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Uvod

UvoD

1.1.Autoimunost

Imunosustav je skup organa, tkiva, stanica i razli€itih stani¢nih proizvoda cija
je primarna funkcija oCuvanje integriteta organizma tijekom izloZenosti
vanjskim ili unutarnjim c¢imbenicima poput patogenih mikroorganizama,
tumora, transplantanta ili sterilne upale. Normalno je imunosustav u stanju
tolerancije prema neSkodljivim tvarima iz okoliSa i prema vlastitom tkivu.
Prekid tolerancije prema neskodljivim tvarima iz okoliSa manifestira se
alergijskom reakcijom, a prekid tolerancije prema vlastitom tkivu

autoimunogéu.

Autoimunosne bolesti o€ituju se kroni€énom upalom jednog ili vise organa, te
prisutno$¢u autoantitijela i autoreaktivnih T- i B-limfocita. Do sada je
prepoznato vise od 80 razliCitih autoimunosnih bolesti; prevalencija u
razvijenim zemljama je 5-8%, i povecanom se ucestalo$¢u javljaju u Zena.
Autoimunosne bolesti ograni€ene na samo jedan organ vec¢inom zahvacaju
endokrine Zlijezde kao §&to su gusSteraca (dijabetes tipa 1), Stitnjaca
(Hashimotov tireoiditis, Gravesova bolest) ili jetra (autoimuni hepatitis), s
prisutnim  specificnim autoantitijelima za doti€no tkivo. Sistemske
autoimunosne bolesti praéene su autoantitiielima na sveprisutne antigene
kao Sto su DNA, RNA ili citrulinirani proteini, te se manifestiraju Sirokim
spektrom poremecéaja kao Sto su vaskulitisi, odlaganje imunokompleksa,
artritis velikih i malih zglobova, serozitisi, kozne promjene, nefritis, oStecenja
srediSnjeg ziv€anog sustava i dr. Sistemske autoimunosne bolesti takoder su

Cesto pracene sustavnom upalnom reakcijom koja se o ituje povisenom

| 1
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temperaturom, ubrzanom sedimentacijom, poviSenim reaktantima akutne

faze te poviSenom razinom proupalnih citokina u serumu.

Etiologija i okidaci autoimunosnih bolesti nisu joS do kraja razjasnjeni, no
smatra se da ulogu igraju i genetski faktori i utjecaj okoliSa. Daleko najvazniji
genski lokus povezan s rizikom za razvitak autoimunosnih bolesti Cine geni
HLA. Na primjer, HLA-B27 alel prisutan je u viSe od 95% bolesnika s
ankiloziraju¢im spondilitisom bijele etniCke pripadnosti. S druge strane,
virusne infekcije mogu biti okida¢ za dijabetes tipa I, puSenje za reumatoidni

artritis, a ultraljubiCasto zraCenje za sistemski eritemski lupus.

Takoder, nije jasno gdje i kada se to¢no gubi tolerancija prema
autoantigenima. Tolerancija se dijeli na centralnu i perifernu. Centralna
tolerancija je proces u kojem nezreli T-limfociti po izlasku iz koStane srZi
bivaju izlozeni endogenim  proteinima na timusnim  epitelnim
stanicamatijekom sazrijevanja. T-limfociti Ciji receptor prepozna vlastite
peptide dovoljno jakim afinitetom posljedicno su inaktivirani ili uniSteni
(negativna selekcija). Ukoliko se taj proces poremeti, kao npr. kod mutacije
trankripcijskog regulatora AIRE koji kontrolira ekspresiju vlastitih peptida na
timusnim epitelnim stanicama, dolazi do razvitka sindroma APECED (od
engl. autoimmune polyendocrinopathy, candidiasis and ectodermal
dystrophy) koji se manifestira autoimunom upalom u Zlijezdama

slinovnicama, suznim Zlijezdama, gusteragi, &titnjagi i jetri.

B-limfociti svoj razvoj pak zavrSavaju u kosStanoj srzi, gdje se autoreaktivni B-
limfociti inaktiviraju preinakama u varijabilnim lancima gena za

imunoglobuline (engl. receptor editing), delecijom ili anergijom.
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Periferna tolerancija pokriva autoreaktivne T- i B-limfocite koji izbjegnu
mehanizmima centralne tolerancije i dospiju u perifernu cirkulaciju, a mogu
¢initi i do 30% novonastalih limfocita u normalnih, zdravih osoba. Jedni od
posrednika periferne tolerancije su regulacijski T-limfociti (Treg),’koji direktno
ili indirektno — putem citokina sa supresivnhom funkcijom — mogu kontrolirati
efektorske funkcije i proliferaciju drugih stanica. Drugi vazan nacin
odrzavanja perfierne tolerancije lezi u prirodi samih antigena i antigen-

prezentirajucih stanica.

DendritiCke stanice su «profesionalne» antigen-prezentirajuce stanice (APC,
od engl. antigen presenting cells) koje su u tkivima kontinuirano u kontaktu
sa stanicama i ekstracelularnim prostorom. Ako iz tih odjeljaka ingestiraju
materijal koji ne sadrzava PAMP-ove (od engl. pathogen-associated
molecular patterns) ili DAMP-ove (od engl. danger-associated molecular
patterns), dendritiCke stanice ostaju u stanju tolerancije i nezrelosti. Ako se,
medutim, PAMP-ovi (evolucijski oCuvane strukture porijeklom od patogenih
mikroorganizama) ili DAMP-ovi (egzogeni ili endogeni materijal potencijalno
Stetan po domacdina) nalaze u ingestiranom komadicu ekstracelularnog
prostora, dendritiCke se stanice aktiviraju, po€inju sazrijevati, luCiti proupalne
citokine i kemokine, te migriraju u najblizi limfni Evor gdje prezentiraju
proteine odnosno peptide porijeklom iz ingestiranog materijala B- i T-
limfocitima, pokretajuéi na taj nadin adaptivnu imunost.* Ostale, «ne-
profesionalne» antigen-prezentirajuce stanice (monociti, makrofazi, B-
limfociti) takoder aktiviraju adaptivhu imunost, no pod odredenim uvjetima i

ne tako efikasno kao dendriticke stanice.®
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1.2.Urodena imunost

Imunosustav ima dvije glavne komponente: urodenu (nespecificnu) i
adaptivhu (specificnu) imunost. Adaptivna imunost razvila se tek u
kraljeSnjaka i posredovana je T- i B-limfocitima koji prepoznaju specifican
peptid ili protein na koji mogu razviti «memoriju», tako da pri ponovnom
susretu s istim peptidom i proteinom isti biva znatno brze prepoznat i
uklonjen. Urodeni je imunosustav posredovan stanicama hematopoetske i
ne-hematopoetske loze, evolucijski je ouvan i ne moZe razviti memoriju.’
lako je urodeni imunosustav prepoznat prije viSe od 100 godina i donio je
Nobelovu nagradu llyji Mechnikovu 1908.g. za opazanje da leukociti mogu
unistiti  mikroorganizme fagocitozom, do unatrag 15 godina nije bio
predmetom intenzivnog istrazivanja u imunologiji i medicini. Jedan od razloga
zanemarivanja urodene imunosti serija je kljucnih otkrica u mehanizmima
adaptive imunosti od druge polovice 20-tog stolje¢a nadalje, kao Sto su
teorija steCene imunotolerancije, klonske selekcije sustava HLA. To je dovelo
do pretpostavke da se rjeSenje kljuénog problema imunologije - razlikovanja
vlastitih od stranih antigena — takoder krije u adaptivnom imunosustavu. Tek
kasnije otkrila se nuznost «drugog signala» ili kostimulacijskih molekula za
aktivaciju T- i B-limfocita koji dolazi od antigen-prezentirajucih stanica, te da
komponente mikroorganizama kao Sto su lipopolisaharid (LPS) mogu dovesti
do ekspresije tih molekula. Neovisno o tome, istrazivanja antimikrobnih
mehanizama makrofaga i neutrofila dovelo je do spoznaje da se mnogi
procesi vazni za mikrobicidnu aktivhost mogu aktivirati ne samo cijelim i Zivim

mikrooranizmima veé i njihovim komponentama.®
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Klju¢nu hipotezu koja je prethodila i dala podlogu eksploziji istraZivanja u
urodenoj imunosti, a aktualna je i danas, predlozZio je Charles Janeway
1989.9.” Teorija «prepoznavanja uzorka» (engl. pattern recognition theory)
predlaze da su stanice kljuCne za razlikovanje vlastitih i stranih antigena
stanice urodene imunosti, koje antigene prepoznaju receptorima za
prepoznavanje uzoraka (PRR, od engl. pattern recognition receptors).
Ligandi PRR-a evolucijski su sacuvane strukture mikroorganizama (PAMP)
kao Sto je LPS. Aktivacija PRR nuzna je za ekspresiju kostimulacijskih
molekula, aktivaciju antigen-prezentirajucCih stanica i posljedi¢nu aktivaciju
adaptivne imunosti. Teorija je elegantno saZela mnoge do tada nepovezane
koncepte u imunologiji i objasnila poznate fenomene kao Sto su efikasnost
bakterijskih adjuvanata (jedan od najpoznatijin je BCG, Bacillus Calmette-
Guerin). Usprkos tome, nije zazivjela u potpunosti do nekoliko godina

kasnije, djelomi¢no radi toga Sto klasi¢ni PRR nisu jo$ bili otkriveni.

1.2.1. Toll-usli€ni receptori

Prvi u nizu eksperimentalnih dokaza Janewayeve teorije bilo je otkrice da je
Toll protein vinske musice nuzan za obranu protiv gljiviénih infekcija.® Toll-
geni su evolucijski saCuvani i njihov unutarstanicni, signalni dio, strukturno je
sliCan receptoru za interleukin-1 (IL-1), citokinu za kojeg se znalo da moze
aktivirati NF-xB signalni put i ekspresiju kostimulacijskih molekula. To je
pokrenulo potragu za homolozima Toll-gena u sisavaca. Transfekcija
konstitutivno aktivnog humanog Toll-homologa u ljudsku monocitnu stanicnu
liniju 1997.g. dovela je do aktivacije NF-kB signalnog puta, ekspresije ko-
stimulacijskin molekula i sekrecije proupalnih citokina.® Ligand za doti¢ni
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humani Toll-homolog (nazvan TLR4, od engl. Toll-like receptor 4 odnosno
Toll-u slican receptor 4) otkriven je godinu dana kasnije, kad se pozicijskim
kloniranjem Ips lokusa u miSeva rezistentnih na LPS-om induciranu sepsu
potvrdilo da je TIr4 gen nuZan za prepoznavanje LPS-a.'® Posljedi¢no je
otkriveno jo$ 12 funkcionalnih Toll-u sliénih receptora u miseva i 9 u ljudi,"
potvrdena je Janewayova teorija i urodena je imunost doZivjela svoj

preporod.

Toll-uslicni  receptori (TLR-i) su transmembranski proteini tipa |.
Imajuektodomenu sacinjenu od ponavljajucih leucinom bogatih regija (engl.
LRR, leucine-rich repeats) za koje se vezu PAMP-ovi, transmembransku
regiju, te signalnu unutarstaniénu TIR (Toll/IL-1R)-domenu.'®" Nalaze se ili
na stanicnoj membrani — povrSinski TLR-i, ili na membrani unutarstani¢nih
vezikula — unutarstanicni TLR-i. PovrSinski TLR-i prepoznaju evolucijski
saCuvane komponente membrana ili vanjskih ovojnica bakterija, virusa i

parazita, dok unutarstanicni TLR-i prepoznaju nukleinske kiseline (Tablica 1).
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Tablica 1. Ljudski Toll-u sli€ni receptori i pripadajuci ligandi

Stani¢na TLR2/ Lipoproteini (G* bakterije) Proteini toplinskog
membrana 1 Triacil-lipopeptidi (bakterije i Soka («heat-shock»)
TLR2/ mikobakterije) HMGB1
6 Lipoarabinomanan (Mycobacteria) Hijaluronska kiselina

Fosfolipomanan (C.albicans)
Diacil-lipopetidi (Mycoplasma)
Solubilni faktori (N. meningitidis)
Atipi¢ni LPS (L. interrogans,

P.gingivalis)
Zimozan (Saccharomyces)

TLR4  LPS (G’ bakterije) HMGB1
Glikoinozitolfosfolipidi Proteini toplinskog
(Trypanosoma) Soka («heat-shock»)
F-protein (respiratorni sincicijski Heparan-sulfat
virus) Hijaluronska kiselina

Fibronektin
Surfaktant protein A

TLR5  Flagelin (bakterije s bi¢evima)

TLR10 Ligandi nepoznati; strukturno slican TLR1, TLR2 i TLR6

Membrana TLR3  ssRNA i dsRNA ssRNA i dsRNA
endosoma TLR7  ssRNA ssRNA

TLR8  ssRNA ssRNA

TLR9 DNA DNA

Kratice: LPS, lipopolisaharid; HMGB1, protein B1 vrlo mobilne grupe (od engl. high-
mobility group protein B1); ssRNA, jednolan¢éana RNA (od engl. single-stranded
RNA); dsRNA, dvolan¢ana RNA (od engl. double-stranded RNA)

Smatra se da je ovakva lokalizacija TLR-a prilagodena njihovim ligandima.
PovrSinski TLR-i prepoznaju stabilne komponente mikroorganizama koje se
mogu nac¢i u izvanstanichom prostoru, dok nukleinske kiseline
mikroorganizama koje budu oslobodene u izvanstaniCni prostor bivaju brzo
razgradene prisutnim nukleazama.'’ Nadalje, nukleinske kiseline mogu biti
endogene; endogena DNA i RNA koja bi se nasla u izvanstani€nom prostoru
i zbog nekog razloga ne bi bila razgradena (npr. kod neadekvatnog
uklanjanja  apopototskin  stanica ili ako je  stabilizirana u

14-16

imunokompleksima), mogla bi pokrenuti upalni proces i dovesti do

razvoja autoimunosti.”” Makrofazi transficirani kimerom TLR9 i TLR4, gdje je
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izvanstanicni i signalni dio TLR9 spojen s transmembranskom regijom TLR4,
proizvode velike koliCine proupalnih citokina po dodavanju endogene DNA u
kulturu, dok makrofazi s unutarstanicnim TLR9 ostaju inertni.’® Tako se
osigurava da nukleinske kiseline koje dodu u kontakt s unutarstani¢nim TLR-
ima moraju biti unesene fagocitozom ili endocitozom, Sto nije Cest dogadaj u

sluCaju nativne endogene DNA.

Nakon sto TLR-i prepoznaju svoj ligand, signal se prenosi preko citoplazme
do staniCne jezgre. Svi TLR-i osim TLR3 koriste adapterski protein MyD88
(od engl. myeloid differentiation primary response gene 88). Signalizacija
putem IL-1 receptora se takoder odvija preko MyD88 adaptora.'® TLR3 koristi
adapterski protein TRIF? (od engl. TIR-domain-containing adapter-inducing
interferon-B), dok TLR4 koristi i MyD88 i TRIF.?' TLR4 tako ima dva razligita
signalna puta, MyD88-ovisni i TRIF-ovisni, koji imaju razliCitu kinetiku??,
razliCite dodatne adapterske proteine i razli€it ishod. MyD88-ovisni TLR4
signalni put zapoCinje kada adapterski protein TIRAP (od engl. Toll-
interleukin 1 receptor (TIR) domain containing adaptor protein) premosti
TLR4 i MyD88.%*> MyD88 dalje prenosi signal na IRAK-kinaze 4, 2 i 1 (od
engl. IL-1 receptor associated kinase), TRAF6 (od engl. TNF receptor
associated factor 6) te TAB2 i TAB3 (od engl. TAK1 binding protein), koji
potom aktiviraju TAK1 (od engl. TGF-B-activated kinase 1). TAK1 se
pridruzuje IKK-kompleksu i fosforilira IKKB, Sto vodi do degradacije I«B
inhibitornih proteina i aktivacije transkripcijskin faktora NF-xB. TAK1
istovremeno aktivira MAP kinaze (od engl. mitogen-activated protein kinase)

Erk1, Erk2, p38 i Jun, koje zatim aktiviraju razliCite transkripcijske faktore
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ukljudujuéi AP-1.2* Aktivacija NF-«B i ostalih transkripcijskih faktora rezultira
sekrecijom proupalnih citokina, ukljudujuéi IL-6, TNF-a i IL-12.° TLR4 se
potom unosi u stanicu endocitozom. Na membrani endosoma TLR4 stvara
kompleks s TRIF-om i TRAM-om (od engl. TRIF-related adaptor molecule),
koji potom aktiviraju TRAF3, TBK1 (od engl. TANK-binding kinase 1) i IKKE,
te se katalizira fosforilacija IRF3 (od engl. interferon regulatory factor 3) i

produkcija interferona p.2?’

Ostali povrSinski TLR-i koji koriste samo adapterski protein MyD88 ne
pobuduju sekreciju interferona tipa | (osim u vrlo specifiénim uvjetima),?® veé
samo aktiviraju NF-xB i MAP-kinaze. Aktivacija TLR3 preko TRIF-a takoder
moze aktivirati NF-xB. Ostali unutarstaniéni TLR-i, TLR7, TLR8 i TLRO,
koriste MyD88 i TRAFG6 za aktivaciju NF-kB i sekreciju proupalnih citokina, no

ujedno i TRAF3, IRF7 i IRF8 za sekreciju interferona tipa | (slika 1).242°

Toll-u sliéni receptori prisutni su u svim stanicama hematopoetske loze s
razli€itom distribucijom pojedinih receptora,®® a nalaze se i u nekim tkivima

ne-hematopoetske loze.*'
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Slika 1.Toll-u sliéni receptori i njihovi signalni putevi.

1.2.2. Ostali PRR

lako su Toll-u sliéni receptori najbolje do sada karakterizirani receptori
urodene imunosti, ¢esto su nadopunjeni drugim receptorima koji prepoznaju
iste ili slicne ligande. Druge porodice receptora urodene imunosti mogu se
svrstati u solubilne, transmembranske (gdje spadaju i TLR-i) te citosolne
receptore. Solubilni receptori ukljuCuju kolektine kao Sto su MBL (od engl.
mannan-binding lectin) i SP-A (surfaktant protein A), fikoline i pentraksine
kao Sto su CRP (od engl. C-reactive protein) i SAP (od engl. serum amyloid
P), koji se vezu za povrSinu mikroorganizama, aktiviraju komplement i

opsonizacijom olakSavaju fagocitozu makrofazima, monocitima i
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neutrofilima.***® CLR-i (od engl. C-type lectin-like receptors) dektin-1 i dektin-
2 su transmembranski receptori koji prepoznaju p-glukan i manan,
komponente stani¢nog zida gljiva.34 U citoplazmatske receptore pripadaju
RLR-i (od engl. RIG-I-like receptors) i NLR-i (od engl. Nod (nucleotide

oligomerization domain)-like receptors).

RLR-i su helikaze koje sadrze DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) ili DEXH (Asp-Glu-X-
His) domenu i prepoznaju RNA ili DNA prisutne u citoplazmi. Najbolje
prou¢ene helikaze su RIG-lI (retinoic acid-inducible gene 1), MDAS
(melanoma differentiation-associated protein 5) i LGP2. RIG-I i MDAS5 preko
adaptorskog proteina IPS-1 (od engl. interferon-3 promoter stimulator 1)
aktiviraju gene interferona tipa |I. RIG-I i MDAS prepoznaju dsRNA, kracu
odnosno dulju od 300 bp. Nadalje, RIG-I prepoznaje RNA sa 5'-trifosfatnom
skupinom koja je prisutha u genomima vecine virusa, ali je uklonjena ili
pokrivena 7-metil-guanozinom u tRNA, rRNA i mRNA domadina.** Nedavno
je toj porodici pridruzeno joS helikaza koje prepoznaju unutarstaniénu RNA

(DDX1, DDX21, DHX36) i DNA (DDX41, DHX9).%¢3°

U ljudskom genomu je 22 NLR-a, kojima je zajedniCka centralna Nod ili
NACHT domena, N-terminalna CARD domena (od engl. caspase recruitment
domain)i C-terminalna leucinom bogata regija (LRR). Smatra se da se
prepoznavanje liganda vrSi putem LR, a prijenos signala preko Nod i CARD
domene. Aktivacija NLR-a moze rezultirati aktivacijom signalnog puta NF-xB
(Nod1 i Nod2), inflamasoma (NLRP3, NLRP1, NLRC4), autofagije (Nod1,

Nod2, NLRC4) i/ili stani¢ne smrti (NLRP3, NLRP1, NLRC4). Ligandi NLR-a
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predmetom su intenzivnog istrazivanja, i ukljuCuju bakterijski peptidoglikan za
Nod1 i Nod2, flagelin i komponente tipa Ill sekrecijskog aparata za NLRC4,
dok su NLRP3 i NLRP1 pleiotropni senzori razliCitih molekula ili procesa kao
Sto su ATP, bakterijski toksini, gradijent unutarstaniCnih iona kalija, soli
aluminija, kristali urine kiseline i dr. Ovaj Sirok raspon liganada koji vodi k
jednom putu — aktivaciji inflamasoma, kaspaze-1 i sekreciji interleukina (IL)-
1B doveo je do hipoteze da postoji zajednicni prethodni dogadaj, npr. o
NADPH-ovisno stvaranje reaktivnih kisikovih radikala (ROS) ili ruptura
lizosomalne membrane.*® AIM2 je senzor unutarstani¢ne DNA koji pripada
HIN-200 porodici proteina te stoga nije ¢lan NLR-a, ali poput NLR-a moze
potaknuti oligomerizaciju inflamasoma, aktivaciju kaspaze-1 i sekreciju IL-

1B-41

1.2.3. Kontrola adaptivhe imunosti urodenim imunoreakcijama

PRR-i sudjeluju u kontroli adaptivhe imunosti ovisno o svojoj lokaciji i
sposobnosti za signalizaciju. Solubilni PRR-i kao Sto je MBL i neki
transmembranski PRR koji sudjeluju u fagocitozi («scavenger» receptori) ne
mogu samostalno pobuditi adaptivhu imunoreakciju. S druge strane,
uglavnom svi PRR koji aktiviraju NF-«B, IRF ili NFAT signalni put mogu
aktivirati adaptivnhu imunost s razliCitih aspekata. TLR-i mogu potaknuti
aktivaciju B-limfocita te sintezu i sekreciju IgM, IgA i IgG klase
imunoglobulina, indukciju Th1 i Th17 pomoc¢ni¢kin CD4" T-limfocita i
aktivaciju citotoksi¢nih CD8" T-limfocita.*? Aktivacija dektina-1 i -2 usmjerava

diferencijaciju pomoc¢nickih T-limfocita u Th17-fenotip, nuzan za obranu od
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gljiviénih infekcija.*® Neki NLR-i, RLR-i i citosolni senzori DNA takoder mogu
aktivirati adaptivnu imunost.***4’

Kontrola adaptivne imunosti neraskidivo je vezana uz prepoznavanje vlastitih
od stranih antigena. Strano porijeklo antigena uspostavlja se kroz fiziCku
vezu antigena i PAMP-a koji uglavnom cCine dio iste Cestice, npr. fagocitirane
bakterije, i prepoznavanje se vrsi u istom endosomu antigen-prezentirajuce
stanice. Ukoliko su antigen i PAMP u razli€itim endosomima, APC ce se
aktivirati, ali neCe preraditi antigen i prezentirati peptid u sklopu MHC-
molekule T-limfocitima.*® Cjepiva koja sadrze samo proteinsku komponentu
mikroorganizma prividno pobijaju to pravilo, no ona uglavhom sadrze kao
adjuvant aluminij-hidroksid, koji svojim depo-efektom produzuje izlozenost
APC-a antigenu, a postoje indikacije da i samostalno moze aktivirati urodenu
imunost.*?***° Asocijacija PAMP-a i antigena objasnjava imunodominantnost
proteina koji sadrze PAMP-motiv, kao sto su profilin Toxoplasma gondii.51 U
slu€aju B-limfocita, ko-aktivacija BCR-a (od engl. B cell receptor, B-stani¢ni
receptor) antigenom koji je okruzen komponentom komplementa C3dg
dovodi do izrazeno veCe produkcije antitijela. C3dg, iako vlastiti protein
domacina, «oznaCava» antigen kao strani i omogucuje optimalnu

imunoreakciju.

Kao Sto je prikazano u slici 1, TLR-i mogu prepoznavati i endogene ligande,
pa se postavlja pitanje da li to u normalnim okolnostima moze dovesti do
razvoja adaptivne imunosti na vlastite antigene, tj. autoimunosti. Ubikvitarni
izvor endogenih TLR-liganada su izvanstanini matriks i unutarstanicni

proteini. Mali fragmenti hijaluronske kiseline (HA), heparan-sulfata i biglikan

| 13



Uvod

koji se akumuliraju tijekom osteéenja tkiva mogu aktivirati TLR2 i/ili TLR4 na
makrofazima i potaknuti proizvodnju proupalnih citokina.>**® HMBG1 (od
engl. high-mobility group box 1) se normalno nalazi u stani¢noj jezgri, no
moze se osloboditi tijekom stanicne smrti. Ovisno o okolnostima,
izvanstanicni HMGB1 moZe djelovati proupalno putem aktivacije TLR2,
TLR4, TLR9 i RAGE receptora (od engl. receptor for advanced glycation end-
products).”® MiSevi deficijentni za biglikan ili s mutiranim TLR4 imaju manje
proupalnih citokina tijjekom sepse ili ishemijsko-reperfuzijske ozljede u
cirkulaciji i smanjenu smrtnost.>**” S druge strane, miSevi bez TLR2 i TLR4
izloZeni sterilnoj upali plu¢a pokazuju smanjenu migraciju leukocita u pluca,

veée ostedenje tkiva i poveéanu smrtnost.>

To upucuje da endogeni ligandi
TLR2 i TLR4 mogu zapocCeti proupalnu imunoreakciju, ali su vazni i za
cijeljenje ostec¢enog tkiva. Usprkos tome, za sad nema dokaza da ti endogeni
ligandi — za razliku od PAMP-ova - mogu potaknuti adaptivhu imunoreakciju.
Razlog tome mozda lezi u utilizaciji razliCitih ko-receptora. HA se veze za

TLR4 i CD44, HMGB1 za TLR4 i RAGE, dok se bakterijski LPS nalazi u

kompleksu TLR4 i CD14.%%°8

B-limfociti, iako uobiCajeno svrstavani u efektorske stanice adaptivne
imunosti zajedno s T-limfocitima, od njih se razlikuju na dva bitna nacina.
Prvo, sposobni su ingestirati, preraditi i predocCiti antigen T-limfocitima u
sklopu MHC-klase Il — dakle djelovati kao antigen-prezentirajuce stanice —
ako antigen biva prepoznat od strane B-limfocitnog receptora.”® Drugo, na
svojoj povrsini izrazavaju TLR1, TLR6 i TLR10, a unutarstani¢no TLR7 i

TLR9.*® Aktivacija TLR-a na B-limfocitima nuZna je za optimalnu sekreciju
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antigen-specificnih 1gG i IgM, reakciju germinalnog centra i diferencijaciju B-
limfocita u plazma-stanice u misjem modelu.®® U ljudskih naivnih B-limfocita,
aktivacija putem TLR-a sluzi kao «treCi» signal potreban za njihovu
proliferaciju, izotipsko prekapcCanje i diferencijaciju u plazma-stanice, dok su
klasicni «signal 1» (aktivacija BCR-a) i «signal 2» (kostimulacija od strane
pomocnickih T-limfocita specificnih za isti antigen) dovoljni samo za pocetnu
proliferaciju, ali ne i diferencijaciju i preiivljenje.61 S obzirom da B-limfociti
izrazavaju TLR7 — receptor za RNA, i TLR9 — receptor za DNA, pitanje koje
se namece jest da li B-limfociti mogu prepoznati endogenu RNA i DNA, i da li

to moze pridonijeti razvoju autoimunosti?

Prvo, B-limfociti se trebaju susresti s endogenom DNA ili RNA i posjedovati
BCR specifiCan za istu. Kloniranje antitijela iz pojedinacnih B-limfocita tijekom
razliCitih razvojnih stadija u koStanoj srzi pokazalo je da je vecina tek
nastalih, ranih nezrelih B-limfocita autoreaktivna na mnoge endogene
antigene, ukljuCujuci DNA. Sazrijevanjem postotak autoreaktivnosti pada na
40-75% nezrelih B-limfocita. B-limfociti koji tek izlaze iz koStane srzi nazivaju
se tranzicijski B-limfociti, i takoder ih je otprilike 40% autoreaktivno. Njihovo
sazrijevanje u periferiji praceno je padom autoreaktivnosti na oko 20% u
zrelih naivnih B-limfocita.®? Sazrijevanje tranzicijskih u zrele naivne B-
limfocite ovisi o prisutnosti BAFF-a (od engl. B-cell activating factor).63
Autoreaktivni anergi¢ni B-limfociti izrazavaju manju razinu BAFF-receptora
na svojoj povrsini od B-limfocita koji ne prepoznaju vlastite antigene. Kako je
razina cirkulirajuceg BAFF-a u zdravom organizmuo grani€ena, ne-

autoreaktivni B-limfociti s ve¢om razinom ekpresije BAFF-receptora imaju
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prednost pri preZivljavanju.®* MiSevi transgeniéni za BAFF razvijaju autoimuni
sindrom slian sistemskom eritemskom lupusu (SLE).®>®® U ljudi, povi§ene
razine BAFF-a izmjerene su u SLE-u, Sjogrenovom sindromu i

reumatoidnom artritisu.®”-%°

Drugo, endogena RNA ili DNA je obi¢no brzo degradirana u izvanstanicnom
prostoru od strane ubikvitarnih nukleaza. Osim u izuzetnim sluCajevima kao
Sto je netoza,”® nukleinske su kiseline u izvanstaniénom prostoru uglavnom
rezultat stanicne smrti. Smatra se da apoptoza nije proupalna ukoliko dode
do efikasnog uklanjanja apoptotskih tjeleSaca od strane makrofaga, dok
nekroza i piroptoza mogu izazvati upalnu reakciju.71 Defekti u uklanjanju
apoptotskih i/ili nekrotskih ostataka mogu dovesti do razvoja autoimunosti.
MiSevi deficijentni za C1q komponentu komplementa ili SAP razvijaju anti-
nuklearna antitijela, a skoro svi ljudi s C1q deficijencijom obolijevaju od SLE-
a.”” Nadalje, nukleinske kiseline, da bi bile prepoznate od strane
endosomalnih TLR-a, trebaju biti ingestirane, za sto je preduvjet stabilizacija,
npr. u kompleksu s proteinima.’® Nukleinske kiseline u kompleksu s
imunoglobulinima mogu biti prepoznate putem BCR-a, $5to potie
kolokalizaciju u iste endosomalne vezikule i posljedi¢nu signalizaciju.'®">" U
plazmacitoidnim dendritiCkim stanicama unos DNA-imunokompleksa odvija
se putem Fcy-receptora.”* Treéi nacdin ulaska nukleinskih kiselina u
endosomalne vezikule je putem HMGB1. HMGB1 otpusta se pasivno iz
nekrotiCkih stanica i aktivno iz monocita i dendritiCkih stanica stimuliranih

TLR-ligandima, te se veze za izvanstaniénu DNA.”*"® Postoje indikacije da bi

HMGB-proteini mogli biti ¢ak i univerzalni medijatori prepoznavanja
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nukleinskih kiselina.” Drugi protein koji veZe RNA i DNA, $titi ih od
degradacije i potiCe unos u endosome je LL37 ili katelicidin, za kojeg je

pokazano da poti¢e produkciju IFN tipa 1 u psorijatiénim koZnim lezijama.®"

Slijedece, izmedu nukleinskih kiselina porijeklom iz vlastitog organizma i onih
iz mikroorganizama postoje razlike koje potenciraju prepoznavanje stranih
nukleinskih kiselina. DNA bakterija i virusa je uglavhom nemetilirana, dok je
RNA obogacéena poli-U motivima.®> Stoga je odgovor na prepoznatu
endogenu DNA ili RNA manje magnitude. TreCe, za razvoj bona fide
autoimunosti potreban je dopunski signal koji ¢e podrzati poCetnu autoimunu
reakciju (npr. genetska predispozicija). Tako je poznato da 6 do 9% zdravih
osoba koje nikad ne razviju autoimunu bolest ima cirkuliraju¢a anti-nuklearna
antitijela (ANA) u niskom titru, a njih do 3,8% ima i razna druga antitijela kao
Sto su anti-dsDNA, anti-RNP, anti-Ro i anti-fosfolipidna antitijela.®*®* Usprkos
tome, znacCaj autoantitijela za razvoj autoimunosti je neprikosnoven: pri
istraZivanju pojave autoantitijela u serumu klinicki zdravih americkih vojnika
prije nego Sto su razvili manifestni SLE, pokazano je da 88% vojnika koji su
razvili SLE i do 9 godina nakon prvog uzorkovanja ima barem jedno
autoantitijelo (od 7 mjerenih) u cirkulaciji, te se broj razliCitih autoantitijela
akumulira do u prosjeku tri u doba uspostavijanja dijagnoze.®® Sukladno
tome, 40% naivnih zrelih B-limfocita u bolesnika sa SLE-om je autoreaktivno,

nasuprot 20% autoreaktivnih naivnih zrelih B-limfocita u zdravih osoba.®®

Nadalje, aktivacija TLR9 dovodi do sekrecije IL-10, koji ima supresivno

djelovanje na mijeloidne stanice i T-limfocite no potencira prezivljavanje,
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proliferaciju, izotipsko prekapcanje, sekreciju imunoglobulina i diferencijaciju

B-limfocita.?¢°"

IL-10 je ucCestalo poviSen u SLE bolesnika, korelira s
aktivnosti bolesti i titrom anti-dsDNA antitijela. Polimorfizmi promotora za IL-
10 pridonose riziku za razvoj SLE-a, a imunokompleksi SLE-bolesnika

induciraju produkciju IL-10 in vitro.%%%3

Ukoliko su gore navedeni preduvjeti ispunjeni — B-limfociti imaju autoreaktivni
BCR koji prepoznaje imunokoplekse DNA ili RNA, stabilizirane nukleinske
kiseline perzistiraju u izvanstanicnom prostoru, poviSena je razina BAFF-a —
B-limfociti mogu, neovisno o T-limfocitima, zapoceti i odrzavati autoimuni
proces. Kad su zdravi miSevi s BCR-om koji prepoznaje reumatoidni faktor
(endogeni 1gG) malim afinitetom krizani s Ipr-miSevima koji imaju
predispoziciju za SLE-u slicnu autoimunost, B-limfociti podmlatka bili su
aktivirani, te su proliferirali i luCili autoantitijela nakon prepoznavanja 1gGz,-
kromatin imunokompleksa koji su sinergisticki aktivirali BCR i TLR9. DNA i
TLR9 bili su kritiéni za razvoj autoimunosti, posto je aktivacija B-limfocita
mogla inhibirati DNazom, klorokinom (koji blokira acidifikaciju endosoma i
signalizaciju putem TLR9) ili sintetskim TLR9-inhibitorom.** lako ovaj
mehanizam patogeneze SLE-a tek treba biti potvrden u ljudi, deplecija B-
limfocita, inhibicija BAFF-a i klorokin pokazani su kao uspjesni u terapiji SLE-

95-99
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1.3. Sistemski eritemski lupus

Sistemski eritemski lupus (SLE) je autoimunosna bolest u velikoj mijeri
nepoznate etiologije. Javlja se uglavhom u zena generativne dobi i zahvaca
razliCite organske sustave. Sistemski karakter bolesti oCituje se opcCim
simptomima kao Sto su slabost, malaksalost, smanjeni apetit, umor i
povisena tjelesna temperatura. Cesto su prisutne kozne promjene
karakteristiCne lokalizacije, artritis, fotosenzibilnost, vaskulitis i miozitis, zatim
ulceracije sluznice usne i nosne Supljine, gubitak kose, endokarditis,
perikarditis, pleuritis, glomerulonefritis i neuroloski te psihijatrijski
poremeéaiji.’® Klinitka heterogenost bolesti ogituje se u dijagnostickim
kriterijima (Tablica 2); bilo koja 4 od 11 simptoma su dostatna za
dijagnozu.'" Bolest je kroni¢na i neizljegiva, oblikom varira od blagog do
fulminantnog, s mogucim letalnim ishodom u kratkom vremenskom razdoblju.
Dugoroéno 85% bolesnika preZivi 10 godina od postavljanja dijagnoze.'®
Incidencija i prevalencija variraju od populacije do populacije, te ovise ne
samo o spolu, dobi, etni¢koj ili rasnoj pripadnosti nego i razini te dostupnosti
medicinske skrbi o kojima ovisi postavljanje dijagnoze. Incidencija varira od 1
do 10, a prevalencija od 20 do 70 bolesnika na 100 000 stanovnika. Osobe
porijeklom iz Afrike ili Azije imaju 2 do 3 puta vecu incidenciju i prevalenciju

od bijelaca, a odnos broja oboljelih mugkaraca naspram Zena je 1:9.'921%3
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Tablica 2. ACR-kriteriji za dijagnozu sistemskog eritemskog lupusa

Leptirasti osip Simetri¢ni eritem na obrazima i nosu, ¢esto u
obliku leptira

Diskoidni osip Crveni, uzdignuti osip u obliku diska, moze se
ljustiti

Fotosenzitivhost UV-zraCenjem izazvan osip ili pogor$anje
postojeceg

Oralne ulceracije Aftozne promjene u usnoj Supljini

Artritis Bol i otok dva ili viSe zgloba

Serozitis Pleuritis ili perikarditis

Bubrezni poremecaj Perzistiraju¢i proteini ili staniCni depozit u
urinu

Neuroloski poremecaj Epilepti¢ki napadi ili psihoza

Krvni poremecaj Anemija, leukopenija, limfopenija ili
trombocitopenija

Imunoloski poremecaj Pozitivna anti-dsDNA, anti-Sm ili anti-
fosfolipidna antitijela

Prisutnost anti-nuklearnih antitijela Pozitivan test na ANA (anti-nuklearna
antitijela)

ACR: Americki reumatoloski kolegij (od engl. American College of Rheumatology)

1.3.1. Genetski €imbenici rizika za SLE

Do sada je otkriveno mnogo genetskih ¢imbenika koji pridonose razvoju SLE-
a. Predispozicija je u vecini sluCajeva multigenetska, no postoje rijetke
mutacije koje samostalno mogu dovesti do razvitka bolesti (npr. u genima koji
kodiraju pojedine komponente komplementa). SLE ima visok nasljedni rizik
(>66%) i visoku podudarnost izmedu jednojajCanih blizanaca (20-40%),
naspram 2-5% podudarnosti izmedu brace i dvojajéanih blizanaca.' Ciljana
genotipizacija polimorfizama (SNP, od engl. single nucleotide polymorphism)
te GWA studije (od engl. genome-wide association) otkrile su znatan broj
gena koji pridonose razvoju i patogenezi SLE-a (Tablica 3). Mnogi od tih
gena sudjeluju u procesima kao Sto su prezentacija antigena, signalni put
interferona tipa 1, signalni put TLR-a, uklanjanje mrtvih stanica i

imunokompleksa, te aktivacija B- i T-limfocita. O patogenezi bolesti jos vise

| 20



Uvod

govore mutacije u pojedinim genima koje mogu dovesti do SLE-a.
Deficijencija u C1q komponenti komplementa, iako rijetka, dovodi do razvitka
SLE-a u viSe od 90% slucCajeva. Oko 30% bolesnika sa SLE-om ima
autoantitijela na C1q, a potroSnja komplementa u plazmi je jedna od
naj¢esce prisutnih poremecaja u krvi bolesnika s SLE-om. Glavna funkcija
C1q jest opsonizacija apoptotskih stanica, Sto potice njihovu fagocitozu i
uklanjanje.”® Nadalje, mutacije u nekatalititkoj domeni genaTREX1
pronadene su u oko 2% bolesnika sa SLE-om, ali s visokom penetracijom,
dok su mutacije u katalitickoj domeni povezane s «chilblain» lupusom,
koZnim oblikom SLE-a (Tablica 3)."°'% TREX1 je egzonukleaza koja
razgraduje DNA u citosolu. U nedostatku TREX1, u stanicama se akumulira
DNA endogenih retrovirusa koja potom aktivira citosolne senzore DNA,
sekreciju interferona tipa 1 i autoimunu reakciju.'%"'® Obje mutacije pokazuiju
vaznost uklanjanja endogene DNA iz organizma; u sluCaju C1q mutacije
dolazi do defekta u odstranjivanju apoptotskih stanica, Sto dovodi do
sekundarne nekroze i oslobadanja DNA u izvanstani¢ni prostor, dok se u
slu€aju mutacije TREX7-a DNA nakuplja unutarstani¢no.

Brojni ¢imbenici iz okoliSa takoder pridonose etiologiji i patogenezi SLE-a.
Lijekovi koji izazivaju hipometilaciju DNA kao $to su hidralazin i prokainamid
mogu dovesti do razvitka SLE-a u inage zdravih osoba.’® Epidemiologke
studije impliciraju ultraljubiGasto zragenje kao faktor rizika."'® Zarazna bolest
koja se Cesto povezuje sa SLE-om je infekcija Epstein-Barr virusom (EBV).
EBNA1 antigen EBV-a sliCan je u molekularnoj strukturi Ro autoantigena,
SLE bolesnici pokazuju brzu serokonverziju u primarnoj EBV-infekciji i viSi

virusni titar, te njihovi CD8" citotoksiéni T-limfociti ne kontroliraju uspje$no
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EBV-om inficirane B-limfocite.""'"""® Nadalje, Zenski spolni hormoni takoder
pridonose SLE-u putem joS nerazjadnjenih mehanizama. ViSak X-
kromosoma u genetski modificiranih miSeva povezan je s tezim simptomima
bolesti u Zivotinja. Na X-kromosomu se nalazi CD40, jedan od rizi¢nih lokusa
za SLE. Trudno¢a moze pogorSati SLE, a tretman dehidroepiandrosteronom
114-117

(DHE) pokazao je povoljne klinicke ucinke.

Tablica 3. Genetska prijemcivost za razvitak SLE-a

TREX1 25 uklanjanje citosolne DNA

c1Q 10 uklanjanje mrtvih stanica i imunokompleksa
C4A 6.5 uklanjanje imunokompleksa

C4B 2.02 uklanjanje imunokompleksa

Cc2 5 uklanjanje imunokompleksa

TNFAIP3 2.3 NF-«B signalni put

HLA-DR2 i HLA-DR3 2 prezentacija antigena T- i B-limfocitima
IRF5 1.8 signalni put interferona tipa 1

ICTS:/;)\M (CD11b il 1.6 uklanjanje imunokompleksa

FCGR3A 1.6 uklanjanje imunokompleksa
STAT1-STAT4 lokus 1.5 signalni put interferona tipa 1 odnosno IL-12
)B;,L(’I;%Fé% 1867'4_ 1.5 signalni put BCR-a (B-limfocitni receptor)
BANK1 1.38 signalni put BCR-a (B-limfocitni receptor)
FCGR2A 1.35 uklanjanje imunokompleksa

PTPN22 1.3 signalni put TCR-a (T-limfocitni receptor)
CRP 1.3 uklanjanje imunokompleksa

TNFSF4 (OX40L) 1.3 kostimulacija T-limfocita

KIAA1542 (blizu IRF7) 1.28 signalni put interferona tipa 1

PXK 1.25 Na/K ATPaza

MECP2- IRAK7 lokus 1.2 TLR/IL1R signalni put

PDCD1 1.2 aktivacija T-limfocita

IL10 1.19 aktivacija B-limfocita; imunoregulacija
CD86 1.18 kostimulacija T-limfocita

104,118

Prilagodeno prema Harley i sur., Nat Genet 2008 i Gateva i sur., Nat Genet 2009.
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1.3.2. Stanice imunoloskog sustava u SLE-u

Stanice imunoloskog sustava klju¢ne su u patogenezi bolesti, Sto je vidljivo iz
uspjeha transplantacije kostane srzi kod pacijenata sa SLE-om rezistentnim
na sve konvencionalne i bioloske terapije.’'®'® T-limfociti, B-limfociti i
dendriticke stanice na svoj nacin pridonose bolesti. T-limfociti u SLE-u koriste
ne-kanonski signalni put nakon aktivacije svog receptora (TCR, od engl. T-
cell receptor) putem Syk-kinaze umjesto uobi€ajenog proteina ZAP-70. TCR-i
se takoder nalaze u agregatima metaboliCki aktivnih lipidnih splavi koji
pospjesSuju aktivaciju i prijenos signala. Smanjena razina IL-2 pridonosi
smanjenoj aktivnosti citotoksiCnih T-limfocita i nedostatnoj aktivacijom-
induciranoj apoptozi (AICD, od engl. activation-induced cell death), Sto
pospjeSuje prezivljavanje autoreaktivnih T-limfocita. T-limfociti bolesnika sa
SLE imaju poviSen izrazaj CD44, adhezijske molekule koja je kljuCna za
migraciju u upaljena tkiva. T-limfociti koji infiltritaju bubreg u SLE-nefritisu
izrazavaju CD44 te stvaraju IL-17, citokin s izraZzenim proupalnim
svojstvima.’®' Regulacijski T-limfociti, kljuéni za kontrolu upalne reakcije i
spreCavanje ostecCenja okolnog tkiva, imaju kvantitativni i kvalitativni defekt u

pacijenata sa SLE-om."??

Dendriticke stanice u SLE-u mogu biti aktivirane interferonom-a (IFN-a),
CD40-ligandom, nukleosomima ili imunokompleksima s DNA.74123124
Plazmacitoidne dendriticke stanice (pDC) su specijalizirane tvornice IFN-a

kojeg luCe nakon aktivacije putem TLR?7 i/ili TLR9, te su vjerojatno izvor

interferonskog «potpisa» u transkriptomu periferne krvi bolesnika SLE-om."?*

| 23



Uvod

130 Broj pDC-a u perifernoj cirkulaciji je reduciran, ali zato opsezno infiltriraju
koZu i bubrege bolesnika sa SLE-om."®"13?

B-limfociti imaju neprikosnovenu ulogu u patogenezi SLE-a. | humani SLE i
miSji modeli karakterizirani su obilatim i raznovrsnim autoantitijelima. Mnogi
geni identificirani u GWA-studijama SLE-a mogu pridonijeti povecanoj i
olak$anoj aktivaciji B-limfocita, kao §to su BANK1, BLK, IL-21R, CD40, LYN,
PTPN22, TNFAIP3, BLIMP1 te geni za Fcy-receptore.’®*'% |ako nedavna
studija deplecije B-limfocita rituksimabom (anti-CD20 antitijelo) nije dostigla
primarni terapeutski cilj, u manjoj je studiji pokazano da pacijenti u
dugotrajnoj kliniCkoj remisiji poslije deplecije imaju manje cirkulirajucih
memorijskih B-limfocita, manje autoantitijela te promijenjen fenotip B-limfocita
u germinalnim centrima tonzila.”*®'¥" Nadalje, belimumab — monoklonsko

antitijelo na BAFF — odobreno je za terapiju nakon uspjesnih klini¢kih studija

u SLE bolesnika bez nefritisa.'®

U krvi bolesnika sa SLE nalazi se povecéan broj tranzicijskih i nezrelih naivnih
B-limfocita neovisno o aktivnosti bolesti, ukljuujuéi i autoreaktivne naivne B-
limfocite. %% Takoder, poveéan je broj cirkulirajuéih CD27*1gD™ memorijskih
B-limfocita koji su prosli izotipsko prekapCanje, a rezistentni su na
imunosupresivnu terapiju.’*' Poveéan broj memorijskih B-limfocita sam po
sebi je rizik za autoimunu reakciju, jer memorijski B-limfociti imaju niZi
aktivacijski prag i mogu se brzo i nespecificno aktivirati kombinacijom TLR-
signala i BAFF-a ili I1L-21."® Osim memorijskih B-limfocita, u SLE-u je
poviSen broj CD27"" plazmablasta koji izrazavaju unutarstaniéni

imunoglobulin.''** Plazmacitoza u aktivnom SLE-u odraZzava kontinuirano
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stvaranje novih plazmablasta u germinalnim centrima, poSto je terapija
monoklonskim antitijelom anti-CD40L, koje blokira interakciju sa CD40 na B-
limfocitima i time reakciju germinalnog centra, znatno smanjila broj

cirkulirajuéih plazmablasta.’*

Stvaranje i regulacija germinalnih centara te somatska hipermutacija (SHM)
su takoder modulirani u SLE-u. Germinalni su centri aktivniji, miSevi s
mutiranim genom koji regulira izrazaj proteina ICOS na Tgy limfocitima (od
engl. Tfolicular helper) u germinalnim centrima razvijaju tesSki oblik SLE-u
slicne bolesti, a IL-21 (kojeg proizvode Tgy i koji je kljuan za reakciju
germinalnog centra) i njegov receptor geni su rizika za SLE. Plazma-stanice
bolesnika sa SLE-om imaju izrazito mutirane Vy i V. gene za varijabilnu
regiju teSkog odnosno lakog lanca imunoglobulina. Vaznost SHM u stvaranju
autoantijela pokazana je kad su autoantitijela SLE-bolesnika reverzno
mutirana u originalnu, «germline» konfiguraciju ¢ime su izgubila
autoreaktivnost.”*® Nadalje, B-limfociti i dendriticke stanice u germinalnim
centrima izlozene su potencijalnim autoantigenima u SLE-u. Fagociti u oko
50% SLE-bolesnika pokazuju smanjenu mogucénost ingestije apoptotskog
materijala. Apoptotski debris u germinalnim centrima SLE-bolesnika nalazi se
i u izvanstaniCnom prostoru, ne samo unutar specijaliziranih makrofaga koji
bi ga trebali razgraditi, te na povrsini folikularnih dendritickih stanica Cija je

uloga prezentacija antigena T- i B-limfocitima.">4?
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1.3.3. Medijatori patogeneze i osteé¢enja tkiva u SLE-u

Pored gore navedenih stanica imunoloSkog sustava, imunokompleksi su
jedni od glavnih medijatora patogeneze u SLE-u. Anti-nuklearna antitijela
mogu se vezati za obilno prisutne antigene staniCne jezgre. Njihovo je
uklanjanje smanjeno radi kvalitativnih i kvantitativnih defekta u izrazaju Fc-
receptora i komplementa. Nedostatno uklanjanje imunokompleksa povezano
je s polimorfizmima u genima za Fc-receptore i komponentu komplementa
C3b."*™" Imunokompleksi koji se taloze u bubregu najée$ée sadrze
kationska anti-DNA antitijela, anti-C1q, anti-nukleosomna i anti-kromatinska
antitijela. Nakupljaju se u subendotelnom prostoru i mezangiju, a potom u
subepitelnom prostoru i bazalnoj membrani glomerula. Nadalje,
imunokompleksi se mogu akumulirati u kozi i centralnom ziv€anom sustavu
(CNS, od engl. central nervous system). lako mogu utjecati na funkciju i
prezivlienje stanica na koje se vezu, CeScCi i opasniji efekt je aktivacija
komplementa koja potiCe lokalnu upalnu reakciju tedolazak leukocita i

limfocita iz cirkulacije.#1%°

Usprkos Sirokom spektru autoantitijela, samo ih je nekoliko direktno
povezano s osteCenjem tkiva. Anti-Ro antitijela, koja se mogu vezati za
miocite, mogu uzrokovati kongenitalni sr€ani blok u neonatalnom SLE-u, koji
se razvija u 2% majki s pozitivnim anti-Ro antitijelima. Anti-eritrocitna
antitijela aktiviraju komplement i uzrokuju citopeniju. Neka anti-dsDNA
antitijela mogu biti krizno-reaktivna s N-metil-D-aspartat (NMDA) receptorima
u mozgu, Sto u slu€aju oStecenja krvno-mozdane barijere moze dovesti do

neurokognitivnin  poremecaja. Anti-fosfolipidna antitijela potiCu izrazaj
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adhezijskih molekula na endotelu, agregaciju trombocita i sekreciju tkivhog
faktora, Sto pogoduje nastanku tromba. Spontani pobacaji u SLE-u kod
bolesnica s prisutnim anti-fosfolipidnim antitijelima povezuju se s aktivacijom
komplementa uzrokovanom vezanjem anti-fosfolipidnih antitijela za stanice
trofoblasta. Antitijela na ubikvitarne antigene kao Sto je DNA i RNA mogu se
vezati za ishemiCna tkiva te aktivirati komplement, Cime se objasSnjava
reaktivacija SLE-a nakon dogadaja koji su uzrokovali stres i/ili sterilnu

upalu, 156160

Tkivne stanice takoder mogu pridonijeti upali i oStec¢enju tkiva i organa.
Polimorfizmi u genu i promotorima za kalikrein, proteazu koja moze aktivirati
kinin u plazmi i bradikinin u tkivima, povezani su s rizikom za razvoj SLE-

nefritisa.'®’

UltraljubiCasto zraCenje uzrokuje apoptozu keratinocita, a
nedostatno uklanjanje apoptotskih tjeleSaca u SLE-u dovodi do sekundarne
nekroze i izlaganja nuklearnih autoantigena lokalnim antigen-prezentirajuc¢im
stanica, $to potiGe upalu i moZe pridonijeti razvoju autoimunosti.'®® SLE-
bolesnici imaju povec¢anu ucestalost i rizik za aterosklerozu, Sto se povezuje
s autoantitijelima na lipoproteine te odlaganjem imunokompleksa na stanice

endotela i posljedi¢nom upalnom reakcijom."®*"%°

1.3.4. Lije€enje i prognoza SLE-a

Lijekovi u uporabi za sistemski eritemski lupus mogu se podijeliti na
konvencionalne, koji ukljuCuju antimalarike, kortikosteroide, ne-steroidne
protuupalne lijekove i imunosupresivne lijekove, te na novije, ciljane lijekove,

koji uklju€uju monoklonska antitijela. Predstavnici antimalarika su klorokin i
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njegova manje toksi¢na varijatna hidroksiklorokin, koji su prvi korak u terapiji
blagog SLE-a, koznog lupusa i prevenciji relapsa («flare»). Antimalarici
dugoro€no smanjuju morbiditet i mortalitet, no ne mogu lijeciti teze
komplikacije SLE-a. Imaju viSestruk i ne do kraja razjasnjen mehanizam
djelovanja, koji ukljuCuje blokadu fagocitoze, endocitoze i acidifikaciju
endosoma, Sto onemogucava prijenos signala putem unutarstani¢nih TLR-a
te efikasno procesiranje i prezentaciju antigena.””'®"'®® Kortikosteroidi su
esencijalni za kontrolu aktivnog SLE-a i relapsa. Imaju brojna
imunosupresivna djelovanja, uklju€uju¢i smanjenje broja cirkulirajuéih T- i B-
limfocita, inhibiciju efektorskih funkcija APC-a te redukciju sekrecije

proupalnih citokina i kemokina.'®®'"°

Ciklofosfamid je lijek izbora u lije€enju bubreznog nefritisa i uglavhom se
propisuje zajedno s kortikosteroidima. Radi svoje toksi¢nosti ne preporucuje
se u odrzavanju remisije, gdje se preferiraju azatioprin i mikofenolat-mofetil.
Metotreksat se koristi kod artritisa i koznih oblika bolesti rezistentih na
antimalarike i kortikosteroide.'®® Ciljana, bioloska terapija SLE-a koja je

odobrena ili u procesu evaluacije u kliniCkim studijama opisana je u Tablici 4.

Ranija dijagnoza, prepoznavanje bolesti i adekvatno lijeCenje znatno je
utjecalo na ishod SLE-a. Polovicom dvadesetog stoljeCa 5-togodiSnje
prezivljenje bilo je manje od 50%, dok je danas 10-ogodiSnje prezivljenje
85%. U Europi, gdje je veclina bolesnika bijele rase te ima blazi oblik SLE-a
od populacija porijeklom iz Afrike i Azije, 10-ogodiSnje prezivljenje krecCe se i

do 92%. NajceSc¢i uzroci smrtnosti su aktivni lupus (26,5%, vecCinom radi
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bubreznih komplikacija ili multiorganskog zatajenja), infekcije (25%, od kojih
22,1% su bakterijske etiologije), te tromboza (26,5%).""" Vise od 40%
novootkrivenih bolesnika sa SLE-om razvije oStec¢enja organa, koja su u 15%
bolesnika ozbiljna, unutar 5 godina od dijagnoze.'”*'"® Takoder, SLE je
pracen velikim socioekonomskim teretom ne samo za bolesnike, ve¢ i za
nijhove obitelji i zdravstveni sustav opéenito.’ Sve navedeno upuéuje na
vaznost razumijevanja patogeneze SLE-a, Sto je nuzan preduvjet za razvoj

novih lijekova.
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Tablica 4. Bioloske terapije za SLE

Genericko Stadij klinicke
ime lijeka studije
B-limfociti Anti-CD20 rituksimab Stadij lI/111, Nije
EXPLORER i dostiglaprimarne i
LUNAR sekundarne ciljeve
Anti-CD20 okrelizumab Stadij Il Prekinuta radi
infekcija
Anti-CD22 epratuzumab Stadij lIb Evaluacija u tijeku
B-limfocitni abetimus (LJP- Stadij Ill, Prekinuta, nakon
tolerogen 394) studija ASPEN $to je pokazana
neucinkovitost
BAFF receptor  belimumab Stadij Il Odobren za
lije€enjeblagog
SLE-a u SAD
TACI atacicept Stadij Il za Prekinuta radi
SLE nefritis infekcija
atacicept Stadij /11l za U tijeku
ne-bubrezni
SLE
Kostimu- CD40-CD40 anti-CD40L Prekinuta Prekinuta radi
lacijske ligand (Biogen tromboza
molekule Hu5c9)
CD28 iCTLA-4 abatacept Stadij Il (SLE U tijeku
receptori i nefritis)
ligandi
ICOS-B7RP1 anti-B7RP1 Stadij | U tijeku
antitijelo
(AMG557)
Citokini anti-IL-10 anti-IL-10 Pilot studija Pilot studija je
mAb (B-N10) pokazala koristan
ucinak; nema jo$
kliniCkih studija
anti-1L-1 anakinra Dvije male Nema jos$ klini¢kih
studije studija
anti-1L-6 tocilizumab Stadij | Planira se studija s
viSe ispitanika
Ostalo Komplement ekulizumab Stadij | Bez u€inka u SLE-u
(anti-C5)
NMDA memantin Pilot studija Pilot studija nije
receptor poboljSala
antagonist kognitivne funkcije;
nema jos klini¢kih
studija
IFN-a MEDI-545 Stadijj | studija U tijeku

*prilagodeno prema Yildirim-Toruner & Diamond, J Allergy Clin Immunol 2011"%
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HIPOTEZA | CILJEVI

Dosadasnja istrazivanja pokazala su vaznost aktivacije urodene imunosti
endogenim ligandima kao Sto je DNA i hiper-reaktivhosti B-limfocita u
patogenezi SLE-a. Shodno tome, intenzitet autoimunosnih procesa u
bolesnika korelirao bi s izrazajem TLR-a u cirkuliraju¢im leukocitima, razinom
slobodne endogene DNA i imunostimulatornim citokinima, te bi se njihova
manifestacija mogla modulirati klorokinom, lijekom koji inhibira prijenos

signala unutarstani¢nih TLR-a.

Da bi ispitali gore navedenu hipotezu, odredili smo slijedece ciljeve: izmjeriti
izrazaj TLR9 u B-limfocitima novootkrivenih bolesnika sa SLE-om prije
terapije te nakon terapije klorokinom i/ili kortikosteroidima, te u serumu
izmjeriti cirkulirajucu DNA i citokine BAFF i IL-10, koji imaju stimulirajuci
uCinak na B-limfocite. Izolirane periferne mononuklearne stanice (PBMC, od
engl. peripheral blood mononuclear cells) bolesnika sa SLE-om stimulirat ¢e
se in vitro CpG oligonukleotidom, ligandom TLR9, te cCe se ispitati da li
klorokin i/ili kortikosteroidi moduliraju aktivaciju B-limfocita te sekreciju IL-10 i
BAFF-a. Da bi istrazili da li imunomodulirajuci lijekovi utjeCu na sposobnosti
obrane od bakterijske infekcije, jednom od glavnih uzroka smrtnosti u SLE-u,
mjerit ¢e se izrazaj TLR4 na monocitima bolesnika te sposobnost klorokina
i/ili kortikosteroida da inhibiraju signalizaciju putem TLR4 i posljedicnu
sekreciju proupalnih citokina in vitro nakon stimulacije izoliranih PBMC-aLPS-

om, ligandom TLRA4.
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3.1. Ispitanici

Ispitanici sa SLE-om dijagnosticirani su prema kriterijima AmeriCkog
reumatoloSkog kolegija (ACR), a aktivhost bolesti utvrdena je koristeci
SLEDAI (od engl. SLEdisease activity index) indeks.'>'® Bolesnici su
uzorkovani netom nakon uspostavljanja dijagnoze i prije propisivanja
imunomodulatorne terapije. Prva skupina ispitanika sastojala se od 11 Zena s
blagim do umjerenim SLE-om u trenutku postavljanja dijagnoze, s klinickom
prezentacijom prikladnom za terapiju klorokinom. Uzorci krvi uzimani su prije
pocCetka lijeCenja, nakon 3 tjedna kortikosteroidne terapije (prosje¢no 10.5 mg
metilprednizolona/dan), te nakon 3 mjeseca po uvodenju klorokina (250
mg/dan) i reduciranja doze Kkortikosteroida (prosje¢no 7 mg/dan). Dodatni
uzorak je prikupljen 2-3 godine nakon dijagnoze u 9 ispitanika, kad je 5
bolesnica lije¢eno klorokinom (250 mg/dan) i kortikosteroidima (4 ili 8
mg/dan), dok su ostale bile bez terapije ili samo na nesteroidnim protu-
upalnim lijekovima. Druga skupina ispitanika sastojala se od 4 bolesnika (3
Zene i jedna mus$karac) s aktivnom bolesti, Ciji su se periferni leukociti
primarno koristili u stani¢nim kulturama za eksperimentalnu potvrdu
rezultataex vivo. Uzorci bolesnika prikupljani su i koriSteni za dvije odvojene
studije, $to je shematski prikazano na Slici 2. Kratki pregled aktivnosti bolesti,

simptoma i prisutnih autoantitijela nalazi se u Tablici 5.
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Slika 2. Uzorci periferne krvi dvije skupine bolesnika sa SLE-om
ispitivani su u dvije odvojene studije. Strelica (A) oznaCava vrijeme
uzimanja uzorka. Terapija «razno» ukljuuje razliCite doze kortikosteroida,
klorokin i ciklofosfamid, pojedinacno ili u kombinaciji (ovisno o klini¢koj slici
bolesnika).

Tablica 5. Klini¢ki podaci ispitanika sa SLE-om prije terapije, u trenutku
uzorkovanja.

SLE- Glavni simptomi Proteinu- = anti-dsDNA
DAI* rija (24h)  antitijela”
Blagl do artritis, osip, 0,16 —
umjereni limfopenija, umor 0,28 g
SLE (3/11)
Aktivni 4 17 artritis (3/4), nefritis | 4,8-2,9 4/4 14 | 3/4
SLE (2/4), CNS lupus g
(1/4), lkomplement (2/14)
(4/4)

* Jedna bolesnica sa SLEDAI = 7 uklju¢ena je u “aktivni SLE” skupinu radi brze progresije
bolesti i pogorsavajuce trombocitopenije.

*oznacava broj bolesnika sa simptomom ili antitijelom od ukupnog broja bolesnika.

CNS = sredidnji Zivéani sustav (od engl. central nervous system); ANA = anti-nuklearna
antitijela; dsDNA = dvostruko uzvojita DNA; RF = reumatoidni faktor; ENA-6 = ekstraktabilni
nuklearni antigeni (od engl. extractable nuclear antigen-6, koji se sastoji od anti-SS-A/Ro, -
SS-B/La, -Sm, -Sm/RNP, -Jo-1, -Scl-70 antitijela).
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U vrijeme uzorkovanja bolesnici su takoder prosli klinicku obradu tijekom koje
se utvrdila aktivnost bolesti, kompletna krvna slika, sedimentacija eritrocita,
razina C-reaktivnog proteina, komplementa, proteinurije i autoantitijela (anti-
nuklearna antitijela, anti-dsDNA antitijela, reumatoidni faktor te ENA-6 profil,
kojeg Cine anti-SS-A/Ro, -SS-B/La, -Sm, -Sm/RNP, -Jo-1 i -Scl-70 antitijela).
Nadalje, uzorci periferne krvi prikupljeni su i od zdravih ispitanika (n=11), koji

su spolom i dobi prilagodeni skupini ispitanika sa SLE-om.

Studija je odobrena od strane EtiCkih povjerenstava Klinicke bolnice
Dubrava, Kilinickog bolnickog centra Zagreb i Medicinskog fakulteta
SveuciliSta u Zagrebu. Ispitanici su pruZzili informirani pristanak prije uzimanja
uzoraka. Svi postupci bili su u skladu s HelsinSkom deklaracijom za

medicinska istraZivanja na ljudima.'”’

3.2. Laboratorijske metode

3.2.1. Uzorci krvi

Periferna krv ispitanika prikupljana je venipunkcijom koristeéi Vacutainer®
epruvete (BD, Franklin Lakes, SAD) bez antikoagulansa (za prikupljanje
seruma), ili natrij-heparinom (za fenotipizaciju pune krvi i izolaciju perifernih
mononuklearnih stanica) odnosno EDTA (za izolaciju DNA i odredivanje
polimorfizama). Uzorci su procesirani unutar 3 sata od vadenja krvi. Serum je
izoliran nakon dvije inkubacije krvi ( prvo 30' na sobnoj temperaturi, zatim 30’
na +4°C) centrifugiranjem na 3000xg na +4°C kroz 10' u Heraeus Omnifuge

2.0 RS centrifugi (Heraeus Intruments, Hanau, Njemacka), te alikvotiran i
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pohranjen na -80°C. Uzorci krvi s EDTA pohranjeni su netom nakon

venepunkcije na -20°C do izolacije DNA i odredivanja polimorfizama.

3.2.2. Reagensi

Deksametazon, klorokin, lipopolisaharid (LPS, E. coli 0111:B4) i brefeldin A
(BFA) proizvedeni su u Sigma-Aldrich GmbH (Taufkirchen, Njemacka). CpG
oligonukleotid (C-tip,M362), proizveden u Invivogenu (Toulouse, Francuska),
koristen je u koncentracii od 5 pg/mL. Deksametazon je koristen u
farmakolo$koj koncentraciji od 10° M."® Klorokin je koridten u koncentraciji
od 2 x 10 M, LPS u koncentraciji od 100 ng/mL, a brefeldin A u koncentraciji

od 10 pg/mL. Svi su reagensi titrirani prije uporabe.

3.2.3. Kultura stanica

Periferne mononuklearne stanice (PBMC) izolirane su iz periferne
heparinizirane krvi na gradijentu gustoce Ficoll-Paque PLUS (GE Healthcare,
Uppsala, Svedska). Ficoll je neutralni, hidrofilni polisaharid visoke mase i
visoke gustoce u vodenoj otopini (1,077 g/mL) na kojeg se nasloji krv, te se
centrifugiranjem razdvoji na Cetiri dijela: u talogu su granulociti i eritrociti,
iznad njih Ficoll, zatim prsten PBMC-a koji sadrzava limfocite i monocite, te
na vrhu plazma i trombociti. Krv se prije nadslojavanja razrijedila 1:1 s
fizioloSkom otopinom s fosfatnim puferom (PBS; od engl. phosphate-buffered
saline), nadslojila na jednak volumen Ficoll-a te centrifugirala na
800xg/30'/RT (sobna temperatura, od engl. room temperature) u Heraeus
Omnifuge 2.0 RS centrifugi. Prsten PBMC-a sakupio se Pasteurovom

pipetom i prebacio u novu epruvetu, te isprao od ostataka Ficolla i plazme
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centrifugiranjem s PBS-om na 600xg/5'/RT dva puta uzastopno. Broj i
vijabilnost PBMC-a odredili smo pomoc¢u Neubauerovog hemocitometra s
0,4% otopinom reagensa Trypan Blue (Sigma-Aldrich). Vijabilnost je uvijek

bila 2 97%.

Nakon ispiranja i brojanja, 0,5 ili 1x10%/mL PBMC-iresuspendiranisu u mediju
RPMI 1640 (koji je sadrzavao 50 pg/mL gentamicin sulfata) s 10%
autolognog serumau 12x75 mm (5 mL) polistirenskim Falcon-
epruvetamakruznog dna (BD Biosciences, San Jose, SAD) za mijerenje
citokina proto¢nom citometrijom ili u polistirenskim plo€ama s 24 jaZice
(Corning, Amsterdam, Nizozemska) za mjerenje citokina enzimskim
imunoesejem (ELISA, od engl. enzyme linked immunosorbent assay).
PBMC-i su analizirani prije ili nakon inkubacije na 37°C u atmosferi s 5% CO,
u Heracell Heraeus inkubatoru (Thermo Fisher Scientific, Walthon, SAD) u
naznacenim vremenskim razmacima. Vrijeme inkubacije s deksametazonom
izabrano je prema prijasnjim studijama koje su pokazale da je najmanje 16h
do 24h potrebno za optimalnu inhibiciju sekrecije citokina,'”® te nasim
preliminarnim rezultatima koji su pokazali smanjenje vijabilnosti limfocita u
kulturama s deksametazonom duljim od 24h. PBMC-i su kultivirani 18h za
mjerenje I1L-10 sa ili bez CpG, deksametazona i klorokina, dok su IL-6 i TNF-
o mjereni nakon 6h inkubacije sa ili bez LPS-a, nakon 24h i 48h pre-
inkubacije u mediju sa ili bez deksametazona i klorokina. Nakon isteka
inkubacije, PBMC-i su centrifugirani na 600 x g/ 5’ / RT, supernatant kultura
prikupljen i pohranjen na -80 °C prije ELISA-testa za doti¢ni citokin. Svi

postupci izolacije i kultivacije stanica vrSeni su u sterilnim uvjetima koristeci
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sterilne reagense i potrosSni materijal testiran na prisutnost endotoksina.
Svaka kultura sadrzavala je i nestimulirani uzorak inkubiran samo u mediju

kao negativnu kontrolu.

3.2.4. ELISA

Koncentracija IL-10 i BAFF citokina u serumima i supernatantima kulture
PBMC-a mijereni su prema protokolu proizvodaca koriste¢ci Human High-
Sensitivity IL-10 ELISA (Bender MedSystems, Be€, Austrija) i Quantikine
Human BAFF Immunoassay (R&D Systems, Abingdon, Velika Britanija).
Koncentracija TNF-ai IL-6 u supernatantima kulture PBMC-a mijereni su
prema protokolu proizvodaca koristeé¢i Quantikine Human TNF-o odnosno IL-
6 ELISA test (R&D Systems). Absorbancija se ocitavala na Multiskan
Spectrum spektrofotometru (Thermo Fisher Scientific) prema uputama

proizvodaca.

3.2.5. Proto¢na citometrija

lzrazaj TLRO i BAFF-receptora (BAFF-R) na B-limfoctima te TLR4 na
monocitima analiziran je koriste¢i metodu pune krvi “lyse-wash” (engl. liziraj-
isperi).’® Heparinizirana krv u volumenu od 50 uL po epruveti najprije je
obiljezena monoklonskim antitijelima za povrsinske antigene inkubacijom 15’
u mraku na RT. Eritrociti su potom lizirani dodavanjem 2 mL BD FACS
Lysing Solution (BD Biosciences) po epruveti i inkubacijom 10°/RT u mraku.
Po isteku inkubacije, epruvete su centrifugirane na 600xg/5’/RT (“ispiranje”),

te supernatant odliven. Resuspendirani talog ispran je dodavanjem 3 mL
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pufera za obiljeZzavanje. Supernatant je potom odliven, talog resuspendiran i
stanice fiksirane dodavanjem 150 uL 1% ili 4%-tnog formaldehida, ovisno da
li je obiliezavanje bilo povrSinsko odnosno unutarstani¢no. Ukoliko se
nastavilo s unutarstaniénim obiljezavanjem, nakon fiksacije od 20'/4°C
stanice su se isprale s 3 mL permeabilizacijskog pufera po epruveti.
Unutarstani¢no obilijeZzavanje provedeno je inkubacijom 30°/+4°C, po ¢emu su
stanice isprane permeabilizacijskim puferom, te talog resuspendiran u 200 uL
pufera za obiljezavanje. ObiljeZzavanje PBMC-a izvodeno je na isti nacin, no

bez liziranja eritrocita.

Sekrecija IL-10 u B-limfocitima inducirana je nakon inkubacije PBMC-a u
RPMI 1640 mediju s 10% autolognog seruma tijekom 18h s CpG,
deksametazonom ili klorokina. BFA je dodan zadnjih 6h inkubacije. Stanice
su potom inkubirane 5’ na ledu da bi se monociti odvojili od stijenki epruvete.
Epruvete su zatim isprane i obiljezene s CD19, povrSinskim biljegom B-
limfocita te unutarstani¢nim antitijelom za IL-10 (klon JES3-9D7) prema gore

navedenom protokolu.

Sekrecija IL-6 i TNF-a u monocitima inducirana je nakon prethodne
inkubacije PBMC-a tijekom 24h i 48h dodatkom 100 ng/mL LPS-a u prisustvu
BFA. Nakon 6h, monociti su odvojeni od stijenke epruveta inkubacijom na
ledu, isprani s PBS-om, resuspendirani u 100 uyL PBS-a i inkubirani s 0,5 uL
rekonstituirane boje za vijabilnost LIVE/DEAD Fixable Aqua (Invitrogen,

Carlsbad, SAD) 30’ na ledu, u mraku. Uzorci su potom isprani s PBS-BSA i
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obiljezeni s CD14 FITC, povrsinskim billegom monocita te unutarstanicnim

antitijelima za IL-6 i TNF-a prema gore navedenom protokolu.

Zaseban test vijabilnosti koji moZe razlikovati apoptozu od nekroze
obiljiezavanjem s aneksinom V odnosno 7-aminoaktinomicinom D (7-AAD)
(Invitrogen) izvrSen je prema uputama proizvoda¢a. PBMC-i su isprani s
aneksin-vezu¢im puferom te obiliezeni s annexin VAlexa Fluor 488
monoklonskimantitielom, 7-AAD i povrSinskim biljezima prema gore

navedenom protokolu.

Svi uzorci prikupljeni su na FACSCalibur ili LSRIlI protoénom citometru i
analizirani pomocu programa CellQuest odnosno DiVa (BD Biosciences).
Program FlowJo koristen je za grafiCki prikaz rezultata (Tree Star Inc.,
Ashland, SAD). Sva antitijela titrirana su prije uporabe i prikladne izotipske
kontrole koristene za obiljezavanje. Detaljan opis monoklonskih antitijela
nalazi se u Tablici 6, a opis i sastav pufera u Tablici 7. Podaci su izrazeni kao
postotak pozitivnih stanica za pojedini biljeg unutar odredene populacije ili
kao MFI (od engl. mean fluorescence intensity; srednji intenzitet

fluorescencije), koji mozZe odrazavati gusto¢u pojedinog antigena po stanici.
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Tablica 6. Monoklonska antitijela koriStena u proto¢noj citometriji

'CD19  PE- -Cy5 B-limfociti P Krv i
B|030|ences PBMC

CD14 FITC BD 5 monociti P Krv
Biosciences

CD14 PE BD 5 monociti P PBMC
Biosciences

BAFF-R FITC BD 7,5 B-limfociti P Krv
Biosciences

CD86 FITC BD 5 B-limfociti P PBMC
Biosciences

TLR4 PE eBioscience 10 monociti P Krv

TLR9 PE eBioscience 5 B-limfociti U Krv

IL-10 PE BD 1,25 B-limfociti U PBMC
Biosciences

IL-6 FITC BD 1,25 monociti U PBMC
Pharmingen

TNF-a APC BD 1,25 monociti U PBMC
Pharmingen

Tablica 7. Sastav pufera koriStenih u obiljezavanju monoklonskim
antitijelima i proto€noj citometriji

‘Imepufera  Baza “ Serum Ostali dodaci
g/L

'PBS  Dulbecco 0,13CaCl,, 0,1 7,4
PBS MgCl,, 0,2 KCl,
8,0 NaCl, 0,2
KH,PO,, 1,15
NazHPO4
Pufer za Dulbecco 72 1% 0,01% NaN;
obiljezavanje PBS - FBS
7.4
Pufer za Dulbecco 72 - 0,1% saponin
permeabilizaciju PBS -
7,5
Aneksin-vezuci 10x 10 mM 74 - -
pufer koncentriran HEPES, 140
u H,O mM NacCl, 2,5
mM CacCl,
PBS-BSA Dulbecco 7.2- 1% -
PBS 74 BSA

Kratice: FBS = serum govedeg fetusa (od engl. fetal bovine serum); BSA = govedi serumski
albumin (od engl. bovine serum albumin).
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3.2.6. Mjerenje fosforiliranog statusa proteina protoénom citometrijom

Status fosforilacije podjedinice p65 transkripcijskog faktora NF-kB mjeren je
u kulturi PBMC (0,5 x10°u 0,5 mL RPMI 1640 s 10% autolognog seruma)
nakon 15’ inkubacije sa ili bez 100 ng/mL LPS. Autologni serum nije bio
toplinski inaktiviran kako bi se osigurala optimalna bioaktivhost protein koji
veze LPS (LBP, od engl. lipopolysaccharide-binding protein)."' Stanice su
potom trenutno fiksirane dodatkom 0.5 mL 4%-tnog formaldehida prethodno
zagrijanog na 37°C i inkubacijom na 37°C da bi se sprijecila inace brza
defosforilacija.'® Po isteku inkubacije fiksirani PBMC-i pohranjeni su na -80
°C do daljnje analize, a otapani su istovremeno u vodenoj kupki zagrijanoj na
37°C, te isprani s puferom za obiljezavanje. Permeabilizacija je izvr§ena
polaganim kapanjem 90%-tnog metanola tijekom kojeg je epruveta sa
stanicama blago vorteksirana, da se sprije€i agregacija pod utjecajem
metanola. PBMC-i u metanolu inkubirani su 30’ na ledu, te dva puta isprani s
puferom za obiljezavanje. Stanice su potom obiljeZzene s NF-kB p65 Alexa
Fluor 488 monoklonskim antitijelom (BD Phosflow, San Jose, SAD) tijekom
45’ na ledu. Nakon jos jednog ispiranja puferom za obiljezavanje, PBMC su
resuspendirani u 200 uL istog te analizirani pomoc¢u proto¢nog citometra
FACSCalibur. Fenotipizacija monocita antitijelima nije bila moguéa jer je
metanol kompromitirao testirane povrsinske epitope za CD14 i CD33, te su
monociti diferencirani od limfocita na temelju njihovog karakteristicnog

raspréenja svjetlosti (engl. forward-scatteri side-scatter).®®
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3.2.8. Odredivanje polimorfizama pojedinaénih nukleotida lanéanom
reakcijom polimeraze u realnom vremenu

Odredivanje polimorfizama pojedinacnih nukleotida (SNP; od engl. single
nucleotide polymorphism) izvrSeno je kvantitativnom lan€anom reakcijom
polimeraze u realnom vermenu (engl. real-time PCR odnosno qPCR) na ABI
PRISM 7000 Sequence Detection System instrumentu (Applied Biosystems,
Foster City, SAD) kao &to je opisano ranije."® Komercijalno dostupni
TagMan SNP-kitovi za genotipizaciju (Applied Biosystems) koristili su se za
odredivanje IL10 -1082 A/G (rs1800896) i TNFa-308 G/A (rs1800629) SNP-
ova prema protokolu proizvodaca. Kontrolni uzorci za mogucée SNP-
genotipove i NTC-kontrola (od engl. no template control; prisutni svi reagensi

osim same DNA) analizirani su paralelno s uzorcima DNA ispitanika.

3.2.9. Izolacija i kvantifikacija cirkuliraju¢e DNA iz seruma

DNA koriStena kao standard izolirana je iz PBMC-a zdravih kontrola pomocu
fenol-kloroform metode.'® Cistoéa i koncentracija izolirane DNA odredena je
Eppendorf  BioPhotometer spektofotometrom (Eppendorf, Hamburg,
Njemacka) prema uputama proizvodaca. Cirkuliraju¢a DNA izolirana je iz 50
uL seruma (prethodno pohranjenog na -80°C) koriste¢i QlAamp DNA Mini Kit
blood and body fluid kit (Qiagen, Hilden, Njemacka) prema uputama
proizvodacCa. Centrifugiranje se vrSilo u Eppendorf 5415C mikrocentrifugi
(Eppendorf). Eluirana DNA pohranjena je -20°C do gPCR analize. Deset uL

eluata daljnje je razrijedeno i koriSteno kao kalup (engl. template).
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Da bi uspostavili metodu za kvantifikaciju cirkulirajuce DNA qPCR-om,
testirali smo tri razligite podetnice: Alu 115, Yb8 i Ya5."®%'8® Pogetnice
zaporodicu sekvenci Alu Ya5 odabranesu zbog optimalnog ucinka baziranog
na efikasnosti qPCR-reakcije i uniformnosti PCR-produkta.'®'® Kako serum
sadrzi razne potencijalne inhibitore PCR-reakcije kao Sto su hem i laktoferin
koji mogu zaostati u tragovima u izoliranoj DNA, usporeden je kapacitet
amplifikacije polimeraze AmpliTaq Gold, koja je jedna od najCeSce
upotrebljavanih polimeraza, i polimeraze rTth koristeCi serijska razrjedenja i
uzorke s dodanom poznatom koli€Cinom (engl. spike-in) DNA. U skladu s
prijadnjim studijama,’*'® AmpliTaq Gold je bila susceptibilna inhibiciji, te je
rTth koriStena u daljnjim pokusima. Za validaciju metode koriSteni su uzorci
seruma tri zdrava donora alikvotirani u tri jednaka dijela, te se iz svakog
zasebno izolirala i kvantificirala DNA. Koeficijent varijacije (CV; od engl.
coefficient of variation) izmedu razli€itih alikvota istog donora (engl. inter-
assay variability) za uzorke razrijedene 1:10 bio je 8,9 £ 4,7% (prosjek £ SD),
a za uzorke razrijedene 1:100 11,7 = 8,6 %. CV izmedu replikata istog
donora u istom testu (engl. intra-assay variability) bio je 5,6 + 5,2 za uzorke
razrijedene 1:10, i 8,3 + 4,5% za uzorke razrijedene 1:100. Nerazrijedeni
uzorci nisu se Koristili jer su inhibirali PCR-reakciju. Posljedi¢no, uzorci
razrijedeni 1:10 koriSteni su za kvantifikaciju, a uzorci razrijedeni 1:100 kao
interne kontrole; 1:10/1:100 odnos manji od 8,3 ukazivao je na inhibiciju,
posto je bio veci od varijabilnosti koja je mogla nastati pogreSkom pri
pipetiranju i/ili varijacijom u temperaturi tjekom PCR-reakcije. Takvi su uzorci

izbadeni iz analize.
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Prednja pocetnica (engl. forward; GTCAGGAGATCGAGACCATCCC) i
straznja pocCetnica (eng. reverse; TCCTGCCTCAGCCTCCCAAG) narucene
su od Applied Biosystems. Nakon optimizacije uvjeta gPCR-reakcije i
koncentracije reagensa, qPCR je izveden pomoc¢u SYBR® Green PCR core
reagents kitai rTth DNA polimerazes pripadajuéim puferima (Applied
Biosystems) u 30 ulL-reakcijskom volumenu koji je sadrzavao 1x SYBR®
Green, 0,5 uM svake pocetnice, 3 mM MgCl,, 1,5 mM dNTP, 1,5 U rTth
polimeraze, 1x rTth kelirajuceg pufera (5% (v/v) glycerol, 10 mM Tris-HCI (pH
8,3), 0,1 M KClI, 0,05% (w/v) Tween® 20, 0,75 mM EGTA), 10 uL DNA | vodu
bez nukleaza. qPCR reakcije izvedene su u ABI 7500 ili StepOne Plus
instrumentu (Applied Biosystems) u slijede¢im uvjetima: poCetna denaturacija
na 94°C / 60”, 40 ciklusa denaturacije na 94°C / 10”, spajanje na 68°C / 30",
elongacija na 72°C / 60”, te disocijacijska krivulja pocetno na 60°C s
postepenim porastom temperature do 95°C. Standardi (1000, 100, 10 i 1 pg
DNA izolirane iz PBMC-a zdravih kontrola) i NTC-kontrole uklju¢ene su u
svaku reakciju. Amplifikacija standarda bila je u triplikatu, a eksperimentalnih
uzoraka (1:10 i 1:100 razrjedenje za svaki uzorak) u triplikatu ili duplikatu.
Reprezentativna PCR-reakcija standardne DNA i uzorka jednog SLE

bolesnika prikazana je na Slici 3a.

Metoda je provjerena analizom disocijacijskih krivulja pri svakoj qPCR-
reakciji. Disocijacijske krivulje prikazuju promjenu absorbancije tijekom
zagrijavanja dvostruko uzvojite DNA, koja raste tijekom disocijacije dva
lanca. Disocijacijske krivuljle omogucavaju identifikaciju dimerizacije

poCetnica, kontaminirajuce DNA i polimorfizama, s obzirom da detektiraju
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razliku u tocCki disocijacije razliCitih amplikona. Reprezentativna disocijacijska
krivulja prikazana je na Slici 3b. Nadalje, qPCR-produkti vizualizirani su
elektroforezom u 3%-tnom agaroznom gelu i masa je odgovarala
oCekivanom 124bp amplikonu Alu Ya5 sekvence (Slika 3c).Alu Ya5 DNA u
NTC-kontroli nakon 28. ciklusa qPCR-a detektirana je i u drugim studijama,
te se smatra da predstavlja ultra-nisku kontaminaciju PCR-reagensa i/ili

radnog prostora ljudskom DNA prisutnom u okoligu. 89

Odabrani PCR-produkti su takoder sekvencirani. Najprije su razluceni
elektroforezom na 2,3 % agaroznom gelu i procCiS¢eni kitom QIAEX Il Gel
Extraction (Qiagen) prema uputama proizvodaCa. ProCiS¢ena DNA
sekvencirana je koriste¢i pocCetnice Alu Ya5 koristene u gPCR-u i BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) prema uputama
proizvodaca na 3130 Genetic Analyser instrumentu (Applied Biosystems),
gdje je izvrSena i analiza sekvenci. Dobivene sekvence usporedile su se s
vec¢ objavljenim sekvencama Alu YaSu NCBI (od engl. National Center for
Biotechnology Information; Nacionalni centar za biotehnoloSke informacije,
Bethesda, SAD) pomocu BLAST-servisa za analizu sekvenci

(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) i pokazane su odgovaraju¢ima.
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Slika 3.Reprezentativha gPCR kvantifikacija cirkulirajuée serumske
DNA s pocetnicama Alu Ya5.

Izolirana serumska DNA SLE-bolesnikarazrijedena je1:10 (crvena linija) i 1:100
(plava linija) te usporedena s poznatom koncentracijom standardne DNA (crna
krivulja; 1 ng, 100 pg, 10 pg i 1 pg DNA s lijeva na desno). NTC-kontrola prikazana
je sivom linijom. Normalizirana fluorescencija u odnosu na broj ciklusa prikazana je
u (a), a disocijacijska krivulja u (b). Odabrani amplikoni detektirani su na 3%-tnom
agaroznom gelu obiljezavanjem s etidij-bromidom (c).

3.2.9. Statisticka analiza podataka

Podaci dobiveni analizom uzoraka ex vivoanalizirani su ne-parametarskim
testovima (Mann Withney U test za dva neovisna uzorka, Kruskal-Wallis
ANOVAspost hoc analizom za vise neovisnih uzoraka, a Friedman ANOVA

spost hoc analizom za viSe ovisnih uzoraka). Podaci dobiveni iz pokusa gdje
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je broj uzoraka (n) < 4 prikazan je s prosjekom i standardnom devijacijom
(SD) kao indikatorima centralne tendencije i varijabilnosti, no nije vrSena
statisticka analiza. Korelacija eksperimentalnih podataka analizirana je
Spearman rank testom. Analize su izvrSene pomocu Statistica 8.0 programa

(StatSoft, Tulsa, SAD). Vrijednost p<0,05 smatrala se zna¢ajnom.

Vrijednosti podataka «daleko» od sredine distribucije prikazani su kao
odstupnici (engl. outlier) i ekstremi (engl. extremes). Odstupnici ukljuCuju
vrijednosti > UBV + o.c. (UBV — LBV), ili < LBV + o.c. (UBV — LBV), dok
ekstremi uklju¢uju vrijednosti > UBV + 2 x o.c. (UBV — LBV), ili < LBV + 2 x
o.c. (UBV — LBV). UBV (od engl. upper box value) oznaCava vrijednost 75.
percentile, LBV (od engl. lower box value) oznacava vrijednost 25. percentile,
a o.c. (od engl. outlier coefficient, koeficijent odstupnika) u ovom slucaju

iznosti 1,5.
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REZULTATI

4.1. Izrazaj TLR9 u B-limfocitima, cirkuliraju¢a DNA, IL-10 i BAFF

4.1.1. Klorokin ne utje€e na ekpresiju TLR9 u B-limfocitima

Izrazaj TLR9 u B-limfocitima periferne krvi novo-otkrivenih bolesnica sa SLE-
om ispitan je u 3 toCke: prije terapije, nakon 3 tjedna terapije
kortikosteroidima, te nakon 3 mjeseca po uvodenju klorokina i smanjenju
doze kortikosteroida. B-limfociti bolesnika na kortikosteroidnoj terapiji imali su
vi8i izraZzaj TLR9 od zdravih kontrola (p = 0,018, Mann-Whitney U test; slika
4a). Kako izrazaj TLR9 nije korelirao s aktivnosti bolesti mjerenoj indeksom
SLEDAI, istrazeno je da li prisustvo kortikosteroida u kulturi limfocita moze
modulirati izrazaj TLR9. PBMC-i zdravih kontrola inkubirani su s
deksametazonom i/ili klorokinom, te je izrazaj TLR9 u B-limfocitima mjeren
prije i nakon 24h, 48h i 72h. Nakon 72h izmjeren je blagi porast izrazaja
TLR9 u kulturi s deksametazonom u usporedbi s nestimuliranim stanicama
(slika 4b), dok u prijasnjim toCkama nije bilo promjene. No nakon 72h,
deksametazon je smanjio vijabilnost limfocita (slika 4c), Sto je onemogucilo

razlikovanje izmedu efekta kortikosteroida i apoptoze na izrazaj TLRO.
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Slika 4. Izrazaj TLR9 u B-limfocitima ex vivo i in vitro.

TLR9 MFI (od engl. mean fluorescence intensity; srednji intenzitet fluorescencije) u
B-limfocitimaperiferne krvi SLE bolesnika (n=11) prije lijeCenja (g Tx), nakon 3
tiedna kortikosteroidne terapije (MP; metil-prednizolon), te 3 mjeseca nakon
uvodenja klorokina s redukcijom doze kortikosteroida (MP+CQ; metil-
prednizolon+klorokin), u usporedbi sa zdravim kontrolama (zdravi, n=11) izmjeren je
protonom citometrijom. Horizontalna linija oznaCava statisticki znacajnu razliku. (a).
Utjecaj kortikosteroida (DEX; deksametazon) i klorokina (CQ) na TLR9 MFI u B-
limfocitima in vitro, nakon 72h kulture PBMC-a zdravih kontrola. Krugovi oznacavaju
pojedine uzorke (b). Reprezentativni prikaz vijabilnosti B-limfocita u kulturi PBMC-a
jednog zdravog donora nakon 72h inkubacije u mediju ili u prisutnosti kortikosteroida
(DEX) if/ili klorokina (CQ). Annexin V' obilieZzavanje indicira apoptozu, 7-AAD"
nekrozu, a dvostruko pozitivho obiljezene stanice prijelazni stadij iz apoptoze u
sekundarnu nekrozu (c).
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4.1.2. Klorokin smanjuje cirkulirajuéu DNA u bolesnika sa SLE-om i
inhibira TLR9-posredovanu aktivaciju B-limfocita

Potom je ispitano da li je DNA, ligand za TLR9, prisutna u serumu bolesnika
sa SLE-om i time u potencijalnom kontaktu s B-limfocitima u krvi.
Koncentracija DNA ispitana je indirektno kvantifikacijom Alu-sekvenci,
repetitivnih retro-elemenata prisutnin u preko 1 milion kopija u ljudskom
genomu."®"® Syi bolesnici sa SLE-om — prije terapije, nakon 3 tjedna
kortikosteroida te nakon 3 mjeseca klorokina+korikosteroida - imali su
znacajno poviSenu cirkulirajucu DNA u usporedbi sa zdravim kontrolama (p =
0,005, p = 0,011 odnosnop = 0,03; Mann-Whitney U test). Nelijeeni, novo-
otkriveni bolesnici imali su viSu razinu cirkulirajuce DNA od bolesnika
lije€enih klorokinom (p = 0,031, Friedman ANOVA). Kortikosteroidna terapija
bez klorokina takoder je snizila cirkuliraju¢u DNA, no razlika nije dosegla

statisticku znac€ajnost (slika 5a).

Da bi istrazili uCinak klorokina i kortikosteroida na aktivaciju B-limfocita
posredovanu TLR9, PBMC-iSLE bolesnika i zdravih kontrola kultivirani su s
CpG-oligonukleotidomu prisustvu deksametazona i/ili klorokina. Aktivacija B-
limfocita mjerena je porastom izrazaja kostimulacijske molekule CD86
protoénom citometrijom nakon 18h (slika 5b). Deksametazon je smanjio, a
klorokin u potpunosti inhibirao porast izrazaja CD86. U skladu s prijasnjim
studijama, SLE-bolesnici imali su viSi izrazaj CD86 od zdravih kontrola u
uvjetima bez stimulacije, Sto upucuje na bazi¢nu aktivaciju B-limfocita u SLE-

195,196
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Slika 5. Cirkuliraju¢éa DNA u serumu bolesnika i zdravih kontrola, te
aktivacija TLR9-signalnog puta u B-limfocitima sintetskom DNA in vitro.
Koncentracija cirkulirajuée DNA u SLE bolesnika (n=9) prije i tijekom terapije te
zdravih kontrola (n=11), izmjerena qPCR-om. @ Tx = bez terapije, MP = metil-
prednizolon, CQ = klorokin, zdravi = zdrave kontrole. Horizontalna linija oznaCava
statistiCki znacajnu razliku (a). Porast izrazaja CD86 na B-limfocitima u kulturi
PBMC-a zdravih kontrola (n = 3) i bolesnika s aktivnim SLE-om (n = 4) nakon 18h
aktivacije CpG-om, sintetskim oligonukleotidom, sa ili bez kortikosteroida (DEX) i
klorokina (CQ) (b).

4.1.3. Terapija smanjuje razinu IL-10 u serumu SLE-bolesnika i
produkciju IL-10 u kulturi PBMC-a
Naredno je ispitana razina IL-10 u serumu bolesnika sa SLE-om i zdravih

kontrola. ELISA-testom visoke osjetljivosti detektiran je IL-10 u seumu 5 od
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11 bolesnika i 4 od 11 kontrola. Bolesnici bez terapije imali su viSu
koncentraciju IL-10 u serumu nego zdrave kontrole (p = 0,01, Mann-Whitney
U test). Koncentracija IL-10 znacCajno je pala nakon kortikosteroidnog

lije€enja (p< 0,05, Friedman ANOVA) te nakon kombinirane terapije (slika 6).
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Slika 6. Koncentracija IL-10 u serumu bolesnika sa SLE-om i zdravih
kontrola.

Koncentracija IL-10 u serumu SLE bolesnika (n = 5) prije i tijekom terapije te zdravih
kontrola (n=4), izmjerena ELISA-om. @ Tx = bez terapije, MP = metil-prednizolon,
CQ = klorokin, zdravi = zdrave kontrole. Horizontalne linije oznaCavaju statisticki
znacajnu razliku.

SLE-bolesnici imali su u prosjeku 5 puta visi postotak B-limfocita koji su
spontano stvarali IL-10 u kulturi PBMC-a, no razlike nakon aktivacije nije bilo
(slika 7a i 7b). Takoder, nije bilo razlike u ukupnoj koli€ini IL-10 u
supernatantu kulture PBMC-a. Analogno izrazaju CD86 na B-limfocitima,
deksametazon je smanijio a klorokin potpuno inhibirao CpG-om induciranu

sekreciju IL-10 (slika 7c).
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Slika 7. In vitro produkcija IL-10 u B limfocitima i supernatantima nakon
aktivacije TLR9 signalnog puta sintetskom DNA.

PBMC-i bolesnika s aktivnim SLE (n=4) i zdravih kontrola (n=4) aktivirani su tijekom
18h u mediju ili sa CpG-om, te je proto¢nom citometrijom izmjerena unutarstani¢na
razina IL-10 (a);reprezentativni prikaz uzorka jednog bolesnika i kontrole pokazan je
u (b).Koncentracija I1L-10 u supernatantima kulture PBMC-a bolesnika s aktivnim
SLE (n = 2)ikontrola (n = 2) nakon 18h aktivacije CpG-om sa ili bez kortikosteroida
(DEX) i klorokina (CQ) izmjerena je ELISA-om.

4.1.4. Koncentracija BAFF-au serumu i luéenje BAFF-a u kulturama
PBMC-a nisu modulirane klorokinom ni kortikosteroidima, vec
koreliraju s aktivnosti bolesti

Slijedece je ispitana koncentracija BAFF-a u serumu SLE-bolesnika i zdravih
kontrola. Bolesnici koji suprimali samo kortikosteroidnu terapiju imali su nizu

razinu BAFF-a u serumu od bolesnika prije terapije (p = 0,001, Friedman
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ANOVA) te zdravih kontrola (p = 0,009, Mann-Whitney U test; slika 8a).
Koncentracija BAFF-a blago je porasla po uvodenju klorokina i snizavanju
doze kortikosteroida, no razlika nije bila statistiCki znacajna. Zatim su PBMC-i
bolesnika s aktivnim SLE-om aktivirani in vitro CpG-om u prisustvu
deksametazona i/ili klorokina, te se BAFF kvantificirao u supernatantima
kulture. Razina BAFF-a u supernatantima nije se mijenjala ovisno o uvjetima
kulture (slika 8b), no razlikovala se medu bolesnicima. PBMC-i bolesnika s
visokom aktivnos$c¢u bolesti (SLEDAI = 26, nefritisi CNS lupus) proizvodili su
viSe BAFF-a od onih s nizom aktivnoS¢u (SLEDAI = 18, nefritis; SLEDAI = 7,
bez zahvacenih vitalnih organa). Naknadno smo izmijerili BAFF u serumu i u
SLE-bolesnika s tezom kliniCkom slikom (n = 4). NelijeCeni bolesnici s
aktivnim SLE-om imali su visoku koncentraciju BAFF-a u serumu (median
2,5, interkvartilni raspon 2,2 — 3,3 ng/mL), Sto je bilo viSe nego u nelijeCenih
bolesnika s blagim do umjerenim SLE-om (n = 11) i zdravih kontrola (nije

grafi¢ki prikazano).
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Slika 8. Koncentracija BAFF-a u serumu i u kulturi PBMC-a.

BAFF u serumu SLE-bolesnika (n = 11)prije i tijekom terapije te zdravih kontrola
(n=11), izmjerena ELISA-om. @ Tx = bez terapije, MP = metil-prednizolon, CQ =
klorokin, zdravi = zdrave kontrole. Horizontalne linije ozna€avaju statisti¢ki zna€ajnu
razliku (a). BAFF u supernatantima kulture PBMC-a bolesnika s aktivhim SLE-om(n
= 3, zatvoreni rombi) i kontrola (n = 3, otvoreni krugovi) nakon 18h aktivacije CpG-
om sa ili bez kortikosteroida (DEX) i klorokina (CQ) izmjerena je ELISA-om. Brojevi
unutar grafa predstavljaju indeks SLEDAI pojedinog bolesnika (b).

Koncentracia BAFF-a u supernatantima kultura nije korelirala s
koncentracijom BAFF-a u serumu bolesnika sa SLE-om. Istovremeno, BAFF

u serumu svih nelijeCenih bolesnika sa SLE-om negativho je korelirao s
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brojem leukocita (Spearman r = -0,85, p = 0,00005; slika 9a) i pozitivho sa
indeksom SLEDAI (Spearman r = 0,78, p = 0,0006; slika 9b). U Sest
nelijeCenih bolesnika s prisutnim anti-dsDNA antitijelima (dva bolesnika s
blagim i svi bolesnici s aktivnim SLE-om), BAFF u serumu korelirao je s
titrom anti-dsDNA antitijela (Spearman r = 0,89, p = 0,019; slika 9c). Takoder
smo izmijerili izrazaj BAFF-receptora (BAFF-R) na B-limfocitima ex vivo i

nakon kulture, no nismo pronasli zna€ajne razlike (nije graficki prikazano).
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Slika 9. Korelacije izmedu BAFF-a u serumu nelije€enih bolesnika sa
SLE-om i brojem leukocita, indeksomSLEDAI i anti-dsDNA antitijelima.
Koncentracija BAFF-a u serumima bolesnika s blagim (n=11) i aktivnim SLE-
om(n=4) zajednicki su korelirane s brojem leukocita u perifernoj krvi (a) i SLEDAI-
indeksom (b). U Sest bolesnika s prisutnim anti-dsDNA antitijelima prije lijeenja,
BAFF u serumu korelirao je s razinom anti-dsDNA antitijela (c).
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4.2. lzrazaj TLR4 na monocitima i utjecaj klorokina i kortikosteroida na

aktivacijumonocita TLR4-ligandom lipopolisaharidom

4.2.1. lzrazaj TLR4 na monocitima bolesnika sa SLE-om i zdravih
kontrola

lzrazaj TLR4 u monocitima periferne krvi mjeren je u skupini bolesnika s
blagim SLE-om (9 od 11) nakon prosje¢no 2 godine od postavljanja
dijagnoze. Pet bolesnika bilo je na terapiji kortikosteroidima (metil-
prednizolon, 4 ili 8 mg/dnevno) i/ili klorokinom (250 mg/dnevno), dok su ostali
bolesnici bili bez terapije ili na nesteroidnim protu-upalnim lijekovima.
Prosje¢ni indeks SLEDAI bio je 4, indicirajuc¢i nisku aktivnost bolesti ili
remisiju. Postotak TLR4"™ monocita u perifernoj krvi bolesnika na terapiji bio je
nizi nego u zdravih kontrola (median 56,1% naspram 76,8%), dok razlike
izmedu nelijeCenih bolesnika i zdravih kontrola nije bilo. StatistiCcka analiza
izmedu tri skupine ispitanika nije pokazala znacajnu razliku (p = 0,08,
Kruskal-Wallis ANOVA, slika 10a). Paralelno postotku TLR4" monocita, TLR4
MFI na monocitima bolesnika sa SLE-om bio je nizi nego u zdravih kontrola,
no nije bilo znacajne razlike izmedu tri skupine ispitanika (p = 0,09, Kruskal-
Wallis ANOVA, slika 10b). Broj cirkuliraju¢ih leukocita i monocita u bolesnika
nije odstupao od normalnog raspona, no nelije€eni bolesnici sa SLE-om imali
su znacajno nizi broj cirkuliraju¢ih monocita nego bolesnici na terapiji (p =

0,01, Mann Whitney U test, slika 10c).
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Slika 10. lzrazaj TLR4 u monocitima periferne krvi SLE-bolesnika i zdravih
kontrola.

Postotak cirkuliraju¢ih TLR4" monocita (a) i TLR4 MFI (od engl. mean fluorescence
intensity; srednji intenzitet fluorescencije) (b) u bolesnika sa SLE-om na terapiji
kortikosteroidima i klorokinom (+Tx), bez terapije (¢ Tx) te zdravih kontrola (zdravi)
izmjeren je protoénom citometrijom. Broj monocita u perifernoj krvi bolesnika
prikazan je u (c). Rombi predstavljaju pojedinatne uzorke, a horizontalna linija
statisticki znacajnu razliku.

4.2.2. Utjecaj kortikosteroida | klorokina na izrazaj TLR4 na monocitima
zdravih kontrola

Da bi se istrazilo mogu li lijekovi modulirati izrazaj TLR4 na monocitima,
PBMC-i zdravih kontrola inkubirani su s deksametazonom i/ili klorokinom
tijekom 24 i 48h. Nakon 24h nije bilo razlike u razini izrazaja TLR4 na

+

monocitima izmedu razli€itih uvjeta kulture. Nakon 48h, postotak TLR4
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monocita u kulturi s deksametazonom i klorokinom bio je nizi nego u kulturi
sa samim deksametazonom (median 78% nasuprot 92,8%; p< 0,05,
Friedman ANOVA), no sli¢an kulturi u mediju bez dodataka (slika 11a). TLR4
MFI na monocitima nakon 48h kulture s deksametazonom bio je niZi nego u
mediju bez dodataka, no razlika nije bila statistiCki znacajna (slika 11b).
PBMC-i inkubirani s klorokinom imali su usporediv izrazaj TLR4 na

monocitima kao i u mediju bez dodataka (nije grafi¢ki prikazano).
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Slika 11. lzrazaj TLR4 na monocitima u kulturi s deksametazonom i/ili
klorokinom.

Postotak TLR4" monocita (a) i TLR4 MFI (b) na monocitima u kulturi PBMC-azdravih
kontrola nakon 48h inkubacije u mediju, s deksametazonom (DEX), ili
deksametazonom i klorokinom (DEX+CQ) izmjeren je proto€nom citometrijom.
Rombi predstavljaju pojedinatne uzorke, a horizontalna linija statistiCki znacajnu
razliku.

S obzirom da je u€inak deksametazona bio vidljiv tek nakon 48h kulture,
provjerili smo da li izloZzenost kortikosteroidima kompromitira vijabilnost
monocita. Deksametazon sam nije negativno utjecao na vijabilnost monocita,
Sto je i oCekivano prema prijasnjim studijama koje su pokazale da

kortikosteroidi nemaju pro-apoptotski u€inak u monocitima u usporedbi s
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limfocitima.'®”'%® Klorokin takoder nije negativno utjecao na vijabilnost
monocita. Nasuprot tome, deksametazon i klorokin u kombinaciji nakon 48h
kulture doveli su do blagog porasta rane apoptoze detektabilne u 8,8 + 3,87
% monocita (prosjek + SD; slika 12) Sto upucuje na mogucu toksi¢nost, no

nije poznato da li indukcija apoptoze direktno utjeCe na izrazaj TLR4.

(a) (b)

10004 1 4

O apoptoza (rana)

i | apoptoza/nekroza

10

% nevijabilnih CD14* monocita

4.5 2354

Lk s il

Annexin V DEX +
cQ - - - + + : - + +

Oh 24h 48h

Slika 12. Vijabilnost monocita u kulturi PBMC-a u prisustvu
kortikosteroida i/ili klorokina.

Reprezentativni prikaz vijabilnosti monocita zdravih kontrola nakon 24h inkubacije s
deksametazonom (DEX) i klorokinom (CQ) nakon obiljezavanjem aneksinom/7-
AAD, izmjeren proto€nom citometrijom (a). Postotak ne-vijabilnih monocita u ranoj
apoptozi (annexin V*) ili apoptozi/nekrozi (annexin V*/7-AAD"), prije i nakon 24 i
48h inkubacije deksametazonom (DEX) i/ili korokinom (CQ).Stupici predstavljaju
prosjecnu vrijednost iz 3 razli€ita pokusa, a okomite linije standardnu devijaciju.

4.2.3. Utjecaj deksametazona i klorokina na aktivaciju TLR4-signalnog
puta
Vezanje liganda za TLR4 inducira signalnu kaskadu u Ccijem je centru

transkripcijski faktor NF-xB. Da bi se ispitalo utjeCu li kortikosteroidi ili
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klorokin na fosforilaciju NF-kB nakon aktivacije TLR4 u monocitima, PBMC-i
zdravih kontrola prvo su inkubirani 24 i 48h u mediju i u prisustvu
deksametazona i/ili klorokina, a zatim je dodan LPS, ligand za TLR4, kroz
15’. Kortikosteroidi i klorokin nisu znacajno utjecali na LPS-om induciranu
fosforilaciju podjedinice p65 NF-kB (slika 13a), iako je postotak i MFI fosfo-
p65" monocita bio nedto nizi ako su stanice inkubirane samo s klorokinom
(slika 13b i 13c). Stoga u ovim eksperimentalnim uvjetima ni kortikosteroidi ni
klorokin nisu modulirali ranu, NF-«xB-om posredovanu TLR4-signalnu
kaskadu, Sto ne iskljuCuje druge potencijalne protu-upalne ucinke tih

lijiekova. 99200
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Slika 13. Fosforilacija NF-kB p65-podjedinice u monocitima nakon
aktivacije TLR4-signalnog puta lipopolisaharidom.

Primjer postavljanja ograde (engl. gate) oko monocita i histogramske analize
fosforilacije NF-xB p65 podjedinice nakon 24h pre-inkubacije u mediju i s
deksametazonom (DEX) i/ili klorokinom (CQ) izmjereneprotoénom citometrijom (a).
Postotak fosfo-NF-kB p65" monocita (b) i fosfo-NF-kB p65 MFI (engl. median
fluorescence intensity, sredniji intenzitet fluorescencije) (c) u nestimuliranim i LPS-
om stimuliranim PBMC prije i nakon 24 i 48h kulture s deksametazonom (DEX) i/ili
klorokinom (CQ) izmjeren protonom citometrijom u monocitnoj ogradi. NF-xB p65
monoklonsko antitijelo koriSteno u obiljeZzavanju prepoznaje fosforiliranu serin 529
trans-aktivacijsku domenu p65 podjedinice, koja je mjesto interakcije s inhibicijskim
IxB faktorom. Stupici predstavljaju prosje¢nu vrijednost iz 3 razli€ita pokusa, a
okomite linije standardnu devijaciju.
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4.2.4. Utjecaj deksametazona i klorokina na produkciju pro-upalnih
citokina nakon aktivacije TLR4-signalnog puta

Da bi se ispitao utjecaj deksametazona i klorokina na sekreciju pro-upalnih
citokina posljedi€no aktivaciji TLR4-signalnog puta i fosforilaciji
transkripcijskog faktoraNF-xB, PBMC-i zdravih kontrola opet su prvo
inkubirani 24 i 48h u mediju i u prisustvu deksametazona i/ili klorokina prije
6h stimulacije s LPS-om. Nakon kulture prikupljeni su supernatanti za analizu
koncentracije IL-6 i TNF-a ELISA-om, a intracelularna razina IL-6 i TNF-o u
monocitima analizirana je protoCnom citometrijom (reprezentativha analiza

prikazana je na slici 14).
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Slika 14. Primjer postavljanja ograda oko vijabilnih monocita i analiza
izrazaja TNF-a i IL-6 u CD14" monocitima protoénom citometrijom.
Live/Dead Fixable je fluorescentna boja koja se veze za aminske skupine proteina,
koji su koncentrirani u citoplazmi. Time se indirektno mijeri vijabilnost jer boja ulazi i
nakuplja se u stanicama s kompromitiranom membranom, $to je indikacija kasne
apoptoze odnosno nekroze. Live/Dead Fixable® stanice iskljuene su iz daljnje
analize.



Rezultati

Za razliku od fosforilacije NF-kB, inhibitorni u€inak deksametazona na
produkciju oba citokina bio je jasno vidljiv (slika 15), dok klorokin nije utjecao
na LPS-om induciranu produkciju TNF-ai IL-6. UoCena je zanimljiva
nepodudarnost izmedu utjecaja deksametazona na produkciju TNF-a
mjerenu protonom citometrijom. Razlika nije uoCena kad se mjerio postotak
TNF-o© monocita, no TNF-a. MFI bio je niZi nakon inkubacije s
deksametazonom, $to je odgovaralo manjoj koncentraciji TNF-au
supernatantu. S obzirom da MFI odgovara koliCini antigena po pojedinoj
stanici, slijedi da iako skoro svi monociti stvaraju TNF-a nakon stimulacije
LPS-om, deksametazon smanjuje koliinu stvorenog citokina po pojedinoj

stanici.
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Slika 15. Stvaranje TNF-a i IL-6 nakon aktivacije TLR4
lipopolisaharidom.

Produkcija TNF-ai IL-6 prije i nakon 24 i 48h pre-inkubacije s deksametazonom
(DEX) ifili klorokinom (CQ) inducirana je tijekom 6h stimulacije s LPS-om.
Koncentracija TNF-a (a) i IL-6 (b) u supernatantima kultura mjerena je ELISA-om, a
unutarstaniCna produkcija u monocitima mjerena je proto¢nom citometrijom i
izrazena kao postotak TNF-a odnosno IL-6° CD14+ monocita (c, d) i TNF-a
odnosno IL-6 MFI (e, f). Stupi¢i predstavljaju prosje¢nu vrijednost 2 (ELISA) ili 3
(FACS) razli¢ita pokusa, a okomite linije standardnu devijaciju.
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4.2.5. Korelacija izrazaja TLR4 na monocitima i klinickih parametara
bolesnika sa SLE-om

Srednji intenzitet fluorescencije (MFI) TLR4 na monocitima negativno je
korelirao s aktivnhoS¢u bolesti mjerenom indeksom SLEDAI (Spearman r = -
0,77, p = 0,01; slika 16a), dok postotak TLR4" monocita nije pokazivao
korelaciju s tim indeksom (slika 16b). Broj monocita u perifernoj krvi
bolesnika pozitivno je korelirao s indeksom SLEDAI (Spearman r = 0,82, p =
0,007; slika 16c¢) i negativho s TLR4 MFI na monocitima (Spearman r = -0,75,
p = 0,02; slika 16d). Svi bolesnici bez obzira na terapiju ukljuceni su u

analizu.
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Slika 16. Odnos SLEDAIl-indeksa, izrazaja TLR4 i broja cirkulirajucih
monocita u ispitanika sa SLE-om.

Grafovi prikazuju korelaciju indeksa SLEDAI s TLR4 MFI (a), postotkom TLR4"
monocita (b) i brojem monocita u perifernoj krvi (c). Korelacija izmedu broja
monocita i TLR4 MFI na monocitima prikazana je u (d). Crni rombi oznacavaju
bolesnike na terapiji, a bijeli nelije€ene bolesnike. Korelacije su izraCunate koristedi
Spearman test.
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4.3. Analiza polimorfizama promotera za TNF-a i IL-10 gene u bolesnika
sa SLE-om i zdravih kontrola

Pet od 14 bolesnika sa SLE-om imalo je polimorfizam u TNF-o promoteru na
poziciji -308 A/G koji moze pridonijeti riziku za SLE u bolesnika bijele rase (u
jednog bolesnika nisu ispitani polimorfizmi).?®' Takoder je ispitano prisustvo
polimorfizama u promotoru za IL-10 na poziciji -1082 G/A. Oba polimorfizma
povezana su s poremecajima u sekreciji citokina nakon in vitro stimulacije

202

limfocita,””* no nije pronadena korelacija izmedu polimorfizama i klinickih

odnosno laboratorijskih podataka.

Tablica 8. Distribucija polimorfizama u promoterima za IL-10 i TNF-a u
bolesnika sa SLE-om

SLE11_01
SLE11 02 GG AG
SLE11_03 GG AA
SLE11 04 GG AG
. . . SLE11_05 GG AA
blagi do umjereni SLE SLE11 06 GG AA
SLE11_07 GG GG
SLE11_08 AG AA
SLE11_09 AG AG
SLE11_10 AG AG
SLE4 01 GG AA
L SLE4 02 AG AA
aktivni SLE SLE4 03 GG AG
SLE4 04 GG AA
A= TNFa AA =\ IL-10
GG = ML-10

SNP = single nucleotide polymorphism (od engl. polimorfizam jednog nukleotida). 7 = SNP
povezan s povisenom produkcijom citokina; ¥ = SNP povezan sa smanjenom produkcijom
citokina.
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4.4. Klini¢ki podaci bolesnika sa SLE-om

Tablica 9. Detaljan prikaz klinickih podataka obje skupine bolesnika u
svim toékama uzorkovanja

Skupina

Blagi SLE (n=11) Aktivni SLE (n=4)
uzorkova- 1 2 3 4 1
nja
.E o .E o .g o _E [ _E (2 Refe-
g 2|8 ¢ |8 g |§ g |8 g | ren
£ £ £ £ £ interval
SE (mm/h) | 25 14 12 7 10 8 15 15,5 59 11 <21
E(10"/L) (442 054 472 051| 442 038 464 0,75 42 0,44 | 3,8-4,9
L (x10°L) | 6,1 37 |10,8 4.75| 7.9 2,1 706 437| 2,75 187| 4-10
Limfociti | 28 16,55 | 33 7 30,7 9,2 27 8,12 | 25,05 59 | 25-35
(%)
Monociti | 6.3 1,48 5 215 6,4 2,4 6,85 2,78 9,5 315| 4-6
(%)
Klirens (86,4 30,95 89,5 46,5, 106 494 | 96,1 31,7 | 82,35 32,85 88-128
kreatinina 7
(mL/min)
Proteinu- (120 108 | 139 45 | 137,75 117, 80 142, | 2880 2350| <150
rija mg/24h) 63 5
SLEDAI 4 1 2 4 2 4 4 2,75 18 9,5 0
CRP (mg/L) (1,62 9,15 0,84 099 | 065 1,39| 190 0,80 | 17,90 0 <5
C3 (g/L) 1 0,21 (0,99 024| 091 031| 120 0,34| 055 0,14|09-1,8
C4(g/lL) (0,22 01 |0,20 0,05, 0,21 0,07 027 0,22 0,09 0,04|/0,1-04
RF (lU/mL) 10,5 14,50 |12,9 13,2 | 11,28 7,07| 830 254 0 0 <14
anti-dsDNA | 186 92 190 O 171 0 0 0 552 290,5/ <100
(IU/mL)
ANA (da/ne)| da (3/11 da (3/11 da (3/11 da (2/11 da (4/4
bolesnika) | bolesnika) bolesnika) bolesnika) bolesnika)
ENA-6 ne ne ne da (1/9 da (3/4
(da/ne) bolesnika, 2 | bolesnika, s 3,
razlicita 5i 5 razlicitih
antitijela) antitijela

Blagi SLE(n=11), 4 tocke uzorkovanja (1, 2, 3 i 4); Aktivni SLE(n=4), 1 to¢ka uzorkovanja;
SE = sedimentacija eritrocita; E = broj eritrocita; L = broj leukocita, CRP = C-reaktivni
= anti-nuklearna antitiiela. NumeriCke vrijednosti
klinickih podataka izraZzene su kao medijan i kvartilni raspon (IQR; od engl. interquartile

protein; RF = reumatoidni faktor; ANA

range).
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RASPRAVA

5.1. lzrazaj TLR9 u B-limfocitima i cirkulirajuée DNA te citokina

stimulirajuéih za B-limfocite u bolesnika sa SLE-om

U longitudinalnom istraZivanju skupine novo-otkrivenih bolesnika sa SLE-om
prije pocCetka terapije istrazeno je da Ili klorokin, antimalarik koji blokira
signalizaciju putem TLR9, modulira razinu cirkulirajuce DNA, sekreciju
citokina koji stimuliraju B-limfocite i izrazaj TLR9 u B-lifocitima. Ex vivo
rezultati su dalje istraZeni u in vitro kulturama stanica bolesnika s aktivnim
SLE-om (takoder novo-otkrivenih, prije poletka terapije), te se rezultati

usporedili s onima u zdravih kontrola.

lzrazaj TLR9 u B-limfocitima bolesnika s SLE-om nije se promijenio nakon
tretmana klorokinom, no bolesnici na kortikosteroidnoj terapiji imali su viSu
razinu TLR9 od zdravih kontrola. [In vitro, inkubacija perifernih
mononuklearnih stanica (PBMC) s Kkortikosteroidima tijekom 48h nije
promijenila izrazaj TLR9 u B-limfocitima. Razlike u ex vivo izrazaju TLR9
mogu odrazavati promijenjeni fenotip cirkulirajué¢ih B-limfocita, jer je TLR9
mjeren u ukupnim CD19" B limfocitima. Prethodne studije pokazale su da
CD27*'memorijski B-limfociti imaju najvi$i izrazaj TLR9,%® i ujedno su
najmanje osjetljivi na imunosupresivne lijekove.?** Nadalje, razina TLR9 nije
pokazivala korelaciju s aktivnoS¢u bolesti, titru autoantitijela ni drugim

izmjerenim varijablama. Nasuprot tome, drugi istrazivaci pronasli su povisen
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izrazaj TLR9 u SLE-u?®?” Razlika u dobivenim rezultatima moze
proistjecati iz karakteristika bolesnika, jer bolesnici u prijasnjim studijama
nisu bili novo-otkriveni, vecina ih je bila na kortikosteroidnoj terapiji i s velikim

rasponom u aktivnosti bolesti.

Potom je istrazeno da li je ligand za TLR9, DNA, prisutna u cirkulaciji SLE-
bolesnika. DNA je kvantificirana indirektno, mjereCi sekvence Alu Yab u
serumu bolesnika i zdravih kontrola, koje imaju viSe od 2500 kopija u
ljudskom genomu.?®® Bez obzira na tretman, koncentracija cirkulirajuée DNA
bila je znacCajno visa u bolesnika sa SLE-om u usporedbi sa zdravim
kontrolama. lako je razina cirkulirajue DNA pala ve¢ nakon terapije
kortikosterodima, znaCajan pad dogodio se tek nakon uvodenja klorokina u
terapijski protokol. Metoda koristena za izolaciju DNA iz seruma razgraduje
protein, tako da dobiveni rezultati obuhvacaju slobodnu DNA i DNA u

kompleksima s imunoglobulinima ili drugim proteinima.’® 94299

Porijeklo cirkuliraju¢e DNA nije do kraja razjasnjeno. Jedna teorija je da
potjeCe od apoptotskih stanica Ciji ostaci nisu u potpunosti odstranjeni, jer
veli¢ina i fragmentiranje cirkulirajuce DNA sli¢i apoptotskoj DNA. Defekt u
odstranjivanju apoptotske DNA &esto se implicira u patogenezi SLE-a.?™
ProturjeCno tome, masivna apoptoza izazvana tijekom terapije zraCenjem
solidnih tumora rezultira smanjenjem cirkulirajuée DNA.?"" U migjem modelu
in vivo inducirane apoptoze, deksametazon inducira apoptozu timocita no
istovremeno smanjuje razinu cirkulirajuée DNA.?'? Alternativno, DNA moze

biti aktivno oslobadana iz proliferiraju¢ih®'’ ili aktiviranih leukocita.?'
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Autoantitijela mogu potaknuti neutrofile na oslobadanje NET-ova (od engl.
neutrophil extracellular traps, neutrofilne izvanstaniéne zamke), koji se
sastoje od neutrofine DNA, histona i baktericidnih proteina. Neutrofili
posljedicno umiru stanichom smrti nazvanom netoza. U SLE-u je opisana
sklonost neutrofila netozi u usporedbi s neutrofilima zdravih kontrola, te
smanjena sposobnost degradacije NET-ova koji je korelirao s tezinom
bolesti.?’>#'* Shodno tome, DNA porijeklom iz neutrofila moze biti jedan od
izvora cirkuliraju¢e DNA u SLE-bolesnika. Nadalje, nedavno je pokazano da
netoza u neutrofilima ovisi o procesu autofagije?'®, a klorokin se &esto koristi
u in vitro studijama autofagije jer blokira autofagijski tok.?'” Ova zanimljiva
asocijacija nije jo$ istrazena, no i sami kortikosteroidi dovode do snizenja
cirkulirajuce DNA (iako ne statistiCki zna¢ajnoj), Sto sugerira da opc¢a kontrola

sistemske upale pridonosi padu cirkulirajuce DNA.

Naredno je ispitana razina IL-10 u serumu bolesnika i in vitro, nakon
stimulacije CpG oligonukleotidima. B-limfociti lu€e IL-10 nakon aktivacije
TLR9 sintetskom DNA. IL-10 je uobiCajeno smatran protu-upalnim citokinom
radi supresivnog ucCinka na mijeloidne stanice i T-limfocite, no taj citokin
djeluje proupalno u prisustvu interferona tipa |, koji uzrokuju karakteristicni
interferonski genski “potpis” SLE-a.?'® IL-10 takoder djeluje stimulatorno na
B-limfocite, podrzavajuci proliferaciju, izotipsko prekapCanje, te sekreciju
citokina i imunoglobulina potaknutu stimulacijom TLR9 ili drugog signalnog
puta.®*** Koncentracija IL-10 u serumu bila je viSa u nelijeenih bolesnika s
SLE-om nego u kontrola i snizila se nakon lije€enja. U prijasnjim je studijama

opisano da IL-10 u SLE-u pozitivho korelira s aktivno$¢u bolesti i razinom
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anti-dsDNA antitijela,””*'® pa bi smanjenje koncentracije IL-10 u serumu
bolesnika moglo reflektirati smanjenu sistemsku upalu nakon terapije.
Korelacije nisu potvrdene u ispitanoj kohorti SLE bolesnika, ¢emu mozda
pridonosi mali broj bolesnika kod kojih je detektiran IL-10 u serumu te niska

aktivnost bolesti.

Produkcija IL-10 nakon aktivacije CpG-om in vitro nije se razlikovala izmedu
B-limfocita bolesnika i kontrola, no B-limfociti bolesnika stvarali su poveéanu
koli¢inu IL-10 u usporedbi sa zdravim kontrolama bez stimulacije, samo
nakon inkubacije u mediju. Taj nalaz nije bio reproduciran u supernatantima
kulture PBMC-a, gdje su koncentracije IL-10 bile usporedive izmedu
bolesnika i kontrola. Uzrok su tome mozda druge stanice unutar PBMC-a
koje mogu stvarati IL-10 kao $to su monociti, T-limfociti i dendritiCke stanice.
Dodavanjem kortikosteroida u kulturu PBMC-a reducirala se, a dodavanjem

klorokina blokirala sekrecija IL-10.

Aktivacija B-limfocita, mjerena povecCanjem izrazaja CD86 ko-stimulacijske
molekule, takoder se ispitala nakon stimulacije CpG-om u prisustvu
kortikosteroida i klorokina. Sukladno ucinku lijekova na sekreciju IL-10,
kortikosteroidi su reducirali, a klorokin inhibirao porast izrazaja CD86 na
povrSini B-limfocita. Stoga, klorokin moze blokirati sekreciju IL-10 kao i

aktivaciju B-limfocita nakon aktivacije sintetskom DNA in vitro.

CpG-om inducirano povecanje izrazaja CD86 na B-limfocitima bilo je

usporedivo izmedu bolesnika i kontrola, no klorokin se doimao manje
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uCinkovit u inhibiciji aktivacije B-limfocita bolesnika sa SLE-om nego u B-
limfocita zdravih kontrola. To sugerira da su B-limfociti bolesnika sa SLE-om
djelomicno rezistentni na klorokin, ili na razinu aktivacije utjeCe zasad
nepoznata tvar u autolognom serumu prisutnom u kulturi. Plazmacitoidne
dendriticke stanice aktiviraneputem TLR7 ili TLR9 imunokompleksima ili
sintetskim ligandima rezistentne su na kortikosteroidima induciranu apoptozu
i inhibiciju sekrecije IFN-0..??® Sukladno tome, aktivacija B-limfocita putem
TLRO ili izlaganje stimuliraju¢im citokinima kao $to su IL-10, BAFF ili IFN-a

mogla bi posredovati rezistenciju na ucinke klorokina.

Jedan od vaznih uCinaka IL-10 na B-limfocite je indirektan, putem indukcije
sekrecije BAFF-a iz stanica mijeloidne loze.”>*** BAFF je esencijalan faktor
opstanka perifernin  B-limfocita koji moZe podrzati prezivljavanje
autoreaktivnih B-limfocita. Koncentracija BAFF-a u serumu nelijeCenih
bolesnika s blagim SLE-om bila je usporediva onoj u zdravih kontrola, dok je
u bolesnika na kortokosteroidnoj terapiji bila niza nego u zdravih kontrola.
Razina BAFF-a u serumu nelijeCenih bolesnika pozitivno je korelirala sa
indeksom SLEDAI i anti-dsDNA antijelima, potvrdujuci nalaze iz prijasnjih
studija.?*>*** Bioloski mehanizam u podlozi korelacije BAFF-a i anti-dsDNA
antitijela nije razjasnjen. Zanimljivo objaSnjenje moglo bi biti u direktnom
uCinku anti-dsDNA antitijela na stanice mijeloidne loze koje stvaraju BAFF,
jer je u jednoj studiji pokazano da otpustanje BAFF-a od stanicne membrane
moze biti potaknuto umrezZenjem (eng. cross-linking) vise Fcy-receptora, npr.

agregriranim humanim imunoglobulinima G.??
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BAFF je spontano otpustan u kulturi PBMC-a bez promjene nakon stimulacije
CpG-om, vjerojatno jer stanice mijeloidne loze koje stvaraju BAFF unutar
populacije PBMC-a ili nemaju izrazen TLR9 (monociti), ili su prisutne u vrlo
niskoj frekvenciji (dendriticke stanice).*® Nadalje, niti su kortikosteroidi niti
klorokin utjecali na spontano otpustanje BAFF-ain vitro, no PBMC-i bolesnika
sa SLE-om otpustali su viSe BAFF-a od zdravih kontrola. Koli€ina BAFF-a u
supernatantima kultura rasla je usporedno s indeksom SLEDAI u bolesnika,
sugerirajuci da otpustanje BAFF-a ovisi o aktivnosti bolesti. Koncentracija
BAFF-a u supernatantima kultura bolesnika sa SLE-om nije korelirala sa
serumskim BAFF-om u istih bolesnika. Nadalje, BAFF u serumu negativno je
korelirao s brojem leukocita. To indicira da BAFF u perifernoj krvi djelomi¢no
potiCe iz tkiva, a ne samo iz cirkulirajucih leukocita, Sto je implicirano i ranije
u studiji koja je pronasla viSu koncentraciju BAFF-a u sinovijskoj tekucini
bolesnika s artritisom nego u njihovom serumu.??® Sukladno tome, studije
koje su usporedivale koncentraciju BAFF-a u serumu s koli€inom BAFF
MRNA u cirkuliraju¢im leukocitima pronasle su umjerenu ili nikakvu korelaciju
izmedu istih.??”?*?® Takoder je moguée da mijeloidne stanice bolesnika, koje
mogu biti reducirane brojem, imaju poviSenu aktivnost transkripcije/smanjenu
razinu degradacije BAFF mRNA i povecanu razinu sekrecije proteina BAFF.
Vazno je napomenuti da ranija istraZivanja, za razliku od ovog, nisu pronasla
inverznu korelaciju izmedu BAFF-a i broja cirkuliraju¢ih leukocita, no
bolesnici u tim studijama nisu bili razdvojeni s obzirom na terapiju, aktivnost
bolesti i zahvacene organske sustave, Sto moze objasniti razliCite

rezultate 224227229
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5.2. lzrazaj TLR4 na monocitima bolesnika sa SLE-om te utjecaj

imunomodulatornih lijekova na aktivaciju TLR4 signalnog puta

Bakterijska infekcija je primaran uzrok smrti u do jedne trecine bolesnika sa
SLE-om.?*® Razni ¢imbenici u SLE-u mogu utjecati na rizik za razvoj
bakterijske infekcije i neadekvatnu obranu. Aktivirani fenotip leukocita i
poviSena razina pro-upalnih citokina naizgled povecavaju otpornost
organizma na infekciju,®' a imunosupresivna terapija i deficijencija
komplementa smanjuju.’ Lipopolisaharid ili endotoksin najbolje je opisan i
izrazito imunogen PAMP porijeklom iz stijenke Gram™ bakterija, koji se
prepoznaje putem TLR4 na monocitima, makrofazima i nekim dendritiCkim

stanicama.?%?

Signalizacija putem TLR4 izaziva stanje tolerancije na
endotoksin, koje se o ituje reduciranom do inhibiranom produkcijom
proupalnih citokina i gubitkom izrazaja kostimulacijskih i antigen-
prezentirajuih molekula pri ponovljenoj stimulaciji, i moze trajati do 5
dana.?®® Smatra se da je tolerancija na endotoksin odgovorna za drugu fazu
bifaziCnog tijeka sepse, koja je u pocCetku obiljeZzena sistemskom upalom
(SIRS, od engl. systemic inflammatory response syndrome) pracenom s
«citokinskom olujom» i zatajenjem organa.?** Slijede¢a je faza sepse
obiljezena imunosupresijom (CARS, od engl. compensatory anti-
inflammatory response) koja se smatra rezultatom tolerancije na endotoksin,
popraéenom visokim rizikom za sekundarnu infekciju i visokom smrtnogéu.?*
Stanje tolerancije na endotoksin moze se izazvati i endogenim ligandima kao

Sto su HSP-90, DNA-vezuci protein katelicidin ili LL37 i TNF-a, koji su

prisutni u povecanoj koli€ini u SLE bolesnika, a direktno se vezu za TLR4 ili
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stimuliraju TLR4-signalni put. Takva «nespecifi¢na» stimulacija moze dovesti
do posljedicno smanjene otpornosti bolesnika s SLE-om na «prave»

patogene.?*¢%3®

S obzirom na potencijalne endogene ligande TLR4 u SLE-u koji mogu
teoretski modulirati koli€inu prisutnog receptora, ispitan je izrazaj TLR4 na
monocitima u bolesnika sa SLE-om, te utjecaj imunomodulatorne terapije na
aktivaciju TLR4 signalnog puta i produkciju proupalnih citokina. Odabrana su
dva citokina koja monociti obilato stvaraju nakon stimulacije LPS-om — TNF-a
i IL-6 — prvi radi opisanih polimorfizama u SLE-u i mogucnosti indukcije
tolerancije na endotoksin, a drugi jer je vrlo Cesto povisen u serumu
bolesnika, a nuzan je za terminalnu diferencijaciju B-limfocita u plazma

stanice.?*®

Razina izrazaja TLR4 moze predstavljati indikator spremnosti organizma za
obranu od infekcije Gram’ bakterijama. lzrazaj TIr4 u nekoliko sojeva tir4
transgenicninh miSeva s razliCitim brojem kopija tir4 gena korelirao je s
opsegom imunologkog odgovora na stimulaciju LPS-om in vivo i in vitro,?**?*’
te sa sekrecijom IL-6 iz makrofaga.?*' Nadalje, u miSeva s vise kopija tir4
gena, reakcija na komenzalne crijevne bakterije, bez egzogene infekcije,
dovodi do razvitka bolesti sline SLE-u.?*?> U ovoj studiji nije pronadena
statistiCki znac€ajna razlika u izraZaju TLR4 na monocitima izmedu bolesnika i
kontrola, §to je sukladno rezultatima prijasnjih studija.?®>2%%*® |zrazaj TLR4

bio je nesto niZi u bolesnika na terapiji, no zbog malog broja bolesnika u

svakoj skupini teSko je zakljuciti da li je to radi tretmana ili heterogenosti u
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populaciji bolesnika. Imunomodulatorna terapija nije vjerojatan razlog nizeg
postotka TLR4" monocita, jer inkubacija PBMC-a s kortikosteroidima i/ili
klorokinom nije rezultirala u znaCajnim promjenama u izrazaju TLR4 na
monocitima. I1znimka je 48-satna inkubacija, no ovdje su lijekovi u kombinaciji
poceli iskazivati negativan u€inak na vijabilnost stanica, Sto je moglo utjecati
na rezultate. Kultura PBMC-a s kortikosteroidima i/ili klorokinom takoder nije
utjecala na signalizaciju putem NF-«B transkripcijskog faktora u monocitima
nakon stimulacije LPS-om. Stoga se ¢ini da niti kortikosterodi niti klorokin ne

utjeCu na rani NF-xB-signalni put posredovan aktivacijom adaptora MyD88.

S obzirom da TLR4-signalni put nakon aktivacije LPS-om ukljuCuje i
signalizaciju putem MAP-kinaza (od engl. mitogen-activated protein kinase;
mitogenom-aktivirana proteinska kinaza) i MyD88-neovisni put putem
adaptora TRIFF koji nisu ispitivani u ovom istraZivanju, provjereno je da li je
jedan od krajnjih rezultata signalizacije — sekrecija proupalnih citokina —
modulirana kortikosteroidima ili klorokinom. Pre-inkubacija s kortikosterodima
(sa ili bez klorokina) smanjila je sekreciju TNF-a i IL-6 u supernatantima
kulture PBMC-a i produkciju istih u monocitima nakon stimulacije LPS-om.
Klorokin sam nije imao mjerljiv u€inak na produkciju citokina. To je u

244-249

suprotnosti s viSe prijasnjih studija; no koncentracija klorokina koristena

u ovom istrazivanju prilagodena je koncentraciji u krvi bolesnika lijeCenih

klorokinom?®® i dostatna da sprijeCi signalizaciju putem unutarstani¢nih TLR-

a.® Koncentracije koristene u ranijim studijama bile su €esto i do 50 puta

244-247,249

viSe, ukljuCivale pre-inkubaciju, ili vrlo razliCite eksperimentalne

uvjete.?*® Uobigajena koncentracija klorokina od 100 uM kori$tena u ranijim
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istrazivanjima koja je blokirala produkciju citokina uzrokovala je skoro
kompletnu depleciju monocita u kulturi PBMC-a ve¢ nakon 24h, izmjerenu
proto¢nom citometrijom kao gotovo potpun gubitak monocitne populacije na
“forward scatter” i “side scatter” detektorima te 80%-tnu redukciju u broju
CD14" stanica. Stoga je moguée da je klorokinom-inducirana redukcija
sekrecije citokina pronadena u ranijim studijama zapravo odraz opce
redukcije u kapacitetu stvaranja proteina radi toksi¢nosti visoke koncentracije

klorokina.

lako nije pronadena razlika u TLR4 MFI (koja odrazava koli€inu TLR4
molekula po pojedinoj stanici) izmedu bolesnika i kontrola, TLR4 MFI
negativno je korelirao s aktivnoS¢u bolesti mjerenoj indeksom SLEDAI kad su
svi bolesnici uklju€eni u analizu. TLR4 MFI takoder je negativno korelirao s
brojem cirkuliraju¢ih monocita, a broj cirkuliraju¢ih monocita pozitivno je
korelirao sindeksom SLEDAI. To implicira da je broj TLR4 po pojedinom
monocitu ovisan o sistemskoj upali, endogenim ligandima ili drugim, zasad
nepoznatim ¢imbenicima, dok lije€enje ima mali do nikakav utjecaj. Nadalje,
monociti su uz neutrofile primarne stanice koje migriraju iz cirkulacije u tkiva
nakon aktivacije i kemotakticnih signala, gdje se terminalno diferenciraju u

efektorske stanice,??

stoga opazene promjene mogu reflektirati razliitu
tkivnu distribuciju i/ili diferencijaciju monocita. Makrofagi i dendritiCke stanice
diferencirane iz monocita in vitro imaju poveéan odnosno snizen izrazaj TLR4

u usporedbi s primarnom populacijom monocita iz koje su proistekli.?**?**
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lako je broj monocita u bolesnika sa SLE-om bio u normalnom rasponu,
bolesnici su imali veCi udio TLR4-negativnih monocita, Sto bi moglo smanijiti
adekvatan imunoloski odgovor na infekciju Gram™ patogenima. Razlog za viSi
broj monocita u bolesnika pod terapijom nije jasan, jer kortikosteroidi ne
utieéu na razvoj monocita u kostanoj srzi.'®®%° Alternativno objasnjenje
moze biti u drugacijem fenotipu monocita, jer monociti u SLE-u mogu
predoCavati antigen, a serum bolesnika sa SLE-om moZe inducirati
diferencijaciju monocita u dendriticke stanice.’® Korelacija izmedu aktivnosti
bolesti i broja monocita moze biti rezultat mobilizacije monocita na periferiju

tijekom sistemske upale.

Prisutnost -308A/G TNF-a genotipa u gotovo polovice bolesnika, koji je u
pojedinim prijadnjim studijama povezan s povecanom produkcijom TNF-0, 2%
nije korelirala s mjerenim podacima. Rezultati multiplih istrazivanja veze
izmedu polimorfizama TNF-o promotera, sekrecije TNF-a i teZine infekcije
kontradiktorni su, a koncentracija cirkulirajuéeg TNF-a (Cesto poviSenog u
SLE-u) ne korelira s polimorfizmima.?®” Stoga nije mjerena razina citokina u
serumu bolesnika. Takoder, ranije studije ispitivale su povisene razine TNF-a
i IL-6 u kontekstu aktivnosti bolesti i patogeneze, dok odnos prema otpornosti
na infekciju nije jo$ istrazen.?°%2°

Stoga, iako nije pronadena direktna veza izmedu izrazaja TLR9, TLR4 i
autoimunosti u SLE-bolesnika, pokazano je da klorokin, lijek koji blokira

signalizaciju putem unutarstani¢nih TLR-a, pridonosi redukciji cirkulirajuée

DNA, inhibira aktivaciju B-limfocita sintetskom DNA i sekreciju IL-10, te
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ujedno ne utjeCe na prepoznavanje i imunoreakciju na komponente Gram®
bakterija, Cime se ne smanjuje sposobnost adekvatne obrane od bakterijske

infekcije.
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Ovo istrazivanje imalo je dva aspekta: prvo se ispitao izrazaj TLRO u
perifernim B-limfocitima bolesnika sa SLE-om prije i tijekom terapije
klorokinom i kortikosteroidima, utjecaj klorokina na aktivaciju B-limfocita
TLR9-ligandom in vitro, prisutnost potencijalno endogenog TLR9 liganda —
cirkulirajuce DNA — u serumu bolesnika, te razina citokina stimulatornih za B-
limfocite ex vivo i in vitro. Bolesnici na terapiji klorokinom imali su zna¢ajno
nizu razinu cirkulirajute DNA nego prije terapije i u usporedbi sa zdravim
kontrolama, Sto do sada nije bilo opisano u literaturi. S obzirom da je klorokin
istovremeno izrazito uspjesno blokirao aktivaciju B-limfocita sintetskom DNA
in vitro, intrigantna je moguc¢nost da je uspjeh klorokina u terapiji SLE-a
posljedica blokade TLR9-signalnog puta i aktivacije B-limfocita. U vidu
nedavnih publikacija o neutrofilima kao potencijalnom izvoru endogene DNA
u SLE-u, a neutrofili takoder izrazavaju TLR9,®' zanimljivo bi bilo ispitati
uCinak klorokina na aktivaciju neutrofila i netozu, te da li neutrofina DNA

moze aktivirati B-limfocite.

Takoder nov, do sada neopisan rezultat je spontano otpustanje BAFF-a u
kulturama PBMC-a, koji ovisi o aktivnosti bolesti. S obzirom na nuznost
BAFF-a za prezivljavanje perifernih i potencijalno autoreaktivnih B-limfocita, u
slijedecim Ce studijama biti vazno ispitati da li je pove¢ana produkcija BAFF-a
intrinziCha stanicama mijeloidne loze (npr. regulirana epigenetskim
mehanizmima kao Sto je mikroRNA), ili ovisi o zasada nepoznatom

Cimbeniku prisuthom u serumu SLE-bolesnika, Sto bi moglo dovesti do
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razvoja novih, specificnih lijekova u SLE-u koji bi blokirali hiperaktivaciju B-

limfocita.

Drugi aspekt ovog istrazivanja fokusirao se na izrazaj TLR4 na perifernim
monocitima bolesnika sa SLE-om i zdravih kontrola, te modulaciju aktivacije
TLR4-signalnog puta klorokinom i kortikosteroidima in vitro. Nije pronadena
razlika u izrazaju TLR4 ex vivo na monocitima izmedu bolesnika bez i na
terapiji, te izmedu bolesnika i kontrola. In vitro pokusi u kulturama PBMC-a
zdravih kontrola pokazali su da kortikosteroidi reduciraju produkciju
proupalnih citokina TNF-a i IL-6. Ti se rezultati trebaju potvrditi i na kulturama
stanica SLE-bolesnika, no mozZe se pretpostaviti da bi kortikosterodi mogli
smanijiti sekreciju citokina tijekom invazije Gram™ bakterijama, unato¢ tome
Sto je prepoznavanje patogena i rana aktivacija intaktna. Ovaj je zaklju¢ak
limitiran na TLR4 signalni put, jer nisu ispitani drugi receptori koji mogu
prepoznati Gram™ bakterije, niti receptori za komponente Gram™ bakterija ili
virusa. Usprkos klju¢noj ulozi LPS-a u infekciji Gram™ bakterijama, ti drugi
receptori — koji mozda nisu osjetljivi na ucinak kortikosteroida - mogli bi

kompenzirati deficijenciju u produkciji citokina induciranu kortikosteroidima.

Vazan nalaz ove studije je potpuna neucinkovitost klorokina u inhibiciji
aktivacije signalnog puta NF-«B i sekrecije citokina, Sto je u suprotnosti s
rezultatima viSe prijasnjih istrazivanja. Koncentracija klorokina koriStena u
ovom istraZivanju odgovara onoj u cirkulaciji bolesnika lijeCenih klorokinom i
dostatna je za potpunu blokadu signalizacije putem unutarstani¢nih TLR-a, te

pokazuje minimalnu toksi¢nost tijekom 72h kulture. Prijasnje studije koristile
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su klorokin u znatno viSim koncentracijama, stoga je moguce da je inhibicija
sekrecije proupalih citokina i aktivacije signalnog puta NF-xB opisana u tim

studijama posljedica toksi¢nosti visoke koncentracije klorokina.

Nadalje, ovo istrazivanje pokazuje da i «blaga» imunomodulatorna terapija
niskim dozama kortikosteroida i klorokinom moze znacajno utjecati na razinu
mjerenih imunoloSkih parametara, $to upucuje na vaznost uklju€ivanja
nelijeCenih bolesnika u istrazivanja bolesti imunolo$kog sustava; ili ukoliko je
to nemoguce, na pazljivu stratifikaciju bolesnika s obzirom na terapiju.
Rezultati s klorokinom posebice su ohrabruju¢i naspram bioloSke
opravdanosti terapije klorokinom u SLE-u, po&to klorokin snizava cirkulirajucu
DNA, inhibira aktivaciju B-limfocita putem TLR9 i ujedno ne utjeCe na
sekreciju proupalnih citokina vaznih za obranu od bakterijskih infekcija, koje
su jedan od vodecih uzroka mortaliteta u SLE-u. Ovo istraZivanje ukazuje na
nuznost daljnjih i temeljitih studija urodene imunosti u sistemskom

eritemskom lupusu.
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Sazetak

SAZETAK

Sistemski eritemski lupus (SLE) je autoimunosna bolest karakterizirana
hiperreaktivnim B-limfocitima od kojih neki stvaraju auto-antitijela na
nukleinske kiseline i srodne antigene, te povecanim rizikom za infekcije.
Animalni modeli SLE-a pokazali su da aktivacija Toll-u slicnog receptora 9
(TLR9) DNA-imunokompleksima stimulira i diferencira autoreaktivne B-
limfocite. To se dokida blokadom TLR9 signalnog puta klorokinom, koji se
uspjeSno koristi u lijeCenju SLE-a. Aktivacija urodene imunosti nakon
prepoznavanja bakterijskin komponenata putem TLR4 pak je kljuCna za
adekvatnu obranu od Gram’ bakterija, vaznog uzroka smrtnosti u SLE-u.
Ovdje je istrazeno da li lijeCenje klorokinom i niskim dozama kortikosteroida
modulira izrazaj TLR9 i TLR4 u B-limfocitima odnosno monocitima SLE-
bolesnika, te cirkulirajucu DNA i citokine koji aktiviraju B-limfocite (IL-10 i
BAFF) ex vivo. In vitro je ispitan utjecaj lijekova na aktivaciju B-limfocita
sintetskom DNA i produkciju IL-10 i BAFF-a, te na aktivaciju monocita i
sekreciju TNF-a i IL-6 stimulacijom TLR4 signalnog puta lipopolisaharidom.
Rezultati su pokazali da klorokin inhibira aktivaciju TLR9 u B-limfocitima in
vitro, te pridonosi sniZzenju razine cirkuliraju¢e DNA, potencijalnog TLR9
liganda, ex vivo. Klorokin ujedno ne ometa prepoznavanje komponenata
Gram’™ bakterija i sekreciju proupalnih citokina vaznih za obranu od infekcije.
Razumijevanje aktivacije i signalizacije receptora urodene imunosti vazno je

za razumijevanje patogeneze SLE-a i razvoj ciljanih terapija.



Abstract

THESIS TITLE: Toll-like receptors in pathogenesis of systemic lupus

erythematosus (2012)

AUTHOR: Alma-Martina Cepika

THESIS ABSTRACT: Systemic lupus erythematosus (SLE) is an
autoimmune disease characterized by hyperreactive B cells that produce
autoantibodies against nucleic acids and related structures. In lupus-prone
mice, Toll-like receptor 9 (TLR9) stimulation with DNA-containing immune
complexes leads to autoreactive B cell survival and differentiation which
could be abolished by chloroquine, a TLR9 signaling inhibitor otherwise used
in SLE treatment. Also, patients are at increased risk of an infection.
Activation of innate immunity via TLR4 is necessary for the resistance to
Gram™ bacteria, one of the leading causes of mortality in SLE. Here we
investigated if chloroquine and low-dose corticosteroid treatment modulate
the expression of TLR9 in B cells, TLR4 on monocytes, levels of circulating
DNA and B-cell stimulatory cytokines in peripheral blood of SLE patients and
controls. In vitro, we interrogated if chloroquine or steroids modulate B cell
activation by synthetic TLR9 ligand CpGor monocyte activation by TLR4
ligand LPS. Results suggest that chloroquine inhibits TLR9-induced B cell
activation in vitro and contributes to a decrease in serum DNA level ex vivo,
without affecting the pro-inflammatory cytokine production vital for the
adequate response to bacterial infection. Thus, investigation of activation and
signalization mechanisms of the innate immune system receptors in patients

contributes to understanding of SLE pathogenesis.
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ZIVOTOPIS

Alma-Martina Cepika rodena je 1978.g. u Zagrebu, gdje zavrSava osnovnu
Skolu, glazbenu Skolu i V. prirodoslovno-matematicku gimaziju. Pohada
Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu od 1996. do 2002.g. i diplomira s
odlicnim uspjehom. Pripravnicki staz obavlja u Klini¢koj bolnici Dubrava u
Zagrebu, stiCe licencu za rad, te se zapoSljava kao znanstveni novak
Ministarstva znanosti, obrazovanja i Sporta u ImunoloSkom zavodu u
Zagrebu. Pod mentorstvom dr. Alenke Gagro vrSi istrazivanja u sklopu
projekta “Utjecaj B-limfocita na diferencijaciju T-limfocita (MZOS 0021004), a
od 2007.g. u sklopu projekta “Modulacija funkcije ljudskih regulacijskin T-
limfocita” (MZOS 072-108-0229-0337). Istovremeno je polaznik znanstvenog
poslijediplomskog studija “Biomedicina i zdravstvo”, nakon Cega zavrSava
strucni studij “Menadzment u zdravstvu” Medicinskog fakulteta SveuciliSta u
Zagrebu. Tijekom 2009.g. nastavlja rad na projektu dr. Gagro kao znanstveni

novak Klinike za djecje bolesti u Zagrebu.

Za vrijeme svog poslijediplomskog usavrSavanja Alma-Martina Cepika
istrazivala je bazicnu imunobiologiju B-limfocita, imunoreakcije na virusnu
infekciju u dojencadi, regulacijske T-limfocite i ulogu receptora urodene
imunosti u autoimunosnim bolestima, Sto je i tema njene doktorske
disertacije. Autor je i koautor viSe znanstvenih radova te poglavlja u knjizi.
Aktivno je sudjelovala na brojnim znanstvenim skupovima i radionicama u
zemlji i inozemstvu. Dobitnica je nagrada za najbolju prezentaciju postera na

kongresu European Science Foundation/European Molecular Biology
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Organization (ESF/EMBO) i na kongresu Hrvatskog Imunoloskog drustva,
viSe putnih stipendija, te Rektorove nagrade Medicinskog fakulteta Sveucilsta
u Zagrebu za najbolji studentski znanstveni rad. Od 2010.g. je na
znanstvenom usavrSavanju u Baylor Institute for Immunology Research u

Dallasu, SAD.
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