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KRATAK SADRZAIJ: Ispitan je uticaj interleukina-17 (IL-17) na produkciju azot-monoksida (NO)
od strane 1929 fibroblasta. L929 Celije su inkubirane sa IL-17 ifili LPS-om, interferonom-y (IFN-y),
interleukinom-1 (IL-1), ili dibutiril-cAMP-om. Produkcija NO ispitana je indirektno, merenjem kon-
centracije nitrita akumuliranih nakon 24 h u supernatantu Celijskih kultura. Kultivisani 1929 fi-
broblasti nisu produkovali NO konstitutivno, niti je sam IL-17 indukovao NO produkciju. Od ostalih
ispitanih agenasa samo je IFN-y znacajno povecao nivo nitrita u kulturama L929 Celija. Medutim,
kada je IL-17 primenjen sa bilo kojim od testiranih agenasa, doslo je do snaznog povecanja NO
sinteze, §to je ukazalo da su signalni putevi indukcije NO sa IL-17 i ostalim navedenim agensima
razliciti. Spre¢avanje akumulacije nitrita inhibitorom proteinske sinteze cikloheksimidom ili selek-
tivnim inhibitorom iNOS aminoguanidinom u Celijama stimulisanim sa IL-17+LPS ukazalo je da
NO produkcija zavisi od sinteze i aktivnosti enzima inducibilne NO sintaze (iNOS). Inhibitor protein
tirozin kinaze (PTK), genistein i inhibitor aktivacije transkripcionog faktora NF-«B, pirolidin ditio-
karbamat (PDTC), takode su redukovali sintezu NO. Nasuprot tome, inhibitor protein kinaze C,
staurosporin, nije blokirao NO produkciju 1929 éelija stimulisanih sa IL-17+LPS. U celini, nasi
rezultati su po prvi put pokazali aktivno ucesée IL-17 u koindukciji NO sinteze sa LPS-om, citokinima
(IL-1, IFN-y), ili cAMP analogom u fibroblastima i ukazali da stimulacija NO sinteze sa IL-17
ukljucuje mehanizme zavisne od PTK i NF-«B.
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UvOoD

U otkrivanju novih molekula koji u€estvuju
u funkcionisanju imunskog sistema nedavno je
kloniran i okarakterisan citokin interleukin-17
(IL-17) (1-4). Dok je produkcija IL-17 ograni¢ena
na T limfocite (1-3), i to CD4" aktivisane me-
morijske T celije (3,5), receptori za IL-17 prisutni
su na gotovo svim ¢elijama (2), Sto objasnjava ple-
jotropne aktivnosti ovog citokina. Kao jedan od
elemenata sloZene citokinske mreze IL-17 sam,

ili u sadejstvu sa drugim citokinima, stimuli$e pro-
dukciju drugih proinflamatornih i hematopoet-
skih medijatora. Tako, u razli¢itim stromalnim
¢elijama, kao §to su fibroblasti, sinoviociti, hon-
drociti, keratinociti, endotelne ili epitelne celije,
IL-17 stimuliSe sekreciju G-CSF, GM-CSF, IL-1,
IL-6, LIF, IL-8, CXC i CC hemokina, matriks
metaloproteinaza, PGEy i komponenata komple-
menta (3, 6-12). Osim toga, IL-17 povecava ek-
spresiju intercelularnog adhezionog molekula-1
(ICAM-1) u fibroblastima, sinoviocitima i kera-
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tinocitima (3,13). Pored proinflamatornih svojsta-
va, IL-17 utice na resorpciju kostiju (14) i stimu-
life diferencijaciju osteoklasta (15). Mada je
ranije smatrano da IL-17 nema direktnog efekta
na Celije hematopoetskog porekla, skoro je po-
kazano da on moze direktno da uti¢e na rast i
diferencijaciju razlic¢itih hematopoetskih progeni-
tora i produkciju proinflamatornih medijatora IL-
1, IL-1Ra, TNF-(, IL-6, IL-10, IL-12,
mijeloperoksidaza, elastaza i stromelizina od stra-
ne zrelih elijskih elemenata monocita/makrofaga
i neutrofila (10, 16-19). Zbog navedenih svojstava
IL-17 ne samo da povezuje imunski sistem i he-
matopoezu, ve¢ predstavlja ranog inicijatora T-
zavisnih inflamatornih reakcija.

Bioloski aktivan IL-17 detektovan je u si-
novijalnoj te¢nosti i tkivnim kulturama sinovijuma
bolesnika sa reumatoidnim artritisom i osteoar-
tritisom (9, 15, 20, 21). Povecana ekspresija IL-17
nadena je i u regionalnim limfnim ¢vorovima i
sinovijalnoj membrani u adjuvantnom artritisu,
Siroko kori§¢enom animalnom modelu reuma-
toidnog artritisa (22). Efekti IL-17 na mnogobroj-
ne Celijske konstituente zglobova sugeriSu da on
ima kljuénu ulogu u reumatskim bolestima zglo-
bova. Poveéana produkcija IL-17 zapaZzena je ta-
kode u serumu i limfocitima koze i pluca
bolesnika sa sistemskom sklerozom (23).

Nedavno je objavljeno da IL-17 potencira
produkciju visoko reaktivnog slobodnog gasovi-
tog radikala azot-monoksida (NO) u hrskavici bo-
lesnika sa osteoartritisom (20), izolovanim
osteoartritiénim hondrocitima (24) i normalnim
humanim hondrocitima (7). Povec¢ana produkcija
NO posredovana aktivno$éu inducibilne sintaze
azotnog oksida (iNOS) nadena je u razliCitim reu-
matskim bolestima, kao $to su sistemski eritemski
lupus (25), sistemska skleroza (26), primarni Sjor-
genov sindrom (27), vaskulitis (28), reumatoidni
artritis (29) i osteoartritis (30). U ve€ini ovih po-
remecaja nivo NO produkcije korelira sa aktiv-
no$éu bolesti. Na ulogu NO u patogenezi
sistemskih bolesti vezivnog tkiva ukazuju i rezul-
tati povecane ekspresije iINOS u sinovijalnoj
membrani obolelih od reumatoidnog artritisa i
osteoartritisa (30). Iako u ovim bolestima mono-
nuklearne Celije periferne krvi i makrofagi ek-
sprimiraju visok nivo iNOS, vecina celija koje
eksprimiraju ovaj enzim su fibroblasti i hondrociti
(31, 32).

Produkcija NO u sistemskim bolestima ve-
zivnog tkiva moZe da doprinese patogenezi samih
bolesti na viSe razli¢itih nacina u zavisnosti od
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mesta produkcije, koli¢ine produkovanog NO i
ciljnih éelija unutar lokalne sredine (revijski pri-
kazano u 33). Male koli¢ine NO produkovane od
strane krvnog endotela mogu da deluju antiinfla-
matorno tako §to reguliSu opustanje glatke mu-
skulature i sprecavaju adheziju leukocita i
trombocita za zidove krvnih sudova. Suprotno,
visoki nivoi NO, produkovani kao odgovor celija
na citokine, mogu da ucestvuju u oStecenju tkiva
i progresiji bolesti, ukljucujui mehanizam apop-
toze tkivnih konstituenata, pokretanje razliCitih
katabolickih procesa proteolize ekstracelularnog
matriksa i onemogucavanje anabolickih procesa
(33-36). I najzad, potencijalni sistemski efekti NO
na limfocite i makrofage mogu da imaju imuno-
modulatornu ulogu (37), tako §to NO u malim
koncentracijama deluje potencirajuce, a u velikim
SuUpresorno.

CILJ RADA

Polazeéi od koncepta da fibroblasti predsta-
vljaju aktivne, citokinima regulisane ucesnike u
patogenezi sistemskih bolesti vezivnog tkiva i
vazne proizvodace NO, u cilju da se dobije vise
podataka o bioloskim svojstvima i ulozi proinfla-
matornog citokina IL-17 u regulaciji ovih pore-
mecaja, ispitan je uticaj interleukina-17 na NO
produkciju fibroblasta u in vitro uslovima. Takode
su ispitani signalni putevi kojima IL-17 regulise
aktivnost iNOS, enzima odgovornog za nastanak
velikih koli¢ina NO.

MATERIJAL I METODE

Celijska linija mi§jeg fibrosarkoma 1929
(European Collection of Animal Cell Cultures,
Salisbury, UK) gajena je do konfluentnosti na 37°
C u vlaznoj atmosferi sa 5% CO2 u medijumu za
kultivaciju RPMI-1640 dopunjenim sa 10% fetal-
nog teleceg seruma, 2mM L-glutamina, antibio-
ticima i Na-piruvatom. Posle konvencionalnog
postupka tripsinske digestije, Celije su kultivisane
u plasti¢nim plo¢ama za mikrokulturu sa 96 ba-
zenéi¢a (Linbro, Flow) u zapremini od 200 ] me-
dijuma za kulturu. Po dostizanju konfluentnosti
sloj adherentnih éelija je opran i dodata je ista
zapremina svezeg medijuma koji je sadrzao 20
ng/ml rekombinantnog humanog IL-17 (R&D Sy-
stems, Minneapolis, MN), samog ili u kombinaciji
sa 10 ug/ml LPS (LPS E. coli 055:B5, Difco,
Detroit, MI), 200 J/ml rekombinantnog misjeg
interferona-y (IFN-y, Holland Biotechnology,
Leiden, The Netherlands), 10 ng/ml rekombinan-
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tnog humanog interleukina-la (Genzyme, Cam-
bridge, MA), ili 200 M Celijski propustljivog sta-
bilnog c-AMP analoga, db-cAMP (Sigma, St
Louis, MO). U cilju karakterizacije produkcije
NO stimulisane sa IL-17 + LPS kori$ceni su sle-
deci reagensi: inhibitor proteinske sinteze ciklo-
heksimid (CHX, 5 ug/ml) , selektivni iNOS
inhibitor aminoguanidin (AG, 1 mM), inhibitor
NF-«B pirolidin ditiokarbamat (PDTC, 10 uM),
inhibitor protein tirozin kinaze genistein (GEN,
5 ng/ml) (svi proizvodi Sigma), ili inhibitor protein
kinaze C staurosporin (STSN, 25 nM) (Boehrin-
ger Mannheim, Mannheim, Germany). Sve kul-
ture su postavljane u triplikatima. Celije su
inkubirane 24 h u vlaznoj atmosferi sa 5% CO»,
nakon cega su sakupljani supernatanti Celijskih
kultura za odredivanje produkcije NO. Akumu-
lacija nitrita, kao indikator NO produkcije, me-
rena je u supernatantima kultura metodom po
Griess-u (38). Ukratko, uzorci supernatanta od
50 ul mesani su sa istom zapreminom Griess-ovog
reagensa (1:1 meSavina 0,1% naftilendiamin di-
hidrohlorida i 1% sulfanilamida u 5% H3PO4)
(Sigma) 1 inkubirani su 10 min. na sobnoj tem-
peraturi. Apsorbancija je odredivana na talasnoj
duzini od 570 nm na automatskom ELISA citacu
(Titerteck® Multiscan, Flow Labs). Koncentra-
cija nitrita (M) izraCunavana je na osnovu stand-

odredivano je u vreme merenja nitrita kolorime-
trijskim testom kristal violetom (39), u kome je
intenzitet boje, meren na talasnoj duzini od 570
nm na automatskom ELISA citacu, proporciona-
lan broju vijabilnih éelija.

REZULTATI

U cilju ispitivanja produkcije NO u 1929
fibroblastima kori§ceni su LPS i citokini IFN-y i
IL-1, agensi za koje je pokazano da sami, ili u
kombinacijama, mogu da indukuju u ovim éelija-
ma sintezu NO. Saglasno naSim prethodnim re-
zultatima (40, 41), od svih testiranih stimulusa
upotrebljenih pojedinacno samo je IFN-y (200
J/ml) znacajno stimulisao produkciju NO, sudedi
po skoro trostrukom porastu akumulacije nitrita
u supernatantu stimulisanih 1.929 fibroblasta u
poredenju sa veoma niskim bazalnim nivoom ni-
trita u supernatantima nestimulisanih celija (slika
1). Dok je IL-17 (20 ng/ml) izazvao blago, mada
nesignifikantno povecanje koncentracije nitrita,
dotle ni sam LPS (10 pg/ml), ni IL-1 (10 ng/ml)
nisu znaCajnije uticali na NO produkciju L929 fi-
broblasta, (Slika 1). Medutim, kada je IL-17 pri-
menjen zajedno sa LPS, ili IL-1, doslo je do
znacajnog skoka sinteze NO, a u sadejstvu IL-17
sa IFN-y Cak je zapaZen sinergistiCki efekat (slika
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Slika 1. Efekat IL-17 na NO produkciju L929 fibroblasta. Konfluentne L929 Celije su inkubirane sa
IFN-y (200 Jiml), LPS (10 ug/ml), IL-1 (10 ng/ml), ili samo u medijumu, u prisustvu ili otsustvu IL-17
(20 ng/ml). Koncentracija nitrita u supernatantu Celijskih kultura merena je nakon 24 h. Rezultati su
prikazani kao srednja vrednost + SG tri pojedinacna eksperimenta. ¥P<0,05 i ** P<0,01
(Studentov t test) u odnosu na netretirane Celije.
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U cilju da se ispita potreba za enzimskom
aktivno§éu iNOS u’ produkciji NO indukovanoj
u L.929 éelijama stimulacijom sa IL-17 u sadejstvu
sa navedenim stimulatorima, ispitano je dejstvo
inhibitora translacije, cikloheksimida (5 ug/ml) i
aminoguanidina (1 mM), selektivnog inhibitora
kataliticke aktivnosti iNOS (42). Posto je akumu-
lacija nitrita u éelijskim supernatantima celija sti-
mulisanih sa IL-17+LPS bila skoro u potpunosti
inhibirana ovim agensima (Slika 2), to ukazuje
da je zapazena NO produkcija zavisna od de novo
sinteze inducibilne NO sintaze i oksidacije L-ar-
ginina ovim enzimom. Polaze¢i od toga da tran-
skripcija iNOS gena zavisi od aktivacije
transkripcionog faktora NF-«B, u cilju karakteri-
zacije intracelularnih dogadaja koji su odgovorni
za regulaciju aktivacije iNOS u fibroblastima sa

IL-17, u istom sistemu stimulacije 1.929 Celija sa
IL-17+LPS ispitani su efekti PDTC (10 uM),
moénog inhibitora NF-«xB (43). 1 ovaj agens
znatajno je inhibirao NO produkciju (slika 2), Sto
sugeriSe da je NF-«B ukljucen u signalni put IL-17
u ovim Celijama. Zeleéi da ispitamo ulogu protein
tirozin kinaze (PTK) i protein kinaze C (PKC)
u signalnim putevima aktivacije iINOS pomocu IL-
17, primenili smo njihove inhibitore GEN (5
ug/ml) i STNS (25 nm). Dok je produkcija NO
bila redukovana u prisustvu GEN kao posledica
interferencije ovog agensa sa PTK-zavisnim in-
tracelularnim dogadajima, dotle STNS nije ispol-
jio inhibitorno dejstvo na sintezu NO u
IL-17+LPS-tretiranim éelijama (slika 2), Sto go-
vori da indukcija sinteze NO u ovom sistemu ne
zavisi od PKC aktivnosti.
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Slika 2. Efekat inhibitora proteinske sinteze, iNOS, NF-kB i kinaza na NO produkciju L929 fibroblasta
stimulisanih dejstvom IL-17 + LPS. Konfluentne L929 celije su stimulisane sa IL-17 + LPS samostalno
(kontrola), ili u prisustvu inhibitora proteinske sinteze CHX (5 pgiml), iNOS inhibitora AG (1 mM),
NF-«B inhibitora PDTC (10 uM), PTK inhibitora GEN (5 ugiml), ili PKC inhibitora STSN (25 nM).
Koncentracija nitrita u supernatantu Celijskih kultura merena je nakon 24 h. Rezultati reprezentativnog
eksperimenta su prikazani kao srednja vrednost + SG triplikata. ** P<(,01 (Student-ov t test) u
odnosu na kontrolne kulture.

Mi smo nedavno pokazali da db-cAMP,
éelijski permeabilni cAMP analog i aktivator
protein kinaze A, potencira iNOS-zavisnu pro-
dukciju NO u L929 fibroblastima u sadejstvu
sa IFN-y (40, 41). Da bi se ispitalo da li IL-17
na sli¢an nacin uti¢e na NO produkciju, L929 éeli-
je su kultivisane u prisustvu db-cAMP (200 uM)
i/ili IL-17. Merenje koncentracije nitrita pokazalo
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je da pojedinaéno dejstvo db-cAMP, slicno
IL-17, ne dovodi do stimulacije NO produk-
cije, ali da je simultano dejstvo oba agensa
znadajno povecava (slika 3). Ovi rezultati go-
vore u prilog koordinisanog dejstva signalnog
puta aktivacije PKA i signala pokrenutih dej-
stvom IL-17 u aktivaciji NO produkcije L929
fibroblasta.
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Slika 3. Efekat db-cAMP na NO produkciju L929 fibroblasta tretiranih sa IL-17. Konfluentne L929
Celije su inkubirane samo u medijumu, a u prisustvu ili odsustvu db-cAMP (200 uM). Koncentracija
nitrita u supernatantu Celijskih kultura merena je nakon 24 h. Rezultati reprezentativnog eksperimenta
su prikazani kao srednja vrednost + SG triplikata. ** P<0,01 (Student-ov t test) u odnosu
na netretirane Celije.

DISKUSIJA

U ovom radu je pokazana sposobnost IL-17
da potencira biosintezu NO od strane fibroblasta
miSije Celijske linije 1.929. Ovaj efekat IL-17
ostvaruje u sadejstvu sa LPS, citokinima (IFN-y,
IL-1), ili ;AAMP- analogom, db-cAMP. Stimulacija
NO sinteze u L929 fibroblastima LPS-om ili ci-
tokinima u skladu je sa slicnim rezultatima dobi-
jenim na primarnim fibroblastima glodara (44).
Koliko nam je poznato, medutim, ovo je prvi rad
koji opisuje sinergisticku kooperaciju izmedu IL-
17 i razli¢itih NO-indukujucih agenasa u aktivaciji
NO sinteze fibroblasta. Ovi rezultati su u sagla-
snosti sa skoras$njim nalazima dobijenim kod bo-
lesnika sa osteoartritisom, koji pokazuju da
bazalna NO produkcija u hrskavici ili izolovanim
hondrocitima mozZe biti potencirana dodavanjem
IL-17 (20, 24). Medutim, mi smo nedavno poka-
zali da IL-17 ispoljava €elijsku specifi¢nost, delu-
ju€i stimulatorno na NO produkciju aktivisanih
astrocita glodara, ali ne i aktivisanih makrofaga
(45). U nasem radu efekti IL-17 na NO produk-
ciju postignuti su pri koncentraciji rekombinan-
tnog citokina koja je priblizna koncentracijama
potrebnim za druge bioloSke aktivnosti IL-17 (3,
7, 20) Sto sugeriSe da opisani efekti mogu imati
fizioloski znacaj.

Potencirajuce dejstvo IL-17 na NO produk-
ciju, kako je ovde izneto, osetljivo je na delovanje
inhibitora translacije CHX i selektivnog iNOS in-
hibitora AG, §to ukazuje da je ono posredovano
aktivacijom inducibilne izoforme NOS, enzima,
odgovornog za dugotrajnu produkciju velikih ko-
li¢ina NO. Ekspresija iNOS stimulisana je mno-
gobrojnim citokinima i produktima
mikroorganizama, koji ¢esto deluju sinergisticki
(46). Na misijim makrofagima je pokazano da je
za optimalnu transkripciju ovog enzima neophod-
no vezivanje transkripcionog faktora NF«B za
odgovarajuéu sekvencu u promotoru za iNOS
(47), kao i da je inhibicija NO sinteze u razlifitim
tipovima Celija esto povezana sa smanjenim ve-
zivanjem NF-«B za DNK (48). U hroni¢nim in-
flamatornim bolestima, kao §to je RA, NF-«B je
aktivisan u sinovijalnom tkivu i uestvuje u regu-
laciji brojnih proinflamatornih gena, kao $to su
proinflamatorni citokini i hemokini, adhezivni
molekuli, matriks metaloproteinaze, COX-2 i
iNOS (49). S druge strane, kao i nekoliko drugih
proinflamatornih citokina, IL-17 aktiviSe NF-xB
(2). U skladu sa tim, mi smo pokazali da i u L929
fibroblastima NO produkcija uplivisana IL-17 ci-
tokinom zahteva funkcionalnu aktivaciju NF-«B,
posto je stimulacija NO sa IL-17+LPS bila je blo-
kirana sa PDTC, antioksidativnim agensom i NF-
«B inhibitorom (43). Ovaj nalaz je u skladu sa

5



UTICAJ INTERLEUKINA-17 NA PRODUKCIJU AZOT-MONOKSIDA (NO) OD STRANE L929 CELISKE LINUE MISUIH FIBROBLASTA

podacima da je IL-17-indukovana NO produkcija
u hrskavici obolelih od osteoartritisa takode ose-
tljiva na dejstvo PDTC (20, 24). Posto je i LPS
poznat kao aktivator NF-«B (50), ¢ije je dejstvo
takode podlozno inhibiciji sa PDTC (51), razum-
ljivo je da se supresija NO sinteze u 1929 fibro-
blastima tretiranim sa IL-17+LPS ne moze
pripisati samo inhibiciji NF-«B aktivisanog dej-
stvom IL-17, veé sadejstvom oba aktivatora.

Regulacija aktivacije NF-«B (46), a time i
transkripcije iNOS (revijski prikazano u 52),
ukljuéuje vise puteva prenosa signala u kojima
udestvuju tirozin kinaze, MAP kinaze aktivisane
serin-treonin kinazama (PKA, PKC), protein-fo-
sfataza i serin proteaza. Zavisnost ekspresije
iNOS od pojedinaénih signalnih puteva uslovljena
je vrstom stimulusa i razlikuje se u razli€itim ti-
povima éelija (46, 52). Tako je pokazano da pro-
ces indukcije iNOS, izazvan u makrofagima
LPS-om ili IFN-y, zavisi od aktivnosti PTK 1 da
se moze blokirati PTK inhibitorom GEN (53).
Ovo govori u prilog da u pojedinim tipovima celija
u aktivaciji NF-«B, kao i u indukciji iNOS fosfo-
rilacija proteina posredovana tirozin kinazama
ima vaznu ulogu (54). Mada u literaturi za fibro-
blaste nema sli¢nih podataka, mi smo pokazali da
se i u 1.929 fibroblastima stimulisanim bilo IFN-y
(55), ili IL-17+LPS (u ovom radu) odvija proces
inhibicije NO produkcije pomocu GEN, §to go-
vori o zavisnosti indukcije iNOS od PTK u ovim
¢elijama. Ipak, neophodna su dalja istraZivanja da
bi se bolje ispitalo ucesée IL-17 u indukciji i PTK
i NF-«B aktivnosti tokom sinergisticke aktivacije
NO sinteze fibroblasta u sadejstvu sa LPS-om ili
citokinima.

Mada se pretpostavlja da u iNOS aktivaciji
u¢estvuje PKC (24), pokazano je da u zavisnosti
od vrste stimulusa aktivnost PKC nije uvek neo-
phodna za optimalnu indukciju NO sinteze, bar
kada su u pitanju humani hondrociti (54). Nasi
rezultati dobijeni sa PKC inhibitorom STSN,
agensom koji suprimira oslobadanje NO u misjim
makrofagima na naéin zavisan od PKC (56), uka-
zuju da PKC nije kljucan faktor u IL-17+LPS-
indukovanoj NO produkciji 1929 fibroblasta.
Medutim, tumacenje ovih rezultata komplikuje
moguénost da se PKC-zavisan inhibitorni efekat
STSN na iNOS aktivaciju u L929 ¢elijama moze
prevazi¢i PKC-nezavisnim stimulatornim efektom
na formiranje NO, opisanim nedavno u Celijama
glatke muskulature (57).

Adenozin i njegov prirodni derivat cAMP
vazni su faktori Celijske signalizacije. Uloga

6

cAMP-zavisne aktivacije PKA kaskade u ekspre-
siji iNOS gena opisana je u razliitim Celijama,
kao npr. u Eelijama glatke muskulature, bu-
breznim mezangijalnim delijama, makrofagima,
astrocitima ili fibroblastima 3T3 linije (58-62). U
skladu s tim, mi smo nedavno opisali potencirajuci
efekat cAMP na NO produkciju L929 fibroblasta
stimulisanu IFN-y (41). U ovom radu smo poka-
zali da NO sinteza moZe da se poveca kombino-
vanim dejstvom IL-17 i membranski propustljivog
stabilnog derivata cAMP, db-cAMP, §to jos jed-
nom potvrduje ulogu metabolizma cAMP u ak-
tivaciji iNOS u fibroblastima i ukazuje na mogucu
povezanost dejstava akumulacije CAMP i IL-17.
Imajuéi u vidu da i IL-17 i cAMP ulestvuju u
indukeiji aktivacije NF«B (2, 62), moZe sc pret-
postaviti da je susticanje signalnog puta PKA po-
krenutog c-AMP-om i signala posredovanih
citokinom IL-17 odgovorno za sinergisticko dej-
stvo ovih agenasa u indukciji NO produkcije L929
fibroblasta. Ovaj na§ nalaz je, medutim, u suprot-
nosti sa nedavno opisanim inhibitornim dejstvom
8-Br-cAMP na NO produkciju humanih osteoar-
tritiénih hondrocita stimulisanih sa IL-17 (24). Su-
protni efekti dobijeni u dva razlicita celijska
sistema mogu se objasniti razliCito3¢u procesa
ukljuéenih u produkciju NO, ifili razli¢itim
znatajem pojedinih od tih procesa u razli¢itim ti-
povima éelija. U prilog tome govori pomenuta
éelijska specifi¢nost dejstva IL-17 u indukciji
iNOS (45). Takode postoje brojni primeri da i
sam cAMP moze biti dvojni modulator biosinteze
NO indukovane odredenim imunskim stimulusi-
ma, §to je uslovljeno éelijskom specificnoscu, kao
i uzajamnom regulacijom izmedu citokina, cAMP
i NO (revijski prikazano u 63).

Fibroblasti predstavljaju aktivne ulesnike
sistemskih bolesti vezivnog tkiva, kao $to su si-
stemska skleroza, pulmonarna fibroza ili reuma-
toidni artritis (64, 65). Oni su mocni producenti
NO (44) i kao takvi mogu doprineti patogenezi
bolesti na razli¢ite nacine. Tako, hroni¢no oslo-
badanje NO iz fibroblasta moZe da predstavlja
regulatorni signal za sintezu kolagena i sledstvenu
fibrozu, ili da ispolji brojne katabolicke efekte na
hondrocite vodeci degradaciji hrskavice (33). Sto-
ga nasi rezultati dobijeni na fibroblastima misije
éelijske linije 1.929 ukazuju da bi regulacija NO
produkcije fibroblasta mogla predstavljati jos je-
dan mogudi aspekt uloge IL-17 kao ranog inici-
jatora bolesti i kao faktora progresije navedenih
patoloskih stanja. Medutim, imajuci u vidu da fi-
broblasti pokazuju fenotipsku raznolikost, §to
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ukazuje i na postojanje eventualne funkcionalne
raznolikosti (66), neophodna su dalja istraZivanja
na primarnim fibroblastima, a posebno na huma-
nim fibroblastima odredenih anatomskih regiona.

ZAKLIJUCAK

Rezultati ovog rada pokazuju da T Celijski
citokin IL-17 igra znacajnu ulogu u aktivaciji NO
sinteze fibroblasta. Stimulacija NO produkcije
pomocéu IL-17 ukljuCuje kompleksnu aktivaciju

PTK i NF«B. Sinergisticka indukcija biosinteze
NO izazvana dejstvom IL-17 u kombinaciji sa
LPS-om, citokinima (IFN-y, IL-1), ili db-cAMP-
om sugeriSe da su signalni putevi IL-17 i ovih
NO-indukujuéih agenasa, koji se sustiu u akti-
vaciji iNOS, razli¢iti i komplementarni. Imajuci
u vidu dobro poznatu ulogu NO u fibrozi i infla-
maciji, nasi rezultati ukazuju na jo§ jedan aspekt
moguceg dejstva IL-17 u sistemskim bolestima ve-
zivnog tkiva.
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SUMMARY
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EFFECT OF INTERLEUKIN-17 ON NITRIC OXIDE PRODUCTION IN MURINE
FIBROBLAST-LIKE CELL LINE 1929
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The ability of interleukin-17 (IL-17) to induce nitric oxyde (NO) synthesis in murine 1.929 fibro-
blasts was investigated. 1.929 cells were incubated with IL-17 and/or LPS, interferon-y (IFN<y), inter-
leukin-1 (IL-1), or dibutyryl-cAMP. NO production was assessed indirectly, by measuring nitrite
accumulation in 24 h culture supernatants. 1.929 fibroblasts did not produce NO constitutively, nor
IL-17 alone induced NO production. Of all other stimuli tested, only IFN-y significantly upregulated
nitrite level in L929 cell cultures. However, when IL-17 was applied simultaneously with each of the
tested stimuli, NO synthesis was markedly elevated, thus indicating involvement of distinct signaling
pathways of NO induction by IL-17 and other tested agents. Production of NO by IL-17+LPS-treated
1.929 cells was dependent on synthesis and activity of inducible NO synthase (iNOS), as indicated by
abrogation of nitrite accumulation with protein synthesis inhibitor cycloheximide or selective inhibitor
of iNOS, aminoguanidine. A role for protein tyrosine kinase (PTK) and transcription factor NF«B in
iNOS activation is suggested by reduction of NO synthesis with PTK inhibitor genistein and an inhibitor
of NF-B activation, pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC). In contrast, protein kinase C inhibitor stau-
rosporine was ineffective in blocking IL-17+LPS-induced NO production in 1929 cells. Taken together,
our resultes for the first time showed an active participation of IL-17 in co-induction of fibroblast NO
synthesis with LPS, cytokines (IL-1, IFN-y), or cAMP analogue, and suggested that IL-17 up-regulated
NO synthesis in fibroblasts through mechanisms involving PTK and NF-«B activation.
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