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POPIS KRATICA
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1. uvoD

1.1 Reumatoidni artritis

Reumatoidni artritis (RA) je kroni¢na sustavna autoimuna bolest nepoznate etiologije ¢ija je
glavna posljedica razaranje zglobne hrskavice i subhondralne kosti sinovijalnih zglobova, sto
dovodi do gubitka njihove strukture i funkcije. Osim zglobova, bolest zahvaca i druge organe
i organske sustave, primjerice pluca, srce i o¢i (1). NajéeSc¢i oblik bolesti je simetriéni
periferni poliartritis malih zglobova Saka i stopala. Incidencija RA najveca je u dobi izmedu
30 1 55 godina, a dva do tri puta ¢eS¢e se pojavljuje u Zena (1). Prevalencija RA u odrasloj
populaciji je 0.5% do 1%, Sto ga €ini jednim od najznacajnijih svjetskih uzroka koStano-
misi¢ne invalidnosti (2), a time i ekonomskim optereéenjem zdravstvenog sustava i druStva
(3). Obiteljske studije RA upucuju na genetsku predispoziciju za bolest. Poznata je
povezanost s HLA-DR1 i HLA-DR4 (4-6), kao i s genima izvan HLA sustava, od kojih je
medu najznacajnijima gen za CD40 (7, 8)

Patogeneza RA ima tri stadija: nastanak i razvoj autoimunog odgovora, kroni¢na upala i
razaranje kosti (9). Smatra se da u genetski predisponiranih pojedinaca djelovanjem razli¢itih
okoli$nih ¢imbenika (npr. pusenje, mikroorganizmi) dolazi do razvoja autoimunog odgovora
u obliku stvaranja protutijela [(reumatoidni faktor (RF), protutijela usmjerena protiv ciklickih
citruliniranih peptida (anti-CCP)], i to ponekad i godinama prije klinickih znakova bolesti.
Mehanizmi prijelaza u klinicku fazu bolesti jo§ uvijek nisu jasno definirani, ali pretpostavlja
se da bi okida¢i mogli biti mehanicki stres, ozljeda ili infekcija (10). Takoder je nejasno
razvija li se autoimuna reakcija na egzogene antigene ili na promijenjene autoantigene kao $to
su kolagen, imunoglobulini i bjelancevine toplinskog Soka (HSPs, prema engl. heat schock
proteins) (10). U klini¢koj fazi bolesti, najvaznije obiljezje RA je upala sinovijalne zglobne
ovojnice, koja dovodi do njezina zadebljanja. Zadebljana sinovija se moze transformirati u
panus, tkivo slicno tumorskom, koji izravno invadira i razara zglobnu hrskavicu i
subhondralnu kost (11). Uz razaranje subhondralne kosti, sustavna upala u RA dovodi i do
sustavnog gubitka kosti te se, uz druge oblike artritisa (spondiloartritis i osteoartritis) i

postmenopauzalni gubitak estrogena, RA smatra vode¢im uzrokom osteoporoze (12).



1.1.1 Sinovijalna ovojnica

Sinovijalna je ovojnica sloj vezivnoga tkiva koji oblaze unutrasnjost zglobne Supljine i
izluCuje sinovijalnu tekucinu koja smanjuje trenje izmedu zglobnih ploha i1 hrani zglobnu
hrskavicu (13). Sinovijalna ovojnica se sastoji od dva sloja (13). PovrSinski, avaskularni
oblazu¢i sloj ili intima, je izgraden od 1-3 reda stanica bez bazalne membrane, a dubinski sloj
ili subintimu tvori rahlo vezivno tkivo s fibroblastima, makrofazima, krvnim i limfnim zilama
te zivcima. U oba sloja Se mogu na¢i dvije vrste sinovijalnih stanica. Stanice tipa A su
sinovijalni makrofagi mijelo-monocitnog podrijetla koji izrazavaju razli¢ite makrofagne
biljege, primjerice CD68, receptor Fcy, CD14, CDA45, te glavni kompleks tkivne podudarnosti
skupine I (MHCII, prema engl. major histocompatibility compex class 1) (14). Stanice tipa B
su sinovijalni fibroblasti, zglobne stromalne stanice mezenhimnog podrijetla koje specifi¢no
izrazavaju adhezijsku molekulu stanica zilnog endotela 1 (VCAM-1, prema engl. vascular
cell adhesion molecule-1) i cimbenik koji ubrzava raspad (DAF, prema engl. decay
accelerating factor) (15). Takoder je pokazano da sinovijalni fibroblasti specifi¢no izrazavaju
kadherin (cad, prema engl. cadherin)-11 te da je on nuZzan za razvoj i organizaciju sinovije
(16-19).

Sinovijalni fibroblasti proizvode kolagen tipa I, 111, 1V i V, te druge sastavnice vezivnog tkiva
koje podupiru zglob, poput fibronektina, laminina, hondroitina i heparan-sulfata (15).
Sinovijalni fibroblasti odlazu medustanicni matriks oblazuéeg sloja 1 izlucuju glavne
komponente sinovijalne tekuéine, hijaluronan i lubricin, koji su zasluzni za njena viskozna
svojstva (13). Sinovijalna tekuéina je dijalizat plazme koji se stvara difuzijom kroz intimu i

subintimu sinovijalne ovojnice, te je u fizioloskim uvjetima acelularna (15).

1.1.2 Sinovijalna upala

Temeljna makroskopska znacajka sinovijalne upale u RA je zadebljanje sinovijalne ovojnice.
Sinovijalna hiperplazija je rezultat lokalne proliferacije sinovijalne intime te infiltracije
upalnim stanicama (15), pri cemu su najvazniji makrofagi, za koje se smatra da ¢ine cak 80%
sinovijalnog infiltrata, osobito na mjestima vezanja sinovije za zglobnu hrskavicu.
Hiperplazijom sinovijalnih fibroblasta sinovijalna se ovojnica moze transformirati u panus
(12).



Uz hiperplaziju, vazne odrednice RA su transformacija te posljedi¢éno promijenjena funkcija
sinovijalnih fibroblasta. Zna se da sinovijalni fibroblasti u RA imaju aktivnu ulogu u razvoju
same bolesti (20) stvaraju¢i upalne medijatore i citokine, kao $to su ¢imbenik rasta zZilnog
endotela (VEGF, prema engl. vascular endothelial growth factor), IL-15, interferon (IFN)-p,
interleukin (IL)-8, kemokinski CXC ligand (CXCL) 2, CC-ligand (CCL) 8, CCL5, CXCL10
(21-23), kao i enzime koji razaraju okolna tkiva, osobito katepsin i metaloproteinaze
medustani¢ne tvari (MMPs, prema engl. matrix metalloproteinases) (24-26). Vazno je
istaknuti da se sinovijalni fibroblasti aktivirani upalom u RA razlikuju od normalnih
sinovijalnih fibroblasta, te izrazavaju mnoge osobine transformiranih stani¢nih linija, kao §to
su povecan izrazaj stani¢nih adhezijskih molekula, proliferacija, otpornost na apoptozu,
izrazaj onkogena i stvaranje citokina (20). Za nastanak ovakvog stani¢nog fenotipa vjerojatno
su odgovorni citokini i ¢imbenici rasta, od koji su najvazniji ¢imbenik rasta fibroblasta (FGF,
prema engl. fibroblast growth factor), IL-17, IL-18, ¢imbenik tumorske nekroze (TNF, prema
engl. tumor necrosis factor) i IL-1 (20) te hipoksija upalom zahvacenog zgloba koja potice
stvaranje pro-angiogenetskih i pro-upalnih ¢imbenika (VEGF i CXCL12) (27).

Osim toga, zna se da cad-11, osim u organizaciji i razvoju normalne i zdrave sinovije, ima
znaajnu ulogu 1 u patogenezi artritisa, koju ostvaruje poticanjem aktiviranih sinovijalnih
fibroblasta na stvaranje IL-6 (17). U miSjem modelu reumatoidnog artritisa pokazano je da
misevi s nedostatnosti gena za cad-11 imaju zna¢ajno manje oStecenje zglobne hrskavice (19),
te da je farmakoloSko blokiranje cad-11 znacajno smanjuje zglobnu upalu (19). S obzirom da
je cad-11 specifi¢no izrazen na sinovijalnim fibroblastima, ova istrazivanja ukazuju da su
upravo sinovijalni fibroblasti stanice koje imaju srediSnju ulogu u patogenezi RA.

Upalna zbivanja u sinovijalnoj subintimi karakteriziraju infiltrati limfocita T, okruZeni
limfocitima B, prirodnoubilackim stanicama (stanice NK; prema engl. natural Kkiller),
dendritickim stanicama i mastocitima (28-31). Neutrofili su uglavnom prisutni u sinovijalnoj
tekucini, iako se mogu naci i na spoju sinovijalne ovojnice i hrskavice (32).

Zadebljana sinovija ima povecane potrebe za kisikom i hranjivim tvarima, zbog ¢ega dolazi
do stvaranja novih krvnih zila. Lokalna hipoksija zgloba zahva¢enog upalom snazno stimulira
angiogenezu poticu¢i makrofage, sinovijalne fibroblaste i1 neutrofile na izraZzavanje pro-

angiogenetskih i pro-upalnih ¢imbenika (FGF, VEGF, CXCL12) (27, 33-35).



1.1.3 Lokalni i sustavni gubitak kosti uzrokovan upalom

Uz kroni¢nu upalu sinovijalne ovojnice, najvaznije obiljezje RA je gubitak Kosti. Stovise,
tijekom RA se javlja nekoliko oblika oSte¢enja kosti: 1) nastanak lokalnih koStanih erozija, 2)
periartikularni gubitak kosti, i 3) generalizirana osteopenija (36). Lokalne koStane erozije su
najistaknutiji oblik gubitka kosti potaknutog upalom. Te lezije zahvaéaju subhondralnu kost u
prostoru izmedu zglobne hrskavice, mjesta pripajanja sinovijalne ovojnice na periost, i
podlezece kosti.

Lokalne kostane erozije su klinicki vazne zato §to: 1) je njihov radioloski nalaz jedan od
klasifikacijskih kriterija za postavljanje dijagnoze RA (37), 2) su jedan su od klju¢nih
parametara za pracenje ucinkovitosti antireumatskih lijekova u prevenciji, usporavanju ili
zaustavljanju gubitka kosti (38), i 3) je njihova prisutnost povezana sa slabijim fukcionalnim
ishodom kod oboljelih od RA (39). Iako u pocetku bolesti oticanje i bol u zglobovima najvise
doprinose smanjenju funkcije zglobova, s trajanjem bolesti ono je sve viSe povezano S
nastankom strukturnih oStecenja. Jacina upalne aktivnosti je najjaci pretkazatelj nastanka
loklanih kostanih erozija, ukazuju¢i na povezanost sinovijalne upale i gubitka kosti (40).
Kostane erozije karakterizira opsezni lokalni gubitak kosti i mineralizirane hrskavice u
neposrednoj blizini upaljene sinovije (36). Gusti stani¢ni upalni infiltrat koji se sastoji od
fibroblasta, makrofaga, limfocita i krvnih zila, a koji ¢ini tkivo panusa, je glavni poticatel]
nastanka lokalnih kosStanih erozija. Histoloska analiza mjesta dodira panusa i kosti pokazuje
brojne multinuklearne stanice koje se nakupljaju u kostanim erozijama. Te stanice pokazuju
osobine funkcionalnih osteoklasta — izrazavaju kiselu fosfatazu otpornu na tartarat (TRAP,
prema engl. tartrate resistant acid phosphatase), katepsin K i kalcitoninski receptor (41, 42).
Dvije su znacajne osobine zglobne upale u RA koje pomazu diferencijaciju osteoklasta; jedna
je povecéan izrazaj citokina kao $to su TNF, IL-1 i ligand receptora za pobudu jezgrinog
¢imbenika kB (RANKL, prema engl. receptor activator of nuclear factor (NF)-xB ligand),
koji poti¢u stvaranje osteoklasta, a druga je nakupljanje monocitno-makrofagnih
prethodnickih stanica osteoklasta u upalnoj sinoviji, koje na svojoj membrani izrazavaju
receptor za pobudu jezgrinog ¢imbenika kB (RANK, prema engl. receptor activator of NF-
kB). Vezanjem RANKL-a te stanice diferenciraju u zrele osteoklaste (42-45). Funkcionalna
uloga osteoklasta u nastanku lokalnih kostanih erozija je dokazana u misjim eksperimentalnim
modelima artritisa, u kojih nedostatak ili farmakoloska blokada osteoklasta dovodi do
izostanka nastanka lokalnih kostanih erozija ¢ak i u potpuno razvijenoj zglobnoj upali (46-

48). Stovise, blokatori TNF-a su pokazali snazan uéinak u sprjeavanju gubitka kosti koji
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nadmasuje sam protuupalni ucinak te je tako dokazana kostimulatorna uloga TNF-a u
osteoklastogenezi (43, 49).

S druge strane, puno se manje zna o ulozi smanjenog stvaranja kosti u nastanku lokalnih
kostanih erozija. Ipak, kako se zna se da TNF inhibira diferencijaciju i metabolicku aktivnost
osteoblasta (50, 51), mozemo pretpostaviti da citokini koje stvara upalna sinovija suprimiraju
stvaranje kosti.

Nadalje, dio sinovijalnih fibroblasta ima znacajke mezenhimnih mati¢nih stanica i mogu
diferencirati u osteoblaste, hondroblaste, adipocite i mioblaste (52). Budu¢i da je cilj terapije
RA ne samo smanjiti upalne promjene i resorpciju kosti ve¢ i potaknuti procese cijeljnja
hrskavice i subhondralne kosti, sve se vise istrazuje uloga mezenhimnih mati¢nih stanica u
lijeCenju upalnih i1 degenerativnih zglobnih bolesti, zbog njihovih imunomodulacijskih
svojstava i zbog moguénosti poticanja regeneracije zglobnih tkiva njihovim sazrijevanjem in
situ u osteoblaste i hondroblaste (11). Zreli osteoblasti takoder imaju imunomodulacijska
svojstva, te poticanje njihova sazrijevanja u zahvac¢enim zglobovima moze djelovati istodobno
I regenerativno i protuupalno (53). U fizioloskim uvjetima svega 1% sinovijalnih fibroblasta
potjece iz kostane srzi, a tijekom zglobne upale taj se udio poveéeva na 30% (54). Nadalje,
upalni citokini, poput IL-1p i TNF, aktiviraju transkripcijski ¢imbenik NF-«xB, inhibiraju¢i
time diferencijaciju, a poticu¢i proliferaciju sinovijalnih fibroblasta, te tako doprinose
stvaranju panusa i razaranju zgloba (50, 54).

Jukstaartikularna osteopenija je drugi oblik gubitka kosti i rani radioloski znak RA, a tipi¢no
zahvaca trabekularnu kost u metafizama uz zglob zahvacen upalom. Mehanizam nastanka
jukstaartikularne osteopenije nije u potpunosti razjasnjen, no blizina zgloba zahvacenog
upalom ukazuje da sinovijalna upala izvan kortikalne povrSine kosti izravno ili neizravno
utjeCe na poticanje razgradnje trabekularne kosti u blizini zgloba. Histoloska analiza uzoraka
kosti dobivenih od pacijenata tijekom operacijske zamjene zgloba pokazuje pojacanu
pregradnju trabekularne kosti (55, 56), a postoje i histomorfometrijski dokazi za smanjenje
volumena i razrjedenje trabekularne kosti (55, 56). Serijski histoloski rezovi takoder pokazuju
da erozija lokalne kosti moze rezultirati potpunom penetracijom kortikalne barijere te
izlaganju kostane srzi sinovijalnom tkivu (56). Tada se na tom mjestu stvaraju limfocitni
agregati koje uglavnom tvore limfociti B koji izrazavaju kostane oblikotvorne bjelancevine
(BMPs, prema engl. bone morphogenetic proteins) i povezani su s nakupljanjem osteoblasta i
stvaranjem kosti na prileZe¢em endostu, $to se moze protumaciti kao kompenzatorni pokusaj

zatvaranja kortikalne kosti (57).



Treci oblik osteopenije u RA je sustavni gubitak kosti. Smatra se da jedna tre¢ina oboljelih od
RA pati od osteoporoze, a 10% ih dozivi jedan ili viSe prijeloma kraljezaka (58). Takoder,
longitudinalne studije su pokazale da sustavni gubitak kosti pocinje ve¢ u ranim fazama
bolesti (59). Pored sekundarne osteoporoze kao posljedice dugotrajne terapije
kortikosteroidima i slabije pokretljivosti oboljelih osoba, postoji snazna povezanost izmedu
sustavnog gubitka kosti i same upalne aktivnosti u RA. Stovise, tezina bolesti odredena
jacinom upalne aktivnosti bolesti je nezavisni rizi¢ni ¢imbenik za ubrzani gubitak kosti i
povecani rizik od prijeloma (59-61).

Osteoporoza se razvija zbog pomicanja ravnoteze izmedu stvaranja i razgradnje kosti na
stranu razgradnje i to povecanjem aktivnosti i broja osteoklasta ili smanjenjem aktivnosti i
broja osteoblasta (62). Prethodnici osteoblasta i osteoklasta smjesteni su u kosStanoj srzi
zajedno sa stanicama hematopoetskog i imunosnog sustava koje mogu putem razlicitih
membranskih i topljivih ¢imbenika regulirati njihov broj i aktivnost, odnosno kostanu
pregradnju (63).

Sustavni gubitak kosti u RA je rezultat poremecaja koStane pregradnje uzrokovanoga
sustavno prisutnim pro-upalnim citokinima. Medutim, nije razjasnjeno dominira li
poremecajem ravnoteze kosStane pregradnje pojacana kostana resorpcija ili smanjeno stvaranje
kosti. Dok histomorfometrijske analize kostiju oboljelih od RA, kao i analiza koStane
pregradnje djece oboljele od juvenilnog idiopatskog artritisa (JIA) govore u prilog smanjenog
stvaranja kosti kao primarnog procesa, druge studije ukazuju na dominaciju sustavno

pojacane kostane resorpcije (59, 60).



1.2 KoStano tkivo

Kostano tkivo je vrsta vezivnoga tkiva, koje sluzi kao potporanj tijelu, omogucuje djelovanje
miSica, Stiti organe i kosStanu srz, te odrzava ravnotezu tjelesnog kalcija i fosfata. Kostano
tkivo je gradeno od koStane medustani¢ne tvari U koju su uklopljene kosStane stanice —
osteociti, osteoblasti, tj. stanice koje stvaraju medustani¢nu tvar, i osteoklasti, tj. stanice koje
razgraduju medustani¢nu tvar.

Kostur se poCinje stvarati izmedu drugog i treCeg mjeseca unutarmaterni¢noga Zzivota, a
konacno se oblikuje u odrasloj dobi. Kost se stvara ili iz hrskavicne osnove kosti koja se
postupno resorbira i zamjenjuje kostanim tkivom, $to nazivamo enhondralnim okoStavanjem,
ili se razvija izravno iz mezenhimne osnove, intramembranskim okostavanjem. Kost odraslog
sisavca se mijenja tijekom cijelog Zivota, pri ¢emu se ranije stvorena kost neprestano uklanja,
te se nadomjesta novostvorenim ko$tanim tkivom. Tako uskladen proces preoblikovanja se
naziva kostanom pregradnjom, a reguliran je lokalnim i sustavnim biokemijskim, kao i

biomehanic¢kim ¢imbenicima.

1.2.1 Osteoblasti

Osteoblasti su stanice ¢ija je glavna uloga odlaganje koStane medustani¢ne tvari, a imaju
vaznu ulogu i u podupiranju i regulaciji hematopoeze (64), a izrazavanjem RANKL-a i
osteoprotegerina (OPG) reguliraju aktivnost i sazrijevanje osteoklasta (65, 66). Morfoloski
gledano, osteoblasti su kockaste stanice okrugle jezgre, rahlog kromatina, s izrazenom
hrapavom endoplazmatskom mreZicom i Golgijevim tijelom.

Osteoblasti se razvijaju iz mezenhimnih mati¢nih stanica koje potjecu iz kostane srzi ali
nalaze se i u drugim tkivima poput sinovijalne ovojnice, pokosnice, misi¢a i masnog tkiva
(67). Mezenhimne mati¢ne stanice stvaraju kolonije fibroblastnih znacajki (CFU-F, prema
engl. colony forming unit-fibroblast), a imaju sposobnost sazrijevanja u kostane, hrskavicne i
masne stanice, fibroblaste te potporne stanice hematopoeze (68). Ljudske mezenhimne
maticne stanice izrazavaju biljeg Stro-1 (69, 70), dok miSje stanice ne izrazavaju spomenuti
biljeg, nego su opisane kombinacijom membranskih biljega CD29", CD44", CD105", Sca-1",
CD34", TER-119, CD45", CD11b (71). Razvoj osteoblasta iz mezenhimnih mati¢nih stanica
je pod nadzorom transkripcijskog ¢imbenika povezanog s bjelanéevinom “runt” 2 (Runx2,

prema engl. runt-related transcription factor 2), osteriksa (Osx, prema engl. osterix) i
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aktivirajuceg transkripcijskog ¢imbenika 4 (ATF4, prema engl. activating transcription factor
4) (72).

Runx2 je kljuc¢ni ¢imbenik koji nadzire izrazaj vecine gena ukljucenih u stvaranje kostane
medustani¢ne tvari te je nuzan za embrionalni razvoj kostura (73). Razvoj osteoblasta iz
mezenhimnih mati¢nih stanica nadzire i kanoni¢ki Wnt/p-kateninski (hibridna kratica od Wg,
prema engl. wingless in Drosophila i Int, prema engl. integration 1) signalni put pojacavajuci
izrazaj Runx2, a smanjujuci izrazaj adipogenih transkripcijskih ¢imbenika, te transkripcijski
¢imbenici kodirani DIx genima, posebice DIx3 i DIX5 (74).

Veéina ¢imbenika koji su ukljuceni u usmjeravanje mezenhimnih mati¢nih stanica prema
osteoblastnoj lozi djeluju mijenjajuéi izrazaj opisanih transkripcijskih ¢imbenika. Primjerice,
paratiroidni hormon, estrogeni, glukokortikoidi i vitamin D nadziru izrazaj Runx2, Osx i
bjelan¢evina B-kateninskog puta (74). Od lokalnih ¢imbenika su posebno vazni BMP-2, -4, -6,
-7, nuzne za usmjeravanje mezenhimnih mati¢nih stanica prema osteoblastima i stvaranje
kostura, ¢cimbenik rasta sli¢an inzulinu (IGF, prema engl. insulin-like growth factor) 1 i IGF II,
FGF I i1 FGF 1I, te transformiraju¢i ¢imbenik rasta  (TGF-B, prema engl. transforming
growth factor p) (75).

U tijeku sazrijevanja osteoblasta in vitro iz prethodnickih stanica koStane srzi mogu se
razluciti tri stadija: 1) stadij umnazanja stromalnih stanica koStane srzi, 2) stadij sazrijevanja
osteoblasta pra¢en pocetkom stvaranja bjelanevina medustani¢ne tvari, 1 3) stadij ovapnjenja
tijekom kojega se u izluCenu medustani¢nu tvar ulazu mineralne soli i nastaju vidljivi
ovapnjeli otocic¢i (76).

Ve¢ se rano u stadiju sazrijevanja pocinje stvarati kolagen tipa I, koji je glavni proizvod
osteoblasta 1 najzastupljenija je bjelanc¢evina u koStanoj medustani¢noj tvari. Potom se po¢inju
izluCivati kostana sijalobjelancevina (BSP, prema engl. bone sialoprotein; BSP Il) i alkalna
fosfataza (AP, prema engl. alkaline phosphatase). Izrazaj AP se smanjuje tijekom stadija
sazrijevanja i poCetkom stadija ovapnjenja, a izrazaj BSP se smanuje u stadiju sazrijevanja, pa
se ponovo pojacava u stadiju ovapnjenja. Sljedeci, no manje specifi¢an biljeg osteoblasta jer
ga izrazavaju i druga tkiva (77, 78), je osteopontin ili kosStana sijalobjelancevina I (BSP I,
prema engl bone sialoprotein 1), koji je izrazen ve¢ u prvom stadiju umnazanja stromalnih
stanica. Najkasnije u stadiju ovapnjenja se pojavljuje osteokalcin (OC), koji je biljeg zrelih
osteoblasta, a takoder i jedini specifi¢ni osteoblastni biljeg (79).

Osteoblasti zive 10-14 dana, a nakon toga ih veéina (50-70%) odumire apoptozom, dok manji

broj osteoblasta postaju oblozne stanice ili osteociti (80).



Oblozne stanice su morfoloski plosnate stanice koje pokrivaju unutarnju povrSinu kosti, a
smatra se da se aktivacijom mogu ponovo diferencirati u osteoblaste (81). Osteociti su
zvjezdaste stanice s mnogo stani¢nih izdanaka koje nastaju zarobljavanjem osteoblasta U
lakune vlastite izlu¢ene koStane medustani¢ne tvari. Osteociti su najdugovjecnije I najbrojnije
koStane stanice, te ¢ine 90-95% svih koStanih stanica. Nasuprot ranijem misljenju da su oni
pasivne stanice zarobljene u kosStanoj medustani¢noj tvari, danas se zna da su osteociti nuzni
za normalnu funkciju ne samo kosti, ve¢ i drugih organa. Osteociti su mehanosenzorne stanice
(82-84), mogu preoblikovati okolnu medustani¢nu tvar (85), imaju znacajnu ulogu u kostanoj
pregradnji reguliraju¢i aktivnost osteoblasta (86, 87) i osteoklasta (88), a djeluju i kao
endokrine stanice izluéujuci topljive ¢imbenike koji reguliraju rad bubrega (89, 90). Takoder,
osteociti sudjeluju i u regulaciji metabolizma fosfata i kalcija (91).

Kada osteoblast biva usmjeren da postane osteocit, smanjuje se izrazaj AP, a povecava se
izrazaj OC, te se pocinju izrazavati specifiéni biljezi poput reguliraju¢eg gena za fosfate
homolognog endopeptidazama na kromosomu X (PHEX, prema engl. phosphate-regulating
gene with homologies to endopeptidases on the X chromosome), fosfoglikoprotein
izvanstani¢éne tvari (MEPE, prema engl. matrix extracellular phosphoglycoprotein),
bjelanéevine dentinske medustani¢ne tvari 1 (DMP-1, prema engl. dentin matrix protein 1),
FGF-23, sklerostina te ORP150, za koji se smatra da osteocite $titi od hipoksije (92). Osim
toga, osteociti u posebnim uvjetima kao Sto je vrijeme laktacije mogu izrazavati biljege
specifiéne za osteoklaste, primjerice TRAP i katepsin K, §to im omoguéuje preoblikovanje
okolne koStane tvari (93). Starenjem dolazi do hipermineralizacije perilakunarne
medustanicne tvari 1 mikropetroze, tj. ispunjavanja lakuna mineraliziranim tkivom 1

odumiranja osteocita (94).

1.2.2 Osteoklasti

Osteoklasti su multinuklearne stanice koje resorbiraju kost, a nastaju citoplazmatskom
fuzijom mononukleranih mijelo-monocitnih prethodnika s jednom jezgrom u zrele osteoklaste
koji u citoplazmi mogu sadrzavati i stotine jezgara (95). Zreli osteoklasti izrazavaju
kalcitoninski receptor Cla (96), vitronektinski receptor (CD51, vitronektinski receptor a),
MMP9 i TRAP (97). Zivotni vijek osteoklasta je ograni¢en te oni, nakon $to su resorbirali

kost, takoder odumiru apoptozom.



Za usmjerenje hematopoetskih prethodnickih stanica prema monocitno-makrofagnim
prethodnicima potreban je transkripcijski Cimbenik PU.1 (98), a za prezivljenje i
diferencijaciju usmjerenih monocitno-makrofagnih prethodnika je kljucan ¢imbenik stvaranja
monocitnih kolonija (M-CSF, prema engl. monocyte-colony stimulating factor) koji se veze za
receptor c-fms izrazen na njihovoj povrsini (99). In vitro se osteoklastogeneza moze potaknuti
vitaminom D3 (1,25(0OH);D3), paratiroidnim hormonom (PTH), deksametazonom,
prostaglandinom E2 i IL-6, no u kulturi je uvijek potrebna prisutnost stromalnih stanica
kosStane srzi, tj. prethodnika osteoblasta (100, 101). Prisutnost osteoblasta je nuzna jer je
diferencijacija, aktivnost i prezivljenje osteoklasta ovisna 0 RANKL-u, membranskoj
molekuli iz obitelji TNF izrazenoj na osteoblastima, mezenhimnim mati¢nim stanicama,
sinovijalnim stanicama i aktiviranim limfocitima T (65), koja se veze na RANK izrazen na
stanicama osteoklastne loze (66). S druge strane, topljivi receptor OPG iz zrelih osteoblasta
vezanjem za RANKL prijeci sazrijevanje i aktivaciju osteoklasta, a omjer RANKL/OPG
vazan je ¢imbenik u odredivanju ukupne koStane mase (102). Mnogi ¢imbenici koji su
povezani s koStanom resorpcijom, poput TNF-a, IL-1, i IL-6, izravno poticu
osteoklastogenezu povecavajuéi izrazaj RANKL-a na aktiviranim limfocitima (103).

Unutarstanicni signal za osteoklastogenezu potaknutu RANKL-om ukljucuje aktivaciju
transkripcijskog ¢imbenika c-Jun (c-jun, Jun onkogen, AP-1, prema engl. activator protein-1)
i jezgrinog ¢imbenika aktiviranih limfocita T (NFAT, prema engl. nuclear factor of activated
T cells), kao i izrazaj transkripcijskog ¢imbenika c-Fos (104). Sklop NFAT/Fos/Jun kljucan je

za stvaranje zrelih osteoklasta (105).

1.2.3 KoStana medustaniéna tvar

Kostana medustani¢nu tvar se sastoji od anorganskog i organskog dijela. Anorganski dio
veéinom tvore Mineralne soli kalcijevog hidroksiapatita, ¢iji su kristali uklopljeni u mrezu
kolagenih vlakana. Organski dio uglavnom c¢ine bjelancevine, a glavna bjelancevina je
kolagen tipa I, kojega izluCuju osteoblasti. Ova bjelancevina je sastavljena od tri polipeptidna
lanca (dva lanca al i jednoga lanca a2) omotanih na nacin da cine trostruku uzvojnicu.
Kolagen tipa I izluCuje se iz stanice u obliku pro-peptida, od kojega potom enzimi proteaze
odcjepljuju N- i C- terminalni dio, nakon Cega se pojedinacne zrele kolagenske molekule

medusobno udruzuju i stvaraju kolagena vlakna (106).
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Ostale kostane bjelanc¢evine ne prelaze vise od 10% udjela u bjelan¢evinama kosti. Radi se o:
1) proteoglikanima: biglikan, dekorin, fibromodulin, hijaluronan, osteoglicin, 2)
glikoproteinima: AP i osteonektin, 3) SIBLING-bjelancevinama (prema engl. small integrin
binding ligand, N-glycosilated protein): osteopontin, DMP-1, BSP, te 4) bjelan¢evinama gla
(y-karboksilirane bjelan¢evine): OC. Glavna funkcija ovih bjelanéevina je regulacija
umrezavanja kolagenih vlakana i kristala kalcijeva hidroksiapatita | (107), a pomazu i
povezivanju koStanih stanica s medustanicnom tvari (108). OC je regulator ovapnjenja

koStane medustanicne tvari, a specifi¢no je izrazen u zrelim osteoblastima (79).

1.2.4 Regulacija koStane pregradnje

Kostana pregradnja se odvija unutar ograni¢enog podrucja koje se naziva temeljna
viSestani¢na jedinica (BMU, prema engl. basic multicellular unit) (109).

Na pocetku ciklusa preoblikovanja, oblozne stanice, koje prekrivaju povrSinu metaboli¢ki
neaktivne kosti, se odvajaju od same kostane povrsine te od osteocita s kojima su inace u
dodiru. Ispod svoda kojeg oblikuju oblozne stanice, osteoklasti najprije razgraduju kost, a za
njima slijede osteoblasti koji stvaraju neovapnjelu kostanu medustanicnu tvar, osteoid, Koji
postupno ovapnjuje (81). Ova zbivanja su u fizioloskim uvjetima u ravnotezi, a temelj su
kostane prilagodbe zahtjevima dinamickih 1 stati¢kih optere¢enja te odrZavanja tjelesne
homeostaze kalcija.

Poremecaj u ravnotezi koStane pregradnje moze biti potaknut razliitim patogenim
¢imbenicima (110). To moze rezultirati gubitkom kosti, uzrokovanim pojacanom aktivnosti
odnosno vec¢im brojem osteoklasta te slabijom aktivnosti odnosno nedostatkom osteoblasta, ili
povecanom gusto¢om kosti u slucaju prevladavanja broja i aktivnosti osteoblasta nad
osteoklastima.

Resorpcija i stvaranje kosti su funkcijski, anatomski i vremenski uskladeni procesi, a na
njihovu ravnoteZzu utjecu razli¢iti ve¢ spomenuti lokalni i sustavni ¢imbenici.

Lokalni ¢imbenici djeluju na ograni¢enom podrucju na diferencijaciju, djelovanje i Zivotni
vijek koStanih stanica, a izlucuju ih ili same koStane stanice ili stanice koStane srzi ili
periferne krvi. Vazni lokalni ¢imbenici nadzora nad koStanom pregradnjom su bjelancevine iz
obitelji TGF-B: TGF-B, BMP-2, -4, i -7 (111, 112). Bjelancevine iz ove obitelji su uklopljene
u kostanu medustanic¢nu tvar i tijekom resorpcije kosti se oslobadaju u okolis koji je pogodan

za njihovu aktivaciju. Aktivirani ligandi iz TGF- obitelji se potom vezu na specificne
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receptore serin/treonin kinaze, a putem signalnih bjelan¢evina SMAD [homolog gena Mad u
sisavaca (prema engl. mother against decapentaplegic) iz roda Drosophila i srodnog gena
Sma u Caenorhabditis elegans)], stani¢ni signal se prenosi na osteoblastne transkripcijske
¢imbenike koji poti¢u izrazaj specifi¢nih gena (113).

S obzirom na funkcionalnu i anatomsku povezanost kosti i koStane srZzi, i1 stanice koStane srzi
imaju vaznu ulogu u regulaciji kosStane pregradnje koju ostvaruju izlucujuéi bilo topljive
citokine ili izravnim dodirom s koStanim stanicama. Medu citokinima, najvazniji su vec
opisani RANK, RANKL, OPG, TNF-a, IL-1 i IL-6 (114).

Sustav RANK/RANKL/OPG je krajnji regulator osteoklastogeneze, jer svi ostali lokalni
¢imbenici ostvaruju svoje djelovanje putem bjelanc¢evina ovog sustava.

I sustavni ¢imbenici, kao $to su PTH, glukokortikoidni hormoni, vitamin K i 1,25(OH),D3
djeluju na kostanu pregradnju putem ovog sustava (115-117).

RANKL (ili ODF, prema engl. osteoclast differentiation factor) je transmembranska
bjelancevina iz TNF obitelji liganada i kljucan je regulator osteoklastogeneze, no regulira i
imunosni odgovor tako §to smanjuje apoptozu i potice luCenje citokina iz dendriti¢nih stanica
(118, 119). Izrazavaju ga osteoblasti, mezenhimne mati¢ne stanice, sinovijalne stanice i
aktivirani limfociti T (65), a veze se na RANK izrazen na stanicama osteoklastne loze (66).
Postoji i topljivi RANKL koji nastaje djelovanjem MMP, a on djeluje uglavnom na limfocite
T (120).

RANK je receptor iz obitelji TNF receptora, (ili ODAR, prema engl. osteoclast differentiation
and activation receptor), a izrazavaju ga stanice monocitno-makrofagne loze, ali i fibroblasti,
limfociti T i B i dendriti¢ne stanice (121, 122). Vezanjem RANKL-a na RANK dolazi do
aktivacije c¢imbenika povezanog s receptorima obitelji TNF (TRAF, prema engl. TNF
associated factor), a potom i niza transkripcijskih ¢imbenika kao $to su NF-«B, c-jun, NFAT,
i c-fos (104).

OPG (ili OCIF, prema engl. osteoclastogenesis inhibitory factor) stvaraju osteoblasti i
izlucuju ga u okolinu kao topljivu molekulu, koja dimerizacijom postize potpunu aktivnost
(123). OPG se veze za RANKL, prije¢i njegovo vezanje za RANK i tako sprjeCava
osteoklastogenezu. Zato je ravnoteza izmedu RANKL-a i OPG-a glavni regulacijski ¢cimbenik
kostane pregradnje. OPG mozZe i izravno djelovati na osteoklaste i tada smanjuje njihovu
sposobnost da razgaduju kost (124).

Osim citokina, i kemokini reguliraju kostanu pregradnju. Tako npr. kemokin CCL3 ili upalni
¢imbenik makrofaga 1o (MIP-1a, prema engl. macrophage inflammatory protein 1a), Kojeg

izlu¢uju mijelomske stanice, potice osteoklastogenezu i uzrokuje kosStanu resorpciju tijekom
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mijelomske bolesti (125). Takoder, CCL3, CCL5 i CCL7, koje izrazavaju osteoblasti kada su
potaknuti TNF-a i IL-la, vezanjem na receptor CCR1 na prethodnickim stanicama
osteoklasta poti¢u sazrijevanje i pokretljivost osteoklasta (126). S druge strane, vezanjem
CXCLI12 i CXCL13 na receptore CXCR4 i CXCRS5 na osteoblastima potice se proliferacija

osteoblasta i odlaganje kolagenih vlakana (127).
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1.3  Sustav Fas/ligand Fas

Receptor Fas pripada podskupini smrtonosnih receptora TNF obitelji, koja broji 29 ¢lanova
(128), a ligand Fas, kao i drugi ligandi smrtonosnih receptora, je ¢lan TNF obitelji liganada
(129, 130). Smrtonosni receptori su posrednici vanjskoga apopti¢noga puta (131). U razvoju
RA sudjeluju brojni ¢lanovi te obitelji (132-134), a za njegovu patogenezu su osobito su vazni
TNF receptori (TNFR) 1 i 2 na koje se veze TNF. To je potvrdeno uspjesnom terapijskom
primjenom specifiénog anti-TNF monoklonskog protutijela (infliksimab) ili imunoglobulina
koji blokira TNF receptor (TNFR) 2 (etanercept), ¢ija primjena dovodi do pobolj$nja klinickih
(bol, oticanje i uko¢enost zglobova), laboratorijskih (eritrocitne sedimentacije i C reaktivnog
proteina) i radioloskih nalaza bolesnika s RA (135).

S obzirom na ve¢ dobro opisanu znacajnu ulogu sustava Fas/ligand Fas u medudjelovanju
kosStanog i imunog susutava, sve su brojnija i istrazivanja uloge ovoga sustava U patogenezi

RA.

1.3.1 Receptor Fas i ligand Fas

Receptor Fas [CD95, APO-1, ¢lan 6 TNF obitelji receptora, (TNFRSF6)] je transmembranska
bjelancevina tipa | molekulske mase 48 kDa koju izgraduje 319 aminokiselina, ¢ija aktivacija
odgovarajuc¢im ligandom potice slijed dogadaja vanjskog apoptoti¢nog puta (128).

Receptor Fas izrazavaju brojne zdrave i maligno promijenjene stanice, poput limfocita T i B,
dendritickih stanica, timocita, makrofaga, kardiomiocita, hepatocita, te stanica bubrega,
gusterace i mozga (136-139). U svojem izvanstani¢nom dijelu molekula Fas ima tri domene
bogate cisteinom (CRD, prema engl. cysteine-rich domain) (140), Sto je zajednicko svim
receptorima iz obitelji TNF (141). Unutar stanice nalazi se smrtonosna domena (DD, prema
engl. death domain), neizostavna za bioloSku ulogu receptora Fas (142), koja kroz
povezivanje sa smrtonosnom domenom pridruzenom receptoru Fas (FADD, prema engl. Fas-
associated death domain) prenosi pocetni apoptoticni signal (129).

Receptor Fas specificno aktivira vezanje liganda Fas (CD 178, CD95L, APOI1L, ligand ¢lana
6 TNF superobitelji I, TNFSF6), glikozilirane transmembranske bjelancevine tipa Il, ¢lana
obitelji TNF liganada (129, 130), koja na povrsini stanice oblikuje trimer (143). Ligand Fas je

izrazen na stanicama mijeloidne/limfoidne loze, osobito na limfocitima T (uglavnom CD8") i
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NK stanicama. Osim toga, izrazavaju ga stanice tkiva imunosno odijeljenih mjesta, kao $to je
roznica, sjemenik i trofoblast (144, 145), te nekih tumorskih tkiva (146).

Postoji i topljivi oblik liganda Fas, koji nastaje razli¢itim izrezivanjem RNA ili proteoliticCkim
odcjepljivanjem enzimima metaloproteinazama (147). BioloSka aktivnost topljivog oblika je
viSestruko manja od membranskog. Prema nekim istrazivanjima topljivi oblik liganda Fas je
antagonist membranskog oblika jer moze stanicu Stititi od apoptoze posredovane sustavom
Fas/ligand Fas vezu¢i se za vezna mjesta na receptoru Fas bez poticanja apoptoze, a
istovremeno onemogucavajuci vezanje aktivnog membranskog oblika (148). Nadalje, njegovo
vezanje moze dovesti do aktivacije NF-kB te potaknuti proliferaciju stanice i njeno
prezivljenje (149).

I membranski i topljivi oblici liganda Fas spontano stvaraju trimere, koji su nuzni za
pokretanje apoptoze (150). Osim toga, sli¢éno nekim drugim ¢lanovima obitelji TNF, ligand
Fas moze djelovati i kao receptor (148, 151). Unutarstani¢ni dio molekule liganda Fas sadrzi
domenu bogatu prolinom koja moze vezati signalnu tirozinsku kinazu, te tako regulirati
stani¢nu aktivnost limfocita T i drugih stanica koje izrazavaju ligand Fas. Na primjer, ligand
Fas izrazen na CD8" limfocitima T mogao bi kostimulatorno utjecati na njihovo sazrijevanje u
timusu (152). Iako mu je receptor Fas glavni receptor, ligand Fas se moZe vezati i na lazni
receptor DcR3 (prema engl. decoy receptor 3), topljivu bjelan¢evinu bez transmembranskog
dijela, takoder clana superobitelji TNF receptora, koja ima ulogu u regulaciji sustava
Fas/ligand Fas (153).

Prvi korak u aktivaciji signalnog puta Fas/ligand Fas je trimerizacija receptora Fas, koja se
odvija neovisno o ligandu (154, 155) u podrucjima lipidnih splavi stani¢ne membrane (prema
engl. lipid rafts) (156, 157). Receptor Fas se moze na stani¢noj povrsini nac¢i i u obliku
monomera, ali kao takav ne potice apoptoti¢ni signalni put (158, 159).

Vezanjem liganda Fas na receptor dolazi do oligomerizacije trimernih sklopova liganda i
receptora Fas (160), a priblizavanjem unutarstani¢nih dijelova receptora Fas zapocinje
prijenos apoptoti¢nog signala. Na smrtonosnu unutarstani¢nu domenu molekule Fas moze se
vezati FADD (131). FADD ima drugu domenu, izvr$nu smrtonosnu domenu (DED, prema
engl. death effector domain), pomocu koje veze pro-kaspazu-8 ili pro-kaspazu-10 (136), ¢ime
dolazi do stvaranja molekulskog sklopa koji se naziva smrtonosnim signalnim sklopom
(DISC; prema engl. death-inducing signaling complex) (161, 162), a tvore ga ligand, receptor,
smrtonosna domena i pro-kaspaze. Stvaranje DISC-a rezultira autoproteolitickom aktivacijom
kaspaze-8, te stvaranja njezina aktivnog heterotetramera koji osloboden u citosolu aktivira

izvrsnu kaspazu-3. Aktivacijom izvrsnih kaspaza, stanica pocinje apoptoticki umirati.
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Daljnji slijed unutarstanicnih dogadaja osnova je podjeli stanica na dva tipa, ovisno o
uklju¢ivanju mitohondrijskog, tj. unutrasnjeg apoptotskog signalnog puta (163). U stanicama
tipa I, kao Sto su limfociti, aktivacija kaspaze-8 ili kaspaze-10 u DISC-u dovodi do brze
pobude izvr$nih kaspaza i stani¢ne smrti (156). S druge strane, stanice tipa Il, kao §to su npr.
hepatociti, nisu osjetljive na ligand Fas (156), posljedi¢no stvaraju vrlo malo aktivne kaspaze-
8 u DISC-u, te apoptotski signal treba biti pojaan putem unutra$njeg mitohondrijskog
signalnog puta (164). Kaspaza-8 u tom slucaju aktivira pro-apoptotski ¢imbenik Bid koji se
potom premijesSta u mitohondrij i ondje izaziva otpusStanje mitohondrijskih ¢imbenika koji ¢e
pojacati apoptoti¢ni signal (165, 166).

Sposobnost posredovanja stani¢ne smrti sustava Fas/ligand Fas najbolje je istrazena i prvo
opisana u imunosnom sustavu, koji je upravo mjesto gdje su ove molekule otkrivene. Kasnije
je otkriveno da su obje molekule rasprostranjene na razli¢itim stanicama te da su ukljucene u
brojna fizioloSka i patoloska zbivanja, npr. u imunosno odjeljivanje (167), izbjegavanje
tumora imunosnoj obrani (168), upali (169), obnovi tkivnih stanica (170), stvaranju
imunotolerancije (171) i hematopoezi (172).

Utvrdeno je da sustav Fas/ligand Fas ima klju¢nu ulogu u homeostazi imunosnog sustava te
posebice u nadzoru nad odgovorom limfocita na antigene (173). S jedne strane, ligand Fas je
ukljucen u stvaranje sredi$nje tolerancije (174-177), a s druge strane, takoder zauzima vazno
mjesto u razvoju periferne tolerancije. Naime, limfociti T nakon pobude na svojoj povrSini
izrazavaju molekule ligand Fas i Fas, ali ih se u prvo vrijeme ne moze usmrtiti aktivacijom
receptora Fas. No ponavljanim podrazivanjem antigenom razvija se osjetljivost na apoptozu
posredovanu ligandom Fas. Takav fenomen uklanjanja pobudenih limfocita, koji sprjecava
njihovo nakupljanje i moguca nezeljena djelovanja, nazivamo stani¢cnom smrti uvjetovanom
pobudom (AICD; prema engl. activation-induced cell death) (178-181). Pri tome ne bivaju
usmréene samo susjedne stanice nego i same stanice koje izrazavaju ligand Fas.

Uz ovaj mehanizam gdje pobudene stanice usmréuju same sebe, limfociti T CD4" mogu
pomocu liganda Fas potisnuti razvoj limfocita CD8" (182). Osim toga, sustav Fas/ligand Fas
posreduje i homeostazi drugih stanica imunosnog sustava, poput dendritickih stanica, NK
stanica, makrofaga, neutrofila, a osobito limfocita B (171, 183-187). Upravo je osjetljivost
limfocita B na apoptozu posredovanu ligandom Fas vazna u nadzoru humoralne imunosti, a
pri njezinu poremecaju dolazi do razvoja autoimunih i limfoproliferacijskih bolesti (187).
Ligand Fas vaZzan je nositelj izvrSne uloge citotoksi¢nih limfocita T, te je posrednik
citotoksi¢nog razaranja tkiva u stanjima poput reakcije presatka protiv primaoca (GVHD,

engl. graft-versus-host disease) (188) i pokusnih autoimunih bolesti (189, 190). Nadalje,
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ligand Fas je ukljucen i u nastanak imunosne odjeljenosti. Tkiva koja se ne mogu obnavljati
mogu ograni¢iti imunosni odgovor stvaranjem fizi¢kih zapreka, ograni¢enjem limfne drenaze
te stvaranjem imunosupresivnih molekula (167), kao Sto je ligand Fas, koji moze usmrtiti
limfnu stanicu koja se pojavi u tkivu. Stoga stanice rozZnice, sjemenika, jajnika i posteljice
obilato izrazavaju ligand Fas (145, 191-193). Limfociti T se takoder sluze ligandom Fas kako
bi usmrtili pobudene makrofage (194) i dendriticke stanice (195). Medutim, osjetljivost
dendriti¢nih stanica na apoptozu potaknutu ligandom Fas se mijenja ovisno o njihovoj
zrelosti, tako da vezanjem na nezrele dendritiCne stanice ligand Fas ¢ak poti¢e njihovo
sazrijevanje i stvaranje upalnih citokina (196). Takoder, sustav Fas/ligand Fas sudjeluje i u
nadzoru mijelopoeze i eritropoeze (172, 197).

lako vezivanje liganda Fas za receptor Fas u vecini slucajeva dovodi do pobude kaspaza i
posljedi¢ne stanicne smrti, takav ishod nije nuzan. Aktivacija kaspaza ne samo $to ne mora
dovesti do apoptoze, nego moze potaknuti stani¢nu aktivnost pa ¢ak i proliferaciju (198-200).
Ovisno o ravnotezi izmedu prokaspaze 8 i c-FLIP bjelancevine (prema engl. cellular FADD-
like interleukin-if-converting enzyme inhibitory protein) homologne kaspazi 8 koja moze
vezanjem na smrtonosnu domenu sprijeciti apoptozu, pobudivanje receptora Fas moze voditi
u kaspazama posredovanu stani¢nu smrt ili poticati NF-kB signalni put i time stani¢nu
aktivaciju (201). Neki od navedenih neapoptoti¢nih ucinaka Fas/ligand Fas sustava su
primjerice poticanje NK stanica na stvaranje upalnih kemokina (202), poticanje proliferacije i
aktivacija dendritickih stanica (196). Nadalje, ligand Fas potice prezivljenje ljudskih
krvotvornih predhodnickih CD34" stanica (203) i poveéava njihovu sposobnost stvaranja
kolonija (204). Budu¢i da je ligand Fas ukljucen u obradu i izluc¢ivanje IL-1p (205), IL-6
(206) te IL-8 (207), mozemo ga smatrati i proupalnim posrednikom.

Osim u homeostazi imunosnog/hematopoetskog sustava, ligand Fas i Fas su vazni i za
homeostazu jetara jer posreduju uklanjanje ostarjelih hepatocita (183). U misjem oku ligand
Fas izravno sprjecava prekomjerno urastanje krvnih zila u mreznicu (208). Endotelne stanice
krvnih 7Zila tijekom wupale izraZzavaju ligand Fas koji izaziva apoptozu leukocita.
Ograni¢avanjem broja leukocita se ograni¢ava i broj ¢imbenika koji poti¢u angiogenezu, a
koje izluCuju leukociti pa mozemo reci da ligand Fas posredno ima i protuangiogeni¢no
djelovanje (209). Naposljetku, ligand Fas i receptor Fas su uklju¢eni i u homeostazu zivéanog
sustava. Dok su motori¢ki neuroni podlozni apoptozi izazvanoj ligandom Fas, aktivacija

receptora Fas potice regeneraciju osjetnih neurona (210).
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1.3.2 Misji modeli nedostatnosti sustava Fas/ligand Fas

U istrazivanjima bioloSkog znacaja receptora i liganda Fas posebno su doprinijela dva misja
soja sa spontanim autosomno-recesivnim mutacijama u genima za receptor Fas i ligand Fas.
Misevi homozigoti za tockastu mutaciju gena na kromosomu 1 koji kodira ligand Fas (211)
razvijaju generalizirani limfoproliferativni poremecaj (212), zbog kojeg su nazvani gld
misevima (prema engl. generalized lymphoproliferative disorder). S druge strane, spontana
mutacija kodirajuce regije gena za Fas na kromosomu 19 (213), koja je prvo opisana u MRL
misjem soju (214), rezultira sli¢nim limfoproliferativnim sindromom, a ti se miSevi nazivaju
Ipr (prema engl. lymphoproliferation).

Oba poremecaja su prac¢ena splenomegalijom i limfadenopatijom, stvaranjem autoreaktivnih
protutijela i imunokompleksa te nakupljanjem limfocita T imunofenotipa B220"CD3*CD4"
CD8  (dvostruko negativni limfociti T) u perifernim limfnim tkivima i perifernoj krvi (215).
Dvostruko negativni limfociti T su posljedica nedostatnosti receptora ili liganda Fas, ali
nemaju znadenje u patogenezi bolesti (216). Zivotni vijek ovih mieva je skraéen, &esto zbog
razvoja limfoma podrijetlom iz limfocita B (217), §to zajedno s povecanim stvaranjem
autoreaktivnih protutijela u miseva gld i Ipr dokazuje vaznost sustava Fas/ligand Fas i u
nadzoru nad homeostazom limfocita B (218).

Upravo zbog slicnosti ova dva opisana fenotipa, vrlo rano je utvrdeno da opisani geni kodiraju
proteine koji su u medusobnom odnosu kao receptor i ligand (219).

lako opisane tockaste mutacije dovode do poremecaja u fukciji receptora i liganda Fas, male
koli¢ine intaktne mMRNA za Fas koje su pronadene u timusu Ipr miSeva (220), kao i nalaz da
gld misevi stvaraju normalan ligand Fas kod kojeg naknadno dolazi do strukturnih promjena u
regiji koja se veze na receptor Fas (221), upuéivali su na nepotpunu penetraciju ovih mutacija,
te posljedi¢nu rezidualnu aktivnost odgovarajuéih gena. Stoga su za podrobnije razjasnjavanje
uloge sustava Fas/ligand Fas razvijeni miSevi s izbacenim genima za Fas (Fas —/-) (222) i
ligand Fas (FasL —/-) (223).

Osim toga, pokazano je i da lpr misevi razvijeni iz razliCitih sojeva imaju razliite
manifestacije genske mutacije za Fas. Tako primjerice MRL-Ipr misevi, za razliku od B6-Ipr
miseva, spontano razvijaju blagi oblik artritisa koji se moze pojacati intradermalnim
injiciranjem kompletnog Freundovog adjuvansa (CFA, prema engl. complete Freund's
adjuvant) (224).
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1.3.3 Bolesti izazvane poremecajima u sustavu Fas/ligand Fas

Sustav Fas/ligand Fas na razli¢ite naCine sudjeluje u patogenezi bolesti kao Sto su reakcija
presatka protiv primaoca (GVHD, prema engl. graft versus host disease) nakon presadivanja
organa, toksi¢na epidermoliza, multipla skleroza i neki oblici hepatitisa (225).

U ljudi su takoder opisane rijetke spontane mutacije razlic¢itih lokusa u genu za Fas,
zajednickim imenom nazvane autoimunim limfoproliferativnim sindromom (ALPS, prema
engl. autoimmune lymphoproliferative syndrome) (226), koje karakterizira nakupljanje
dvostruko negativnih limfocita T i poliklonska hipergamaglobulinemija, a glavna klinicka
manifestacija bolesti su autoimune citopenije (128).

Sustav Fas/ligand Fas sudjeluje i u razvoju drugih autoimunih bolesti poput autoimunog
tireoiditisa, sistemskog eritematoidnog lupusa i reumatoidnog artritisa (227). Stovise, brojne
studije ukazuju 1 na njegovu ulogu u regulaciji kostanog metabolizma, impliciraju¢i ulogu
poremecaja sustava Fas/ligand Fas u patogenezi postmenopauzalne osteoporoze (228) te

gubitka kosti u RA (227).

1.3.4 Uloga sustava Fas/ligand Fas u nadzoru koStane homeostaze

Pored stanica imunosnog sustava na kojima je prvotno opisan, receptor Fas je izrazen i na
drugim tkivima, ukljucujudi i kosStane stanice (229-232).

Pokazano je da i ljudski i misji osteoblasti izrazavaju i receptor Fas i ligand Fas (229, 232).
Osteoklasti takoder izrazavaju receptor Fas (230, 231), no razlicita dosadas$nja istraZivanja i
potvrduju (233) i osporavaju (234) izrazaj liganda Fas na osteoklastima. Takoder, aktivacija
receptora Fas pomocu liganda Fas ili agonistickih protutijela dovodi do apoptoze i jedne i
druge vrste kostanih stanica, §to je pokazano nizom in vitro studija (231, 235-240).
Dosadasnje studije o funkciji receptora Fas izrazenoga na osteoblastima dale su razliCite
rezultate, Sto se moZe objasniti time S§to njegov izrazaj i funkcija na osteoblastima ovisi o
brojnim citokinima i ¢imbenicima rasta, primjerice IGF I, 1,25(OH),;D3, TNF-a, IL-1p i
interferon (IFN)-vy, koji mijenjaju osjetljivost osteoblasta na apoptozu potaknutu ligandom Fas
(235, 236, 239, 241, 242). Tako je pokazano i da aktivacija receptora Fas potic¢e apoptozu
nezrelih 1 zrelih miS§jih osetoblasta podrijetlom iz koStane srzi, no ne svih stanica koje
izrazavaju Fas. Medutim, dodavanje liganda Fas u kulturu osteoblasta smanjuje broj

osteoblastnih kolonija, §to se zbog izostanka smanjenja ukupnog broja kolonija ne moze
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pripisati apoptozi (243). Stoga djelomi¢na otpornost na apoptozu i specifi¢no smanjenje broja
osteoblastnih kolonija upucuje na mogucéu neapoptoticku ulogu receptora Fas u regulaciji
osteoblastne diferencijacije i sazrijevanja (243).

Izrazaj i funkciju receptora Fas na osteoklastima regulira RANKL i to u dvije faze: najprije
povecavajuci izrazaj receptora Fas na prethodni¢kim stanicama osteoklasta i tako negativno
regulirajuéi njihov broj, a kasnije u zrelim osteoklastima smanjujuci izrazaj receptora Fas i
doprinose¢i njihovom duzem prezivljenju (231). Osim toga, izrazaj receptora Fas na
osteoklastima je reguliran s jo$ nekoliko citokina, primjerice zna se da TNF potice
osteoklastogenezu i povecava izrazaj receptora Fas na adherentnim stanicama kos$tane srzi in
vitro (238). S druge strane, prisutnost IL-12 i IL-18 moze umanjiti u¢inak TNF-a na poticanje
osteoklastogeneze poticanjem izrazaja liganda Fas na neadherentnim stanicama koStane srzi
(238, 244).

Pokazano je i da estrogen povecava izrazaj liganda Fas u zrelim misjim osteoklastima
podrijetlom iz koStane srzi te tako potice njihovu apoptozu i moze prevenirati gubitak kosti
(233). Takoder, zna se da estrogen potice i izrazaj liganda Fas na osteoblastima, kao i da su
osteoblasti potrebni za apoptozu osteoklastnih prethodnika induciranu estradiolom, S§to
dokazuje da je parakrino djelovanje liganda Fas izraZenoga na osteoblastima nuzno za zastitni
ucinak estrogena na kost (234).

Sustav Fas/ligand Fas mogao bi biti ukljuen i u apoptozu osteoklasta potaknutu
bisfosfonatima, te u apoptozu osteoblasta potaknutu glukokortikoidima (245, 246).

U razjasnjavanju uloge molekula Fas i ligand Fas vrlo su znacajna in vivo istrazivanja na
misevima gld i Ipr. Pokazano je da misevi gld i Ipr stvaraju ektopi¢nu kost vece kosStane mase
nakon intramuskularne injekcije BMP-a (247), te da pojacano stvaraju hrskavicu tijekom
enhondralnog okostavanja potaknutog rekombinantnim ljudskim BMP-2 (248) u usporedbi s
misevima divljeg soja.

Uz sindrom opéeg limfoproliferativnog poremecaja, U miseva gld je opisana i povecana
gustoca kosti (249). Dodatno, miSevi soja gld su bili zasticeni od gubitka kosti izazvanog
ovarijektomijom, a u modelu kostane regeneracije potaknute ablacijom kostane srzi su stvarali
vise nove kosti od miSeva divljeg tipa (249). Parabiotsko spajanje miseva gld s miSevima
divljeg tipa je dovelo do mijesanja stanica izmedu cirkulacija jednog i drugog soja,
ukljucujuci dvostruko negativne limfociteT, a misevi divljeg tipa su preuzeli kostani fenotip
gld miseva (250).

Misevi s izbaCenim genom za Fas (Fas —/-) takoder su bili zaSticeni od gubitka kosti

potaknutog ovarijektomijom i to zbog izostanka porasta broja osteoklasta i jaeg poticanja
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osteoblastogeneze nego u miseva divljeg tipa (251). Estradiol in vitro smanjuje izrazaj gena
za Fas i tako moze sprijeciti gubitak kosti (251).

Uloga sustava Fas/ligand Fas u postmenopauzalnoj osteoporozi indukcijom apoptoze
osteoblasta je potvrdena i u istrazivanju ljudskih postmenopauzalnih osteoblasta, koji takoder

izrazavaju Fas (228).

1.3.5 Uloga sustava Fas/ligand Fas u artritisu

Sve brojniji dokazi ukazuju da poremecaj funkcije sustava Fas/ligand Fas ima ulogu u
patogenezi reumatoidnog artritisa, no rezultati razlicitih istrazivanja za sada su kontradiktorni,
te upuuju na njegove i pozitivne i negativne moguce ucinke. Sinovijalni fibroblasti i
makrofazi te sinovijalni limfociti T podrijetlom iz zglobova zahvacenih upalom izrazavaju
visoke razine liganda Fas i receptora Fas, kao i anti-apoptoticke citokine poput
transformiraju¢eg ¢imbenika rasta B (TGF-B, prema engl. transforming growth factor p) i
bazi¢nog ¢imbenika rasta fibroblasta (bFGF, prema engl. basic fibroblast growth factor), te
inhibitore Fas signalnog puta (MMP-2, FLIP) (252). Stanice imunosnhog sustava unutar
upalom zahvacenog zgloba Su otporne na apoptozu posredovanu ligandom Fas, §to dovodi do
njihova nakupljanja i podrzava upalu u zglobu koja potice resorpciju kosti (253). Smanjena
osjetljivost na apoptozu posredovanu ligandom Fas doprinosi ekspanziji subpopulacije
pobudenih limfocita T CD4" i time do odrzavanja perifernih autoreaktivnih klonova. S druge
strane, izrazaj liganda Fas u mononuklearnim stanicama periferne krvi (PBMCs, prema engl.
peripheral blood mononuclear cells) je nizi u oboljelih od RA u usporedbi sa zdravim
kontrolnim ispitanicima, te korelira s klini¢ki procijenjenom tezinom bolesti (254).

Vezanje liganda Fas na receptor Fas, uz ograniceni apoptoticki ucinak, koCi sazrijevanje
osteoblasta mehanizmom ovisnim o kaspazi-8 (243). Stoga bi ligand Fas izrazen na
aktiviranim limfocitima T u upaljenim zglobovima mogao zakoditi diferencijaciju stanica
osteoblastne loze i time doprinijeti ostecenju zglobova i osteoporozi u RA (255). Drugi nacin
kojim bi ovaj sustav mogao doprinijeti zglobnom ostecenju je indukcija apoptoze hondrocita
(256). S druge strane, indukcija apoptoze autoreaktivnih limfocita moze smanjiti upalni
zglobni proces (257).

Vec je pokazano da su miSevi Ipr otporniji na razvoj artritisa potaknutog kolagenom (CIA,
prema engl. collagen induced arthritis), mehanizmom neovisnim o poremecaju imunosne

tolerancije uzrokovanim jacom reaktivnosti limfocita T u Ipr miseva (134). Stoga mozemo
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pretpostaviti da zbog nedostatnosti receptora Fas izostaje supresija osteoblastne diferencijacije
mezenhimnih prethodnika posredovana kaspazom-8 u zahvacenom zglobu te je zbog toga
manje zglobno razaranje i gubitak subhondralne kosti (134).

Sli¢no Zzivotinjskim modelima, studije provedene na bolesnicima s RA takoder pokazuju
suprotne rezultate dosadasnjih istrazivanja uloge sustava receptor Fas/ligand Fas u patogenezi
RA, pri ¢emu razlic¢ite studije opisuju klini¢ko poboljsanje simptoma terapijskim blokiranjem,
kao i terapijskim poticanjem toga sustava (252).

Razlozi proturije¢nih nalaza dosada$njih istrazivanja se mogu objasniti promatranjem uloge
receptora Fas i liganda Fas u razliitim stanicama uklju¢enima u nastanak i podrzavanje
zglobne upale, odnosno u razaranje zglobnih struktura i razgradnju kosti, a takoder i
promatranjem artritisa u razli¢itim stadijima bolesti.

Stoga je za bolje razumijevanje uloge sustava Fas/ligand Fas u patogenezi RA nuzno to¢no
definirati koja je njegova glavna funkcija u pojedinim stani¢énim populacijama, te kako je i u

kojoj mjeri to djelovanje izrazeno u pojedinim stadijima RA.
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1.4  Zivotinjski modeli reumatoidnog artritisa

Aurtritis je kompleksno zbivanje in vivo te je njegovo istrazivanje nemoguce bez istazivanja
patogeneze i moguénosti lijeCenja RA u razli¢itim zivotinjskim modelima. Artritis se moze
potaknuti zivim bakterijama (258, 259), bakterijskim komponentama (260), adjuvansima
(261, 262), proteinima specificnim za hrskavicu (263-265), te ubikvitarnim antigenima (266,
267). Postoje i modeli kod kojih je sam genetski utjecaj dovoljan za razvoj artritisa (268-270),
primjerice transgeni¢ni mi$ koji izrazava humani TNF, mutacija ZAP-70 gena koja uzrokuje
promijenjenu selekciju limfocita T u timusu i autoimuni artritis u miSeva (271), spontana
mutacija gena Fas u mi§jeg soja MRL (MRL-Ipr) (272). Najc¢esce koristeni eksperimentalni
model RA je CIA, koji se izaziva imunizacijom kolagenom tipa Il (CIl) u CFA, a s obzirom
da je CII izrazen u zglobnoj hrskavici, imunoreakcija usmjerena na CII izaziva oSteenje
zglobova (263). Iako je ovo najc¢esce primjenjivani model, njegovo je ogranicenje $to se moze
primijeniti samo u misjih sojeva koji nose kompleks gena tkivne podudarnosti H-2% ili H-2",
poput DBA/1 (D1). Za razliku od njih, H-2" sojevi, poput C57BL/6 (B6), slabo razvijaju ili
uopce ne razvijaju CIA (263).

1.4.1 Artritis potaknut antigenom

U modelu artritisa potaknutog antigenom (AIA, prema engl. antigen induced arthritis)
zglobna upala izaziva se izravnom injekcijom antigena u koljeni zglob Zzivotinje prethodno
hiperimunizirane govedim serumskim albuminom (BSA, prema engl. bovine serum albumine)
u CFA (273). Metilirani (m, prema engl. methylated) BSA, je pogodan antigen za ovaj model
zbog pozitivnog naboja koji je kljucan za zadrzavanje antigena u zglobu. Ja€ina zglobne upale
ovisna je o dozi injiciranog antigena, a sam nastup artritisa ima jasno definiran tijek, s
najizraZzenijom akutnom upalom tri dana nakon injekcije antigena (274). To ¢ini ovaj model
pogodnim za istraZivanje kinetickih studija mehanizama razaranja hrskavice i kosti, a artritis
izazvan u koljenom zglobu olakSava standardizaciju histoloske analize zglobne hrskavice i
subhondralne kosti u odnosu na male zglobove misjih stopala u drugim modelima. Ponovnom
injekcijom antigena se moze izazvati relaps artritisa, ¢ime se oponaSaju epizode egzacerbacije
i remisije bolesti tipicne za bolesnike s RA (274). Kako ovaj model pokazuje nekoliko
elemenata vaznih u razvoju humanog RA, kao §to su odlaganje imunih kompleksa u hrskavici,

progresivno razaranje hrskavice i subhondralne kosti, te infiltracija sinovije stanicama
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imunosnog sustava, AIA se moze koristiti za prouCavanje svih tih aspekata ljudske bolesti, a
pogodan je i zato Sto se moze potaknuti u B6 misjem soju, iz kojeg su razvijeni i Fas —/—
misevi koriSteni u ovim istrazivanjima (222). S druge strane, zna se da u Stakorskom modelu
AlA nakon hiperimunizacije dolazi do sustavnog akutnog upalnog odgovora, te da taj model
zbog toga ne predstavlja dobar model za proucavanje RA, nakon Cega je u Stakora razvijen

model artritisa induciranog pristanom (PIA, prema engl. pristane induced arthritis).
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2.

CILJEVI I SVRHA ISTRAZIVANJA

Cilj ovoga istrazivanja je bio utvrditi vaznost receptora Fas u apoptozi i diferencijaciji

osteblasta podrijetla sinovijalnih mezenhimnih stanica, te njegovu ulogu u gubitku kosti

potaknutom zglobnom upalom. Ovaj cilj se moze ras¢laniti na pet specifi¢nih ciljeva:

a)

b)

Uspostaviti model diferencijacije osteoblasta iz primarnih misjih sinovijalnih
mezenhimnih stanica.

Odrediti izrazavaju li osteoblasti podrijetla sinovijalnih mezenhimnih stanica receptor
Fas tijekom sazrijevanja in vitro.

Utvrditi moze li aktivacija receptora Fas potaknuti apoptozu ili zakociti diferencijaciju
sinovijalnih mi§jih osteoblasta.

Utvrditi lokalni u¢inak zglobne upale u modelu AIA na diferencijaciju sinovijalnih
mezenhimnih stanica u osteoblaste, te ucinak upale na diferencijaciju osteoblasta iz
mezenhimnih stanica koStane srzi.

Pokazati in vivo znacaj sustava receptor Fas/ligand Fas u razvoju zglobnog ostecenja
usporedujuci klinicki 1 histoloSki razvoj artritisa potaknutog antigenom te gustocu

subhondralne kosti u Fas —/— miSeva i miSeva divljeg tipa.
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3.

HIPOTEZE

Misje sinovijalne mezenhimne Stanice i in vitro uzgojeni osteoblasti sinovijalnog podrijetla
izrazavaju Fas. Aktivacija receptora Fas potice apoptozu 1 inhibira osteoblastnu

diferencijaciju sinovijalnih mezenhimnih stanica.

Diferencijacija sinovijalnih mezenhimnih stanica i mezenhimnih stanica koStane srzi U

osteoblaste je poremecena tijekom AlA.
Receptor Fas doprinosi poremecéenoj diferencijaciji osteoblasta tijekom AIA. Nedostatnost

receptora Fas prijeci subhondralni i sustavni gubitak kosti u mi§jem modelu AIA.
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4. POSTUPCI ISTRAZIVANJA

4.1  Pokusne Zivotinje

U istrazivanju sam koristila zenke visokosrodenog soja B6, te miSeve Fas —/— temeljnoga soja
B6 (222). Fas —/— misevi poklon su laboratorija dr. Markusa M. Simona (Max Planck Institute
for Immunobiology, Freiburg, Njemacka). Navedene Zivotinje sam odabrala zbog toga §to u
Ipr miSeva penetracija spontane mutacije gena za Fas nije potpuna, odnosno pokazano je da u
njih postoji rezidualna aktivnost receptora Fas (220).

U pokusima sam koristila Zenke dobi 8-10 tjedana, uzgojene u vivariju Hrvatskoga instituta za
istrazivanje mozga Medicinskog fakulteta Sveugiliita u Zagrebu. Zivotinje su odrzavane u
standardnim uvjetima, uz rezim 14 sati svjetla 1 10 sati tame dnevno, te standardnu prehranu
(4RR25; Mucedola, Settimo Milanese, Italija) i vodu ad libitum.

U pokusima sam se vodila nacelima ,,3R“ dobre prakse postupanja sa zivotinjama (prema
engl. replacement, reduction, refinement) te sam za svoje istrazivanje upotrijebila izmedu 100
1 150 miSeva. Za pokuse sam dobila dozvolu Etickoga povjerenstva Medicinskoga fakulteta

SveuciliSta u Zagrebu.

4.2  Ustroj pokusa

U prvom nizu pokusa sam uspostavila in vitro model diferencijacije osteoblasta podrijetlom iz
misjih sinovijalnih mezenhimnih stanica oslobodenih kolagenazom iz sinovijalne ovojnice
koljenih zglobova. Diferencijaciju osteoblasta sam utvrdila brojanjem osteoblastnih kolonija
koje sam dokazala histokemijskim bojanjem enzima alkalne fosfataze (AP, prema engl.
alkaline phosphatase), aktivnosti enzima AP u lizatima stanica iz osteoblastnih kultura, te
izrazaja osteoblastnih gena Runx2, AP, i OPG, 7., 10., i 14. dana stani¢ne kulture. Izrazaj
gena sam odredila postupkom obrnutog prepisivanja (RT, prema engl. reverse transcription)
stanicne ribonukleinske kiseline (RNA, prema engl. ribonucleic acid) i umnazanjem
komplementarne DNA (cDNA, prema engl. complementary DNA) lan¢anom reakcijom
polimeraze u stvarnom vremenu (QRT-PCR, prema engl. quantitative real time polymerase

chain reaction).
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Nadalje, odredila sam izrazaj receptora Fas na sinovijalnim mezenhimnim stanicama iz
koljenih zglobova, te na osteoblastima 7., 10. i 14. dana stani¢ne kulture postupkom proto¢ne
citometrije i imunocitokemijski, te izrazaj gena za Fas postupkom qRT-PCR.
Drugi niz pokusa pokazao je moze li dodavanje aktivacijskog protutijela anti-CD95 (Jo2, BD
Pharmingen, San Diego, CA, SAD) potaknuti apoptozu ili inhibirati diferencijaciju
osteoblasta iz sinovijalnih mezenhimnih stanica. Udio apoptoti¢nih stanica sam odredila
proto¢nom citometrijom 16 sati nakon dodavanja protutijela anti-CD95 postupkom
obiljeZzavanja aneksinom V i propidijevim jodidom (PI, prema engl. propidium iodide) i
brojenjem jezgara s morfoloSkim znakovima apoptoze obojenim fluorescentnom bojom 4',6'-
diamidin-2'-fenilindol dihidroklorid (DAPI). Diferencijaciju osteoblasta odredila sam
brojanjem osteoblastnih kolonija i odredivanjem aktivnosti enzima AP u lizatima stanica iz
kultura osteoblasta 10. i 14. dan, te odredivanjem izrazaja osteoblastnih gena.
Usporedno s pokusima in vitro sam uspostavila model AIA u miSeva divljeg tipa temeljnog
soja B6. Da bih utvrdila in vivo znacaj nedostatnosti receptora Fas u patogenezi AlA,
usporedila sam promjere koljenih zglobova, histoloske znacajke zglobnih oSteCenja i
osteoblastogenezu iz sinovijalnih mezenhimnih stanica i mezenhimnih stanica koStane srzi u
Fas —/— miseva s miSevima divljeg tipa, te koStane parametre odredene histomorfometrijski i
mikro-kompjuteriziranom tomografijom. Zivotinje sam imunizirala potkoznom injekcijom
mBSA u CFA u slabinsko podrugje, te ponovnom intradermalnom injekcijom s mBSA u CFA
u rep 7 dana nakon primarne imunizacije. Dvadeset i jedan dan nakon primarne imunizacije,
potaknula sam artritis intraartikularnom injekcijom mBSA u oba koljena. Misevima kontrolne
skupine sam intraartikularno injicirala fiziolosku otopinu puferiranu fosfatnim puferom (PBS,
prema engl. phosphate buffered saline). Miseve sam Zrtvovala dva tjedna nakon indukcije
artritisa, odnosno 35. dan od pocetka primarne imunizacije, te sam analizirala razvoj artritisa.
Kako bih iskljucila utjecaj imunizacije na kostani metabolizam, uvela sam i kontrolnu skupinu
koja je ukljucivala neimunizirane miSeve. Na ovaj nacin, u svakom sam pokusu koristila
minimalno 30 Zivotinja, podijeljenih u sljedece eksperimentalne skupine:

e kontrolna skupina imuniziranih miseva divljeg tipa intraartikularno injiciranih PBS

otopinom 21. dan nakon primarne imunizacije (6 miSeva): skupina B6 CTRL
e skupina imuniziranih miSeva divljeg tipa kojima je induciran artritis intraartikularnim
injiciranjem mBSA 21. dan nakon primarne imunizacije (6 miSeva): skupina B6 AIA
e kontrolna skupina imuniziranih Fas —/— miSeva intraartikularno injiciranih PBS

otopinom 21. dan nakon primarne imunizacije (6 miSeva): skupina Fas -/~ CTRL
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e skupina Fas —/— miseva kojima je induciran artritis intraartikularnim injiciranjem
mBSA 21. dan nakon primarne imunizacije (6 miSeva): skupina Fas —/— AIA

e skupina neimuniziranih miSeva divljeg tipa (6 miSeva) (za iskljuCivanje utjecaja
imunizacije na koStani metabolizam).

Svaki pokus je ponovljen najmanje tri puta.

4.3 Kultura stanica
4.3.1 Kultura osteoblasta iz mezenhimnih stanica koStane srzi

Kulturu osteoblasta zapocela sam pripremom suspenzije stanica koStane srzi ispiranjem
medularne Supljine bedrene i goljeni¢ne kosti hranjivim medijem a-MEM (Invitrogen,
Carlsbad, CA, SAD) kroz iglu provrta 23G. Broj stanica u suspenziji sam odredila brojanjem
u Biirker-Tiirkovoj komorici Koristenjem 0.05% tripanskog plavila kako bih isklju¢ila mrtve
stanice. Za uzgoj stanica sam uzimala uzorke dobivene zdruzivanjem koS$tanih srzi iz
najmanje 6 pokusnih Zivotinja.

Za uzgoj osteoblasta stanice sam zasijala u plocice s 24 ili 6 zdenaca u gustoéi 1x10°
stanica/mL aMEM hranjivog medija s 10% fetalnog govedeg seruma (FBS, prema engl. fetal
bovine serum), 100 U/mL penicilina i 100 U/mL streptomicina. Cetvrtoga dana kulture sam
promijenila hranjivi medij, ¢ime su iz kulture odstranjene neadherentne i mrtve stanice.
Sedmog dana kulture, u zdence sam dodala diferencijacijski medij koji se sastoji od temeljnog
medija a-MEM s 10% FBS, 100 U/mL penicilina i 100 U/mL streptomicina, uz dodatak 50
ng/mL askorbinske kiseline, 10® M deksametazona i 8 mM B-glicerofosfata (Sigma-Aldrich
Corp., Milwaukee, MI, SAD). Medij sam potom mijenjala svaki drugi dan. Za svaki uzorak
sam zasadila 6 zdenaca na plocici za kulturu s 24 zdenca ili 3 zdenca na plocici za kulturu sa 6
zdenaca za histokemijsko bojanje kolonija koje izrazavaju enzim AP. Kolonije sam bojala 14.
dana kulture, koriStenjem komercijalno dostupnog seta kemikalija (Alkaline phosphatase
leukocyte kit; Sigma-Aldrich Corp.), a crveno obojane AP-pozitivne kolonije sam brojala
pomocu invertnog svjetlosnog mikroskopa Axiovert 200 (Carl Zeiss Microimaging Inc.,
Oberkochen, Njemacka). Za izolaciju stanicne RNA 1 za kolorimetrijsko odredivanje
aktivnosti enzima AP u stani¢nom lizatu u tri vremenske tocke (7., 10. i 14. dan kulture), sam
zasadila po 6 zdenaca na plocici za kulturu s 24 zdenca, odnosno 3 zdenca na plocici za

kulturu sa 6 zdenaca po svakoj vremenskoj tocki.
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4.3.2 Kultura osteoblasta iz sinovijalnih mezenhimnih stanica

Sinovijalne mezenhimne stanice sam izolirala iz zglobova misjih koljena prema
modificiranom protokolu Armaka M. i suradnika (275). Zglobove sam izolirala i detaljno
ocistila od okolnih mekih tkiva, te ih drzala u HBSS puferu (prema engl. Hank's balanced salt
solution) (Invitrogen) s 100 U/mL penicilina, 100 U/mL streptomicina i 2% nistatina. U
izdvojene i oCis¢ene zglobove sam injicirala 50 pl kolagenaze tipa IV (Sigma-Aldrich Corp.)
koncentracije 2 mg/mL u a-MEM mediju te inkubirala 1 sat na 37°C. Nakon toga sam
otvorila zglobove i isprala sadrzaj a-MEM medijem s 10% FBS, 100 U/mL penicilina, 100
ug/mL streptomicina. Stanice sam izbrojala, te zasadila u ploCice s 24 zdenca u gusto¢i od
0.2x10° stanica/mL hranjivoga medija a-MEM s 10% FBS, 100 U/mL penicilina i 100 U/mL
streptomicina, te 5. dan potaknula osteoblastogenezu i koristila ih u pokusima na isti na¢in

kao $to je opisano za kulture osteoblasta iz mezenhimnih stanica kostane srzi.

4.4  Kolorimetrijsko odredivanje aktivnosti enzima AP u stani¢nom lizatu

U kolorimetrijskom postupku za odredivanje aktivnosti AP kao kromogeni supstrat sam
koristila p-nitrofenil fosfat (pNPP, prema engl. p-nitrophenylphosphate). AP ga pretvara u p-
nitrofenol, topljivi Zuto obojeni produkt, a intenzitet boje proporcionalan je aktivnosti enzima.
Ukratko, stanice iz 6 zdenaca po uzorku, s plocice s 24 zdenca, sam oprala tri puta PBS
otopinom, dodala 200 pL pufera za lizu stanica (10 mM Tris, 0.1% Triton X-100, pH 7.5), te
sadrzaj zdenaca prebacila u epruvete volumena 1.5 mL. Potom sam uzorke tri puta smrznula i
odmrznula, a nakon tre¢eg odmrzavanja centrifugirala 5 minuta na 12000 g. Supernatante sam
prebacila u nove epruvete, te sam uzorke pohranila na -20°C. Aktivnost AP sam odredivala u
ploc¢icama s 96 zdenaca. U zdence sam u duplikatu dodala 5 puL uzorka i 15 pL lizirajuteg
pufera. Za negativhu sam kontrolu dodala samo 20 pL liziraju¢eg pufera. Potom sam u svaki
zdenac dodala 180 pL otopine supstrata p-NPP (Sigma Aldrich Corp.) i plo¢icu inkubirala 30
minuta na 37°C, a potom ocitatala apsorbancije na optickom citacu (Bio-Rad, Hercules, CA,
SAD) pri valnoj duljini 405 nm. Aktivnost AP sam izrac¢unala koriste¢i jednadzbu pravca
standardne krivulje dobivene mjerenjem apsorbancija u standardnim uzorcima s poznatim

koncentracijama p-nitrofenola.
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4.5  Odredivanje izrazaja receptora Fas na osteoblastima

45.1 Odredivanje izraZaja receptora Fas proto¢nom citometrijom

Izrazaj receptora Fas sam odredila na sinovijalnim mezenhimnim stanicama nakon izolacije
kolagenazom (0. dan) iz zglobova misjih koljena, te na stanicama osteblastnih kultura 4., 7.,
10. i 14. dan. Stanice sam od dna zdenca odvojila tripsinom (Invitrogen), a potom ih isprala
PBS otopinom. Jednostani¢nu suspenziju sam pripremila visestrukim protiskivanjem stanica
kroz iglu provrta 23 G i potom kroz najlonsku mreZicu. Po 1x10° stanica, resuspendiranih u
100 uL PBS otopine, sam inkubirala tijekom 30 minuta s monoklonskim protutijelom anti-
CD95 (BD Pharmingen) konjugiranim s flourescein-izotijocijanatom (FITC), u razrjedenju
1:100. Za kontrolu specifi¢nosti vezanja protutijela sam rabila odgovarajuce izotipsko
kontrolno protutijelo (imunoglobulin G, skupine A2 armenskoga hr¢ka) (BD Pharmingen),
konjugirano s bojom FITC te primijenjeno u istim uvjetima kao i protutijelo anti-CD95.
Vezanje fluorescentno obiljeZenih protutijela sam izmjerila pomoc¢u uredaja za protoc¢nu
citometriju FACSCalibur (Beckton Dickinson Biosciences, San Jose, CA, SAD), a podatke
analizirala softverom WinMDI 2.9 (J. Trotter 1993-1998). Od svakog uzorka sam za potrebe
analize prikupila po 20 000 dogadaja.

45.2 Odredivanje izraZzaja receptora Fas na osteoblastima postupkom

imunofluorescencije

Osteoblaste uzgojene u komoricama za imunocitokemiju (Lab-Tek, Nalge Nunc International,
Naperville, IL, USA) sam uzela za analizu 10. i 14. dan kulture. Stanice sam isprala puferom
PBS, a potom fiksirala tijekom 15 minuta na sobnoj temperaturi pomocu 4% otopine
formaldehida u puferu PBS. Potom sam otopinu za fiksiranje isprala 3 puta puferom PBS, a za
blokiranje nespecifi¢cnih veznih mjesta sam stanice tijekom 15 min inkubirala na sobnoj
temperaturi s 3% otopinom BSA (Sigma-Aldrich Corp.) u PBS otopini. Potom sam dodala
protutijelo anti-CD95-FITC (BD Pharmingen) razrijedeno 1:100 u otopini 3% BSA u PBS
otopini i inkubirala 30 minuta na sobnoj temperaturi, te stanice 3 puta isprala PBS otopinom.
Jezgre stanica sam obojala bojom DAPI (Sigma-Aldrich Corp.) tijekom 15 minuta na sobnoj
temperaturi, a potom boju opet isprala tri puta puferom PBS. Potom sam skinula stijenke

komorice, staklo osusila, prekrila Mowiolom (Hoechst, Frankfurt, Njemacka) i obojane
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stanice promatrala fluorescentnim mikroskopom Axiovert 200 (Carl Zeiss Microimaging

Inc.).

4.6  lzazivanje apoptoze dodavanjem aktivirajuéeg protutijela za receptor Fas

Kako bih provjerila djelovanje aktiviraju¢eg misSjeg protutijela anti-CD95 (Jo2, BD
Pharmingen), koristila sam misju limfocitnu leukemijsku stani¢nu liniju L1210. Stanice
L1210 na membrani izrazavaju Fas i osjetljive su na apoptozu potaknutu njegovom
aktivacijom. Za procjenu apoptoze sam Kkoristila kolorimetrijsko odredivanje aktivnosti
kaspaze-3, koje je opisano u jednom od sljede¢ih odlomaka. Nakon 16 sati izlaganja stanica
L1210 aktivacijskom protutijelu anti-CD95, porasla je aktivnost kaspaze-3 u njihovim
lizatima, ovisno o koli¢ini dodanog protutijela (Slika 1.). Specifiénost ovog uéinka je
dokazana nalazom izostanka porasta aktivnosti kaspaze-3 nakon dodavanja izotipskog
kontrolnog protutijela (Slika 1.)

Potom sam misje anti-CD95 protutijelo dodavala osteoblastnim kulturama jednokratno 6., 9. i
13. dan, ili u sve tri vremenske tocke, u koncentraciji 1 pg/mL. Usto sam dodala i protein G,
koji poti¢e dodatnu trimerizaciju receptora Fas, u koncentraciji 1 pg/mL. Za kontrolu
specifi¢nosti indukcije apoptoze stanicama sam dodala izotipsko kontrolno protutijelo (Ha4/8,
BD Pharmingen) i protein G (Sigma-Aldrich Corp.) u istim uvjetima kao $§to je navedeno za
protutijelo anti-CD95.

U svome istrazivanju sam takoder planirala koristiti kolorimetrijski postupak odredivanja
aktivnosti izvrSne kaspaze-3 kao mjere apoptoze osteoblasta podrijetla sinovijalnih
mezenhimnih stanica nakon dodavanja misjeg anti-CD95 protutijela. Medutim, nisam mogla
analizirati dobivene rezultate jer aktivnost kaspaze-3 nije bila dostatna za stvaranje mjerljivog
intenzititeta zuto obojenog p-nitroanilina (PNA), sto je vjerojatno uzrokovano relativno malim
udjelom apoptoti¢nih sinovijalnih mezenhimnih stanica koji je izmjeren metodama proto¢ne

citometrije i DAPI bojanjem.
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Slika 1. Poticanje apoptoze aktivacijskim protutijelom anti-CD95 u mi$joj limfocitnoj leukemijskoj
stani¢noj liniji L1210. Stanice L1210 su zasijane u RPMI 1640 mediju s 10% fetalnog govedeg seruma u
plo&icu za kulturu s 24 zdenca, u gustoéi 10° stanica po zdencu u 1 mL, a potom su inkubirane tijekom 16 sati
na 37°C, s lpg/mL i 2pug/mL protutijela anti-CD95. Stanice iz 6 zdenaca s ploCice s 24 zdenca su oprane PBS
otopinom i resuspendirane u 100 uL lizirajuc¢eg pufera, te inkubirane na ledu 20 minuta, a potom centrifugirane
na 16000 g 15 minuta na +4°C. Kolorimetrijsko odredivanje kaspaze-3 u dobivenim supernatantima je
provedeno u ploéici s 96 zdenaca, pri ¢emu je u svaki zdenac dodano 5 pL stani¢nog lizata, 85 pL reakcijskog
pufera, te 10 pL supstrata, acetil-Asp-Glu-Val-Asp p-nitroanilida (Ac-DEVD-pNA), te je plocica inkubirana na
37°C 90 minuta. Apsorbancije su odredene pomocu optic¢kog &itata pri valnoj duljini 405 nm. Uzorci su
analizirani u duplikatima. Aktivnost kaspaze-3 je izracunata iz Kalibracijske krivulje nacrtane prema
apsorbancijama standardnih uzoraka s poznatim koncentracijama p-nitroanilina (pNA). Specifi¢nost djelovanja
protutijela anti-CD95 je pokazana dodavanjem izotipskog kontrolnog protutijela u istim koncenracijama. Za
pozitivnu kontrolu je koriSteno 5 pL kaspaze-3 koncentracije 5 pg/mL, a za negativnu kontrolu lizatima stanica
je dodano 10 pL inhibitora kaspaze-3 (Ac-DEVD-CHO).

4.7  Odredivanje udjela apoptoti¢nih stanica

Udio apoptoti¢nih stanica sam odredivala 16 sati nakon dodavanja protutijela anti-CD95
proto¢nom citometrijom postupkom obiljezavanja aneksinom V PI, te brojanjem jezgara s

morfoloskim znakovima apoptoze obojenim fluorescentnom bojom DAPI.

4.7.1 Odredivanje udjela apoptoti¢nih stanica vezanjem aneksina V

U pocetnoj fazi apoptoze dolazi do premjestanja fosfolipida fosfatidil serina iz unutra$njosti
lipidnog dvosloja na vanjsku stranu staniéne membrane, S$to fagocitima omogucuje
prepoznavanje apoptoticnih stanica i apoptotskih tjeleSaca te njihovo uklanjanje bez
izazivanja upalnog procesa (276). Aneksin V je protein iz skupine aneksina koji specificno

veze fosfatidil serin, te se u konjugiranom obliku s fluorescentnom bojom rabi za detektiranje
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apoptoze pomocu proto¢ne citometrije. Aneksin V je vrlo specifiéna metoda, osobito u
pocetnoj fazi apoptoze kada je oCuvana cjelovitost stanicne membrane, jer nakon cijepanja i
fragmentacije DNA postupno dolazi i do promjene propusnosti staniéne membrane. Jednako
tako aneksin V ¢e se vezati i na fosfatidil serin s unutrasnje strane stanicne membrane ako je
naru$ena njezina cjelovitost, kao primjerice u sluc¢aju nekroze stanice. Kako bi se mogle
razlikovati nekroti¢ne, Zive i stanice U apoptozi, uvodi se dodatno bojenje s Pl koji zbog
velike molekularne mase ne prolazi kroz cjelovitu stanicnu membranu. Ako je stani¢na
membrana oSte¢ena, PI ¢e uéi u stanicu i obojiti stani¢nu jezgru zbog velikog afiniteta prema
nukleinskim kiselinama. Zato je moguée istodobnim bojanjem stanica aneksinom V-FITC
(zelena fluorescencija) i PI (crvena fluorescencija) razlikovati zive stanice (FITC’, PI),
apoptoti¢ne stanice (FITC”, PI") i mrtve stanice (FITC", PI").

Stanice sam od dna zdenca odvojila tripsinom (Invitrogen), centrifugirala 5 minuta pri 250 g
na +4 °C i potom obiljezila aneksinom V-FITC (BD Pharmingen) prema uputi proizvodaca.
Ukratko, stanice sam isprala puferom PBS, a potom resuspendirala u puferu za vezanje FITC-
aneksina V (10mM HEPES/NaOH, 140 mM NaCl, 2,5 mM CaCl2; pH 7.,4) u gustoéi 2x10°
stanica/mL. Stani¢nu suspenziju (100 pL) sam inkubirala tijekom 15 minuta na sobnoj
temperaturi s 5 pL aneksina V i 10 pg/mL PI (Sigma-Aldrich Corp.), dodala 300 pL pufera za
vezivanje i udio apoptoti¢nih stanica odredila proto¢nom citometrijom, koristenjem uredaja

FACSCalibur (BD Biosciences). Analizirala sam ukupno 10 000 dogadaja.

4.7.2 Morfolosko odredivanje udjela apoptoticnih jezgara obojenih fluorescentnom

bojom DAPI

Stanice uzgojene u komoricama za imunocitokemiju (Lab-Tek, Nalge Nunc International,
Naperville, IL, USA) sam uzela za analizu 7., 10. i 14. dan kulture. Stanice sam isprala PBS
otopinom, a potom fiksirala tijekom 15 minuta na sobnoj temperaturi pomocu 4% otopine
formaldehida u PBS otopini. Potom sam stanice isprala PBS otopinom i inkubirala s 2 pg/mL
DAPI (Sigma-Aldrich Corp.) tijekom 15 min na sobnoj temperaturi, a potom boju opet isprala
tri puta PBS otopinom. Potom sam skinula stijenke komorice, staklo osusila, prekrila
Mowiolom (Hoechst, Frankfurt, Njemacka) i obojane stanice analizirala fluorescentnim
mikroskopom Axiovert 200 (Carl Zeiss Microimaging Inc.), a apoptoticnima sam smatrala
stanice s fragmentiranim jezgrama ili jezgrama s jasno kondenziranim kromatinom.

Analizirala sam ukupno 500 stanica u svakom zdencu.
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4.7.3 Kolorimetrijsko odredivanje aktivnosti kaspaze-3 u stani¢nom lizatu

Kaspaza-3 je izvr$na kaspaza oba apoptoticna puta, a ima srediSnju ulogu u posredovanju
kondenzacije kromatina i fragmentacije DNA, te bubrenju stanicne membrane (engl.
blebbing) (277). Postupak kolorimetrijskog odredivanja kaspaze-3 temelji se na hidrolizi
peptidnog supstrata acetil-Asp-Glu-Val-Asp p-nitroanilida (Ac-DEVD-pNA) (Sigma-Aldrich
Corp.) kaspazom-3, ¢ime se oslobada zuto obojeni pNA. Intenzitet boje proporcionalan je
aktivnosti kaspaze-3, a ocitava se pri valnoj duljini od 405 nm.

Stanice L1210 iz 6 zdenaca s plo¢ice s 24 zdenca sam oprala PBS otopinom, spustila
centrifugiranjem tijekom 5 minuta pri 250 g na +4°C, te ih jo$ jednom oprala PBS otopinom.
Stani¢ne taloge sam potom resuspendirala u 100 pL lizirajuéeg pufera (Sigma-Aldrich Corp.),
te prebacila u epruvete volumena 1,5 mL, inkubirala na ledu 20 minuta te centrifugirala na
16000 g 15 minuta na +4°C. Dobivene supernatante sam prebacila u nove epruvete te
kolorimetrijsko odredivanje provela u plocici s 96 zdenaca, tako da sam u svaki zdenac stavila
5 uL stani¢nog lizata, 85 pL reakcijskog pufera (Sigma Aldrich Corp.), te 10 uL. Ac-DEVD-
PNA supstrata. Uzorke sam analizirala u duplikatima. Kao pozitivnu kontrolu, umjesto uzorka
stani¢nog lizata sam dodala 5 pL otopine kaspaze-3 koncentracije 5 pg/mL (Sigma Aldrich
Corp.), a za negativnu kontrolu sam koristila 10 pL inhibitora kaspaze-3 (Ac-DEVD-CHO)
(Sigma Aldrich Corp.). Plo¢icu sam pokrila aluminijskom folijom i inkubirala na 37°C
tijekom 90 minuta. Apsorbancije sam odredila pomoc¢u opti¢kog citaca (Bio-Rad) pri valnoj
duljini 405 nm. Aktivnost kaspaze-3 izracunala sam iz kalibracijske krivulje nacrtane prema

apsorbancijama standardnih uzoraka s poznatim koncentracijama pNA.

4.8  Analiza genskog izrazaja

Izrazaj gena sam odredila 7., 10. i 14. dana kulture osteoblasta u ko$tanoj srzi, suspenziji
sinovijalnih  mezenhimnih stanica 1 mi§jem zglobnom tkivu Kkoljena. Tkiva sam
homogenizirala u odgovarajuéem volumenu otopine za izolaciju RNA (TRI-Reagent;
Molecular Research Center, Cincinnati, OH, SAD), a za uzimanje RNA iz stani¢ne kulture
najprije sam odlila medij iz zdenaca, stanice kratko isprala PBS otopinom, a potom u svaki
zdenac dodala odgovaraju¢i volumen otopine za izolaciju RNA (TRI-Reagent). Svaki uzorak
sam oblikovala zdruzivanjem 3 zdenca iz plocice sa 6 zdenaca ili 6 zdenaca iz plocice s 24

zdenca. Izolaciju stanicne RNA sam provela prema postupku koji su opisali Chomczynski i
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Sacchi (278). Ukratko, nakon dodavanja otopine za izolaciju, inkubirala sam uzorke na sobnoj
temperaturi tijekom 10 minuta, a potom centrifugirala brzinom od 12000 g tijekom 30 minuta
na +4°C. Potom sam na uzorke dodala 0.2 mL kloroforma, inkubirala 2 minute na +4°C i
centrifugirala pri 10000 g tijekom 15 minuta na +4°C. Gornju, vodenu fazu prenijela sam u
novu epruvetu, na nju dodala 0.5 mL izopropanola i inkubirala tijekom 60 minuta na —20°C.
Ponovnim centrifugiranjem pri 12000 g tijekom 15 minuta na +4°C spustila sam dobiveni
precipitat na dno epruvete, oprala 75%-tnim etanolom i centrifugirala brzinom od 7500 rpm
tijekom 5 minuta na +4°C. Talog sam otopila u destiliranoj vodi, a koncentraciju i ¢isto¢u
izolirane RNA provjerila pomo¢u UV-VIS spektrofotometra za mjerenje malih uzoraka
(NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer, NanoDrop Technologies Inc.,Wilmington, DE,
SAD) mjerenjem apsorbancija pri 260 nm i 280 nm te odredivanjem njihovog omjera.
Izoliranu RNA u koli¢ini od 2 ug po uzorku sam prepisala u cDNA postupkom reverzne
transkripcije upotrebom seta kemikalija High Capacity RNA-to-cDNA Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, SAD) prema uputama porizvodaca. Ukratko, u svaki uzorak
RNA (u ukupnom volumenu 9 ul) sam dodala 10 ul 2X RT pufera i 1 ul 20X mjeSavine
enzima reverzne transkriptaze i inkubirala na 37°C tijekom 60 minuta. Reakciju sam
zaustavila grijanjem tijekom 5 minuta na 95°C.

Dobivenu cDNA sam kvantitativno umnozila postupkom gRT-PCR pomocu uredaja ABI
PRISM 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems) kako bih odredila izrazaj
gena za B-aktin, Fas, Runx2, AP i OPG i RANKL. Umnozene dijelove cDNA s pomocu seta
zaCetnika za B-aktin sam otkrila mjerenjem vezanja fluorescentne boje SYBR Green I,
pomocu seta kemikalija SYBR Green 1 PCR Master Mix, prema uputama proizvodaca
(Applied Biosystems). Svaka reakcija odvijala se u duplikatu. Reakcijski volumen je bio 25
uL, a smjesa je sadrzavala: 0.25 uL ¢cDNA; 0.25 U uracil N-glikozilaze (AmpErase; Applied
Biosystems); po 200 nM zacetnika 5’ 1 zacetnika 3’; pripravak 1x SYBR Green PCR Master
Mix, u kojem se nalaze fluorescentna boja SYBR Green | i 0.625 U DNA polimeraze
(AmpliTag Gold DNA  polymerase). Zacetnici za  B-aktin  (sense  5’-
CATTGCTGACAGGATGCAGAA-3’, antisense 5°-GCTGATCCAC

ATCTGCTGGA-3") su oblikovani uporabom racunalnog programa (Primer Express
Software; Applied Biosystems) i nabavljeni od trzisnog izvora (Applied Biosystems), a
rutinski se koriste u naSem laboratoriju (243).

Izrazaj gena za Fas, Runx2, OPG i AP i RANKL sam odredila pomo¢u komercijalnog seta
kemikalija TagMan Assay (Applied Biosystems) i TagMan Universal PCR Master mix
(Applied Biosystems) prema uputama proizvodaca. TagMan Assay Se sastoji od para
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specifi¢nih zacetnika i probe koja na 5' kraju ima fluorescentnu boju 6-FAM, a na 3' kraju
hvata¢ fluorescencije (NFQ, prema engl. nonfluorescent quencher). Proba se veze na cDNA
izmedu oba zacetnika, a produljenjem zacetnika, DNA polimeraza cijepa probu i tako dovodi
do odvajanja fluorescentne boje od NFQ i porasta fluorescencije. Svaka reakcija se odvijala
takoder u duplikatu, u reakcijskom volumenu 25 pl. Smjesa je sadrzavala: 0.25 pL cDNA;
0.25 U uracil N-glikozilaze (AmpErase; Applied Biosystems); po 200 nM zacetnika 5’ i
zacetnika 3’; 250 nM TagMan probe i 0.625 U DNA polimeraze (AmpliTaq Gold DNA
polymerase). Reakcije je bila postavljena u plocici s 96 zdenaca (ABI PRISM Optical 96-
Well Plate; Applied Biosystems). Za oba nacina detekcije uzorci se prvo inkubiraju tijekom 2
minute na +50°C kako bi se aktivirao enzim uracil N-glikozilaza, a potom 10 minuta na +95°C
da bi se uracil N-glikozilaza inaktivirala, a aktivirala DNA polimeraza. Potom slijedi 40
ciklusa tijekom kojih se uzorci inkubiraju na: +95°C tijekom 15 s i 60°C tijekom 60 s. Buduci
da se boja SYBR Green ugraduje u dvostruku uzvojnicu DNA, pri odredivanju izraZaja
pomocu seta kemikalija SYBR Green I i PCR Master Mix, proizvodi PCR reakcije su nakon
zadnjega ciklusa razdvojeni temperaturnim gradijentom s +60°C do +95°C brzinom
zagrijavanja od 0.03°C/s, kako bi se potvrdila temperatura taliSta (Tm, prema engl. melting
temperature) specificnog proizvoda umnazanja, a isklju¢ilo postojanje nespecifi¢nih
proizvoda. Pri koriStenju TagMan Assay seta kemikalija to nije potrebno obzirom da je
vezanje probe specificno.

Ocitanja fluorescencije Su bila prikazana grafi¢ki. Na apscisi je bio broj ciklusa, a na ordinati
intenzitet fluorescencije prikazan logaritamski (ARn; razlika fluorescencije reakcije 1
“temeljne” fluorescencije). Na sredini linearnog dijela krivulje umnozavanja sam postavila
arbitrarni prag i prema njemu odredila kriti¢ni broj ciklusa (Ct) kao onaj ciklus na kojem
razina fluorescencije prelazi arbitrarni prag. Za svaki uzorak sam izracunala relativnu koli¢inu
cDNA uporabom standardne krivulje. Standardnu krivulju sam oblikovala uporabom 5
serijskih razrjedenja uzorka za kalibraciju (cDNA iz kulture osteoblasta koStane srzi,
sinovijalnih stanica ili sinovijalnoga zglobnoga tkiva). Standardna krivulja je prikazana u
koordinatnom sustavu u kojem su logaritmi koli¢ine cDNA prikazani na apscisi, a vrijednosti
Ct na ordinati. Relativna koli¢ina mRNA u uzorku je tada izrazena u odnosu na koli¢inu

MRNA za B-aktin, kao na “endogenu” kontrolu (279).
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4.9  Artritis potaknut antigenom

4.9.1 Imunizacija B6 i Fas —/— miSeva s mBSA

Za indukciju kroni¢nog artritisa BSA je pogodan kada mu je izoelektri¢na toc¢ka (pI) najmanje
8,5. Pozitivan naboj omogucuje ¢vrstu adherenciju antigena na negativno nabijene zglobne
ligamente 1 hrskavicu i nuzan je za odgovarajuce zadrzavanje proteina u zglobu u kojemu se
inducira atritis. Sam BSA ima pl vrijednosti 4.5, a metilacijom se postize njegov kationski
naboj. Kako mBSA (Sigma-Aldrich Corp.) nije topljiv u fizioloskoj otopini, najprije sam 20
mg mBSA otopila u demineraliziranoj vodi, a potom sam dodala 1 mL 10 M PBS otopine na
9 mL vodene otopine mBSA da bih dobila mBSA konac¢no otopljen u 1 M PBS otopini.
Potom sam tu otopinu snazno protisnula kroz iglu provrta 27 % u 10 mL uljne otopine CFA
(Sigma-Aldrich Corp.) da bih dobila emulziju. Homogenost sam postigla ponavljanim
protiskivanjem emulzije kroz Strcaljku veli¢ine 2 mL bez igle.

Kako bih imunizirala miSeve, potkozno sam im injicirala 200 ug mBSA u 200 uL CFA
obostrano u slabinsko podruéje, dijele¢i dozu na obje strane. Nakon sedam dana sam
misevima dodatno potaknula imuni odgovor, tako $to sam im intradermalno u bazu repa
injicirala 100 pg mBSA u 100 uLL CFA. Iglu sam uvela usporedno s repom u podrucju srednje
tre¢ine, izmedu dorzalne i lateralne repne vene, ubrizgala emulziju kada je vrh igle bio u bazi
repa, a potom iglu lagano izvukla i podru¢je uboda ¢vrsto pritisnula vatom da bih izbjegla

vra¢anje emulzije.

4.9.2 Indukcija artritisa u B6 i Fas —/— miSeva

Dvadeset i jedan dan poslije primarne imunizacije sam misevima injicirala 60 pg mBSA
otopljenog u 6 uL sterilne PBS otopine u oba koljena. MiSevima kontrolne skupine sam u
koljena injicirala 6 pL sterilne PBS otopine. Miseve sam prije injiciranja anestezirala
tribromoetanolom (Avertin, Sigma-Aldrich Corp.). Da bih bila sigurna u preciznost
intraartikularne injekcije, napravila sam malu inciziju na kozi usporedno S patelarnim
ligamentom da bih prikazala ligament i patelu. Koristeéi iglu provrta 27 %2 G, usla sam vrhom
igle s medijalne strane u zglobnu Supljinu koljena usporedno s patelarnim ligamentom te

injicirala 6 puL otopine mMBSA ili PBS otopine. Iglu sam potom jo$ nekoliko sekundi zadrzala
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unutar zglobne Supljine, te sam je polako izvukla da sprije¢im istjecanje otopine iz zgloba.

Inciziju sam na kozi prema potrebi zatvorila povratnim Savom.

4.9.3 Klinic¢ko i histoloSko praéenje artritisa

Miseve sam zrtvovala cervikalnom dislokacijom nakon anestezije avertinom, 35. dan poslije
primarne imunizacije s mBSA, osnosno 14. dan nakon intraartikularne injekcije s mBSA ili
PBS otopinom.

Nakon skidanja koze sam izmjerila debljinu koljenih zglobova pomi¢nim mjerilom, mjereci
svako koljeno 3 puta, te uzimajuci kao rezultat njihove medijane. Histolosku procjenu artritisa
sam provela na frontalnim rezovima koljenih zglobova injiciranih s mBSA i PBS otopinom,
obojenim Goldner-Masson trikromom. Zglobove sam izolirala i fiksirala u otopini 4%
paraformaldehida tijekom 24 sata na 4°C, a potom demineralizirala u otopini 14% EDTA
(prema engl. etilen-diamine tetraacetic acid) i 3% paraformaldehida tijekom 7 do 14 dana,
dehidrirala u rastu¢im koncentracijama etanola te uklopila u parafinske blokove. Serijske
rezove preparata debljine 6 pum sam rezala na rotacijskom mikrotomu (Lieca SM 2000 R,
Leica, Nussloch, Njemacka). Histolosku analizu panusa, sinovijalnog tkiva te zglobne
hrskavice i kosti sam radila na mikroskopu Axio Imager (Carl Zeiss Microimaging Inc.)
priklju¢enim na racunalo.

Procjenjivala sam celularnost sinovije, eksudat u zglobnom prostoru, razaranje hrskavice, te
ostec¢enje subhondralne kosti invazijom panusa boduju¢i nalaze prema ljestvici preuzetoj od
Odobasic¢ i sur. (280) (Tablica 1.) prema kojoj je pojedini zglob mogao imati maksimalno 12

bodova.
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Tablica 1. Ljestvica bodovanja zglobne upale

Sinovitis (celularnost sinovije) 0 — normalna sinovija
1 — blagi upalni infiltrat
2 — umijereni upalni infiltrat

3 — prosiren hipercelularni panus

Eksudat u zglobnom prostoru 0 — nema stanica
1 — nekoliko stanica u zglobnom prostoru
2 — rijetke stani¢ne nakupine
3 — brojne stani¢ne nakupine/mnostvo stanica u

zglobnom prostoru

Razaranje hrskavice (ovisno o0 gubitku bojanja 0 - normalno bojanje
hrskavice) 1 —50-100% obojenja
2 —manje od 50% obojenja

3 — potpuni izostanak bojanja

Ostecenje subhondralne kosti invazijom panusa 0 — bez invazije
1 — blaga invazija panusom
2 — umjerena invazija panusom

3 — jaka invazija panusom

4.9.4 Mikro-kompjuterizirana tomografija

Kako ljudi oboljeli od RA razvijaju ne samo subhondralni, ve¢ i sustavni gubitak kosti, te
uzimaju¢i u obzir nalaz da su Fas —/— miSevi zastieni od gubitka kosti induciranog
ovarijektomijom (251), procijenila sam uéinak AIA na jukstaartikularnu ko$tanu resorpciju
Fas —/— i kontrolnih miSeva analizirajuc¢i distalne metafize bedrenih kostiju, te na sustavnu
kostanu resorpciju analiziraju¢i tijela drugih lumbalnih (L2) kraljezaka. Da bih iskljucila
utjecaj imunizacije na kostanu resorpciju, ukljucila sam i kontrolnu skupinu neimuniziranih
miSeva.

Bedrene kosti su analizirane sustavom za mikrokompjuteriziranu tomografiju (1172 SkyScan,
SkyScan, Kontich, Belgium), a snimljene su svakih 0.7° kroz 360° rotacije, pri rezoluciji od 2
um, te uz koriStenje aluminijskog filtera debljine 0.5 mm. KraljeSci su takoder skenirani
sustavom za mikrokompjuteriziranu tomografiju (1076 SkyScan 1076 in vivo microCT,
SkyScan, Kontich, Belgija), pri ¢emu su snimljeni svakih 0.5° kroz 180° rotacije, pri rezoluciji

od 9 um, te uz koriStenje aluminijskog filtera debljine 0.5 mm. Skenirane slike sam
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rekonstruirala pomo¢u SkyScan Recon programa i analizirala pomo¢u SkyScan CTAnalyser
v. 1.10 2010 programa. Podrucje za trodimenzionalnu analizu i rekonstrukciju trabekularne
kosti u bedrenoj kosti sam odredila u odnosu na plo¢u rasta bedrene kosti, a koje pocinje
otprilike na udaljenosti od 0,4 mm (200 presjeka) od zone rasta u smjeru metafize i proteze se
visinom od 0,8 mm (400 presjeka). Trodimenzionalna analiza trabekularne kosti L2 kraljeska
provedena je u cilindricnom odsjecku sredi$njeg dijela tijela kraljeska duljine 0,9 mm (100
presjeka), na udaljenosti od 0,9 mm (100 presjeka) od granice hrskavice i kosti.

Analizom kostiju sam odredila sljedece varijable: kostani volumen (BV/TV, prema engl. bone
volume/trabecular volume; %), broj trabekula (Th.N, prema engl. trabecular number; /mm),
Sirinu trabekula (Th.Th, prema engl. trabecular thickness; pum) i razdvojenost trabekula

(Th.Sp, prema engl. trabecular separation; um).

4.10 Analiza rezultata i statisticki postupci

Izrazaj receptora Fas u kulturama sinovijalnih misjih osteoblasta 1 udio apoptoti¢nih stanica u
kulturama tretiranim protutijelom anti-CD95 sam analizirala u tri neovisna pokusa, te
prikazala rezultat jednog reprezentativnog pokusa.

Diferencijaciju sinovijalnih misjih osteoblasta sam ocijenila na temelju intenziteta bojanja
AP-pozitivnih kolonija u 6 zdenaca plo¢ice za kulturu s 24 zdenca. Aktivnost AP sam
izmjerila u stanicama skupljenim iz 6 zdenaca. Izrazaj gena specifiénih za osteoblaste u
kulturama sinovijalnih mezenhimnih stanica, te kulturama stromalnih stanica kostane srzi sam
izrazila u odnosu na B-aktin. Metodoloska istrazivanja reverzne transkripcije i qQRT-PCR-a
ukazala su da je najmanja razlika u mRNA koja se moze ponavljano izmjeriti 100% (281), pa
sam stoga razliku u koli¢ini mRNA od 100% ili vise, koja se ponavlja u svim pokusima,
smatrala bioloski znacajnom.

AlA sam u B6 i Fas —/— miSeva izazvala U tri odvojena pokusa, pri ¢emu sam u pokusnu
skupinu ukljucila najmanje 6 miSeva, a prikazala sam rezultate jednog reprezentativnog
pokusa.

Budu¢i da vecina bioloskih svojstava mjerenih u predvidenim pokusima ima normalnu
raspodjelu u populaciji (282), rezultate sam prikazala kao srednju vrijednost i standardnu
devijaciju, a razlike izmedu skupina sam testirala parametrijskim testovima. U svim testovima

sam za razinu statisticke znacajnosti (vrijednost o) uzela p < 0,05.
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5. REZULTATI ISTRAZIVANJA

5.1 Diferencijacija osteoblasta iz primarnih misjih sinovijalnih mezenhimnih stanica

in vitro

Kako bih proucila mogu li primarne mi$je sinovijalne mezenhimne stanice diferencirati u
zrele osteoblaste, analizirala sam njihovo usmjeravanje i diferencijaciju histokemijskim
bojanjem osteoblastnih kolonija s pomoc¢u enzima AP, odredivanjem aktivnosti AP u lizatima
stanica, te analizom izrazaja gena specificnih za osteoblaste tijekom osteoblastne kulture.
Osteoblastnom diferencijacijom sinovijalnih mezenhimnih stanica broj osteoblastnih kolonija
od 7. do 10. dana kulture se povecavao, a potom su se kolonije medusobno stapale te se 14.
dana kulture stvorio jedinstven stani¢ni sloj histokemijski pozitivan na AP (Slika 2.A).
Aktivnost AP u stani¢nim lizatima 10. dana kulture trostruko je porasla u odnosu na
vrijednost izmjerenu 7. dan, da bi se daljnjom diferencijacijom osteoblasta 14. dana kulture
ponovo smanjila za tre¢inu vrijednosti (Slika 2.B).

Izrazaj gena specificnih za osteoblaste sam analizirala postupkom qRT-PCR. Ovim je
postupkom potvrden izrazaj gena za Runx2, AP, OPG i RANKL u sinovijalnim osteoblastima
(Slika 2.C). Rani biljeg osteoblasta, transkripcijski ¢imbenik Runx2, se pojavio s dodavanjem
diferencijacijskog medija za osteoblaste, 7. dana kulture, a izrazaj mu se povecavao sve do 14.
dana osteoblastne kulture (Slika 2.C). Najveci porast izrazaja AP sam opazila tijekom
pocetnog usmjeravanja stanica osteoblastne loze, pri ¢emu je izrazaj bio najveéi 7. dana
kulture osteoblasta, a potom se smanjivao da bi u zrelim osteoblastima 14. dana kulture bio
jednak izrazaju u neusmjerenim sinovijalnim mezenhimnim stanicama (Slika 2.C).

Izrazaj OPG, biljega zrelih osteoblasta, se poveéevao do 10. dana kulture osteoblasta i
odrzavao se na toj razini do 14. dana kulture (Slika 2.C).

RANKL je bio vrlo slabo izrazen u neusmjerenim sinovijalnim mezenhimnim stanicama, a
izrazaj se znacajno povecao tijekom prvih sedam dana kulture, te se takoder potom odrzavao

na toj razini do 14. dana kulture (Slika 2.C).
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Slika 2. Diferencijacija osteoblasta iz primarnih misjih sinovijalnih mezenhimnih stanica. Sinovijalne
mezenhimne stanice su zasijane u ploice s 24 zdenca u gustoéi 0,2x10° stanica/mL aMEM hranjivog medija s
10% fetalnog govedeg seruma, 100 U/mL penicilina i 100 U/mL streptomicina. Sedmoga dana kulture u
zdence je dodan diferencijacijski medij koji se sastoji od temeljnog medija a-MEM s 10% fetalnog govedeg
seruma, 100 U/mL penicilina i 100 U/mL streptomicina, uz dodatak 50 pg/mL askorbinske kiseline, 10 M
deksametazona i 8 mM B-glicerofosfata, i potom mijenjan svaki drugi dan. (A) Kolonije stanica osteoblastne
loze sedmoga, desetoga i Cetrnaestoga dana stani¢ne kulture, histokemijski obojene crveno koriStenjem
kemikalija za odredivanje aktivnosti alkalne fosfataze (AP); (B) Aktivnost AP u stani¢nim lizatima tijekom
osteoblastne diferencijacije sinovijalnih mezenhimnih stanica odredena kolorimetrijskim postupkom. Aktivnost
je mjerena iz staniénih lizata dobivenih zdruzivanjem 6 zdenaca plocice za kulturu s 24 zdenca. U
kolorimetrijskom postupku kao kromogeni supstrat je koristen p-nitrofenil fosfat koji AP pretvara u obojeni p-
nitrofenol (pNP), a intenzitet boje o€itan pri valnoj duljini 405 nm je proporcionalan aktivnosti enzima.
Aktivnost AP je izraCunata pomocu jednadzbe pravca standardne krivulje dobivene mjerenjem apsorbancija u
standardnim uzorcima s poznatim koncentracijama p-nitrofenola i izrazena kao uM stvorenog pNP na sat; (C)
Izrazaj mRNA za Runx2, AP, OPG i RANKL tijekom osteoblastne diferencijacije sinovijalnih mezenhimnih
prethodnika in vitro. Stanice za izolaciju RNA su dobivene zdruZzivanjem 6 zdenaca plocice za kulturu s 24
zdenca. Vrijednosti izrazaja su dobivene uporabom standardne krivulje izraZzaja ciljnoga gena u uzorku za
kalibraciju (cDNA iz kulture osteoblasta) i normalizirane u odnosu na koli¢inu mRNA za B-aktin (,,endogena‘
kontrola). Stani¢na kultura, histokemijsko bojanje, odredivanje aktivnosti AP i analiza genskog izrazaja
postupkom gRT-PCR su ponovljeni tri puta sa sli¢nim rezultatima, a na slici je prikazan jedan od pokusa.
Runx2, transkripcijski ¢imbenik Runx2 (prema engl. runt related transcription factor 2); OPG,
osteoprotegerin; RANKL, ligand receptora za pobudu jezgrinog ¢imbenika «B (prema engl. receptor activator
of nuclear factor-«B ligand).
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5.2  lzrazaj receptora Fas na miSjim osteoblastima podrijetlom iz sinovijalnih

mezenhimnih stanica in vitro

Izrazaj receptora Fas na razini bjelanCevine na osteoblastima podrijetla sinovijalnih
mezenhimnih stanica sam analizirala proto¢nom citometrijom i imunocitokemijski,
obiljezavanjem specifi¢nim protutijelom na misji receptor Fas konjugiranim s fluorescentnom
bojom FITC (anti-CD95-FITC) i usporedivanjem jacine fluorescentnog signala sa signalom
odgovarajuceg izotipskog kontrolnog protutijela. lako je razina fluorescentnog signala
protutijela protiv mi§jeg receptora Fas bila relativno niska, taj se fluorescentni signal jasno
razlikovao od signala izotipskog kontrolnog protutijela (Slika 3.A).

Na genskoj razini, izrazaj receptora Fas sam analizirala postupkom qRT-PCR. Ovim
postupkom je potvrden izraZaj gena za receptor Fas u sinovijalnim osteoblastima (Slika 3.C),
a uzorak izrazaja na genskoj razini odgovarao je uzorku izrazaja na razini bjelancevine.
Relativno slab izrazaj gena za receptor Fas potvrduje i razlika u kriticnomu broju ciklusa
proizvoda umnozavanja gena (Ct) izmedu gena za receptor Fas i gena za [-aktin, koja je bila
izmedu 12 i 14 ciklusa. Izrazaj gena za Fas se povecavao tijekom prvih sedam dana
osteoblastne kulture, a potom se nije znacajnije mijenjao tijekom daljnjeg sazrijevanja
osteoblasta. Usporedbom izraZaja gena za Fas (Slika 3.C) s izraZzajem gena specificnih za

osteoblaste (Slika 2.C) vidljivo je da se on mijenja sukladno diferencijaciji osteoblasta.
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Slika 3. Izrazaj receptora Fas na osteoblastima podrijetlom iz sinovijalnih mezenhimnih stanica tijekom
njihova sazrijevanja in vitro. Sinovijalne mezenhimne stanice su zasijane u plo¢ice s 24 zdenca u gusto¢i
0,2x10° stanica/mL a-MEM hranjivog medija s 10% fetalnog govedeg seruma, 100 U/mL penicilina i 100 U/mL
streptomicina. Sedmog dana kulture, u zdence je dodan diferencijacijski medij koji se sastoji od temeljnog
medija o-MEM s 10% fetalnog govedeg seruma, 100 U/mL penicilina i 100 U/mL streptomicina, uz dodatak 50
pg/mL askorbinske kiseline, 10® M deksametazona i 8 mM B-glicerofosfata i potom mijenjan svaki drugi dan.
(A) Udio stanica koje izraZzavaju Fas prikazan vezanjem protutijela specificnog za miSji receptor Fas
konjugiranog s fluorescentnom bojom FITC (anti-CD95-FITC). Pokusi su ponovljeni tri puta, a prikazan je jedan
od ponovljenih pokusa. Sivi histogram, anti-CD95-FITC; prazan histogram, kontrolno izotipsko protutijelo
(imunoglobulin G, skupine A2 armenskoga hrc¢ka) konjugirano s fluorescentnom bojom FITC. Marker (M1)
postavljen je prema signalu kontrolnog izotipskog protutijela, tako da je udio stanica oznacenih markerom uvijek
bio manji od 3%. Prikazan je postotak stanica obiljezenih protutijelom anti-CD95-FITC. (B) Zreli osteoblasti
Cetrnaestoga dana stanicne kulture u vidnom polju srednjega povecanja (400x) fluorescentnoga invertnoga
mikroskopa, obiljezeni specifiénim protutijelom za miSji receptor Fas (anti-CD95-FITC, gornja slika) i
kontrolnim izotipskim protutijelom (imunoglobulin G, skupine A2 armenskoga hréka) konjugiranim s
fluorescentnom bojom FITC (gornje slike), te ista vidna polja fluorescentnoga invertnoga mikroskopa s jezgrama
obojenim fluorescentnom bojom 4',6-diamidin-2'-fenilindol dihidroklorid (DAPI, donje slike); (C) Izrazaj
MRNA za receptor Fas tijekom sazrijevanja osteoblasta in vitro. Vrijednosti izraZzaja su dobivene uporabom
standardne krivulje izrazaja gena za receptor Fas u uzorku za kalibraciju (cDNA iz kulture osteoblasta) i
normalizirane u odnosu na koli¢inu mRNA za B-aktin (,,endogena“ kontrola). Stani¢na kultura i analiza genskog
izraZaja pomoc¢u postupka qRT-PCR je ponovljena tri puta sa sli¢nim rezultatima, a na slici je prikazan jedan od
pokusa.
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5.3 Poticanje apoptoze misjih osteoblasta podrijetla sinovijalnih mezenhimnih

stanica aktivacijom receptora Fas

Sposobnost poticanja apoptoze osteoblasta podrijetla sinovijalnih mezenhimnih stanica
aktivacijom receptora Fas sam procijenila obiljezavanjem aneksinom V Kkonjugiranim s
fluorescentnom bojom FITC (aneksin V-FITC), nakon poticanja apoptoze tretiranjem
sinovijalnih osteoblasta aktivacijskim protutijelom anti-CD95 i bjelanc¢evinom G. Tijekom
sazrijevanja osteoblasta in vitro, dio stanica i spontano odumire apoptozom (Slika 4.). Udio
netretiranih stanica koje su vezale aneksin V u trenutku dodavanja medija koji potice
usmjeravanje stanica prema osteoblastnoj lozi (7. dan stani¢ne kulture) je iznosio 9,5+2,1%, a
dodavanjem aktivacijskog protutijela anti-CD95 taj se udio povecao dvostruko, na
17,543,5%. Usmjeravanjem stanica prema zrelim osteoblastima, 10. i 14. dana stani¢ne
kulture, udio apoptoti¢nih stanica kretao se izmedu 20 i 30% (27,0=1,4% 10. dan, te
22,0£1,4% 14. dan), te se nije znafajno mijenjao dodavanjem protutijela anti-CD95
(25,5+3,5% 10. dan, te 21+11,3%) (Slika 4.A,B).

Udio mrtvih stanica obiljezenih s PI 7. dana stani¢ne kulture bio je 21£8,5%, a tretiranje
protutijelom anti-CD95 povecalo je taj udio za 11% na 32,5+3,5% (Slika 4.A,B). Broj mrtvih
stanica u netretiranim kulturama se povecavao tijekom sazrijevanja osteoblasta, te je 10. dan
kulture iznosio 37,5£21,9%, a 14. dan 46,5+23,3%. Protutijelo anti-CD95 nije znacajno
mijenjalo udio mrtvih stanica u odnosu na netretirane stanice (56+15,5% 10. dan, te
40,5+21,9% 14. dan stani¢ne kulture) (Slika 4.A, B). Udjeli apoptoti¢nih i mrtvih stanica u
kulturama tretiranim izotipskim kontrolnim protutijelom i bjelan¢evinom G se nisu znacajno
razlikovali od onih u netretiranih stanica (Slika 4.), §to potvrduje specifi¢nost djelovanja
protutijela anti-CD95 vezanjem za receptor Fas.

U svome istraZivanju sam inicijalno planirala koristiti kolorimetrijski postupak odredivanja
aktivnosti izvrSne kaspaze-3 za odredivanje apoptoze osteoblasta podrijetla sinovijalnih
mezenhimnih stanica nakon dodavanja misjeg anti-CD95 protutijela. Medutim, u ponavljanim
pokusima, u lizatima osteoblasta sinovijalnoga podrijetla nakon dodavanja protutijela anti-
CDO95 nije doslo do stvaranja mjerljivog intenzititeta Zuto obojenog pNA, S§to je vjerojatno
bilo uzrokovano relativno malim udjelom apoptoti¢nih sinovijalnih mezenhimnih stanica
potvrdenim nalazima dobivenim proto¢nom citometrijom i DAPI bojanjem, a posljedi¢no i do

vrlo slabe i nemjerljive aktivnosti kaspaze-3.
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Slika 4. Udio apoptoti¢nih stanica koStane srzi nakon poticanja apoptoze anti-misjim CD9S protutijelom,
odreden vezivanjem aneksina V. Misje aktivacijsko protutijelo anti- CD95 (Jo2) dodavano je osteoblastnim
kulturama jednokratno Sesti, deveti i trinaesti dan kulture, ili u sve tri vremenske tocke, u koncentraciji 1 pg/mL,
uz 1 pg/mL bjelancevine G, koji poti¢e dodatnu trimerizaciju receptora Fas. Za kontrolu specificnosti indukcije
apoptoze stanicama je dodano izotipsko kontrolno protutijelo (imunoglobulin G, skupine A2 armenskoga hr¢ka) i
bjelanéevina G u istim uvjetima kao §to je navedeno za protutijelo anti-CD95. Protutijelo je dodano u dva zdenca
plocice za kulturu s 24 zdenca, za svaku skupinu stanica u svakoj vremenskoj tocki, a za analizu proto¢nom
citometrijom stanice su zdruzene u jedan uzorak. Udio apoptoti¢nih stanica odreden je vezivanjem aneksina V-
FITC i obiljeZavanjem stani¢nih jezgara mrtvih stanica propidijevim jodidom (PI). (A) Apoptoti¢ne su stanice u
donjem desnom kvadrantu (oznaceno debljim brojkama u prikazu postotka stanica u kvadrantima). Pokus je
ponovljen tri puta, sa sli¢nim rezultatima, a prikazani su rezultati jednoga pokusa; (B) Udio apoptoti¢nih stanica
sedmoga, desetoga i Cetrnaestoga dana tijekom sazrijevanja osteoblasta in vitro. Pokus je ponovljen dva puta, sa
slicnim rezultatima, a rezultati su prikazani kao relativni udio apoptoti¢nih stanica u odnosu na netretirane
stanice (= SD rezultata ponovljenih pokusa).

Budu¢i da su osteoblasti adherentne stanice, tijekom tripsinizacije stanica i pripreme Zza
proto¢nu citometriju moguca su manja oSteenja stanicne membrane, koja mogu imati za
posljedicu vezivanje aneksina V iako stanica nije apoptoti¢na (283). Dodatno, veca oStecenja
mogu ¢ak imati za posljedicu 1 ulazak PI u stanice, te laZzno povecanje udjela mrtvih stanica.

Stoga sam, uz opisani postupak vezivanja aneksina V i odredivanje udjela apoptoti¢nih

stanica protocnom citometrijom, uzgojila sinovijalne osteoblaste u komoricama za
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imunocitokemiju i njihovim bojenjem in situ fluorescentnom bojom DAPI provjerila

vjerodostojnost nalaza dobivenih proto¢nom citometrijom (Tablica 2.).

Tablica 2. Udio apoptoti¢nih stanica tijekom osteoblastne diferencijacije sinovijalnih
mezehnimnih stanica odreden na temelju morfologije stani¢nih jezgara nakon poticanja
apoptoze aktivacijskim protutijelom anti-CD95

Dan stani¢ne kulture* Tretiranje stanica % apoptoti¢nih stanica

0] 6,8

7. anti-CD95 + bjelan¢evina G 9,9

izotipsko kontrolno protutijelo + bjelancevina G 6,0

4] 7,7

10. anti-CD95 + bjelanéevina G 11,0
izotipsko kontrolno protutijelo + bjelancevina G 3,8

0] 11,1

14. anti-CD95 + bjelancevina G 9,3
izotipsko kontrolno protutijelo + bjelancevina G 11,7

* Za uzgoj osteoblasta stanice su zasijane u komorice za imunocitokemiju s 4 zdenca u gustoéi 0.2x10°
stanica/fmL aMEM hranjivog medija s 10% fetalnog govedeg seruma, 100 U/mL penicilina i 100 U/mL
streptomicina. Sedmoga dana kulture, u zdence je dodan diferencijacijski medij koji se sastoji od temeljnog
medija a-MEM s 10% fetalnog govedeg seruma, 100 U/mL penicilina i 100 U/mL streptomicina, uz dodatak 50
ng/mL askorbinske kiseline, 10° M deksametazona i 8 mM p-glicerofosfata, i potom mijenjan svaki drugi dan.
Anti-mi§je CD95 protutijelo (Jo2, BD Pharmingen) je dodano osteoblastnim kulturama jednokratno Sesti, deveti
i trinaesti dan u koncentraciji 1 pg/mL uz 1 pg/mL bjelan¢evine G, koja poti¢e dodatnu trimerizaciju receptora
Fas. Za kontrolu specifi¢nosti indukcije apoptoze stanice su tretirane izotipskim kontrolnim protutijelom i
bjelanevinom G u istim uvjetima kao §to je opisano za protutijelo anti-CD95. Udio apoptoti¢nih stanica je
odreden na temelju morfologije stani¢nih jezgara obojenih fluorescentnom bojom DAPI, pri ¢emu su
apoptoticnima smatrane stanice s fragmentiranim jezgrama, jezgrama s jasno kondenziranim kromatinom ili
kromatinom postavljenim uz rub jezgrene membrane. Analizirano je ukupno 500 stani¢nih jezgara po preparatu.
Pokus je ponovljen tri puta, sa sli¢nim rezultatima, a prikazani su rezultati jednog reprezentativnog pokusa.

Iz navedenih rezultata (Tablica 2.) moze se zakljuciti da je udio apoptoticnih osteoblasta
odreden in situ, bez odizanja od podloge, bio manji nego udio apoptoti¢nih osteoblasta
odreden protocnom citometrijom. Udio netretiranih stanica koje su imala fragmentirane jezgre
u trenutku dodavanja medija koji poti¢e usmjeravanje stanica prema osteoblastnoj lozi (7. dan
stani¢ne kulture) je iznosio 7 %, a dodavanjem protutijela anti-CD95 taj se udio povecao na
10 %. Usmjeravanjem stanica prema zrelim osteoblastima, od 10. do 14. dana stani¢ne
kulture, povecavao se broj netretiranih stanica s morfoloskim znakovima apoptoze, na 8% 10.
dana 1 11% 14. dana kulture. Sukladno nalazu proto¢ne citometrije tretiranje protutijelom

anti-CD95 nije znacajno promijenilo udio stanica s morfoloskim znakovima apoptoze 10. dan
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stani¢ne kulture (10%) (Slika 4.B), a 14. dan je udio stanica s morfoloskim znakovima
apoptoze bio za 2 postotna boda manji (9%) u odnosu na netretirane stanice (11%) i stanice
tretirane izotipskim kontrolnim protutijelom (12%). Udjeli apoptoti¢nih stanica tretiranih
izotipskim kontrolnim protutijelom i netretiranih stanica nisu se medusobno znacajno
razlikovali.

Sve navedeno upucuje da protutijelo anti-Fas moze izazvati apoptozu malog broja usmjerenih

nezrelih stanica osteoblastne loze.

54  Uc¢inak aktivacije receptora Fas na diferencijaciju osteoblasta podrijetla

sinovijalnih mezenhimnih stanica in vitro

Prethodnim nizom pokusa utvrdila sam da protutijelo anti-CD95 moze potaknuti apoptozu
malog dijela stanica osteoblastnih kultura podrijetla sinovijalnih prethodnika. Svrha je
sljede¢eg niza pokusa bila utvrditi moze li apoptoza potaknuta protutijelom anti-CD95
smanjiti diferencijaciju i konacan broj zrelih osteoblasta. Stoga sam dodavala protutijelo anti-
CD95 u razli¢itim vremenskim tockama tijekom sazrijevanja osteoblasta in vitro.

Dodavanje protutijela anti-CD95  osteoblastnim  kulturama podrijetla  sinovijalnih
mezenhimnih stanica smanjilo je povr§inu obojenu crveno histokemijskim bojenjem enzima
AP, dok je povecalo ukupan broj stanica i kolonija fibroblastnih znaajki (CFU-F, prema
engl. colony forming unit-fibroblast) obojenih metilenskim plavilom (MB, prema engl.
methylene blue). Najizrazitije smanjenje broja kolonija opazila sam kad je protutijelo anti-
CD95 dodano u sve tri vremenske tocke (Slika 5.A).

Tretiranje osteoblastnih kultura protutijelom anti-CD95 6. i 13. dan je znacajno smanjilo
aktivnost AP u lizatima stanica 7. i 14. dana kulture (Slika 5.B), a tretiranje protutijelom anti-
CD95 u sve tri vremenske toc¢ke je smanjilo na Cetvrtinu aktivnost AP u lizatu stanica 14.
dana kulture (Slika 5.B). Tretiranje protutijelom anti-CD95 9. dana kulture nije izazvalo

znacajnu promjene aktivnosti AP u stanicnom lizatu 10. dana kulture (Slika 5.B).
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Slika 5. Djelovanje anti-miSjeg CD95 protutijela na sazrijevanje osteoblasta podrijetla sinovijalnih
mezenhimnih stanica. Sinovijalne mezenhimne stanice su zasijane u plo&ice s 24 zdenca u gustoéi 0,2x10°
stanica/mL a-MEM hranjivog medija s 10% fetalnog govedeg seruma, 100 U/mL penicilina i 100 U/mL
streptomicina. Sedmoga dana kulture, u zdence je dodan diferencijacijski medij koji se sastoji od temeljnog
medija a-MEM s 10% fetalnog govedeg seruma, 100 U/mL penicilina i 100 U/mL streptomicina, uz dodatak 50
pg/mL askorbinske kiseline, 10° M deksametazona i 8 mM p-glicerofosfata, i potom mijenjan svaki drugi dan.
Misje aktivacijsko protutijelo anti-CD95 (Jo2) je dodavano osteoblastnim kulturama jednokratno Sesti, deveti i
trinaesti dan kulture, ili u sve tri vremenske tocke, u koncentraciji 1 pg/mL, uz 1 pg/mL bjelandevine G, koja
poti¢e dodatnu trimerizaciju receptora Fas. Za kontrolu specifi¢nosti stanicama je dodano izotipsko kontrolno
protutijelo (imunoglobulin G, skupine A2 armenskoga hrcka) i bjelanCevina G u istim uvjetima kao S$to je
navedeno za protutijelo anti-CD95. (A) Kolonije stanica osteoblastne loze Cetrnaestoga dana stani¢ne kulture,
histokemijski obojene crveno koriStenjem kemikalija za odredivanje aktivnosti alkalne fosfataze (AP; gornje
slike), te ukupne stanice i fibroblastne kolonije (CFU-F, prema engl. colony forming unit-fibroblast) u istim
zdencima histokemijski obojene plavo metilenskim plavilom (MB, prema engl. methylene blue; gornje slike).
Promatran je broj kolonija u ukupno 4 zdenca plocice za kulturu s 24 zdenca, a prikazani su reprezentativni
zdenci; (B) Aktivnost AP u stani¢nim lizatima tijekom sazrijevanja osteoblasta podrijetlom iz sinovijalnih
mezenhimnih stanica odredena kolorimetrijskim postupkom. Aktivnost je mjerena iz stani¢nih lizata dobivenih
iz ukupno 6 zdenaca ploc¢ice za kulturu s 24 zdenca. U kolorimetrijskom postupku kao kromogeni supstrat je
koristen p-nitrofenil fosfat koji AP pretvara u obojeni p-nitrofenol (pNP), a intenzitet boje o€itan pri valnoj
duljini 405 nm je proporcionalan aktivnosti enzima. Aktivnost AP je izracunata pomocéu jednadzbe pravca
standardne krivulje dobivene mjerenjem apsorbancija u standardnim uzorcima s poznatim koncentracijama p-
nitrofenola i izraZzena kao uM stvorenog pNP na sat; (C) Izrazaj mRNA za Fas, Runx2 i AP tijekom sazrijevanja
osteoblasta in vitro. Stanice za izolaciju RNA su dobivene iz ukupno 6 zdenaca plocice za kulturu s 24 zdenca.
Vrijednosti izrazaja su dobivene uporabom standardne krivulje izraZaja ciljnoga gena u uzorku za kalibraciju
(cDNA iz kulture osteoblasta) i normalizirane u odnosu na koli¢inu mRNA za B-aktin (,,endogena‘“ kontrola).
Stani¢na kultura, histokemijsko bojanje, odredivanje aktivnosti AP i analiza genskog izrazaja postupkom qRT-
PCR su ponovljeni tri puta sa sli¢nim rezultatima, a na slici je prikazan jedan od pokusa. Runx2, transkripcijski
¢imbenik Runx2 (prema engl. runt related transcription factor 2).
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Specifi¢nost ovoga ucinka je potvrdena dodavanjem izotipskoga kontrolnoga protutijela
osteoblastnim kulturama u istim uvjetima kao i protutijela anti-CD95, te nalazom da njegovo
dodavanje nije dovelo do znacajne promjene broja osteoblastnih kolonija, niti aktivnosti AP u
lizatima stanica u odnosu na netretirane stanice (Slika 5.A, B).

Dodavanje protutijela anti-CD95 nije mijenjalo izrazaj gena za Fas tijekom sazrijevanja
osteoblasta podrijetlom iz sinovijalnih mezenhimnih stanica (Slika 5.C). Medutim, njegovim
dodavanjem 6., 9. 1 13. dan te u sve tri vremenske tocke je doslo do znacajnog smanjenja
izrazaja gena za Runx2 7.,10. i 14. dana, te smanjenja izrazaja gena za AP 7.1 14. dan kulture
(Slika 5.C). Dodavanje protutijela anti-CD95 9. dan kulture nije izazvalo znacajniju promjenu

izrazaja gena za AP (Slika 5.C).

5.5  Ucinak nedostatnosti receptora Fas na klinicki tijek i histoloski nalaz oStecenja

zgloba tijekom artritisa potaknutog antigenom

Trideset i petog dana nakon imunizacije miSeva s mBSA, odnosno 14 dana nakon
intraartikularne injekcije, koljeni zglobovi B6 miSeva intraartikularno injiciranih s mBSA su
imali statisticki zna€ajno ve¢i promjer (3,2140,18mm) u odnosu na kontrolnu skupinu miseva
injiciranih PBS otopinom (2,98+0,13mm, p<0,001; Studentov t-test). U miSeva Fas —/— je taj
ucinak izostao i nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu promjera koljenih zglobova
miseva Fas —/— intraartikularno injiciranih s mBSA (2,97+0,15mm) i kontrolne skupine
miseva Fas —/— injiciranih PBS otopinom (2,87+0,12mm, Slika 7.A).

Histoloska procjena koljenih zglobova 35 dana nakon imunizacije miSeva s mBSA, odnosno
14 dana nakon intraartikularne injekcije, prema kriterijima prikazanima u Tablici 1., pokazala
je statisti¢ki znacajno upalno ostecenje zglobova B6 miseva intraartikularno injiciranih s
MBSA u odnosu na kontrolnu skupinu miseva injiciranih PBS otopinom (p<0,001; Studentov
t-test, Slika 7.C, Tablica 3). Intenzitet upalnog ostecenja zglobova Fas —/— miseva je bio
podjednak u skupini miSeva intraartikularno injiciranih s mBSA i skupini miSeva

intraartikularno injiciranih PBS otopinom (Slika 7.C, Tablica 3).

o1



56  Ucinak nedostatnosti receptora Fas na jukstaartikularni gubitak kosti u artritisu

potaknutom antigenom

Histomorfometrijska analiza distalnih metafiza bedrenih kostiju 35. dan nakon imunizacije
miseva s mBSA, odnosno 14 dana nakon intraartikularne injekcije, je pokazala statisticki
znacajno smanjenje kostanog volumena (Slika 8.B), Sirine (Slika 8.C) i1 broja (Slika 8.D)
kostanih gredica, te povecanje razdvojenosti kostanih gredica (Slika 8.E) u B6 miSeva
intraartikularno injiciranin s mBSA u odnosu na kontrolnu skupinu miseva injiciranih PBS
otopinom (p<0,001; Studentov t-test). Nasuprot tome, kostani parametri Se nisu statisti¢ki
razlikovali izmedu skupine Fas —/— miSeva intraartikularno injiciranin s mBSA i skupine
injicirane PBS otopinom. Mikro—kompjutorizirana tomografija distalnih metafiza bedrenih
kostiju miSeva 35. dan nakon imunizacije miseva s mMBSA, odnosno 14 dana nakon
intraartikularne injekcije, je pokazala statisti¢ki znacajno smanjenje koStanog volumena (Slika
9.B) i broja kostanih gredica (Slika 9.D) u B6 miseva intraartikularno injiciranin s mBSA u

odnosu na kontrolnu skupinu miseva injiciranih PBS otopinom (p<0,001; Studentov t-test).

Subakutni artritis

B6 ctrl B6 AIA

Slika 6. HistoloSke promjene koljenih zglobova tijekom artritisa potaknutog antigenom u miseva divljeg
tipa (B6). MiSevi B6 su Zrtvovani 28. (akutni artritis) i 35. (subakutni artritis) dan poslije primarne imunizacije
metiliranim govedim serumskim albuminom (mBSA), odnosno 7. i 14. dan nakon intraartikularne injekcije
mBSA ili PBS otopine. Histoloska procjena artritisa je provedena na rezovima debljine 6 um koljenih zglobova
obojanim postupkom Goldner-Masson-trikrom. Lijevi niz slika (B6 ctrl), reprezentativni histoloski frontalni
rezovi kroz sredinu koljena kontrolnih miseva, injiciranih intraartikularno PBS otopinom; desni niz slika (B6
AlA, prema engl. antigen induced arthritis), reprezentativni histoloski frontalni rezovi kroz sredinu koljena
miseva s razvijenim artritisom injiciranih intraartikularno s mBSA. Na histoloskim rezovima je procijenjivana
celularnost sinovije, eksudat u zglobnom prostoru, razaranje hrskavice, te oSte¢enje subhondralne kosti

invazijom panusa (strjelice) i bodovana prema skali prikazanoj u Tablici 1.
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Slika 7. Klini¢ka i histolo§ka procjena subakutnog artritisa u miSeva divljeg tipa (B6) i miSeva s izbaenim
genom za Fas (Fas —/-). B6 i Fas —/— miSevi su Zrtvovani 35. dan poslije primarne imunizacije s metiliranim
govedim serumskim albuminom (mBSA), odnosno 14. dan nakon intraartikularne injekcije mBSA (AIA, prema
engl. antigen induced arthritis) ili PBS otopine (ctrl). (A) Nakon skidanja koze, promjer koljenih zglobova je
izmjeren pomiénim mjerilom, pri ¢emu je svako koljeno mjereno tri puta, a kao rezultat su uzeti njihovi
medijani. Najmanji broj miSeva po skupini bio je 6. Pokus je ponovljen tri puta, a prikazani su rezultati jednoga
pokusa. Promjer koljena je prikazan kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD). *p<0,001 (Studentov t-
test). (B) Histoloska procjena artritisa je provedena na frontalnim rezovima kroz sredine koljenih zglobova,
debljine 6 pum, obojanim tehnikom Goldner-Masson-trikrom. Prikazani su reprezentativni histoloski rezovi
koljenih zglobova B6 i Fas —/— miseva intraartikularno injiciranih s mBSA (AIA) ili PBS otopinom (ctrl). (C)
Semikvantitativna procjena jacine zglobne upale je napravljena slijepim bodovanjem reza svakog koljenog
zgloba miSeva injiciranih s mBSA (AlA) i PBS otopinom (ctrl) prema elementima zglobne upale koji uklju¢uju
sinovitis, eksudat u zglobnom prostoru, razaranje hrskavice i oStecenje subhondralne kosti, prema skali
prikazanoj u Tablici 1. Najmanji broj miseva po skupini je bio Sest. Pokus je ponovljen tri puta, a prikazani su
rezultati jednoga pokusa. Rezultati bodovanja pojedinih kriterija te ukupan zbroj bodova su prikazani kao
medijan + interkvartilni raspon (IQR, prema engl. interquartile range; crte predstavljaju najmanju i najveéu
vrijednost), *p<0,001, u odnosu na kontrolnu skupinu miseva (Kruskal-Wallis test, Man-Whitney test s
Bonferonijevom korekcijom) .
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Tablica 3. HistoloSka procjena zglobne upale u subakutnom artritisu u miseva divljeg tipa
(B6) i miseva s izbacenim genom za Fas (Fas —/—)

Skupine miseva Sinovitis Eksudat u zglobnom Razaranje Ostecenje Ukupan zbroj
prostoru hrskavice subhondralne bodova
kosti
B6 ctrl 0 0 0 0 0
(n=7) 0 0 1 0 1
0 0 1 0 1
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 1 0 0 1
0 1 0 0 1
Medijan (IQR) 0 (0-0) 0 (0-0,5) 0 (0-0,5) 0 (0-0) 1(0-1)
B6 AIA 3 3 3 3 12
(n=7) 2 1 1 0 4
3 3 2 1 9
2 1 1 1 5
3 2 1 1 7
3 3 2 2 10
3 2 2 1 8
Medijan (IQR) 3(2,5-3)* 2 (1,5-3)* 2 (1-2)* 1(1-1,5)* 8 (6-9,5)*
Fas —/—ctrl 0 0 1 0 1
(n=12) 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
3 3 2 2 10
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 1 0 1
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
Medijan (IQR) 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0,25) 0 (0-0) 0 (0-0,25)
Fas —/- AIA 1 0 0 0 1
(n=12) 0 0 0 0 0
1 2 1 1 5
0 1 0 0 1
0 0 0 0 0
0 1 0 0 1
0 0 0 0 0
0 1 0 0 1
2 1 1 0 4
0 1 0 0 1
1 1 1 1 4
0 1 0 0 1
Medijan (IQR) 0 (0-1) 1(0-1) 0 (0-0,25) 0 (0-0) 1 (0-1,75)

*MiSevi divljeg tipa (B6) i misevi s izbaenim genom za receptor Fas (Fas —/-) su zrtvovani 35. dan poslije
primarne imunizacije s metiliranim govedim serumskim albuminom (mBSA), odnosno 14. dan nakon
intraartikularne injekcije mBSA (AIA, prema engl. antigen induced arthritis) ili PBS otopine (ctrl). Histoloska
procjena artritisa provedena je na frontalnim rezovima kroz sredine koljenih zglobova, debljine 6 pum, obojanim
tehnikom Goldner-Masson-trikrom. Semikvantitativna procjena jacine zglobne upale je napravljena slijepim
bodovanjem reza svakog koljenog zgloba prema elementima zglobne upale koji ukljucuju sinovitis, eksudat u
zglobnom prostoru, razaranje hrskavice i oSte¢enje subhondralne kosti, a prema skali prikazanoj u Tablici 1.
Prikazano je bodovanje navedenih kritrija te ukupan zbroj bodova za pojedine miseve, a rezultati za pojedine
skupine miseva su prikazani kao medijan (interkvartilni raspon [IQR, prema engl. interquartile range]).
*p<0,001 (Kruskal-Wallis i Mann-Whitney testovi). Pokus je ponovljen tri puta, a prikazani su rezultati jednoga
pokusa.
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Slika 8. Ucinak artritisa potaknutog antigenom na resorpciju jukstaartikularne trabekularne Kosti u
miseva divljeg tipa (B6) i miSeva s izba¢enim genom za Fas (Fas —/-). MiSevi B6 i Fas —/— su Zrtvovani 35.
dan poslije primarne imunizacije metiliranim govedim serumskim albuminom (mBSA), odnosno 14. dan nakon
intraartikularne injekcije mBSA ili PBS otopine. Najmanji broj miSeva po skupini je bio Sest. Pokus je ponovljen
tri puta, a prikazani su rezultati jednoga pokusa. Histomorfometrijska analiza je provedena na frontalnim
rezovima distalnih dijelova bedrenih kostiju debljine 6 um, obojenim tehnikom Goldner-Masson-trikrom (A),
reprezentativni rezovi distalnih dijelova bedrenih kostiju B6 i Fas —/— miSeva injiciranih intraartikularno puferom
PBS (ctrl) i mBSA (AlA), (B) udio trabekularne kosti (BV/TV, prema engl. bone volume/total volume; %), (C)
Sirina trabekula (Tb.Th., prema engl. trabecular thickness; pum), (D) broj trabekula (Tb.N., prema engl.
trabecular number; /mm), i (E) odvojenost trabekula (Th.Sp, prema engl. trabecular separation; um) miseva
intraartikularno injiciranih s mBSA (ctrl) i PBS otopinom (AlA) su prikazani kao srednja vrijednost =+
standardna devijacija (SD). *p<0,05 (Studentov t-test).
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Slika 9. Uc¢inak artritisa potaknutog antigenom na resorpciju jukstaartikularne trabekularne Kkosti
analiziran mikro-kompjuteriziranom tomografijom (uCT) distalnih metafiza bedrenih kostiju u miSeva
divljeg tipa (B6) i miSeva s izbafenim genom za Fas (Fas —/-). MiSevi B6 i Fas —/— su zrtvovani 35. dan
poslije primarne imunizacije metiliranim govedim serumskim albuminom (mBSA), odnosno 14. dan nakon
intraartikularne injekcije mBSA (AIA, prema engl. antigen induced arthritis) ili PBS otopine (ctrl). Bedrene
kosti su snimljene svakih 0.7° kroz 360° rotacije, pri rezoluciji od 2 pm te uz koristenje aluminijskog filtera
debljine 0.5 mm i rekonstruirane kori$tenjem softvera SkyScan Recon. Trodimenzionalna analiza trabekularne
kosti je provedena u podruéju kosti koje se nalazi na 0,1 mm distalno od ploce rasta. Najmanji broj miSeva po
skupini je bio Sest. Pokus je ponovljen tri puta, a prikazani su kumulativni rezultati sva tri pokusa. (A)
Trodimenzionalna rekonstrukcija reprezentativnih uzoraka trabekularne kosti iz distalnih dijelova bedrenih
kostiju B6 i Fas —/— miSeva injiciranih intraartikularno PBS otopinom (ctrl) i mBSA (AlA), (B) Udio
trabekularne kosti (BV/TV, prema engl. bone volume/total volume; %), (C) debljina trabekula (Th.Th., prema
engl. trabecular thickness; pum), (D) broj trabekula (Tb.N., prema engl. trabecular number; /mm), i (E)
razdvojenost trabekula (Th.Sp, prema engl. trabecular separation; um) miseva intraartikularno injiciranih s
mBSA (AIA) i PBS otopinom (ctrl) su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD). *p<0,05
(Studentov t-test).
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Opisano smanjenje nije bilo prisutno u Fas —/— miseva intraartikularno injiciranih s mBSA u
usporedbi s miSevima injiciranim PBS otopinom (Slika 9.).

Da bih utvrdila stiti i nedostatnost receptora Fas od sustavnog gubitka kosti u artritisu
potaknutom antigenom, mikro-kompjutoriziranom tomografijom sam analizirala tijela L2
kraljezaka B6 i Fas —/— miSeva Zrvovanih 35 dana nakon imunizacije s mBSA, odnosno 14
dana nakon intraartikularne injekcije s mBSA ili PBS otopinom. Volumen trabekularne kosti,
broj, Sirina i razdvojenost kostanih gredica se nisu znacajno razlikovali izmedu testiranih
skupina miSeva (Slika 10.), $to ukazuje da subakutna faza artritisa potaknutog antigenom
nema za posljedicu sustavni gubitak kosti. Sustavni gubitak kosti u subakutnoj fazi artritisa ne
pojavljuje se ni kao posljedica imunizacije miSeva s mBSA, $to sam potvrdila usporedbom
varijabli gustoCe trabekularne kosti pokusnih skupina miseva S kontrolnom skupinom
neimuniziranih B6 miSeva iz istoga legla, i pokazala da neimunizirani miSevi imaju
podjednake vrijednosti volumena trabekularne kosti (13,40+2,01% u neimuniziranih miSeva
usporedno s 10,77+2,08% u imuniziranih B6 miseva), broja (1,60+£0,17/mm usporedno s
1,38+0,25/mm), Sirine (83,28+6,76 um usporedno s 77,72+3,52 um) i razdvojenosti kostanih
gredica (247,90+10,89 um usporedno s 261,92+27,72 um) kao i pokusne skupine.
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Slika 10. Uc¢inak artritisa potaknutog antigenom na sustavnu resorpciju kosti analiziran mikro-
kompjuteriziranom tomografijom (uCT) tijela drugog lumbalnog (L2) kraljeSka u miSeva divljeg tipa
(B6) i miSeva s izbatenim genom za Fas (Fas —/-). MiSevi B6 i Fas —/— su Zrtvovani 35. dan poslije primarne
imunizacije metiliranim govedim serumskim albuminom (mBSA), odnosno 14. dan nakon intraartikularne
injekcije mBSA (AIA, prema engl. antigen induced arthritis) ili PBS otopine (ctrl). Kosti su snimljene na svakih
0.5° kroz 180° rotacije, pri rezoluciji od 9 pum te uz koriStenje aluminijskog filtera debljine 0.5 mm.
Trodimenzionalna analiza trabekularne kosti je provedena u srediSnjem dijelu L2 kraljeska. Najmanji broj
miSeva po skupini je bio Sest. Pokus je ponovljen tri puta, a prikazani su rezultati jednoga pokusa. (A) Udio
trabekularne kosti (BV/TV, prema engl. bone volume/total volume; %), (B) debljina trabekula (Tbh.Th., prema
engl. trabecular thickness; pm), (C) broj trabekula (Tb.N., prema engl. trabecular number; /mm), i (D)
razdvojenost trabekula (Th.Sp, prema engl. trabecular separation; um) miseva intraartikularno injiciranih s
mBSA (AIA) i PBS otopinom (ctrl) su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija (SD). *p<0,05
(Studentov t-test).
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5.7 Uc¢inak zglobne upale na diferencijaciju osteoblasta podrijetla sinovijalnih

mezenhimnih stanica i stanica koS$tane srzi u miSeva B6 i Fas —/—

S obzirom da se zna da aktivacija receptora Fas, uz ograniCeni apoptoti¢ni ucinak, koci
diferencijaciju osteoblasta (243), izgledno je da bi ligand Fas izrazen na aktiviranim
limfocitima T u zglobovima zahvadenim artritisom mogao zakociti diferencijaciju stanica
osteoblastne loze, te tako doprinijeti gubitku kosti.

Stoga sam analizirala lokalni ucinak zglobne upale na diferencijaciju osteoblasta podrijetla
sinovijalnih mezenhimnih stanica, te ucinak bolesti na diferencijaciju osteoblasta iz
mezenhimnih stanica koStane srzi zglobu prileZzeé¢e kosti, u miSeva divljega tipa i Fas —/—
miseva.

Sinovijalne mezenhimne stanice koljenih zglobova miseva divljeg tipa intraartikularno
injiciranin s mBSA, 14. dan kulture su stvorile vise osteoblastnih kolonija histokemijski
obojenih na AP (Slika 11.A), koje su pokazivale i statisticki znac¢ajno vecu povrs§inu obojenu
crveno histokemijskim bojenjem enzima AP (Slika 11.B) u odnosu na miSeve intraartikularno
injicirane s PBS otopinom. Nasuprot tome, skupine Fas —/— miSeva intraartikularno injicirane
s mBSA i PBS otopinom,14. dana kulture se nisu razlikovale u broju osteoblastnih kolonija
niti u intenzitetu bojanja AP (Slika 11.A,B).

Nadalje, aktivnost AP u kulturi osteoblasta podrijetla sinovijalnih mezenhinmnih stanica u
obje skupine miseva divljega tipa bila je najvec¢a 7. dana kulture i postupno se smanjivala
tijekom 14 dana kulture osteoblasta. U skupini miSeva divljeg tipa intraartikularno injiciranih
s mBSA 7., 10. i 14. dan kulture aktivnost AP je bila dvostruko veca, nego u miSeva
injiciranih PBS otopinom (Slika 11.C). Aktivnost AP u kulturi osteoblasta Fas —/— miseva je
bila najve¢a 10. dana kulture, no niti u jednoj vremenskoj tocki nije bilo znacajne razlike
izmedu skupina miSeva injiciranih s mBSA ili PBS otopinom (Slika 11.C).

Izrazaj gena specificnih za osteoblaste tijekom kulture osteoblasta podrijetla sinovijalnih
mezenhimnih stanica sam analizirala postupkom qRT-PCR. U odnosu na osteoblaste miSeva
divljega tipa injiciranih puferom PBS, u kojima se rani biljeg osteoblasta, transkripcijski
¢imbenik Runx2, poceo pojavljivati usmjeravanjem stanica dodavanjem diferencijacijskog
medija za osteoblaste 7. dan kulture i potom rastao do 14. dana kulture, Runx2 je bio izrazen
ve¢ 1 u neusmjernim sinovijalnim mezenhimnim stanicama iz zglobova miSeva
intraartikularno injiciranih s mBSA, a kasnije se njegov izrazaj nije razlikovao od onoga u

miseva injiciranih PBS otopinom. U Fas —/— miSeva intraartikularno injiciranih s mBSA,
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izrazaj gena za Runx2 je 7. i 14. dan kulture bio zna¢ajno visi U 0dnosu na miseve injicirane
PBS otopinom (Slika 11.D).

Izrazaj gena za AP bio je najveci tijekom pocetnog usmjeravanja stanica osteoblastne loze,
odnosno 7. dan kulture osteoblasta u obje skupine miSeva, a potom se smanjivao do 14. dana
kulture na vrijednosti slicne onima u neusmjerenih sinovijalnih mezenhimnih stanica. U
miseva intraartikularno injiciranih s mBSA, porast izrazaja AP 7. dana kulture je bio znacajno
veéi u Fas —/— miSeva, a 10. dana kulture je bio veé¢i u miSeva divljega tipa, u odnosu na
miseve injicirane PBS otopinom (Slika 11.D).

Biljeg zrelih osteoblasta, OPG, u misSeva divljega tipa je postupno rastao do 10. dana kulture
osteoblasta i potom se odrzavao na toj razini i u zrelim osteoblastima 14. dan kulture, te se
nije razlikovao u skupinama miSeva injiciranima s mBSA ili PBS otopinom (Slika 11.D).

U Fas —/— miseva injiciranih s mBSA, izrazaj gena za OPG 7. dana kulture je bio znacajno
veci odnosu na miSeve injicirane PBS otopinom, dok u ostalim vremenskim to¢kama nije bilo
razlike u izrazaju gena za OPG medu skupinama, te je izrazaj bio slican onome u miseva
divljega tipa (Slika 11.D).

RANKL je bio vrlo slabo izrazen u neusmjerenim sinovijalnim mezenhimnim stanicama u
miseva divljega tipa i Fas —/— miSeva injiciranih PBS otopinom, rastao je prvih sedam dana
kulture, te se potom odrzavao na toj razini i u zrelim osteoblastima. U miSeva divljega tipa
injiciranih s MBSA je doslo do znacajnoga porasta izrazaja gena za RANKL u neusmjerenim
sinovijalnim mezenhimnim stanicama i 7. dana kulture osteoblasta, dok je porast izostao u Fas
—/— miSeva injiciranih s mBSA (Slika 11.D).

Kako bih istrazila ucinak upale na osteoblastogenetski potencijal koStane srzi prilezece kosti,
promatrala sam osteoblastnu diferencijaciju mezenhimnih stanica koStane srzi misjih bedrenih
kostiju.

Osteoblastnom diferencijacijom stanica kostane srzi miSeva divljega tipa i miSeva Fas —/—
intraartikularno injiciranin s mBSA, 14. dana kulture u obje skupine je stvoreno vise
osteoblastnih kolonija histokemijski obojenih na AP (Slika 12.A,B), koje su pokazivale i
statisticki znacajno vecu povrSinu bojanja AP (Slika 12.A,B) u odnosu na misSeve
intraartikularno injicirane s PBS otopinom. Aktivnost AP u osteoblastnim kulturama stanica
kostane srzi je postupno rasla tijekom 14 dana kulture, te je 7. 1 10. dan u kulturama miSeva
divljega tipa i Fas —/— misSeva intraartikularno injiciranih s mBSA aktivnost AP bila
peterostruko veca nego u skupinama miseva injiciranih PBS otopinom. Aktivnost AP je bila
dvostruko veéa u obje skupine miSeva divljega tipa i odnosu na u Fas —/— miSeve.

Cetrnaestoga dana kulture osteoblasta aktivnost AP je bila podjednaka u obje skupine miseva
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Dan stanicne kulture

Slika 11. U¢inak artritisa potaknutog antigenom na in vitro osteoblastnu diferencijaciju sinovijalnih
mezenhimnih prethodnika u miSeva B6 i Fas —/—. Sinovijalne mezenhimne stanice su zasijane u plocice s 24
zdenca u gustoéi 0,2x10° stanica/mL a-MEM hranjivog medija s 10% fetalnog govedeg seruma, 100 U/mL
penicilina i 100 U/mL streptomicina. Sedmoga dana kulture u zdence je dodan diferencijacijski medij koji se
sastoji od temeljnog medija a-MEM s 10% fetalnog govedeg seruma, 100 U/mL penicilina i 100 U/mL
streptomicina, uz dodatak 50 pg/mL askorbinske kiseline, 10® M deksametazona i 8 mM p-glicerofosfata i
potom mijenjan svaki drugi dan. (A) Kolonije stanica osteoblastne loze Cetrnaestoga dana stani¢ne kulture,
histokemijski obojene crveno koriStenjem kemikalija za odredivanje aktivnosti alkalne fosfataze (AP), te ukupne
stanice i fibroblastne kolonije (CFU-F, prema engl. colony forming unit-fibroblast) u istim zdencima
histokemijski obojene plavo metilenskim plavilom (MB, prema engl. methylene blue; gornje slike). Promatran je
broj kolonija u ukupno 6 zdenaca plo¢ice za kulturu s 24 zdenca, a prikazani su reprezentativni zdenci. (B)
Intenzitet bojanja AP je izmjeren u 6 zdenaca plo€ice za kulturu s 24 zdenca u Kulturi ostoblasta podrijetla
sinovijalnih mezenhimnih stanica te prikazan kao aritmeti¢ka sredina + SD. (C) Aktivnost AP u stani¢nim
lizatima tijekom sazrijevanja osteoblasta podrijetlom iz sinovijalnih mezenhimnih stanica odredena
kolorimetrijskim postupkom. Aktivnost je mjerena iz stanicnih lizata dobivenih iz ukupno 6 zdenaca plocice za
kulturu s 24 zdenca. U kolorimetrijskom postupku kao kromogeni supstrat je koristen p-nitrofenil fosfat koji AP
pretvara u obojeni p-nitrofenol (pNP), a intenzitet boje ocitan pri valnoj duljini 405 nm je proporcionalan
aktivnosti enzima. Aktivnost AP je izraGunata pomocu jednadZzbe pravca standardne krivulje dobivene
mjerenjem apsorbancija u standardnim uzorcima s poznatim koncentracijama p-nitrofenola i izraZena kao pM
stvorenog pNP na sat; (D) Izrazaj mRNA za Runx2, AP, OPG i RANKL tijekom sazrijevanja osteoblasta
podrijetlom iz sinovijalnih mezenhimnih stanica. Stanice za izolaciju RNA su dobivene zdruzivanjem 6 zdenaca
ploc¢ice za kulturu s 24 zdenca. Vrijednosti izrazaja su dobivene uporabom standardne krivulje izraZaja ciljnoga
gena u uzorku za kalibraciju (¢cDNA iz kulture osteoblasta) i normalizirane u odnosu na koli¢inu mRNA za (-
aktin (,,endogena“ kontrola). Stani¢na kultura, histokemijsko bojanje, odredivanje intenziteta bojanja AP,
odredivanje aktivnosti AP i analiza genskog izrazaja postupkom qRT-PCR su ponovljeni tri puta sa sliénim
rezultatima, a na slici je prikazan jedan od pokusa. Runx2, transkripcijski ¢imbenik Runx2 (prema engl. runt
related transcription factor 2); OPG, osteoprotegerin; RANKL, ligand receptora za pobudu jezgrinog ¢imbenika
kB (prema engl. receptor activator of nuclear factor-«B ligand).
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Dan stanicne kulture

Slika 12. U¢inak artritisa potaknutog antigenom na in vitro diferencijaciju osteoblasta iz mezenhimnih
stanica koStane srzi u miSeva B6 i Fas —/—. Stanice koS$tane srzi su zasijane u plocice s 24 zdenca u gustoéi
1x10° stanica/mL a-MEM hranjivog medija s 10% FBS (prema engl. fetal bovine serum), 100 U/mL penicilina i
100 U/mL streptomicina. Sedmoga dana kulture u zdence je dodan diferencijacijski medij koji se sastoji od
temeljnog medija a-MEM s 10% fetalnog govedeg seruma, 100 U/mL penicilina i 100 U/mL streptomicina, uz
dodatak 50 pg/mL askorbinske kiseline, 10® M deksametazona i 8 mM B-glicerofosfata, i potom mijenjan svaki
drugi dan. (A) Kolonije stanica osteoblastne loze podrijetlom iz stanica koStane srZi Cetrnaestoga dana stani¢ne
kulture, histokemijski obojene crveno koristenjem kemikalija za odredivanje aktivnosti alkalne fosfataze (AP), te
ukupne stanice i fibroblastne kolonije (CFU-F, prema engl. colony forming unit-fibroblast) u istim zdencima
histokemijski obojene plavo metilenskim plavilom (MB, prema engl. methylene blue; gornje slike). Promatran je
broj kolonija u ukupno 6 zdenaca ploCice za kulturu s 24 zdenca, a prikazani su reprezentativni zdenci; (B)
Intenzitet bojanja AP izmjeren u 6 zdenaca plocice za kulturu s 24 zdenca u kulturi ostoblasta podrijetlom iz
stanica koStane srzi te prikazan kao aritmeti¢ka sredina + SD. (C) Aktivnost AP u stani¢nim lizatima tijekom
sazrijevanja osteoblasta podrijetlom iz stanica koStane srzi odredena kolorimetrijskim postupkom. Aktivnost je
mjerena iz stani¢nih lizata dobivenih iz ukupno 6 zdenaca plo€ice za kulturu s 24 zdenca. U kolorimetrijskom
postupku kao kromogeni supstrat koristen je p-nitrofenil fosfat kojeg AP pretvara u obojeni p-nitrofenol (pNP), a
intenzitet boje o€itan pri valnoj duljini 405 nm je proporcionalan aktivnosti enzima. Aktivnost AP je izracunata
pomocu jednadZzbe pravca standardne krivulje dobivene mjerenjem apsorbancija u standardnim uzorcima s
poznatim koncentracijama p-nitrofenola i izrazena kao uM stvorenog pNP na sat; (D) Izrazaj mRNA za Runx2,
AP, OPG i RANKL tijekom sazrijevanja osteoblasta podrijetlom iz stanica koStane srzi. Stanice za izolaciju
RNA su dobivene zdruZivanjem 6 zdenaca plo€ice za kulturu s 24 zdenca. Vrijednosti izrazaja dobivene su
uporabom standardne krivulje izrazaja ciljnoga gena u uzorku za kalibraciju (cDNA iz kulture osteoblasta) i
normalizirane u odnosu na koli¢inu mRNA za B-aktin (,,endogena* kontrola). Stani¢na kultura, histokemijsko
bojanje, odredivanje intenziteta bojanja AP, odredivanje aktivnosti AP i analiza genskog izraZaja postupkom
gRT-PCR su ponovljeni tri puta sa sli¢nim rezultatima, a na slici je prikazan jedan od pokusa. Runx2,
transkripcijski ¢imbenik Runx2 (prema engl. runt related transcription factor 2); OPG, osteoprotegerin;
RANKL, ligand receptora za pobudu jezgrinog ¢imbenika kB (prema engl. receptor activator of nuclear factor-
kB ligand).
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intraartikularno injicirane s mBSA, te dvostruko ve¢a u odnosu na miSeve injicirane PBS
otopinom (Slika 12.C).

Izrazaj gena specificnih za osteoblaste tijekom osteoblastne diferencijacije stanica koStane
srzi je takoder analiziran metodom qRT-PCR. U odnosu na osteoblaste miSeva divljega tipa i
Fas —/— miSeve injicirane PBS otopinom, u kojima se Runx2 poceo pojavljivati tek 14. dana
kulture, u obje supine miseva injiciranih s mBSA Runx2 se pocinje pojavljivati 10. dana
kulture, a 14. je dana znacajno visi u odnosu na miseve injicirane PBS otopinom (Slika 12.D).
Izrazaj gena za AP u kulturi osteoblasta koStane srzi se povecavao tijekom diferencijacije
osteoblasta i u svih skupina je bio najjace izrazen 14. dana kulture. U miseva injiciranih s
mBSA, AP je bila jace izraZzena 10. dana kulture u miseva divljega tipa, te 14. dana u Fas —/—
miseva, u odnosu na miseve injicirane PBS otopinom (Slika 12.D).

Biljeg zrelih osteoblasta, OPG, je takoder rastao s osteoblastnom diferencijacijom stanica
kostane srzi, a u u misSeva injiciranth s mBSA, OPG je bio jace izraZen 7. 1 10. dana kulture u
miseva divljega tipa, te 10. i 14. dana u Fas —/— miSeva, u odnosu na miseve injicirane PBS
otopinom (Slika 12.D).

Izrazaj gena za RANKL u neusmjerenim i nezrelim stanicama osteoblastne loze se nije
znaano razlikovao medu skupinama, dok je u obje skupine miSeva injicirane s mBSA
RANKL bio jace izrazen 10. dan kulture, a u Fas —/~miSeva i 14. dan kulture, u odnosu na

miseve injicirane PBS otopinom (Slika 12.D).
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6. RASPRAVA

6.1  Uloga sustava Fas/ligand Fas u osteoblasta sinovijalnoga podrijetla

6.1.1 Sinovijalne mezenhimne stanice diferenciraju u zrele osteoblaste

Mezenhimne mati¢ne stanice su posebna vrsta mati¢nih stanica, a glavna im je znacajka
sposobnost diferencijacije u stanice mezenhimnih tkiva, ukljucujuéi kost, hrskavicu, masno
tkivo i misi¢. Prisutnost mezenhimnih mati¢nih stanica dokazana je u razli¢itim tkivima,
poput kostane srzi (284, 285), masnog tkiva (286), periferne krvi (287), pupkovine (288),
hrskavice (289) i sinovije (290). De Bari i suradnici (290) su pokazali da ljudske sinovijalne
mezenhimne stanice takoder imaju osteoblastogenetski, hondrogenetski, adipogenetski i
miogenetski potencijal in vitro, a Sakaguchi i suradnici su (291), usporedujuéi osobine
ljudskih mezenhimnih stromalnih stanica podrijetla sinovije, koStane srzi, periosta i masnoga
tkiva, pokazali da sinovijalne mezenhimne stanice in vitro imaju najveci osteoblastogeni,
adipogeni, a posebno hondrogeni diferencijacijski potencijal.

Sinovijalne mezenhimne mati¢ne stanice SU prisutne u zdravoj sinoviji, a broj im se povecava
nakon ozljede zgloba i u upali (52). S obzirom da tada dolazi i do pojaCane angiogeneze,
smatra se da mezenhimne stanice u sinoviju mogu dospijevati iz ko$tane srzi putem krvi,
odnosno krvih zila (52). Takoder, mezenhimne stanice mogu iz koStane srzi dospjeti u
sinoviju i kanalima koji je povezuju s intraartikularnim prostorom, a koji se tijekom upale u
RA prosiruju zbog oStecenja zglobnih struktura (292). Kurth i suradnici su (293) prvi puta in
vivo potvrdili postojanje stalno prisutnih stanica pozitivnih na biljege karakteristicne za
mezenhimne stromalne stanice u sinoviji miSjeg koljenog zgloba, koje proliferiraju i
diferenciraju u hondroblaste nakon ozljede zgloba, a pokazano je da ne pripadaju
hematopoetskim i endotelijalnim stromalnim stanicama, kao ni pericitima.

Uloga mezenhimnih stanica u zglobu moze biti povezana s njihovom sposobnoscu
obnavljanja zglobnih mezenhimnih tkiva u slu¢aju ozljede ili patoloskih stanja, ukljucujuéi i
reumatoidni artritis (292). lako mezenhimne stanice imaju imunosupresivnu ulogu (11),
pokazano je da se ta sposobnost gubi pod utjecajem citokina poput TNF-o i IFN-y, a
mezenhimne stanice pojacano izrazavaju MHC II, te poti¢u nakupljanje upalnih stanica u

zglobu (294).
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Kako bih proucila ulogu sustava Fas/ligand Fas i zglobne upale u mi§jem modelu AIA na
diferencijaciju osteoblasta sinovijalnog podrijetla, prvo sam istrazila mogu li primarne misje
sinovijalne mezenhimne stanice diferencirati u zrele osteoblaste. Pritom sam analizirala
njihovu diferencijaciju histokemijskim bojanjem osteoblastnih kolonija na temelju aktivnosti
enzima AP, odredivanjem aktivnosti AP u stani¢nim lizatima te analizom izrazaja gena
specificnih za osteoblaste tijekom osteoblastne kulture. Rezultati moga istrazivanja Su
potvrdili prisutnost osteoblastnih prethodnika u sinoviji, §to je pokazano postupnim
povecavanjem broja osteoblastnih kolonija tijekom Cetrnaest dana kulture, stapanjem kolonija
1 stvaranjem konfluentnog sloja stanica histokemijski pozitivnih na AP etrnaesti dan kulture
te trostrukim porastom aktivnosti AP 10. dana kulture, u odnosu na 7. dan. Specifi¢nost
osteoblastne diferencijacije je potvrdena nalazom izrazaja gena za Runx2, AP, OPG i
RANKUL u sinovijalnim osteoblastnim kulturama.

Medutim, usporedbom uzorka izraZzaja gena specificnih za osteoblaste u sinovijalnim
mezenhimnim stanicama s uzorkom karakteristi¢cnim za osteoblaste podrijetla koStane srzi
koji su pokazali Kovaci¢ i suradnici (243), moguce je zakljuciti da se sinovijalne mezenhimne
stanice brze diferenciraju. Naime, dok osteoblasti koStane srzi biljeze najveci porast izraZaja
gena za Runx2, RANKL, OPG i AP desetoga dana kulture, osteoblasti sinovijalnoga
podrijetla slican porast biljeze ve¢ sedmoga dana. Ovome zakljuc¢ku u prilog govori i1
konfluentni sloj osteoblastnih kolonija sinovijalnoga podrijetla ¢etrnestoga dana kulture, dok
je za osteoblaste koStane srzi Cetrnaestoga dan uobicajen nalaz pojedinac¢nih i tek mjestimice
konfluiraju¢ih kolonija. Medutim, iako su kolonije sinovijalnih osteoblasta bile konfluentne,
niti u jednom pokusu nisam pronasla mineralizirane kolonije ¢etrnaestoga dana kulture, $to je
uobicajen nalaz za osteoblaste podrijetla koStane srzi.

Zaklju¢no, nalazi moga istrazivanja pokazuju da, u odnosu na mezenhimne stanice koStane
srz, sinovijalne mezenhimne stanice brze proliferiraju i postaju konfluentne, a time je ubrzana
i njihova diferencijacija. Medutim, njihovo krajnje sazrijevanje je oteZano, te ostvaruju slabiju
mineralizaciju nego zreli osteoblasti podrijetlom iz koStane srzi.

Nalaz slabije mineralizacije misjih sinovijalnih mezenhimnih stanica je u skladu s
istrazivanjem koje su proveli Djouad i suradnici (295) u kojem su, usporedujuéi njihove
transkripcijske profile gena za CII, agrekan, AP i OC, pronasli smanjeni osteogeni potencijal
ljudskih sinovijalnih mezenhimnih stanica u odnosu na mezenhimne stromalne stanice
kostane srzi. S druge strane, rezultati slabijeg osteogenetskog potencijala sinovijalnih
mezenhimnih stanica su u suprotnosti s nalazom vece multipotentnosti sinovijalnih

mezenhimnih stanica u odnosu na mezemhimne stanice drugih tkiva koju su pokazali
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Sakaguchi i suradnici (291), no razlike dobivene u ovakvim usporedbama se mogu objasniti
razli¢itim fenotipom stanica u uzorcima, razli¢itom koli¢inom mezenhimnih stromalnih
stanica u sinoviji u odnosu na koStanu srz, ili u€inkom razli¢itih mikrookolisa kojima su

stanice bile izloZene (295).

6.1.2 Receptor Fas je slabo izraZzen na stanicama osteoblastne loze podrijetla

sinovijalnih mezenhimnih stanica

Kako bih proucila izrazaj receptora Fas na stanicama osteoblastne loze podrijetla sinovijalnih
mezenhimnih stanica, koristila sam protocnu citometriju i metodu imunocitokemijskog
bojanja, koje su mi pruzile uvid u izrazaj receptora Fas na razini bjelancevine, te izolaciju
RNA i analizu genske (transkripcijske) razine izrazaja receptora Fas pomocu postupka qRT-
PCR. U provedenim pokusima sam dokazala izrazaj receptora Fas na osteoblastima podrijetla
sinovijalnih mezenhimnih stanica, a uzorak izrazaja na genskoj razini odgovarao je uzorku
izraZaja na razini bjelan¢evine. Receptor Fas je bio slabo izrazen na osteoblastima podrijetla
sinovijalnih mezenhimnih stanica, a udio stanica koje izrazavaju receptor Fas Se mijenjao
sukladno diferencijaciji osteoblasta. Izrazaj receptora Fas je rastao do sedmoga dana kulture,
te se nije znacajnije mijenjao u zrelih osteoblasta.

Izrazaj receptora Fas na osteoblastima podrijela sinovijalnih mezenhimnih stanica je u skladu
S prethodnim istraZivanjima koja su dokazala prisutnost receptora Fas na stanicama
osteoblastne loze 1 njegovu ulogu u apoptozi osteoblasta, ali koja se medusobno razlikuju u
nalazu razine izrazaja receptora Fas u razliitim stadijima diferencijacije osteoblasta.
Kawakami i suradnici (241) su proto¢nom citometrijom pokazali jak konstitutivni izrazaj
receptora Fas na vecini stanica ljudske osteosarkomske linije MG63, kao i na primarnim
ljudskim osteoblastima, dok je Bu sa suradnicima (229) metodom hibridizacije pomocu
cDNA proba pokazao slab izraZzaj gena za Fas na istoj ljudskoj osteosarkomskoj liniji (MG63)
i na zrelim ljudskim osteoblastima dobivenim uzgojem ljudskih mezenhimskih mati¢nih
stanica in vitro. Takoder, Hatakeyama i suradnici (232) su imunohistokemijski pokazali
izrazaj receptora Fas na fetalnim ljudskim osteoblastima in vivo. S druge strane, na misjoj
osteoblastnoj liniji MC3T3 Ozeki i suradnici (236) u bazalnim uvjetima nisu pronasli receptor
Fas, ali je njegov izrazaj bilo moguce potaknuti dodavanjem proupalnih citokina. Osim toga,
u primarnim kulturama misjih osteoblasta razvrstanih prema razli¢itim stupnjevima zrelosti,

Kalajzi¢ i suradnici (296) su, analizom genskog izrazaja tehnikom genskog ¢ipa, pronasli slab
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izrazaj gena za Fas. Takoder, Kovaci¢ i suradnici (243) su pokazali proto¢nom citometrijom i
analizom genskog izrazaja vrlo slab izrazaj receptora Fas tijekom ranih stadija diferencijacije
primarnih misjih osteoblasta, te porast izrazaja receptora Fas s njihovom diferencijacijom.

U suprotnosti s ovim nalazima je nalaz Leprija i suradnika (297) koji su proto¢nom
citometrijom pokazali izrazaj receptora Fas na stromalnim stani¢nim linijama uzgojenim iz
misje koStane srzi, a Wieczorek i suradnici (298) su pronasli jak izrazaj receptora Fas
tehnikom genskog mikroc¢ipa u primarnim stromalnim stani¢nim linijama uzgojenim iz misje
kostane srzi. Odudaranje rezultata istrazivanja provedenih na stromalnim linijama objasnjivo
je njihovim dugotrajnim subkultiviranjem koje postupno dovodi do sve vecih razlika u odnosu
na stanice nativne kostane srzi te nezrele stanice osteoblastne loze (299).

Opcenito slab izrazaj receptora Fas na osteoblastima podrijetla sinovijalnih mezenhimnih
stanica u mom istraZivanju, kojega niti u jednoj vremenskoj tocki nisam pronasla na vise od
17% stanica, metodoloski je usporediv s istrazivanjem Kovaci¢ i suradnika (243), a rezultati
odgovaraju slabom izrazaju receptora Fas na osteoblastima podrijetla mezenhimnih stanica
kostane srzi koji je izrazen na najvise 30% zrelih misjih primarnih osteoblasta, dok se uzorak
porasta izraZaja receptora Fas djelomicno razlikuje.

Pri tome, nalaz vrlo niskog izraZaja gena za receptor Fas u neusmjerenim sinovijalnim
mezenhimnim stanicama se razlikuje od relativno viseg genskog izrazaja receptora Fas u
stanicama pune koStane srzi, pracenoga udjelom od 30% stanica koStane srzi koje izraZzavaju
Fas na razini bjelan¢evine (243). Ovaj nalaz je ocekivan jer, dok u stanicama pune koStane
srzi veCem izrazaju receptora Fas doprinose dominantno prisutne stanice eritroidne,
granulocitne, monocitne i limfoidne loze za koje se zna da izrazavaju Fas (139, 300, 301),
medu stanicama dobivenim izolacijom kolagenazom iz zdrave sinovije je znatno manji udio
stanica hematopoetske loze koje bi doprinijele vecem izrazaju receptora Fas (302). Vec
Cetvrtoga dana kulture, nalaz 2,5% do 6% nezrelih osteoblasta podrijetla sinovijalnih
mezenhimnih stanica koji izrazavaju Fas odgovara udjelu stanica manjem od 5% koje
izrazavaju Fas na nezrelim osteoblastima iz koStane srzi Cetvrtoga i sedmoga dana kulture
osteoblasta (243), kada dolazi do postupnog odumiranja stanica ostalih loza prisutnih u punoj
kostanoj srzi.

Sedmoga dana kulture osteoblasta dolazi do nagloga porasta izrazaja receptora Fas u
osteoblastima podrijetla sinovijalnih mezenhimnih stanica, dok u osteoblastima iz koStane srzi
dolazi do sli¢énog porasta tek devetoga dana kulture (243). Ova razlika takoder ne ¢udi s
obzirom da se izrazaj receptora Fas mijenja sukladno s diferencijacijom osteoblasta, a

usporedbom izrazaja gena specificnih za osteoblaste tijekom diferencijacije mozemo
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zakljuciti da se osteoblasti podrijetla sinovijalnih mezenhimnih stanica diferenciraju brze
nego osteoblasti iz stanica kostane srzi (243), pa je oCekivan i raniji porast izrazaja receptora
Fas.

Uzimajuéi u obzir da je izrazaj receptora Fas na osteoblastima podrijetla sinovijalnih
mezenhimnih stanica bio vrlo nizak te niti u jednom trenutku nije bio izraZzen na vise od 17%
stanica, apoptoza posredovana sustavom Fas/ligand Fas moze imati djelomicnu, ali sigurno ne
i jedinu ulogu u uklanjanju osteoblasta, te posljedicnom moguc¢em smanjenju izgradnje kosti

kao mehanizmu gubitka subhondralne i i jukstaartikularne kosti tijekom zglobne upale.

6.1.3 Aktivacija receptora Fas izaziva apoptozu maloga broja osteoblasta podrijetla

sinovijalnih mezenhimnih stanica in vitro

Tijekom osteoblastne diferencijacije sinovijalnih mezenhimnih stanica in vitro, proto¢nom
citometrijom sam pronasla znacajan udio apoptoti¢nih stanica u svim fazama diferencijacije, i
to 10% apoptoti¢nih stanica sedmog dana kulture u trenutku dodavanja medija koji potice
sazrijevanje osteoblasta, te 20% do 30% apoptoti¢nih stanica desetog i1 Cetrnaestog dana
kulture. Tretiranje aktivacijskim anti-Fas protutijelom je dovelo do dvostrukog povecanja
udjela apoptoti¢nih stanica sedmog dana kulture, na 18%, a desetog i Cetrnaestog dana
stani¢ne kulture, udio apoptoti¢nih stanica odredenih proto¢nom citometrijom nije se znacajno
mijenjao dodavanjem aktivacijskog protutijela anti-Fas.

Tijekom uzgoja stanica in vitro, apoptoza je normalna pojava i jedini je mehanizam kojim
uzgajane stanice mogu odumrijeti (303), a moZe se potaknuti promjenama uvjeta stani¢ne
kulture kao $to je koncentracija kisika, pH medija, nedostatak hranjivih tvari ili ¢imbenika
rasta, ali i razliitim laboratorijskim postupcima pripreme uzoraka, poput enzimskog ili
mehani¢kog odstranjivanja stanica (283), koje je potrebno za pripremu uzoraka za proto¢nu
citometriju. Stoga sam, kako bih iskljucila utjecaj oSte¢enja stanicne membrane ili poticanja
apoptoze tijekom tripsinizacije stanica i njihove pripreme za proto¢nu citometriju, udio
apoptoticnih stanica u mom istrazivanju odredivala i in situ. S druge strane, s obzirom da
apoptoti¢ne 1 umirucée stanice imaju manju sposobnost prianjanja uz podlogu, a mrtve stanice
su potpuno odvojene od podloge te bivaju uklanjene ispiranjima u tijeku razli¢itih postupaka
obiljezavanja, odredivanje udjela apoptoti¢nih stanica in Situ moze rezultirati lazno manjim

brojem apoptoti¢nih i potpunim izostankom mrtvih stanica. Stoga je vazno zakljucke o
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apoptozi donositi na temelju rezultata istodobno provodenih, a medusobno nadopunjavajucih,
morfoloskih i proto¢no-citometrijskih postupaka.

Sukladno oc¢ekivanjima, udio apoptoti¢nih stanica odreden in situ bio je manji u odnosu na
nalaz protocne citometrije u svim vremenskim to¢kama, odnosno 7% apoptoti¢nih stanica
sedmoga dana, te 8% 1 11% apoptoti¢nih stanica desetoga i Cetrnaestoga dana kulture.
Dodavanje aktivacijskog anti-Fas protutijela dovelo je do ne§to manjeg povecanja udjela
apoptoti¢nih stanica sedmog dana kulture, sa 7% na 10% apoptoti¢nih stanica, u odnosu na
dvostruko povecanje udjela apoptoti¢nih stanica odredeno proto¢nom citometrijom.

Sukladno nalazu proto¢ne citometrije, in situ odredivanje apoptoze nije pokazalo znacajan
porast udjela apoptoti¢nih stanica nakon dodavanja aktivacijskog anti-Fas protutijela deseti
dan kulture, dok je ¢etrnaesti dan u zrelih osteoblasta udio stanica s morfoloskim znakovima
apoptoze bio za 2% manji u odnosu na netretirane stanice.

U svome istrazivanju sam takoder koristila kolorimetrijski postupak odredivanja aktivnosti
izvr$ne kaspaze-3 kao mjere apoptoze, no s obzirom na relativno mali udio apoptoti¢nih
sinovijalnih mezenhimnih stanica, ne c¢udi preslaba aktivnost kaspaze-3 za stvaranje
mjerljivog intenzititeta zuto obojenog PNA, zbog koje nisam mogla analizirati dobivene
rezultate.

S obzirom da 1 veta oSteCenja stanitne membrane apoptoti¢nih stanica mogu imati za
posljedicu ulaz PI u stanicu i lazno prikazivanje udjela mrtvih stanica, udio mrtvih stanica
takoder mozemo promatrati kao neizravni pokazatelj apoptoze. Odredivanjem mrtvih stanica
proto¢nom citometrijom sam takoder utvrdila znacajan porast udjela mrtvih stanica medu
nezrelim osteoblastima sedmoga dana kulture nakon dodavanja aktivacijskog anti-Fas
protutijela, dok je taj u¢inak izostao u zrelih osteoblasta desetoga i Cetrnaestoga dana kulture.
Sve navedeno upucuje da aktivacija receptora Fas uzrokuje apoptozu vrlo malog broja
usmjerenih nezrelih stanica osteoblastne loze podrijetla sinovijalnih mezenhimnih stanica, a
ne utjeCe na apoptozu zrelih osteoblasta. Zajedno s nalazom da ligand Fas izaziva apoptozu
manjeg broja zrelih osteoblasta podrijetla koStane srzi (243), ovaj nalaz govori u prilog
zakljucku da sustav Fas/ligand Fas u zrelih osteoblasta nema znacajnu ulogu u apoptozi (112).
Povecanje udjela apoptoti¢nih stanica izazvano dodavanjem protutijela anti-Fas bilo je
sukladno mojim rezultatima analize izrazaja receptora Fas na osteoblastima podrijetla
mezenhimnih sinovijalnih stanica, koji je biljezio najve¢i porast upravo sedmoga dana
kulture. Medutim, porast udjela apoptoticnih stanica bio je manji nego nego $to bismo
ocekivali promatrajuéi udio stanica koje izrazavaju Fas. Primjerice, sedmoga dana kulture Fas

je bio izrazen na 14-15% stanica, dok je povecanje udjela apoptoti¢nih stanica bilo 9%.
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Desetoga i Cetrnaestoga dana na zrelim je osteoblastima Fas bio izrazen na 8-17%, odnosno
na 6-16% stanica, a nije bilo zabiljezeno znacajno povecéanje udjela apoptoti¢nih stanica u
odnosu na netretirane stanice.

Ovi nalazi upucuju na zakljuak da receptor Fas nije potpuno funkcionalan na svim
osteoblastima podrijetla sinovijalnih mezenhimnih stanica na kojima je izrazen. Nalaz je u
skladu s nalazom manjeg porasta udjela apoptoti¢nih stanica osteoblastne loze iz koStane srzi
Kovaci¢ i suradnika (243) nakon dodavanja liganda Fas u kulturu osteoblasta, u odnosu na
udio stanica koje izraZzavaju Fas.

Osjetljivost osteoblasta na apoptozu posredovanu sustavom Fas/ligand Fas je regulirana
razli¢itim ¢imbenicima. Regulacija funkcionalnosti receptora Fas se moze dogadati na razini
izrazaja receptora na povrSini membrane, te na razini unutarstani¢nih signalnih zbivanja. Za
funkcionalnost receptora Fas je vazna njegova trimerizacija na povrs$ini membrane (304). lako
se 1 monomerni i dimerni oblici receptora Fas obiljezavaju protutijelima, oni nisu funkcionalni
i ne prenose apoptoticni signal. S druge strane, unutarstanic¢ni signalni sustavi zaduzeni za
prijenos apoptoti¢nog signala se mogu takoder mijenjati pod utjecajem razlicitih ¢imbenika
kao Sto su citokini, a aktivacija receptora Fas, umjesto apoptoze, moze ¢ak djelovati anti-
apoptoticki (245) i potaknuti stani¢nu proliferaciju.

Vecina ¢imbenika rasta inhibira apoptozu osteoblasta in vitro, promjerice IGF (305), FGF
(306) i IL-6 (80). S druge strane, neki ¢imbenici rasta mogu poticati apoptozu. Tako BMP-2,
iako potice izgradnju kosti, takoder poti¢e 1 odumiranje osteoblasta poti€u¢i unutrasnji
apoptoticki put oslobadanjem mitohondrijskog citokroma c te kaspaza-9, -3, -6, i -7 (307).
Nadalje, poticanje apoptoze aktivacijom receptora Fas monoklonskim protutijelom u
osteosarkomskoj liniji MG63 je moguée samo uz prisutnost IFN-y (80, 236), a u osteoblastnoj
misjoj liniji MC3T3 u prisutnosti TNF-a, IL-1f i IFN-y (236), te IGF | u primarnih ljudskih
osteoblasta (241). Osim toga, pokazano je i da osteoblasti izolirani iz kostiju Zena u
na apoptozu posredovanu sustavom Fas/ligand Fas (228).

Tofan mehanizam 1 utvrdivanje uzro¢nih cimbenika koji doprinose otpornosti dijela

osteoblasta na apoptozu u mom istraZivanju trebalo bi nadalje razjasniti.
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6.1.4 Aktivacija receptora Fas izaziva inhibiciju osteoblastogeneze sinovijalnih

mezenhimnih stanica in vitro

Smatra se da apoptoza osteoblasta ima znacajnu ulogu u odrzavanju ravnoteZze koStane
pregradnje (112) jer je poznato da apoptoza maloga broja stanica osteoblastne loze in vivo
moze dovesti do znacajnoga smanjenja broja zrelih osteoblasta, a time posljedi¢no i do
smanjene kostane gustoce (80).

S druge strane, Kovaci¢ i suradnici (243) pokazali su da je poticanje apoptoze dodavanjem
rekombinantnog liganda Fas in vitro smanjilo konacan broj osteoblastnih kolonija kada je
ligand Fas dodavan tijekom cijelog uzgoja stanica, ili samo u kasnijim vremenskim to¢kama
osteoblastnih kultura podrijetla koStane srzi, no smanjenje broja osteoblastnih kolonija bilo je
vece nego bi se ocekivalo s obzirom na pronaden relativno mali porast broja apoptoticnih
stanica izazvan dodavanjem liganda Fas.

Kako bih istrazila u¢inak dodavanja protutijela anti-Fas na diferencijaciju mezenhimnih
sinovijalnih stanica u osteoblaste, u razli¢itim sam vremenskim tockama u kulturu osteoblasta
dodavala aktivacijsko protutijelo anti-Fas, te potom analizirala broj osteoblastnih kolonija,
aktivnost AP te izrazaj gena specificnih za osteoblaste.

Dodavanje protutijela anti-Fas stanicama osteoblastnih kultura sinovijalnog podrijetla je
smanjilo ukupan broj osteoblastnih kolonija, dok je povecalo ukupan broj stanica. Osim toga,
dodavanjem protutijela se smanjivao izrazaj gena za Runx?2 te aktivnost AP u lizatima stanica.
Najizrazitije smanjenje broja kolonija, kao 1 Cetverostruko smanjenje aktivnosti AP, sam
opazila kada su stanice osteoblastnih kultura tretirane protutijelom anti-Fas u tri vremenske
tocke. Jednokratno tretiranje osteoblastnih kultura protutijelom anti-Fas u ranim i kasnim
vremenskim to¢kama takoder je znafajno smanjilo aktivnost AP, te izraZaja gena za AP.
Tretiranje protutijelom anti-Fas deveti dan kulture je samo u jednom od ponovljena tri pokusa
izazvalo znacajno smanjenje aktivnosti AP, dok je u ostala dva pokusa taj ucinak izostao.
Dodavanje protutijela anti-Fas nije mijenjalo izrazaj gena za Fas na stanicama osteoblastnih
kultura sinovijalnog podrijetla. Inhibicija diferencijacije izazvana protutijelom anti-Fas je bila
specifi¢na, jer izotipsko kontrolno protutijelo nije inhibiralo osteoblastogenezu.

Sukladno nalazu Kovaci¢ i suradnika (243), inhibicijski u¢inak na osteoblastogenezu bio je
veci nego bi se ocekivalo s obzirom na rezulate relativno malog broja apoptoti¢nih stanica
potaknutih dodavanjem protutijela anti-Fas u ranoj vremenskoj tocki, te neznatnu apoptozu
posredovanu protutijelom anti-Fas u kasnijim vremenskim tockama. Osim toga, dodavanje

protutijela anti-Fas je izazvalo pojacanu proliferaciju stanica, i povecalo broj CFU-F kolonija.
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Smanjenje broja osteoblastnih kolonija izazvano tretiranjem protutijelom anti-Fas je stoga
najvjerojatnije posljedica zdruzenog ucinka apoptoze i usporenog sazrijevanja osteoblasta
uzrokovanoga aktivacijom unutarstani¢nih signalnih puteva koji nadziru stani¢nu proliferaciju
i diferencijaciju, a koji takoder mogu biti potaknuti aktivacijom receptora Fas (308). Zna se da
kaspaze vanjskog apoptoti¢nog puta, nakon aktivacije TNFR ili receptora Fas u stanica
otpornih na apoptozu, mogu cijepati prilagodavacku bjelancevinu TRAF1, koja je ukljucena u
nadzor signalnog puta NFkB zaduzenoga za proliferaciju i diferencijaciju stanice (309). Zato
aktivacija receptora Fas protutijelom moze dovesti do poremecaja ravnoteze toga sustava, te
posljedi¢no do vece proliferacije i slabije diferencijacije sinovijalnih mezenhimnih stanica u
osteoblaste. Tu-Rapp i suradnici (134) su pokazali da dodavanje aktivacijskoga protutijela
stanicama miSje fibroblastne linije NIH3T3 smanjuje njihovu odumiranje, a potice ih na
stvaranje proupulanih citokina TNF-a i IL-6, $to upucuje na stimulaciju i proliferaciju
sinovijalnih fibroblasta posredovanu sustavom Fas/ligand Fas kao mehanizam podrzavanja
sinovijalne hiperplazije i razvoja zglobnog oste¢enja u RA. Ligand Fas izrazen na aktiviranim
limfocitima T moze aktivirati receptor Fas prisutan na sinovijalnim fibroblastima otpornima
na apoptozu. Osim poticanja proliferacije, §to vodi k sinovijalnoj hiperplaziji, dolazi i do
inhibicije osteoblastogeneze iz sinovijalnih mezenhimnih stanica, $to smanjuje moguénost

reparacije koStanih promjena uzrokovanih zglobnom upalom.
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6.2  Uloga sustava Fas/ligand Fas u mi§jem modelu artritisa potaknutog antigenom

6.2.1 Nedostatnost receptora Fas ublazava klinicki tijek i histolo$ki nalaz oStecenja

zgloba tijekom artritisa potaknutog antigenom

Kako bih ustanovila u¢inak nedostatnosti receptora Fas na klinicki tijek artritisa i oSte¢enje
struktura koljenog zgloba, misevima divljega tipa i miSevima s izbaCenim genom za Fas
potaknula sam artritis, a nakon cetrnaest dana, u subakutnoj fazi bolesti, sam klinicki
procjenjivala oteklinu koljenih zglobova, a histoloski parametre zglobne upale - celularnost
sinovije, eksudat u zglovnom prostoru, oStec¢enje zglobne hrskavice, te razaranje subhondralne
kosti.

Rezulultati tri ponovljena pokusa moga istrazivanja Su pokazala da artritis potaknut
antigenom u miSeva divljega tipa znacajno povecava promjer koljenog zgloba, a taj ucinak
izostaje U miSeva s izbaCenim genom za Fas. Sukladno tome, histoloska procjena koljenih
zglobova pokazala je znacajno upalno osStecenje zglobova miSeva divljega tipa artritisom
potaknutim antigenom, a intenzitet upalnog oSte¢enja zglobova miSeva s izbacenim genom za
Fas je bio slican kontrolnoj skupini.

Lokalne koStane erozije su najistaknutiji oblik gubitka kosti potaknutog upalom u RA, a
karakterizira ih masivni lokalni gubitak kosti i mineralizirane hrskavice u neposrednoj blizini
upaljene sinovije (36), odnosno razaranje subhondralne kosti u prostoru izmedu zglobne
hrskavice, mjesta pripajanja sinovijalne ovojnice na periost i podleze¢e kosti. Brojna su
istrazivanja jasno dokazala funkcionalnu ulogu osteoklasta u nastanku lokalnih koStanih
erozija. Koriste¢i miSje eksperimentalne modele artritisa, pokazano je da nedostatak ili
farmakoloSka blokada osteoklasta dovodi do izostanka nastanka lokalnih koStanih erozija ¢ak
i u potpuno razvijenoj zglobnoj upali (46-48). Stovise, blokatori TNF-a pokazali su snazan
uc¢inak u sprjecavanju gubitka kosti koji nadmasuje sam protuupalni ucinak te dokazuju
kostimulatornu ulogu TNF-a u osteoklastogenezi (43, 49). Medutim, s obzirom da je poznato
da TNF, kojeg stvara upalna sinovija, inhibira diferencijaciju i metabolicku aktivnost
osteoblasta (50, 51), izgledno je da inhibicija osteoblastogeneze takoder moze doprinijeti
nastanku lokalnih kostanih erozija.

Stoga su ciljevi novih terapijskih mogucnosti u lije¢enju upalnih i degenerativnih zglobnih
bolesti usmjereni ne samo na smanjivanje upalne i resorpcije kosti, ve¢ i na poticanje procesa
cijeljnja hrskavice i subhondralne kosti. Pri tome veliki znacaj imaju istrazivanja uloge

mezenhimnih mati¢nih stanica, s obzirom na njihova poznata imunomodulacijska svojstva, te
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mogucénost poticanja regeneracije zglobnih tkiva njihovim sazrijevanjem in situ u osteoblaste i
hondroblaste (11). Zreli osteoblasti takoder imaju imunomodulacijska svojstva, te poticanje
njihova sazrijevanja u zahva¢enim zglobovima moze djelovati istodobno i regenerativno i
protuupalno (53).

S obzirom da dio sinovijalnih fibroblasta ima znac¢ajke mezenhimnih mati¢nih stanica, oni
takoder mogu diferencirati u osteoblaste i hondroblaste (52). No za pretpostaviti je da zglobna
upala mijenja njihov diferencijacijski potencijal, kao i imunomodualcijska svojstva. Poznato
je da tijekom zglobne upale dolazi do migracije mezenhimnih stromalnih stanica iz koStane
srzi u sinoviju te, u odnosu na fizioloskih 1%, tada 30% sinovijalnih fibroblasta potjece iz
kostane srzi (54), kao i da upalni citokini, poput IL-1 i TNF, aktiviraju transkripcijski
¢imbenik NF-kB, inhibiraju¢i time diferencijaciju, a poti¢uc¢i proliferaciju sinovijalnih
fibroblasta, $to doprinosi stvaranju panusa i razaranju zgloba (50, 54).

Receptor Fas moze doprinijeti patogenezi artritisa na dva nacina. S jedne strane, indukcija
apoptoze autoreaktivnih limfocita posredovana receptorom Fas moze smanjiti upalni zglobni
proces (257). Sukladno tome, njegova nedostatnost moze poticati autoimunost blokiranjem
periferne tolerancije autoreaktivnih limfocita i inhibiraju¢i AICD. Uloga receptora Fas u
autoimunosti prethodno je vrlo dobro opisana u MRL-Ipr miseva, te u eksperimentalnim
Zivotinjskim modelima autoimunog encefalitisa. Stovise, u MRL-Ipr/lpr miseva opisan je i
spontani razvoj artritisa (310). Stoga je vjerojatno da poremecaj periferne tolerancije moze
imati znacajnu ulogu u patogenezi RA. S druge strane, Fas moZe doprinijeti razvoju bolesti
poticuc¢i apoptozu hondrocita (256) te potaknuti proliferaciju sinovijalnih fibroblasta i
makrofaga koji izrazavaju Fas. Neke studije pokazuju da se fibroblasti mogu aktivirati preko
receptora Fas (311), te da je Fas izraZeniji u sinoviji oboljelih od RA nego od osteoartritisa
(312). Stoga je moguce da bi ligand Fas izrazen na aktiviranim limfocitima T u upaljenim
zglobovima mogao zakocCiti diferencijaciju stanica osteoblastne loze i time doprinijeti
oStecenju zglobova i osteoporozi u RA (255).

Sliéno proturijeénim nalazima uloge receptora Fas zivotinjskim modelima RA, studije
provedene na bolesnicima s RA takoder pokazuju suprotne rezultate dosadasnjih istrazivanja
uloge sustava receptor Fas/ligand Fas u patogenezi RA, pri ¢emu razlicite studije opisuju
klinicko poboljsanje simptoma terapijskim blokiranjem, kao i terapijskim poticanjem toga
sustava (252). Ovako razli€iti nalazi dosada$njih istrazivanja mogu se objasniti time §to je
uloga receptora Fas i1 liganda Fas analizirana u razli¢itim vrstama stanica uklju¢enim u
nastanak i podrzavanje zglobne upale i1 koStanih oSte¢enja, odnosno u u razli¢itim stadijima

artritisa.
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Rezultati moga istrazivanja, koji se odnose na subakutnu fazu AIA, pokazuju da nedostatnost
receptora Fas ima zaStitni ucinak na klinicki tijek artritisa i razvoj zglobne upale u misjem
modelu RA. Zajedno s nalazom Tu-Rapp 1 suradnika (134), koji su pokazali da Ipr misevi
imaju blazi tijek artritisa u modelu CIA, ovi rezultati umanjuju znacaj smanjene periferne
tolerancije  uzrokovane pojacanom  reaktivnoS¢u limfocita karakteristicnom za
limfoproliferativni poremecaj miseva s nedostatnosti gena za Fas, u propagaciji upale i
patogenezi bolesti, a potvrduju proupalnu ulogu sustava Fas/ligand Fas koja posreduje

razaranje zglobnih struktura u artritisu.

6.2.2 Nedostatnost receptora Fas S§titi od jukstaartikularnog gubitka kosti u artritisu

potaknutom antigenom

Uz upalu i hiperplaziju sinovije, najvaznije obiljezje RA je gubitak kosti, koji Se javlja u
obliku lokalnih koStanih erozija subhondralne kosti, te razvoja periartikularne 1 sustavne
ostoporoze (36). Nalaz lokalnih kostanih erozija koljenih zglobova pronadenih u mom
istrazivanju opisala sam u prethodnom odlomku, usporedno s procjenom sinovijalne upale i
proliferacije.

Jukstaartikularna osteopenija je drugi oblik gubitka kosti, a tipicno zahvaca trabekularnu kost
u metafizama uz upalom zahvaceni zglob. Stoga sam, kako bih istrazila u€inak nedostatnosti
receptora Fas na jukstaartikularni gubitak kosti u u subakutnoj fazi AIA, odredila gustocu
trabekularne kosti u distalnim metafizama bedrenih kostiju, koriste¢i se histomorfometrijskom
analizom i mikro-kompjuteriziranom tomografijom.

Histomorfometrijska analiza distalnih metafiza bedrenih kostiju potvrdila je statisticki
znacajan gubitak trabekularne kosti u miSeva divljega tipa s artritisom potaknutim antigenom.
Nasuprot tome, misevi Fas —/— s artritisom potaknutim antigenom imali su sli¢nu trabekularnu
gusto¢u kao i kontrolna skupina miSeva. Mikro-kompjutorizirana tomografija pokazala je
sukladan nalaz gubitka trabekularne kosti u miSeva divljega tipa kojima je induciran artritis u
odnosu na kontrolnu skupinu miseva, kao i izostanak gubitka kosti u miSeva Fas —/—.

Nalaz smanjenog koStanog volumena i razrjedenja koStanih gredica u miSeva divljeg tipa u
skladu je s histomorfometrijski dokazanim smanjenjem volumena i razrjedenjem
periartikularne trabekularne kosti u pacijenata s RA (55, 56). Medutim, opisani su i nalazi

nakupljanja osteoblasta i pojacanog odlaganja osteoida u jukstaartikularnoj kosti tijekom RA,

74



Sto ukazuje i na mogucée pojacano stvaranje trabekularne kosti (55, 56), a vjerojatno ovisi 0
promatranoj fazi bolesti.

Izostanak gubitka kosti u artritisu potaknutog antigenom u miseva Fas —/— u skladu je s
nalazom zaStitne uloge njegove nedostatnosti na klinicki tijek artritisa i razvoj zglobne upale,
a potvrduje hipotezu o zastitoj ulozi nedostatnosti receptora Fas na gubitak kosti potaknutog
zglobnom upalom. Ovaj nalaz odgovara prethodno provedenim istrazivanjima na misevima s
nedostatnosti receptora Fas u modelu gubitka kosti izazvanog ovarijektomijom. Katavic¢ i
suradnici (249) su pokazali da su miSevi soja gld zaSti¢eni od gubitka kosti izazvanog
ovarijektomijom, a u modelu kostane regeneracije potaknute ablacijom kostane srzi stvarali su
vise nove kosti od miSeva divljeg tipa. Osim toga, Kovaci¢ i suradnici (251) pronasli su da su
I miSevi Fas —/— takoder zastieni od gubitka kosti potaknutog ovarijektomijom i to zbog
izostanka porasta broja osteoklasta i jaceg poticanja osteoblastogeneze nego u misSeva divljeg
tipa. Mehanizam nastanka gubitka jukstaartikularne kosti u RA nije u potpunosti razjasnjen,
no blizina zgloba zahvac¢enog upalom ukazuje da sinovijalna upala izvan kortikalne povrSine
kosti izravno ili neizravno utjeCe na gubitak trabekularne kosti u blizini zgloba. Zato mozemo
zakljuéiti da bi pretpostavljeni mehanizam upalom i sustavom Fas/ligand Fas posredovane
smanjene osteoblastogeneze mezenhimnih stromalnih stanica, te posljedi¢no slabije izgradnje
kosti kao uzroka nastanka oSte¢enja subhondralne kosti u RA, mogao biti djelatan 1 u
razgradnji jukstaartikularne kosti.

Tre¢i oblik osteopenije u RA je sustavni gubitak kosti, a rezultat je poremecaja koStane
pregradnje uzrokovanoga sustavno prisutnim pro-upalnim citokinima (36). Za sada nije u
potpunosti razjasnjeno dominira li poremecajem ravnoteze koStane pregradnje pojacana
koStana resorpcija ili smanjeno stvaranje kosti. Histomorfometrijske analize kostiju oboljelih
od RA, kao i analiza koStane pregradnje djece oboljele od JIA, govore u prilog smanjenog
stvaranja kosti kao primarnog procesa, dok druga istrazivanja ukazuju na dominaciju sustavno
pojacane kostane resorpcije (59, 60).

Za utvrdivanje ucinka nedostatnosti receptora Fas na sustavni gubitak kosti u artritisu
potaknutom antigenom, mikro-kompjutoriziranom tomografijom sam analizirala tijela L2
kraljezaka miSeva divljega tipa i miSeva Fas —/— u subakutnoj fazi artritisa potaknutog
antigenom. Gustoc¢a trabekularne kosti tijela L2 kraljezaka nije se znacajno razlikovala
izmedu testiranih skupina miSeva, $to upucuje na ¢injenicu da u subakutnoj fazi bolesti ne

dolazi do razvoja sustavnog gubitka kosti u modelu artritisa potaknutog antigenom.
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6.2.3 Zglobna upala u subakutnoj fazi artritisa u mi§jem modelu artritisa potaknutog
antigenom petice in vitro osteoblastogenezu iz sinovijalnih mezenhimnih stanica i stanica

koStane srzi

Poznato je da se sinovijalna hiperplazija razvija kao posljedica aktivacije NF-xB u
sinovijalnim fibroblastima potaknute upalom, koja tada poti¢e njihovu proliferaciju, a inhibira
osteoblastnu i hondroblastnu diferencijaciju (50, 54). Osim toga, pokazano je da aktivacija
receptora Fas, uz ograni¢eni apoptoti¢ni u¢inak, ko¢i diferencijaciju osteoblasta (243).

Kako bih provjerila lokalni u¢inak zglobne upale i nedostatnosti receptora Fas na osteoblastnu
diferencijaciju sinovijalnih mezenhimnih stanica, a potom i na osteoblastnu diferencijaciju
mezenhimnih stromalnih stanica koStane srzi prilezeée kosti, analizirala sam povr§inu
osteoblastnih kolonija, aktivnost AP i izrazaj gena specifi¢nih za osteoblaste u osteoblastnim
kulturama misjih sinovijalnih mezenhimnih stanica koljenog zgloba, odnosno stromalnih
stanica koStane srzi bedrenih kostiju, u misSeva divljega tipa i miseva Fas —/— kojima je
induciran artritis te u kontrolnih miseva.

Rezulati moga istrazivanja su pokazali da je zglobna upala u subakutnoj fazi artritisa
potaknutog antigenom pojacala in vitro osteoblastogenezu sinovijalnih mezenhimnih stanica u
miseva divljega tipa, dok u miSeva Fas —/— nije bilo razlike u osteoblastogenezi sinovijalnih
mezenhimnih stanica iz zglobova miSeva kojima je potaknut artritis u odnosu na kontrolnu
skupinu miSeva. Cetrnaestoga dana kulture broj osteoblastnih kolonija bio je veéi u miseva
divljega tipa kojima je induciran artritis, no bio je veéi i ukupni broj stanica i CFU-F kolonija,
Sto pokazuje 1 jacu proliferaciju sinovijalnih stanica izoliranih iz upaljenih zglobova. Pojac¢ana
proliferacija nije primje¢ena u kulturi stanica miSeva Fas —/—. Analiza izrazaja gena
specificnih za osteoblaste pokazala je da su sinovijalne mezenhimne stanice izolirane iz
koljena miSeva divljega tipa kojima je potaknut artritis, kao i1 nezreli osteoblasti sedmoga dana
kulture, imali povisen omjer RANKL/OPG u usporedbi s kontrolnom skupinom miseva, dok
je u miseva Fas —/— kojima je induciran artritis omjer RANKL/OPG u nezrelih osteoblasta bio
smanjen.

Analizirajuéi osteoblastnu diferencijaciju stromalnih stanica koStane srzi miSjih bedrenih
kostiju, pronasSla sam pojacanje osteoblastogeneze u obje skupine miSeva kojima je induciran
artritis u odnosu na kontrolne skupine miSeva. Osim toga, analiza izraZaja osteoblastnih gena
desetoga dana kulture je pokazala porast izrazaja gena za OPG, ali i jo$ veci porast izrazaja
gena za RANKL, i time pove¢an omjer RANKL/OPG u osteoblasta podrijelom iz kostane srzi

miseva divljega tipa kojima je induciran artritis, u odnosu na miseve kontrolne skupine. S
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druge strane, zreli osteoblasti miSeva Fas —/— kojima je induciran artritis, s obzirom na slabiji
porast RANKL-a u odnosu na kontrolnu skupinu miseva, imali su nizi omjer RANKL/OPG
od miSeva kontrolne skupine.

Pojacana osteoblastogeneza u artritisu je u suprotnosti s mojom hipotezom upalom inhibirane
osteoblastogeneze posredovano Fas/ligand Fas sustavom. Medutim, s obzirom da sam u svom
istrazivanju promatrala subakutnu fazu artritisa, moguce je da se radi o kompenzatornom
pokusaju reparacije gubitka kosti nakon akutne faze artritisa.

Jimenez-Boj i suradnici (56) pokazali su da erozija lokalne kosti moze rezultirati potpunom
penetracijom kortikalne barijere te izlaganju kostane srzi sinovijalnom tkivu. Tada se na tom
mjestu stvaraju limfocitni agregati koje uglavnom tvore limfociti B koji izrazavaju BMPs i
povezani su s nakupljanjem osteoblasta i stvaranjem kosti na prileze¢em endostu, $to se moze
protumaciti kao kompenzatorni pokusaj zatvaranja kortikalne kosti (57), a moze objasniti
pojacanu osteoblastogenezu mezenhimnih stanica kostane srzi.

Osim toga, unato¢ pojacanoj osteoblastogenezi, omjer RANKL/OPG bio je poveéan u
osteoblasta sinovijalnoga podrijetla i iz koStane srzi u miSeva divljega tipa kojima je induciran
artritis, §to moZe doprinijeti pojacanju osteoklastogeneze u subakutnoj fazi bolesti, 1 potaknuti
kostanu resorpciju. Suprotno tome, smanjen omjer RANKL/OPG u sinovijalnih osteoblasta i
osteoblasta podrijetlom kostane srzi miSeva Fas —/—, mogao bi biti mehanizam koji doprinosi
zastitnom ucinku nedostatka receptora Fas na lokalni 1 jukstaartikularni gubitak kosti potaknut
zglobnom upalom. Daljnja istrazivanja ovoga mehanizma trebala bi ukljuciti analizu
osteoklastogeneze te usporedbu osteoblastogeneze 1 osteoklastogeneze u kroni¢nim fazama

artritisa.
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7. ZAKLJUCCI

1. Fas je slabo izraZen na nezrelim stanicama osteoblastne loze podrijetla sinovijalnih
mezenhimnih stanica izoliranih iz misjih koljenih zglobova. Njegov se izrazaj u pocetku
diferencijacije osteoblasta in vitro povecava i na bjelancevinskoj i na genskoj razini, da bi bio
najvisi sedmog dana kulture, a potom se postupno smanjuje, te je na zrelim osteoblastima

Cetrnaesti dan kulture izrazen u jednakom broju kao i u nezrelih osteoblasta.

2. Aktivacija receptora Fas moze izazvati apoptozu malog broja nezrelih osteoblasta,
sedmoga dana uzgoja osteoblasta in vitro, no taj je broj manji od udjela osteoblasta koji
izrazavaju Fas. Dodavanje aktivirajueg protutijela anti-Fas ne potice apoptozu zrelih

osteablasta.

3. Dodavanje aktivirajuéeg protutijela anti-Fas kontinuirano tijekom diferencijacije
osteblasta in vitro izaziva jaku inhibiciju osteoblastogeneze. Jednokratno dodavanje
aktivirajuceg protutijela receptora Fas u ranom i kasnom stadiju diferencijacije osteoblasta
Sestoga 1 trinaestoga dana in vitro kulture takoder izaziva nesto slabiju, ali znac¢ajnu inhibiciju
osteoblastogeneze. Opisano djelovanje protutijela je specificno, $to dokazuje izostanak
inhibicije osteoblastogeneze dodavanjem izotipskoga kontrolnoga protutijela. Inhibicija
osteoblastogeneze izazvana dodavanjem aktivirajueg protutijela receptora Fas je bila
naglaSenija nego $to bi se moglo ocekivati prema znatno slabijem porastu broja apoptoti¢nih
nezrelih osteoblasta nakon dodavanja protutijela receptora Fas. Stoga je smanjenje
osteoblastogeneze tek manjim dijelom posljedica apoptoze stanica osteoblastne loze, a drugim

je dijelom uzrokovano usporenom diferencijacijom osteoblasta.

4. Nedostatnost receptora Fas ima zaStitni ucinak na klinicki razvoj artritisa 1 na
histoloski procijenjen intenzitet zglobne upale u AlA. Ovi rezultati upu¢uju na manji znacaj
smanjene  periferne  tolerancije  uzrokovane pojacanom  reaktivno$séu limfocita
karakteristicnom za limfoproliferativni poremecaj miSeva s nedostatnosti gena za Fas, a
potvrduju proupalnu ulogu sustava Fas/ligand Fas koja posreduje razaranje zglobnih struktura

u artritisu, te nastanak lokalnih kostanih erozija.

o, Nedostatnost receptora Fas prije¢i subhondralni i jukstaartikularni gubitak kosti u

subakutnoj fazi artritisa u mi§jem modelu AIA, Sto upucuju na zakljucak da bi nedostatnost
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sustava Fas/ligand Fas mogla zaStitno djelovati u stanjima gubitka kosti posredovanoga
upalom. lzostanak gubitka kosti u AIA u miseva s izbacenim genom za Fas u skladu je s

nalazom zastitne uloge njegove nedostatnosti na klinicki tijek artritisa i razvoj zglobne upale.

6. U misjem modelu subakutnog AIA izostaje sustavni gubitak kosti procijenjivan na
tijelima L2 kraljeska u miSeva divljega tipa i miSeva s izba¢enim genom za Fas. Kako je AIA
model lokalnog artritisa izazvanoga intraartikularnom injekcijom antigena, moze se zakljuciti
da je promatranje artritisa u subakutnoj fazi nedovoljno dugo vrijeme za ucinak upale na

sustavni gubitak kosti.

7. Zglobna upala u subakutnoj fazi artritisa u mi§jem modelu AIA poti¢e in vitro
osteoblastogenezu sinovijalnih mezenhimnih stanica u miseva divljeg tipa, dok se u obje
skupine miSeva sustavni ucinak bolesti ocCituje potaknutom in vitro osteoblastogenezom
mezenhimnih stanica koStane srzi. Pojacana osteoblastogeneza moze se objasniti kao reaktivni
odgovor stanica osteoblastne loze na zglobnu upalu u subakutnoj fazi bolesti u smislu
pokusaja pojaCane koStane izgradnje i reparacije upalom o$te¢ene subhondralne i

jukstaartikularne kosti.
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8. SAZETAK

Artritis potaknut antigenom je eksperimentalni misji model reumatoidnog artritisa induciran
metiliranim govedim serumskim albuminom. Jedna od glavnih karakteristika upalnog
zglobnog zbivanja je sinovijalna hiperplazija, pri ¢emu hiperplasticna sinovija sadrzi
mezenhimne prethodnike ¢ija je diferencijacija u osteoblaste, hondroblaste ili adipocite
poremecena. Kako se zna da Fas moze inhibirati diferencijaciju osteoblasta podrijetlom iz
kostane srzi, cilj je ove studije bio pokazati izaZavaju li osteoblasti sinovijalnih mezenhimnih
stanica uzgojenih in vitro receptor Fas, opisati ulogu receptora Fas u njihovoj apoptozi i
diferencijaciji, te razjasniti in vivo ulogu nedostatnosti receptora Fas u razvoju artritisa
potaknutog antigenom.

Osteoblasti sinovijalnog podrijetla slabo izrazavaju receptor Fas, Cija je aktivacija in vitro
povecala broj apoptoti¢nih nezrelih osteoblasta, no taj je broj bio manji od udjela osteoblasta
koji su izrazavali Fas. Dodavanje protutijela anti-Fas nije potaklo apoptozu u zrelih
osteoblasta. Usprkos ogranicenom apoptoticnom djelovanju, aktivacija receptora Fas in vitro
je znaéajno smanjila diferencijaciju osteoblasta sinovijalnoga podrijetla.

Za procjenu in vivo ucinka nedostatnosti receptora Fas koristila sam misji model artritisa
potaknutog antigenom, koji sam izazvala u miSeva divljega tipa 1 miSeva s izba¢enim genom
za receptor Fas (Fas —/-). Zglobnu upalu izazvala sam injekcijom metiliranog govedeg
serumskog albumina u zivotinja prethodno hiperimuniziranih istim antigenom, a potom
zglobne promjene usporedivala s kontrolnim miSevima injiciranim fizioloskom otopinom
puferiranom fosfatima, i to ¢etrnaest dana nakon intraartikularne injekcije. Artritis je u miSeva
divljega tipa izazvao znacajno povecanje promjera koljenih zglobova u usporedbi s
kontrolnim misevima, a to je povecanje izostalo u miseva Fas —/—. Histoloska procjena
pokazala je znatno upalno oste¢enje u miseva divljeg tipa kojima je potaknut artritis, koje je
takoder bilo puno slabijeg intenziteta u miSeva Fas —/—.

Histomorfometrijska analiza jukstaartikularnih metafiza pokazala je smanjenje volumena
trabekularne kosti, broja i Sirine koStanih gredica te povecanje odvojenosti kostanih gredica u
miseva divljega tipa s artritisom u odnosu na kontrolnu skupinu miseva. Slican je bio i nalaz
mikro-kompjutorizirane tomografije koji je potvrdio smanjenje volumena trabekularne kosti i
broja kostanih gredica te povecanje razdvojenosti koStanih gredica u odnosu na kontrole.
Navedene promjene nisu opazene u Fas —/— miseva s artritisom, ¢iji su koStani parametri u

skupini miSeva s artritisom bili sli¢ni kontrolnoj skupini miseva. Artritis potaknut antigenom
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pojacao je osteoblastnu diferencijaciju sinovijalnin mezenhimnih prethodnika, te
mezenhimnih prethodnika ko$tane srzi u miSeva divljega tipa, a u miSeva Fas —/— je taj uc¢inak
opazen samo u mezenhimnih prethodnika koStane srzi.

Temeljni zakljucak ovoga istrazivanja je da sustav Fas/ligand Fas ima ulogu u nadzoru nad
brojem i diferencijacijacijom osteoblasta sinovijalnog podrijetla, pri ¢emu u manjoj mjeri time
§to potice njihovu apoptozu, a znacajnije inhibicijom osteoblastogeneze. Nedostatnost
receptora Fas ima zaStitni ucinak na lokalni i jukstaartikularni gubitak kosti u artritisu

potaknutom antigenom.
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9. SUMMARY

Elvira Lazi¢ Mosler, MD: The role of the Fas/Fas ligand system in synovia-derived

osteoblasts and murine model of antigen induced arthritis; 2012

Antigen induced arthritis is a murine experimental model of rheumatoid arthritis induced by
methylated bovine serum albumin. One of the main characteristics of joint inflammation is
synovial hyperplasia, whereas hyperplastic synovium in arthritis contains mesenchymal
progenitors with reduced ability to differentiate into osteoblasts, chondroblasts or adipocytes.
Since Fas has been shown to inhibit osteoblast differentiation, the purpose of this study was to
determine whether synovia-derived osteoblasts express Fas in vitro; describe the role of Fas in
apoptosis and differentiation of synovia-derived osteoblasts in vitro; as well as elucidate the in
vivo role of Fas deficiency in antigen induced arthritis.

Fas receptor was weakly expressed on synovia-derived osteoblasts. Fas activation increased
the number of apoptotic immature osteoblasts in vitro but the number was smaller than the
proportion of Fas expressing osteoblasts. Addition of activating anti-Fas antibody did not
induce apoptosis of mature osteoblasts. Despite the limited induction of apoptosis, Fas
activation significantly inhibited differention od synovia-derived osteoblasts in vitro.

In order to assess the in vivo effect of Fas deficiency, | used the experimental model of
antigen induced arthritis in wild-type mice and mice knocked-out for Fas gene (Fas —/-).
Arthritis was induced by intraarticular injection of methylated bovine albumine into the knees
of animals pre-immunized by the same antigen. The changes of knee joints were compared
with control mice injected by phosphate buffered saline, 14 days after intraarticular injection.
Knee diameters were significantly increased in wild-type mice with induced arthritis
compared to their controls, while this increase was not significant in Fas —/— mice. Histology
revealed pronounced inflammatory parameters in joints of wild-type mice with arthritis, while
the inflammation in arthritis-induced Fas —/— mice was significantly less developed.
Histomorphometric analysis showed a decreased trabecular bone volume, trabecular number
and thickness, as well as increased trabecular separation in wild-type mice with arthritis
compared to controls. Additionally, micro-computerized tomography analysis showed that
wild-type mice with arthritis had a decreased trabecular bone volume and trabecular number,
as well as increased trabecular separation compared to controls. Described changes in

trabecular bone were not found in Fas —/— mice with arthritis, whose bone parameters were
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similar to those of controls. In vitro osteoblast differentiation from both synovial
mesenchymal cells and bone marrow cells was increased in wild-type mice with induced
arthritis, whereas only osteoblast differentiation from bone marrow mesenchymal stromal
cells was increased in arthritic Fas —/— mice.

The main conclusion of this study is that the Fas/FasL system regulates the number and
differentiation od synovia-derived osteoblasts, which is only partially related to the induction
of apoptotic cell death but dominantly to the inhibition of osteoblastogenesis. Fas deficiency

has a protective role in local and juxtaarticular bone loss in antigen induced arthritis.
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