makrofaga u anaerobnim odnosno M2 u aerobnim uvjetima.
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1.2.4. M1 makrofagi

M1, odnosno klasi¢no aktivirani makrofagi, svojim proupalnim djelovanjem ¢ine prvu liniju
obrane kod infekcija uzrokovanih unutarstani¢énim patogenima. Proupalno djelovanje
karakterizirano je lu¢enjem proupalnih citokina, stimulacijom Thl imunoloskog odgovora
lucenjem IL-12 i antigen predo¢nom aktivnoscu [173]. Glavni aktivatori M1 makrofaga su IFN-
v, TNF-a i LPS. Glavne funkcije IFN-y su oblikovanje i stimulacija imunoloskog odgovora
urodene, ali i steCene imunosti. Stanice NK i NKT (od eng. Natural Killer T-lymphocytes)
sintetiziraju IFN-y u sklopu urodenog imunoloskog odgovora, dok su za njegovu sintezu u
sklopu stecenog imunoloSkog odgovora odgovorni pomo¢ni¢ki CD4+ i citotoksi¢ni CD8+
limfociti T. Za stimulacija M1 makrofaga, uz primarni signal koji se ostvaruje vezanjem IFN-
Y, nuzan je i sekundarni signal odnosno vezanje PAMP molekula ukljucuju¢i LPS za TLR4 §to
potice transkripcijski ¢imbenik NF-«xB koji je odgovoran za stvaranje proupalnih posrednika, a

time i razvoja upale [38,44]. Rezultat je sinteza TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12 1 IL-23 [173].
1.2.4.1. iNOS

Glavni biljeg klasi¢no aktiviranih makrofaga je iNOS. iNOS izoforma enzima NOS, uz
neuronsku (n) NOS i endotelnu (e) NOS, katalizira reakciju razgradnje L-arginina u
makrofagima [224]. U reakciji molekularni kisik i reducirani oblik molekule nikotinamid-
adenin-dinukleotid fosfata (NADPH, od eng. Nicotinamide- Adenine- Dinucleotide Phosphate)
sudjeluju kao kosupstrati. Kona¢ni produkt razgradnje je molekula NO [221]. Citotoksi¢ni
uc¢inak NO u stanicama ostvaruje se inhibicijom klju¢nih enzima u procesima oksidativne
fosforilacije u mitohondrijima i replikaciji molekule DNA [225]. Mehanizam inhibicije temelji
se na visokom afinitetu vezanja NO za molekulu Zeljeza u strukturi enzima [224]. Takoder,
vezanjem NO za molekulu superoksida (*O2-) nastaje peroksinitrit (ONOO-) koji svojim
oksidativnim uc¢inkom djeluje na razaranje unutarstani¢nog patogena [226]. Glavni stimulatori
izrazaja iNOS-a u makrofagima su proupalni citokini (IL-1p, IFN-y i TNF-a), LPS i hipoksija
[221].

1.2.6. M2 makrofagi

M2 su alternativno aktivirani, protuupalni makrofagi [227]. Sudjeluju u nadziranju
imunoloskog odgovora i obnavljanju oStecenog tkiva [228]. Utjecu na strukturu izvanstanicne
tvari nadziranjem rada proteaza i C¢imbenika rasta [173]. Na temelju razlika u osnovnim

funkcijama odnosno ulogama, aktivacijskim ¢imbenicima i stani¢nim biljezima, M2 makrofagi
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se dijele u Cetiri subpopulacije: M2a, M2b, M2c 1 M2d [229]. Glavni biljeg M2 makrofaga je

arginaza-1.
1.2.6.1. M2a makrofagi

IL-4 1 IL-13 stimuliraju diferencijaciju M2a makrofaga. Protuupalna aktivnost M2a makrofaga
karakterizirana je sintezom antagonista IL-1 receptora koji inhibira proupalno djelovanje IL-1,
smanjenom sintezom proupalnih citokina (TNF-a i IL-6) i niskim izrazajem CDS86
kostimulacijske molekule [173]. Visok izrazaj manoznog receptora povezan je s njihovom
snaznom fagocitnom odnosno endocitoznom aktivnos¢u. Sudjeluju u Th2 imunoloSkom
odgovoru lu¢enjem IL-10 te u procesu zacjeljivanja rana utjecajem na proliferaciju stanica
miofibroblasta i stimulacijom sinteze kolagena tipa I i fibronektina. IL-10, TGF-B, CCL17,
CCL18 i CCL22 produkti su aktivacije M2a makrofaga [230].

1.2.6.2. M2b makrofagi

LPS uz prisutnost IgG imunokompleksa stimulira polarizaciju M2b makrofaga. Karakterizirani
su snizenim izrazajem arginaze-1, moguénoscu sinteze NO i sintezom proupalnih citokina
(TNF-a 1 IL-6 ) u odnosu na M2a i M2¢ makrofage [229]. Iako ih ta svojstva ¢ine sli¢nim M1
subpopulaciji, M2b poti¢u Th2 imunoloski odgovor sintezom IL-10 u odnosu na M1 makrofage

koji putem IL-12 poti¢u Th1 odgovor [173].
1.2.6.3. M2c makrofagi

Stimulacijsko djelovanje IL-10, IL-6, TGF-B 1 glukokortikoida potice polarizaciju makrofaga u
M2c tip [173]. M2c makrofagi nakon polarizacije sintetiziraju i luce IL-10 1 TGF-f te na taj
nacin stimuliraju i sami sebe. Imaju imunosupresijsko i fagocitno djelovanje te sudjeluju u
procesu zacjeljivanja rana 1 regeneraciji oste¢enog tkiva modulacijom izvanstani¢nog matriksa

[229]. M2¢ makrofagi sintetiziraju i luce IL-10, TGF-B, CCL16, CCL18 1 CXCL13 [230].
1.2.6.4. M2d makrofagi

U procesu karcinogeneze tumorske stanice i stanice tumorskog mikrookoliSa luce brojne
molekule s kemoatraktivnim svojstvima koje poti¢u migraciju monocita iz krvi 1 tkivnih
makrofaga u tumorsko tkivo koji se nazivaju M2d ili tumorom povezani makrofagi (TAM, od
eng. Tumor-Associated Macrophages) [173]. TAM imaju glavnu ulogu u procesu rasta,

metastaziranja i regulaciji imunosupresije tumorskog tkiva [229]. Tako se klasificiraju kao
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subpopulacija M2 makrofaga, TAM su izrazito heterogena skupina makrofaga povezana s
tumorskim mikrookoliSem koji izrazavaju M1 i M2 fenotipska obiljezja. Polarizacija M1 u M2
tip TAM i vice versa ovisna je o vrsti stimulacijskih molekula koji se sintetiziraju u tumorskom
tkivu [173]. Polarizaciju M1 u TAM stimuliraju IFN-y, TNF-a i LPS, a njihov proupalni uc¢inak
djeluje na supresiju rasta i metastaziranje tumora. Polarizaciju u M2 TAM stimuliraju IL-4, IL-
10 1 TGF-B, a njihov ucinak djelovanja promovira rast, angiogenezu i metastaziranje tumora te

razvoj rezistencije na djelovanje anti-tumorske terapije [173].
1.2.6.5. Arginaza-1

Glavna funkcija arginaze-1, temeljnog biljega M2 makrofaga, je hidroliza aminokiseline L-
arginina do ornitina i ureje kao konacnih produkata [221]. Fizioloska vaznost ornitina je
povezana s njegovom ulogom supstrata za enzim ornitin dekarboksilazu u procesu sinteze
poliamina, klju¢nih molekula u procesu stani¢ne diferencijacije, rasta i udvostru¢enja DNA
[221]. Takoder, ornitin ima ulogu prethodnika u sintezi aminokiseline prolina koji je nuzan za
sintezu molekule kolagena. Aktivnost arginaze-1 takoder smanjuje dostupnost L-arginina §to
smanjuje sintezu NO putem iNOS-a i suprimira aktivaciju limfocita T [221]. Izrazaj arginaze-
1 definira ulogu M2 makrofaga u procesima regeneracije oStecenog tkiva i zacjeljivanju rana,
ali 1 patogenezi rasta i diferencijacije tumorskog tkiva temeljem njenog izraZzaja u M2 tipu

TAM-a.
1.2.7. Makrofagi u sinovijskoj membrani bolesnika s OA-om

Makrofagi se Cesto opisuju kao oni koji pokazuju fenotip M1 ili M2 [218]. Aktivirani
¢imbenicima iz okoliSa kao Sto su IFN-y, TNF-a i LPS, M1 makrofagi izlucuju proupalne
citokine i1 niske razine IL-10, a M2 makrofagi pokazuju protuupalni profil 1 imaju funkcije
popravljanja tkiva [231]. Medutim, takvi opisi M1/M2 sada se smatraju krajnjim polovima
spektra u mnogim tkivima [232]. Fenotip makrofaga uvelike varira ovisno o tkivnom okruzenju
tako da u tkivima nalazimo velik broj prijelaznih oblika makrofaga u spektru od M1 do M2
[218,233]. Vjeruje se da bi u okruzenju upale u zglobnim tkivima bolesnika s OA-om i RA-om
obilje razli¢itih podskupina makrofaga moglo produzavati bolest, ali 1 uvesti bolest u remisiju,
ukoliko se poticaj (upala) ukloni [234,235]. Izvr$ne funkcije makrofaga, temeljem njihovog

sazrijevanja iz monocita i polarizacije, u zdravlju i bolesti prikazane su na Slici 8.
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Slika 8. Usmjeravanje sazrijevanja monocita i polarizacije makrofaga odreduje izvrsne funkcije tkivnih
makrofaga u zdraviju i bolesti. Polarizacija izmedu M1 i M2 makrofaga definira proupalni/protu-
tumorski (M1) naspram protuupalnog/pro-tumorskog (M2) imunoloskog odgovora. M1 makrofagi
proizvode iNOS/NO, proupalne citokine (TNFo, IL-12 i IL-23), poticu Thl i Thl7 imunoloski odgovor
te se povezuju s razvojem kronicnih upalnih bolesti (Chronova bolest, kronicni periodontitis). Arginaza-
1 i proizvodnja protuupalnih citokina (TGF-p, IL-10) obiljezja su M2 makrofaga koji poticu Th2 i Treg
imunoloski odgovor koji se povezuju s patogenezom autoimunih bolesti i tumorima. Izvrine funkcije
slicne M1 makrofagima oznacene su skalom crvene boje, dok su one slicne M2 makrofagima oznacene
skalom zelene boje. Tocan mehanizam sazrijevanja tipova monocita u M1 i/ili M2 makrofage jos uvijek
nije u potpunosti razjasnjen. Prema Ziegler-Heitbrock i sur. [236] monociti se klasificiraju u tri tipa
(skupine): klasicni (CD14++ CDI16- CDI163+), intermedijarni (CD14++ CDI16+ CDI163+) i ne-
klasicni tip (CD14+ CDI16++ CD163-). Ne-klasicni i klasicni tip u korelaciji su s M1 odnosno M2
makrofagima u pogledu proizvodnje proupalnih odnosno protuupalnih citokina, a oba tipa izrazavaju
iNOS biljeg. Intermedijarni tip izrazava arginazu-1 Sto ih povezuje s M2 makrofagima. Tipovi monocita
nisu u potpunosti u korelaciji s M1 odnosno M2 makrofagima, ali se uklapaju u skalu izvrsnih funkcija
koja su odredene polarizacijom, diferencijacijom i poticajnim signalima te su karakteristicni za
lokalizirani okolis tkiva u zdravlju i/ili bolesti. Preuzeto i prilagodeno prema [233]. Arg- Arginaza-1;
CD- Klaster diferencijacije (od eng. Cluster of Differentiation); HLA-DR- Humani leukocitni antigen-
DR (od eng. Human Leukocyte Antigen-DR),; iNOS- Inducibilna sintaza dusikovog oksida (od eng.
Inducibile Nitric Oxide Synthase); MHC- Glavni kompleks histokompatibilnosti (od eng. Major
Histocompatibility Complex); MR- Manozni receptor;, NO- Dusikov oksid; STAT-3- od engl. Signal
Transducer and Activator of Transcription 3; TGF-p- Transformirajuci cimbenik rasta [ (od eng.
Transforming Growth Factor [5); Thl- Pomocnicki limfociti T tipa 1 (od eng. T helper type 1); Th2-
Pomocnicki limfociti T tipa 2 (od eng. T helper type 2); Thi7- Pomocnicki limfociti T tipa 1 (od eng. T
helper type 17); TNF- Cimbenik nekroze tumora (od eng. Tumor Necrosis Factor).
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U prilog tome, sinovijska membrana bolesnika s OA-om bogata je makrofagima i CD4+
limfocitima T od kojih dominiraju Thl limfociti [108,125]. U tih bolesnika velik broj
aktiviranih makrofaga je u pozitivnom meduodnosu s klinickim simptomima [125,237].
Proupalno aktivirani makrofagi putem citokina, prvenstveno TNF-a, povecavaju propusnost
endotela [238] 1 infiltraciju sinovijske membrane Thl limfocitima [235]. Thl limfociti,
lu¢enjem proupalnih citokina (IFN-y, IL-2, TNF-B), potiu polarizaciju makrofaga u M1
proupalni tip i poti€u aktivnost limfocita B. Aktivirani limfociti B luce proupalni IL-6 i
sintetiziraju specifi¢na protutijela usmjerena na strukturne bjelanc¢evine hondrocita (kolagen,
osteopontin) [108] ¢ime doprinose odrzavanju i1 jacanju upalnog procesa odnosno promoviraju
razgradnju zglobne hrskavice.

Nadalje, povecanje molekula povezanih s makrofagima (sCD163 i sCD14) i kemokina CCL2 i
CX3CL1 u sinovijskoj tekucini bolesnika s OA-om povezuje se s losijim klini¢kim ishodom
[239,240]. Smatra se da sinovijski makrofagi reagiraju na PAMP 1 DAMP, ukljucujuci
fragmente hrskavice i unutarstani¢ne proteine iz nekroti¢nih stanica, posljedicno pridonoseci
ostecenju hrskavice i promjenama kostiju kroz otpustanje citokina kao §to su IL-1B, TNF-a i
TGF-B [129]. Time se pojacava lucenje proupalnih citokina u sinovijskoj membrani koji
ostecuju hrskavicno tkivo djelovanjem na smanjenje sinteze elemenata izvanstanicnog matriksa
[241]. Istovremeno, kemokini kemotaksijskim djelovanjem poticu infiltraciju monocita,
limfocita T 1 stanica NK iz krvi u sinovijsku membranu [5]. S druge strane, in vitro studije su
istaknule da smanjenje CD14+ makrofaga iz kultura sinovijskih stanica rezultira smanjenjem

IL-1B, TNF-a i MMP-a koje mogu razgraditi zglobnu hrskavicu [242].
1.3. Stvaranje i utjecaj 7-ketokolesterola na stani¢ni metabolizam

Kolesterol je esencijalna lipidna molekula ¢ije su mnogobrojne funkcije nuzne za normalno
odrZavanje homeostaze organizma [243]. Sastavna je komponenta stanicnih membrana i
kljucan je za odrZavanje njene strukture i funkcije te je ujedno 1 ishodi$na molekula za sintezu
steroidnih hormona, vitamina D 1 zu¢nih kiselina [244]. Kolesterol je hidrofobna molekula i u
plazmi se prenosi udruZen s apolipoproteinima [243], od kojith LDL ima najveéi sadrzaj
kolesterola [245]. Stoga se porast LDL-a u plazmi povezuje s aterogenezom, koja je prototip
upale niskog stupnja [246] kao 1 s OA-om [247]. Proupalno djeluje ox-LDL, odnosno oksidirani
lipidi iz LDL-a [248], dok LDL sam po sebi nije aterogen niti potice OA [249]. Proizvodi
oksidacije kolestrola u LDL-u, glavnoj transportnoj molekuli za prijenos kolesterola u tkiva, su
oksisteroli [250]. Mehanizam nastajanja oksisterola i njihov ucinak prikazani su na Slici 9.
Enzimatski sintetizirani oksisteroli imaju pozitivnu fiziolosku ulogu kao signalne molekule
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[251]. Suprotno njima, ne-enzimatski sintetizirani oksisteroli, koji nastaju oksidacijskim
ucinkom molekula ROS-a, imaju 10 do 100 puta vecu toksi¢nu aktivnost od molekule
kolesterola [252]. Najzastupljeniji oksisterol u oxLDL cestici je 7- ketokolesterol (7-KC, od
eng. 7- Ketocholesterol) [252]. On dominatno nastaje ne-enzimatskom oksidacijom kolesterola
molekulama ROS-a na poziciji C7 koja pokazuje najizrazeniju reaktivnost za vezanje molekule
kisika, a to ujedno 7-KC ¢ini molekularno najstabilnijim tipom oksisterola [253]. Razlikujemo
dva oblika molekule 7-KC-a: ne-esterificirana forma ili slobodni 7-KC koji je sastavni dio
stani¢nih membrana 1 zastupljeniji je u odnosu na esterificirani oblik koji je sastavni dio

lipoproteinskih molekula [252].

LDL

Fosfolipidi  Kolesterol ester
Kolesterol (crveno)

(crveno)

Oksidacija
®  Trigliceridi
(zeleno)

OKSISTEROLI
*  7- ketokolesterol
* 7p-hidroksikolesterol

Poveéanje koncentracije masnih
kiselina, kolesterola i produkta A
njegove oksidacije

\

7-ketokolesterol
OStecenje stani¢nih organela

7B- hidroksikolesterol

> | Proupalni i citotoksi¢ni u¢inak

Slika 8. Mehanizam nastajanja i ucinak oksisterola. Oksidacijom molekule LDL-a djelovanjem ROS-a
nastaje oxLDL. Oksidacijom kolesterola u oxLDL-u stvaraju se oksisteroli od kojih je najzastupljeniji
7-KC. Ulaskom u stanicu procesom endocitoze, oksisteroli uzrokuju ostecenje stanicnih organela i
povecavaju sintezu ROS-a koji uzrokuju daljnju oksidaciju LDL-a i kolesterola i daljnje povecanje
stvaranje oksisterola. Prilagodeno prema [254]. LDL- Lipoprotein niske gustoce (od eng. Low-Density
Lipoprotein); LOX-1- Oksidirani LDL receptor-1 slican lektinu (od eng. Lectin-like Oxidized LDL
Receptor-1); ox-LDL- Oksidirani lipoprotein niske gustoce (od eng.Oxidized Low-Density Lipoprotein);
ROS- Reaktivne vrste kisika (od eng. Reactive Oxigen Species).
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Mehanizam toksi¢nog djelovanja na stanice primarno je uzrokovan djelovanjem slobodnog 7-
KC-a. On uzrokuje oStecenje stanicne membrane mehanizmom oSte¢enja kalcijevih kanala
odnosno djelujuéi na poveéanje ulaska kalcijevih iona (Ca®*") u stanicu [255]. Istim
mehanizmom djeluje i na oSte¢enje membrane unutarstani¢nih organela mitohondrija [256],
endoplazmatske mrezice [257], peroksisoma 1 lizosoma [258] te na taj nacCin dovodi do
oSte¢enja 1 apoptoze stanica. Unutarstani¢éni mehanizam djelovanja 7-KC-a ukljucuje i
aktivaciju NADPH oksidaze koja poti¢e sintezu ROS-a koji imaju toksi¢ni ucinak na
metabolizam stanice [259]. 7-KC neposrednim utjecajem na sustav stani¢nih signalnih puteva
negativno utjeCe 1 na proces stvaranja unutarstani¢nih bjelancevina [252]. Temeljem navedenih
utjecaja na stani¢ni metabolizam i razvoj oksidativnog stresa, poznata je uloga 7-KC-a u
patogenezi kardiovaskularnih bolesti (ateroskleroza), bolesti jetre, neurodegenerativnih bolesti
(Alzheimerova bolest, amiotroficna lateralna skleroza, vaskularna demencija), bolesti oka
(makularna degeneracija, glaukom, katarakta), bolesti plu¢a (idiopatska pluéna fibroza) i
nasljednih genetskih bolesti povezanih s poreme¢ajem metabolizma lipida (Niemann Pickova

bolest, nasljedna hiperkolesterolemija) [252].
1.3.1. Utjecaj 7-KC-a na polarizaciju makrofaga

IstraZzivanja mehanizma 1 utjecaja oksisterola na razvoj ateroskleroze, dokazala su njihovo
poticajno djelovanje na luc¢enje IL-1P od strane endotelnih stanica krvnih zila, kao 1 izrazaj
adhezijskih molekula (VCAM-1, ICAM-1, E-selektin) [260] 1 IL-8 [261] koji novace monocite
i limfocite T na mjesto razvoja aterosklerotskog plaka [262-265]. In vitro oksisteroli
povecavaju stvaranje i/ili lucenje proupalnih citokina (IL-1p, IL-8, TNF-a) kao i monocitnog
kemoatraktantnog proteina-1 (MCP-1, od eng. Monocyte Chemoattractant Protein-1) iz
stanicne linije humanih monocita U937 ¢ije su koncentracije u svojoj studiji Prunet 1 sur.
odredivali multipleks imunokemijskom metodom temeljenoj na protocnoj citometriji [266].
TLR4 veze 7-KC te posreduje u njegovom utjecaju na stanice poticanjem transkripcijskih
¢imbenika neovisno o stvaranju ROS-a [267].

Stimulacija M1 makrofaga 7-KC-om povecava izrazaj humanog leukocitnog antigena-DR
(HLA-DR, od eng. Human Leukocyte Antigen-DR) odnosno njihovu ulogu u prezentaciji
antigena 1 poticanju steCene imunosti, dok sniZzenje izrazaja CD16 ukazuje na smanjenje
sposobnosti fagocitoze [268]. 7-KC povecava izrazaj CD14 na M2 makrofagima te stvaranje

proupalnih citokina TNF-a, IL-6, IL-12 [268] 1 kemokina CCL2 i1 CCL3 [269].

34



To je svojstveno za putove provodnje signala koji konvergiraju na NF-kB 1 poti¢u stani¢no
medudjelovanje 1 rast [270]. Navedeni put, samo u slucaju nedostatka drugih poticajnih
¢imbenika moze uvesti stanicu u smrt apoptozom [270].

Stoga se smatra da 7-KC potice klasi¢ni put aktivacije makrofaga, kako je ilustrirano na Slici

10.

7- ketokolesterol

TLR4 l M1 aktivacija makrofaga

Sinteza i lu¢enje proupalnih
 citokina (TNF-q,IL-6, IL-12) i
* kemokina (CCL2, CCL3).

Slika 9. Klasicni put aktivacije makrofaga (M1) vezanjem 7-KC-a na TLR4. CCL- CC ligand (od eng.
C-C Motif Chemokine Ligand ); IL- Interleukin;, TLR4- Receptor slican Toll-u 4 (od eng. Toll-like
receptor 4); TNF-a- Cimbenik nekroze tumora alfa (od eng. Tumor Necrosis Factor alpha).

Medutim, jo§ nema znanstvenih spoznaja o utjecaju 7-KC-a na makrofage sinovijske membrane
u ljudi. Odredivanje 7-KC-a u bioloskim materijalima je vrlo zahtjevno zbog nestabilnosti
molekule u reakciji s kisikom iz zraka i zbog opcenito niske koncentracije oksisterola u
fizioloskim i patofizioloskim uvjetima [248]. Stoga se kao mjera osStecenja tkiva oksidiranim
lipidima do sada pribjegavalo analizi oxLDL-a [6] ili analizi stabilnijeg proizvoda oksidacije
masnih kiselina 4-hidroksinonenala (4-HNE) u tkivima na animalnim modelima [271] i1 u ljudi
[272,273]. U sinovijskoj tekucini bolesnika s OA-om, dokazan je oxLDL, a koncentracija
njegovog topljivog receptora LOX-1 u pozitivnom je meduodnosu s radioloskim stupnjem OA-
a [6]. U miSeva kojima nedostaje lox-1 gen, zna€ajno je smanjena sinovijska hiperplazija 1
infiltracija limfocitima, te degeneracija hrskavice po izazivanju OA-a na umjetan nacin [6].
Stoga bi imalo smisla istraZivati in vitro vezanje i u¢inak proizvoda lipidne oksidacije (7-KC)
na fenotip 1 funkciju sinovijskih makrofaga izdvojenih iz zgloba s OA-om i njihovo
medudjelovanje s lokalnim limfocitima T 1 stanicama NK te istraZivati moguce odraZzavanje

lokalnih imunoloskih zbivanja iz zgloba s OA-om na sustavni imunoloski odgovor.
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1.4. 4-HNE

Oksidativni stres i1 sinteza ROS-a u stanicama uzrokuje ne-enzimatsku oksidaciju masnih
kiselina u sastavu esterificiranog kolesterola u jezgri LDL Cestica [274] i stanicnih membrana
medu kojima su najosjetljivije viSestruko nezasi¢ene omega-6 masne kiseline zbog dvostrukih
veza u njihovoj strukturi [248].

4-HNE je a,B-nezasi¢eni hidroksialkenal koji nastaje kao proizvod oksidacije viSestruko
nezasi¢enih omega-6 masnih kiselina, od kojih se linoleinska i arahidonska kiselina nalaze u
sastavu esterificiranog kolesterola, djelovanjem ROS-a [270]. U fizioloskim koncentracijama
(<2 puM) 4-HNE ima ulogu u prijenosu unutarstani¢nih signala koji ukljucuju signalne putove:
p38 protein kinaza aktivirana mitogenom (p38 MAPK, od eng. p38 Mitogen-Activated Protein
Kinase), kinaza 1 i 2 nadzirane izvanstani¢nim signalom (ERK1/2, od eng. Extracellular Signal-
Related Kinases 1 and 2), c-Jun N-terminalna kinaza 1 1 2 (JNK1/2, od eng. c-Jun N-terminal
Kinase 1 and 2) i NF-xB [275]. Metabolicka razgradnja 4-HNE unutar stanice, odnosno
mehanizmi zaStite stanice od prekomjernog nakupljanja i toksi¢nog djelovanja 4-HNE,
ukljucuju enzimatsku aktivnost alkohol dehidrogenaze, aldehid dehidrogenaze i glutation S-
transferaze uz NAD"/NADH kao kofaktore [276,277]. U slu¢ajevima zasi¢enja enzimatskih
kapaciteta za razgradnju i/ili nedostatak kofaktora, povecana koncentracija 4-HNE reaktivnim
djelovanjem uzrokuje oStecenje stani¢nih bjelancevina §to dovodi do poremecaja biokemijskih
procesa u stanici [275]. Slobodan oblik 4-HNE-a utjecajem na stani¢ne signalne putove,
promiCe stvaranje katabolickih i1 proupalnih posrednika [270]. Ti patogenetski mehanizmi
definiraju utjecaj 4-HNE-a u razvoju niza bolesti kao §to su Alzheimerova i Parkinsonova
bolest, tumori, makularna degeneracija, ateroskleroza, upalna bolesti crijeva [275] 1 OA [277]

(Slika 11.).

36



4-HNE — Bjelancevina- 4-HNE —— Ulazak Kkalcija
Oksidativni stres / ROS \ /
Katarakta
Oksidativni stres Tau fosforllacija
2
=
E MAPK/PKC Alzheimerova
% bolest
=
<
E ¢JUN NIK/IKK cPLA2
=
b
=
[-%
AP-1 NF-kB
l l I \ |
* transkripcija gena TNF-¢, PGE2 +——COX-2, LOX-5

+  VCAM, ICAM

* 1IL-6, IL-1, IFN...
sepsa, astma

upala . .
P stanicna smrt i apoptoza

Slika 11. Mehanizam djelovanja 4- hidroksinonenala (4-HNE) na unutarstanicni prijenos signala i
uloga u razvoju bolesti. Visoke unutarstanicne koncentracije 4-HNE (10-60 uM) uzrokuju genetska
oStecanja odnosno fragmentaciju mitohondrijske i stanicne DNA. Izrazito visoke koncentracije (>100
uM) inhibiraju proces oksidativne fosforilacije u mitohondrijima, aktivnost glikolitickih enzima i sintezu
stanicnih proteina. Preuzeto i prilagodeno prema [270]. COX-2- Ciklooksigenaza-2 (od eng.
Cyclooxygenase-2); ICAM- Unutarstanicna adhezijska molekula (od eng. Intercellular Adhesion
Molecule); IFN- Interferon; IL- Interleukin, LOX-5- Oksidirani LDL receptor-5 slican lektinu (od eng.
Lectin-like Oxidized LDL Receptor- 5); NF-kB- Nuklearni cimbenik kapa B (od eng. Nuclear Factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells); PGE2- Prostaglandin E2; ROS- Reaktivne vrste kisika
(od eng. Reactive Oxigen Species); TNF-a- Cimbenik nekroze tumora alfa (od eng. Tumor Necrosis
Factor alpha); VCAM- Vaskularna stanicna adhezijska molekula (od eng. Vascular Cell
Adhesion Molecule).

1.4.1. Uloga 4-HNE-a u patogenezi OA-a

Glavni mehanizmi utjecaja 4-HNE-a na patogenezu OA-a su poticanje katabolickih i upalnih
procesa, inhibicija anabolickih signalnih puteva i smanjenje mineralizacije koStanog tkiva [275]
(Slika 12). Katabolicki utjecaj 4-HNE-a na tkivo hrskavice zgloba oc€ituje se smanjenjem
stvaranja kolagena tipa Il 1 povecanjem izrazaja i aktivnostt MMP-2, MMP-9 1 MMP-13. 4-
HNE takoder potie aktivnost enzima COX-2 te posljedi¢no povecava stvaranje proupalne
molekule prostaglandina E2. Osim u slobodnom obliku, 4-HNE se udruzuje s kolagenom tipa
II i pojacava upalni proces te kataliticku aktivnost MMP-13 §to dovodi do napredovanja OA-a

[278]. PojacCana aktivnost osteoblasta djelovanjem 4-HNE-a u OA-u dokazana je povecanim
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izrazajem osteokalcina i kolagena tipa I te smanjenim izrazajem koStane alkalne fosfataze kao
biljega njihove metabolicke aktivnosti [279]. 4-HNE povecava izrazaj COX-2 i poti¢e p38
MAPK signalni put vazan u nadzoru sinteze proupalnih citokina [279]. COX-2 i poticanje
proupalnih signalnih puteva (NF-kB i p38 MAPK) utjecajem 4-HNE-a u sinovijskoj membrani
pojacava stvaranje citokina IL-1, IL-6 1 TNF-a [279]. Hondrociti su vrlo osjetljivi na u€inak 4-
HNE-a i lako ulaze u apoptozu posredovanu njegovim djelovanjem [280]. Apoptoza hondrocita
4-HNE-om temelji se na smanjenju izrazaja anti-apoptotickog proteina Bcl-2 (od eng. B-cell
lymphoma 2) odnosno povecanju pro-apoptotickog proteina Bax (od eng. BCL2 associated X
protein) 1 inhibiciji unosa glukoze u stanicu ¢ime je onemogucena njena glavna funkcija
metaboli¢kog izvora energije za normalno odrZavanje funkcije stanice [280]. Takoder, 4-HNE
uzrokuje ostecenje mitohondrija hondrocita $to dovodi do smanjenja njihove funkciju kao
posljedice razvoja oksidativnog stresa odnosno poveéanja proizvodnje ROS-a, razvoja upale i
smanjenja proizvodnje kolagena 1 proteoglikana ¢ime se naruSava struktura i funkcija zglobne

hrskavice [281].
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Slika 12. Ucinak 4-hidroksinonenala (4-HNE) na zglobne strukture u patogenezi osteoartritisa.
Preuzeto i prilagodeno prema [277].
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2. CILJEVI

39



2.1. Hipoteza

OA je bolest kroni¢no progresivnog tijeka potaknuta mehanickim ostec¢enjima i metaboli¢kim
¢imbenicima, koji se isprepli¢u u svojim patogenetskim putevima [6]. Hondrociti u zglobu s
OA-om imaju izmijenjen metabolizam koji ovisi o glikolizi 1 obilno izrazavaju laktat
dehidrogenazu A, koja potice stvaranje ROS-a [282]. ROS vrlo ucinkovito oksidira LDL
molekule, koje izrazavaju najveéi sadrzaj kolesterola medu lipoproteinima [283] . Oksidacijom
kolesterola nastaje skupina toksi¢nih i raznovrsnih oksisterola [249], od kojih se 7-KC smatra
zbog brzog poticanja stvaranja ROS-a u stanici [284].

Hipoteza ovog doktorskog rada je da 7-KC ostvaruje svoje ucinke u sinovijskom tkivu kao
ligand koji se veze za TLR4 na sinovijskim CD68+ makrofagima, uzrokuje razvoj M1
polarizacije 1 potice blagu lokalnu proupalnu reakciju u medudjelovanju s limfocitima T 1

stanicama NK, koja se odrazava na lokalnoj i sustavnoj razini.
2.2. Ciljevi

Kako bi provjerili hipotezu osmislili smo okosnicu istrazivanja u vidu sljedecih ciljeva:

1. Odrediti raspodjelu, fenotip, polarizaciju CD68+ makrofaga sinovijske membrane
zrelog OA ex vivo te istraZiti postojanje elemenata oksidacijskog stresa u sinovijskoj
membrani 1 CD68+ makrofagima bolesnika s kasnim OA koljena.

2. Analizirati utjecaj 7-KC-a na fenotip, polarizaciju 1 funkciju CD68+ makrofaga u
suspenziji sinovijskih mononuklearnih stanica zrelog OA koljena in vitro.

3. Procijeniti apoptoticki potencijal posredovan GNLY-om u limfocitima periferne krvi

bolesnika s ranim OA koljena in vitro u odnosu na kontrolu.
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3. MATERIJALI I METODE
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3.1. Bolesnici i eti¢ki aspekt istraZivanja

U ovo istrazivanje bili su ukljuceni bolesnici s ranim i kasnim OA-om koljena kojima je bolest
dijagnosticirana prema kriterijima Americkog udruzenja za reumatologiju iz 1986. godine
[285]. U skupinu ranog OA-a koljena bilo je ukljuceno 40 Zena (medijan godina 64; raspon 43-
75) koje nisu bile ni na kakvoj terapiji i 40 kontrolnih, zdravih ispitanica odgovaraju¢e dobi
(medijan godina 62; raspon 43-73). Ispitanice ukljucene u ovo prospektivno istrazivanje obavile
su internisticki preventivni pregled, ukljucujuéi i laboratorijsko testiranje, u Specijalnoj bolnici
za medicinsku rehabilitaciju bolesti srca, pluc¢a i reumatizma Thallassotherapia Opatija, Opatija,
Hrvatska u periodu od 1. 4. 2018. do 15. 12. 2020. Sve ispitanice donirale su uzorke periferne
venske krvi u svrhu istrazivanja i dozvolile da se njihovi medicinski podaci koriste u
istrazivacke svrhe 1 objave u znanstvenim casopisima potpisivanjem Suglasnosti za
sudjelovanjem u znanstvenom istrazivanju.

U skupinu kasnog OA-a koljena bilo je ukljueno 50 bolesnika na terapiji analgeticima
(paracetamol/tramadol) kojima je uzorkovana sinovijska membrana tijekom rutinske operacije
totalne endoproteze koljena (aloartroplastika koljena) u Klinici za ortopediju Lovran, Lovran,
Hrvatska. Svi bolesnici ukljuceni u istraZivanje su prije izvodenja operacije dali svoj pristanak
za uzrokovanje sinovijske membrane, njeno koriStenje u istraZivacke svrhe i objave u
znanstvenim Casopisima potpisivanjem Suglasnosti za sudjelovanjem u znanstvenom
istrazivanju.

Kriteriji za iskljucenje bolesnika s OA-om i kontrolne skupine zdravih iz istraZivanja bili su:
terapija glukokortikoidima i1 nesteroidnim antireumatskim lijekovima, sistemske imunoloske
bolesti, imunodeficijencije, sr€ano zatajivanje 111 1 IV stupnja prema razradbi New York Heart
Association [286], zatajenje bubrega IV 1 V stupnja [287], zatajenje jetre [288], poremecaji
funkcije koStane srzi i/ili limfnog sustava, Zene reprodukcijske dobi, neregulirana arterijska
hipertenzija (krvni tlak >160/100 mmHg), neregulirana Secerna bolest (glukoza u plazmi >11
mmol/l nataste) 1 zlo¢udna bolest u trajanju kra¢em od 5 godina.

Istrazivanje je provedeno u sklopu projekta/financijske potpore Sveucilista u Rijeci pod
naslovom “Aktivacija makrofaga u bolesnika s osteoartritisom”, br. Uniri-biomed-18-110;
voditeljice prof. dr. sc. Gordane Laskarin u trajanju od 7. 3. 2019. do 31. 1. 2024. uz odobrenje
Etickih povjerenstva “Thalassotherapija-Opatija” (br: 01-000-00-115/2-2021) sa Sjednice
odrzane 10. 2. 2021. godine 1 Klinike za ortopediju Lovran (br: 02-67/2021) sa Sjednice odrzane
12. veljae 2021. godine. Svi eksperimentalni postupci provedeni su u skladu s ,,Etickim

nacelima za medicinska istrazivanja koja ukljucuju ljude* navedenima u Helsinskoj deklaraciji
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[289]. Takoder, istrazivanje je provedeno u skladu sa svim primjenljivim smjernicama, €iji je
cilj osigurati pravilno provodenje istrazivanja te sigurnost osoba koje u njemu sudjeluju,
ukljucujuéi Osnove dobre klinicke prakse, Zakon o zdravstvenoj zastiti Republike Hrvatske
(NN 100/18, 125/19), Zakon o pravima pacijenata Republike Hrvatske (NN 169/04, 37/08) i
sukladno Opc¢oj uredbi 2016/679 Europskog Parlamenta i Vije¢a Europe od 27. travnja 2016. o
zaStiti podataka (GDPR, od eng. General data protection regulation).

3.2. Odredivanje parametara u klinicCkom laboratoriju

3.2.1. Uzorkovanje venske krvi u bolesnika s ranim OA-om koljena i sinovijskog tkiva u

bolesnika sa zrelim OA-om koljena

Uzorkovanje venske krvi bolesnika s ranim OA-om koljena i kontrolnim, zdravim ispitanicima,
ucinjen je standardnim postupkom prema nacionalnim preporukama [290]. Uzorci pune venske
krvi za dobivanje seruma uzrokovani su u epruvete bez antikoagulansa (Grainer Bio-One
GmbH, Kremsmiinster, Austrija), ostavljeni na sobnoj temperaturi 22-25 °C kroz 30 minuta
kako bi doslo do spontane koagulacije i zatim centrifugirani 10 minuta na 1000 x g na +4 °C.
Uzorci seruma koriSteni su za analizu rutinskih biokemijskih pretraga (ucinjeni istog dana
unutar 4 sata od uzorkovanja) i za odredivanje koncentracije GNLY-a . Uzorci pune venske krvi
uzeti u epruvete s antikoagulansom etilediamintetraoctenom kiselinom (EDTA, od eng.
Ethylenediaminetetraacetic Acid) koriSteni su za analizu rutinskih hematoloskih parametra
odnosno odredivanja krvne slike (u€injeni unutar 2 sata od uzorkovanja) i za izdvajanje
mononuklearnih stanica periferne krvi. Izdvojene mononuklearne stanice koriStene su za
analizu fenotipa subpopulacija limfocita periferne krvi, izrazaj GNLY-a 1 GNLY-om
posredovanu citotoksi¢nost stanica NK periferne krvi prema NK osjetljivoj K-562 stanicnoj
liniji 1 unutarstaniéni izraZaj IFN-y 1 IL-4 metodom protocne citometrije.

Sinovijska membrana u bolesnika s kasnim OA-om koljena uzorkovana je tijekom operacije
ugradnje endoproteze koljena. Komadiéi sinovijske membrane veli¢ine do 5 mm X 5 mm x 5
mm odmah su uronjeni u 4% otopinu paraformaldehida (Sigma-Aldrich Chemie, St. Louis,
SAD) 1 dostavljeni istog dana u laboratorij Zavoda za patologiju i patoloSku anatomiju

Medicinskog fakulteta Sveucilista u Rijeci gdje je ucinjeno uklapanje tkiva u parafin.
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3.2.2. Odredivanje rutinskih biokemijskih i hematoloskih analiza u bolesnika s ranim OA -

om koljena

Uzorci seruma bolesnika s ranim OA koljena i zdravim ispitanicima koriSteni za odredivanje
rutinskih biokemijskih analiza: visoko osjetljivog C- reaktivnog proteina (hs-CRP, od eng. high-
sensitivity C-reactive protein), alanin aminotrasnferaze (ALT), aspartat aminotransferaze
(AST), gama-glutamil transferaze (GGT), urata, kreatinina, glukoze i LDL-a. Analize su
ucinjene na automatiziranom biokemijskom analizatoru Dimension Xpand (Siemens
Healthcare Diagnostics, Newark, SAD). Analiza hematoloskih pretraga: eritrocita,
hemoglobina, leukocita i trombocita, u€injena je na automatiziranom hematoloskom brojacu

Sysmex XS-1000i (Sysmex Corporation, Kobe, Japan).
3.2.3. Odredivanje koncentracije GNLY-a u serumu bolesnika s ranim OA-om koljena

Koncentracija GNLY-a u serumu analizirana je LEGEND MAX™ Human Granulysin
(BioLegend, San Diego, CA, Sjedinjene Americke Drzave) enzimatskom imunokemijskom
metodom (ELISA, od eng. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Alikvoti seruma (1 ml)
bolesnika s ranim OA-om koljena i zdravih ispitanika pohranjeni su u plasti¢ne mikroepruvete
Cryo.S (2 ml) (Grainer Bio-One GmbH, Kremsmiinster, Austrija) na -80 °C do izvodenja
analize. Odredivanje GNLY-a uc¢injeno je prema uputama proizvodaca uz ocitanje apsorbancije
1 izraCun koncentracije na Citacu mikrotitarskih plo¢ica MRX  Revelation

(DYNEX® Technologies, Pewaukee, SAD).
3.3. Metode obiljezavanja tkivnih rezova uklopljenih u parafin

3.3.1. Postupak uklapanja tkiva sinovijske membrane bolesnika sa zrelim OA-om u

parafin

Uzorci sinovijske membrane koljenog zgloba bolesnika sa zrelim OA-om koljena uronjeni su
u 4% otopinu paraformaldehida (Sigma-Aldrich Chemie, St. Louis, SAD) za fiksaciju 1
ocuvanje stani¢nih struktura i molekula tkiva te istoga dana dostavljeni na Zavod za opc¢u
patologiju 1 patolosku anatomiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Rijeci. Nakon 24 satne
inkubacije u 4% otopini paraformaldehida na temperaturi 20-25 °C uzorci tkiva stavljeni su u
plasti¢ne kasete (Tissue-Tek Uni-Cassette, Sakura, Nizozemska) 1 zatim u automatizirani tkivni
procesor (Tissue-Tek VIP 5, Sakura, Nizozemska) za obradu tkiva odnosno za dehidraciju,

bistrenje i proZimanje tkiva parafinom. Dehidracija, odnosno uklanjanje vode iz tkiva provodila
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se postupnim izlaganjem tkiva 70%, 96% 1 100%-om etanolu (Kemika, Zagreb, Hrvatska).
Postupak bistrenja, odnosno zamjena alkohola sredstvom u kojem je parafin topljiv, provodila
se primjenom zamjenskog sredstva za ksilen (Xylene Substitute Shandon, Thermo Fisher
Scientific, Walthman, SAD). Tako obradeno tkivo bilo je pripremljeno za prozimanje parafinom
taliSta 55-58 °C, a izvodilo se na temperaturi od 60 °C. Uklapanje tkiva u parafinsku kocku je
izvedeno na tkivnom procesoru/uklapacu (Tissue-Tek VIP 5, Sakura, Nizozemska). Na toploj
ploci uklapaca uzorak sinovijskog tkiva se izvadio iz kazete i stavio na dno metalnog kalupa
napunjenog otopljenim parafinom, a na vrh se postavila plasticna kazeta (Tissue-Tek Uni-
Cassette, Sakura, Nizozemska) s oznakom tkiva. Pripremljene parafinske kocke su hladene na
hladnoj plo¢i uklapaca, a zatim na -20 °C. Po uklanjanju metalnog kalupa, kocke su se uévrstile
na drza¢ kliznog mikrotoma Kriomikrotom Leica CM 1850 (Leica Biosystems, Nussloch,
Njemacka) kojim su narezani tkivni rezovi debljine 3 um. Rezovi su pazljivo bili prebaceni
kistom s noza mikrotoma u vodenu kupelj zagrijanu na 45-50 °C kako bi se izravnali nabori
nastali rezanjem. Iz kupelji su se rezovi kistom postavljali na predmetna stakalca
(DakoREALTM, Glostrup, Danska). Tkivni rezovi na stakalcima su se susili na toploj ploci

(60-70 °C, 15-20 minuta) te su se zatim pohranili na +4 °C do obiljezavanja.

3.3.2. Priprema parafinskih rezova sinovijske membrane zrelog OA-a koljena za

obiljezavanje

Priprema parafinskih rezova sinovijske membrane zrelog OA-a koljena za obiljezavanje vrsila
se postupkom deparafinizacije i rehidracije te otkrivanja antigena od interesa.

Tkivni rezovi sinovijske membrane na predmetnim staklima su se postavili na plastiéne nosace
1 uranjali u staklene kivete ispunjene otopinom ksilena (Tissue Clear, Sakura Fintek Europe,
Zoeterwoude, Nizozemska) tri puta po 5 minuta kako bi se uklonio parafin. Zatim su tkivni
rezovi uranjani dva puta u 100%-tni etanol kako bi se uklonio ksilen, a zatim postepeno
rehidrirali uranjanjem u etanol koncentracije 96% 1 70% (svaki po 5 minuta). Tkivni rezovi su
isprani u tris puferiziranoj fizioloskoj otopini (TBS, od eng. Tris buffer saline) tri puta po 5
minuta, a zatim su se uronili u plasti¢nu kivetu s citratnim puferom pH 6.0 i stavili u mikrovalnu
pecnicu uz parametre 70 W tijekom 7 minuta kako bi se postiglo vrenje. Termicka obrada tkiva
nastavljena je u mikrovalnoj pecnici tri puta po 5 minuta na 70W uz dolijevanje isparene
redestilirane vode izmedu pojedinih ciklusa. Nakon sva tri ciklusa tkivni rezovi su se hladili
spontano 60-90 minuta do postizanja sobne temperature. Tako pripremljeni tkivni rezovi

koriSteni su za jednostruko obiljezavanje antigena imunohistokemijskom metodom ili
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dvostruko obiljezavanje antigena imunofluorescencijom uz ocitavanje svjetlosnim odnosno

fluorescentnim mikroskopom.

3.3.3. Indirektna jednostruka imunohistokemija

Indirektnom jednostrukom imunohistokemijom obiljezeni su antigeni CD68, CD3, CD56,
Hsp70, CCL2, CCL3, iNOS, arginaza-1, APAF-1, NF-xB, LXR i 4-HNE metodom
imunoperoksidaze, uz vizualizaciju specificnog veznog mjesta protutijela promjenom boje
kromogena 3,3-diaminobenzidina (DAB). To je ucinjeno koristenjem kita ,,EnVision G/2
Doublestain System Rabbit/Mouse (DAB+/Permanent Red) (Dako, Glostrup, Danska) po
prilozenim uputama proizvoda¢a i prema principima ranije opisane metode [291].
Obiljezavanje je zapocelo inkubacijom pripremljenih parafinskih rezova s otopinom ,,Dual
endogenous block® iz navedenog kita tijekom 20 minuta na sobnoj temperaturi s ciljem
uklanjanja nespecifiénog vezanja i uklanjanja aktivnosti endogene vodikove peroksidaze.
Preparati su zatim isprani u fizioloskoj otopini puferiranoj fosfatom (PBS, od eng. Phosphate
Buffered Saline) Tween20 tri puta tijekom 5 minuta te inkubirani preko no¢i na +4 °C s
protutijelima misjeg, ze¢jeg ili kozjeg porijekla usmjerenima prema CD68, CD3, CD56, Hsp70,
CCL2, CCL3, iNOS, arginaza-1, APAF-1, NF-xB, LXR 1 4-HNE te kontrolnim protutijelima
istog razreda/podrazreda irelevantne specifiCnosti. Opisi 1 radne koncentracije protutijela

navedeni su u Tablici 1.

Tablica 1. Protutijela koristena za imunohistokemijsko obiljezavanje tkivnih rezova sinovijske
membrane zrelog OA-a koljena.

Specifi¢nost Kataloski broj [Klon] Proizvodac Razrjedenje
Primarna protutijela
CD68 199000 [KP1+C68/684]; miSja IgG1 | Abcam, Cambridge, UK 1:100
CD3 21703 [SP7]; zecja IgG Abcam, Cambridge, UK pripremljeno
CDs56 20446; zecja IgG Abcam, Cambridge, UK 1:100
Hsp70 2787 [SAS]; misja IgG1 Abcam, Cambridge, UK 1:100
CCL-2 MAB2791 [23002]; migja IgG2b I\R/I‘f‘nDneapous, S ASYStemS’ 1:20
CCL-3 PA5-32496; ze&ja IgG \Txgi?}:;?nFészg Scientific, 1:50
iNOS 115819 [SP126]; zecja IgG Abcam, Cambridge, UK 1:100
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Arginaza-1 | 212522 [ARG1/1125]; misja [gG3 Abcam, Cambridge, UK 1:25
APAF-1 HPA031373; zegja IgG Sfﬁjﬁgﬁfﬁem%‘?ﬁe’ 1:100
NF-«kB p65 | 16502; zec¢ja IgG Abcam, Cambridge, UK 1:100
LXRo+b 24362; kozja IgG Abcam, Cambridge, UK 1:50
4-HNE 46545; zecja IgG Abcam, Cambridge, UK 1:50
Kontrole istog razreda/podrazreda
mijalgGl | 554121 [MOPC-21] glizgo, gj{’gﬂeme’ San |00
migja IgG2b | 557351 [MPC-11] g}izgogiz%:iences, San 1:100
migja IgG3 | 14-4742-82 [B10] \T)\g"iﬁ‘r’nﬁsﬁg Scientific, 1:100
zecja IgG 37415 [IgG] Abcam, Cambridge, UK 1:200
kozja IgG 37388 [IgG] Abcam, Cambridge, UK 1:100

APAF-1- Cimbenik aktivacije apoptoticke proteaze 1 (od engl. Apoptotic Protease Activating Factor -
1); CD- Klaster diferencijacije (od engl. Clusster of Differentiation); CCL- CC kemokinski ligand (od
eng. C-C Motif Chemokine Ligand ); Hsp70- Protein toplinskog stresa 70 (od eng. Heat Shock Protein
70); Ig- Imunoglobulin; iNOS- inducibilna sintaza dusSikovog oksida (od engl. inducible Nitric Oxide
Synthase); LXR- Jetreni X receptor (od eng. Liver X Receptor); NF-kB- Nuklearni ¢imbenik kapa B (od
eng. Nuclear Factor kappa B); 4-HNE- 4-hidroksinonenal.

Nakon inkubacije, primarna protutijela su isprana uranjanjem stalka sa stakalcima tkivnih
rezova u plasti¢nu kivetu s otopinom PBS Tween20 tri puta tijekom 5 minuta. Tkivni rezovi su
zatim na sobnoj temperaturi izloZeni 10 minuta djelovanju sekundarnog protutijela odnosno
polimernim molekulama koje su obiljezene peroksidazom [Polymer-horse redish peroxidase
(HRP)] 1 konjugirani s kozjim protu-misjim i kozjim protu-zecjim protutijelima iz navedenog
kita 1 magare¢im protu-kozjim protutijelima. Istekom inkubacije tkivni rezovi su dobro isprani
otopinom PBS Tween20 tri puta tijekom 5 minuta. Nakon ispiranja na svaki tkivni rez na
stakalcu naneseno je 100 ul razrijedenog DAB kromogena (20 pl DAB + 1000 pl Substrate
buffer otopine iz kita) te se reakcija kontrolirala pod kontrolom oka i svjetlosnog mikroskopa
Olympus BX51 (Olympus, Tokio, Japan) najdulje 5 minuta na sobnoj temperaturi. Na mjestu
specificnog vezanja primarnog protutijela na antigen, kao rezultat enzimatske razgradnje DAB
kromogrena peroksidazom, doSlo je do razvoja smede boje. Preparati su zatim isprani u
redestiliranoj vodi tri puta tijekom 5 minuta. Za obojenje jezgra koriStena je profiltrirana
otopina hematoksilina (Solution Gill No.3, Sigma-Aldrich Chemie, St. Louis, SAD) u koju su

uronjeni nosaci sa stakalcima tkivnih rezova tijekom 2 minute na sobnoj temperaturi. Preparati
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su zatim isprani u redestiliranoj vodi s dodatkom dvije kapi 2% sumporovodicne kiseline zbog
uklanjanja mogucih precipitata hematoksilina tijekom 5 minuta, a isti postupak bez dodatka
sumporovodi¢ne kiseline ponovljen je jos jednom. Daljnje ispiranje uéinjeno je u tekucoj vodi
tijekom 30 minuta. Po zavrSetku postupka preparati su uklopljeni u Aquatex medij za uklapanje

(Merck KgaA, Darmstadt, Njemacka).
3.3.4. Dvostruka imunofluorescencija parafinskih rezova

Dvostruka imunofluorescencija je ucinjena na parafinskim rezovima uzoraka sinovijske
membrane bolesnika sa zrelim OA-om koljena nakon postupka pripreme za obiljezavanje, kako
je gore opisano i prema principu ranije opisane metode [292]. Kako bi se smanjilo nespecifi¢no
vezanje, tkivni preparati su inkubirani s 1% govedim serumskim albuminom (BSA, od eng.
Bovine Serum bumin) (Sigma-Aldrich Chemie, St. Louis, SAD) u PBS-u tijekom 60 minuta na
sobnoj temperaturi nakon kojeg su dodane kombinacije primarnih protutijela koji su inkubirani
preko noc¢i na +4° C. Odgovarajuci podrazredi imunoglobulina mi§jeg IgG1, 1gG2a, IgG2b ili
IgG3 u kombinaciji sa ze¢jim IgG, kombinacija zecjeg IgG 1 misjeg [gG1 i kombinacija ze¢jeg
IgGl 1 kozjeg IgG irelevantnih specifi¢nosti su koristeni kao negativne kontrole. Opis
koriStenih protutijela za obiljezavanje imunofluorescencijom prikazana su u Tablici 2., a sve

kombinacije primarnih protutijela navedene su u Tablici 3.

Tablica 2. Protutijela koristena za imunofluorescenciju tkivnih rezova sinovijske membrane zrelog OA-

a koljena.
Specifi¢nost Kataloski broj [Klon] Proizvodac Razrjedenje
Primarna protutijela

CD68 Ilgé?oo [KP1+CO8/684]; miSja |\ am, Cambridge, UK 1:100
CD68 192847 [SP251]; ze¢ja IgG Abcam, Cambridge, UK 1:100
CD3 21703 [SP7]; zeCja IgG Abcam, Cambridge, UK pripremljeno
CD56 204446; zecja I1gG Abcam, Cambridge, UK 1:100
CD91-PE 550497 [A2MR-02]; migja IgG1 gli)egojEs'iZSSiences’ San 1:5
TLR4 22048 [76B357.1]; misja [gG2b | Abcam, Cambridge, UK 1:200
CD14 550376 [M5E2]; migja IgG2a gggo,%ﬁgiences’ San 1:50
GNLY D-185-3 [RC8]; migja IgG1 wg&um, g A]I)“temational’ 1:100
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iNOS 115819 [SP126]; ze¢ja IgG Abcam, Cambridge, UK 1:100
Arginaza-1 fglégzz [ARG1/1125];  mija Abcam, Cambridge, UK 1:25
. Sigma-Aldrich  Chemie, .
APAF-1 HPAO031373; zecja IgG Steincheim, Njemacka 1:100
NF-«xB p65 16502; zecja IgG Abcam, Cambridge, UK 1:100
LXRo+B 24362; kozja IgG Abcam, Cambridge, UK 1:50
4-HNE 46545; zecja IgG Abcam, Cambridge, UK 1:50
. . BD Biosciences, San .
Perforin 556434 [dG9]; misja IgG2b Dicgo, SAD 1:100
Kontrole istog razreda/podrazreda
o BD  Bioscience, San .
mi§ja [gGl 554121 [MOPC-21] Diego. SAD 1:100
iy Thermo Fisher Scientific, )
misja [gG2a 14-4724-82 [eBM2a] Waltham, SAD 1:200
oy BD  Bioscience, San .
misja [gG2b 557351 [MPC-11] Dicgo. SAD 1:100
iy Thermo Fisher Scientific, )
misja IgG3 14-4742-82 [B10] Waltham, SAD 1:100
zeCja IgG 37415 [1gG] Abcam, Cambridge, UK 1:200
kozja IgG 37388 [1gG] Abcam, Cambridge, UK 1:100
Sekundarna protutijela
protu-mi§ja IgG | , . Thermo Fisher Scientific, .
AT 488 A-11001 [kozja IgG] Waltham. SAD 1:300
protu-ze¢ja IgG | , . Thermo Fisher Scientific, .
AF 594 A-11037 [kozja IgG] Waltham. SAD 1:500
protu-misja IgG . Thermo Fisher Scientific, .
AF 594 A 21203 [magareca IgQG] Waltham. SAD 1:500
protu-ze¢ja IgG | , . Thermo Fisher Scientific, .
AF488 A-21206 [magareca IgG] Waltham. SAD 1:500
protu-kozja IgG | , . Thermo Fisher Scientific, .
AF488 A-32814 [magareca IgG] Waltham. SAD 1:300

AF- od eng. Alexa Fluor; APAF-1- Cimbenik aktivacije apoptoticke proteaze 1 (od eng. Apoptotic
Protease Activating Factor-1); CD- Klaster diferencijacije (od eng. Clusster of Differentiation); CCL-
CC kemokinski ligand (od eng. C-C Motif Chemokine Ligand ); Ig- Imunoglobulin, GNLY- Granulizin;
iNOS- inducibilna sintaza dusikovog oksida (od engl. inducible Nitric Oxide Synthase); LXR- Jetreni X
receptor (od eng. Liver X Receptor); NF-kB- Nuklearni cimbenik kapa B (od eng. Nuclear Factor kappa
B); PE- Fikoeritrin (od eng. Phycoerythrin);, TLR4- Receptor slican Toll-u 4 (od eng. Toll-like Receptor
4); 4-HNE- 4-hidroksinonenal.
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Tablica 3. Kombinacija protutijela koristenih za imunofluorescenciju tkivnih rezova sinovijske
membrane zrelog OA-a koljena.

Specifi¢nost Crvena fluorescencija Zelena fluorescencija
Primarna protutijela
Kombinacija 1 protu-CD68, misja [gG1 protu-CD3, zec¢ja IgG
Kombinacija 2 protu-CD91-PE, misja IgG1 protu-CD68, zecja IgG
Kombinacija 3 protu-TLR4, misja IgG2b protu-CD68, zecja IgG
Kombinacija 4 protu-CD14, misja IgG2a protu-CD68, zecja IgG
Kombinacija 5 protu-GNLY, misja IgG1 protu-CD68, zecja IgG
Kombinacija 6 protu-arginaza-1, misja I[gG3 protu-CD68, zecja
Kombinacija 7 protu-CD68, misja [gG1 protu-4-HNE, zecja
Kombinacija 8 protu-GNLY, misja IgG1 protu-CD56, zecja
Kombinacija 9 protu-perforin, misja [gG2b protu-CD56, zecja
Kombinacija 10 misja [gGl zecja IgG
Kombinacija 11 misja [gG2a zecja IgG
Kombinacija 12 misja [gG2b zecja IgG
Kombinacija 13 misja [gG3 zeCja IgG
Vizualizacija sekundarnim protutijelima
Kombinacija 1-13 | magareca protu-misja IgG, AF 594 | magareca protu-zecja IgG, AF 488

Primarna protutijela

Kombinacija 14 protu-CD56, zecja IgG protu-CD68, misja IgG1
Kombinacija 15 protu-iNOS, ze¢ja IgG protu-CD68, misja IgG1
Kombinacija 16 protu-APAF-1, zec¢ja IgG protu-CD68, misja IgG1
Kombinacija 17 protu-NF-kB, zecja IgG protu-CD68, misja IgG1
Kombinacija 18 zecja IgG misja [gG1

Vizualizacija sekundarnim protutijelima

Kombinacija 14-18 kozja protu-zecja IgG, AF 594 kozja protu-misja IgG, AF 488
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Primarna protutijela

Kombinacija 19 protu-CD68, zecja IgG1 protu-LXR IgG, kozja IgG

Kombinacija 20 zecja IgGl kozja IgG

Vizualizacija sekundarnim protutijelima

Kombinacija 19-20 kozja protu-zecja IgG, AF 594 magareca protu-kozja IgG, AF 488

AF- od eng. Alexa Fluor; APAF-1- Cimbenik aktivacije apoptoticke proteaze 1 (od eng. Apoptotic
Protease Activating Factor -1); CD - Klaster diferencijacije (od engl. Clusster of Differentiation); CCL
— CC kemokinski ligand (od eng. C-C Motif Chemokine Ligand ), 1g- Imunoglobulin, GNLY- Granulizin
(od eng. Granulysin); iNOS- inducibilna sintaza dusikovog oksida (od eng. inducible Nitric Oxide
Synthase); LXR- Jetreni X receptor (od eng. Liver X Receptor);, NF-kB - Nuklearni cimbenik kapa B (od
eng. Nuclear Factor kappa B); PE- Fikoeritrin (od eng. Phycoerythrin); TLR4- Receptor slican Toll-u
4 (od eng. Toll-like Receptor 4); 4-HNE- 4-hidroksinonenal.

Nakon zavrSetka inkubacije s primarnim protutijelima, tkivni rezovi su isprani u TBS-u i
dodana su sekundarna protutijela na stakalca u kombinacijama koje su navedene u Tablici 3. Za
vizualizaciju jezgri koriStena je fluorescentna boja 4,6-diamidin-2-fenilindol (DAPI, od eng.
4,6-diamidino-2-phenylindole) (Sigma-Aldrich Chemie, Steincheim, Njemacka) koja je
razrijedena 1:1000 u PBS-u kroz 5 minuta na sobnoj temperaturi. Stakalca tkivnih rezova
isprana su tri puta s PBS-om 1 uklopljena u Mowiol medij za uklapanje (Sigma Aldrich, St.

Louis, SAD).
3.3.5. Analiza imunohistokemijskih i imunofluorescentnih obiljezavanja

Broj CD68+ stanica u tkivu sinovijske membrane zrelog OA-a koljena nakon
imunohistokemijskog obiljezavanja CD68 antigena odreden je Olympus BXS51 svjetlosnim
mikroskopom 1 Olympus DP71 kamerom (Olympus, Tokio, Japan) od tri neovisna istrazivaca
bez statisticki znacajne razlike u broju izbrojanih stanica (P = 1,0). Povecanje slika u€injeno je
Olympus UPlan FI objektivima (svi Olympus, Tokio, Japan) 409/0.75, «/0.17, x400 (srednje
povecanje). CD68+ stanice izbrojane su pod srednjem povecanju mikroskopa i zabiljeZen je
njihov broj. U jednom uzorku CD68+ stanice su izbrojene na 5 lokacija s najve¢im brojem
pozitivnih stanica tzv. ,,vruée tocke* (od eng. “hot spots”). Za daljnju analizu koriStena je
aritmeticka sredina. Obrada snimljenih mikrofotografija u¢injena je programom za obradu slika
Cell*A version 3.0 (Olympus, Tokio, Japan).

Mikrofotografije imunofluorescentnih obiljezavanja snimljene su Olympus DP71 kamerom

Olympus UPlan Apo objektivima 10%/0.30 (x100), 40x/0.75 (x400) i/ili 100%/1.35 koristenjem
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imerzijskog ulja (x1000) na imunofluorecentnom mikroskopu Olympus BX51 (svi Olympus,
Tokio, Japan). Obrada snimljenih mikrofotografija i preklapanje slika crvene i zelene
fluorescencije u dvostruko obiljeZzenim tkivnim preparatima uéinjeno je u programom za obradu

slika Cell*A version 3.0 (Olympus, Tokio, Japan).

3.4. Izdvajanje stanica iz tkiva

3.4.1. Izdvajanje mononuklearnih stanica iz periferne krvi bolesnika s ranim OA-om

koljena

Mononuklearne stanice periferne krvi su izolirane iz uzorka pune krvi bolesnika s ranim OA-
om koljena centrifugiranjem (600 x g, 20 minuta bez koc¢nice na +4 °C) na gradijentu gustoce
(Lymphoprep; Axis Shield, Oslo, Norveska) u plasti¢noj kusalici s koni¢énim dnom (50 ml,
Techno Plastic Products, Trasadingen, Svicarska). Prsten mononuklearnih stanica periferne krvi
pokupljen je pomocu plasticne sterilne Pasteurove pipete (Copan Innovations, Brescia, Italija).
Stanice su isprane (400 x g, 10 minuta s ko¢nicom, na +4 °C) u RPMI-1640 mediju (Thermo
Fisher Scientific, Walthman, SAD), a zatim resuspendirane u RPMI mediju za kulturu tkiva
[RPMI 1640, L-glutamin (2 mM), penicilin (1x10° U/1), streptomicin sulfat (0,05 g/l) i 10%
govedi fetalni serum (FBS, od eng. Fetal Bovine Serum) (Gibco FBS; Thermo Fisher Scientific,
Walthman, SAD) 1 izbrojene u Neubauerovoj komorici (Marienfeld, Lauda-Koningshofen,
Njemacka) svjetlosnim mikroskopom Olympus BX51 (Olympus, Tokio, Japan). Vijabilnost
izdvojenih mononuklearnih stanica periferne krvi iznosila je vise od 98%, a odredivana je
rutinski s tripanskim modrilom (Serva, Heiderberg, Njemacka) pod svjetlosnim mikroskopom
u Neubauerovoj komorici 1 provjerena bojenjem s propidijevim jodidom (PI) (Merck Millipore,
Darmstadt, Njemacka) 0.5 pg/ml / 1x10° stanica; 5 minuta na 22-25 °C; na FACSCalibur
protonom citometru i analizirana programom WinMDI 2.9 (The Scripps Research Institute,

San Diego, SAD).

3.4.2. Izdvajanje prociS¢enih stanica NK iz periferne krvi bolesnika s ranim OA-om

koljena

Populacija limfocita periferne krvi dobivena je iz neadherentne frakcije mononuklearnih stanica
nakon 45 minuta inkubacije u sterilnim Petrijevim zdjelicama (60 x 15 mm; Techno Plastic
Products, Trasadingen, Svicarska). Stanice NK su prodi§éene negativnhom magnetskom

separacijom stanica koristenjem NK Cell Isolation Kit-a (kat. br. 130-092-657; Miltenyi Biotec
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GmbH, Bergisch Gladbach, Njemacka). NK Cell Biotin-Antibody Coctail (10 pl) iz navedenog
kita i 40 pl hladnog i filtriranog FACS pufera dodani su u 1x10” neadherentnih stanica periferne
krvi uz temeljito 1 pazljivo mijeSanje 100 puta kako ne bi doslo do stvaranja mjehurica zraka i
nakon toga su inkubirane 10 minuta na +4 °C. Zatim je dodana mjeSavina 30 ul FACS pufera i
20 ul NK Cell MicroBead Coctail na 1x107 stanica i uzorak je inkubiran 15 minuta na +4 °C.
Suspenzija stanica je isprana (300 x g, 10 minuta na +4 °C), a nadtalog je uklonjen koristenjem
sterilne Pasteurove pipete (Kartell, Naviglio, Milano, Italija) nakon ¢ega je dodano 500 pl
FACS pufera. Stani¢na suspenzija je nanesena na prethodno ispranu kolonu srednje veli¢ine i
postavljena u magnetsko polje VarioMACS separatora (oba Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch
Gladbach, Njemacka). Neobiljezene stanice koje su prosle kroz kolonu sakupljene su kao
stanice NK. Cisto¢a stanica NK bila je >95%, dok je vijabilnost stanica premasila 98%.
Vijabilnost stanica odredena je bojenjem PI-om (0,5 pg/ml / 1x10° stanica; 5 minuta na 22-25
°C; Merck Millipore, Darmstadt, Njemacka) uz ocitavanje na FACSCalibur proto¢nom
citometru (Becton Dickinson, Franklin Lakes, SAD) i analizirana u programu WinMDI 2.9 (The
Scripps Research Institute, San Diego, SAD).

3.4.3. lzdvajanje mononuklearnih stanica iz sinovijske membrane enzimatskom

razgradnjom

Izdvajanje mononuklearnih stanica iz sinovijske membrane (SmMNs) u€injeno je enzimskom
razgradnjom iz uzorka sinovijske membrane dobivene tijekom operacija zamjene koljenog
zgloba endoprotezom, prateci principe metode za izdvajanje stanice iz tkiva, koja je uvedena i
primjenjuje se u laboratoriju Zavoda za fiziologiju, imunologiju i patofiziologiju, Medicinskog
fakulteta Sveucilista u Rijeci €itav niz godina kako je ranije opisano [293]. Uzorci sinovijske
membrane izrezani su Skarama na komadice 2 x 2 mm 1 izloZeni razgradnji 0,1% kolagenazi
tipa IV (Sigma, Munchen, Njemacka) 60 minuta na 37 °C (Hera Cell, Langenselbold,
Njemacka) uz lagano mijeSanje na magnetskoj mijeSalici (Neolab, Heildeberg, Njemacka).
Suspenzija stanica dva puta je propustena kroz 100 pm najlonsku mrezicu (Becton-Dickinson,
Franklin Lakes, SAD) kako bi se uklonili ostaci nerazgradenog tkiva, odnosno stani¢ni debris i
zatim centrifugirana (600 x g, 10 minuta). Stanice su resuspendirane u RPMI-1640 mediju
(Invitrogen, Auckland, Novi Zeland) i centrifugirane pri 800 x g na gradijentu gustoce
LymphoprepTM (Nycomed Pharma Axis-Shild, Oslo, Norveska) kroz 20 minuta bez opcije
ukljucivanja kocnice. Na granici sredstava pokupljene su SmMNs, isprane dva puta u RPMI-

1640 mediju 1 resuspendirane u RPMI mediju za kulturu tkiva [RPMI-1640, L-glutamin (2
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mM), penicilin (1x10° U/1), streptomicin sulfat (0,05 g/) i 10% FBS (Gibco FBS; Thermo
Fisher Scientific, Walthman, SAD)]. Izolirane stanice isprane su dva puta u RPMI-1640 mediju

te su odmah koriStene u postupku istrazivanja ili kultivirane za daljnja istrazivanja.

3.4.4. Kultiviranje izdvojenih mononuklearnih stanica sinovijske membrane in vitro uz

procjenu vijabilnosti

Svjeze izdvojene SmMNs su kultivirane u koncentraciji 10%/ml RPMI medija za kulturu u
Petrijevim zdjelicama (100 mm x 20 mm; Techno Plastic Products, Trasadingen, Svicarska) u
inkubatoru (Heracell 150, Heraeus, Langenselbold, Njemacka) u sterilnim uvjetima na 37 °C s
ovlazenim zrakom koji sadrzi 5% CO: tijekom 18 sati. Postotak mrtvih CD68+ stanica
obiljezenih s PI-om (1,75 pg/ml) analiziran je u svjeze izdvojenoj suspenziji mononuklearnih
stanica te nakon 18 sati kulture u RPMI-1640 mediju za kulturu, odnosno u kulturama sa 7-KC-
om (Sigma Aldrich Chemie, St Louis, SAD) u rastuc¢ih koncentracijama (1,25; 2,5; 51 10 pg/ml)
i o¢itan na FACSCalibur protocnom citometru (Becton Dickinson, Franklin Lakes, SAD).
Nakon procjene vijabilnosti u kulturama sa 7-KC-om, a usporedivo s ranije objavljenim
podacima [294], pojedinim kulturama se dodao 7-KC (10 pg/ml), 7-KC (10 pg/ml) i LPS (10
ng/ml) ili samo LPS (10 ng/ml) (svi Sigma Aldrich Chemie, St Louis, SAD). Po isteku
inkubacije analiziran je utjecaj gore navedenih stimulacija na sazrijevanje CD68+ stanica u
smislu izraZaja receptora za prepoznavanje obrazaca (TLR4, CD206, CD91), antigen predocne
molekule HLA-DR, kostimulacijskih molekula (CD80 1 CD86), unutarstani¢nih citokina (IL-
15, IFN-y, TNF-a) i CC kemokina (CCL2, CCL3, CCL22, CCL17), polarizacije makrofaga
(izrazaj iNOS 1 arginaze-1), IL-1 receptora tip II i D6 mamilica te CC kemokinskih receptora
CCRS5 (CD195) 1 CCR7 (CD197) metodom imunofluorescencije uz o€itanje na protonom

citometru.

3.5. Imunofenotipizacija uz o€itavanje proto¢nim citometrom

Obiljezavanje povrSinskih 1 unutarstani¢nih biljega (imunofenotipizacija) provedena je u svjeze
izdvojenim ili 18 sati kultiviranim SmMNs bolesnika sa zrelim OA-om koljena te u svjeze
izdvojenim mononuklearnim stanicama periferne krvi bolesnika s ranim OA-om koljena prema

ranije opisanim protokolima [295,296].
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3.5.1. Istovremeno obiljezavanje dvaju povrSinskih biljega izdvojenih mononuklearnih

stanica sinovijske membrane bolesnika sa zrelim OA-om koljena

Za povrsinsko obiljezavanje biljega (antigena) koriSten je uzorak (2,5%10°) SmMNs koji je
najprije rasprsen (resuspendiran) u FACS mediju [NaCl (8,12 g/1), KH2PO4 (0,26 g/1), NaaHPO4
(2,35 g/1), KCI (0,28 g/1) (svi Kemika, Zagreb, Hrvatska); Na,-EDTA (0,36 g/1) (Fluka, Buchs,
Svicarska); NaN; (0,1 g/I) (Difco, San Diego, SAD)] i ispran. Sva ispiranja tijekom
obiljezavanja povrsinskih antigena su se vrsila centrifugiranjem (400 x g, 10 minuta na +4 °C)
u kusalici s okruglim dnom (4 ml, Falcon, BD Biosciences, St Jose, SAD) u FACS mediju.
Dobiveni nadtalog je odliven, a talog stanica koji je ostao u kusalici je promije$an na vrtloznom
mikseru (VWR® vrtlozni mikser fiksne brzine, Avantor, Bruchsal, Njemacka). Nadalje, talog
stanica iz uzorka je inkubiran (20 minuta na 22-25 °C) s FACS medijem koji je sadrzavao 10%
FBS-a (Gibco FBS; Thermo Fisher Scientific, Walthman, SAD) inaktiviranog toplinom, kako
bi se sprijecila nespecifina vezanja Fc fragmenta protutijela za receptore za Fc fragmente
imunoglobulina na makrofagima. Po isteku inkubacije uzorci stanica su isprani, a na talog su
dodana primarna protutijela od interesa ili kontrolna protutijela istog razreda ili podrazreda (30
min na +4 °C) irelevantne specificnosti. Ukoliko su protutijela bila neposredno obiljezena s
fluorokromom, dodavana su na talog istovremeno da se postigne ukupan volumen od 200
ul/uzorku. Ukoliko je jedno od primarnih protutijela bilo neobiljezeno fluorokromom, najprije
jeuzorak stanica inkubiran s neobiljeZenim protutijelom (30 minuta na +4 °C), a nakon ispiranja
(dva puta) je dodano sekundarno protutijelo obiljeZzeno fluorokromom i inkubirano ponovno 30
min na +4 °C. Zatim je sekundarno protutijelo isprano dva puta i dodana su neposredno
obiljezena protutijela za drugi antigen od interesa (30 minuta na +4 °C). Time je zavrSeno
obiljeZavanje, stanice su isprane dva puta, a talog je resuspendiran u 250 pl 2%
paraformaldehida za ocitavanje na FACSCalibur proto¢nom citometru (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, SAD). Rezultati su analizirani raCunalnim programom WinMDI 2.9 (The
Scripps Research Institute, San Diego, SAD).

Specifikacije 1 koncentracije tj. razrjedenja protutijela za povrSinske biljege od interesa,
kontrolna protutijela istog razreda/podrazreda irelevantne specificnosti i1 sekundarno

protutijelo, popisani su u Tablici 4. Kombinacije protutijela su popisane u Tablici 5.
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Tablica 4. Protutijela koristena za simultano obiljezavanje povrsinskih

mononuklearnih stanica sinovijske membrane bolesnika sa zrelim OA-om koljena.

biljega izdvojenih

Specifi¢nost KataloSki broj [Klon] Proizvodac Razrjedenje
Primarna protutijela za povrSinke biljege SmMNs
CD68 14-0688-82, [KP1], migja IeG1 %ﬁ?gﬁlfﬁg Scientific, 1:100
CD68-FITC 562117, [Y1/82A] mija IgG2b Ei;{%ﬂ:}?gen’ Franklin | =5\ /706
CD68-PE 556078 [Y1/82A] misja IgG2b Eg{;{%‘g}ngen’ Franklin | 511 /106
CD14-FITC 561712, [M5E2] migja IgG2a Ei;{lgr‘:]i)ngen’ Franklin | 511 /106
CD16 C370 [UCHM], migja IgG2a \T)\g"iﬁ‘r’nﬁsﬁg Scientific, | /106
CD206-PE 555954 [B19.9], migja IgG1 Eii{%ﬂ:}?gen’ Franklin | 511 /10
CD209-PE 561765 [DCN46], migja [gG2b Eiepsflﬁn]i)ngen’ Franklin |5 1106
CD91-PE 550497 [A2MR-02]; mi§ja IgG1 g}izgogiz%:iences, San 1:5
TLR4-FITC 8378 [HTA125]; mi§ja IgG2a Abcam, Cambridge, UK 1 pg/10°
CD80-PE 340294 [L307.4], migja [eG1 Eiepsflﬁn]i)ngen’ Franklin | 110
CD86-PE 560957 [FUN-1], migja IgG1 Ei{;{l;“:];“ge“’ Franklin | 11 /106
HLA-DR-PE | 347367 [L243], migja IgG2a g?ego’ zi’giem“ San |50 w109
g]E) 193 (CCR3)- | 555093 [2D7], misja IgG2a Ei{;{l;“:];“ge“’ Franklin | 511 /106
gg OT(CCRT)- | 561008 [3D12], stakorska [¢G2a g?ego’ zi’giem“ San o0 uL/10°
D6-PE }\;{(1;2331364 [196124], stakorska ARAﬁl?lei};;lri:,s’SAD 1 ng/10°
IL-IR tip II MAB263 [G46-6], migja 1gG2a I\R/Iﬁl?lei;fﬁgf’s AD 1 pug/10°
Kontrole istog razreda/podrazreda

migja IgG1 554121 [MOPC-21] g?ego’ E’X’B"ience’ San |0 uL/108
migja IgG1-PE | 555749 [MOPC-21] gggo, gfgdence’ San |50 w108
migja IgG2a 553457 [G155-178] g?ego’ g’g’g‘:ience’ San |0 uL108
;‘111;]3 18622~ | 553456 [G155-178] g?ego’ g’g’g‘:ience’ San | o0 uL/10°
misja 18G2a-PE | 340756 [G155-178] g?ego’ g’g’g‘:ience’ San |50 w1108
gi‘lflé‘ 1gG2b- | 555057 [27-35] g?ego’ EX’BC‘ence’ San | Le/10°
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mi%ja 1eG2b-PE | 555058 [27-35] gggo gfg“ence’ San | 6/106
Sekundarno protutijelo

protu-misja:

IoG1-FITC . .

16G2a-FITC | 554001 [kozja IgG] P Phamoingen, Frankin | g/100

1G2b-FITC :

1¢G3-FITC

CD- Klaster diferencijacije (od eng. Clusster of Differentiation); CCL- CC kemokinski ligand (od eng.
C-C Motif Chemokine Ligand); CCR- CC kemokinski receptor (od eng. CC chemokine Receptor); FITC-
Fluorescein izotiocijanat (od eng. Fluorescein Isothiocyanate); HLA-DR- Humani leukocitni antigen-
DR (od eng. Human Leukocyte Antigen-DR); IL-1R- Interleukin-1 receptor, Ig- Imunoglobulin, PE-
Fikoeritrin (od eng. Phycoerythrin); TLR4 - Receptor slican Toll-u 4 (od eng. Toll-like Receptor 4).

Tablica 5. Kombinacije protutijela koristene za simultano obiljezavanje povrsinskih biljega izdvojenih
mononuklearnih stanica sinovijske membrane bolesnika sa zrelim OA-om koljena.

Izdvojene SmMNs

FITC PE
Kombinacija 1 misja IgG2b FITC -
Kombinacija 2 CD68-FITC -
Kombinacija 3 CD68-FITC misja [gG1-PE
Kombinacija 4 CD68-FITC CD91-PE
Kombinacija 5 CD68-FITC CD206-PE
Kombinacija 6 CD68-FITC CDS80-PE
Kombinacija 7 CD68-FITC CD86-PE
Kombinacija 8 CD68-FITC misja [gG2a-PE
Kombinacija 9 CD68-FITC HLA-DR-PE
Kombinacija 10 CD68-FITC CCRS5-PE
Kombinacija 11 CD68-FITC misja [gG2b-PE
Kombinacija 12 CD68-FITC CD209-PE
Kombinacija 13 CD68-FITC Stakorska IgGG2a-PE
Kombinacija 14 CD68-FITC CD195-PE
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Kombinacija 15 CD68-FITC CD197-PE
Kombinacija 16 - misja [gG2b-PE
Kombinacija 17 - CD68-PE
Kombinacija 18 misja [gG2a-FITC CD68-PE
Kombinacija 19 TLR4-FITC CD68-PE
Kombinacija 20 CD14-FITC CD68-PE
Kombinacija 21 misja [gG2a + GAM-FITC CD68-PE
Kombinacija 22 CD16 + GAM-FITC CD68-PE
Kombinacija 23 IL-1R tip IT + GAM-FITC CD68 PE

CD- Klaster diferencijacije (od eng. Clusster of Differentiation); CCL- CC kemokinski ligand (od eng.
C-C Motif Chemokine Ligand); FITC- Fluorescein izotiocijanat (od eng. Fluorescein Isothiocyanate);
GAM-FITC- Kozji protu-misji Ig obiljezen s FITC-om (od eng. Goat anti-Mouse conjugated with
Fluorescein Isothiocyanate); HLA-DR- Humani leukocitni antigen-DR (od eng. Human Leukocyte
Antigen-DR); IL-1R- Interleukin-1 receptor; Ig- Imunoglobulin;, PE- Fikoeritrin (od eng.
Phycoerythrin); SmMNs- mononuklearne stanice sinovijske membrane; TLR4- Receptor slican Toll-u 4
(od eng. Toll-like Receptor 4).

3.5.2. Obiljezavanje povrsinskih i unutarstani¢nih biljega izdvojenih mononuklearnih

stanica sinovijske membrane bolesnika sa zrelim OA-om koljena

Obiljezavanje povrsinskih i unutarstani¢nih biljega (antigena) ucinjeno je u uzorku (2,5x10°%)
SmMN s koji je ispran u FACS mediju (400 % g, 10 minuta na +4 °C) kako bi se odstranio RPMI
medij za kulturu tkiva. Nacin obiljezavanja antigena posrednom ili neposrednom
imunuofluorescencijom je odredivao daljnji postupak. Uvijek su posredna obiljeZavanja
(neobiljeZzeno primarno protutijelo 1 sekundarno protutijelo konjugirano s fluorokromom)
ucinjena prije neposrednih obiljezavanja, bez obzira da li se radilo o unutarstanicnom ili
povrSinskom antigenu. Specifikacija i koncentracije protutijela koriStenih u obiljeZavanju
povrsinskih 1 unutarstani¢nih antigena su prikazane u Tablici 6., a kombinacije protutijela u

Tablici 7.
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Tablica 6. Specifikacija protutijela koristenih u obiljezavanju povrSinskih i unutarstanicnih antigena u

izdvojenim mononukleranim stanicama sinovijske membrane zrelog OA-a koljena.

Specifi¢nost KataloSki broj [Klon] Proizvodac Razrjedenje
Primarna protutijela za povrSinke biljege SmMNs
CD68 14-0688-82, [KP1], migja IgG1 %ﬁ?&;ﬂﬁg Scientific, 1:100
CD68-FITC | 562117, [Y1/82A] mi&ja 1aG2b Ei;{%ﬂ:}?gen’ Franklin| =5} /j s
CD68-PE 556078 [Y1/82A] misja IgG2b Eg{;{lﬁl};ﬁgen’ Franklin| = 1 /108
Primarna protutijela za unutarstani¢no obiljeZavanje
Hsp70 ab2787 [5AS], misja IgG1 Abcam, Cambridge, UK 1:100
GNLY D-185-3 [RC8], migja IgG1 %ifum’ g A]:I)ntemaﬁonal’ 1:100
Perforin-PE 556437 [6G9], misja IgG2b ggg0’2§%:ienceS, San 1:100
iNOS 115819 [SP126], zecja IgG Abcam, Cambridge, UK 1:100
Arginaza-1 %gl(Z}gZZ [ARGI/1125],  migja Abcam, Cambridge, UK 1:25
CCL2 PE FABI151P [48607], misja IgG2b &f‘n?leapohs, S ASYStemS’ 20 uL/10°
CCL3 MAB670 [14215], mija [eG2a I\R/I‘%l?leapoh& S ADSytemS’ 20 uL/10°
CCL17-PE IC3641P [54015], migja IgG1 Iggr\lltl;snnial, S f];"logicals’ 10 uL/10°
CCL22-PE 565950 [T51-719], migja IgG1 Is?leiego, S A%i(’“iences’ 1 pg/10°
TFN-y-PE 554701 [B27], mitja 1gG1 Isgngiego, S A%ios"ie“ces’ 0,25 1g/10°
IL-4-PE 554516 [8D4-8], migja IgG1 gﬁgo’ Efgiem“ San |6 15 ug/10°
IL-15-PE IC24715P [34559], misja IgG1 &i?leigﬁ?ss oD 20 uL/10°
IL-17-PE IC3171P [41802], migja IgG1 I\R/IanDnei}rl)itlelrsnSS AD 20 pL/106
Kontrole istog razreda/podrazreda

migja IgG1 554121 [MOPC-21] g?ego’ gg’g"ience’ San | o0 w108
migja IgG1-PE | 555749 [MOPC-21] gggo, gfgdence’ San |50 108
misja IgG2a 14-4724-82 [eBM2a] gﬁ‘:ﬁfmﬁsﬁg Scientific, 1:200
;nli?é 1gG2b- 555057 [27-35] ][B)Iizgo, ]:fgcience, San 1 ng/10°
misja 1eG2b-PE | 556437 [27-35] g?ego’ E’Z’g‘:ience’ San |y g/108
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mitja IgG 10400C [pPt] \T;l;‘:}?;mngg Scientific, | 199

zecja IgG 37415 [pPt] Abcam, Cambridge, UK 1:200
Sekundarno protutijelo

protu-misja:

IgG1-FITC . .

16G2a-FITC | 554001 [kozja IgG] Eief;hzr‘:f)ngen’ Franklin | o106

1gG2b-FITC ’

1gG3-FITC

protu-zedja IeG | 554020 [kozja IgG] Ei{eihgr;n];ngen’ Franklin| -, 0106

CD- Klaster diferencijacije (od eng. Clusster of Differentiation); CCL- CC kemokinski ligand (od eng.
C-C Motif Chemokine Ligand),; FITC- Fluorescein izotiocijanat (od eng. Fluorescein isothiocyanate);
GNLY- Granulizin, Hsp70- Protein toplinskog stresa 70 (od eng. Heat Shock Protein 70); Ig-
imunoglobulin; IL- Interleukin; iNOS- Inducibilna sintaza dusikovog oksida (od engl. inducible Nitric
Oxide Synthase); IFN-y- Interferon gama; PE- fikoeritrin (od eng. Phycoerythrin); pPt- Poliklonsko
protutijelo; SmMNs- Mononuklearne stanice sinovijske membrane.

Tablica 7. Kombinacije protutijela koristene za simultano obiljeZzavanje unutarstanicnih i povrsinskih
biljega izdvojenih mononuklearnih stanica sinovijske membrane bolesnika sa zrelim OA koljena.

Izdvojene SmMNs

FITC PE

Kombinacija 1 misji [gG1 + GAM-FITC -

Kombinacija 2 CD68+GAM-FITC -

Kombinacija 3 CD68+GAM-FITC IgG2b-PE

Kombinacija 4 CD68+GAM-FITC perforin-PE

Kombinacija 5 CD68+ GAM-FITC CCL2-PE

Kombinacija 6 mi§ji [gG2b-FITC -

Kombinacija 7 CD68-FITC -
Kombinacija 8 CD68-FITC misji [gG1-PE
Kombinacija 9 CD68-FITC CCL17-PE
Kombinacija 10 CD68-FITC CCL22-PE
Kombinacija 11 CD68-FITC IFN-y-PE

60




Kombinacija 12 CD68-FITC TNF-0-PE
Kombinacija 13 CD68-FITC IL-15-PE
Kombinacija 14 - misji [gG2b-PE
Kombinacija 15 - CD68-PE
Kombinacija 16 IgG + GAM-FITC CD68-PE
Kombinacija 17 arginaza-1 + GAM-FITC CD68-PE
Kombinacija 18 IgG1 + GAM-FITC CD68-PE
Kombinacija 19 Hsp70 + GAM-FITC CD68- PE
Kombinacija 20 GNLY + GAM-FITC CD68-PE
Kombinacija 21 misji [gG2a + GAM-FITC CD68-PE
Kombinacija 22 CCL3 + GAM-FITC CD68-PE
Kombinacija 23 ze¢ji IgG + GAR-FITC CD68-PE
Kombinacija 24 iNOS + GAR-FITC CD68-PE

CD- Klaster diferencijacije (od eng. Clusster of Differentiation); CCL- CC kemokinski ligand (od eng.
C-C Motif Chemokine Ligand),; FITC- Fluorescein izotiocijanat (od eng. Fluorescein Isothiocyanate);
GAM-FITC- Kozji protu-misji Ig obiljezen s FITC-om (od eng. Goat anti-Mouse conjugated with
Fluorescein Isothiocyanate); GAR-FITC- Kozji protu-zecji Ig obiljezen s FITC-om (od eng. Goat anti-
Rabbit conjugated with Fluorescein Isothiocyanate); Ig - Imunoglobulin; IL- Interleukin;, GNLY-
Granulizin;, Hsp70- Protein toplinskog stresa 70 (od eng. Heat Shock Protein 70) iNOS - inducibilna
sintaza dusikovog oksida (od engl. inducible Nitric Oxide Synthase); IFN-y- Interferon gama, PE-
fikoeritrin (od eng. Phycoerythrin); SmMNs- Mononuklearne stanice sinovijske membrane; TNF-a-
Cimbenik nekroze tumora alfa (od eng. Tumor Necrosis Factor alpha).

Uzorke stanica u kojima su posredno obiljeZavani unutarstanicni antigeni (arginaza-1, iNOS,
Hsp70, GNLY 1li CCL3) najprije su fiksirani s 4% paraformaldehidom (10 minuta na 22-25
°C), isprani u FACS mediju dva puta i permeabilizirani Saponinskim puferom [(0,1% saponin;
Sigma, Poole, Dorset, SAD), 2% FCS u PBS-u sastava NaHPO4*x12H>0 33,9 mM, NaCl 136,8
mM, KH>PO4 3 mM destilirane vode; (sve od Kemika, zagreb, Hrvatska), 0,05% BSA (Merck
Millipore, Darmstadt, Njemacka)] tijekom 20 minuta na 22-24 °C u ukupnom volumenu od 200
ul. Po isteku inkubacije, u suspenziju stanica bez ispiranja dodano je 20 1 toplinom
inaktiviranog FCS-a (10% FCS u Saponinskom puferu, 10 minuta na 22-25 °C) zbog
smanjivanja nespecificnog vezanja Fc fragmenta protutijela za Fc receptore. Po ispiranju

stanica u Saponinskom puferu na talog stanica su dodana neobiljezena primarna protutijela
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usmjerena prema arginazi-1, iNOS-u, Hsp70, GNLY-u ili CCL3, odnosno kontrolna protutijela
istog podrazreda, ali irelevantne specifi¢nosti te je provedena inkubacija 30 minuta na +4 °C.
Nakon toga su stanice isprane u Saponinskom puferu dva puta i na talog je dodano sekundarno
protutijelo obiljezeno s fluorokromom, kozja protu-mi§ja obiljezena s fluorescein
izotiocijanatom (FITC, od eng. Fluorescein Isothiocyanate) (GAM-FITC, od engl. Goat anti-
Mouse conjugated with Fluorescein Isothiocyanate), odnosno kozja protu-zecja obiljezena s
FITC-om (GAR-FITC, od engl. Goat anti-Rabbit conjugated with Fluorescein Isothiocyanate)
koji su inkubirani daljnjih 30 minuta na +4 °C. FITC isijava zelenu svjetlost po obasjavanju
laserom proto¢nog citometra i na taj nacin oslikava stanice koje su vezale protutijelo. Po
inkubaciji, stanice su isprane u Saponinskom puferu dva puta i na talog je dodan 1 ml FACS
medija kako bi se ponovno postigla cjelovitost staniéne membrane tijekom 5 minuta. Po
centrifugiranju je na talog stanica dodano protu-CD68 protutijelo obiljeZeno s fikoeritrinom
(PE, od engl. Phycoerythrin), koje isijava narancasto-crvenu svjetlost po obasjavanju laserom
proto¢nog citometra, i inkubirano 30 minuta na +4 °C. Zatim su stanice isprane dva puta u
FACS mediju i resuspendirane u 250 ul 2% paraformaldehida u FACS mediju te ocitane na
FACSCalibur proto¢nom citometru (Becton Dickinson, Franklin Lakes, SAD).

Protokol za posredno obiljezavanje povrsinskog CD68 biljega razlikuje se utoliko $to se uzorak
stanica najprije inkubira s 10% FCS-om u FACS mediju (10 minuta na 22-24 °C), zatim ispire
u istom mediju te se na talog dodaju neobiljezena protu-CD68 protutijela ili misji IgGl
irelevantne specificnosti (30 minuta na +4 °C). Nakon inkubacije uzorci su isprani dva puta u
FASC mediju, talog stanica inkubiran je s kozjim protu-mis§jim poliklonskim protutijelima
obiljezenim s FITC-om (GAM-FITC, 30 minuta na +4 °C) i ponovno ispran dva puta u FACS
mediju. Zatim je na talog dodan 4% paraformaldehid (100 pl), provedena je inkubacija 10
minuta na 22-24 °C zbog fiksacije vezanih protutijela za povrSinske biljege, kako se ne bi
odvojili tijekom permeabilizacije stanicne membrane, u 200 ul Saponinskog pufera (20 minuta
na 22-24 °C). Nakon isteka inkubacije uzorku su dodana protutijela konjugirana s PE i
usmjerena prema perforinu, CCL2 ili je dodano kontrolno misje IgG2b protutijelo te je ponovno
provedena inkubacija 30 minuta na +4 °C. Po isteku inkubacije uzorci stanica su isprani u
Saponinskom puferu dva puta i cjelovitost stanicne membrane je ponovno uspostavljena
inkubacijom s 1 ml FACS medija. Zatim su stanice isprane od FACS medija, a na talog je dodan
2% paraformaldehid u FACS mediju zbog oc€itavanja na FACSCalibur proto¢nom citometru
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, SAD).

Neposredno obiljezavanje unutarstanicnih biljega CCL17, CCL22, IFN-y, TNF-a 1 IL-15
ucinilo se protutijelima konjugiranim s PE u stanicama prethodno obiljezenim s protu-CD68
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protutijelom konjugiranim s FITC-om po protokolu kojim se najprije obiljezava povrSinski
biljeg, a zatim unutarstani¢ni biljeg (Tablica 7.). Svi uzorci u kojima su se obiljezavali
kemokini, citokini i njihove kontrole su prije obiljezavanja stimulirani s forbol-12-miristate-13-
acetate (6 uM), ionomicinom (1 uM) i monenzimom (3 uM) (svi Merck Millipore, Darmstadt,
Njemacka) kroz 5 sati na 37 °C u vlaznoj komori (Heracell 150, Heraeus, Langenselbold,
Njemacka) s ciljem nagomilavanja citokina i kemokina u citoplazmi stanica zbog boljeg

prikazivanja biljega proto¢nom citometrijom.

3.5.3. Trostruko obiljezavanje imunofluorescencijom limfocita periferne krvi bolesnika s

ranim OA-om koljena

Obiljezavanje povrsinskih i unutarstanicnih biljega provedeno je u svjeze izdvojenim
mononukleranim stanicama periferne krvi bolesnika s ranim OA-om koljena, prema ranije
opisanom protokolu [297]. Sva koriStena primarna protutijela za biljege od interesa, protutijela
istog razreda/podrazreda irelevantne specifi¢nosti (kontrola protutijela) i sekundarna protutijela
konjugirana s fluorescentnim bojama, popisana su u Tablici 8. Kombinacije protutijela
prikazane su u Tablici 9.

Tablica 8. Specifikacija protutijela koristenih u obiljezavanju povrSinskih i unutarstanicnih antigena u
izdvojenim mononuklearnim stanicama periferne krvi bolesnika s ranim OA-om koljena.

Specifi¢nost KataloSki broj [Klon] Proizvodac Razrjedenje
Primarna protutijela

CD3-PE 555332 [UCHT-1], migja IgG1 Eie};?gr;n];ngen’ Franklin |5 1 /108
CD3- FITC 561808 [UCHT-1], migja IgG1 Eg{g@“ﬁ‘gﬂge“’ Franklin | = 1 /108
CD56- PE-Cy5 | 569104, [B159], mi§ja IgG1 Eie};?gr;n];ngen’ Franklin| =5 1 /108
GNLY D-185-3 [RC8]; mitja IgG1 %beu - A];“tema“onal’ 1:100

IL-4-PE 551774; [8D4-8] migja IgG1 Ei;{l‘gg}ngen’ Franklin| 5 1 /108
IFN-y-PE 554701 [B27], migja IgG1 Eiei}j;r;“]i)“ge“’ Franklin | 1 /108

Kontrole istog razreda/podrazreda

migja IgG1 554121 [MOPC-21], migja IgG1 ]S]izgo, gfgcmnce’ San |0 w108
misja IeG-FITC | 555748 [MOPC-21], misja IeG1 gli)eg()’ E’X’B"ience’ San |50 108
migja IgG1-PE | 555749 [MOPC-21], misji IgG1 g];go, gfgdence’ San |0 w108
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misja [gG- PE- - BD Bioscience, San p
Cys 555750 [MOPC-21], mi§ja IgG1 Dicgo, SAD 20 uL/10
Sekundarno protutijelo

protu-misja:
IgG1-FITC . .

. BD Pharmingen, Franklin 6
IgG2a-FITC 554001 [kozja IgG] Lakes, SAD 1 ng/10
IgG2b-FITC
IgG3-FITC

CD- Klaster diferencijacije (od eng. Clusster of Differentiation); CCL- CC kemokinski ligand (od eng.
C-C Motif Chemokine Ligand ); FITC- Fluorescein izotiocijanat (od eng. Fluorescein isothiocyanate),
GNLY- Granulizin (od eng. Granulysin), Ig- Imunoglobulin, IL- Interleukin, IFN-y- Interferon gama;
PE- Fikoeritrin (od eng. Phycoerythrin); PE-Cy5- Fikoeritrin-cianin5 (od eng. Phycoerythrin-
Cyanin)).

Tablica 9. Trostruko obiljezavanje povrsinskih i unutarstanicnih antigena u izdvojenim mononuklearnim
stanicama periferne krvi bolesnika s ranim OA-om koljena.

Izdvojene mononuklearne stanice periferne krvi
FITC PE PE-Cy5
Kombinacija 1 - IgG1-PE -
Kombinacija 2 - CD3-PE -
Kombinacija 3 - - IgG1-PE-Cy5
Kombinacija 4 - - CD56- PE-Cy5
Kombinacija 5 - IgG1-PE IgG1-PE-Cy5
Kombinacija 6 - CD3-PE CD56- PE-Cy5
Kombinacija 7 misja IgG1 + GAM-FITC CD3-PE CD56- PE-Cy5
Kombinacija 8 GNLY + GAM-FITC CD3-PE CD56-PE-Cy5
Kombinacija 9 IgG1-FITC - -
Kombinacija 10 CD3-FITC - -
Kombinacija 11 IgG1-FITC - IgG1-PE-Cy5
Kombinacija 12 CD3-FITC - CD56-PE-Cy5
Kombinacija 13 CD3-FITC IgG1-PE CD56-PE-Cy5
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Kombinacija 14 CD3-FITC IFN-y -PE CD56-PE-Cy5

Kombinacija 15 CD3-FITC IL-4-PE CD56-PE-Cy5

CD- Klaster diferencijacije (od eng. Clusster of Differentiation); CCL- CC kemokinski ligand (od eng.
C-C Motif Chemokine Ligand); FITC- Fluorescein izotiocijanat (od eng. Fluorescein Isothiocyanate);
GAM-FITC- Kozji protu-misji Ig obiljezen s FITC-om (od eng. Goat anti-Mouse conjugated with
Fluorescein Isothiocyanate); GNLY- Granulizin; Ig- Imunoglobulin; IL- Interleukin; IFN-y- Interferon
gama; PE- Fikoeritrin (od eng. Phycoerythrin); PE-Cy5- Fikoeritrin-cianind (od eng. Phycoerythrin-
Cyanin)).

Za obiljezavanje povrSinskih i unutarstanicnih biljega, uzorak mononuklearnih stanica
periferne krvi ili sinovijske membrane (2,5x10° stanica) ispran je u FACS puferu, fiksiran (4%
paraformaldehid, 10 minuta na 22-25 °C), ponovno ispran i na talog je dodano 100 pL
Saponinskog pufera te je provedena inkubacija 20 minuta na 22-25 °C zbog permeabilizacije
staniéne membrane. Zatim je na talog stanica dodan 10% toplinski inaktiviran FBS u
Saponinskom puferu i provedena je inkubacija 20 minuta na 22-25 °C. Uzorci su tada isprani u
Saponinskom puferu centrifugiranjem (400 % g, 10 minuta na +4 °C). Na talog su dodana
primarna protutijela usmjerena prema GNLY-u, ili protutijela istog podrazreda irelevantne
specificnosti (misji IgG1) tijekom 30 minuta na +4 °C. Po isteku inkubacije, stanice su isprane
dva puta u Saponinskom puferu (400 x g, 10 minuta na +4 °C) te su dodana sekundarna
protutijela GAM-FITC tijekom 30 minuta na +4 °C. Nakon dva ispiranja u Saponinskom
puferu, stani¢éne membrane su ucinjene ponovno cjelovitima upotrebom 1 ml FACS medija (5
minuta na 22-25 °C). ObiljeZavanje stani¢ne povrSine provedeno je protutijelima usmjerenim
prema CD3 1 CD56 te inkubirano 30 minuta na +4 °C. Uzorci stanica, prethodno inkubirani s
forbol-12-miristate-13-acetate (6 uM), ionomicinom (1 puM) 1 monensinom (3 uM) (svi Merck
Millipore, Darmstadt, Njemacka) kroz 5 sati na 37 °C u ovlazenom 5%-om CO, inkubatoru,
koriSteni su za unutarstani¢no obiljeZavanje citokina specificnim protutijelima konjugiranim s
PE 1 usmjerenim prema IFN-y ili IL-4 u subpopulacijama limfocita obiljezenih koriStenjem
protu-CD56-PE-Cy5 i protu-CD3-FITC. Protutijela istog podrazreda irelevantne specificnosti
koriStena su kao kontrole.

Sam postupak obiljeZavanja je istovjetan gore opisanom za istovremeno obiljezavanje
povrsinskih i unutarstani¢nih biljega. Na kraju obiljezavanja uzorci su resuspendirani u 2%
paraformaldehidu te o¢itani na FACSCalibur proto¢nom citometru (Becton Dickinson, Franklin

Lakes, SAD).
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3.6. Imunocitokemijsko obiljezavanje

3.6.1. Svjetlosna mikroskopija imunocitokemijski obiljeZenih limfocita periferne Kkrvi

bolesnika s ranim OA-om koljena

Citospin preparati su pripremljeni iz svjeze izoliranih mononuklearnih stanica periferne krvi
suspendiranih u PBS/0,05% BSA za postizanje kona¢ne koncentracije od 8x10° stanica/ml.
Zatim je 100 pl stanicne suspenzije centrifugirano (Cytospin 3 centrifuge; Shandon GMI,
Ramsey, SAD; 210 x g, 5 minuta na +4 °C) na mikroskopskom stakalcu (Paul Marienfeld
GmbH & Co., Lauda-Konigshofen, Njemacka). Citospin preparati osuseni su na zraku tijekom
60 minuta i zatim fiksirani u ¢istom acetonu (5 minuta, 22-25 °C; Kemika, Zagreb, Hrvatska).
Obiljezavanje GNLY-a ucinjeno je imunoperoksidaznom metodom bojenja s LSAB™-HRP
kitom (Dako; Agilent Technologies, Inc., Santa Clara, SAD). Ukratko, preparati su prvo
inkubirani tijekom 20 minuta s otopinom za blokiranje iz LSAB™-HRP kita, a zatim s protu-
humanim monoklonskim protutijelom (mPt) GNLY-a (klon RCS8) ili mi§jim IgG1 (klon R312;
Sigma-Aldrich Chemie, Steincheim, Njemacka) razrijedenim u omjeru 1:100 u PBS/0,05%
BSA tijekom 30 minuta. Nakon inkubacije s biotinom obiljezenim protu-misjim sekundarnim
protutijelima tijekom 10 minuta u€injena je inkubacija sa streptavidinom tijekom 10 minuta
(oba iz LSAB™-HRP kit; Dako; Agilent Technologies, Inc, Santa Clara, SAD). Do razvoja
reakcije doslo je primjenom aminoetil karbazola (Merck Millipore, Darmstadt, Njemacka), a
jezgre su obojene hematoksilinom (Gill III; Merck Millipore, Darmstadt, Njemacka). Sve
inkubacije su izvedene na 22-25 °C, a uzorci su isprani dva puta u PBS-u tijekom 5 minuta
izmedu svakog postupka obiljezavanja. Nakon zavrSenog postupka obiljeZavanja stakalca su
uklopljena u Entellan medij za uklapanje (Merck Millipore, Darmstadt, Njemacka).
Mikrofotografije su snimljene Olympus BX51 mikroskopom s Olympus DP71 kamerom

(povecanje x1000) i obradene u programu Cell*A version 3.0 (svi Olympus, Tokio, Japan).

3.6.2. Konfokalna mikroskopija imunocitokemijski obiljeZenih limfocita periferne krvi

bolesnika s ranim OA-om koljena

Konfokalna mikroskopija izvedena je prema protokolu kojeg je opisao Donaldson [295]. Uzorci
su fiksirani s 4% paraformaldehidom u PBS-u (10 minuta na 22-25 °C), permeabilizirani s
Triton X-100 (Rohm and Haas Corporate Headquarter, Philadelphia, USA) kroz 7 minuta i
zatim inkubirani u 20% humanom AB serumu (izvor ,,in house*) u PBS-u (45 minuta na 22-25

°C). Uzorci su zatim inkubirani s kombinacijom protu-humanog GNLY mPt (klon RCS;
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razrjedenje 1:100) i Stakorskog IgG2a protu-membranskog proteina povezanog s lizosomom
(LAMP, od eng. Lysosomal membrane protein)-1 mPt (klon 1D4B; BD Pharmingen, Franklin
Lakes, USA; razrjedenje 1:100;) u PBS/ 1% BSA preko no¢i na +4 °C. Nakon ispiranja, stanice
su obiljezene sekundarnim protutijelima, magare¢im protu-misjim IgG H+L pPt (kat. br.
A32744; Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Walthman, SAD; razrjedenje 1:500) obiljezeni
s Alexa Fluor 594 i kozjim-protu Stakorskim IgG H+L pPt (kat. br. A11006; Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific, Walthman, SAD; razrjedenje 1:300) obiljezenih s Alexa Fluor 488 u PBS-u
tijekom 60 minuta na 22-25 °C, isprane i uklopljene u Mowiol medij za uklapanje (Merck
Millipore, Darmstadt, Njemacka). Sva ispiranja uc¢injena su u PBS-u (tri ispiranja kroz 3
minute). Mikrofotografije su snimljene koriStenjem konfokalnog mikroskopa Olympus
Fluoview FV3000 (Olympus Optical Company, Tokio, Japan; povecanje x600) i softverskog
programa Cell*A version 3.0 (Olympus, Tokio, Japan). Stanice su odabrane nasumicno i

pokazale su dobro razlu¢en uzorak.

3.7. Funkcijski testovi
3.7.1. Test vezanja 7-KC-a i Hsp70 za TLR4 na CD68+ stanicama sinovijske membrane

Vezanje 7-KC-a 1 Hsp70 za TLR4 analizirano je na svjeze izoliranim SmMNs zrelog OA-a
koljena. Svi uzorci SmMNs (2,5%10° stanica/uzorak) su najprije inkubirani u FACS mediju,
koji je sadrzavao 10% FCS, tijekom 20 minuta na temperaturi 22-25 °C s ciljem smanjivanja
nespecifiénog vezanja tijekom daljnjeg postupka, a zatim su uzorci isprani jednom u FACS
mediju (400 % g, 10 minuta na +4 °C). Na talog stanica je dodan 7-KC (Sigma Aldrich Chemie,
Steincheim, Njemacka) u rastu¢im koncentracijama (1,25 pg/ml, 2,5 pg/ml, 5 pg/mli 10 pg/ml)
odnosno Hsp70 (mjesavina Hsp70 1 Hsc70; Sigma Aldrich Chemie, Steincheim, Njemacka) u
rastu¢im koncentracijama (0,5 pg/ml, 1 pg/ml i 2 pg/ml) u FACS mediju ili samo FACS medij
u ukupnom volumenu 200 pL uz inkubaciju 30 minuta na ledu. Zatim je bez ispiranja uzorcima
dodano migje IgG2b nekonjugirano protu-TLR4 protutijelo 1 pM/10° stanica (kat. br. 22048,
klon 76B357.1, Abcam, Cambridge, UK) ili mi§je IgG2b (kat.br. BD557351, klon MPC-11, BD
Biosciences) kao kontrola istog podrazreda protutijela irelevantne specificnosti da se postigne
razrjedenje 1:100. Uzorci su zatim isprani dva puta u FACS mediju te je dodano kozje protu-
misje IgG sekundarno protutijelo konjugirano s FITC-om tijekom 30 minuta na +4 °C. Uzorci
su ponovno isprani dva puta u FACS mediju te su dodana mis§ja IgG2b protu-CD68 protutijela
konjugirana s PE u koncentraciji 20 pL/10° stanica (kat. br. 556078, klon Y1/82A; BD
Pharmingen, Franklin Lakes, SAD) ili mi§ji IgG2b obiljezen s PE (cat. br. 555058, klon 27-35,

67



BD Bioscience, San Diego, SAD) u koncentraciji 1 pg/10° stanica kao kontrola istog
podrazreda protutijela irelevantne specifi¢nosti. Po isteku inkubacije stanice su isprane u FACS
mediju dva puta i talog je resuspendiran u 250 ul FACS medija s 2% paraformaldehida za

oc¢itavanje na FACSCalibur protocnom citometru (Becton Dickinson, Franklin Lakes, SAD).
3.7.2. Pinoendocitoza FITC-dekstrana

Pinoendocitoza FITC-dekstrana je testirana u uzorcima SmMNs (5x10° stanica/uzorak) koji su
18 sati inkubirani u sterilnim uvjetima samo u 500 ul RPMI mediju za kulturu na +4 °C, te na
37" C u vlaznom okruZenju uz 5% CO> samo u RPMI mediju za kulturu, uz dodatak LPS-a (10
ng/ml) u ukupnom volumenu od 500 pul RPMI medija za kulturu. Po isteku 18 satne kultivacije
uzorcima je dodan FCS u finalnoj koncentarciji od 10% (50 pl) 1 uzorci su inkubirani tijekom
20 minuta na 22-25 °C (smanjivanje nespecificnog vezanja protutijela tijekom zavrSnog
obiljeZzavanja CD68 antigena). Zatim su stanice isprane (400 x g, 10 minuta na +4 °C) u mediju
za endocitozu prethodno rashladenom na ledu, kako bi se smanjila pinoendocitoza tijekom
ispiranja. Medij za endocitozu se sastojao od otopine A (MgClx6 H>O 0,5 mM, CaCl; 1,17
mM) i otopine B (NaCl 136,8 mM, NaoHPO4 7,95 mM, KH>PO4 1,46 mM) u omjeru 1:1, pH
7,4. Nakon ispiranja na talog je dodano 200 pl hladnog medija za endocitozu, stanice su se
pazljivo ponovno suspendirale pipetom od 100 pl 1 preseljeno je 100 pl uzorka u novu kusalicu
(4 ml; Falcon, BD Biosciences, St Jose, SAD). Time su iz uzoraka SmMNs (5x10° stanica)
stimuliranih na isti na¢in dobivena dva uzorka, svaki s 2,5x10° stanica od kojih je jednom
uzorku dodano 100 pl FITC-dekstrana rashladenog na ledu, a drugom 100 pl FITC-dekstrana
zagrijanog na 37 °C, oba u pocetnoj koncentraciji FITC-dekstrana 500 pg/ml medija za
endocitozu. Uzorci SmMNs s rashladenim FITC-dekstanom su se inkubirali okruzeni ledom, a
uzorci SmMNs sa zagrijanim FITC dekstranom su se inkubirali na 37 °C tijekom 30 minuta
kako bi se ostvarili minimalni, odnosno maksimalni uvjeti za pinoendocitozu FITC dekstrana.
Po isteku inkubacije stanice su isprane u 3 ml rashladenog FACS medija na ledu, a zatim je bez
fiksiranja paraformeldehidom, obiljezen povrsinski biljeg CD68 uz pomo¢ misjeg [gG2b protu-
CD68 protutijela konjugiranog s PE (kat. br. 556078, klon Y1/82A, BD Pharmingen, Franklin
Lakes, SAD) u koncentraciji 20 pl/10° stanica i kontrolnog misjeg IgG2b protutijela
irelevantne specifi¢nosti konjugiranog s PE (kat. br. 555058, klon 27-35, BD Bioscience, San
Diego, SAD) u koncentraciji 1 pg/10° stanica. Po obiljezavanju stanice su resuspendirane u
rashladenom FACS mediju 1 odmah ocitane na FACSCalibur protocnom citometru (Becton

Dickinson, Franklin Lakes, SAD). Razlika izmedu srednjeg intenziteta fluorescencije ili MFI
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(od engl. Mean Fluorescence Intensity) za FITC-dekstran izmedu stanica inkubiranih na ledu i
na 37 °C jest izrazaj pinoendocitoze u svakom uzorku stimuliranom na istovjetan nacin. Izrazaj
pinoendocitoze u uzorku kultiviranom 18 sati na +4 °C uzet je kao referentna vrijednost i
izrazena je u postocima kao 100%, a ostali izrazaji pinoendocitoze su prikazani kao postoci
referentne vrijednosti zbog relativno malog broja uzoraka i disperzije rezultata u ovom

funkcijskom testu.

3.7.3. Test citotoksi¢nosti stanica NK

Citotoksicnost stanica NK procijenjena je na temelju rane apoptoze NK osjetljive K-562
stani¢ne linije [298]. Stanice humane eritroleukemije K-562 (Zavod za fiziologiju, imunologiju
i patofiziologiju, Medicinski fakultet SveuciliSta u Rijeci, Rijeka, Hrvatska) obiljezene su
crvenom lipofilnom bojom PKH26 (5 minuta na 22-25 °C) (PKH 26 Red Fluorescent Cell
Linker Kit; Merck Millipore, Darmstadt, Njemacka). Uzorci izvrSnih NK 1 ciljnih K-562
stanica, u razli¢itim omjerima te ukupnom volumenu od 200 pl, inkubirani su u RPMI mediju
za kulturu 18 sati na 37 °C s 5% CO: i obiljezeni s FITC obiljezenim Annexin V (BD
Pharmingen, Franklin Lakes, SAD) (5 pg/10° stanica, 15 minuta na 22-25 °C u tamnom). PI, u
konacnoj koncentraciji od 5 pg/ml, dodan je uzorcima 15-20 minuta prije analize na
FACSCalibur proto¢nom citometru (Becton Dickinson, Franklin Lakes, SAD). Analizirani su
netretirani uzorci stanica NK, te stanice NK tretirane s mi§jim IgG2b protu-humanim perforin
mPt (kat. br. NBP1 45774; klon: 8G9 klon; Novus Biologicals, Centennial, USA; 1 pg/1x10°
stanica NK), mi§jim IgG1 protu-humanim GNLY mPt (kat. br. D-185-3; klon: RC8; MBL
International, Woburn, USA; 1 pg/1x10° NK stanica) ili kombinacijom protu-perforin i protu-
GNLY mPt tijekom 30 minuta na +4 °C. K-562 stanice obiljezene s PKH26 (crveno obojenje)
koje su bile PI negativne i FITC-Annexin V pozitivne, smatrane su ranim apoptoti¢kim
stanicama [298]. Dobiveni rezultati su izraZeni kao razlika postotka ranih apoptoti¢kih K-562
stanica u prethodno tretiranim uzorcima (odreden omjerom izvrsnih i ciljanih stanica) 1 postotka

apoptotickih K-562 stanica kultiviranih samo u RPMI mediju za kulturu.

3.8. Uredaji i sitna laboratorijska oprema

Centrifuga, stolna 5425 (Eppendorf, Hamburg, Njemacka); DAKO Pen (DAKO, Glostrup,
Njemacka); Erlenmayerova tikvica, 100 ml (Boral, Pula, Hrvatska); filter za vakuum filtraciju
Filter Max PES 0,22 um (Techno Plastic Products, Trasadingen, Svicarska); hladnjak +4 °C
(Gorenje, Ljubljana, Slovenija); hladnjak -20 °C (Bosch, Stuttgart, Njemacka); komora za rad
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u sterilnim uvjetima (Klima oprema, Samobor, Hrvatska); kusalice 1,5 ml s koni¢cnim dnom i
pri¢vr§éenim poklopcem, sterilne (Greiner, Frichenhausen, Njemacka); kuSalice 2 ml za
zamrzavanje (Greiner, Frichenhausen, Njemacka); magnet oblozen teflonom (Kartell, Noviglio,
Milano, Italija); magnetska mijesalica (Neolab, Heildeberg, Njemacka); mikrovalna pec¢nica
(Gorenje, Ljubljana, Slovenija); mjera¢ vremena (Scientific, Oregon Oregon, SAD); nastavci
za pipete s filterima 1 ml, 200 pl, 100 pl, 10 pl, 1 pl (Greiner, Frichenhausen, Njemacka); papir
za filtriranje (Whatman, Maidstone, Kent ME, UK); pinceta (Neolab, Heildeberg, Njemacka);
pH metar FiveEasy™ pH F20 (Laboratory Logistic Group, Seoul, Juzna Korea); pipete
plasti¢ne sterilne (Kartell, Noviglio, Milano, Italija); pipete, automatske 0,1-2,5 ul, 2-20 ul, 10-
100 ul, 100-1000 pl (Eppendorf, Hamburg, Njemacka); stani¢evina (Copan, Zagreb, Hrvatska);
strugaé stanica s podloge (Techno Plastic Products, Trasadingen, Svicarska); $karice (Neolab,
Heildeberg, Njemacka); vodena kupelj (INKO, Vrapce, Hrvatska); vaga (Mettler Toledo Inc,
Columbus, OH, SAD).

3.9. Statisticka obrada podataka

Statisticki dobiveni rezultati prikazani su kao medijan (25-75 percentil). Razlika izmedu dvije
ispitivane skupine izraCunata je primjenom neparametarijskog Mann Whitney U testa (TIBCO
Statistica, verzija 13.4.0.14; StatSoft GmbH, Hamburg, Njemacka). Razlike izmedu vise
ispitivanih skupina izracunate su primjenom neparametarijskih testova Kruskal-Wallis 1 post-
hoc Dunn (MedCalc Statistical verzija 20.011; MedCalc Software Ltd., Ostend, Belgija).

Statisticki znac¢ajna razlika definirana je kao P <0,05.
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4. REZULTATI
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4.1. Izrazaj, raspodjela, fenotip, polarizacija i elementi oksidacijskog stresa u CD68+

stanicama sinovijske membrane zrelog OA-a koljena

4.1.1. Izrazaj i raspodjela CD68" stanica i limfocita u sinovijskoj membrani bolesnika sa

zrelim OA-om koljena

Imunohistokemijskim obiljeZavanjem dokazana je prisutnost CD68+ stanica u tkivu sinovijske

membrane zrelog OA-a koljena (Slika 13).
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Slika 13. Izrazaj CD68 u sinovijskoj membrani bolesnika sa zrelim OA-om koljena. Imunohistokemijsko
obiljezavanje metodom imunoperoksidaze s misjim IgG1 protu-CD68 monoklonskim protutijelima (A i
B) prikazano je smedom bojom 3’3-diaminobenzidina na mjestu specificnog vezanja protutijela za
antigen (oznaceno crvenim strelicama). Kontrola jesu misja 1gG1 protutijela irelevantne specificnosti
(Ci D). Jezgre su obojene s hematoksilinom i prikazuju se plavo. Izvorno poveéanje je x400. Grafikon
(E) prikazuje broj CD68+ stanica po srednjem poveéanju mikroskopa (%400) izbrojen od tri neovisna
istrazivaca. Analizirano je dvadeset osam uzoraka. CD- Klaster diferencijacije (od eng. Clusster of
Differentiation); Ig- Imunoglobulin.

CD68+ stanice nalazimo u jednom sloju na povrsini razgranatih sinovijskih izdanaka (Slika
13A, oznaceno crvenim strelicama). U stromi izdanaka CD68+ stanice nalaze se u srediStima
nakupina limfocita (Slika 13B, oznafeno crvenim strelicama). Pozitivne CD68 stanice

odredene su prema kontroli istog podrazreda protutijela irelevantne specifi¢nosti (Slika 13C i
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D). Stupi¢i grafikona E prikazuju srednje vrijednosti i standardnu devijaciju broja sinovijskih
CD68+ stanica po jednom vidnom polju srednjeg povecanja (x400) izbrojenih od tri neovisna
istrazivaca. Izbrojene vrijednosti se nisu medusobno statisticki znacajno razlikovale, a srednja

vrijednost broja CD68+ stanica svih triju istrazivaca je iznosila 35 £ 21 stanica.

4.1.2. Kontrole irelevantne specifi¢nosti koriStene kao negativne kontrole kod dokazivanja
biljega od interesa u sinovijskoj membrani bolesnika sa zrelim OA-om koljena metodom

dvostruke imunofluorescencije

Kombinacije primarnih protutijela koje su koriStene za obiljezavanje biljega od interesa
metodom dvostruke imunofluorescencije tkivnih rezova navedene su u Tablici 3. Slika 14.
prikazuje obiljezavanja kontrola irelevantne specifi¢nosti ¢ije kombinacije protutijela
odgovaraju kombinacijama protutijela specificnih za biljege od interesa uz primjenu
odgovarajuc¢ih sekundarnih protutijela obiljezenih s fluorokromom za vizualizaciju. Na temelju
kontrola irelevantne specificnosti odredena je pozitivnost biljega od interesa. Slika 14A
prikazuje kombinaciju miSjeg IgGl/ze€jeg IgG irelevantne specificnosti Sto odgovara
podrazredu 1 razredu protutijela koriStenih u obiljeZzavanjima CD68/CD3, GNLY/CD68,
CD68/4-HNE, CD91/CD68 i GNLY/CDS56 biljega. Slika 14B prikazuje kombinaciju misjeg
IgG2a/zecjeg 1gG irelevantne specifiCnosti $to odgovara podrazredu i1 razredu protutijela
koriStenih u obiljezavanju CD14/CD68 biljega. Slika 14C prikazuje kombinaciju misjeg
IgG2b/zecjeg 1gG irelevantne specifiCnosti §to odgovara podrazredu i razredu protutijela
koristenih u obiljezavanjima TLR4/CD68 1 perforin/CD56 biljega. Slika 14D prikazuje
kombinaciju misjeg [gG3/zecjeg IgG irelevantne specificnosti §to odgovara podrazredu i
razredu protutijela koriStenih u obiljeZavanju arginaza-1/CD68 biljega. Magarece protu-misje
IgG Alexa Flour (AF) 594 (crvena fluorescencija) i magarece protu-zecje IgG AF 488 (zelena
fluorescencija) koristena su kao sekundarna protutijela za vizualizaciju kombinacija primarnih
protutijela (Slika 14A - D). Slika 14E prikazuje kombinaciju zecjeg IgG/miSjeg 1gGl
irelevantne specifi¢nosti Sto odgovara razredu i podrazredu protutijela koriStenih u
obiljezavanjima CD56/CD68, iNOS/CD68, APAF-1/CD68 i1 NF-kB/CD68 biljega. Za
vizualizaciju koriStena su sekundarna protutijela kozja protu-zecja IgG AF 594 (crvena
fluorescencija) 1 kozja protu-miSja AF 488 (zelena fluorescencija). Slika 14F prikazuje
kombinaciju zecjeg I1gGl/kozjeg IgG irelevantne specificnosti §to odgovara podrazredu i

razredu protutijela koriStenih u obiljezavanju CD68/LXR biljega. Kozja protu-zecja IgG AF
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594 (crvena fluorescencija) 1 magarec¢a protu-kozja IgG AF 488 (zelena fluorescencija)

sekundarna protutijela su koriStena za vizualizaciju.
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Slika 14. Izrazaj CD68 u sinovijskoj membrani bolesnika sa zrelim OA-om koljena. Kombinacije
protutijela (Pt) odgovaraju razredima ili podrazredima primarnih Pt koja su koristena za obiljezavanja
biljega od interesa. Jezgre fluoresciraju plavo (4',6-diamidin-2-fenilindol- DAPI). Izvorno povecanje je
x100, x400 odnosno *x1000. AF- Alexa Flour; AF 594- crvena fluorescencija; AF 488- zelena
fluorescencija, Ig- Imunoglobulin.
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4.1.3. Izrazaj i raspodjela CD3+ i CD56+ limfocita u sinovijskoj membrani bolesnika sa

zrelim OA-om koljena

Izrazaj i raspodjela CD3+ i CD56+ stanica limfocita u sinovijskoj membrani zrelog OA koljena
analizirana je imunohistokemijskim obiljeZavanjem (Slika 15). CD3+ stanice (Slika 15A1B) 1
CD56+ stanice (Slika 15C 1 D) oznacene su crvenom strelicom. Najveci broj CD3+ 1 CD56+
stanica nalazi se u okolini krvnih Zila strome izdanaka sinovijske membrane. Pozitivnost CD3

1 CD56 biljega odreden je prema protutijelima istog razreda protutijela irelevantne specifi¢nosti
(Slika 15E i F).
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Slika 15. Izrazaj CD3+ i CD56+ limfocita u sinovijskoj membrani bolesnika sa zrelim OA-om koljena.
Imunohistokemijsko obiljezavanje sa zecjim protu-CD3 IgG (A i B) te zecjim protu-CD56 IgG
protutijelima (Pt) (C i D) prikazano je smedom bojom 3’3-diaminobenzidina na mjestu specificnog
vezanja Pt za antigen. Jezgre su obojene s hematoksilinom i prikazuju se plavo. Kontrola jesu zecja IgG
Pt irelevantne specificnosti (E i F). Izvorno povecanje je X400, odnosno x1000. Analizirano je ukupno
osam uzoraka. CD- Klaster diferencijacije (od eng. Clusster of Differentiation), Ig- Imunoglobulin.
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4.1.4. Tkivni meduodnos CD68+ stanica s CD3+ i CD56+ limfocitima u sinovijskoj

membrani bolesnika sa zrelim OA-om koljena

Tkivni meduodnos CD68+ stanica s CD3+ limfocitima (Slika 16) prikazan je metodom
dvostruke imunofluorescencije pri povecanju x400 (Slika 16A) i x1000 (Slika 16B).
Meduodnos CD68+ stanica (crvena fluorescencija) s CD3+ limfocitima (zelena fluorescencija)

pokazuje da su CD68+ stanice smjestene u neposrednoj blizini CD3+ limfocita.

| “““““““‘I\“““““‘|“‘I‘
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Slika 16. Tkivni meduodnos CD68+ stanica s CD3+ limfocitima u sinovijskoj membrani zrelog OA-a
koljena prikazan metodom dvostruke imunofluorescencije. Vezanje misjeg IgG1 protu-CD68 protutijela
(Pt) fluorescira crveno, a vezanje zecjeg IgG protu-CD3 Pt fluorescira zeleno po vezivanju kombinacije
magareceg protu-misjeg IgG obiljezenog s Alexa Fluor (AF) 594 i magareceg protu-zecjeg IgG Pt
obiljezenog s AF 488. Jezgre fluoresciraju plavo (4',6-diamidin-2-fenilindol- DAPI). Izvorno povecanje
je x400 (4) odnosno x1000 (B). Prikazan je jedan od osam obiljezavanih uzoraka u svakoj grupi. CD-
Klaster diferencijacije (od eng. Clusster of Differentiation).

Tkivni meduodnos CD68+ stanica (zelena fluorescencija) s CD56+ limfocitima (crvena
fluorescencija) (Slika 17) prikazan metodom dvostruke imunofluorescencije pri povecanju
%400 (Slikal7A) 1 x1000 (Slika 17B) pokazuje da su CD68+ stanice takoder okruzene s CD56+
limfocitima te da medu njima postoji blizak medusobni dodir (Slika 17A 1 B). Pozitivni rezultati
imunofluorescencije za CD68 1 CD3 te za CD68 1 CD56 biljege odredeni su prema kontrolama

istog podrazreda odnosno razreda protutijela irelevantne specifi¢nosti (Slika 14A).
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Slika 17. Tkivni meduodnos CD68+ stanica s CD56+ limfocitima u sinovijskoj membrani zrelog OA
koljena prikazan metodom dvostruke imunofluorescencije. Vezanje misjeg IgG1 protu-CDG68 protutijela
(Pt) fluorescira zeleno, a vezanje zecjeg IgG protu-CD56 Pt fluorescira crveno po vezivanju kombinacije
kozjeg protu-misjeg IgG obiljezenog s Alexa Fluor (AF) 488 i kozjeg protu-zecjeg IgG obiljezenog s AF
594 protutijelima. Jezgre fluoresciraju plavo (4',6-diamidin-2-fenilindol- DAPI). Izvorno povecanje je
x400 (A) odnosno x1000 (B). Prikazan je jedan od osam obiljezavanih uzoraka u svakoj grupi. CD-
Klaster diferencijacije (od eng. Clusster of Differentiation).

4.1.5. Izrazaj receptora za prepoznavanje uzoraka, kostimulacijskih receptora, CD14
molekule i Hsp70 na CD68+ stanicama sinovijske membrane bolesnika sa zrelim OA-om

koljena

Metodom dvostruke imunofluorescencije prikazan je izrazaj receptora za prepoznavanje
uzoraka CDO91 (Slika 18A) i TLR4 (Slika 18B) na CD68+ stanicama sinovijske membrane
zrelog OA-a koljena. CD68+ stanice (zelena fluorescencija) u znacajnoj se mjeri rasporeduju
na povrsini sinovijskih izdanaka. CD91 (crvena fluorescencija) i TLR4 (crvena fluorescencija)
izrazeni su takoder na povrSini sinovijskih izdanaka. Brojne dvostruko pozitivne CD68+CD91+
(Slika 18A) i CD68+TLR4+ (Slika 18B) stanice (Zuta fluorescencija) oznacene su bijelim
strelicama. Na temelju kontrolnih protutijela istog razreda odnosno podrazreda protutijela
irelevantne specificnosti odredeni u pozitivni rezultati fluorescencije za CD68 1 CD91 (Slika

14A) te za CD68 1 TLR4 (Slika 14C).
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Slika 18. Izrazaj receptora za prepoznavanje uzoraka CD91 i TLR4 na CD68+ stanicama u sinovijskoj
membrani zrelog OA-a koljena prikazan metodom dvostruke imunofluorescencije. Vezanje zeCjeg protu-
CD68 IgG protutijela (Pt) fluorescira zeleno, a vezanje misjeg IgG1 protu-CD91 Pt (A) ili misjeg IgG2b
protu-TLR4 Pt (B) fluorescira crveno po vezivanju kombinacije magareceg protu-zecjeg IgG obiljezenog
s Alexa Fluor (AF) 488 i magareceg protu-misjeg IgG Pt obiljezenog s AF 594. Preklapanje zelene i
crvene fluorescencije prikazuje se zutom fluorescencijom (oznaceno bijelim strelicama). Jezgre
fluoresciraju plavo (4',6-diamidin-2-fenilindol- DAPI). Izvorno povecanje je *x100, %400, odnosno
x1000. Prikazan je jedan od Sest obiljezavanih uzoraka u svakoj grupi. CD- Klaster diferencijacije (od
eng. Clusster of Differentiation); TLR4 - Receptor slican Toll-u 4 (od eng. Toll-like Receptor 4).

Metodom proto¢ne citometrije, u svjeze izdvojenim CD68+ stanicama sinovijske membrane,

analizirani su receptori za prepoznavanje uzoraka CD91, CD206, CD209 1 TLR4 (Slika 19).
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Slika 19. Ucestalost izrazaja receptora za prepoznavanje uzoraka CD91, CD206, CD209 i TLR4 na
CD68+ stanicama u svjeze izdvojenoj suspenziji mononuklearnih stanica sinovijske membrane zrelog
OA-a koljena. Razina statisticke znacajnosti je *P = 0,01; **P = 0,006. Statisticka analiza je ucinjena
na broju od 6-12 uzoraka po pojedinoj grupi (Kruskal-Wallis test i post-hock Dunn test). CD- Klaster
diferencijacije (od eng. Clusster of Differentiation); TLR4 - Receptor slican Toll-u 4 (od eng. Toll-like
Receptor 4).
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CD68+ stanice izrazavaju CD206 52,1% (44,6 - 56,6 %) [median (25. - 75. percentil)] 1 TLR4
50% (20,3 - 64,2%) §to je statisti¢ki znacajno vise u odnosu na CD209 12,9% (9,1 - 18,1%) (P
= 0,006 odnosno P =0,01). CD68+ stanice izrazavaju CD91 biljeg 47,4 % (25,6 — 69,9%) i taj

se postotak statisticki znacajno ne razlikuje od izrazaja CD206 1 TLR4.

Izrazaj HLA-DR 1 kostimulacijskih molekula CD80 i CD86 za predocavanje antigena
limfocitima T na svjeze izdvojenim CD68+ stanicama sinovijske membrane zrelog OA koljena
prikazani su na Slici 20. HLA-DR biljeg izraZen je na 86,2% (83,5 — 89,3%) CD68+ stanica,
dok je izrazaj kostimulacijskih molekula CD80 iznosio 31,8% (13,5 — 67%) odnosno CD86
62,5% (15,9 — 84,2%). Izrazaj HLA-DR na CD68+ stanicama statisticki je znacajno visi u
odnosu na CD80 i CD86 (P=0,00001 odnosno P=0,001).
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Slika 20. Ucestalost izrazaja HLA-DR i kostimulacijskih molekula CD80 i CD86 na CD68+ stanicama
iz svjeze izdvojene suspenzije mononuklearnih stanica sinovijske membrane zrelog OA-a koljena.
Povrsinski biljezi obiljezeni su dvostrukom imunofluorescencijom uz ocitavanje protocnim citometrom.
Razina statisticke znacajnosti je *P= 0,001, **P= 0,00001. Statisticka analiza je ucinjena na 6-10
neovisnih uzoraka po pojedinoj grupi (Kruskal-Wallis test i post-hoc Dunn test). CD- Klaster
diferencijacije (od eng. Clusster of Differentiation); HLA-DR- Humani leukocitni antigen- DR (od eng.
Human Leukocyte Antigen- DR).

Slika 21. prikazuje izraZaj signalne molekule CD14 na CD68+ stanicama u suspenziji svjeZe
izdvojenih mononuklearnih stanica sinovijske membrane zrelog OA-a koljena, koje se
prikazuju unutar R1 ograde temeljem svojih svojstava veli¢ine (FSC, od eng. Forward scatter)
i slozenosti grade (SSC, od eng. Side scatter) (Slika 21A). Protutijela iste podvrste i irelevantne
specificnosti (IgG2a 1 [gGG2b) vezala su se manje od 1% za ogradene stanice (Slika 21B). Graf
C prikazuje 27,05% dvostruko pozitivnih CD14+CD68+ stanica. Oduzimaju¢i kontrolnu
vrijednost (0,99%) od broja ucestalosti CD14+CD68+ stanica dobije se 26,06% dvostruko
pozitivnih stanica unutar crvenog kvadrata. To predstavlja 81,82% svih CD68+stanica koje

izrazavaju CD14 signalnu molekulu unutar plavog kvadrata (Slika 21C).
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Slika 21. Izrazaj signalne molekule CDI14 na CD68+ stanicama u suspenziji svjeze izdvojenih
mononuklearnih stanica sinovijske membrane zrelog OA-a koljena. Ograda RI je postavijena na
tockastom grafu A apcise FSC (od eng. Forward scatter) i ordinate SSC (od eng. Side scatter). Tockasti
graf B predstavija dvostruko obiljezavanje kontrolnim protutijelima (Pt) irelevantne specificnosti [misja
1gG2a konjugirana s fluorescein izotiocijanatom (FITC)/misja 1gG2b konjugirana s fikoeritrinom
(PE)]. Graf C predstavija obiljezavanje CD14 s protu-CD14 Pt konjugiranim s FITC-om i obiljezavanje
CD68 molekule s protu-CD68 konjugiranim s PE-om. Brojevi u kvadrantima oznacavaju postotak
pozitivnih stanica. Prikazan je jedan od ukupno Sest ucinjenih neovisnih uzoraka. CD- Klaster
diferencijacije (od eng. Clusster of Differentiation); Ig- Imunoglobulin.

Primjenom metode dvostruke imunofluorescencije zorno je predocen izrazaj biljega CD14 na
CD68+ stanicama sinovijske membrane zrelog OA-a koljena (Slika 22). CD68+ (zelena
fluorescencija) 1 CD14+ (crvena fluorescencija) stanice nalazimo na povrSini sinovijskih
izdanaka uz brojne dvostruko pozitivne CD68+CD14+ stanice (Zuta fluorescencija) oznacene
bijelim strelicama. Pozitivni rezultati fluorescencije za CD68 1 CD14 odredeni su prema

kontroli istog razreda odnosno podrazreda protutijela irelevantne specificnosti (Slika 14B).

CD68

Slika 22. [zrazaj CD14 molekule za prijenos signala na CD68+ stanicama u sinovijskoj membrani
zrelog OA-a koljena prikazan metodom dvostruke imunofluorescencije. Vezanje zecjeg protu-CD68 IgG
protutijela (Pt) fluorescira zeleno a vezanje misjeg 1gG2a protu-CDI4 Pt fluorescira crveno po
vezivanju kombinacije magareceg protu-zecjeg IgG obiljezenog s Alexa Fluor (AF) 488 i magareéeg
protu-misjeg IgG Pt obiljezenog s AF 594. Preklapanje zelene i crvene fluorescencije prikazuje se Zutom
Sfluorescencijom. Jezgre fluoresciraju plavo (4',6-diamidin-2-fenilindol- DAPI). Izvorno povecanje je
x400. Prikazan je jedan od Cetiri obiljezavanih uzoraka. CD- Klaster diferencijacije (od eng. Clusster
of Differentiation).
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Imunohistokemijskim obiljezavanjem prikazan je izrazaj i raspodjela Hsp70 u sinovijskoj
membrani zrelog OA koljena (Slika 23A i B). Izrazaj Hsp70 izraZen je u stanicama limfocita u
podru¢jima limfocitnih nakupina strome sinovijske membrane (obiljezeno crvenim strelicama)
1 prikazuje se u vidu zrnaca kao nuklearno i citoplazmatsko obiljezavanja. Pozitivnost Hsp70
biljega odredena je prema kontroli istog podrazreda protutijela irelevantne specifi¢nosti (Slika

23CiD).

IgG1

miSja

Slika 23. Izrazaj Hsp70 u sinovijskoj membrani bolesnika sa zrelim OA-om koljena. Imunohistokemijsko
obiljezavanje sa misjim protu-Hsp70 IgG1 protutijelima (Pt) (A i B) prikazano je smedom bojom 3’3-
diaminobenzidina na mjestu specificnog vezanja Pt za antigen. Jezgre su obojene s hematoksilinom i
prikazuju se plavo. Kontrola jesu misja IgG1 Pt irelevantne specificnosti (C i D). Izvorno povecanje je
%400, odnosno x1000. Analizirano je ukupno Sest uzoraka. Hsp70- Protein toplinskog stresa 70 (od
eng. Heat Shock Protein 70); Ig- Imunoglobulin.

Unutarstani¢ni izrazaj Hsp70 u svjeZe izdvojenim CD68+ stanicama sinovijske membrane
zrelog OA koljena metodom proto¢ne citometrije prikazan je na Slici 24. IzraZeno u postocima,
manje od 5% CD68+ stanica izrazava Hsp70, a srednji intenzitet fluorescencije ili MFI za

Hsp70 takoder je nizak i iznosi od 25-30.
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Slika 24. Ucestalost izrazaja Hsp70 u CD68+ stanicama sinovijske membrane bolesnika sa zrelim OA-
om koljena. Obiljezavanje povrsinskog (CD68) i unutarstanicnog (Hsp70) biljega ucinjeno je dvostrukom
imunofluorescencijom uz ocitanje protocnim citometrom. Rezultati su izrazeni kao postotak (%) i srednji
intenzitet fluorescencije ili MFI (od eng. Mean Fluorescence Intensity). Analiza je ucinjena na 5 neovisnih
uzoraka.CD- Klaster diferencijacije (od eng. Clusster of Differentiation); Hsp70- Protein toplinskog
stresa 70 (od eng. Heat Shock Protein 70).

4.1.6. Izrazaj citotoksi¢nog receptora CD16 i citotoksi¢nih medijatora GNLY-a i perforina

na/u CD68+ stanicama sinovijske membrane bolesnika sa zrelim OA-om koljena

Iz svjeze izdvojene suspenzije mononuklearnih stanica sinovijske membrane zrelog OA-a
koljena metodom protoc¢ne citometrije analiziran je izrazaj povrSinskog citotoksi¢nog receptora
CD16 na CD68+ stanicama (Slika 25A). Ve¢ina CD68+ stanica nije izrazavala CDI16.
Ucestalost CD68+ stanica koje su izrazavale CD16 receptor iznosila je 8,1% (4,5-12%).

Statisticki znacajna razlika medu navedenim skupinama iznosila je P = 0,01.
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Slika 25. Ucestalost izrazaja citotoksickog receptora CDI16 (A) te citotoksicnih medijatora GNLY-a i
perforina (B) na/u CD68+ stanicama iz svjeze izdvojene suspenzije mononuklearnih stanica sinovijske
membrane zrelog OA-a koljena protocnom citometrijom. Razina statisticke znacajnosti je *P = 0,01.
Statisticka analiza je ucinjena u 6-12 uzoraka po pojedinoj grupi (Mann Whithey U test). CD- Klaster
diferencijacije (od eng. Clusster of Differentiation); GNLY- Granulizin.
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Izrazaj GNLY-a 1 perforina u CD68+ stanicama prikazana je na Slici 25B. CD68+ stanice
izrazavale su svega oko 3% citotoksi¢nog posrednika GNLY-a i to je bilo statisticki znacajno
viSe u odnosu na izrazaj citotoksicne bjelancevine perforina (P=0,01).

Izrazaj GNLY-a u CD68+ stanicama zorno je prikazan dvostrukom imunofluorescencijom na
Slici 26. CD68+ stanice (zelena fluorescencija) u €ijoj je citoplazmi izrazen GNLY u vidu
zrnaca (crvena fluorescencija) su rijetke, prikazane kao dvostruko pozitivne CD68+GNLY+
stanice (zuta fluorescencija) i oznacene bijelim strelicama. Pozitivna fluorescencija za biljege
CD68 1 GNLY odredena je na temelju kontrole istog razreda odnosno podrazreda protutijela

irelevantne specifi¢nosti (Slika 14A).

CD68/

Slika 26. Izrazaj GNLY-a u CD68+ stanicama u sinovijskoj membrani zrelog OA-a koljena metodom
dvostruke imunofluorescencije. Vezanje zecjeg protu-CD68 IgG protutijela (Pt) fluorescira zeleno, a
vezanje misjeg IgG1 protu-GNLY Pt fluorescira crveno po vezivanju kombinacije magareceg protu-
zecjeg 1gG obiljezenog s Alexa Fluor (AF) 488 i magareceg protu-misjeg IgG Pt obiljezenog s AF 594.
Preklapanje zelene i crvene fluorescencije prikazuje se zutom fluorescencijom (oznaceno bijelim
strelicama). Jezgre fluoresciraju plavo (4',6-diamidin-2-fenilindol- DAPI). Izvorno povecanje je x1000.
Prikazan je jedan od 10 obiljezavanih uzoraka u svakoj grupi. CD- Klaster diferencijacije (od eng.
Clusster of Differentiation); GNLY- Granulizin.

4.1.7. Izrazaj kemokina u CD68+ stanicama sinovijske membrane bolesnika sa zrelim

OA-om koljena

Slika 27 prikazuje rezultate unutarstani¢nog obiljeZzavanja citokina i kemokina u CD68+
stanicama 1z svjeze izdvojene suspenzije mononuklearnih stanica sinovijske membrane zrelog
OA-a koljena metodom dvostruke imunofluorescencije uz o€itanje proto¢nim citometrom.
Najveci je udio CD68+ stanica koje izrazavaju CCL2 [71% (69,3 - 71,8%)] sto je statisticki
znacajno vise u odnosu na izrazaj CCL3 [22,9% (15,2 - 37,5%)] (P = 0,001) (Slika 27A).
Analiza protuupalnih kemokina CCL22 i CCL17 u CD68+ stanicama koji reguliraju
kemotaksiju Th2 polariziranih limfocita, pokazala je statisticki znac¢ajno ve¢i izrazaj CCL22

[41,3% (16,9 — 42,4%)] u odnosu na neznatni izrazaj CCL17 (P = 0,005) (Slika 27B). Od
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proupalnih citokina koji reguliraju aktivaciju i proliferaciju stanica NK analizirani su IL-15,
IFN-y 1 TNF-a (Slika 27C). Izrazaj IL-15 u CD68+ stanicama iznosio je 18,2% (10,5 —21,9%)
Sto je statisticki znacajno viSe u odnosu na neznatni izrazaj IFN-y (P = 0,01) i TNF-a (P =

0,005).
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Slika 27. Ucestalost izrazaja proupalnih kemokina CCL2 i CCL3 (A), protuupalnih kemokina CCL22 i
CCL17 (B) te proupalnih monokina IL-15, IFN-y i TNF-o (C) u CD68+ stanicama. Analiza je ucinjena
iz svjeze izdvojene suspenzije mononuklearnih stanica sinovijske membrane zrelog OA-a koljena
prikazanih obiljezavanjem povrsinskih i unutarstanicnih biljega dvostrukom imunofluorescencijom uz
ocitavanje protocnim citometrom. Razine statisticke znacajnosti su *P= 0,01; **P = 0,005, ***P =
0,001. Statisticka analiza je ucinjena na broju od 6-10 neovisnih uzoraka po pojedinoj grupi (Kruskal-
Wallis test i post-hoc Dunn test). CD- Klaster diferencijacije (od eng. Clusster of Differentiation); CCL-
CC kemokinski ligand (od eng. C-C Motif Chemokine Ligand), IL- Interleukin,; IFN-y- Interferon gama;
TNF-a- Cimbenik nekroze tumora alfa (od eng. Tumor Necrosis Factor alpha).

Imunohistokemijskim obiljezavanjem prikazan je izrazaj proupalnih kemokina CCL2 1 CCL3
u tkivu sinovijske membrane zrelog OA-a koljena (Slika 28). CCL2 je izraZen na povrSini
sinovijskih izdanaka (Slika 28A 1 B, ozna€eno crvenim strelicama). CCL3 takoder dominantno
nalazimo na povrSini sinovijskih izdanaka (Slika 28C 1 D, oznaCeno crvenim strelicama),
medutim uz znatno slabiji izraZaj u odnosu na CCL2 u vidu tek nekoliko CCL3 obiljeZenih
stanica. Na temelju kontrola istog podrazreda odnosno razreda protutijela irelevantne

specificnosti odredene su CCL2+ (Slika 28E 1 F) 1 CCL3+ (Slika 28G 1 H) stanice.
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Slika 28. lzrazaj CCL2 i CCL3 u sinovijskoj membrani bolesnika sa zrelim OA-om koljena.
Imunohistokemijsko obiljezavanje s misjim IgG2b protu-CCL2 (4 i B) i zecjim IgG protu-CCL3 (Ci D)
protutijelom (Pt) prikazano je smedom bojom 3’3-diaminobenzidina na mjestu specificnog vezanja Pt
za antigen i oznaceno crvenim strelicama unutar pravokutne ograde. Jezgre su obojene s
hematoksilinom i prikazuju se plavo. Kontrola jesu misja IgG2b (E i F) i zecja IgG Pt (G i H) irelevantne
specificnosti. Izvorno povecanje je x400, odnosno x1000. Prikazan je jedan od ucinjenih ukupno Sest

uzoraka u svakoj grupi. CCL- CC kemokinski ligand (od eng. C-C Motif Chemokine Ligand), Ig-
Imunoglobulin.
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4.1.8. Izrazaj arginaze-1 i iNOS biljega u sinovijskoj membrani bolesnika sa zrelim OA-

om koljena

Polarizacija CD68+ stanica u suspenziji svjezih mononuklearnih stanica sinovijske membrane
ispitivana je unutarstrani¢nim obiljeZavanjem M2 biljega arginaze-1 i M1 biljega iNOS (Slika

29.) Oba biljega su izrazena u podjednakom omjeru.
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Slika 29. Ucestalost izrazaja i meduodnos M2 biljega arginaze-1i M1 biljega iNOS u svjeze izdvojenoj
suspenziji mononuklearnih stanica sinovijske membrane zrelog OA-a koljena. Prikazani unutarstanicni
biljezi obiljezeni su dvostrukom imunofluorescencijom uz ocitavanje protocnim citometrom na 11
neovisnih uzoraka. CD- Klaster diferencijacije (od eng. Clusster of Differentiation); iNOS- inducibilna
sintaza dusikovog oksida (od eng. inducible Nitric Oxide Synthase).

Izrazaj iNOS+ 1 arginaza- 1+ stanica u sinovijskoj membrani zrelog OA-a koljena jednostrukim
imunohistokemijskim obiljeZavanjem prikazan je na Slici 30. iNOS+ stanice (Slika 30A 1 B,
oznacene crvenim strelicama) obilno su prisutne u nakupinama limfocita u stromi sinovijske
membrane. Arginaza-1+ stanice (Slika 30C 1 D, oznaceno crvenim strelicama) izraZzene su u
ve¢em broju na povrSini sinovijskih izdanaka. Na temelju kontrolnog obiljezavanja
protutijelima istog razreda odnosno podrazreda protutijela irelevantne specificnosti odredene

su iNOS+ (Slika 30E i F) odnosno arginaza-1+ stanice (Slika 30G i H).
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Slika 30. Izrazaj M1 biljega iNOS i M2 biljega arginaza-1 u sinovijskoj membrani bolesnika sa zrelim
OA-om koljena. Imunohistokemijsko obiljezavanje sa zecjim IgG protu-iNOS (A i B) i misjim IgG3
protu-arginaza-1 protutijelom (Pt) (C i D) prikazano je smedom bojom 3°3-diaminobenzidina na mjestu
specificnog vezanja protutijela za antigen i oznaceno crvenim strelicama unutar pravokutne ograde.
Jezgre su obojene hematoksilinom i prikazuju se plavo. Kontrole su zecja IgG (E i F) i misja IgG3 Pt-a
(G i H) irelevantne specificnosti. Izvorno povecanje je x400, odnosno *1000. Analizirano je ukupno 11
uzoraka u svakoj grupi. Ig- Imunoglobulin; iNOS- inducibilna sintaza dusikovog oksida (od eng.
inducible Nitric Oxide Synthase).
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Izrazaj M1 biljega iNOS 1 M2 biljega arginaza-1 u CD68+ stanicama analiziran je metodom
dvostruke imunofluorescencije (Slika 31). Brojne CD68+ stanice (zelena fluorescencija)
izrazavaju biljeg iINOS (crvena fluorescencija) Sto je vidljivo na temelju velikog broja
dvostruko pozitivnih CD68+iNOS+ stanica (Slika 31A) prikazano zutom fluorescencijom u
nakupinama limfocita u stromi izdanaka sinovijske membrane. Velik broj CD68+ stanica
(zelena fluorescencija) izrazava 1 arginaza-1 biljeg (crvena fluorescencija) Sto je takoder
vidljivo na temelju Zzute fluorescencije brojnih dvostruko pozitivnih CD68+arginaza-1+ stanica
(Slika 31B), ali na samoj povrsini izdanaka sinovijske membrane. Pozitivna fluorescencija
odredena je na temelju kontrola istog razreda odnosno podrazreda irelevantne specifi¢nosti za

CD68 1iNOS (Slika 14A) te za za CD68 1 arginaza-1 (Slika 14D).

| . . - |
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CD68/

Slika 31. Izrazaj iNOS i arginaze-1 u CD68+ stanicama u sinovijskoj membrani zrelog OA-a koljena
metodom dvostruke imunofluorescencije. Vezanje misjeg IgG1 protu-CDG68 protutijela (Pt) fluorescira
zeleno, a vezanje zecjeg IgG protu-iNOS Pt fluorescira crveno po vezivanju kombinacije kozjeg protu-
misjeg IgG obiljezenog s Alexa Fluor (AF) 488 i kozjeg protu-zecjeg IgG Pt obiljezenog s AF 594 (A).
Vezanje zecjeg 1gG protu-CD68 fluorescira zeleno, a vezanje misjeg IgG3 protu-arginaza-1 Pt
fluorescira crveno po vezivanju kombinacije magareceg protu-zecjeg IgG obiljezenog s AF 488 i
magareceg protu-misjeg IgG Pt obiljezenog s AF 594 (B). Preklapanje zelene i crvene fluorescencije
prikazuje se Zutom fluorescencijom. Jezgre fluoresciraju plavo (4',6-diamidin-2-fenilindol- DAPI).
Izvorno povecanje je x1000. Prikazan je jedan od 10 obiljezavanih uzoraka u svakoj grupi. CD- Klaster
diferencijacije (od eng. Clusster of Differentiation); iNOS- inducibilna sintaza dusikovog oksida (od
eng. inducible Nitric Oxide Synthase).
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4.1.9. Izrazaj APAF-1 i NF-kB biljega u sinovijskoj membrani bolesnika sa zrelim OA-om

koljena

Izrazaj APAF-1 1 NF-kB u sinovijskoj membrani zorno je prikazan metodom imunohistokemije
(Slika 32). Izrazaj APAF-1 (Slika 32A i B, oznaceno crvenim strelicama) ocituje se kao
citoplazmatsko i1 nuklearno zrnato obiljeZzavanje u manjem broju stanica limfocita u podru¢jima

limfocitnih nakupina strome sinovijskih izdanaka.

Slika 32. Izrazaj APAF-1 i NF-kB u sinovijskoj membrani bolesnika sa zrelim OA-om koljena.
Imunohistokemijsko obiljezavanje sa zecjim IgG protu-APAF-1 (A i B) i zecjim IgG protu-NF-kB (C i
D) protutijelima (Pt) prikazano je smedom bojom 3°3-diaminobenzidina na mjestu specificnog vezanja
Pt za antigen. Jezgre su obojene s hematoksilinom i prikazuju se plavo. Kontrola jesu zecja IgG Pt
irelevantne specificnosti (E i F). Izvorno povecanje je x400, odnosno x1000. Analizirano je ukupno
osam uzoraka u svakoj grupi. APAF-1- Cimbenik aktivacije apoptoticke proteaze 1 (od engl. Apoptotic
Protease Activating Factor-1),; 1g- Imunoglobulin, NF-kB- Nuklearni ¢cimbenik kapa B (od eng. Nuclear
Factor kappa B).
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NF-xB takoder se prikazuje kao citoplazmatsko i1 nuklearno obiljezavanje jaCeg inteziteta u
vecem broju stanica limfocita u podrucjima limfocitnih nakupina strome i povrSinskom sloju
sinovijskih izdanaka (Slika 32 C i D, oznaceno crvenim strelicama). Pozitivan izrazaj APAF-1
1 NF-kB odreden je prema kontroli istog razreda protutijela irelevantne specifi¢nosti (Slika 32E

i F).

Metodom dvostruke imunofluorescencije prikazan je izrazaj APAF-1, klju¢ne molekule u
aktivaciji unutarstanicnog signalnog puta apoptoze, u CD68+ stanicama (Slika 33A i B).
CD68+ stanice fluoresciraju zeleno, APAF-1+ stanice fluoresciraju crveno, a svega nekoliko
CD68+APAF-1+ stanica fluorescira Zuto (oznaceno bijelim strelicama) u podrucjima
limfocitnih nakupina strome sinovijske membrane. Pozitivna fluorescencija CD68 i APAF-1
biljega odredena je na temelju kontrola istog podrazreda odnosno razreda protutijela irelevantne

specifi¢nosti (Slika 14A).

CD68/

CD68 CD68/
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Slika 33. Izrazaj APAF-1 u CD68+ stanicama u sinovijskoj membrani zrelog OA-a koljena metodom
dvostruke imunofluorescencije. Vezanje misjeg IgG1 protu-CDG68 protutijela (Pt) fluorescira zeleno, a
vezanje zecjih IgG protu-APAF-1 Pt fluorescira crveno po vezivanju kombinacije kozjeg protu-misjeg
IgG obiljezenog s Alexa Fluor (AF) 488 i kozjeg protu-zecjeg IgG Pt obiljezenog s AF 594. Preklapanje
zelene i crvene fluorescencije prikazuje se zutom fluorescencijom i oznaceno je bijelim strelicama.
Jezgre fluoresciraju plavo (4',6-diamidin-2-fenilindol- DAPI). Izvorno povecanje je <400 (A) odnosno
x1000 (B). Prikazan je jedan od Cetiri obiljezavanih uzoraka u svakoj grupi. APAF-1- Cimbenik
aktivacije apoptoticke proteaze 1 (od eng. Apoptotic Protease Activating Factor-1); CD- Klaster
diferencijacije (od eng. Clusster of Differentiation).
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Izrazaj transkripcijskog cimbenika NF-xB u CD68+ stanicama metodom dvostruke
imunofluorescencije prikazan je na Slici 34A 1 B. CD68+ stanice fluoresciraju crveno, a NF-
KB+ stanice fluoresciraju zeleno. CD68+NF-kB+ stanice izrazene su u podrucjima limfocitnih
nakupina strome sinovijske membrane (oznaceno bijelim strelicama). Pozitivnost CD68 1 NF-

kB biljega odreden je na temelju kontrola istog podrazreda odnosno razreda irelevantne

specifi¢nosti (Slika 14A).

| ..
x400

B

Slika 34. Izrazaj NF-kB u CD68+ stanicama u sinovijskoj membrani zrelog OA-a koljena metodom

x1000

dvostruke imunofluorescencije. Vezanje misjeg 1gG1 protu-CD68 protutijela (Pt) fluorescira crveno, a
vezanje zecjih IgG protu-NF-kB Pt fluorescira zeleno po vezivanju kombinacije magareceg protu-misjeg
IgG obiljezenog s Alexa Fluor (AF) 594 i magareéeg protu-zecjeg IgG Pt obiljezenog s AF 488.
Preklapanje zelene i crvene fluorescencije prikazuje se zutom fluorescencijom i oznaceno je bijelim
strelicama. Jezgre fluoresciraju plavo (4',6-diamidin-2-fenilindol- DAPI). Izvorno povecanje je *x400
(A4) odnosno %1000 (B). Prikazan je jedan od Cetiri obiljezavanih uzoraka u svakoj grupi. CD- Klaster
diferencijacije (od eng. Clusster of Differentiation); NF-xB- Nuklearni cimbenik kapa B (od eng.
Nuclear Factor kappa B).

4.1.10. Izrazaj LXR receptora u sinovijskoj membrani bolesnika sa zrelim OA-om koljena

Izrazaj LXR receptora u sinovijskoj membrani prikazan je imunohistokemijskim
obiljezavanjem (Slika 35). LXR dominantno je izraZen u stanicama limfocita u podru¢jima

limfocitnih nakupina strome sinovijske membrane i1 ocituje se kao intenzivno, mjestimi¢no
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zrnato nukleolarno obiljezavanje (Slika 35A 1 B, oznaceno crvenim strelicama). Pozitivan
izrazaj LXR biljega odreden je na temelju kontrola istog razreda irelevantne specificnosti (Slika

35CiD).

Slika 35. Izrazaj LXR-a u sinovijskoj membrani bolesnika sa zrelim OA-om koljena. Imunohistokemijsko
obiljezavanje sa kozjim IgG protu-LXR a+[f protutijelima (Pt) prikazano je smedom bojom 3°3-
diaminobenzidina na mjestu specificnog vezanja Pt za antigen (A i B). Jezgre su obojene s
hematoksilinom i prikazuju se plavo. Kontrola jesu kozja IgG Pt irelevantne specificnosti (C, D). Izvorno
povecanje je x400, odnosno x1000. Analizirano je ukupno pet uzoraka u svakoj grupi. Ig-
Imunoglobulin; LXR- Jetreni X receptor (od eng. Liver X Receptor).

Metodom dvostruke imunofluorescencije na Slici 36A 1 B prikazan je izrazaj LXR biljega u
CD68+ stanicama sinovijske membrane. LXR biljeg obiljeZzavao se u jezgrama stanica (zelena
fluorescencija) ukljucujudi i jezgre manjeg broja CD68+ stanica (crvena fluorescencija) Sto je
zorno prikazano zutom fluorescencijom dvostruko pozitivnih CD68+LXR+ stanica (oznaceno
bijelim strelicama) u podru¢jima strome sinovijske membrane. Pozitivan izrazaj CD68 1 LXR
biljega odredena je na temelju kontrolnog obiljezavanja protutijelima istog razreda odnosno

podrazreda irelevantne specificnosti (Slika 14F).

92



x400

x1000

Slika 36. [zrazaj LXR u CD68+ stanicama u sinovijskoj membrani zrelog OA-a koljena metodom
dvostruke imunofluorescencije. Vezanje zecjeg IgGl protu-CD68 protutijela (Pt) fluorescira crveno, a
vezanje kozjeg IgG protu-LXR a+ [ Pt fluorescira zeleno po vezivanju kombinacije kozjeg protu-zecjeg
IgG obiljezenog s Alexa Fluor (AF) 594 i magareceg protu-kozjeg IgG Pt obiljezenog s AF 488.
Preklapanje zelene i crvene fluorescencije prikazuje se Zutom fluorescencijom i oznaceno je bijelim
strelicama. Jezgre fluoresciraju plavo (4',6-diamidin-2-fenilindol- DAPI). Izvorno povecanje je X400
(4) odnosno x1000 (B). Prikazan je jedan od pet obiljezavanih uzoraka u svakoj grupi. CD- Klaster
diferencijacije (od eng. Clusster of Differentiation); LXR- Jetreni X receptor (od eng. Liver X Receptor).

4.1.11. Izrazaj 4-HNE u sinovijskoj membrani bolesnika sa zrelim OA-om koljena

Izrazaj proizvoda oksidacije viSestruko nezasi¢enih omega-6 masnih kiselina 4-HNE u
sinovijskoj membrani prikazan je imunohistokemijskim obiljezavanjem (Slika 37). 4-HNE
(oznaceno crvenim strelicama) izraZen je u stanicama povrSinskog sloja sinovijskih izdanaka
(Slika 37A 1 B) 1 stanicama strome sinovijske membrane, krvnim i endotelnim stanicama
sinovijskih krvnih Zila (Slika 37C i D). Na temelju kontrole istog razreda protutijela irelevantne

specifi¢nosti odreden je pozitivan izrazaj 4-HNE biljega (Slika 37E 1 F).
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Slika 37. Izrazaj 4-HNE u sinovijskoj membrani bolesnika sa zrelim OA-om koljena.
Imunohistokemijsko obiljezavanje sa zecjim IgG protu-4-HNE protutijelima (Pt) prikazano je smedom
bojom 3°3- diaminobenzidina na mjestu specificnog vezanja protutijela za antigen (A-D) i oznaceno
crvenim strelicama unutar pravokutne ograde. Jezgre su obojene s hematoksilinom i prikazuju se plavo.
Kontrola jesu zecja IgG Pt irelevantne specificnosti (E i F). Izvorno povecanje je 400, odnosno x1000.
Analizirano je ukupno osam uzoraka u svakoj grupi. Ig- Imunoglobulin; 4-HNE- 4-hidroksinonenal.

Izrazaj 4-HNE u CD68+ stanicama metodom dvostruke imunofluorescencije prikazan je na
Slici 38. Najveci udio CD68+ (crvena fluorescencija) i 4-HNE+ (zelena fluorescencija) stanica
pokazuje izrazaj na povrSinskom sloju sinovijskih izdanaka. Brojne dvostruko pozitivne
CD68+4-HNE+ stanice (zuta fluorescencija) takoder su najizrazenije na povrSinskom sloju
sinovijskih izdanaka. Pozitivna fluorescencija za biljege CD68 i 4-HNE odredena je prema

kontroli istog podrazreda odnosno razreda protutijela irelevantne specifi¢nosti (Slika 14A).
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Slika 38. Izrazaj 4-HNE u CD68+ stanicama u sinovijskoj membrani zrelog OA-a koljena prikazan
metodom dvostruke imunofluorescencije. Vezanje misjeg IgG1 protu-CDG68 protutijela (Pt) fluorescira
crveno, a vezanje zecjeg I1gG protu-4-HNE Pt fluorescira zeleno po vezivanju kombinacije magareceg
protu-misjeg IgG obiljezenog s Alexa Fluor (AF) 594 i magareceg protu-zecjeg IgG Pt obiljezenog s AF
488. Preklapanje zelene i crvene fluorescencije prikazuje se zZutom fluorescencijom (oznaceno bijelim
strelicama). Jezgre fluoresciraju plavo (4',6-diamidin-2-fenilindol- DAPI). Izvorno povecanje je x100,
x400, odnosno x1000. Prikazan je jedan od Sest obiljezavanih uzoraka. CD- Klaster diferencijacije (od
eng. Clusster of Differentiation); 4-HNE- 4-hidroksinonenal.

4.2. Utjecaj 7-KC-a na smrtnost, fenotip i funkciju CD68+ stanica u suspenziji sinovijskih

mononuklearnih stanica zrelog OA-a koljena

4.2.1. Utjecaj 7-KC-a na smrtnost CD68+ stanica sinovijske membrane bolesnika sa

zrelim OA-om koljena

Smrtnost stanica sinovijske membrane primjenom rastucih koncentracija 7-KC-a odredena je
bojenjem s PI-om uz ocitanje proto¢nim citometrom (Slika 39). Smrtnost svjeze izdvojenih
CD68+ stanica je iznosila oko 5%, a 18 sati kultiviranih u RPMI mediju za kulturu iznosila je
oko 10%. Kultura CD68+ stanica s koncentracijom 1,25 ug/ml 7-KC-a statisticki je znacajno
povecala smrtnost CD68+ stanica u odnosu na svjeze izolirane (P = 0,008), a kultura CD68+
stanica s rastu¢im koncentracijama 7-KC-a (5 1 10 pg/ml) statisticki je znacajno povecala
smrtnost CD68+ stanica u odnosu na svjeze izdvojene i 18 sati kultivirane u RPMI mediju za
kulturu (P = 0,008). Smrtnost CD68+ stanica bila je najve¢a po stimulaciji sa 10 pg/ml
koncentracijom 7-KC-a i iznosila je oko 40% S§to je statisti¢ki znacajno viSe u odnosu na stanice

kultivirane 18 sati u RPMI mediju za kulturu ili svjeze izdvojene stanice (P = 0,004).
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Slika 39. Smrtnost CD68+ stanica sinovijske membrane bolesnika sa zrelim OA-om koljena. Postotak
mrtvih CD68+ stanica obiljezenih s Pl-om (1,75 ug/ml) analiziran je u svjeze izdvojenoj suspenziji
mononuklearnih stanica te nakon 18 sati kulture u RPMI mediju za kulturu, odnosno s dodatkom 7-
ketokolesterola (7-KC, od engl. 7-ketocholesterol) u rastucim koncentracijama (1,25; 2,5; 5 i 10 ug/ml).
Razine statisticke znacajnosti su *P = 0,008 i **P = 0,004 u Sest neovisnih obiljezavanja po pojedinoj
grupi (Kruskal-Wallis test i post- hoc Dunn test). CD- Klaster diferencijacije (od eng. Clusster of
Differentiation).

4.2.2. Utjecaj 7-KC-a na izrazaj TLR4 na CD68+ stanicama sinovijske membrane
bolesnika sa zrelim OA-om koljena

Slika 40 prikazuje utjecaj 7-KC-a na izrazaj TLR4 na CD68+ stanicama izdvojenim iz

suspenzije mononuklearnih stanica sinovijske membrane zrelog OA-a koljena.
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Slika 40. Utjecaj 7-ketokolesterola (7-KC, od engl. 7-ketocholesterol) na izrazaj TLR4 na CD68+
stanicama. Analiza izrazaja TLR4 je ucinjena iz suspenzije mononuklearnih stanica sinovijske
membrane bolesnika sa zrelim OA-om koljena inkubiranih u RPMI mediju za kulturu ili u mediju sa 7-
KC-om u rastuéim koncentracijama (1,25; 2,5; 5i 10 ug/ml). Razina statisticke znacajnosti je *P = 0,01
u 6-8 neovisnih obiljezavanja po pojedinoj grupi (Kruskal-Wallis test i post-hoc Dunn test). TLR4 -
Receptor slican Toll-u 4 (od eng. Toll-like Receptor 4).
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7-KC smanjuje postotak CD68+TLR4+ stanica na nacin ovisan o koncentraciji (1,25; 2,5; 5 1
10 pg/ml). Udio CD68+ stanica koje izrazavaju TLR4 iznosi do 5% nakon 18 sati kulture sa 10
pg/ml 7-KC-om, §to je statisticki znacajno manje (P = 0,01) u odnosu na stanice kultivirane u

RPMI mediju za kulturu.

4.2.3. Utjecaj LPS-a na FITC-dekstran pinoendocitozu svjeZe izdvojenih CD68+ stanica

sinovijske membrane bolesnika sa zrelim OA-om koljena

Proto¢nom citometrijom analizan je utjecaj LPS-a na pinoendocitozu FITC-dekstrana u svjeze
izdvojenih CD68+ stanica sinovijske membrane (Slika 41). LPS, snazan aktivator Thl
imunoloskog odgovora, je statisticki znacajno smanjio pinoendocitozu FITC-dekstrana u

odnosu na CD68+ stanice kultivirane samo u RPMI mediju za kulturu (P = 0,01).
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Slika 4110. Pinoendocitoza FITC-dekstrana u ogradene CD68+ stanice iz suspenzije mononuklearnih
Stanica sinovijske membrane bolesnika sa zrelim OA-om koljena. Rezultati su prikazani kao srednji
intenzitet fluorescencije ili MFI (od engl. Mean Fluorescence Intensity) za FITC-dekstran u CD68+
stanicama kultiviranim u RPMI mediju za kulturu 18 sati (100% vrijednosti MFI) dok je vrijednost MFI
za FITC-dekstran stimulacijom CD68+ stanica s lipopolisaharidom (LPS, 10 ng/ml) izracunata kao
postotak navedene vrijednosti. Razina statisticke znacajnosti je *P = 0,01 (Mann Whithey U test).
Izvedeno je Sest neovisnih pokusa po pojedinoj grupi.
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4.2.4. Usporedba 7-KC-a i LPS-a na izrazaj receptora za prepoznavanje obrazaca na

CD68+ stanicama sinovijske membrane bolesnika sa zrelim OA-om koljena

CD206 i CD91 se ubrajaju u skupinu receptora za prepoznavanje obrazaca i imaju ulogu u
procesu vezanja, endocitoze 1 prezentacije antigena. Inkubacija CD68+ stanica u mediju samo
sa 7- KC-om 1 samo s LPS-om statisticki je znaCajno smanjila frekvenciju izrazaja biljega
CD206 u odnosu na stanice kultivirane u RPMI mediju za kulturu (P = 0,01) dok inkubacija sa
7-KC-om i LPS-om statisti¢ki nije znac¢ajno promijenila izrazaj CD206 u odnosu na CD68+

stanice inkubirane u RPMI mediju za kulturu (Slika 42A).

Inkubacija CD68+ stanica u mediju sa 7-KC-om, kombinacijom 7-KC-a i LPS-a te samo s LPS-
om statisticki je znacajno smanjila frekvenciju izrazaja CD91 na CD68+ stanicama u odnosu

na stanice kultivirane u RPMI mediju za kulturu (P = 0,01) (Slika 42B).
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Slika 4211. Izrazaj receptora za prepoznavanje obrazaca CD206 (4) i CD91 (B) na CD68+ stanicama
iz suspenzije mononuklearnih stanica sinovijske membrane bolesnika sa zrelim OA-om koljena. Analiza
izrazaja je ucinjena iz suspenzije mononuklearnih stanica sinovijske membrane bolesnika sa zrelim OA4-
om koljena i to svjeze izdvojenim, inkubiranim u RPMI mediju za kulturu, u mediju sa 7-
ketokolesterolom (7-KC, od engl. 7-ketocholesterol) (10 ug/ml), u mediju sa 7-KC-om (10 ug/ml) i
lipopolisaharidom (LPS) (10 ng/ml) ili u mediju s LPS-om (10 ng/ml) nakon 18 sati na 37 °C. Rezultati
su izrazeni kao postotak (%). Razina statisticke znacajnosti je *P = 0,01 (Kruskal-Wallis test i post-hoc
Dunn test) u 6-8 neovisnih obiljezavanja po pojedinoj grupi. CD- Klaster diferencijacije (od eng.
Clusster of Differentiation).
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4.2.5. Utjecaj 7-KC-a na izrazaj receptora za kemokine na CD68+ stanicama sinovijske

membrane bolesnika sa zrelim OA-om koljena

Analiza izrazaja CC receptora za kemokin (CCR) 5, kojeg je izrazavalo 15,6% (12,7 - 20,0%)
svjeze izdvojenih CD68+ stanica, prikazana je na slici 43A. Inkubacija CD68+ stanica u mediju
samo sa 7-KC-om, 7-KC-om i1 LPS-om i samo s LPS-om statisticki je znacajno smanjila
frekvenciju izrazaja CCRS5 u odnosu na stanice inkubirane u RPMI mediju za kulturu (P=0,01).
Analiza izrazaja receptora CCR7 prikazana je na slici 43B. Mali udio svjeze izdvojenih CD68+
stanica izrazavalo je biljeg CCR7. Frekvencija izrazaja CCR7 na CD68+ stanicama je statisticki
znacajno porasla inkubacijom samo sa 7-KC-om (P=0,004), 7-KC i LPS-om i samo s LPS-om
(oba P =0,01). Frekvencija izrazaja CCR7 statistic¢ki je znacajno porasla i inkubacijom CD68+
stanica samo sa 7-KC-om (P = 0,004), 7-KC-om i LPS-om (oba P =0,01) i samo s LPS-om (P

= 0,004) u odnosu na svjeze izdvojene CD68+ stanice i one inkubirane u RPMI mediju za

kulturu.
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Slika 43. [zrazaj receptora za kemokine CCR5 (4) i CCR7 (B) na CD68+ stanicama. Analiza je ucinjena
iz suspenzije mononuklearnih stanica sinovijske membrane bolesnika sa zrelim OA koljena i to svjeze
izdvojenim, inkubiranim u RPMI mediju za kulturu, u mediju sa 7-ketokolesterolom (7-KC, od engl. 7-
ketocholesterol) (10 ug/ml), u mediju sa 7-KC-om (10 ug/ml) i lipopolisaharidom (LPS) (10 ng/ml) ili
u mediju s LPS-om (10 ng/ml) nakon 18 sati na 37 °C. Rezultati su izrazeni kao postotak (%). Razine
statisticke znacajnosti su *P = 0,01; **P = 0,004 (Kruskal-Wallis test i post-hoc Dunn test) u 6-8
neovisnih obiljezavanja po pojedinoj grupi. CCR- CC kemokinski receptor (od eng. CC chemokine
Receptor)
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4.2.6. Utjecaj 7-KC-a na izraZaj receptora mamilica na CD68+ stanicama sinovijske

membrane bolesnika sa zrelim OA-om koljena

Analiza izrazaja proupalnog kemokinskog D6 receptora, kojeg je na povrsini izrazavalo oko
15% svjeze izdvojenih CD68+ stanica, prikazana je na slici 44A. Stimulacija samo sa 7-KC-
om, 7-KC-om i LPS-om i1 samo s LPS-om statisticki je znacajno smanjila frekvenciju izrazaja
D6 na CD68+ stanicama u odnosu na stanice kultivirane u RPMI mediju za kulturu (P = 0,01).
Na Slici 44B prikazana je analiza izrazaja IL-1R tip II receptora na povrSini CD68+ stanica.
Oko 35% svjeze izdvojenih CD68+ stanica izrazavalo je IL-1R tip II receptor, a stimulacija
samo sa 7-KC-om, 7-KC-om 1 LPS-om i samo s LPS-om nije pokazala statisti¢ku znacajnost

na njegov izrazaj na povrsini u odnosu na svjeze izdvojene i stanice kultivirane u RPMI mediju

za kulturu.
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Slika 44. Izrazaj receptora mamilica za proupalne kemokine D6 (A) i za IL-1R vrste Il (B) na CD68+
stanicama. Analiza je ucinjena iz suspenzije mononuklearnih stanica sinovijske membrane bolesnika sa
zrelim OA-om koljena i to svjeze izdvojenim, inkubiranim u RPMI mediju za kulturu, u mediju sa 7-
ketokolesterolom (7-KC, od engl. 7-ketocholesterol) (10 ug/ml), u mediju sa 7-KC-om (10 ug/ml) i
lipopolisaharidom (LPS) (10 ng/ml) ili u mediju s LPS-om (10 ng/ml) nakon 18 sati na 37 °C. Rezultati
su izrazeni kao postotak (%). Razina statisticke znacajnosti je *P = 0,01 (Kruskal-Wallis test i post-hoc
Dunn test) u 6 neovisnih obiljezavanja po pojedinoj grupi. IL-1R- Interleukin-1 receptor.

4.2.7. Utjecaj 7-KC-a na izrazaj receptora HLA-DR i kostimulacijskih molekula CD80 i

CD86 na CD68+ stanicama sinovijske membrane bolesnika sa zrelim OA-om koljena

Utjecaj 7-KC-a na izrazaj HLA-DR, CD80 1 CD86 biljega prikazan je na Slici 45. Stimulacija
svjeze izdvojenih CD68+ stanica samo sa 7-KC-om, 7-KC-om i LPS-om i samo s LPS-om nije

statisticki znacajno utjecala na frekvenciju izrazaja povrsSinskog HLA-DR receptora u odnosu
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na svjeze izdvojene i stanice kultivirane u RPMI mediju za kulturu (Slika 45A). Frekvencija
izrazaja kostimulacijske molekule CD80 nije se statisticki znacajno promijenila po stimulaciji
CD68+ stanica samo sa 7-KC-om, 7-KC-om i LPS-om i samo LPS-om u odnosu na svjeze
izdvojene 1 stanice kultivirane u RPMI mediju za kulturu (Slika 45B). Udio CD86 molekula bio
je statisticki znacajno visi po stimulaciji samo sa 7-KC-om, 7-KC-om i LPS-om i1 samo s LPS-

om (P =0,01) u odnosu na stanice inkubirane u RPMI mediju za kulturu (Slika 45C).
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Slika 45. Izrazaj HLA-DR (A4) i kostimulacijskih receptora CD80 (B) i CD86 (C) na CD68+ stanicama.
Analiza je ucinjena iz suspenzije mononuklearnih stanica sinovijske membrane bolesnika sa zrelim OA-
om koljena i to svjeze izdvojenim, inkubiranim u RPMI mediju za kulturu, u mediju sa 7-
ketokolesterolom (7-KC, od engl. 7-ketocholesterol) (10 ug/ml), u mediju sa 7-KC-om (10 ug/ml) i
lipopolisaharidom (LPS) (10 ng/ml) ili u mediju s LPS-om (10 ng/ml) nakon 18 sati na 37 °C. Rezultati
su izrazeni kao postotak (%). Razina statisticke znacajnosti je *P = 0,01 (Kruskal-Wallis test i post-hoc
Dunn test) u 6 neovisnih obiljezavanja po pojedinoj grupi. CD- Klaster diferencijacije (od eng. Clusster
of Differentiation); HLA-DR- Humani leukocitni antigen- DR (od eng. Human Leukocyte Antigen- DR).

4.2.8. Utjecaj 7-KC-a na izrazaj arginaze-1 i iNOS biljega u CD68+ stanicama sinovijske

membrane bolesnika sa zrelim OA-om koljena

Utjecaj 7-KC-a na izrazaj M2 biljega arginaze-1 1 M1 biljega iNOS u CD68+ stanicama
prikazan je na Slici 46. Utjecaj 7-KC-a na izrazaj M2 biljega arginaze-1 u CD68+ stanicama
prikazan je na Slici 46A. Sam 7-KC (P = 0,000009), 7-KC i LPS (P = 0,00007) i sam LPS (P=
0,00007) statisticki su znac¢ajno smanjili frekvenciju izrazaja arginaze-1 u odnosu na svjeze
izdvojene stanice. U odnosu na stanice inkubirane u RPMI mediju za kulturu, sam 7-KC (P
= 0,000000), 7-KC i LPS (P = 0,000000) i sam LPS (P = 0,000000) su statisticki znac¢ajno
smanjili frekvenciju izrazaja arginaze-1.

Utjecaj 7-KC-a na izrazaj M1 biljega iNOS u CD68+ stanicama prikazan je na Slici 46B.
Ucinak stimulacije CD68+ stanica pokazao je da 7-KC 1 LPS (P =0,00007) 1 sam LPS (P
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= 0,00007) statisticki znacajno povecavaju frekvenciju izrazaja iNOS-a u odnosu na svjeze
izdvojene stanice. 7-KC i LPS (P = 0,00007) i sam LPS (P = 0,00007) statisti¢ki su zna¢ajno
povecali i1 frekvenciju njegovog izrazaja u odnosu na stanice inkubirane u RPMI mediju za
kulturu. Inkubacija sa 7-KC-om i LPS-om (P = 0,00007) i samo s LPS-om (P = 0,00007)
statistiCki je znaCajno povecala frekvenciju izrazaja biljega iNOS na CD68+ stanicama u

odnosu na stanice inkubirane samo sa 7-KC-om.
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Slika 46. Izrazaj arginaza-1(A4) i iNOS (B) biljega u CD68+ stanicama. Analiza je ucinjena iz suspenzije
mononuklearnih stanica sinovijske membrane bolesnika sa zrelim OA-om koljena i to svjeZe izdvojenim,
inkubiranim u RPMI mediju za kulturu, u mediju sa 7-ketokolesterolom (7-KC, od engl. 7-
ketocholesterol) (10 ug/ml), u mediju sa 7-KC-om (10 pg/ml) i lipopolisaharidom (LPS) (10 ng/ml) ili
u mediju s LPS-om (10 ng/ml) nakon 18 sati na 37 °C. Rezultati su izrazeni kao postotak (%). Razine
statisticke znacajnosti su *P = 0,00007, **P = 0,000009 i ***P = 0,000000 (Kruskal-Wallis test i post-
hoc Dunn test) u 6 neovisnih obiljezavanja po pojedinoj grupi. iNOS- inducibilna sintaza dusikovog
oksida (od engl. inducible Nitric Oxide Synthase).

Odnos izrazaja arginaza-1+ 1 iNOS+ biljega u CD68+ stanicama nije pokazao statisticki
znacajnu razliku u svjeZe izdvojenim (Slika 47A) 1 stanicama inkubiranim u RPMI mediju za
kulturu (Slika 47B). Inkubacija stanica u mediju samo sa 7-KC-om (Slika 47C), 7-KC-om i
LPS-om (Slika 47D) 1 samo s LPS-om (Slika 47E) nakon 18 sati na 37 °C uzrokovala je
statistiCki znacajan porast izraZaja biljega iNOS u odnosu na izrazaj arginaze-1 (P=0,002, P

=0,00051 P =0,00009).
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Slika 47. Odnos izrazaja arginaze-1 i iNOS-a u CD68+ stanicama sinovijske membrane bolesnika sa
zrelim OA-om koljena. Analiza je ucinjena iz suspenzije mononuklearnih stanica sinovijske membrane
bolesnika sa zrelim OA-om koljena i to svjeze izdvojenim (0 sati) (A), inkubiranim u RPMI mediju za
kulturu (B), u mediju sa 7-ketokolesterolom (7-KC, od engl. 7-ketocholesterol) (10 ug/mli) (C), u mediju
sa 7-KC-om (10 pg/ml) i lipopolisaharidom (LPS) (10 ng/ml) (D) ili u mediju s LPS-om (10 ng/ml) (E)
nakon 18 sati na 37 °C. Razine statisticke znacajnosti su *P = 0,002; **P = 0,0005 i ***P = 0,00009
(Kruskal-Wallis test i post-hoc Dunn test) u 10 neovisnih obiljeZzavanja po pojedinoj grupi. CD- Klaster
diferencijacije (od eng. Clusster of Differentiation).

4.2.9. Utjecaj 7-KC-a na izrazaj proupalnih kemokina CCL2 i CCL3 u CD68+ stanicama

sinovijske membrane bolesnika sa zrelim OA-om koljena

Frekvencija izraZzaja proupalnih kemokina CCL2 1 CCL3 u CD68+ stanicama po stimulaciji sa
7-KC-om prikazan je na Slici 48. Stimulacijom CD68+ stanica koje su izrazavale CCL2 biljeg
(Slika 48A) samo sa 7-KC-om (P = 0,002), 7-KC-om i LPS-om (P = 0,005) i samo s LPS-om
(P = 0,005) statisticki se znac¢ajno povecala frekvencija njegovog izraZaja u odnosu na stanice
kultivirane u RPMI mediju za kulturu. Inkubacija stanica sa 7-KC-om i LPS-om (P = 0,01) 1
samo s LPS-om (P = 0,01) takoder je pokazala statisticki znaCajniji porast frekvencije izrazaja
CCL2 u odnosu na stanice inkubirane samo sa 7-KC-om.

CD68+ stanice koje su izrazavale CCL3 biljeg (slika 48B) statisticki su znacajno povecale
njegov izrazaj stimulacijom sa 7-KC-om i LPS-om (P = 0,0008) i samo s LPS-om (P = 0,0008)
u odnosu na svjeZe izdvojene stanice. U odnosu na stanice inkubirane u RPMI mediju za
kulturu, sam 7-KC (P = 0,005), 7-KC 1 LPS (P = 0,005) 1 sam LPS (P = 0,005) takoder su
statisticki znacajno povecali izrazaj CCL3. Inkubacija stanica sa 7-KC-om i LPS-om (P=0,005)
i samo s LPS-om (P = 0,005) statisticki je znacajno povecala frekvenciju izrazaja CCL3 u

CD68+ stanicama u odnosu na stanice inkubirane samo sa 7-KC-om.
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Slika 48. Izrazaj proupalnih kemokina CCL2 (A) i CCL3 (B) u CD68+ stanicama. Analiza je ucinjena
iz suspenzije mononuklearnih stanica sinovijske membrane bolesnika sa zrelim OA-om koljena i to
svjeze izdvojenim, inkubiranim u RPMI mediju za kulturu, u mediju sa 7-ketokolesterolom (7-KC, od
engl. 7-ketocholesterol) (10 pg/ml), u mediju sa 7-KC-om (10 ug/ml) i lipopolisaharidom (LPS) (10
ng/ml) ili u mediju s LPS-om (10 ng/ml) nakon 18 sati na 37 °C. Rezultati su izraZeni kao postotak (%).
Razine statisticke znacajnosti su *P = 0,01, **P = 0,001 - 0,008 i ***P = 0,0004 - 0,0008 (Kruskal-
Wallis test i post- hoc Dunn test) u 6 neovisnih obiljezavanja po pojedinoj grupi. CCL- CC kemokinski
ligand (od eng. C-C Motif Chemokine Ligand).

4.2.10. Utjecaj 7-KC-a na izrazaj protuupalnih kemokina CCL22 i CCL17 u CD68+

stanicama sinovijske membrane bolesnika sa zrelim OA-om koljena

Utjecaj 7-KC-a na protuupalne kemokine CCL22 1 CCL17 u CD68+ stanicama prikazan je na
Slici 49. Inkubacija svjeze izdvojenih CD68+ stanica samo sa 7-KC-om, 7-KC-om 1 LPS-om 1
samo s LPS-om nije utjecala na frekvenciju izraZzaja CCL22 (Slika 49A) u odnosu na svjezZe
izdvojene i stanice kultivirane u RPMI mediju za kulturu. Inkubacija svjeze izdvojenih CD68+
stanica samo sa 7-KC-om, 7-KC-om 1 LPS-om i1 samo s LPS-om statisticki je znac¢ajno smanjila
frekvenciju izrazaja CCL17 (Slika 49B) u odnosu na svjeze (P = 0,004, P = 0,001 i P = 0,004)
1 stanice kultivirane u RPMI mediju za kulturu (P=0,01, P=0,003 1 P=0,01). Inkubacija samo
s LPS-om takoder je statisti¢ki znacajno smanjila frekvenciju izrazaja CCL17 u CD68+
stanicama u odnosu na stanice inkubirane samo sa 7-KC-om (P =0,01) i te sa 7-KC-om i LPS-

om (P=0,003).
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Slika 49. Izrazaj protuupalnih kemokina CCL22 (A) i CCL17 (B) u CD68+ stanicama. Analiza je
ucinjena iz suspenzije mononuklearnih stanica sinovijske membrane bolesnika sa zrelim OA-om koljena
i to svjeze izdvojenim, inkubiranim u RPMI mediju za kulturu, u mediju sa 7-ketokolesterolom (7-KC,
od engl. 7-ketocholesterol) (10 pg/ml), u mediju sa 7-KC-om (10 pg/ml) i lipopolisaharidom (LPS) (10
ng/ml) ili u mediju s LPS-om (10 ng/ml) nakon 18 sati na 37 °C. Rezultati su izrazeni kao postotak (%).
Razine statisticke znacajnosti su *P = 0,01 i **P = 0,001-0,004 (Kruskal Wallis test i post-hoc Dunn
test) u 6 neovisnih obiljezavanja po pojedinoj grupi. CCL- CC kemokinski ligand (od eng. C-C Motif
Chemokine Ligand).

4.2.11. Utjecaj 7-KC-a na izrazaj IFN-y, IL-17 i IL-15 u CD68+ stanicama sinovijske

membrane bolesnika sa zrelim OA-om koljena

Utjecaj 7-KC-a na izrazaj IFN-y, IL-15 1 IL-17 koji djeluju kao snaZzni promotori sinteze
proupalnih citokina prikazan je na Slici 50. Inkubacija CD68+ stanica u RPMI mediju za
kulturu (P = 0,001), samo sa 7-KC-om (P = 0008), 7-KC-om i LPS-om (P = 0,001) i samo s
LPS-om (P = 0,001) statisti¢ki je znac¢ajno smanjio udio izrazaja IFN-y u odnosu na svjeze
stanice (Slika 50A). Inkubacijom stanica u RPMI mediju za kulturu, samo sa 7-KC-om, 7-KC-
om i1 LPS-om i samo s LPS-om dovelo je takoder do statisticki znaajnog smanjenja udjela
izrazaja IL-17 u odnosu na svjeze stanice (P=0,008) (Slika 50B). Frekvencija izrazaja IL-15 u
CD68+ stanicama (Slika 50C) nije imala statisticki znaajnu promjenu po stimulaciji samo sa
7-KC-om, 7-KC-om i LPS-om i samo s LPS-om u odnosu na svjeZe i stanice kultivirane u
RPMI mediju za kulturu. Statisticki znacajno nizi izrazaj IL-15 imaju CD68+ stanice koje su

inkubirane u RPMI mediju za kulturu u odnosu na svjeze izolirane stanice (P =0,01).
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Slika 50. Izrazaj IFN-y (A), IL-17 (B) i IL-15 (C) u CD68+ stanicama. Analiza je ucinjena iz suspenzije
mononuklearnih stanica sinovijske membrane bolesnika sa zrelim OA-om koljena i to svjeze izdvojenim,
inkubiranim u RPMI mediju za kulturu, u mediju sa 7-ketokolesterolom (7-KC, od engl. 7-
ketocholesterol) (10 ug/ml), u mediju sa 7-KC-om (10 ug/ml) i lipopolisaharidom (LPS) (10 ng/ml) ili
u mediju s LPS-om (10 ng/ml) nakon 18 sati na 37 °C. Rezultati su izraZeni kao postotak (%). Razine
statisticke znacajnosti su *P = 0,01, **P = 0,001 i ***P = 0,0008 (Kruskal-Wallis test i post-hoc Dunn
test) u 6 neovisnih obiljezavanja po pojedinoj grupi. IL- Interleukin; IFN-y- Interferon gama.

4.3. Vezanje Hsp70 za TLR4 na CD68+ stanicama sinovijske membrane bolesnika sa

zrelim OA-om koljena

Slika 51. prikazuje postotak CD68+TLR4+ mononuklearnih stanica sinovijske membrane
zrelog OA koljena inkubiranih u RPMI mediju za kulturu 1 u mediju po stimulaciji s rastu¢im
koncentracijama Hsp70. Postotak CD68+ stanica koje izraZzavaju TLR4 smanjuje se paralelno
s povecanjem koncentracije Hsp70. Frekvencija izrazaja TLR4 (5%) na CD68+ stanicama po
stimulaciji s 2 pg/ml Hsp70 bila je dva puta niza u odnosu na izrazaj TLR4 (10%) na CD68+
stanicama kultiviranim samo u RPMI mediju za kulturu Sto potvrduje vezanje Hsp70 za TLR4

izrazen na CD68+ stanicama in vitro.
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Slika 51. Izrazaj TLR4 na CD68+ stanicama po stimulaciji s Hsp70. Analiza je ucinjena iz suspenzije
svjeze mononuklearnih stanica sinovijske membrane bolesnika sa zrelim OA-om koljena inkubiranih u
RPMI mediju za kulturu ili u mediju s rastuc¢im koncentracijama Hsp70 (0,5; 1 i 2 ug/ml) tijekom 30
min na +4 °C. Razina statisticke znacajnosti je *P = 0,01 (Kruskal-Wallis test i post-hoc Dunn test) u 5
neovisnih obiljezavanja po pojedinoj grupi.Hsp70- Protein toplinskog stresa 70 (od eng. Heat Shock
Protein 70); TLR4 - Receptor slican Toll-u 4 (od eng. Toll-like Receptor 4).

4.4. Izrazaj GNLY-a i GNLY-om posredovana apoptoza u limfocitima periferne krvi

bolesnika s ranim OA-om koljena u odnosu na zdravu kontrolu

4.4.1. Izrazaj GNLY-a u limfocitima periferne krvi bolesnika s ranim OA-om koljena i

zdrave kontrole

Imunocitokemijskim obiljezavanjem GNLY-a u limfocitima periferne krvi vizualiziran je veci
broj GNLY+ limfocita (oznaceno crvenim strelicama) u bolesnika s ranim OA-om koljena u

odnosu na zdravu kontrolu (Slika 52).
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Slika 52. Imunocitokemijsko obiljezavanje granulizina u limfocitima periferne krvi. GNLY je obiljezen

misja IgG1

imunoperoksidaznom metodom uz pomo¢ RC8 misjeg 1gGl protu-GNLY protutijela u limfocitima
periferne krvi bolesnika s ranim OA-om koljena (A) i zdrave kontrole (B). Prikazan je u crvenoj boji uz
pomo¢ aminoetil karbazola (oznaceno crvenim strelicama) u usporedbi s kontrolom istog podrazreda
irelevantne specificnosti (misji IgG1). Prikazan je jedan od tri neovisno obiljezavana uzorka. Izvorno
povecanje je x1000. Ig- Imunoglobulin.

Izrazaj GNLY-a dodatno je analiziran 1 proto¢nom citometrijom. Rezultati analize limfocita
periferne krvi postavljenih unutar ograde (R)1 prikazani su tockastim dijagramima i
histogramima u bolesnika s ranim OA-om (Slika 53A) i zdravim kontrolama (Slika 53B).
Tockasti dijagram bolesnika s OA-om pokazuje da se 8,9% GNLY+ stanica nalazi unutar R2
ograde u odnosu na IgG1 kontrolu irelevantne specifi¢nosti (0,2%), odnosno histogramskim
prikazom, 8,7% GNLY+ stanica nalazi se unutar analizirane populacije limfocita (Slika 53A).
Kod zdravih kontrola, 3,2% GNLY+ stanica nalazi se unutar R2 ograde u odnosu na IgG1
kontrolu irelevantne specifi¢nosti (0,9%), odnosno prikazano histogramom, 2,3% GNLY+
stanica nalazi se unutar analizirane populacije limfocita (Slika 53B). Frekvencija izrazaja
GNLY+ limfocita periferne krvi je visa [7.5% (2.8-9%)] kod OA bolesnika u odnosu na zdrave
kontrole [1.7% (0.3-3.9%)] (Slika 53C). Takoder, intenzitet fluorescencije GNLY+ limfocita
statisticki je znacajno visi (P =0,000001) kod OA bolesnika u odnosu na zdrave kontrole (Slika
53D). Koncentracija GNLY-a u serumu, analizirana ELISA metodom, kod OA bolesnika i

zdrave kontrole, bila je <0,3 ng/ml.

108



A R1 ograda

104 2 104 -
- 10 10.2% G108 [89% 2| 87%
“ —10! i 210! #r =
b7 100 = i r.“j 10° _— i o )
FSC-H = FSC-H 10° 102 104
GNLY
B
10¢ -
— _10° 2| 23%
1 2 =
S B 3
== g0 el
FSC-H 100 102 104
GNLY
C D
20 60000
18 ....................................
16 S0 3k
4 Emm
el S
= 10 % 000
; 8 E
O s %:M}D
4 T 0 medijan
) 10000 [J25%-75%
; . - . —t= A T uobicajeni raspon
OA Ctrl OA Ctrl

Slika 53. Izrazaj GNLY-a u limfocitima periferne krvi bolesnika s ranim OA-om koljena i zdravim
kontrolama. Ograda Rl je postavijena na limfocite. Reprezentativni primjeri tockastih dijagrama i
histogrami pokazuju rezultate analize limfocita unutar R1 ograde protocnom citometrijom za GNLY+
stanice obiljezene RCS8 misjim IgG1 protu-GNLY monoklonskim protutijelom (ogradene u R2 ogradi)
kod bolesnika s OA-om (A) i zdravim kontrolama (B) u usporedbi s obiljezavanjem s protutijelom iste
podvrste irelevantne specificnosti. Grafovi pokazuju medijan (raspon) postotka (C) i srednjeg
intenziteta fluorescencije ili MFI (od engl. Mean Fluorescence Intensity) (D) za GNLY+ limfocite u
bolesnika s OA-om i zdravim kontrolama analiziranim protocnom citometrijom (n = 18). Razine
statisticke znacajnosti su *P = 0,003 i **P = 0,000001 (Mann-Whitney U test). Ctrl- Zdrava kontrola,
GNLY- Granulizin;, OA- Osteoartritis.

109



Konfokalnom mikroskopijom analizirana je kolokalizacija GNLY-a (crvena fluorescencija) u
odnosu na biljeg egzocitoze LAMP-1 (zelena fluorescencija) u limfocitima bolesnika s ranim
OA-om koljena (Slika 54A) i1 zdravim kontrolama (Slika 54B). Kolokalizacija GNLY-a i
LAMP-1 prikazuje se zutom fluorescencijom, kao rezultat preklapanja crvene fluorescencije
GNLY-a 1 zelene fluorescencije LAMP-1 u citotoksicnim efektorskim stanicama kontrola, ali
prvenstveno kod OA bolesnika. Izrazena je u jednoj polovici stanice i formira oblik nalik
pecatnom prstenu. Stupicasti grafovi (Slika 54A i1 B) prikazuju pojedinacne vrijednosti postotka
kolokalizacije GNLY-a lokaliziranog unutar LAMP-1+ granula za cetiri neovisna uzorka po
grupi. Kod OA bolesnika medijan (25. — 75. percentil) GNLY-a unutar LAMP-1+ granula
iznosio je 32,2% (35,4 - 38,5%) 1 nije se statisticki znacajno razlikovao u odnosu na zdrave

kontrole [51% (48,0 - 51,4%)].
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Slika 54. Konfokalna laserska mikroskopija GNLY-a (crvena fluorescencija) i LAMP 1 (zelena
fluorescencija) u limfocitima bolesnika s ranim OA-om koljena (A) i kontrolom (B). Kolokalizacija
GNLY i LAMP-1 prikazuje se zZutom fluorescencijom kao rezultat preklapanja zelene i crvene
fluorescencije. Izvorno povecanje slika je 900x8. Postotak kolokalizacije GNLY i LAMP-1 prikazan je
u stupicastim grafovima za svaki od Cetiri neovisna uzorka (A i B). B- Bolesnik; Ctrl- Zdrava kontrola;
GNLY- Granulizin;, OA- Osteoartritis,
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4.4.2. Citotoksi¢ni potencijal GNLY+ izvrS$nih stanica
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Slika 55. Udio GNLY+ stanica u subpopulacijama limfocita periferne krvi. Ucestalost izrazaja GNLY-
a u CD3-CD56+ NK stanicama, CD3+CD56- T stanicama i CD3+ CD56+ NKT stanicama izmedu
bolesnika s ranim OA-om koljena i zdrave kontrolne skupine (A). Razine statisticke znacajnosti su *P =
0,03, **P = 0,01 i ***P = 0,003 (Mann-Whitney U test) u 18 neovisnih obiljezavanja. Kvadranti u
tockastim dijagramima ilustriraju analizu subpopulacija limfocita bolesnika s ranim OA-om koljena (B)
i zrdavih kontrola (C), koje se odnose na oznacavanje CD3/CD56, odnosno kontrolnih protutijela iste
podvrste, ali irelevantne specificnosti. GNLY+ stanice unutar subpopulacija limfocita prikazane su kao
ispunjeni histogrami u odnosu na kontrolno obiljezavanje (prazni histogrami) za bolesnike s OA (B) i
zdrave kontrolne skupine (C). CD- Klaster diferencijacije (od eng. Clusster of Differentiation); Ctri-
Zdrava kontrola;, GNLY- Granulizin, Ig- Imunoglobulin, OA- Osteoartritis; PE- Fikoeritrin (od eng.
Phycoerythrin); PE-Cy5- Fikoeritrin-cianin (od eng. Phycoerythrin- Cyanin).

Udio GNLY+ stanica u subpopulacijama CD3-CD56+ stanicama NK, CD3+CD56- limfocitima
T i CD3+CD56+ stanicama NKT statisticki je znac¢ajno visi kod OA bolesnika u odnosu na
kontrolnu skupinu (P = 0,01, P = 0,03 odnosno P =0,003) (Slika 55A). Tockastim dijagramima

prikazana je analiza limfocita periferne krvi kod OA bolesnika (Slika 55B) 1 kontrolne skupine
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(Slika 55C) koji prikazuju udio CD3-CD56+ stanica NK (9,96 odnosno 8,56%), CD3+
CD56- limfocita T (7 odnosno 5,78%) i CD3+ CD56+ stanica NKT (64,6 odnosno 73,38%) u
odnosu na kontrolna protutijela iste podvrste irelevantne specifi¢nosti. Te vrijednosti
odgovaraju medijanu (25. — 75. percentil) stanica NK [8,3% (6,8 - 10%)], limfocita T [73,2%
(70,4 - 76,5%)] 1 stanica NKT [2,9% (2,1 - 3,9%)] kod OA bolesnika. U odnosu na dobivene
vrijednosti kod OA bolesnika, nema statisticki znaCajne razlike stanica NK [10,3%
(7,2 - 14,5%)], limfocita T [70,6% (67,2 - 75%)] 1 stanica NKT [3,5% (2,3-5,4%)] u kontrolnoj
skupini. Histogrami u sklopu Slike 55B 1 C prikazuju frekvenciju izrazaja GNLY+ stanica
unutar subpopulacija limfocita periferne krvi kod OA bolesnika i zdrave kontrole. Histogrami
su dobiveni na temelju razlike izmedu postotka GNLY+ stanica i postotka GNLY+ stanica u

kontroli istog podrazreda protutijela irelevantne specifi¢nosti.
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Slika 56. Analiza apoptoze posredovane GNLY-om u stanicama prirodnim ubojicama (NK) (od engl.
Natural Killer Cells) periferne krvi. Stupci u dijagramima prikazuju srednje vrijednosti rane apoptoze
K-562 stanica kokultiviranih sa stanicama NK iz bolesnika s ranim OA-om koljena (A) ili zdrave
kontrole (B) u navedenim omjerima u samom mediju, s protu-perforinskim (protu-P) monoklonskim
protutijelima (mPt), s protu-GNLY RC8 mPt, ili s kombinacijom protu-perforinskim mPt i protu-GNLY
RC8 mPt. Razine statisticke znacajnosti su *P = 0,01 i **P = 0,006 (Kruskal-Wallis i post-hoc Dunnov
test) u 5-6 mjerenja po skupini. Ctrl- Zdrava kontrola; OA- Osteoartritis.

Slika 56 prikazuje analizu rane apoptoze posredovane GNLY-om u stanicama NK kod
bolesnika s ranim OA-om koljena (Slika 56A) i kontrolne skupine (Slika 56B). Stanice NK
(CD56) kokultivirane su s K-562 stanicama u omjerima 50:1, 25:1, 12,5:1 1 6:1 samo u RPMI
mediju za kulturu, s protu-perforinskim (protu-P) monoklonskim protutijelima (mPt), s

protu-GNLY RC8 mPt, ili s kombinacijom protu-GNLY RC8 mPt i protu-P mPt. Rana apoptoza
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K-562 stanica kokultiviranih sa stanicama NK samo u mediju nije se statisticki znacajno
razlikovala izmedu OA bolesnika i kontrole (Slika 56A 1 B). Medutim, analiza molekularnih
mehanizama koji su ukljuceni u apoptozu K-562 stanica posredovanu stanicama NK, pokazuje
ranu apoptozu posredovanu GNLY-om samo kod OA bolesnika (Slika 56A). Primjena
kombinacije protu-GNLY 1 protu-P mPt gotovo u potpunosti zaustavlja ranu apoptozu u
stanicama NK u omjerima 50:1 (P =0,01), 25:1 (P =0,006) 1 12,5:1 (P = 0,01) (Slika 56A), ali
bez dodatnog ucinka u odnosu na stanice kokultivirane samo sa protu-GNLY RC8 mPt. U
kontrolnoj skupini kokultura s protu-GNLY mPt ili kombinacija protu-P mPt i protu-GNLY
mPt nije statistiCki znacajno utjecala na ranu apoptozu (Slika 56B). Kokultura samo s protu-P
mPt nije imala utjecaj na ranu apoptozu K-562 stanica kod OA bolesnika (Slika 56A) kao niti
kod kontrole (Slika 56B).

A

CD56/

Slika 57. Izrazaj citotoksicnih medijatora GNLY-a i perforina u CD56+ stanicama u sinovijskoj
membrani zrelog OA-a koljena metodom dvostruke imunofluorescencije. Vezanje zecjeg IgG protu-
CD56 protutijela (Pt) fluorescira zeleno, a vezanje misjeg IgG1 protu-GNLY Pt fluorescira crveno po
vezivanju kombinacije magareceg protu-zecjeg IgG obiljezenog s Alexa Fluor (AF) 488 i magareceg
protu-misjeg IgG Pt obiljezenog s AF 594 (A). Vezanje zecjeg I1gG protu-CD56 Pt fluorescira zeleno, a
vezanje misjeg IgG2b protu-perforin Pt fluorescira crveno po vezivanju kombinacije magareceg protu-
zecCjeg IgG obiljezenog s AF 488 i magareceg protu-misjeg IgG Pt obiljezenog s AF 594 (B). Preklapanje
zelene i crvene fluorescencije prikazuje se Zutom fluorescencijom. Jezgre fluoresciraju plavo (4',6-
diamidin-2-fenilindol-DAPI). Izvorno povecanje je x1000. Prikazan je jedan od 10 obiljezavanih
uzoraka u svakoj grupi. CD- Klaster diferencijacije (od eng. Clusster of Differentiation); GNLY-
Granulizin.
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Izrazaj GNLY-a 1 perforina u CD56+ limfocitima sinovijske membrane zrelog OA koljena
analiziran je metodom dvostruke imunofluorescencije (Slika 57). Manji broj CD56+ limfocita
(zelena fluorescencija) izrazavaju GNLY (crvena fluorescencija) (Slika 57A) kao i perforin
(crvena fluorescencija) (Slika 57B). Takoder, rijetke su i dvostruko pozitivne CD56+GNLY+
(Slika 54A) 1 CD56+perforin+ stanice (Slika 54B). Dvostruko pozitivne stanice u oba primjera
prikazuju se zutom fluorescencijom i oznacene su bijelim strelicama. Pozitivna fluorescencija
CD56 limfocita i GNLY-a odnosno CD56 limfocita i perforina odredena je na temelju kontrole

istog podrazreda odnosno razreda protutijela irelevantne specificnosti (Slika 14A 1 C).

4.4.3. Raspodjela GNLY-a i unutarstani¢ni izrazaj citokina u subpopulacijama limfocita

periferne krvi

Tockastim dijagramima prikazana je analiza raspodjele GNLY-a u ogradenim GNLY+
stanicama koje se odnose na obiljezavanje CD3/CD56 subpopulacija limfocita kod OA
bolesnika (Slika 58A) i kontrolne skupine (Slika 58B) u odnosu na odgovarajuc¢a kontrolna
protutijela iste podvrste, ali irelevantne specifi¢nosti. Usporedujuci uzorke kod OA bolesnika u
odnosu na kontrolnu skupinu, raspodjela GNLY u CD3-CD56+ stanicama NK iznosi 57,8
odnosno 68,6%, u CD3+CD56- T stanicama 12,8 odnosno 1%, u CD3+CD56+ NKT stanicama
19,7 odnosno 2,2% i zanemariva je u izotipskim kontrolama (Slika 58 A i B). Kod OA bolesnika
raspodjela GNLY-a u T 1 NKT stanicama statisticki je znacajno visa u odnosu na kontrolnu
skupinu (P = 0,004) dok u NK stanicama nema statisticki znacajne razlike izmedu dvije skupine

(Slika 58C).
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Slika 58. Raspodjela GNLY-a u subpopulacijama limfocita periferne krvi. Tockasti dijagrami pokazuju
raspodjelu ogradenih GNLY+ stanica u podvrstama limfocita koje se odnose na oznacavanje
CD3/CD56 u odnosu na protutijela iste podvrste, ali neodredene specificnosti u bolesnika s OA-om (4)
i u kontrolama (B). Razina statisticke znacajnosti je *P = 0,004 (Kruskal-Wallisov i post-hoc Dunnov
test) u 6 neovisnih mjerenja po skupini (C). CD- Klaster diferencijacije (od eng. Clusster of
Differentiation); Ctrl- Zdrava kontrola; GNLY- Granulizin; Ig- Imunoglobulin, NK stanice- Stanice
prirodne ubojice (od eng. Natural Killer Cells); OA- Osteoartritis; PE- Fikoeritrin (od eng.
Phycoerythrin); PE-Cy5- fikoeritrin-cianin5 (od eng. Phycoerythrin- Cyanin5).
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Unutarstani¢ni izrazaj IFN-y i IL-4 u subpopulacijama limfocita periferne krvi razlikuje se
izmedu bolesnika s OA-om (Slika 59A) i zdrave kontrolne skupine (Slika 59B). Kod bolesnika
s OA-om statisticki znacajno veci izrazaj IFN-y u odnosu na IL-4 prisutan je u stanicama NK 1
limfocitima T (P = 0,03 odnosno P = 0,01) dok u stanicama NKT nema statisticki znaCajne
razlike (Slika 59A). U kontrolnoj skupini, statisti¢ki je znacajno veci izrazaj IL-4 u odnosu na
IFN-y u stanicama NK i NKT (P = 0,004) dok u limfocitima T nema statisticki znacajne razlike
(Slika 59B).
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Slika 59. Usporedba unutarstanicnog izrazaja IFN-y i IL-4 u CD3-CD56+ stanicama NK, CD3+CD56
limfocitima T i CD3+CD56+ stanicama NKT u bolesnika s ranim OA-om koljena (A) i zdravom
kontrolom (B). Razine statisticke znacajnosti su *P = 0,03, **P = 0,01 i ***P = 0,004 (Mann-Whitney
U test) u 10-12 neovisnih mjerenja po skupini. Ctrl- Zdrava kontrola; IL- Interleukin; INF-y- Interferon
gama,; NK stanice- Stanice prirodne ubojice (od engl. Natural Killer cells); OA- Osteoartritis.
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5. RASPRAVA
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OA je siroko rasprostranjena svjetska iscrpljuju¢a bolest [299] koja ve¢inom zahvaca pretile
zene, nizeg stupnja obrazovanja u zreloj dobi [300]. Stoga se desetlje¢ima smatralo da OA
nastaje jednostavno "habanjem" zgloba, odnosno kao posljedica izloZzenosti neprimije¢enim ili
klinicki prepoznatim oSte¢enjima hondrocita i drugih skupina stanica, iako su se ve¢ tada
prepoznale ograni¢ene upalne promjene, najceS¢e na mjestima spoja hrskavice i1 sinovijske
membrane [301,302]. Poluzivot kolagena unutar hrskavice je dug, ali hrskavica zacjeljuje vrlo
sporo ili uopce ne zacjeljuje, ¢ak i kod manjih ozljeda, a njezine sastavnice se mogu naci u
sinovijskoj teku¢ini kao DAMP [303]. Smatra se da DAMP iz oSteCene hrskavice imaju
presudnu ulogu u upalnom procesu sinovijske membrane, ako uzmemo u obzir da hrskavica
znacajno propada tijekom bolesti i ne moze vise omoguciti malo trenje kod pokretanja zgloba
[299]. Upalni proces OA-a pocinje u sinovijskoj membrani kao imunoloski odgovor na ,,strano
tijelo* oSteCene hrskavice poticanjem stanicne i humoralne imunosti [304]. DAMP bivaju
prepoznati receptorima na antigen predo¢nim stanicama, dendritickim stanicama i
makrofagima, koji postaju glavni izvor proupalnog IL-18, klasi¢nog pokretackog citokina u
OA-u [305]. Dendriti¢ke stanice u sinovijskoj membrani predstavljaju vrlo malu populaciju
koja je bitna za pokretanje i usmjeravanje imunoloskog odgovora u neposrednom dodiru s
okolnim stanicama u imunoloskim sinapsama i za stvaranje brojnih citokina i kemokina.
Brojnija izvr$na skupina stanica koja podrzava usmjeravanje imunoloskog odgovora jesu
makrofagi [306]. Koljeno je pogodan zglob za istraZzivanje makrofaga, jer sinovijska membrana
koljena obiluje makrofagima u koli€ini Cetiri puta ve¢oj u usporedbi s OA-om kuka [307].
NaSim istrazivanjem smo zaista 1 pokazali obilnu infiltraciju sinovijskog tkiva koljenog zgloba
s OA-om CD68+ stanicama. CD68 ili LAMP-4 je glikozilirana bjelancevina tipa I iz obitelji
LAMP izrazena na membranama endosoma/lizosoma [308]. Moze se dobro prikazati u zrncima
mononuklearnih fagocita, ali nije izrazen u dendritickim stanicama [309]. Misji
CD68/makrosijalin je izrazen na membranama lizosoma u 85-90%, ali se brzo izmjenjuje s
CD68 izrazenim na stani¢noj povrsini [310]. Takoder je procijenjeno da oko pet tisu¢a CD68
molekula mozZe biti izraZzeno na povrSini humanih makrofaga [311]. Stoga se smatra da CD68
sudjeluje u prijenosu peptida i preradi antigena, iako mu funkcija jo$ nije dovoljno istraZzena.
Koristan je biljeg za stanice loze makrofaga ukljucuju¢i monocite, histiocite, Kupfterove
stanice, mikrogliju, divovske stanice i osteoklaste [308]. Izrazaj CD68 je pronaden u
aktiviranim granulocitima kao $to su bazofili bolesnika s mijeloproliferativnim poremecajima
1 neutrofilima, koji potjecu iz crijeva bolesnika s upalnom bolesti crijeva, ali CD68+ neutrofila
gotovo da nema u normalnom tkivu sluznice [312]. Vrlo je slabo izrazen na stanicama koje nisu

mijeloidnog porijekla poput CD19+ limfocita B i CD4+ limfocita T, fibroblasta, endotelnih
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stanica, miocita 1 tumorskih stanica [313], Sto ipak dovodi u pitanje specificnost ovog biljega
za makrofage, iako je izrazaj CD68 mnogo puta jaci u mijeloidnim stanicama [314]. CD68 ne
moze razlikovati makrofage razli¢itog porijekla tj. makrofage unutar tkiva koji potjecu iz
monocita ili izravno iz mijeloi¢nih progenitorskih stanica tijekom hematopoeze [315]. Stoga
obiljezavanjem CD68 biljega nismo mogli razluciti vrste makrofaga ovisno o porijeklu, iako
smo jasno razlikovali izdasnu populaciju CD68+ makrofaga koji su bili uz samu povrsinu
sinovijskih izdanaka i CD68+ makrofage koji su se nalazili u stromi izdanaka obilno okruzeni
stanicama okruglog oblika, a koje nisu izrazavale CD68 biljeg. Pretpostavili smo da su stanice
koje se ne obiljezavaju s CD68 limfociti, sude¢i po obliku 1 smjestaju, ali 1 ¢injenici da se biljeg
CD68 koristi za razlikovanje monocitno/makrofagne linije od limfocita koji ne izrazavaju
CD68 [316] ili izrazavaju CD68 vrlo slabo [314] u tkivnim nakupinama. Obiljezavanjem
tkivnih rezova sinovijskog tkiva tehnikom dvostruke imunofluorescencije uz analizu
fluorescentnim mikroskopom dokazali smo da se u nasim uzorcima radi o limfocitima CD3+ 1
CD56+ fenotipa, koji neposredno okruzuju CD68+ makrofage. To je u skladu s nalazom Zarista
CD4+ i CD8+ limfocita T i stanica NK u biopti¢kim uzorcima odabranim iz podrucja znatno
upaljene sinovije bolesnika s OA-om koljena [307]. U naSim uzorcima sinovijskog tkiva uzetih
iz podrucja bez makroskopski vidljive upale, vidjelo se samo nekoliko infiltriranih limfocita $to
odgovara velikom rasponu od oko 5 do 80 CD68+ stanica po vidnom polju srednjeg povecanja
mikroskopa. Cini se da su upalne promjene u sinovijskoj membrani nadene u OA-u anatomski
ogranicene 1 razlicite jacine, ali kada su prisutne, mikroskopski se ne mogu razlikovati od
promjena koje su prethodno opisane kao svojstvene za RA [301]. Stekli smo dojam da se brojni
CD68+ makrofagi stimuliraju antigenima (DAMP) 1z sinovijske tekucine 1 zatim migriraju u
unutraSnjost sinovijskih izdanaka prema krvnim Zilama, gdje ih presretnu brojni limfociti. To
podrzava spoznaja da izrazaj CD68 u makrofagima miSa 1 ¢ovjeka nastaje kao odgovor na
upalne podrazaje kao §to je izloZenost proizvodima oStecene hrskavice ili oxLDL-u [317]
prisutnom u sinovijskoj tekucini [318] 1 sinovijskoj membrani [319]. U nakupinama limfocita,
aktivirani pomo¢nicki limfociti T definirani izrazavanjem Leu-3a+ antigena [320] bili su
obrubljeni stanicama s dugackim izdancima prekrivenim s HLA-DR molekulama za
predocavanje antigena [301]. U nasim pokusima oko 90% svjeze izdvojenih CD68+ makrofaga
iz sinovijskog tkiva su izrazavali HLA-DR molekulu na stani¢noj membrani, Sto ukazuje da
sinovijski makrofagi mogu predocavati preradene antigene iz okoline CD4+ limfocitima T
[321]. Svjeze izdvojeni iz sinovijske membrane posjeduju bogat izrazaj CD80 1 pogotovo CD86

za kostimulaciju limfocita T, kako se ne bi izazvala limfocitna areaktivnost (anergija) [322,323],
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a stvaranje 1 luCenje citokina i kemokina iz makrofaga podrzava usmjerenost, uvecava i
prosiruje imunoloski odgovor [324].

Od proupalnih M1 citokina najveci postotak CD68+ stanica izrazavao je u citoplazmi IL-15 u
odnosu na IFN-y 1 TNF-a. IL-15 je citokin prisutan u citoplazmi i na povrsini makrofaga koji
stimulira susjedne stanice na parakrini nacin i putem imunoloske sinapse u neposrednom dodiru
[325]. On je posebno vazan faktor rasta, umnozavanja i diferencijacije stanica NK [326], koje
su kroz CD56 obiljezavanje prikazane u tijesnom dodiru sa stanicama koje izrazavaju CD68
biljeg u stromalnim nakupinama limfocita. IL-15 potice citotoksicni potencijal stanica NK
[325], ali ne nuzno i citotoksi¢nost [327], Sto ovisi 0 mnogobrojnim istovremenim signalima
putem aktivacijskih i inhibicijskih receptora izrazenih na stanici NK u ovisnosti o stupnju
diferencijacije i sazrijevanja [328].

Lucenje pojedinih kemokina takoder je viSe svojstveno M1, odnosno M2 makrofagima.
Kemokini su male bjelanc¢evine veliine 8-12 kDa koji posreduju kemotaksiju, odnosno
usmjeravanje gibanja stanica imunoloSkog sustava i poticanje aktivnosti regrutiranih izvrSioca
[329]. Utjecaj kemokina na patogenezu OA-a povezuje se s ranom fazom razvoja OA-a [239] i
unutarstanicnom aktivacijom NF-«kB signalnog puta [330]. Tim mehanizmima sudjeluju u
razvoju 1 odrZavanju upalnog procesa zahvacenog zgloba, ali takoder doprinose apoptozi
hondrocita stimulacijom sinteze MMP-a 1 ADAMTS-a te ogoljavanju subhondralne kosti
[107,330]. U patogenezi OA-a najznacajniji u€inak imaju proupalni kemokini CCL2, CCL3,
CCLS5, CCL71CCL8 [107,239,330]. U nasem istrazivanju oko 70% svjeze izdvojenih CD68+
makrofaga iz sinovijske membrane izrazavali su u citoplazmi CCL2, §to je statisticki znac¢ajno
viSe od postotka CCL3 (20-30%). CCL2 je mali M1 CC kemokin, koji se luci na proupalni
poticaj 1 znacajno nadzire regrutiranje monocita [331], dendritickih stanica, memorijskih
limfocita T [332] i stanica NK [333] koje izrazavaju CCR2 i CCR4 na mjestu ozljede tkiva.
Stanice koje izrazavaju CCR2 nakupljaju se u sinovijskoj membrani bolesnika s OA-om, od
kojih su makrofagi povezani s erozijom hrskavice [334]. U sinovijskoj tekucini bolesnika s OA-
om, koncentracije CCR2 liganada (CCL2, CCL7 1 CCL3S), ali ne 1 CCRS5 liganada (CCL3, CCL4
i CCLY5) bile su povisene [334], §to je u skladu s nasim rezultatima izrazaja CCL2 i CCL3 u
CD68+ makrofagima. MiSevi kojima je nedostajao CCL2 ili CCR2, bili su zasti¢eni od OA-a s
istodobnim smanjenjem broja monocita/makrofaga u zglobovima [334]. Jednako tako kocenje
provodenja signala putem CCL2/CCR2 znacajno je smanjilo nakupljanje makrofaga, jacinu
sinovitisa 1 oSte¢enje hrskavice kod miseva s OA-om [334]. Ovi rezultati ukazuju na vaznost
uloge CCL2 kemokina u patogenezi OA-a. Razlika u izrazaju CCL2 i CCL3 se lijepo oslikala

metodom imunohistokemije u tkivnom rezu uklopljenom u parafin, gdje su osobito makrofagi
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s povrsSine sinovijskih izdanaka izrazavali proupalni CCL2, §to upucuje na stimulaciju
makorofaga tvarima koje su prisutne u sinovijskoj teku¢ini. lako manje izrazen od CCL2, CCL3
stvoren u koljenu s OA-om regrutira cirkulirajuée CD14+CD16- monocite u upaljenu
sinovijsku membranu putem CCR1 receptora [335], §to odgovara fenotipu priblizno 90% svjeze
izdvojenih makrofaga iz sinovijske membrane u nasim pokusima. CCL3 posreduje
osteoklastogenezu i njegova koncentracija se povecava u serumu prirodno ostarjelih miseva
[336] te zena s osteoporozom nakon menopauze [337] zajedno s razvojem fenotipa starenja
kostiju, ukljucujuéi gubitak koStane mase i ulaganje masti u kostanu srz. Mi smo dokazali da
oko 15% svjeze izdvojenih sinovijskih CD68+ makrofaga iz sinovijske membrane bolesnika s
OA-om izrazava CCRS, koji predstavlja ligand za CCL3 i koji moguée oznacava makrofage
diferencirane iz monocita, koji su pod utjecajem CCL3 naselili zglob i sudjeluju u oste¢ivanju
hrskavice 1 kosti.

Proizvodnja i lu¢enje CCL2, CCL3 i CCL5 od strane hondrocita znacajno je pove¢ano u OA-
om zahvaéenom zglobu [338]. U svojoj studij Xu i sur. [339] su pokazali povecan izrazaj CCL2
1 CCR2 u stanicama hondrocita izoliranih iz zgloba s OA-om po stimulaciji s CCL2 u odnosu
na zdravu kontrolu. CCL2 utjeCe na smanjenje umnaZzanja hondrocita 1 stvaranja proteoglikana
kao kljuc¢nih gradevnih molekula zglobne hrskavice te povecava proizvodnju i1 u¢inak iNOS-a
Sto povecava njihovu apoptozu 1 nekrozu [339,340]. CCL3 takoder poti¢e apoptozu hondrocita,
razaranje zglobnog tkiva i stvaranje proupalnog okruzenja u zglobu zahva¢enom OA-om [341].
CCL2, CCL3 i1 CCLS5 utjeCu 1 na pojacano stvaranje osteoklasta i istovremeno smanjenje
stvaranja i u¢inka osteoblasta u subhondralnoj kosti bolesnika s OA-om $to dovodi do njene
razgradnje, razvoja osteopenije 1 smanjenja mineralne gusto¢e kostiju koji ubrzavaju
napredovanje osteoporoze [338,342].

CCR7 zaduZen za putovanje aktiviranih antigen predo¢nih stanica prema limfnom ¢voru [343]
izrazavalo je svega oko 2% svjeze izdvojenih CD68+ makrofaga, Sto govori u prilog makrofaga
koji djeluju lokalno u zglobnim tkivima regrutiranjem Th1 limfocita [344].

Dok CCL2 1 CCL3 posreduju oste¢ivanje tkiva u upali i naruSavanje tkivne strukture
regrutiranim leukocitima, M2 kemokini poticu stiSavanje upale, ¢iS¢enje stani¢nih ostataka
fagocitozom, tkivnu regeneraciju, ali i fibrozu [196]. Od M2 kemokina udio CCL22 je iznosio
oko 40% 1 bio je statisticki znacajno visi u odnosu na neznacajni izrazaj CCL17 na sinovijskim
CD68+ makrofagima. Medutim, udio stanica koje izraZzavaju M2 kemokin CCL22 je bio manji
od udjela stanica koje izrazavaju M1 kemokin CCL2, iako se temeljem jednog biljega za
polarizaciju ne moze jasno odrediti dominacija M1 ili M2 makrofaga u sinovijskoj membrani.

CCL22 potice apoptozu hondrocita in vitro 1 potice upalu u sinoviocitima nalik na fibroblaste
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jer smanjuje njihov izrazaj IL-4 1 IL-10 [345]. CCL22 je clan obitelji CC-kemokina, koji
uglavnom proizvode makrofagi i dendriti¢ke stanice nakon stimulacije mikrobnim produktima,
a poticu ga citokini Th2 grupe, kao $to su IL-4 i IL-5, ali ga smanjuju citokini Thl grupe, kao
Sto je IFN-y [346]. CCL22 uzrokuje kemotaktiCku migraciju dendritiCkih stanica 1 Th2 stanica
1 povezan je s bolestima koje su posredovane s Th2 imunoloskim odgovorom, kao S§to su
preosjetljivost diSnih putova i atopijski dermatitis [346]. Prisutnost CCL22 u sinovijskoj
tekucini, kao i1 CCL2 i CCL17, smatra se klju¢nim ¢imbenikom za razvoj boli u zglobovima
[338]. U modelu ranog OA-a na Stakorima dokazano je da je koncentracija CCL22 u serumu u
pozitivnom meduodnosu s ja¢inom boli i strukturnim promjenama na zglobnoj hrskavici [347].
Takoder, istrazivanja na Stakorskim i humanim hondrocitima u OA-u su dokazala zajednicki
izrazaj CCL22 i kaspaze-3, koja predstavlja biljeg apoptoze stanica, $to ukazuje na njegovu
mogucu ulogu u regulaciji stani¢nih signalnih puteva koji dovode do razaranja zglobne
hrskavice [347]. Utjecajem na stanice makrofaga i fibroblasta u sinovijskoj membrani CCL22
potice aktivnost proupalnih ¢imbenika SI00A12 i NF-kB te MMP-a i smanjuje djelovanje
protuupalnih ¢imbenika IL-4 i IL-10 [338] Sto ukazuje na njegov moguci utjecaj na ranu
patogenetsku fazu razvoja oSte¢enja hrskavice [347]. U sinoviji makrofagi i dendriticke stanice
stvaraju kemokinski ligand CCL17 [348]. CCL17 neposredno potice fibroblaste na stvaranje i
otpustanje MMP-a koje uzrokuju ostecenje zglobnih struktura [338]. Stoga je CCL17 ukljuc¢en
u nastanak boli koja je potaknuta s GM-CSF-om 1 ovisna o COX-1 [338]. Povecan izrazZaj
CCL17 u sinovijskoj membrani i subhondralnoj kosti kod muskaraca s OA-om koljena u
pozitivnom je meduodnosu s boli koja se javlja kod pritiska na zglob [349].

Ugadanje je kljuéni aspekt upalne reakcije neophodan u homeostazi i patologiji [349].
Istovremeno s izrazavanjem proupalnih CC kemokina, oko 15% CD68+ makrofaga je
izrazavalo 1 mamac D6 za vec¢inu proupalnih, ali ne homeostatskih kemokina [349], §to ukazuje
na postojanje mehanizama stiSavanja proupalnog lokalnog imunoloskog odgovora. Naime,
receptor mamac D6 igra neredundantnu ulogu u kontroli upalnih procesa kroz uklanjanje
upalnih kemokina, jer ih dovodi do odjeljaka za degradaciju u makrofagima [350].

Makrofagi su izrazito plasticni i sposobni modificirati svoj fenotip i ponaSanje prema
znakovima iz mikrookoliSa te nastaje dihotomija na M1 i M2 makrofage, koja se odrazava 1
postoji paralelno s Thl i Th2 podskupinama limfocita [349,351]. Kao odgovor na bakterijske
motive (npr. LPS) i IFN-y, makrofagi prolaze kroz M1 "klasi¢nu aktivaciju", stvaraju puno IL-
12, a malo IL-10 i podrzavaju proupalnu orijentaciju Thl limfocita [352]. Upalni podrazaji
povecavaju izrazaj PRR-a, pojacavajuci njihovo imunolosSko ponasanje u vezi s uklanjanjem

bakterija, odnosno upalom opcenito i utje€u na ravnotezu lucenja citokina [351]. Smatra se da
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polarizacija makrofaga nastaje u ovisnosti o PAMP koji se veze na razlicite stanicne PRR poput
TLR4, CD91, CD206 i CD209 [353]. Oko polovice svjeze izdvojenih sinovijskih makrofaga
izrazavali su PRR CD91, CD206 i TLR4, dok je CD209 bio znatno manje izrazen. CD91 je
receptor za gp96, odnosno za antigenske peptide koji su praceni s gp96, a nasli su se u
izvanstanicnom okruzju nakon oSte¢enja stanice i njezine smrti nekrozom [354]. CD91 takoder
veze Hsp70 i kalretikulin [355]. Stoga CD91 djeluje kao senzor nekroti¢nih stanica [356].
Antigenski peptidi se putem CD91 internaliziraju u makrofagima i bivaju predoceni kroz
endogeni put prezentacije antigena u sklopu MHC molekula razreda I citotoksicnim CD8+
limfocitima [356,357]. Pored internalizacije, CD91 potie unutarstanicni prijenos signala koji
nizvodno posreduje u umnazanju, pokretljivosti i sazrijevanju makrofaga [355]. Gp96 i Hsp70
poticu djelotvornost NF-kB u makrofagima [355] i podupiru M1/Th1 obrambene mehanizme.
Medutim, kalretikulin u okruZenju s TGF-B potice odgovore Th17 stanica na nacin ovisan o
CDO91 [355]. Oba mehanizma mogla bi biti aktivna u sinovijskoj membrani in vivo, budu¢i da
je dvostruko obiljezavanje imunofluorescencijom dokazalo NF-xB i IL-17 u CD68+ stanicama.
Tijekom 18 sati kultivacije in vitro udio CD91+ makrofaga (CD68+stanica) se statisti¢ki
zna¢ajno smanjuje po izlaganju LPS-u u odnosu na kulturu samo u mediju, $to tumaci
svojevrsno sazrijevanje makrofaga [358].

U zdravim stanicama Hsp70 je glavni inducibilni protein toplinskog stresa Ciji je izraZaj
potaknut stani¢nim stresorima poput povisene temperature, produktima oksidativnog stresa
(ROS), hipoksije i upale [359]. Unutarstani¢éni Hsp70 ima ulogu molekulskog Saperona
nastojec¢i popraviti greske u strukturi stani¢nih bjelancevina te ujedno suraduje i sa stani¢nim
mehanizmima u uklanjanju oStecenih bjelancevina kako bi se na taj nacin ocuvala homeostaza
1 funkcija stanice [360]. U krvi bolesnika s OA-om koncentracija potaknutog (inducibilnog)
Hsp70 je veca nego u zdravih [361], Sto upucuje da se lokalna imunoloSka zbivanja iz OA
zgloba odraZavaju na sustavnoj razini. U sinovijskoj membrani zgloba s OA-om, izraZavanje
Hsp70 1 konstitucijskog Hsc70 (od eng. Heat Shock constitutive 70) je neznatno [361].
Imunohistokemijskim obiljeZavanjem dokazali smo rijetke Hsp70 u sinovijskoj membrani
zrelog OA-a koljena u jezgri i citoplazmi limfocita nakupljenim u stromi sinovijske membrane.
Metodom dvostruke imunofluorescencije dokazali smo unutarstani¢ni izrazaj Hsp70 u svega
oko 5% CD68+ makrofaga. Poznato je da se Hsp70 pojac¢ano oslobada u izvanstanicni prostor
1 djeluje kao DAMP, kao posljedica apoptoze ili nekroze stanica koje su izazvane pojacanim
oksidativnim stresom u stanjima kao $to je upala, infekcija ili mehanicko oStecenje stanica,

[167]. Stoga sinovijska tekucina zgloba s OA-om ima trostruko vec¢u koncentraciju Hsp70 u
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odnosu na perifernu krv bolesnika s OA-om, a obje su u pozitivnom meduodnosu s
radiografskim stupnjem oste¢enja OA-a koljena [360].

Hsp70 vezanjem na TLR4 i/ili TLR2 putem MyD88/NF-kB transkripcijskih ¢imbenika potice
proizvodnju proupalnih citokina. Svjeze izdvojene mononukelarne stanica sinovijske
membrane bolesnika sa zrelim OA-om koljena, koje su stimulirane s Hsp70 u koncentraciji od
2 pg/ml u nasem istrazivanju smanjile su izrazaj TLR4 na CD68+ makrofagima za 50% u
odnosu na stanice inkubirane u RPMI mediju za kulturu. To je u skladu s podacima o vezanju
Hsp70 za TLR4 na dendritickim stanicama [362], gdje Hsp 70 poti¢e proizvodnju proupalnih
citokina putem MyD88/NF-kB signaliranja [166]. Stoga je moguce da Hsp70 usmjerava M1
polarizaciju makrofaga u sinovijskom tkivu i podrzava egzacerbacije OA-a u ljudi .

PRR CD206 i CD209 su biljezi M2 makrofaga [196]. CD206 sluzi za internalizaciju razli¢itih
liganada, od kojih se endocitoza FITC-dekstrana odvija putem regije za prepoznavanje
ugljikohidrata, iako FITC-dekstran moze prije¢i staniénu membranu putem klatrin-ovisne
endocitoze [363]. Stanice CD68+ fenotipa su manje fagocitirale FITC-dekstran 1 izrazaj CD206
je bio statisticki znacajno manji nakon 18 sati kultivacije in vitro, moguée zbog in vitro
fenotipskog 1 funkcijskog sazrijevanja makrofaga u dodiru s laboratorijskim posudem [364].
Od ranije je poznato da izduzivanje makrofaga, bez egzogenih citokina, dovodi do izrazaja
biljega fenotipa M2 i smanjuje izlucivanje upalnih citokina [365]. Produljivanje stanica
pojacava ucinke citokina IL-4 i IL-13 koji poti¢u M2 1 §tite stanice od podrazaja s LPS-om 1
IFN-y koji poti¢u M1 [365]. To je u skladu s naSim rezultatima, koji dokazuju statisticki
znacajno smanjenje udjela CD68+ makrofaga, koji u svojoj citoplazmi sadrzavaju IFN-y, IL-
17 1 IL-15 nakon 18 sati kulture samo u RPMI mediju za kulturu, a ni LPS nije mogao povecati
njihov izrazaj.

IL-15 je utvrden u vecoj koncentraciji u sinovijskoj tekucini 1 sinovijskoj membrane bolesnika
s ranim OA-om koljena u odnosu na zreli (kasni) OA [366] i ucinkovit je kemoatraktant za
neaktivirane i aktivirane limfocite T i stanice NK [367]. IL-15 u sinovijskoj tekuéini je bio u
pozitivnom meduodnosu s infiltracijom sinovijske membrane s CDS8+ limfocitima te
koncentracijom MMP-1, IL-6 1 TNF-a [366].

IFN-y je utvrden u zglobu bolesnika s OA-om, a ucestalost Th17 stanica je bila manja u zglobu
bolesnika s OA-om nego s RA-om [368]. IL-6, IFN-y, TNF-a i MMP-e mogu se stvarati po
aktivaciji TLR4 [163]. Svjeze izdvojeni CD68+ makrofagi iz sinovijske membrane izrazavaju
oko 50% TLR4, koji se znatno smanji na oko 10%, nakon 18 sati kulture in vitro samo u RPMI
mediju za kulturu. LPS je prototip liganda za TLR4, koji potice M1/Thl odgovor in vivo 1 in

vitro putem koreceptorske CD14 molekule za provodenje signala u stanicu po vezanju liganda
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za TLR4 [196]. Metodom dvostrukog obiljezavanja imunofluorescencijom oslikalo se
istovremeni izrazaj CD68 i CD14 u sinovijskoj membrani, a proto¢na citometrija je dokazala
da preko 80% CD68+ stanica izrazava CD14. LPS se veze na TLR4 i poti¢e provodnju signala
za aktivaciju NF-xB, §to dovodi do nishodne regulacije M2 biljega CD206 na povrsini
makrofaga [369,370] i svojevrsnog preusmjeravanja tj. ponovnog programiranja makorofaga u
M1 [196]. U istom smislu govore rezultati nasih istrazivanja, koji dokazuju smanjenje CD206
1 CD91 u kulturi sinovijskih CD68+ makrofaga, nakon 18 sati stimulacije s LPS-om in vitro,
Sto predstavlja proces sazrijevanja zajedno s povecanim izrazajem kostimulacijske molekule
CD86 [358,370]. LPS je povecavao unutarstanicno stvaranje proupalnih monokina CCL2 i
CCL3, ali i smanjio izrazaj njihovog mamca D6 na sinovijskim CD68+ makrofagima i time
pojacao upalnu reakciju svojstvenu za M1 fenotip [338,352]. Udio CD68+ makrofaga, koji su
izrazavali CCL17 1 arginazu-1, svojstvenih za M2 polarizaciju [371,372], su bili smanjeni u
suspenziji kultiviranih sinovijskih makrofaga poticanih s LPS-om. Stoga je dominirao udio
iNOS+CD68+ makrofaga u odnosu na makrofage koje su izrazavali arginazu-1. To ponovno
ukazuje na dominaciju M1 fenotipskih obiljezja sinovijskih makrofaga po stimulaciji s LPS-
om in vitro.

Steceni imunitet, u kome jata MI1/Thl imunoloSki odgovor potice obranu protiv
unutarstani¢nih mikroorganizama [373] 1 poZeljan je u obrani od infekcija 1 tumora [374], ali
pretjerana aktivnosti M1, odnosno Thl, koja je izmakla nadzoru moze uzrokovati artritis i
kardiovaskularne bolesti, ukljuujué¢i pucanje aterosklerotskog plaka kao najtezu klinicku
manifestaciju kardiovaskularnih bolesti [219]. To objaSnjava visoku stopu komorbiditeta
(>90%) od kojih prednjace arterijska hipertenzija (>80%) 1 Se¢erne bolesti (>30%) kod
bolesnika s OA-om [31] u ¢ijoj podlozi je endotelna disfunkcija [375,376].

Pokazalo se da makrofagi imaju klju¢nu ulogu u svim fazama aterogeneze, od zapocinjanja do
stvaranja nekroti¢ne jezgre 1 pucanja plaka [227,377]. Lezijski makrofagi primarno potjecu od
krvnih monocita, ali u plaku postoje 1 lokalni makrofagi koji se diferenciraju iz glatkih misi¢nih
stanica [227,378]. Makrofagi nastali iz monocita su brojniji u plaku, pokazuju proupalnu
aktivnost 1 mogli bi promicati ranjivost plaka. Lokalni makrofagi plaka povezani su s
homeostatskom aktivno$cu, ali bi mogli biti proaterogeni u ranim fazama, dok kasnije promicu
stabilnost plaka [227,377,379]. Slicno plaku, rezultati naSeg istrazivanja dokazuju da se
izduzene stanice koje izrazavaju arginaza-1, biljeg M2 makrofaga [380], nalaze u blizini
povrsine izdanaka sinovijske membrane, a okruglije stanice koje izraZzavaju iNOS, biljeg M1,
u stromi sinovijske membrane, iako obje skupine predstavljaju makrofage sudeci po smjestaju,

obliku 1 izrazaju arginaza-1/CD68+ ili iNOS/CD68+ biljega. Naime, makrofagi usvajaju
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razli¢ite oblike stanice in vivo 1 in vitro tijekom polarizacije prema razli¢itim fenotipovima
[365]. M2 stanice pokazuju izduzeni oblik u usporedbi s M1 stanicama [365]. Fenotip
makrofaga takoder moze ovisiti o smjestaju u tkivu [381] jer makrofagi brzo reagiraju na
promjene u mikrookruzenju, mijenjajuci se izmedu proupalnih (M1) i razli¢itih protuupalnih
(M2) funkcionalnih fenotipa, kako je dokazano u masnom tkivu [382] ili aterosklerotskom
plaku [227]. Makrofagi koji se nalaze u masnom tkivu mrSavih miSeva izrazavaju biljege M2,
dok su makrofagi masnog tkiva iz pretilih miSeva M1 fenotipa i doprinose otpornosti na inzulin,
Sto je opazeno 1 kod ljudi [382]. Aktivacija transkripcijskih Cimbenika kao Sto su NF-«xB 1 IRFS,
koja moze uslijediti po vezanju liganda za TLR4 moZze potaknuti proupalnu aktivnost M1
doprinosedi fenotipu ranjivog plaka [227]. U zglobu s OA-om preusmjeravanje polarizacije M1
u M2 fenotip makrofaga smanjuje proupalni odgovor i povecava protuupalni odgovor
makrofaga i sinoviocita, a time smanjuje upalu sinovijske membrane i oSte¢enja zglobnih tkiva
[383]. Takoder, transkripcijski faktori kao Sto su IRF4 i PPARy mogu usmjeriti makrofage
prema M2 podskupini poticuéi protuupalnu aktivnost i stabilnost plaka [227]. M2 makrofagi
fino podesavaju Th2 odgovore i steCeni imunitet, Ciste stanicne ostatke nakon preinake tkiva
receptorima za cCiS¢enje, promiu imunolosku snosljivost i popravak tkiva i predstavljaju
heterogenu populaciju [352]. M2a makrofagi nastaju pod stimulacijom IL-4 1 IL-13, jer ovi
citokini koce u¢inak STAT1, NF-kB djelotvornost, proizvodnju IFN- i M1 polarizaciju [384],
a povecavaju izrazaj) mamca za IL-1R tip II 1 IL-1R antagonist (IL-1Ra) za suzbijanje ucinka
IL-1pB [385]. U nasim pokusima oko 35% CD68+ makrofaga izrazava mamac IL-1R tip II za
IL-1, bitnog pokretaca upale i imunoloskih reakcija u OA-u [386]. Naime, IL-1 se veZe na dvije
vrste receptora na stani¢noj membrani, od kojith samo tip I (IL-1RI) provodi signale zajedno s
pomo¢nom bjelancevinom IL-1 receptora (IL-1RAcP), dok tip II (IL-1RII) funkcionira
iskljucivo kao receptor mamac za vezanje liganda (IL-1) bez sudjelovanja u signalizaciji IL-1
[387]. Pored ve¢ dobro poznatih poticatelja IL-4/IL-13 za M2a, imunoloskih kompleksa za
M2b, IL-10/glukokortikoida za M2c¢ 1 agonista adenozinskog receptora za M2d [352], nedavno
su prepoznate dodatne podvrste makrofaga unutar plaka kao odgovor na CXCL4 (M4),
komplekse hemoglobin/haptoglobin (HA-mac/M(HDb)) i hem (Mhem) i oksidirane fosfolipide
(Mox) [227]. Siroko koristena M1-M2 nomenklatura koja opisuje makrofage moze biti
prerevna, a makrofagi mogu umjesto toga postojati kao kontinuum, izrazavajuéi biljege i
funkcije M1 1 M2 podvrste, samo u razli¢itim omjerima. Tako u uzorcima sinovijske membrane
u naSem istraZzivanju metodom dvostruke imunofluorescencije nije bilo statisticki znacajne
razlike u ucestalosti CD68+ makrofaga, koji su izrazavali M1 unutarstani¢ni biljeg iNOS 1 M2

biljeg arginaza-1. Takva polarizacija makrofaga opisana je kao progresija medu visestrukim
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podvrstama makrofaga, koji odrazavaju aktivnost razli¢itih transkripcijskih ¢imbenika u
stani¢noj signalizaciji [227]. Danas se OA shvaca kao slozeno medudjelovanje lokalnih i
sistemskih ¢imbenika s upalom male jacine nepoznatog uzroka [388]. Pored ¢imbenika koji se
ne mogu modificirati (dob, spol, nasljede) prepoznat je doprinos endokrinih i metabolickih
¢imbenika [148]. Zna se da lipidi utjeCu na obrasce aktivacije makrofaga [385]. Poticanje
makrofaga pomocu oxLDL-a razvija aktivirani makrofag, koji pokazuje znacajke aktivacije M1
1 M2 dok su proizvodi MMP-a povezani s rupturom plaka [227,389] i moguce oStecuju zglobna
tkiva u OA-u. Budu¢i da je CD68 receptor za vezanje oxLDL-a, moze suradivati s drugim
receptorima Cistac¢ima za olakSavanje unosa lipida [390]. Pretpostavlja se da pjenaste stanice
plaka, izvedene iz nedavno regrutiranih monocita, mogu imati nezreli fenotip koji ne odgovara
niti M1 ni M2 makrofagima, dok zrele pjenaste stanice pokazuju znacajke klasicne i
alternativne aktivacije [391].

Upalni dogadaji Cesto su popraceni oksidativnim stresom, koji prekomjerno stvara proizvode
peroksidacije lipida, kao Sto je 4-HNE [392]. 4-HNE, proizvod je oksidacije visestruko
nezasi¢enih omega-6 masnih kiselina i sudjeluje u degeneraciji hrskavice i subhondralnom
preoblikovanju kosti tijekom razvoja OA-a [393]. Povecana koncentracija 4-HNE utvrdena je
u nadtalogu sinoviocita iz zgloba s OA-om u odnosu na sinoviocite iz zgloba s RA-om ili zdrave
kontrolne skupine in vitro [394]. Koliko je nama poznato, mi smo prvi put pokazali izrazaj 4-
HNE u CD68+ makrofagima smjeStenim na povrSini izdanaka sinovijske membrane. To je u
skladu sa spoznajom da je 4-HNE prisutan u sinovijskoj tekucini bolesnika s OA-om [395].
Njegova koncentracija smanjuje se po primjeni hijaluronske kiseline u zglob zajedno s
olakSanjem simptoma OA-a [395].

Suprotno tome u C57BL/6 miSeva dijeta s malim dozama 4-HNE je pogorSala upalnu bolest
crijeva, jer je smanjila izrazaj molekula zasluZenih za nadziranje propusnosti epitelne barijere
(okludina), pojacala ulaz bakterijskog proizvoda (LPS) u podsluzni¢ni sloj Sto je dovelo do
povecanog podrazaja TLR4 signalnih puteva i pogorSanja proupalne bolesti [396].
Disregulacija TLR-a povecava rizik od kroni¢nih upalnih bolesti i imunoloskih poremecaja.
Dokazano je da 4-HNE uklanja aktivaciju mi§jih makrofaga (RAW264.7) i primarnih
makrofaga, koji potjeCu iz koStane srzi LPS-om, jer potiskuje dimerizaciju TLR4 receptora kao
prvog koraka u njegovoj aktivaciji, potiskuje aktivaciju NF-«xB i IRF3, te izrazaj IFN-3, IL-10,
CCLS5 (RANTES, od eng. Regulated on Activation, Normal T Expressed and Secreted) i TNF-
a [392]. Kocenje aktivacije TLR4 pomocu 4-HNE je smanjilo fagocitnu aktivnosti makrofaga

[392]. To sve ukazuje da 4-HNE utjece na urodene imunoloske odgovore, moguce i na CD68+
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makrofage na povrSini izdanaka sinovijske membrane u bolesnika s OA-om iz naSeg
istrazivanja, kako bi smanjili upalni odgovor na ligande TLR4.

7-KC nastaje neenzimatskom oksidacijom kolesterola u tkivima, ukljucujuéi zglob i pokazuje
100 puta vecu toksicnu aktivnost od molekule kolesterola [252]. Zbog svoje nestabilnosti tesko
se istrazuje metodama obiljezavanja tkiva [248], stoga smo mi istrazivali da li 7-KC u
farmakoloSkim koncentracijama vezanjem na TLR4 moZe mijenjati urodene imunoloske
odgovore u izdvojenim mononuklernim stanicama sinovijske membrane in vitro .

Najprije smo provjerili smrtnost CD68+ makrofaga kultiviranih sa 7-KC-om tijekom 18 sati i
ustanovili da se smrtnost povecava 10-40% na doza ovisan nacin pri koncentracijama od 1,25
do 10 pug/ml 7-KC-a, testirano PI-om u koncentraciji od 1,75 pg/ml proto¢nom citometrijom.
Relativno velika smrtnost stanica kultiviranih 18 sati s 10 pg/ml 7-KC-a, mogla bi se odrazavati
na smanjenje izrazaja TLR4 na CD68+ makrofagima i umanjiti snagu zakljucka da se 7-KC
veze za TLR4, jer smanjuje specificno vezanje protutijela za TLR4 1 poti¢e proupalni
imunoloski odgovor. Medutim, u tom slu¢aju ne bismo imali niti zabiljeZen statisticki znacajan
porast izrazaja CCL2 i CCL3 u CD68+ stanicama kao i kod stimulacije s LPS-om uz smanjenje
D6, Sto pogoduje povecanju lokalne upalne reakcije [338,352]. Dokazali smo takoder porast
udjela CD68+ makrofaga koji izrazavaju CD86 koreceptorsku molekulu za predocavanje
antigena te statisticki znacajno povecan izrazaj CCR7 na CD68+ makrofagima iz sinovijske
membrane zgloba s OA-om pod utjecajem 7-KC-a, koji je odgovoran za putovanje zrelih
stanica u regionalni limfni ¢vor prema CCL19 i CCL21 zbog predocavanja antigena [397].
Istovremeno se smanjio izrazaj CD206 1 CD91 pod utjecajem 7-KC-a, §to smanjuje sposobnost
endocitoze makrofaga tijekom sazrijevanja [196,358] te i CCRS S§to smanjuje zadrzavanje
CD68+ makrofaga u sinovijskom tkivu preplavljenom CC kemokinima CCL2 1 CCL3
(ligandima za CCRS5) [334]. JoS uvijek se ne zna da li CCR7+CD68+ makrofagi sudjeluju u
aktivaciji sustavne imunosti u bolesnika s OA-om. Medutim, CCR7 je obiljeZje makrofaga M1
sinovijske tekucine u bolesnika s RA-om, i1 usko je povezan s aktivnoS¢u bolesti [398].
IzraZenije vezanje CCL19 za CCR7 pogorSava sustavne bolesti poput Sjogrenove bolesti,
sistemskog eritemskog lupusa, polimiozitisa, radioloskog spondiloartritisa (psorijaze), multiple
skleroze i astme [397,399]. Nadalje, 7-KC je smanjio izrazaj M2 kemokina CCL17 u prilog
proupalnog usmjeravanja CD68+ makrofaga [352,400], kao i izrazaj arginaze-1 jednakom
ucinkovitoS¢u kao LPS. LPS je statisticki znacajno povecao izrazaj M1 biljega iNOS, §to nije
postignuto po stimulaciji sa 7-KC-om. Medutim, smanjenje udjela arginaza-1+CD68+
makrofaga je omogudilo prevlast iNOS+CD68+ makrofaga u suspenziji nakon 18 sati

stimulacije sa 7-KC-om, jednako kao i po stimulaciji s LPS-om. Stoga zaklju¢ujemo da je 7-
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KC ligand za TLR4 i posrednik proupalnog odgovora CD68+ makrofaga sinovijske membrane.
U prilog tome govori izdaSan izrazaj NF-kB u citoplazmi i jezgri CD68+ makrofaga u
nakupinama leukocita u sinovijskoj membrani ex vivo, koji ukazuje na aktivaciju makrofaga,
proupalno lucenje monokina i izrazaj citotoksi¢nih posrednika po stimulaciji TLR4 [401,402].
Zaista, mali broj CD68+ makrofaga svjeze izdvojenih iz sinovijske membrane izrazava
citotoksicke molekule GNLY (3,3%) i perforin (2,8%) u citoplazmi, kako je dokazano
proto¢nom citometrijom. GNLY se oslikao metodom dvostruke imunofluorescencije u CD68+
makrofagima u nakupinama leukocita u stromi sinovijskih izdanaka i moguce sluzi za stiSavanje
imunoloske reakcije i retrakciju klonova regrutiranih limfocita T, kao Sto je predlozeno za
miokard nakon akutnog infarkta [296]. Zbog ograni¢enog broja izdvojenih mononuklernih
stanica iz sinovijske membrane nismo bili u mogucnosti istraziti citotoksi¢nost sinovijskih
makorofaga i limfocita T, ali smo obiljezili APAF-1, apoptoticki medijator u parafinskim
rezovima sinovijske membrane metodom imunohistologije i1 utvrdili tockasti pozitivitet
uglavnom u jezgrama stanica nakupljenih u stromi, od kojih je u rijetkim CD68+ makrofagima
prikazan metodom dvostruke imunofluorescencije. U bolesnika s OA-om koljena, skupina
citotoksi¢nih medijatora (sFas, perforin, granzim A 1 GNLY) je dokazana u visokim
koncentracijama ELISA metodom u sinovijskoj tekuéini po stimulaciji s proizvodima
mononuklearnih stanica tzv. proteoglikanskim agrekanskim peptidima [403]. Osim toga, upala
u bolesnika s OA-om koljena bila je izraZenija u tkivima koja okruzuju zglob, nego
koncentracije IL-6 i citotoksi¢nih medijatora u cirkuliraju¢oj perifernoj krvi [403].

OA se danas shvaca kao lokalno proupalno zbivanje niskog stupnja s mogucim utjecajem na
sustavnu imunost [297,299], pogotovo u razdobljima boli, koju posreduju citokini, koji ujedno
uzrokuju progresiju bolesti [404].

Medutim, malo se zna o ulozi stani¢tno posredovanog imunoloSkog odgovora i
citotoksi¢no/apoptoticnih mehanizama posredovanih perforinom i GNLY-om u patogenezi OA-
a na lokalnoj 1 sustavnoj razini. Prisutnost citotoksi¢nog proteina perforina unutar
citoplazmatskih zrnaca CD4+, CD8+, CD56+, CD16+ 1 CD25+ limfocita iz sinovijske tekuc¢ine
1 sinovijske membrane bolesnika s OA-om, utvrdena je proto¢nom citometrijom [405]. Izrazaj
perforina ukazuje na ulogu citotoksi¢nih limfocita T i1 stanica NK u patogenezi OA-a [405], jer
perforin korelira sa stani¢no posredovanim citotoksi¢énim potencijalom limfocita T 1 stanica NK
u razlic¢itim tkivima [406—408].

U aktiviranim izvr$nim stanicama NK perforin je pohranjen u tzv. gustim zrncima kako se
prikazuju elektronickim mikroskopom, zajedno s posrednicima apoptoze kao $to je granzim,

Fas ligand i zreli (9 kDa) GNLY, kojemu se pripisuju citotoksi¢na svojstva [408,409]. Dulji, 15
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kDa oblik GNLY-a pohranjen je u zrncima, koja se nalaze izravno ispod stanicne membrane i
moze se preraditi u kraci, citotoksi¢ni oblik GNLY-a od 9 kDa [409]. GNLY od 15 kDa pokazuje
pretezno regulatorna svojstva kao alarmin, zbog regrutiranja imunoloskih stanica na mjesto
upale [408,410]. Snazno privla¢i monocite, CD4+ 1 CD8+ memorijske limfocite T i stanice NK
1 zrele dendriticke stanice [411] te potice diferencijaciju monocita u dendriticke stanice [409].
Obje vrste zrnaca koje sadrze GNLY oslobadaju se iz izvrS$nih stanica na zahtjev, u skladu s
poticajima [408]. Medutim, oblik od 9 kDa se oslobada nakon vezanja aktivacijskih i
inhibicijskih receptora na stanicama NK s ligandima na ciljnim stanicama, ovisno o njihovom
trenutnom izrazaju [409]. Duzi 15 kDa oblik GNLY-a oslobada se uglavnom iz stanica NK pod
djelovanjem citokina npr. IL-15 [409]. GNLY koristi viSe mehanizama za ulazak i ubijanje
ciljnih stanica. Zbog svoje grade i polarnosti (kationska molekula) iz obitelji bjelancevina
sli¢nih saponinu lako se ugraduje u fosfolipidni dvosloj stani¢ne membrane [412]. U stanicama,
GNLY od 9 kDa ubija bakterije u¢inkovito unutar nekoliko minuta [411,413], ali ostavlja
eukariotsku stanicu netaknutom [412]. Vjeruje se da je citotoksi¢na aktivnost GNLY-a u
eukariotskoj stanici rezultat vezanja GNLY-a za nabijenu membranu mitohondrija [414] nakon
Sto ude u citoplazmu kroz perforinsku poru [415,416]. Ostecenje mitohondrija uzrokuje brzo
otpustanje APAF-1 1 mitohondrijskog citokroma C, koji onda uzrokuju cijepanje DNA na nacin
ovisan 1 neovisan o kaspazama [414,417,418]. Sadasnje spoznaje ukazuju da GNLY moze
uzrokovati stani¢nu smrt neposrednim ulaskom u jezgru stanica [419]. Spori mehanizam
djelovanja GNLY-a izgleda obuhvaca stvaranje ceramida u membrani ciljne stanice, moguce 1
bez posredovanja perforina [418].

Prema naSim saznanjima, ne postoje podaci o izrazaju 1 citotoksi¢nosti/apoptoti¢nim
mehanizmima posredovanim GNLY-om u perifernoj krvi pacijenata s OA, s obzirom na blago
proupalno okruzenje [420—422]. Stoga smo mi analizirali izrazaj GNLY-a, IFN-y i IL-4 u
limfocitima periferne krvi, 1 citotoksi¢nost stanica NK posredovanu GNLY-om prema ciljnim
stanicama K-562 linije 1 odredivali GNLY u serumu bolesnika s OA-om. Dokazali smo da je
ucestalost limfocita periferne krvi kod bolesnica s ranim OA-om koljena statisticki znacajno
veca u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu uz pomo¢ protocne citometrije i protu-GNLY
protutijela RC8 klona, ¢ije je svojstvo da se specifi¢no veZe za epitop oba oblika GNLY-a (9 i
15 kDa) [423]. Zbog visokog postotka GNLY-a (~30%) u limfocitima periferne krvi bolesnika
s OA-om 1 Siroke rasprSenosti rezultata u naSem pilot istrazivanju [424], OA skupina i kontrole
u ovom istrazivanju definirane su preciznije prema kriterijima iskljucenja.

Povecan izrazaj GNLY-a u NK, T i NKT stanicama u bolesnika s OA-om u skladu je s blago

izrazenim sustavnim, proupalnim imunoloSkim odgovorom niskog stupnja u OA-u [422,425] i
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spoznajom da GNLY povecava upalu [426,427]. U bolesnika s OA-om prevladava proupalni
imunoloski odgovor s Iucenjem IFN-y nad protuupalnim imunoloskim odgovorom
posredovanim s IL-4 iz limfocita T i stanica NK periferne krvi u odnosu na kontrolnu skupinu
u kojoj je prevladavalo stvaranje IL-4 nad IFN-y u stanicama NK 1 limfocitima NKT [297].
Sukladno tome, Thl citotoksi¢ni limfociti T koje proizvode IFN-y pronadeni su u sinovijskoj
tekucini i sinovijskoj membrani bolesnika s OA-om [428]. Izrazaj IFN-y na razini mRNA i
bjelancevina ovisi o JAK/STAT signalnom putu u limfocitima T i stanicama NK, koji je poznat
kao put za poticanje stanicama posredovane imunosti [421,429]. To je u skladu s porastom
srednjeg intenziteta fluorescencije za GNLY u limfocitima periferne krvi bolesnika s OA-om u
usporedbi sa zanemarivim fluorescentnim signalima za GNLY u kontrolnoj skupini. Poznat je
blagi izrazaj GNLY-a u limfocitima T i konstitucijski izrazaj GNLY-a u stanicama NK, koji se
u obje vrste stanica povecava nakon aktivacije s antigenom ili ligandima za citotoksicne
receptore [430]. Metodom imunocitokemije smo slikovito prikazali GNLY u veéem broju
limfocita periferne krvi bolesnica s OA-om u odnosu na manji broj i slabiju ja¢inu izrazavanja
GNLY-a u kontrolnoj skupini [297]. Takoder smo prikazali ve¢e uvodenje NK ciljnih stanica
K-562 u ranu apoptozu na nacin ovisan o GNLY-u za razliku od kontrolne skupine in vitro.
Naime, citotoksi¢nost posredovana GNLY-om se gotovo potpuno uklonila djelovanjem protu-
GNLY protutijela RC8 klona. Zbog oskudnog izrazaja GNLY-a u stanicama NK kontrolne
skupine, nije se mogla niti ostvariti znacajna citotoksi¢nost posredovana GNLY-om.
Citotoksicnost GNLY-a protiv K-562 ostvarivala se samo uz prisutnost perforina, jer su
perforinske pore omogucavale ulazak GNLY-a u stanice, iako sam perforin ne potice stani¢nu
smrt apoptozom [430,431]. Apoptoza posredovana GNLY-om je potaknuta povecanjem
koncentracije unutarstani¢nog Ca®" o$te¢enjem stani¢ne membrane, stvaranjem ROS-a u
mitohondrijima, oslobadanjem APAF-1, citokroma C i aktivacijom kaspaze 3, §to remeti
normalnu fiziologiju ciljnih stanica [427,430]. Ciljne stanice u naSim pokusima su mogle
umrijeti apoptozom, ali 1 nekrozom 4 sata nakon brzog ulaska GNLY-a kroz perforinske pore
[427,431]. Medutim, nacin analize stani¢ne smrti proto¢nom citometrijom nije ukljucivao
nekroti¢ne stanice, nego samo ogradene Annexin pozitivne i PI negativne stanice, koji se koriste
za otkrivanje stanica koje su uvedene u ranu apoptozu na kraju 18 satnog testa citotoksi¢nosti
[298].

Ubijanje ciljnih K-562 stanica humane eritroleukemije, koje ne izrazavaju MHC molekule
razreda I, predstavlja model za in vitro analizu citotoksi¢nosti posredovanu stanicama NK, ali 1
citotoksi¢nost prema vlastitim oSte¢enim stanicama, koje prilikom oste¢ivanja uklone MHC

molekule sa svoje povrsine [432]. To implicira da aktivirane stanice NK u cirkulaciji mogu
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oStetiti endotelne stanice tijekom aterogeneze, neovisno ili u suradnji s klasi¢nim metaboli¢kim
¢imbenicima rizika i podrzavati endotelnu disfunkciju u pozadini kardiovaskularne bolesti
[404]. Prethodno je pokazano da >80% bolesnika s OA-om boluje od arterijske hipertenzije i
>30% su dijabeticari [31], Sto se odrazava i1 u skupini nasih bolesnica s OA-om u ovom
istrazivanju. To oznacava mogucénost metabolicki potaknute sustavne upale [433,434]. Sve
bolesnice s OA-om uklju¢ene u ovo istrazivanje, kao i kontrolna skupina, su imale
hiperkolesterolemiju, koja je sastavnica metaboli¢kog sindroma. Zna se da unos zasi¢enih masti
moze utjecati na napredak OA-a koljena jer one postaju supstrat za neenzimatsku oksidaciju,
neovisno o tjelesnoj masi, i mogu metabolicki potaknuti sustavnu upalu niskog stupnja
[249,433]. U nasem istrazivanju bolesnice nisu bile pretile nego su imale prekomjernu tjelesnu
masu. Medutim, doprinos biokemijskih i metaboli¢kih ¢imbenika, zajedno s ¢imbenicima koji
se ne mogu mijenjati (spol, dobi i nasljede) na aktivnost stanica NK ne mogu se potpuno
iskljuciti [435]. Osim toga, OA koljena razli¢ito zahva¢a muskarce 1 Zene, jer Zene pokazuju
povecanu sklonost za OA, razvoj tezeg oblika bolesti i invaliditet [436]. Kako bi se izbjegle
razlike temeljene na spolu i mogucoj ulozi estrogena na funkciju limfocita i izrazaj GNLY-a
[437], u ovo istrazivanje regrutirali smo zZene u postmenopauzi kako u skupinu s OA-om, tako
i u kontrolnu skupinu.

Za vizualizaciju GNLY-a 1 LAMP-1, biljega sekretornih organela povezanih s lizosomima
[438], koristili smo konfokalnu mikroskopiju. Konfokalna mikroskopija potvrdila je ucestaliji
izrazaj GNLY-a u limfocitima periferne krvi iz skupine bolesnica s OA-om u usporedbi s
kontrolnom skupinom, iako je kolokalizacija GNLY-a i LAMP-1 molekule iznosila oko 40% u
obje skupine. To je dokazalo nakupljanje citotoksicnog oblika (9 kDa) GNLY-a u gustim,
zrncima za egzocitozu, dok 15 kDa GNLY nije povezan s LAMP-1+ organelima 1 ne preklapa
se po stani¢nom smjestaju s citotoksicnim oblikom (9 kDa) GNLY-a [423]. Oblik GNLY-a od
15 kDa oslobada se aktiviranjem stanice na nacin ovisan o citokinima i protein kinazi C [423].
On predstavlja topljivi serumski GNLY s regulacijskim funkcijama [423], koji je bio zanemariv
u bolesnika s ranim OA-om i u kontrolnoj skupini. Na temelju ovdje prikazanih rezultata
zakljucujemo da je u Zena s OA-om koljena, izrazaj GNLY-a u podskupinama limfocita
periferne krvi i GNLY-om posredovana apoptoza K-562 stanica veca nego u kontrolnoj skupini.
Ipak, optimalno bi bilo proSiriti istraZivanje citotoksi¢noosti s veéim brojem bolesnika i

razli¢itim vrstama OA u oba spola, kako bi se doSlo do potpunijeg zakljucka.
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6. ZAKLJUCCI
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b)

Srednji broj CD68+ makrofaga u sinovijskoj membrani bolesnika sa zrelim OA-
om koljena u ¢asu aloartroplastike koljena iznosio je 35 + 21 (srednja vrijednost +
SD) u polju srednjeg povecanja svjetlosnog mikroskopa (x400).

CD68+ stanice sinovijske membrane zrelog OA-a koljena su neznatno oStecene i
vjerojatno potaknute (stimulirane) lokalnim tvarima.

CD68+ makrofagi u svjeze izdvojenoj suspenziji su izrazavali unutarstani¢ni inducibilni
oblik Hsp70 manje od 5%, a srednji intenzitet fluorescencije za Hsp70 po pojedinoj
stanici takoder je bio nizak i iznosio od 25-30 u nalazima proto¢ne citometrije.

Rijetke Hsp70+ stanice utvrdili smo u nakupinama leukocita u stromi sinovijske
membrane metodom imunohistokemije.

U nakupinama leukocita u stromi sinovijske membrane izrazaj apoptoticke molekule
APAF-1 (citoplazmatski i nuklearni) utvrden je u manjem broju stanica metodom
imunohistologije, dok je obiljezavanje transkripcijskog biljega koji nadzire razvoj
razli¢itih podrazaja NF-«B bilo znatno ucestaliji.

CD68+ makrofagi sinovijske membrane zrelog OA-a koljena mogu ucinkovito
prepoznavati, internalizirati i provoditi signal u stanicu po vezanju liganada.

U rezovima sinovijske membrane CD68+ stanice su izrazavale membranske receptore
za prepoznavanje imunoloskih obrazaca CD91, TLR4 1 molekulu CDI14 =za
prosljedivanje signala u stanicu po vezanju liganada za TLR4, kako je prikazano
metodom dvostruke imunofluorescencije.

Proto¢na citometrija je dokazala da CD68+ makrofagi iz suspenzije mononuklearnih
stanica izrazavaju receptore za prepoznavanje imunolo$kih obrazaca CD91, TLR4 i
CD206 u oko 50%, od ¢ega je median za CD91 1 TLR4 bio statisticki znacajno visi u
odnosu na izrazaj CD209 (median 12,9 %).

U suspenziji mononuklearnih stanica je bilo 81,82% CD68+ makrofaga koji su
izrazavali CD14.

U uvjetima in vitro Hsp70 se u koncentraciji 2 pg/mL veZe za TLR4 CD68+ makrofaga
iz suspenzije mononuklearnih stanica.

Farmakoloska koncentracija 7-KC (10 pug/mL) veze se za TLR4 na povrsini CD68+
makrofaga iz suspenzije mononuklearnih stanica.

CD68+ makrofagi iz suspenzije mononuklearnih stanica ucinkovito internaliziraju

ligand za CD206, FITC-dekstran u uvjetima in vitro.
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g)

h)

b)

b)

LXR se obiljezavao u jezgrama stanica, ukljucujuci jezgre CD68+ makrofaga, u tkivnim
rezovima sinovijske membrane metodom dvostruke imunofluorescencije.
4-hidroksinonenal, proizvod oksidacije viSestruko nezasi¢enih omega-6 masnih
kiselina, bio je homogeno izrazen u citoplazmi CD68+ makrofaga rasporedenih po
povrsini sinovijskih izdanaka i1 u nakupinama leukocita.

CD68+NF-kB+ stanice utvrdene su u nakupinama leukocita u stromi tkivnih rezova
sinovijske membrane metodom dvostruke imunofluorescencije.

CD68+ stanice sinovijske membrane zrelog OA-a koljena imaju antigen predo¢na
svojstva dok je njihova sposobnost fagocitoze opsoniziranih bakterija i
citotoksi¢nosti vjerojatno manja.

U svjeze izdvojenoj suspenziji izrazaj HLA-DR na CD68+ makrofagima je iznosio
86,2% 1 bio statisticki znacajno veci u odnosu na izrazaj CD80 (31,8%) 1 CD86 (62,5%)
potrebnih za prosljedivanje prvog i drugog signala za aktivaciju limfocita T.
Membranski izrazaj CD16 receptora (median 8,1%) te unutarstanini izrazZaj
citotoksi¢nih medijatora GNLY-a 1 perforina u svega nekoliko postotaka utvrden je
protocnom citometrijom u CD68+ makrofaga iz svjeze izdvojene suspenzije;

Rijetke granulizintCD68+ stanice su utvrdene dvostrukom imunofluorescencijom u
nakupinama leukocita u stromi tkivnih rezova sinovijske membrane.

CD68+ makrofagi iz sinovijske membrane zrelog OA-a koljena izraZavaju
proupalne kemokine i citokine.

Unutarstani¢ni izrazaj M1 kemokina CCL2 (median 71%) je bio statisticki znacajno
veéi od M1 kemokina CCL3 (median 22,9%) u CD68+ makrofagima iz svjeze
suspenzije mononuklearnih stanica sinovijske membrane prema nalazu protocne
citometrije, Sto je oslikano metodom imunohistokemije u tkivnim rezovima sinovijske
membrane kao brojne CCL2+ stanice ¢ija raspodjela prati raspodjelu CD68+ makrofaga
u odnosu na neznatan izrazaj CCL3+ stanica.

Unutarstani¢ni izrazaj M2 kemokina CCL22 iznosio je 41,3% 1 bio je statisticki
znacajno visi u odnosu na neznatni izrazaj M2 kemokina CCL17 u CD68+ makrofagima
1z svjeZe suspenzije mononuklearnih stanica sinovijske membrane, kako je dokazano
proto¢nom citometrijom.

Unutarstani¢ni izrazaj proupalnog citokina IL-15 bio je statisti¢ki znacajno veci
(median 18,2%) u odnosu na neznatan izrazaj proupalnih citokina IFN-y 1 TNF-a u
CD68+ makrofagima iz svjeze suspenzije mononuklearnih stanica sinovijske membrane
prema rezultatima proto¢ne citometrije.

135



6.

b)

d)

b)

d)

U sinovijskoj membrani zrelog OA-a koljena nalazili smo podjednak broj M1
polariziranih (iNOS+) i M2 polariziranih (arginaza -1+) makrofaga, medutim
njihova tkivna raspodjela nije bila istovjetna.

iINOS+ stanice su bile ucestalije u nakupinama leukocita, dok su arginaza-1+ stanice
bile zastupljenije na povrsini sinovijskih izdanaka metodom imunohistokemije.

U nakupinama leukocita dokazali smo vise CD68+ makrofaga koji izrazavaju M1
biljege iNOS+, IL-15+ i CCL2+, dok su M2 polarizacijski biljezi arginaza-1 i CCL22
gotovo izostali u tkivnim rezovima sinovijske membrane obiljezenih dvostrukom
imunofluorescencijom.

CD68+ makrofagi proSireni na povrsini sinovijskih izdanaka intenzivno su izrazavali
M2 biljeg arginazu-1, a rijetko IL-15 i okruzivali su nakupine leukocita u stromi, $to
moguce ukazuje da pod poticajem antigena iz sinovijske teku¢ine mijenjaju imunolosku
polarizaciju iz M2 u M1 1 okruzuju se limfocitima zbog antigenske prezentacije.

U svjeze izdvojenoj suspenziji mononuklearnih stanica sinovijske membrane CD68+
makrofagi izrazavali su u podjednakom udjelu M1 biljeg iNOS i M2 biljeg arginazu-1
u citoplazmi prema nalazu proto¢ne citometrije.

U stromi sinovijske membrane CD68+ makrofagi bili su neposredno okruZeni
brojnim limfocitima CD3+ fenotipa i limfocitima CD56+ fenotipa, $to daje naslutiti
njihovo funkcijsko medudjelovanje.

CD68+ makrofagi sinovijske membrane zadrZavaju svojstvo plasti¢nosti .

CD68+ stanice iz suspenzije mononuklearnih stanica sinovijske membrane sposobni su
pokrenuti program sazrijevanja M1 pod utjecajem LPS-a (10 ng/ml).

LPS smanjuje internalizaciju FITC-dekstrana te izrazaj kemokinskih receptora CCRS5 1
D6, receptora za prepoznavanje imunoloskih obrazaca CD91 1 CD206, citoplazmatski
izrazaj IFN-y, IL-17, CCL17, dok povec¢ava izrazaj CD86, CCR7, CCL2 i CCL3 u
usporedbi sa stanicama kultiviranim samo u RPMI mediju za kulturu tijekom 18 sati.
Izrazaj CD80, HLA-DR, IL-1Rtip II, CCL22 i IL-15 nisu se znacajno mijenjali pod
utjecajem LPS-a.

LPS je smanjio ucestalost stanica arginaze-1+/CD68+ i pove¢ao iNOS+/CD68+ u
kultiviranja in vitro.

Farmakoloska koncentracija 7-KC (10 pg/mL) podrZzava program sazrijevanja M1,
usprkos smrtnosti od oko 40 %, jer je povecao izrazaj CD86, CCR7, CCL2 i CCL3, a

smanjio izrazaj kemokinskih receptora CCRS i D6, receptora za prepoznavanje
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10.

11.

imunoloskih obrazaca CD91 1 CD206, citoplazmatski izrazaj IFN-y, IL-17 i CCL17 u
usporedbi sa stanicama kultiviranim samo u RPMI mediju za kulturu tijekom 18 sati,
dok su izrazaji CD80, HLA-DR, IL-1R tip II, CCL22 i IL-15 ostali nepromjenjeni, kao
1 stimulacija s LPS-om.

7-KC je smanjio ucestalost stanica arginaze-1+/CD68+ u suspenziji i nije promijenio
iINOS+ u stanicama CD68+, ¢ime se povecao omjer iNOS+/arginaze-1+ u podskupu
CD68+.

Izrazaj GNLY-a u limfocitima periferne krvi Zena nakon menopauze s ranim OA -
om koljena je ve¢i u odnosu na kontrolnu skupinu bez OA-a koljena.

Postotak ukupnih GNLY+ limfocita periferne krvi bio je veci u bolesnica s ranim OA-
om koljena nego u kontrolnoj skupini temeljem nalaza protocne citometrije i oslikan je
metodom imunocitokemije.

U bolesnica s ranim OA povecanja dokazali smo vec¢i udio GNLY+ stanica u podvrstama
stanica NK, limfocita T i stanicama NKT metodom proto¢ne citometrije;

Smjestaj GNLY-a unutar LAMP+ citoplazmatskih lizosoma limfocita periferne krvi bila
je ~40% u skupini bolesnica s ranim OA-om koljena i u kontroli prema nalazu
konfokalne mikroskopije, medutim intenzitet obiljeZavanja GNLY-a u limfocitima
periferne krvi bio je veci u bolesnica s OA-om nego u kontrolama prema nalazu
protocne citometrije.

Izrazaj GNLY-a je podupiralo povecano unutarstani¢no izrazavanje proupalnog IFN-y u
odnosu na IL-4 u stanicama NK 1 limfocitima T u bolesnica s OA-om koljena.
Koncentracija GNLY-a (citotoksi¢kog i regulacijskog oblika) u serumu bila je <0,3
ng/ml u bolesnica s ranim OA-om koljena i u kontroli.

Apoptoza ostvarena stanicama NK uz posredovanje GNLY-a predstavlja
imunopatogenetski mehanizam koji djeluje na sustavnoj razini u bolesnika s ranim
OA-om koljena.

Protu-GNLY Pt RC8 klona nije znac¢ajno mijenjalo ranu apoptozu, dok je RCS8 protu-
GNLY mPt u kombinaciji s anti-perforinskim mPt znac¢ajno smanjilo ranu apoptozu NK
ciljnih K-562 stanica posredovanu neposrednim dodirom sa stanicama NK u bolesnica

s ranim OA-om koljena, dok nije pokazao znacajan ucinak u kontrolama.

Zakljuéno, CD68+ makrofagi sinovijske membrane zrelog OA koljena su heterogena

skupina stanica M1 i M2, a 7-KC, kao ligand za TLR4 promice M1 polarizaciju in

vitro i podudara se s uklju¢ivanjem GNLY-a i prevlasti upale u patogenezi OA.
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Slika 53. Izrazaj GNLY-a u limfocitima periferne krvi bolesnika s ranim OA-om koljena 1
zdravim kontrolama.

Slika 54. Konfokalna laserska mikroskopija GNLY-a 1 LAMP 1 u limfocitima bolesnika s ranim
OA-om koljena (A) i kontrolom (B).

Slika 55. Udio GNLY+ stanica u subpopulacijama limfocita periferne krvi.

Slika 56. Analiza apoptoze posredovane GNLY-om u stanicama prirodnim ubojicama periferne
krvi.

Slika 57. 1zraZaj citotoksi¢nih medijatora GNLY-a i perforina u CD56+ stanicama u sinovijskoj
membrani zrelog OA-a koljena metodom dvostruke imunofluorescencije.

Slika 58. Raspodjela GNLY-a u subpopulacijama limfocita periferne krvi.

Slika 59. Usporedba unutarstani¢nog izrazaja IFN-y i IL-4 u CD3-CD56+ stanicama NK,
CD3+CD56 limfocitima T 1 CD3+CD56+ stanicama NKT u bolesnika s ranim OA-om koljena
1 zdravom kontrolom.
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Popis tablica

Tablica 1. Protutijela koriStena za imunohistokemijsko obiljezavanje tkivnih rezova sinovijske
membrane zrelog OA-a koljena.

Tablica 2. Protutijela koriStena za imunofluorescenciju tkivnih rezova sinovijske membrane
zrelog OA-a koljena.

Tablica 3. Kombinacija protutijela koriStenih za imunofluorescenciju tkivnih rezova sinovijske
membrane zrelog OA-a koljena.

Tablica 4. Protutijela koriStena za simultano obiljezavanje povrSinskih biljega izdvojenih
mononuklearnih stanica sinovijske membrane bolesnika sa zrelim OA-om koljena.

Tablica 5. Kombinacije protutijela koriStene za simultano obiljezavanje povrSinskih biljega
izdvojenih mononuklearnih stanica sinovijske membrane bolesnika sa zrelim OA-om
koljena.

Tablica 6. Specifikacija protutijela koristenih u obiljezavanju povrSinskih i unutarstani¢nih
antigena u izdvojenim mononukleranim stanicama sinovijske membrane zrelog OA-a koljena.

Tablica 7. Kombinacije protutijela koriStene za simultano obiljezavanje unutarstani¢nih i
povrsinskih biljega izdvojenih mononuklearnih stanica sinovijske membrane bolesnika sa
zrelim OA-om koljena.

Tablica 8. Specifikacija protutijela koriStenih u obiljezavanju povrSinskih i unutarstani¢nih
antigena u izdvojenim mononuklearnim stanicama periferne krvi bolesnika s ranim OA-om
koljena.

Tablica 9. Trostruko obiljezavanje povrSinskih 1 unutarstani¢nih antigena u izdvojenim
mononuklearnim stanicama periferne krvi bolesnika s ranim OA-om koljena.
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Popis pokrata

4-HNE
7-KC
ADAMTS

ADCC

AF
Ag
AGE
AMP
AMPK

AP-1
APAF-1

ATP
Bax
Bcl-2
BMI
BMP
CCL
CCR
CD
cDC
COX
CXCR
DAB
DAMP

DAPI

4- hidrokisnonenal
7- ketokolesterol, od eng. 7-ketocholesterol

Dezintegrin i metaloproteinaze s motivima trombospondina, od eng. A
Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs

Stani¢na citotoksi¢nost ovisna o protutijelima, od eng. Antibody-Dependent
Cellular Cytotoxicity

od eng. Alexa Fluor

Antigen

Uznapredovali produkti glikacije, od eng. Advanced Glycation End-products
Adenozin- monofosfat

Adenozin monofosfatom aktivirana protein kinaza, od eng. Adenosine
Monophosphate Activated Protein Kinase

Aktivacijski protein-1, od eng. Activating Potein-1

Cimbenik aktivacije apoptotitke proteaze 1, od engl. Apoptotic Protease
Activating Factor -1

Adenozin- trifosfat

od eng. BCL2 associated X protein

od eng. B-cell lymphoma 2

Indeks tjelesne mase, od eng. Body Mass Indeks

Kostani morfogenetski protein, od eng. Bone Morphogenetic Proteins
CC kemokinski ligand, od eng. C-C Motif Chemokine Ligand
CC kemokinski receptor, od eng. CC- chemokine Receptor
Klaster diferencijacije, od eng. Cluster of Differentiation
Klasi¢na dendriticka stanica, od eng. Classical Dendritic Cells
Ciklooksigenaza, od eng. Cyclooxygenase

CXC kemokinski receptor, od eng. C-X-C chemokine Receptor
3,3-diaminobenzidin

Molekulski obrazci povezani s oSte¢enjem, od eng. Damage- Associated
Molecular Patterns

4,6-diamidin-2-fenilindol, od eng. 4,6-diamidino-2-phenylindole
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DC
DNA
EDTA
ELISA

ERK1/2

FA

FBS

FcyR

FDA

FGF

FITC

FSC

GAM- FITC

GAR-FITC

GATA
GBD
GLUT
GM-CSF

GNLY
Hsc
HDL
HIF
HLA-DR
HMGP1

hsCRP

Dendriticka stanica, od eng. Dendritic Cells
Deoksiribonukleinska kiselina, od eng. Deoxyribonucleic Acid
Etilediamintetraoctena kiselina, od eng. Ethylenediaminetetraacetic Acid

Enzimatska imunokemijska metoda, od eng. Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay

Kinaza 1 i1 2 nadzirana izvanstani¢nim signalom, od eng. Extracellular Signal-
Related Kinases 1 and 2

od eng. Focal Adhesion

Govedi fetalni serum, od eng. Fetal Bovine Serum

Receptor za Fc fragment imunoglobulina G, od eng. Fc-gamma Receptors
Americka uprava za hranu 1 lijekove, od eng. Food and Drug Administration
Cimbenik rasta fibroblasta, od eng. Fibroblast Growth Factor

Fluorescein izotiocijanat, od eng. Fluorescein Isothiocyanate

od eng. Forward scatter

Kozji protu-misji Ig obiljeZzen s FITC-om, od eng. Goat anti-Mouse conjugated
with Fluorescein Isothiocyanate

Kozji protu-zecji Ig obiljezen s FITC-om, od eng. Goat anti-Rabbit conjugated
with Fluorescein Isothiocyanate

od eng. GATA Binding Protein
Globani teret bolesti, od eng. Global Burden of Disease
Glukozni transportni receptor, od eng. Glucose Transporter

Cimbenik rasta granulocitno- makrofagnih kolonija, od eng. Granulocyte
Macrophage Colony Stimulating Factor

Granulizin

Konstitucijski protein toplinskog stresa, od eng. Constitutive Heat Shock Protein
Lipoprotein visoke gustoce, od eng. High-Density Lipoprotein

Inducibilni ¢cimbenik hipoksije, od eng. Hypoxia-Inducible Factors

Humani leukocitni antigen-DR, od eng. Human Leukocyte Antigen-DR

Protein visoke pokretljivosti skupine 1, od eng. High-Mobility Groupe Box
protein 1

Visoko osjetljiv C- reaktivni protein, od eng. high-sensitivity C-Reactive Protein
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Hsp
ICAM-1

IFN
Ig

IL
IL-1R
iNOS
IRF3

INK
INK1/2
LAMP

LDL
LDL-R
LOX-1

LPS
LXR
MCP-1

MD2
MFI
MHC

MMP
mPt
mTOR
MyD88
NADPH

Protein toplinskog stresa, od eng. Heat Shock Protein

Unutarstani¢na adhezijska molekula-1, od eng. Intercellular Adhesion Molecule-
1

Interferon

Imunoglobulin

Interleukin

Interleukin-1 receptor

Inducibilna sintaza duSikovog oksida, od eng. inducibile Nitric Oxide Synthase

Cimbenik 3 transkripcije interferona, od eng. Interferon Regulatory
Transcription Factor 3

c-Jun N-terminalna kinaza, od eng. c-Jun N-terminal Kinase
c-Jun N-terminalna kinaza 1 i 2, od eng. c-Jun N-terminal Kinase 1 and 2

Membranski protein povezan s lizosomom, od eng. Lysosomal membrane
protein

Lipoprotein niske gustoce, od eng. Low-Density Lipoprotein
Receptor za LDL, od eng. Low-Density Lipoprotein Receptor

Oksidirani LDL receptor-1 slican lektinu, od eng. Lectin-like Oxidized LDL
Receptor-1

Lipopolisaharid
Jetreni X receptor, od eng. Liver X Receptor

Monocitni kemoatraktantni protein-1, od eng. Monocyte Chemoattractant
Protein-1

Mijeloidni ¢imbenik diferencijacije 2, od eng. Myeloid Differentiation Factor 2
Srednji intenzitet fluorescencije, od engl. Mean Fluorescence Intensity

Glavni kompleks histokompatibilnosti, od eng. Major Histocompatibility
Complex

Matriks metaloproteinaza, od eng. Matrix Metalloproteinase
Monoklonsko protutijelo

od eng. Mammalian Target of Rapamycin

od eng. Myeloid Differentiation primary response 88

Nikotinamid-adenin-dinukleotid fosfat, od eng. Nicotinamide- Adenine-
Dinucleotide Phosphate
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NF-xB

NK stanice
NKT stanice
NLR

NO

NOS

OA

oxLDL

p38 MAPK

PAMP

PBS
pDC
PE
PE-Cy5
PI
PPAR

pPt
PRR

Pt

RAGE

RORa

RORyt

ROS

Runx?2

Nuklearni ¢imbenik kapa B, od eng. Nuclear Factor kappa B

Stanice prirodne ubojice, od eng. Natural Killer Cells

od eng. Natural Killer T- lymphocytes

Receptori slicni NOD-u, od eng. NOD- like Receptors

Dusikov oksid

Sintaza dusikovog oksida, od eng. Nitric Oxide Synthases

Osteoartritis

Oksidirani lipoprotein niske gustoce, od eng.Oxidized Low-Density Lipoprotein

p38 protein kinaza aktivirana mitogenom, od eng. p38 Mitogen-Activated
Protein Kinase

Molekulski obrazaci povezani s patogenom, od eng. Pathogen-associated
Molecular Patterns

Fizioloska otopina puferirana fosfatom, od eng. Phosphate Buffered Saline
Plazmocitoidna dendriti¢ka stanica, od eng. Plasmacytoid Dendritic Cells
Fikoeritrin, od eng. Phycoerythrin
Fikoeritrin-cianin5, od eng. Phycoerythrin- Cyanin5
Propidij jodid

Receptor aktiviran proliferatorom peroksisoma,
Proliferator-Activated Receptor

od eng. Peroxisome

Poliklonsko protutijelo

Receptori za prepoznavanje obrazaca, od eng. Pattern Recognition Receptors
Protutijelo

Reumatoidni artritis

Receptori za vezanje konaénih proizvoda glikacije, od eng. Receptor for
Advanced Glycation End-products

Orphan receptor alfa povezan s retinoi¢nom kiselinom, od eng. Retinoic Acid-
Related Orphan Rreceptor a

Orphan receptor yt povezan s retinoi¢nom kiselinom, od eng. Retinoic Acid-
Related Orphan Receptor- yt

Reaktivne vrste kisika, od eng. Reactive Oxigen Species

od eng. Runt-related transcription factor 2
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SmMNs
SSC
STAT
TAM
T-bet
TBS
TCR
Tth
TGF-B
Thl
Th17
Th2
TIMP

TIR
TLR
TNF
TNF-a
Treg
VCAM-1

VEGF

Wnt

Mononuklearne stanice sinovijske membrane

od eng. Side scatter

od eng. Signal Transducer and Activator of Transcription

Tumorom povezani makrofagi, od eng. Tumor-Associated Macrophages
od eng. T-box expressed in T cells

Tris puferizirana fizioloska otopina, od eng. Tris Buffer Saline
Receptori limfocita T, od eng. T cell receptors

Folikularni pomo¢nicki limfociti T, od eng. Follicular helper T cells
Transformirajuéi ¢cimbenik rasta beta, od eng. Transforming Growth Factor- beta
Pomoc¢nicki limfociti T tipa 1, od eng. T helper type 1

Pomoc¢nicki limfociti T tipa 17, od eng. T helper type 17

Pomoc¢nicki limfociti T tipa 2, od eng. T helper type 1

Tkivni inhibitori metaloproteinaza, od eng. Tissue Inhibitor of
Metalloproteinases

Toll/interleukin-1 receptor, od eng. Toll/Interleukin-1 Receptor
Receptor sli¢an Toll-u, od eng. Toll-like receptor

Cimbenik nekroze tumora, od eng. Tumor Necrosis Factor

Cimbenik nekroze tumora- alfa, od eng. Tumor Necrosis Factor- alpha
Regulacijski limfociti T, od eng. Regulatory T cells

Vaskularna stani¢na adhezijska molekula-1, od eng. Vascular Cell Adhesion
Molecule 1

Vaskularni endotelni ¢imbenika rasta, od eng. Vascular Endothelial Growth
Factor

od eng. Wingless-like
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