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POPIS KRATICA 

ACPA - protutijela usmjerena na citrulinirane peptide, prema engl. anti-citrullinated peptide 

antibodies 

ACR - Američki reumatološki odbor, prema engl. American College of Rheumatology 

AIA - artritis potaknut antigenom, prema engl. antigen-induced arthritis 

AICD - stanična smrt izazvana pobudom, prema engl. activation-induced cell death 

ALPS - autoimunosni limfoproliferacijski sindrom, prema engl. autoimmune 

lymphoproliferative syndrome 

AMPK - proteinska kinaza aktivirana adenozin monofosfatom, prema engl. AMP-activated 

protein kinase 

ANOVA - analiza varijance, prema engl. analysis of variance 

APC - antigen-predočne stanice, prema engl. antigen presenting cell 

APE1 - apurinska/apirimidinska endonukleaza 1 

APP - preteče amiloidnog proteina, prema engl. amyloid precursor protein 

APS - amonij persulfat 

ASK1 - kinaza koja regulira apoptotički signal, prema engl. apoptosis signal-regulating 

kinase 1 

BAFF - aktivirajući faktor limfocita B, prema engl. B cell activating factor 

BAX - BCL-2-asocirajuća bjelančevina x, prema engl. BCL-2 associated x protein 

bFGF - bazični čimbenik rasta fibroblasta, prema engl. basic fibroblast growth factor 

BMD - mineralna gustoća kosti, prema engl. bone mineral density 

BMP - koštana oblikotvorna bjelančevina, prema engl. bone morphogenetic protein 

BP - koštani prethodnici, prema engl. bone progenitors 

BV/TV - udio volumena koštanih gredica, prema engl. bone volume/total volume 

CCL - kemokinski ligand s C-C motivom 

CD - stanični biljeg, prema engl. cluster of differentiation 

CDH11 - kadherin 11 



    

cDNA - komplementarna DNA, prema engl. complementary DNA 

CFA - potpuni Freundov adjuvans, prema engl. complete Freund's adjuvant 

CIA - artritis potaknut kolagenom, prema engl. collagen induced arthritis 

cIAP - stanični inhibitor apoptoze, prema engl. cellular inhibitor of apoptosis protein 

COMP - artritis potaknut hrskavičnom oligomernom bjelančevinom međustanične tvari, 

prema engl. cartilage oligomeric matrix protein 

CRD - domena bogata aminokiselinom cistein, prema engl. cysteine-rich domain 

cRNA - komplementarna RNA, prema engl. complementary RNA 

CRP - C reaktivna bjelančevina, prema engl. C reactive protein 

CT - kritični broj ciklusa, prema engl. cycle threshold 

CTRL - kontrolna skupina, prema engl. control 

CXCL- kemokinski ligand s C-X-C motivom 

CII - kolagen tipa II 

c-FLIP – bjelančevina c-FLIP, prema engl. cellular FADD-like interleukin-1β-converting 

enzyme inhibitory protein 

DAB - 3,3′-diaminobenzidin 

DAPI - 4',6-diamidino-2-fenil indol 

DcR3 – lažni receptor, prema engl. decoy receptor 3 

DD - smrtonosna domena, prema engl. death domain 

DED - izvršna smrtonosna domena, prema engl. death effector domain 

DHT - odgođena preosjetljivost, prema engl. delayed type hypersensitivity 

DKK – bjelančevina iz obitelji Dickkopf, prema engl. Dickkopf-related protein  

DISC - signalni sklop koji potiče staničnu smrt, prema engl. death inducing signaling 

complex 

DMARD - antireumatski lijekovi koji mijenjaju tijek bolesti, prema engl. disease modifying 

antirheumatic drugs 

DR – smrtonosni receptor, prema engl. death receptor 



    

dsDNA - dvolančana DNA, prema engl. double stranded DNA 

dsRNA- dvolančana RNA, prema engl. double stranded RNA 

EDTA – etilendiamintetraoctena kiselina, prema engl. ethylenediaminetetraacetic acid 

EoE – eozinofilni ezofagitis 

ERK - kinaza regulirana izvanstaničnim signalom, prema engl. extracellular signal regulated 

kinase 

EULAR - Europska liga protiv reumatizma, prema engl. European League Against 

Rheumatism 

FACS - fluorescencijom aktivirano razvrstavanje stanica, prema engl. fluorescence-activated 

cell sorting 

FADD - smrtonosna domena pridružena receptoru Fas, prema engl. Fas associated death 

domain 

Fas –/– - miševi s izbačenim genom za receptor Fas 

Fasfl/fl - miševi koji sadrže dva Fas alela floxed  

FasL - ligand Fas 

FasL –/– - miševi s izbačenim genom za ligand Fas 

FBS - fetalni goveđi serum, prema engl. fetal bovine serum 

FC - omjer promjene, prema engl. fold change 

FLS - sinovijalni fibroblast, prema engl. fibroblast-like synoviocyte 

FMO – kombinacija protutijela u kojima nedostaje fluorokrom za kojeg se određuje prag 

pozitivnosti, prema engl. fluorescence minus one 

FSC – prednji rasap, prema engl. forward- scatter 

FSC-A – površina prednjeg rasapa, prema engl. forward-scatter area  

FSC-H – visina prednjeg rasapa, prema engl. side-scatter height 

gld - opći limfoproliferativni poremećaj, prema engl. generalized lymphoproliferative 

disorder 

GM-CSF - čimbenik poticanja rasta kolonija granulocita i makrofaga, prema engl. 

granulocyte macrophage colony stimulating factor 



    

GO - genska ontologija 

GSEA - analiza zastupljenosti genskih setova, prema engl. gene set enrichment analysis 

GVHD - reakcija presatka protiv primaoca, prema engl. graft versus host disease 

G6PI - glukoza-6-fosfat izomeraza 

G-CSF - čimbenik poticanja rasta granulocitnih kolonija, prema engl. granulocyte colony 

stimulating factor 

HIV-1 - virus humane imunodeficijencije tip 1 

HLA - ljudski leukocitni antigen, prema engl. human leukocyte antigen 

HLA-DRβ - lanac β skupine HLA 2 tipa DR 

HPLC - tekućinska kromatografija visoke učinkovitosti, prema engl. high-performance liquid 

chromatography 

HRP - peroksidaza hrena, prema engl. horseradish peroxidase 

ICAM-1 - međustanična adhezijska molekula 1, prema engl. intercellular adhesion molecule 

1 

IFA – nepotpun Freundov adjuvans, prema engl. incomplete Freund adjuvans 

IFN – interferon 

IGBP1 – bjelančevina IGBP1 (α4), prema engl. immunoglobulin-binding protein 1 

IKK - kinaza inhibitora jezgrinog čimbenika κB, prema engl. IκB kinase 

IL - interleukin 

IL-1RA - antagonist receptora IL-1 

ISH - in situ hibridizacija 

IVT - in vitro prepisivanje, prema engl. in vitro transcription 

IQR - interkvartilni raspon, prema engl. interquartile range 

IκB - inhibitor jezgrinog čimbenika κB, prema engl. inhibitor of nuclear factor κB 

i.a. - intra-artikularna injekcija 

i.v.- intravenska injekcija 



    

JAK - Janus-kinaza 

JNK - kinaza koja fosforiliraja N-terminalni dio čimbenika c-Jun, prema engl. c-Jun N-

terminal kinase 

LDL - lipoprotein male gustoće, prema engl. low density lipoprotein 

limma – algoritam limma, prema engl. linear models for microarray data 

lncRNA - duga nekodirajuća RNA, prema engl. long non-coding RNA 

log2FC - logaritam omjera promjene izražaja gena 

loxP - regija lokusa rekombinacije bakteriofaga P, prema engl. locus of crossover in P1 

lpr – limfoproliferacija, prema engl. lymphoproliferation 

LPS - lipopolisaharid 

MAPK - proteinska kinaza aktivirana mitogenom, prema engl. mitogen-activated protien 

kinase 

mBSA - metilirani goveđi serumski albumin, prema engl. methylated bovine serum albumin 

MDSC - supresorske stanice mijeloidnog podrijetla, prema engl. myeloid derived supressor 

cells 

MEKK - kinaza kinaze MAPK, prema engl. MAPK kinase kinase 

MHC - glavni kompleks tkivne podudarnosti, prema engl. major histocompatibility complex 

MLS - sinovijalni makrofag, prema engl. macrophage-like synoviocyte 

MMP - metaloproteinaza međustanične tvari, prema engl. matrix metalloproteinase 

MR - magnetna rezonanca 

mRNA - glasnička RNA, prema engl. messenger RNA 

mSSC - mišje matične stanice koštanog sustava, prema engl. murine skeletal stem cell 

mTOR - ciljna molekula rapamicina u sisavaca, prema engl. mammalian/mechanistic target 

of rapamycin  

mTORC1 - sklop 1 ciljne molekule rapamicina u sisavaca, prema engl. 

mammalian/mechanistic target of rapamycin complex 1 



    

MyD88 - čimbenik sazrijevanja stanica mijeloidne loze 88, prema engl. myeloid 

differentiation factor 88 

M-CSF - čimbenik poticanja rasta kolonija makrofaga, prema engl. macrophage colony 

stimulating factor 

NES - zastupljenost genskog seta normalizirana na broj gena u skupini, prema engl. 

normalized enrichment score 

NET – neutrofilne izvanstanične zamke, prema engl. neutrophil extracellular trap 

NFQ - prigušivač fluorescencije, prema engl. nonfluorescent quencher 

NFκB - jezgreni čimbenik κB, prema engl. nuclear factor κB 

NK - prirodno-ubilačka stanica - prema engl. natural killer  

NI - neimuniziran 

NOD – miševi NOD, prema engl. non-obese diabetic 

NSAID - nesteroidni protu-upalni lijekovi, prema engl. non-steroid anti-inflammatory drugs 

NUSE - normalizirana standardna pogreška, prema engl. normalized unscaled standard error 

OCP - prethodničke stanice osteoklasta, prema engl. osteoclast progenitor cell 

PAD - peptidil arginin deiminaza 

PAR - pseudoautosomalna regija 

PBS - fiziološka otopina puferirana fosfatom, prema engl. phosphate buffered saline 

PCA - analiza glavnih komponenti, prema engl. principal component analysis 

PEI - polietilenimin 

PIGF - placentarni čimbenik rasta, prema engl. placental growth factor 

PP2A - proteinska fosfataza 2A, prema engl. protein phosphatase 2A 

PP2Ac – katalitička podjedinica proteinske fosfataze 2A 

PRD - domena bogata prolinom, prema engl. proline rich domain 

PRR - receptor za prepoznavanje obrazaca, prema engl. pattern recognition receptors 

PTH - paratiroidni hormon 

PTPN22- tirozinska fosfataza N22, prema engl. protein thyrosine phosphatase N22 



    

p(a) – p vrijednost utjecaja artritisa na promatrani parametar 

p(g) – p vrijednost utjecaja genotipa na promatrani parametar 

p(gxa) – p vrijednost međudjelovanja genotipa i artritisa 

RA - reumatoidni artritis 

RANKL - ligand receptora za pobudu jezgrinog čimbenika κВ, prema engl. receptor 

activator of nuclear factor κB ligand 

RF – reumatoidni faktor 

RIN - vrijednost integriteta RNA, prema engl. RNA integrity number 

RIP - proteinska kinaza povezana s receptorom, prema engl. receptor-interacting protein 

kinase 

RLE – omjer vrijednosti izražaja seta proba i srednje vrijednosti izražaja istog seta proba u 

svim čipovima, prema engl. relative log expression 

RMA – algoritam za normalizaciju vrijednosti intenziteta signala, zbrajanje setova proba i 

ispravljanje pozadinskog signala genskih čipova, prema engl. robust multi-array average 

ROI - područje interesa, prema engl. region of interest 

ROS - reaktivni spojevi kisika, prema engl. reactive oxygen species 

rRNA - ribosomalna RNA, prema engl. ribosomal RNA 

SCID - teška združena imunodeficijencija, prema engl. severe combined immunodeficiency 

SCWIA - artritis potaknut staničnom stjenkom streptokoka, prema engl. streptococcal cell 

wall induced arthritis 

SD - standardna devijacija, prema engl. standard deviation 

sFas - topljivi receptor Fas, prema engl. soluble Fas receptor 

sFasL - topljivi ligand Fas, prema engl. soluble Fas ligand 

sFRP - bjelančevina srodna Frizzled obitelji receptora, prema engl. secreted frizzled-related 

protein 

siRNA - mala interferirajuća RNA, prema engl. small interfering RNA 

SLE - sistemski eritemski lupus 



    

SMART – mehanizam SMART, prema engl. switching mechanism at 5' end of RNA template 

SSC - postranični rasap, prema engl. side-scatter 

SSC-A - površina postraničnog rasapa, prema engl. side-scatter area 

SCC-H - visina postraničnog rasapa, prema engl. side-scatter height 

ss-cDNA - jednolančana cDNA, prema engl. single stranded cDNA 

STAT - pretvarač signala i aktivator transkripcije, prema engl. signal transducer and 

activator of transcription 

Tat - bjelančevina transaktivatora transkripcije, prema engl. trans-activator of transcription 

Tb.N - broj koštanih gredica, prema engl. trabecular number 

Tb.Sp - razdvojenost koštanih gredica, prema engl. trabecular separation 

Tb.Th - debljina koštanih greadica, prema engl. trabecular thickness 

TCR - receptor limfocita T, prema engl. T-cell receptor 

TdT - terminalna deoksinukleotidil transferaza 

TEMED - tetrametiletilendiamin 

TGF-β - transformirajući čimbenik rasta β, prema engl. transforming growth factor β 

Th - pomagački limfocit T 

TJC - broj bolnih zglobova, prema engl. tender joint count 

TLR - receptor nalik Tollu, prema engl. Toll-like receptor 

Tm - temperatura tališta, prema engl. melting temperature 

TMM – algoritam za normalizaciju TMM, prema engl. trimmed mean of M values 

TNF-α - čimbenik nekroze tumora α, prema engl. tumor necrosis factor α  

TRADD - smrtonosna domena pridružena receptoru TNF, prema engl. TNF receptor 

associated death domain 

TRAF - čimbenik povezan s receptorom TNF, prema engl. TNF receptor-associated factor 

TRAIL - TNF-vezani ligand koji inducira apoptozu, prema engl. TNF-related apoptosis-

inducing ligand 

Treg - regulacijski limfocit T  



    

UDG - uracil-DNA glikozilaza 

VCAM-1 - vaskularna stanična adhezijska molekula 1, prema engl. vascular cell adhesion 

molecule 1 

VEGF - čimbenika rasta krvožilnog endotela, prema engl. vascular endothelial growth factor 

ZAP-70 - proteinska kinaza povezana sa ζ-lancem-70, prema engl. zeta-chain-associated 

protein kinase 70 

qPCR - kvantitativna lančana reakcija polimeraze, prema engl. quantitative polymerase chain 

reaction 

WT – divlji tip, prema engl. wild-type 

α-MEM - minimalni esencijalni medij α, prema engl. α-minimal essential medium 

μ-CT - mikro-kompjutorizirana tomografija, prema engl. micro-computerized tomography 

7AAD - 7-amino-actinomycin D 
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1. Uvod 

1.1. Reumatoidni artritis 

1.1.1. Kliničke značajke 

Reumatoidni artritis (RA) je kronična sustavna autoimuna bolest koja primarno zahvaća 

sinovijalne zglobove. S prevalencijom 0,5-1% odrasle populacije (1) najčešći je upalni 

artritis, od kojeg godišnje oboli oko 40 od 100,000 ljudi. Dva do tri puta je češći u žena, a 

tipično započinje u petom ili šestom desetljeću života. Tijek bolesti je progresivan te zbog 

razaranja zglobne hrskavice i kosti nastaju zglobne deformacije i razvija se invalidnost te se 

značajno smanjuje radna sposobnost i kvaliteta života oboljelih. Zbog svega navedenog RA 

ima značajne socijalne i ekonomske posljedice. Bolest najčešće započinje postupno kao 

oligoartikularni ili poliartikularni artritis, dok se rjeđe manifestira kao akutni migrirajući 

artritis, povremeni artritis ili monoartritis. Najčešći klinički znakovi su bol, crvenilo, toplina i 

otok zahvaćenih zglobova te ukočenost, koja je najizrazitija u jutarnjim satima. U potpuno 

razvijenoj bolesti tipična je simetrična upala metakarpofalangealnih, proksimalnih 

interfalangealnih zglobova šake, interfalangealnih zglobova palca, radiokarpalnog zgloba ili 

metatarzofalangealnih zglobova. Mogu biti zahvaćeni i drugi sinovijalni zglobovi, primjerice 

koljeno, lakat, rame i gležanj. Aksijalni kostur obično je pošteđen, s iznimkom 

atlantoocipitalnog zgloba. U trećine pacijenata, uz lokalne simptome zglobne upale prisutni 

su i sustavni simptomi poput mialgije, umora, subfebriliteta, gubitka apetita, mršavljenja te 

depresije, a rjeđe se pojavljuju potkožni čvorići, najčešće u području lakta, episkleritis, 

skleritis, pleuritis, perikarditis, oštećenje bubrega, splenomegalija, Sjögrenov sindrom i 

vaskulitis. Mogu biti prisutne brojne hematološke abnormalnosti, poput anemije kronične 

bolesti, trombocitopenije, leukocitoze te povišenih proteina akutne faze. Promijenjena je i 

sinovijalna tekućina u kojoj se nalazi polimorfonuklearni upalni infitrat. U 75-80% pacijenata 

artritis je seropozitivan, odnosno karakteriziran prisutnošću protutijela na IgG (reumatoidni 

faktor, RF) i protutijela usmjerenih na citrulinirane peptide (ACPA, prema engl. anti-

citrullinated peptide antibodies). Na radiološkim snimkama vidljive su karakteristične 

koštane erozije, suženje zglobnog prostora te periartikularna osteopenija, a magnetnom 

rezonancom vidljiv je edem koštane srži uz zahvaćeni zglob. Tijek bolesti je promjenjiv, a 

sastoji se od razdoblja remisija, najčešće potaknutih terapijom, i relapsa. Spontana remisija je 

izuzetno rijetka, a strukturne promjene koje se razvijaju u tijeku bolesti su ireverzibilne.  
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1.1.2. Etiologija  

Smatra se da se RA razvija u genetski predisponiranih osoba pod djelovanjem okolišnih 

čimbenika. Genetsku predispoziciju potvrđuju brojni polimorfizmi gena pronađeni u 

pacijenata s RA te studije provedene na blizancima, koje su pokazale da 15% jednojajčanih te 

3,5% dvojajčanih blizanaca razvija RA (2, 3). MacGregor i sur. procjenjuju da je mjera u 

kojoj se odgovornost za bolest u populaciji može objasniti genetskom varijacijom za RA oko 

60% (4). Geni preosjetljivosti mogu se podijeliti u dvije skupine: geni koji kodiraju antigene 

glavnog kompleksa tkivne podudarnosti (MHC, prema engl. major histocompatibility 

complex), to jest ljudske leukocitne antigene (HLA, prema engl. human leukocyte antigen); te 

geni izvan sustava HLA. Najčvršća veza između genskog polimorfizma i razvoja RA je 

genski zapis koji kodira zajednički epitop (prema engl. shared epitope), slijed od 5 

aminokiselina, QKRAA, QRRAA, ili RRRAA, na 70.-74. mjestu treće hipervarijabilne regije 

lanca β skupine HLA 2 tipa DR (HLA-DRβ) (5, 6). Zajednički epitop prisutan je u 90% 

pacijenata s RA, a aleli s najvećim rizikom za razvoj bolesti su HLA-DRB*0401, HLA-

DRB*0404, HLA-DRB*0101 te HLA-DRB*1402 (5, 7). Izvan sustava HLA pronađeni su 

polimorfizmi brojnih gena uključenih u imunosni odgovor, primjerice gena koji kodiraju 

kemokine (kemokinski ligand s C-C motivom (CCL)4) (8), kaspaze (CASP5) (9) i molekule 

ključne za aktivaciju limfocita T (tirozinska fosfataza N22 (PTPN22, prema engl. protein 

thyrosine phosphatase N22)) (10), a opisani su i polimorfizmi promotora gena uključenih u 

imunosni odgovor poput gena koji kodira čimbenik nekroze tumora α (TNF- α, prema engl. 

tumor necrosis factor α) (11), interleukin(IL)-1β (12), IL-37 (13) i IL-10 (14). Osim razlika u 

samom genskom zapisu, na razvoj bolesti utječu i epigenetske promjene poput acetilacije 

histona te metilacije DNA u područjima HLA (15). Od okolišnih čimbenika najveći rizik za 

razvoj RA predstavlja pušenje, posebice u pojedinaca koji posjeduju zajednički epitop. Uz 

povećanje rizika nastanka bolesti, pušenje također pogoršava tijek bolesti (16, 17). 

Pretpostavlja se da je taj učinak dijelom posredovan promjenom u stvaranju auto-protutijela. 

Naime, pušenje pojačava izražaj enzima peptidil arginin deiminaze (PAD), koji katalizira 

pretvorbu arginina u citrulin, u plućnim alveolama (18) te tako potiče nastanak novih 

citrulinskih epitopa ključnih za stvaranje protutijela ACPA. Uz pušenje, rizičnim 

čimbenikom se smatra ženski spol, odnosno djelovanje estrogena na imunosni sustav, 

nuliparnost, izlaganje siliciju te pretilost (19). Također je pokazano da prisutnost određenih 

patogena i zaraznih bolesti te narušena ravnoteža u crijevnoj flori mogu povećati rizik 

nastanka bolesti. Primjer toga je periodontalna bolest ili kolonizacija usne šupljine 
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bakterijama Porphyromonas gingivalis (20, 21) ili Aggregatibacter actinomycetemcomitans 

(22) i kolonizacija probavnog sustava bakterijama iz koljena Actinobacteriae (23). S 

razvojem RA već se dugo povezuju virus Epstein–Barr i parvovirus B19, no njihov utjecaj 

još nije do kraja razjašnjen (24). 

 

1.1.3. Patogeneza  

Patogenetska zbivanja u različitim stadijima RA detaljno su opisana, a više je teorija o mjestu 

započinjanja bolesti. Tradicionalni, sinoviocentrični model temelji se na hipotezi da, pod 

utjecajem okolišnih čimbenika, genetskih faktora te smanjene tolerancije na vlastite antigene 

dolazi do promjena i razvoja autoimunosti u sinoviji (19, 25, 26). Suprotno tomu, postoje 

teorije da se pokretanje autoimunosnog odgovora ne zbiva isključivo u sinovijalnom odjeljku, 

već na sustavnoj razini, odnosno u limfatičnim organima, a razvoj sinovijalne upale i 

simptoma artritisa potiče okidač poput zglobne infekcije ili nekog drugog lokalnog čimbenika 

koji povećava propusnost krvnih žila, potiče stvaranje imunokompleksa, aktivaciju 

komplementa te privlačenje stanica imunosnog sustava (26). Prema obje teorije zbivanja u 

sinoviji ključna su za puni razvoj bolesti, a oštećenje okolnih struktura, poput hrskavice i 

kosti posljedica je širenja i pojačanja upale. Međutim, od nedavno se ispituju i drugi 

anatomski odjeljci, poput jukstaartikularne ili subhondralne koštane srži, kao mjesta mogućeg 

započinjanja bolesti iz kojih se upala dalje širi na sinovijalni odjeljak (26).  

Tijek RA može se podijeliti u pretklinički i klinički stadij bolesti (19). U pretkliničkom 

stadiju razvija se autoimunost, a u kliničkom se razvija simptomatski artritis sinovijanih 

zglobova čijim se daljnjim napredovanjem oštećuju zglobna tkiva i razvijaju strukturne 

posljedice upale (25). Kombinacijom djelovanja genetskih i okolišnih čimbenika u 

pretkliničkoj fazi pojavljuju se citrulinirane bjelančevine, primjerice fibrin, fibrinogen, 

vimentin, kolagen tipa II, α-enolaza i histoni (27). Citrulinirane bjelančevine predstavljaju 

nove epitope te potiču stvaranje protutijela ACPA, koja u pojedinaca mogu biti prisutna i do 

10 godina prije pojave simptoma (28). U daljnjem razvoju bolesti povećava se titar protutijela 

ACPA, i razvija imunosni odgovor na nove epitope te proširuje spektar epitopa na način da se 

pojavljuju protutijela na bjelančevine koje su strukturno slične onima za koje već postoje 

auto-reaktivna protutijela, ili su s tim bjelančevinama usko povezane u tkivu. U ovome 

stadiju artritis se još ne pojavljuje, ali razvija se sustavno pro-upalno stanje (25). U kliničkom 

stadiju bolesti razvija se sinovijalni upalni infiltrat te aktivacija rezidentnih sinovijalnih 
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stanica, ali i stanica samog infiltrata privučenih visokom lokalnom koncentracijom kemokina. 

Razvijenu bolest karakterizira hiperplazija sinovijalne ovojnice te u teškim slučajevima 

bolesti ili pri neučinkovitosti terapije, strukturne posljedice dugotrajne upale, primjerice 

oštećenje zglobne hrskavice, koštane erozije, gubitak periartikularne kosti i ekstraartikularne 

manifestacije bolesti.  

 

1.1.4. Značajke reumatoidne sinovijalne membrane 

Bez obzira na mjesto početka bolesti, sinovijalna ovojnica je u razvijenoj bolesti glavno 

mjesto upalnih zbivanja. Sinovijalna membrana je tjelesna membrana koja obavija zglobne 

šupljine diartroza, odnosno sinovijalnih zglobova, a obavija i mišićne tetive i 

ekstraartikularne nakupine sinovijalne tekućine, bursae synoviales. Sastoji se od površinskog 

staničnog sloja, kojeg nazivamo intima, te podležećeg vezivnog tkiva, subintime, koje sadrži 

krvne i limfne žilice, a prema sastavu subintime sinoviju možemo podijeliti na areolarnu, 

adipoznu i fibroznu (29). Intima sadrži 2-3 reda stanica koje pripadaju jednom od dva tipa: 

sinoviociti tipa A ili sinovijalni makrofazi (MLS, prema engl. macrophage-like synoviocyte) i 

sinoviociti tipa B ili sinovijalni fibroblasti (FLS, prema engl. fibroblast-like synoviocyte). 

Organizacijom, sinovijalna ovojnica je nalik epitelu, no od njega se razlikuje nedostatkom 

bazalne membrane i međustaničnih spojeva sinoviocita. Stanice MLS predstavljaju manju 

populaciju, koja u fiziološkim okolnostima čini do četvrtine sinovijalnih stanica. To su 

CD(stanični biljeg, prema engl. cluster of differentiation)68+ CD163+ stanice monocitne 

loze, čijim podrijetlom se nekad smatrala koštana srž iz koje dolaze putem krvi, no danas se 

smatra da potječu od rezidentnih embrionalnih prethodničkih stanica, koje se u sinovijalnom 

tkivu održavaju sporom kontinuiranom proliferacijom (30). Uloga MLS je uklanjanje 

otpadnih tvari iz sinovijalne tekućine te održavanje lokalne upalne homeostaze. Stanice FLS 

su mezenhimnog podrijetla, a izražavaju Thy-1 (CD90), CD55, međustaničnu adhezijsku 

molekulu 1 (ICAM-1, prema engl. intercellular adhesion molecule 1), kolagen tipa 4 i 5, 

enzim UDP-glukoza 6-dehidrogenazu, vaskularnu staničnu adhezijsku molekulu 1 (VCAM-

1, prema engl. vascular cell adhesion molecule 1), kadherin 11 (CDH11), CD44 te integrine 

β1 (29, 31). Njihova je uloga lučenje hijaluronana i drugih sastojaka izvanstanične tvari 

sinovijalne tekućine, čime se povećava njezina viskoznost. Za razliku od zdrave sinovijalne 

ovojnice, reumatoidna sinovijalna ovojnica je hiperplastična i hipervaskularna (32), a u 

sinovijalnoj tekućini, koja je u fiziološkim okolnostima acelularna, prisutne su stanice 

imunosnog sustava.  
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Sinovijalna hiperplazija u RA posljedica je nekontrolirane proliferacije i smanjene apoptoze 

stanica FLS (31), što ima za posljedicu stvaranje invazivnog, dobro vaskulariziranog tkiva 

(panus), koje oštećuje subkondralnu kost, zglobnu hrskavicu i okolna meka tkiva. 

Hiperplastični FLS slični su neoplastično transformiranim stanicama, a razlozi navedene 

promjene još nisu u potpunosti razjašnjeni, no poznato je da nekontroliranoj proliferaciji FLS 

i njihovoj otpornosti na apoptozu doprinose mutacije u genima poput p53 (33). Pored 

stvaranja panusa hipertrofični FLS potiču i podržavaju sinovijalnu upalu, te oštećenje 

zglobne hrskavice i periartikularne kosti. Upalno potaknuti FLS luče pro-upalne citokine 

poput IL-6 (34), IL-8 (35) te čimbenik poticanja rasta granulocitnih kolonija (G-CSF, prema 

engl. granulocyte colony stimulating factor) i čimbenik poticanja rasta kolonija granulocita i 

makrofaga (GM-CSF, prema engl. granulocyte macrophage colony stimulating factor) (36), 

kojima dodatno aktiviraju stanice upalnog infiltrata i izazivaju upalnu (M1) polarizaciju 

makrofaga, a luče i čimbenike koji potiču stvaranje novih krvnih žila, poput čimbenika rasta 

krvožilnog endotela, (VEGF, prema engl. vascular endothelial growth factor) (37) i 

placentarnog čimbenika rasta (PIGF, prema engl. placental growth factor) (38). Upalno 

promijenjeni FLS također sintetiziraju enzime poput metaloproteinaza međustanične tvari 

(MMP, prema engl. matrix metalloproteinase), kolagenaza, agrekanaza, te druge čimbenike, 

primjerice katepsina i liganda receptora za pobudu jezgrinog čimbenika κВ (RANKL, prema 

engl. receptor activator of nuclear factor κB ligand) koji razaraju izvanstaničnu 

međustaničnu tvar te posljedično oštećuju zglobnu hrskavicu i subhondralnu kost (30). 

Izražavanje liganda RANKL glavni je mehanizam poticanja sazrijevanja i aktivnosti 

osteoklasta i koštane razgradnje. FLS također koče razvoj i sazrijevanje osteoblasta, a time i 

koštanu izgradnju i cijeljenje, i to izražavanjem bjelančevine iz obitelji Dickkopf (DKK, 

prema engl. Dickkopf-related protein)1 i sklerostina (39), inhibitora signalnog puta Wnt, 

ključnog za razvoj osteoblasta. Pored hiperplastičnih FLS koji čine glavninu stanica 

mezenhimne loze u reumatoidnoj sinoviji (39), u sinovijalnoj mezenhimnoj populaciji 

prisutne su i mezenhimne matične stanice (40) koje imaju sposobnost samoobnavljanja, a 

prethodnici su stanica masnog tkiva, kosti i hrskavice, te stoga mogu doprinijeti cijeljenju 

zglobnih tkiva (41). Neke od njih potječu iz koštane srži, dok su druge rezidentna sinovijalna 

populacija. Nedavno je pokazano da je rezidentna populacija izvor prethodničkih hrskavičnih 

stanica nužna za regeneraciju hrskavice nakon ozlijede (42). Mezenhimne stanice, ovisno o 

stupnju sazrijevanja izražavaju različite kombinacije površinskih biljega poput Sca-1, CD105, 

CD90.2, CD140b, CD51 i CD200, međutim niti jedan od navedenih biljega nije specifičan za 
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ovu populaciju (43). Pored uloge u cijeljenju zglobnih tkiva, dobro je poznata 

imunomodulacijska sposobnost stanica mezenhimne loze (44).  

Uz mezenhimnu lozu, u upaljenom zglobu se nalaze brojne stanice urođene i stečene 

imunosti, poput mijeloidnih stanica, prirodno-ubilačkih (NK, prema engl. natural killer) 

stanica, limfocita B i T te plazma stanica (45). Mijeloidnu populaciju u sinovijalnom odjeljku 

bolesnika s RA čine neutrofili, monociti, MLS, makrofazi podrijetlom iz cirkulirajućih 

monocita, dendritičke stanice, mastociti, supresorske stanice mijeloidnog podrijetla (MDSC, 

prema engl. myeloid derived supressor cells) (46) te prethodničke stanice osteoklasta (OCP, 

prema engl. osteoclast progenitor cell). Broj makrofaga u sinoviji povezan je s kliničkom 

slikom bolesti (45, 47). Dominantnu populaciju makrofaga u reumatoidnom zglobu 

predstavljaju makrofazi podrijetlom iz cirkulirajućih monocita privučenih visokom 

koncentracijom kemokina, a ta je populacija glavni izvor TNF u sinoviji (48). Uloga 

rezidentnih makrofaga (MLS) u artritisu još nije u potpunosti razjašnjena. Prema nekim 

istraživanjima u RA dolazi do upalne (M1) polarizacije MLS (49), dok druge studije 

isključuju sudjelovanje MLS u poticanju upale u RA, koje je prema tome isključivo 

posljedica djelovanja nerezidentnih makrofaga (50). Opisano je više subpopulacija MLS, od 

kojih su neki upalno polarizirani, a drugi imaju homeostatsku ulogu te ne potiču upalu u RA 

(48). Upalno polarizirani (M1) makrofazi i monociti u reumatoidnoj sinoviji luče citokine 

(TNF-α, IL-15, IL-1β, IL-6, GM-CSF, transformirajući čimbenik rasta β (TGF-β, prema engl. 

transforming growth factor β)) i kemokine (kemokinski ligand s C-X-C motivom (CXCL) 4 i 

CXCL7) odgovorne za privlačenje monocita i neutrofila, reaktivne spojeve kisika (ROS, 

prema engl. reactive oxygen species), dušikov oksid i njegove derivate te MMP, a svi 

navedeni čimbenici podržavaju i pojačavaju upalu i nakupljanje stanica imunosnog sustava 

(48, 51). Rijetke dendritičke stanice prisutne su u perivaskularnim subintimalnim područjima 

normalne sinovijalne ovojnice (52). Broj dendritičkih stanica CD1c+ povećan je u 

sinovijalnom odjeljku bolesnika s aktivnim RA, a njihov je broj povećan i u limfnim 

čvorovima u pretkliničkom stadiju RA (53, 54) i upućuje na njihovu ulogu u razvoju 

autoimunosti. Njihova pretpostavljena uloga u sinovijalnom odjeljku aktivnog RA je 

povećanje populacije memorijskih limfocita T te proizvodnja proupalnih citokina i kemokina 

(50). Glavninu mijeloidne populacije u sinovijalnoj tekućini bolesnika s RA čine neutrofili, 

koje u sinovijalnom odjeljku aktivira vezivanje imunokompleksa na receptor Fc-γ (FcR-γ) 

(55, 56). Aktivirani neutrofili oslobađaju enzime poput elastaze, gelatinaze, katepsina G, 

laktoferina, lipokalina povezanog s gelatinazom, proteinaze 3, mijeloperoksidaze i 
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kolagenaze, čije su visoke koncentracije izmjerene u sinovijalnoj tekućini bolesnika s RA 

(57, 58), te sintetiziraju i luče ROS (58). Također pojačano izražavaju molekularne 

posrednike poput pro-osteoklastogeničnog RANKL-a (59), te aktivirajućeg faktora limfocita 

B (BAFF, prema engl. B cell activating factor) (60), a pokazan je i njihov izražaj antigena 

MHC-II, zbog čega mogu djelovati kao antigen-predočne stanice (APC, prema engl. antigen 

presenting cell) za limfocite T (61). Zbog prisutne hipoksije i visoke koncentracije upalnih 

posrednika smanjena je apoptoza neutrofila i povećano njihovo preživljavanje u 

reumatoidnom zglobu (62, 63). Dodatno djelovanje neutrofila u patogenezi RA je stvaranje 

izvanstaničnih zamki (NET, prema engl. neutrophil extracellular trap) koje mogu biti izvor 

novih auto-antigena i potaknuti stvaranje novih tipova autoreaktivnih protutijela (58, 64). U 

mišjim modelima RA, pokazano je da deplecija neutrofila sprječava nastanak artritisa u 

transgeničnom soju K/BxN (65), te artritisu potaknutom protutijelima na kolagen tipa II (CII) 

i lipopolisaharidom (LPS) (66). Mijeloidnoj lozi pripadaju i OCP, koji su u niskoj frekvenciji 

normalno prisutni u perifernoj krvi i koštanoj srži, a u upaljenom zglobu se nakupljaju zbog 

kemokinskog gradijenta. Udio populacije ljudskih OCP, fenotipa CD3-CD56-CD19-

CD14+CD11b+ u sinoviji i perifernoj krvi bolesnika s RA viši je nego u krvi zdravih osoba 

(67). Štoviše, subpopulacija OCP pozitivna na RANK, koja predstavlja usmjerene OCP, 

povezana je s brojem bolnih zglobova (TJC, prema engl. tender joint count). Uloga limfocita 

T u RA široko je istraživana i poznato je da su pomagački limfociti T ključni kako za 

započinjanje, tako i za održavanje zglobne upale (68). Limfocite T aktiviraju dendritičke 

stanice, limfociti B i makrofazi. Zbog citokinskog profila u reumatoidnom zglobu dugo se 

pretpostavljalo se da su Th1 stanice ključne za RA jer podržavaju upalu lučenjem pro-upalnih 

citokina te upalno polariziraju sinovijalne makrofage, međutim novija istraživanja sve više 

naglašavaju važnost ostalih subpopulacija pomagačkih limfocita T, Th2, Th17, Th9, te 

regulacijskih limfocita T (Treg) (68). Rezultati istraživanja provedenih na mišjim modelima 

RA, uputili su na važnost uloge stanica Th17 u razvoju RA (69), a ona je potvrđena i u 

studijama na ljudskim ispitanicima, gdje je pokazano da su udio stanica Th17 te koncentracija 

IL-17 povezani s težinom bolesti procijenjenom ljestvicom DAS28 (70) kao i da terapijsko 

blokiranje TNF dovodi do njihovog sniženja (71). Međutim, rezultati kliničkih studija 

usmjerenih na blokadu djelovanja limfocita Th17 nisu opravdali navedeni pristup. Broj 

stanica Th9 također je povećan u sinovijalnom odjeljku pacijenata s RA i povezan s 

aktivnošću bolesti. Ove stanice lučenjem IL-9 produljuju životni vijek neutrofila, potiču 

njihovu sintezu enzima koji razgrađuju međustaničnu tvar te potiču diferencijaciju stanica 

Th17 (72, 73). Stanice Th2 luče protu-upalne citokine te aktiviraju limfocite B. Brojna 
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istraživanja stanica Treg te njihove uloge u RA imaju proturječne rezultate, što je 

najvjerojatnije posljedica slabo definiranih metoda za karakterizaciju ove populacije (68, 74). 

Limfociti T, također izražavaju RANKL i mogu potaknuti sazrijevanje osteoklasta (75). 

Limfociti B u RA stvaraju auto-reaktivna protutijela, sudjeluju u aktivaciji limfocita T te luče 

pro-upalne citokine TNF-α, IL-6, IL-12, IL-23 i IL-1α (68), a memorijski limfociti B 

izražavanjem liganda RANKL potiču sazrijevanje osteoklasta (76).  

 

1.1.5. Periartikularna koštana srž u reumatoidnom artritisu 

Iako je upalno zbivanje u sinovijalnom prostoru ključna značajka razvijenog RA, novija 

istraživanja upućuju na važnost do sada neistraženih, anatomski odvojenih odjeljaka 

primjerice periartikularne koštane srži. Schet i Firestein 2010. predložili su dvije hipoteze o 

patogenezi RA. Klasična, sinoviocentrična hipoteza pretpostavlja da upala započinje u 

sinovijalnoj ovojnici iz koje se potom širi na okolne strukture, dok alternativna hipoteza 

pretpostavlja da artritis započinje u okolnim strukturama, odnosno u koštanoj srži (osteitis), 

iz koje se širi u sinovijalni odjeljak (26). Zbog nedostatka patohistoloških nalaza 

pretkliničkog ili ranog RA ni jedna od ovih teorija još nije u potpunosti potvrđena. U 

periartikularnoj koštanoj srži se u tijeku RA nakupljaju stanice imunosnog sustava, što je 

magnetnom rezonancom (MR) vidljivo kao edem koštane srži. Promjene vidljive na MR 

posljedica su smanjenja količine masnog tkiva i nakupljanja tekućine. Ova promjena je u 

literaturi relativno slabo zastupljena u odnosu na zadebljanje, hiperplaziju i 

hipervaskularizaciju sinovijalne ovojnice, zbog toga što su promjene sinovijalne ovojnice 

vidljive ultrazvukom, a promjene u koštanoj srži prikazuju se samo pomoću MR ili 

histološki, koje se rjeđe koriste u rutinskoj dijagnostici. Pored toga za histološku analizu 

dostupni su uglavnom uzorci iz kasnijih stadija bolesti koji se kirurški zbrinjavaju. Edem 

koštane srži je, osim u RA, prisutan i u nekim drugim upalnim artritisima (77, 78) te u 

osteoartritisu (79, 80). Ulogu subhondralne koštane srži u patogenezi RA dodatno podupiru 

rezultati istraživanja koja su pokazala prisutnost edema koštane srži već u pretkliničkom 

stadiju RA, koja je povezana s biljezima aktivnosti bolesti, primjerice razinom IL-6 i C 

reaktivne bjelančevine (CRP, prema engl. C reactive protein), kasnijim razvojem agresivnog 

oblika bolesti (81), te prisutnošću boli (79). U ručnom zglobu je prisutnost edema koštane 

srži pokazatelj nastanka lokalnih koštanih erozija (82, 83). U pacijenata s ankilozantnim 

spondilitisom liječenim protutijelima anti-TNF, smanjenje edema koštane srži prati olakšanje 

simptoma bolesti (84). Edem koštane srži histološki se sastoji od upalnog staničnog infiltrata, 
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u kojem stanice stvaraju nakupine koje izgledom podsjećaju na germinativne centre 

sekundarnih limfnih organa (85). Imunohistokemijski je potvrđeno da se dominantno 

nakupljaju limfociti (85-89), i to prema nekim istraživanjima dominantno limfociti B (87), a 

prema drugim studijama infiltrat sadrži makrofage, CD8+ limfocite T, limfocite B te plazma 

stanice (86). Zbog ograničene dostupnosti uzoraka periartikularne koštane srži nema 

podataka o citološkim nalazima pacijenata s ranim RA, te su navedene populacije 

periartikularne koštane srži i njihova uloga u patogenezi bolesti još uvijek većinom 

neistražene. U mišjem modelu CIA, u periartikularnoj koštanoj srži nakupljaju se stanice 

mijeloidne loze, OCP, F4/80+ makrofazi i Ly6G+ granulociti, a limfociti čine manji relativni 

udio (90).  

 

1.1.6. Liječenje reumatoidnog artritisa 

Iako uzročno liječenje RA nije moguće razvijeni su različiti terapijski pristupi kojima se 

smanjuje aktivnost bolesti. Liječenje započeto u ranom stadiju bolesti danas se smatra 

najvažnijim čimbenikom u sprječavanju nastanka strukturnog oštećenja. Farmakoterapija 

uključuje lijekove koji ublažavaju simptome bolesti, poput lijekova iz skupine nesteroidnih 

protu-upalnih lijekova (NSAID, prema engl. non-steroid anti-inflammatory drugs) i 

glukokortikoida, te antireumatske lijekove koji mijenjaju tijek bolesti (DMARD, prema engl. 

disease modifying antirheumatic drugs). Skupina lijekova DMARD dalje se dijeli na 

konvencionalne lijekove, ciljane sintetičke lijekove i biološke lijekove (91). U prvu skupinu 

ubrajamo metotreksat, leflunomid, sulfasalazin, klorokin te hidroksiklorokin. Skupini ciljanih 

sintetičkih antireumatskih lijekova pripadaju inhibitori specifičnih molekularnih posrednika, 

primjerice Janus-kinaze(JAK)1, JAK2 i JAK3 (barcitinib, tofacitinib). Biološki lijekovi 

DMARD su monoklonska protutijela ili fuzijske bjelančevine koje inhibiraju TNF-α 

(infliximab, adalimumab, etanercept, golimumab), uklanjaju (rituximab) ili blokiraju funkciju 

(belimumab) limfocita B, sprječavaju kostimulaciju limfocita T (abatacept, belatacept), 

inhibiraju fukciju interleukina te čimbenika rasta (tocilizumab, IL-6; anakinra, rilonacept, 

canakinumab, IL-1; mavrilimumab, GM-CSF). Primjenu ovih lijekova prate brojne 

nuspojave, a svima je zajednički povećan rizik razvoja zaraznih bolesti zbog imunosupresije. 

Cilj liječenja RA je postizanje remisije ili stanja vrlo niske aktivnosti bolesti. Učinkovitim se 

smatra liječenje koje unutar 3 mjeseca kontinuirane primjene dovodi do minimalno 50% 

smanjenja simptoma (92). Trenutna je preporuka započinjanje liječenja s metotreksatom, uz 

davanje glukokortikoida u razdoblju prije početka djelovanja metotreksata (93). U slučaju 
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postojanja kontraindikacija za primjenu metotreksata, ili njegove neučinkovitosti, liječenje se 

zamjenjuje drugim konvencionalnim sintetičkim lijekom DMARD. U slučaju neučinkovitosti 

ovoga pristupa prelazi se na liječenje biološkim ili ciljanim lijekovima DMARD. Usprkos 

širokoj primjeni lijekova DMARD, u 60-70% bolesnika još uvijek nije moguće postići 

potpunu remisiju (94). Nadalje, postojeći lijekovi u većoj ili manjoj mjeri koče napredovanje 

koštanog oštećenja, ali njegovo liječenje trenutno nije moguće. 

 

1.2. Životinjski modeli reumatoidnog artritisa  

Životinjski modeli RA imaju važnost u istraživanju patogeneze bolesti te u utvrđivanju i 

procjeni djelotvornosti novih terapijskih pristupa prije provedbe kliničkih studija. Istraživanja 

na životinjama značajno su pridonijela današnjem poznavanju patogeneze RA te 

molekularnih i staničnih posrednika i mehanizama koji su u nju uključeni. Za životinjske 

modele ljudskih bolesti bitne značajke su ponovljivost, jednostavan postupak izazivanja, 

razumno kratak vrjemenski tijek bolesti te patohistološke značajke slične ljudskoj bolesti 

(95). Različiti životinjski modeli RA znatno se razlikuju od ljudske bolesti po vremenu koje 

je potrebno za njen razvoj i nastanak strukturnog oštećenja, koje je u nekim modelima vrlo 

kratko, u suprotnosti s dugom pretkliničkom fazom RA te nastankom strukturnog oštećenja 

tek nakon dugotrajne upale.  

Životinjski modeli RA mogu se podijeliti na genske i potaknute. U potaknutim modelima 

moguće je bolest izazvati u različitih životinja, međutim najčešće se, kao i u genskim 

modelima, koriste miševi i to zbog niskih troškova održavanja, lakoće rukovanja, brzog 

razmnožavanja te homogenosti genetske pozadine. U skupinu genskih ili spontanih modela 

ubrajaju se miševi soja SKG, K/BxN i transgenični miševi koji izražavaju ljudski TNF (Tg) 

te IL-1. Artritis se u soju SKG razvija zbog točkaste mutacije u domeni SH2 (prema engl. Src 

Homology 2) proteinske kinaze povezane sa ζ-lancem-70 (ZAP-70, prema engl. zeta-chain-

associated protein kinase 70), unutarstaničnog enzima koji se aktivira kao posljedica vezanja 

i aktivacije receptora limfocita T (TCR, prema engl. T-cell receptor), te predstavlja ključnu 

molekulu za prijenos signala putem receptora TCR (96). Promjena signalnog puta nizvodno 

od TCR dovodi do promjena u negativnom probiru limfocita T i stvaranja autoreaktivnih 

limfocita T koji uzrokuju artritis, čije histološke značajke te serološki nalazi odgovaraju 

ljudskom RA, a artritis se razvija u miševa soja BALB/c (97). Soj K/BxN nastao je križanjem 

transgeničnih miševa koji pojačano izražavaju TCR koji prepoznaje peptide goveđe 
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ribonukleaze (KRN miševi, na pozadini C57BL/6) te miševa NOD (prema engl. non-obese 

diabetic) (98). Zbog križne reaktivnosti, u prvoj generaciji potomaka, transgenični TCR 

prepoznaje autoantigen glukoza-6-fosfat izomerazu (G6PI), vezanu na molekulu I-Ag7 

sustava MHC II miševa NOD, zbog čega se u dobi od 4-5 tjedana razvija artritis. Prijenos 

seruma, odnosno molekula IgG tih životinja u zdrave životinje uzrokuje artritis (99). 

Histopatološki, bolest je slična RA, međutim model je uglavnom posredovan stvaranjem 

autoreaktivnih protutijela, dok su za razvoj ljudskog RA bitni i drugi posrednici i stanične 

populacije. Transgenični miševi koji konstitutivno izražavaju ljudski TNF spontano razvijaju 

erozivni poliartritis (100). Razvoj artritisa se može u potpunosti zapriječiti davanjem 

protutijela anti-TNF, a budući da se artritis razvija i u miševa SCID (prema engl. severe 

combined immunodeficiency), artritis nije ovisan o limfocitima T i B te stoga nije pogodan za 

istraživanje terapijskih pristupa koji uključuju djelovanje na te stanice (101). Spontani artritis 

razvija se i u miševa s pojačanom aktivnošću IL-1, primjerice u transgeničnih miševa koji 

izražavaju ljudski IL-1α ili miševa s nedostatkom funkcionalnog antagonista receptora IL-1 

(IL-1RA –/–). Prvi je model posredovan stanicama urođene imunosti, dok su za razvoj 

drugog modela ključni limfociti T (102, 103). U potaknutim modelima RA, artritis se 

najčešće izaziva imunizacijom životinje na vlastiti antigen, injiciranjem peptida sličnog 

vlastitom antigenu uz adjuvans, najčešće potpuni Freundov adjuvans (CFA, prema engl. 

complete Freund's adjuvant). CFA se sastoji od mineralnog ulja, emulgatora manid 

monooleata te bakterije Mycobacterium tuberculosis inaktivirane visokom temperaturom. 

Uloga CFA je produljenje zadržavanja antigena u tkivu i pojačanje njegovog unosa u APC, a 

zajedno s inaktiviranom bakterijom potiče stanice urođene imunosti, čiji citokini usmjeravaju 

imunosni odgovor prema Th1 te se razvija odgođena preosjetljivost (DHT, prema engl. 

delayed type hypersensitivity) na predočeni antigen (104). Imunizacijom na vlastiti antigen 

izaziva se artritis potaknut kolagenom (CIA, prema engl. collagen induced arthritis), artritis 

potaknut hrskavičnom oligomernom bjelančevinom međustanične tvari (COMP, prema engl. 

cartilage oligomeric matrix protein), artritis potaknut proteoglikanom te za artritis potaknut 

enzimom G6PI. Osim vlastitim antigenom, životinje se mogu imunizirati i vanjskim 

antigenom, primjerice metiliranim goveđim serumskim albuminom (mBSA, prema engl. 

methylated bovine serum albumin) koji se po završetku imunizacije injicira izravno u zglob 

gdje uzrokuje upalu. Ponekad i sama injekcija adjuvansa ili aktivatora imunosnog sustava 

može izazvati artritis, što je temelj modela artritisa potaknutog adjuvansom nakon injekcije 

CFA nekim sojevima štakora (105), artritisa potaknutog pristanom u nekim sojevima štakora 

i miševa (106) te artritisa potaknutom staničnom stjenkom streptokoka (SCWIA, prema engl. 
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streptococcal cell wall induced arthritis) (107). Izazvani artritisi dodatno se razlikuju se 

prema sojevima životinja u kojima ih je moguće izazvati, staničnim i molekularnim 

posrednicima uključenim u patogenezu, serološkim značajkama (prisutnosti protutijela na 

vlastite antigene), histopatološkim karakteristikama te broju zahvaćenih zglobova. Najčešće 

se koristi model CIA, koji se razvija nakon imunizacije podložnih sojeva DBA/1, B10.Q i 

B10.RIII, čija je značajka haplotip MHC H-2q ili H-2r, kolagenom tipa II (108). Miševi se 

imuniziraju injekcijom kokošjeg kolagena tipa II u CFA te 2-3 tjedna nakon toga injekcijom 

CII u nepotpunom Freundovom adjuvansu (IFA, prema engl. incomplete Freund adjuvans). 

Model posreduju pomagački limfociti T, posebice populacije Th1 i Th17, a podloga razvoja 

artritisa je imunosni odgovor na vlastite antigene prisutne u sinovijalnom zglobu. Klinički se, 

slično ljudskom RA, razvija poliartritis malih zglobova, koji histološki karakterizira upalna 

infiltracija sinovijalne ovojnice, razaranje zglobne hrskavice, osteitis te razaranje kosti.  

 

1.2.1. Artritis potaknut antigenom 

Artritis potaknut antigenom (AIA, prema engl antigen-induced arthritis) razvija se u 

zglobovima pokusnih životinja nakon intra-artikularne (i.a) injekcije antigena poput mBSA, 

ovalbumina ili fibrina, kojim su životinje prethodno imunizirane. Model je nakon imunizacije 

na fibrin prvi put opisan u zečeva 1962. godine (109), dok je mišji AIA prvi put opisan 1977. 

godine (110). Antigen kojim se izaziva artritis nabijen je pozitivno, zbog čega se dobro veže 

na negativno nabijenu površinu zglobne hrskavice te je omogućeno njegovo zadržavanje u 

zglobu, što produljuje tijek bolesti. Životinja se u AIA imunizira intradermalnom ili 

potkožnom injekcijom antigena emulgiranog u CFA. Za razliku od ostalih izazvanih modela, 

AIA je monoartritis koji se razvija samo u injiciranom zglobu, a intenzitet bolesti odgovara 

količini injiciranog antigena (111). Model se najčešće primjenjuje u miševa, a po potrebi se 

može izazvati i u zeca, zamorčića i štakora. Za izazivanje mišjeg artritisa najčešće se koristi 

mBSA, a metilacija naivnog BSA važna je modifikacija jer ga prevodi u kationski antigen 

(111). U zahvaćenom koljenu razvijaju se promjene koje velikim dijelom odgovaraju 

ljudskom RA (112), primjerice taloženje imunokompleksa u hrskavici, razvoj hrskavičnih i 

koštanih erozija te infiltracija sinovijalne ovojnice stanicama imunosnog sustava, što ga čini 

pogodnim za istraživanje bilo koje od navedenih pojava u RA. Artritis je histopatološki 

karakteriziran difuznim, perivaskularnim te rjeđe fokalnim nakupljanjem limfocita, plazma 

stanica i makrofaga u sinovijalnom prostoru. Sinovijalna ovojnica je hiperplastična, a u 

sinovijalnoj tekućini prisutan je upalni eksudat koji se sastoji od polimorfonuklearnih stanica 
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te se stvara panus koji invadira zglobnu hrskavicu i subkondralnu kost (110). Iako blaži 

sinovitis u opisanom modelu može biti prisutan i do 3 mjeseca nakon indukcije (110), 

zglobna oteklina je najveća 3.-5. dan poslije i.a. injekcije (akutna faza bolesti), a oko 7. dana 

intenzitet zglobne upale se smanjuje i artritis ulazi u subakutnu fazu (111). Artritis se može 

ponovno potaknuti sustavnom ili i.a. injekcijom manje količine antigena, što klinički 

odgovara remisijama i relapsima u tijeku ljudskog RA. Za razliku od ljudskog RA, u ovome 

modelu limfociti imaju manju tendenciju stvaranja folikula, a u sinoviji se nalazi više 

makrofaga, zbog činjenice da je za imunosni odgovor u AIA važno sudjelovanje stanica 

urođene imunosti, a tijek bolest je akutan za razliku od ljudskog RA (111). Bitna značajka 

ovoga modela, koja ga čini posebno pogodnim za moje istraživanje je vremenski jasno 

određen nastup i lokalizacija te učestalost artritisa u 95-100% miševa injiciranih antigenom 

i.a., što povećava vjerodostojnost usporedbe skupina i omogućuje precizno određivanje 

vremenske točke uzimanja uzoraka za analizu. Suprotno tomu, CIA se razvija samo u 60-

80% injiciranih životinja te nema jasno vremenski definiran tijek. Nadalje, za razliku od CIA, 

na AIA su osjetljivi miševi soja C57BL/6, koji je ujedno i temeljni soj većine genetski 

promijenjenih miševa te miševa Fas –/– koji su korišteni u istraživanju (113). Zbog iniciranja 

antigena u koljeno, za razliku od artritisa u modelu CIA, artritis nije ograničen na male 

zglobove što ga čini pogodnim za istraživanje oštećenja subkondralne kosti i zglobne 

hrskavice, čija je procjena lakša u većim zglobovima, a prisutnost periartikularnog koštanog 

razaranja ga čini povoljnim i za istraživanje patogeneze te pojave (114).  

 

1.3. Gubitak kosti u reumatoidnom artritisu 

Gubitak kosti općenito je posljedica neuravnotežene koštane pregradnje, ključne za pravilnu 

mehaničku i metaboličku funkciju kosti, pri čemu nad izgradnjom koštanog tkiva dominira 

njegova razgradnja. Koštana pregradnja odvija se posredovanjem dva tipa stanica, osteoblasta 

i osteoklasta. Osteoblasti odlažu koštanu međustaničnu tvar, mezenhimnog su podrijetla, a 

njihovi prethodnici se najčešće nalaze u koštanoj srži, ali i u drugim tkivima, primjerice u 

sinoviji. Osteoklasti su multinuklearne stanice hematopoetskog podrijetla odgovorne za 

koštanu razgradnju. Na koštanu pregradnju djeluju brojni hormoni, citokini, kemokini te 

drugi čimbenici čija koncentracija može biti promijenjena u različitim patološkim stanjima, a 

to se posebice odnosi na upalu koja izaziva promjenu aktivnosti, sazrijevanja i proliferacije 

koštanih stanica. Zbog brojnih međudjelovanja stanica koštanog i imunosnog sustava, od 

2000. godine je definirano novo interdisciplinarno istraživačko područje, osteoimunologija 
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(115) koje istražuje međudjelovanje koštanog i imunosnog sustava, a upravo ta vrsta 

istraživanja doprinijela je razumijevanju gubitka kosti u upalnim bolestima poput RA. 

Gubitak kosti tijekom RA odvija se na lokalnoj i sustavnoj razini (116). Karakteristične 

lokalne promjene su pojava koštanih erozija, odnosno fokalni gubitak kostiju i periartikularna 

osteopenija. Sustavni gubitak kosti očituje se pojavom generalizirane osteopenije. Primjena 

lijekova poput abatacepta, rituximaba i inhibitora TNF-α i IL-1 smanjuje napredovanje 

radiografskih promjena u RA. Inhibicija JAK također koči nastanak strukturnog oštećenja 

(117). Međutim, lijekovi DMARD samo u 10% pacijenata uzrokuju poboljšanje koštanih 

erozija stvorenih prije početka terapije (118). Primjena paratiroidnog hormona (PTH) u 

mišjim modelima djelovala je obećavajuće (119), međutim kliničke studije nisu potvrdile 

njegovu učinkovitost (120). Denosumab, monoklonsko protutijelo koje inhibira RANKL, 

usporava nastanak erozija, ali njegov je učinak na popravak već nastalih erozija također 

ograničen (121). S obzirom da koštane erozije nisu reverzibilna promjena, otkrivanje 

specifičnih posrednika lokalnog koštanog razaranja moglo bi unaprijediti mogućnosti 

liječenja koštanih posljedica RA. 

 

1.3.1. Lokalni gubitak kosti  

Lokalni gubitak kosti u RA može se podijeliti u dvije kategorije: fokalni gubitak kosti, koji 

označava pojavu lokaliziranih koštanih erozija u kortikalnoj kosti te podležećoj spužvastoj 

kosti, te periartikularni gubitak kosti, koji označava gubitak metafiznih koštanih gredica uz 

zahvaćeni zglob (116).  

Lokalne koštane erozije u RA značajan su prognostički faktor, jer je njihova pojava povezana 

s lošim kliničkim ishodom i povećanom stopom razvoja invalidnosti (122). Odsutnost 

koštanih erozija bitan je indikator uspješnosti novouvedene farmakoterapije. Zbog svega 

navedenog, prisutnost erozivne bolesti u pacijenata s RA se rutinski prati (117), te su 2010. 

godine koštane erozije uključene u kriterije za klasifikaciju RA Američkog reumatološkog 

odbora (ACR, prema engl. American College of Rheumatology) i Europske lige protiv 

reumatizma (EULAR, prema engl. European League Against Rheumatism) (123). Erozije se 

razvijaju u područjima izravnog dodira kortikalne kosti s panusom, u kojima je dobro opisana 

prisutnost osteoklasta (124). Panus sadržava brojne aktivirane stanice imunosnog sustava i 

upalno aktivirane fibroblaste, koje lučenjem različitih posrednika utječu na koštanu 

pregadnju. Iako se pretpostavlja da većina posrednika lokalnih koštanih erozija dolazi iz 
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sinovije, njihovom razvoju značajno doprinose i upalna zbivanja u subhondralnoj koštanoj 

srži.  

Periartikularna osteopenija označava gubitak metafiznih koštanih gredica uz zahvaćeni zglob, 

značajka je ranog stadija RA i pojavljuje se prije nastanka lokalnih koštanih erozija (116). 

Gubitak kosti odvija se u području koje nije u izravnom dodiru s upaljenom sinovijom, te je 

vjerojatno posljedica djelovanja upalnih stanica nakupljenih u koštanoj srži (116). Budući da 

u razvijenoj erozivnoj bolesti panus može prodrijeti kroz kortikalnu kost (116), a već i prije 

toga moguća je difuzija citokina iz sinovijalnog odjeljka kroz Volkmanove i Haversove 

kanale (125), sinovijalni posrednici također su uključeni u patogenezu periartikularnog 

gubitka kosti. Nadalje, za periartikularnu osteopeniju djelomično su odgovorni sustavna 

upala praćena visokom razinom citokina u krvi te smanjena pokretljivost bolesnika. Budući 

da se periartikularna osteopenija razvija znatno prije sustavnog gubitka kosti, doprinos 

lokalnih posrednika u njenom razvoju smatra se značajnijim od doprinosa sustavnih 

posrednika.  

Osteoklastogenezu u RA mogu potaknuti čimbenici koji djeluju izravno na osteoklaste te 

potiču njihovu diferencijaciju, poput ACPA i čimbenik poticanja rasta kolonija makrofaga 

(M-CSF, prema engl. macrophage colony stimulating factor), ili čimbenici, primjerice upalni 

citokini, koji pojačavaju izražaj liganda RANKL u upaljenom zglobu te tako neizravno potiču 

sazrijevanje i aktivnost osteoklasta. Pokazano je da je prisutnost ACPA i RF povezana s 

pojavom erozija u pacijenata s RA (126), a i sustavnim gubitkom kosti. ACPA na koštane 

stanice djeluju izravno ili neizravno. Izravno aktiviraju receptor FCγ na osteoklastima, ili 

potiču njihovo sazrijevanje vezivanjem za citrulinirane bjelančevine poput vimentina na 

staničnoj membrani osteoklasta (127). Neizravno potiču lučenje TNF-α iz makrofaga, koji 

potom djeluje na sazrijevanje OCP. Budući da su auto-protutijela prisutna već u 

pretkliničkom stadiju bolesti, smatra se da su uključena u rani gubitak kosti, prije nastupa 

simptoma. Važnost liganda RANKL u koštanom razaranju potvrđena je u pokusima 

provedenim na miševima s izbačenim genom za RANKL (RANKL –/–), kojima nedostaju 

zreli osteoklasti te su zaštićeni od koštanih erozija u mišjem modelu RA (128). Citokini TNF-

α, IL-1, IL-6 i IL-17 pojačavaju izražaj RANKL i tako potiču osteoklastogenezu, ali za TNF-

α, IL-17, IL-32, IL-33 pokazan je i izravni učinak na osteoklastne prethodnike (125, 129). U 

sinovijalnom odjeljku izražaj liganda RANKL je opisan na limfocitima B i T, sinovijalnim 

fibroblastima, makrofazima i dendritičkim stanicama (125). Limfociti T te sinovijalni 

fibroblasti dugo su smatrani glavnim izvorom liganda RANKL u upaljenom zglobu, no 
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nedavno provedene studije na miševima s inaktivacijom gena RANKL specifičnom za 

populaciju pokazale su da je za razvoj koštanog oštećenja ključan izražaj funkcionalnog 

liganda RANKL na sinovijalnim fibroblastima (130).  

Iako se pojačana osteoklastogeneza opisuje kao značajan čimbenik koštanog razaranja u RA, 

narušenu ravnotežu koštane pregadnje u ovoj bolesti karakterizira i smanjeno sazrijevanje i 

aktivnost stanica osteoblastne loze, zbog poremećene ravnoteže čimbenika koji reguliraju ta 

zbivanja u upalnom okolišu. U RA je pojačan izražaj endogenih inhibitora signalnog puta 

Wnt, poput DKK1, bjelančevine srodne Frizzled obitelji receptora (sFRP, prema engl. 

secreted frizzled-related protein) te sklerostina. Pojačan izražaj sFRP-1 i sFRP-2 opisan je u 

sinovijalnom tkivu miševa s artritisom (131). Sinovijalni fibroblasti bolesnika s RA izloženi 

povećanoj koncentraciji TNF-α, pojačano izražavaju DKK-1 (132). Izražaj DKK-1 povećan 

je i u serumu pacijenata s RA (133) i miševa s artritisom, a inhibicija DKK-1 u mišjem 

modelu artritisa može zapriječiti nastanak lokalnih erozija (134). Za razliku od bjelančevina 

sFRP i DKK1, o ulozi sklerostina podatci su nejasni. Povišena razina sklerostina nije 

potvrđena u ljudskom RA, a u životinjskim modelima njegov je nedostatak ili ublažio, ili 

pogoršao artritis (135-138). Osim specifičnih učinaka Wnt signalnoga puta, sazrijevanje 

osteoblasta u artritisu koče i proupalni citokini, poput TNF-α (139) i IL-6 (140). Upalno 

promijenjen koštani mikrookoliš može također smanjiti i broj mezenhimalnih prethodničkih 

stanica u RA (117, 141). Mezenhimne stanice iz sinovijalne tekućine pacijenata s juvenilnim 

idiopatskim artritisom (JIA) pojačano izražavaju upalne markere te imaju smanjenu 

sposobnost sazrijevanja u osteoblaste (142).  

 

1.3.2. Sustavni gubitak kosti 

Iako se pri liječenju bolesnika s RA naglasak stavlja na praćenje lokalnog gubitka kosti i to 

zbog njegove uloge u nastanku deformiteta i razvoju invalidnosti, sustavni gubitak kosti 

očituje se njenom smanjenjom mineralnom gustoćom (BMD, prema engl. bone mineral 

density) koja povećava rizik od prijeloma (143) čak do 30-40% (144). Za razliku od 

lokaliziranog, sustavni gubitak kosti nije specifičan za RA. Generalizirana osteopenija prati i 

druge autoimunosne bolesti (145) kronične infekcije (146) te ostale kronične upalne 

poremećaje, a doprinosi joj i uporaba kortikosteroida (147). Sustavna osteopenija se u RA 

pripisuje visokim koncentracijama proupalnih citokina, poput TNF-α te IL-6, koji se iz 

upaljene sinovije prelijevaju u krvotok i sustavno djeluju na sazrijevanje i funkciju koštanih 
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stanica te pomiču ravnotežu koštane pregradnje na stranu pojačane razgradnje (125). Dodatni 

čimbenici koji pogoršavaju sustavnu osteopeniju su visoka dob, nepravilna prehrana i 

smanjena pokretljivost bolesnika te terapijska primjena glukokortikoida.  

 

1.4. Sustav Fas/ligand Fas  

1.4.1. Građa, tkivni i stanični izražaj receptora i liganda Fas 

Receptor Fas (Fas, CD95, Apo-1, TNFRSF6) transmembranska je glikozilirana bjelančevina 

tipa II, čija je uloga u aktivaciji vanjskog apoptotičkog puta podrobno opisana. Receptor 

molekulske mase 48 kDa tvori 319 aminokiselina, a član je nadobitelji TNF. Tipičan je 

predstavnik podskupine smrtonosnih receptora (DR, prema engl. death receptor), koje od 

drugih pripadnika nadobitelji TNF razlikuje prisutnost unutarstanične, 70 aminokiselina duge 

smrtonosne domene (DD, prema engl. death domain) nužne za unutarstanični prijenos signala 

(148). Pored unutarstaničnog dijela s DD, receptor ima i transmembranski i izvanstanični dio, 

koji su tipični za članove nadobitelji TNF. Na izvanstaničnom dijelu su 3 domene bogate 

aminokiselinom cistein (CRD, prema engl. cysteine-rich domain). Alternativnim 

prekrajanjem (prema engl. alternative splicing), može se sintetizirati receptor Fas bez 

transmembranske domene koji se luči kao topljivi receptor (sFas, prema engl. soluble Fas 

receptor), te vjerojatno negativno regulira aktivaciju membranskog receptora natječući se sa 

njime za vezanje FasL (149, 150). Osim na stanicama imunosnog sustava poput limfocita B i 

T, dendritičkih stanica, timocita, makrofaga, receptor Fas prisutan je na brojnim drugim 

stanicama zdravog i tumorskog tkiva, primjerice na kardiomiocitima, hepatocitima te 

stanicama bubrega, gušterače i mozga (151, 152).  

Ligand Fas (FasL, CD178, APO1L) transmembranska je bjelančevina tipa II, molekulske 

mase 40 kDa i član je nadobitelji liganada TNF, a specifično prepoznaje i vezivanjem aktivira 

receptor Fas. Slično receptoru Fas, sastoji se od izvanstanične, transmembranske i 

unutarstanične domene, no za razliku od receptora C-terminalni dio nalazi se izvanstanično, 

dok je N-terminalni dio usmjeren prema citoplazmi. Izvanstanični dio liganda nosi domenu 

za vezanje s receptorom Fas, dio osjetljiv na metaloproteinaze, te domenu za 

samonakupljanje, koja uvjetuje homotrimerni oblik FasL na staničnoj membrani (148). 

Djelovanjem metaloproteinaza na osjetljive sekvence izvanstaničnog dijela nastaje topljivi 

FasL (sFasL, prema engl. soluble Fas ligand) molekulske mase 26 kDa, također prisutan u 

trimernom obliku (153), a za poticanje apoptoze nužna je njegova heksamerizacija (154, 
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155). Prema nekim istraživanjima vezanje sFasL koči apoptotička, citotoksična i proupalna 

zbivanja onemogućujući vezanje membranskog FasL (156-158). Opisana je i pojava 

funkcionalnog, membranskog oblika FasL na eksosomima, a njegova uloga još nije u 

potpunosti razjašnjena, iako se pretpostavlja da sudjeluje u regulaciji imunosne homeostaze i 

predstavlja zaštini mehanizam koji tumorske stanice štiti od uklanjanja posredstvom stanica 

imunosnog sustava (159-161). Za razliku od receptora Fas, izražaj FasL ograničen je na 

citotoksične limfocite T, neke pomagačke limfocite T, stanice NK te stanice imunosno 

odijeljenih tkiva poput oka, sjemenika i posteljice te neke tumorske stanice (162-164). FasL 

se, uz receptor Fas, može vezati i za lažni receptor DcR3 (prema engl. decoy receptor 3), 

topljivu bjelančevinu iz nadobitelji receptora TNF, koja kompetitivno inhibira njegovo 

vezanje za receptor Fas, te vjerojatno ima regulacijsku ulogu (165). Unutarstanični dio FasL 

sadrži nekoliko konzerviranih signalnih motiva poput mjesta koje može fosforilirati 

kazeinska kinaza te domene bogate prolinom (PRD, prema engl. proline rich domain) koja 

može vezati adaptorske molekule ili tirozinske kinaze s domenom SH3 (prema engl. Src 

Homology 3), a omogućuju obrnutu signalizaciju liganda u stanici koja ga izražava (166). 

Prema nekim istraživanjima ovaj način signalizacije djeluje kao kostimulator citotoksičnih 

limfocita T nakon aktivacije TCR (167), a opisano je i negativno regulacijsko djelovanje na 

proliferaciju aktiviranih limfocita B i T (168, 169).  

 

1.4.2. Signalni putevi sustava Fas/ligand Fas 

Najpoznatiji i najbolje karakterizirani signalni put nakon aktivacije receptora Fas je vanjski 

apoptotički put. Vezanje FasL za receptor Fas prvo potiče oligomerizaciju membranskih 

sklopova receptor-ligand, a potom i privlačenje unutarstaničnih adaptorskih molekula i 

homotipičnih interakcija s njihovim domenama, budući da intracelularni dio receptora Fas 

nema vlastitih katalitičkih svojstva. Prijenos signala započinje trimerizacijom, a potom 

oligomerizacijom homotrimera sklopa receptor-ligand, koje međusobno približava 

unutarstanične DD, i time privlači adaptorske molekule (170, 171). Adaptorske molekule 

smrtonosnih receptora su smrtonosna domena pridružena receptoru Fas (FADD, prema engl. 

Fas associated death domain) i smrtonosna domena pridružena receptoru TNF (TRADD, 

prema engl. TNF receptor associated death domain), od kojih prva potiče apoptotičke, a 

druga neapoptotičke signalne puteve (170, 172). Vezivanje odgovarajućeg liganda na 

receptor Fas, te DR4 i DR5 privlači molekulu FADD, čije se domene DD udruže sa 

domenama DD receptora. FADD potom svojom drugom domenom, izvršnom smrtonosnom 
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domenom (DED, prema engl. death effector domain), veže domenu DED pro-kaspaze 8 u 

miša, odnosno kaspaze 8 i 10 u ljudi, čime se stvara signalni sklop koji potiče staničnu smrt 

(DISC, prema engl. death inducing signaling complex) (171). Stvaranje sklopa DISC 

podložno je negativnoj regulaciji bjelančevinom c-FLIP (prema engl. cellular FADD-like 

interleukin-1β-converting enzyme inhibitory protein) koja je strukturno slična pro-kaspazi 8 

te veže FADD i tako ga inaktivira (173). Stvaranje sklopa DISC dovodi do dimerizacije i 

konformacijske promjene pro-kaspaze 8, a to započinje njenu autoproteolitičku aktivaciju i 

opuštanje u citosol (174). Ovisno o kinetici signalizacije te potrebi za uključenjem 

mitohondrijskog signalnog puta za postizanje apoptotičkog učinka razlikujemo 2 tipa stanica 

(175). U stanicama tipa I, primjerice limfocitima, nakon vezanja liganda Fas za receptor Fas 

stvara se veća količina sklopa DISC te se brzo aktiviraju efektorske kaspaze i nastupa 

apoptoza (175). U tim stanicama inicijacijska kaspaza 8 proteolitički aktivira efektorske 

kaspaze 3, 6 i 7, koje potom aktiviraju endonukleaze i proteaze koje razgrađuju sadržaj jezgre 

i citoplazme. Za razliku od tipa I, u stanicama tipa II, primjerice hepatocitima, stvara se 

relativno malo aktivirane kaspaze 8, pa je za aktivaciju efektorske kaspaze 3 nužna aktivacija 

mitohondrijskog (unutarnjeg) apoptotičkog puta (175). U ovim stanicama, pro-kaspaza 8 

aktivira smrtonosni agonist BID (prema engl. Bcl2-homology 3(BH3)-interacting domain 

death agonist), bjelančevinu iz obitelji BCL-2 (prema engl. B-cell lymphoma 2), i to njene 

podskupine proapoprotičkih čimbenika koji sadrže samo homolognu domenu BH3 (prema 

engl. BH3-only proteins), čije odsijecanje uzrokuje oligomerizaciju antagonista BCL-2 BAK 

(prema engl. BCL-2 antagonist killer 1) te BCL-2-asocirajuće bjelančevine x (BAX, prema 

engl. BCL-2 associated x protein) te posreduje povećanje propusnosti mitohondrijske 

membrane i opuštanje mitohondrijskih proapoptotičkih čimbenika u citoplazmu (176, 177). 

Citokrom c otpušten u citoplazmu potiče stvaranje apoptosoma koji aktivira prokaspazu 9, a 

ona potom aktivira nizvodne efektorske kaspaze (176). Osim putem opisanog signalnog puta 

Fas-FADD-kaspaza 8, poznato je da Fas može pokrenuti staničnu smrt i u odsutnosti kaspaze, 

alternativnim putem čija važnost još nije do kraja razjašnjena, a potiče ga udruživanje 

molekule FADD, s proteinskom kinazom povezanom s receptorom(RIP, prema engl. 

receptor-interacting protein kinase)1 i RIP3, čime se stanica uvodi u nekroptozu (178).  

Iako je receptor Fas primarno opisan kao posrednik stanične smrti sve je više istraživanja 

koja opisuju aktivaciju neapoptotičkih signalnih puteva kao posljedicu ligacije receptora Fas, 

čime se potiče preživljavanje stanica, njihova proliferacija, migracija, lučenje citokina, 

tumorski rast i metastaziranje. Dok su signalni putevi koji posreduju staničnu smrt detaljno 
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karakterizirani i opisani, neapoptotički signalni putevi još nisu u potpunosti razjašnjeni, ali 

poznato je da ligacija receptora Fas može aktivirati signalni put jezgrenog čimbenika κB 

(NFκB, prema engl. nuclear factor κB) te signalni put proteinske kinaze aktivirane 

mitogenom (MAPK, prema engl. mitogen-activated protien kinase) (173).  

Općenito su smrtonosni receptori sposobni potaknuti apoptozu putem opisanog signalnog 

puta u kojem se za receptor veže adaptorska molekula FADD, što u konačnici dovodi do 

aktivacije kaspaze 8, te aktivirati NFκB signalni put interakcijom receptora s adaptorskom 

molekulom TRADD, na koju se vežu RIP i čimbenik povezan s receptorom TNF(TRAF, 

prema engl. TNF receptor-associated factor)2 te oslobađaju čimbenik NFκB iz sklopa s 

inhibitorima (170, 173). Ligacija receptora DR4, DR5 i Fas dominantno aktivira apoptotički 

signalni put, dok ligacija receptora DR3 i TNFR1 dominantno aktivira NFκB signalni put. S 

obzirom da kaspaze cijepaju posrednike signalnog puta NFκB, a posrednici signalnog puta 

NFκB pojačavaju izražaj anti-apoptotičkih čimbenka poput c-FLIP i staničnog inhibitora 

apoptoze(cIAP, prema engl. cellular inhibitor of apoptosis protein)1, ovi se signalni putevi 

međusobno inhibiraju. Pretpostavlja se da se u slučaju inhibicije dominantno aktivnog 

signalnog puta može aktivirati alternativni signalni put te bi sukladno tome inhibicija 

apoptoze u stanicama s aktiviranim receptorom Fas mogla pojačati aktivnost signalnog puta 

NFκB (179-181). Primjerice, ligacija receptora Fas u stanicama tipa II sa visokom 

koncentracijom anti-apototičkih faktora, koji koče mitohondrijski put nužan za provedbu 

apoptoze može doesti do aktivacije signalnog puta NFκB (173). Nedavno je pokazano da je 

kod određenih razina aktivacije receptora Fas moguća simultana aktivacija oba signalna puta 

u istoj stanici, ali se konačni rezultat međusobno isključuje. U tom primjeru odluka o 

apoptozi ili preživljavanju ovisi o kinetici stvaranja kaspaze 3 u odnosu na količinu NFκB. U 

slučaju da se stvara dovoljno NFκB prije nastanka kritične količine kaspaze 3 (količina 

kaspaze 3 nakon koje je stanična smrt jedini mogući ishod) stanica preživi, jer posrednici 

NFκB uspiju zakočiti pro-apoptotičke posrednike, dok u suprotnom primjeru stanica ulazi u 

apoptozu (182). Predložena su dva načina aktivacije NFκB ligacijom receptora Fas: signalni 

put u kojem se na sklop FADD-kaspaza 8 pomoću homotipičnih interakcija (posredovanim 

domenom DD) vežu TRADD, RIP i TRAF-2 te aktiviraju kinazu IκB (IKK, prema engl. IκB 

kinase) i oslobađaju čimbenik NFκB iz sklopa s inhibitorom NFκB (IκB, prema engl. 

inhibitor of nuclear factor κB); te drugi signalni put neovisan je o RIP i TRAF-2, posredovan 

kaspazom 3, koja aktivira kinazu kinaze MAPK (MEKK, prema engl. MAPK kinase kinase) 

1 i potiče aktivaciju signalnog puta MAPK, koji nizvodno aktivira NFκB (173).  
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Aktivacija receptora Fas može potaknuti sva tri signalna puta MAPK: put posredovan 

kinazama reguliranim izvanstaničnim signalima (ERK, prema engl. extracellular signal 

regulated kinases), put posredovan kinazama koje fosforiliraju N-terminalni dio čimbenika c-

Jun (JNK, prema engl. c-Jun N-terminal kinases) i put posredovan kinazom p38 (173, 183, 

184). Jedan od načina na koje aktivacija receptora Fas uzrokuje aktivaciju ovih signalnih 

puteva je aktivacija enzima skupine MEKKK posredovana kaspazom (173). Aktivacija 

signalnog puta MAPK se u tom slučaju zbiva istovremeno s apoptozom, no pretpostavlja se 

da se aktivacija signalnog puta MAPK uz malu količinu kaspaza odvija u odsutnosti apoptoze 

u stanicama tipa II, uz pretpostavku da je mitohondrijski put inhibiran (173). Osim 

kaspazom-posredovane aktivacije MEKKK, domena DD može vezati bjelančevinu DAXX 

(prema engl. death domain-associated protein 6), koja potom privlači kinazu koja regulira 

apoptotički signal 1(ASK1, prema engl. apoptosis signal-regulating kinase 1), koja takoođer 

može aktivirati signalni put MAPK (173, 185). Također se pretpostavlja da Fas može 

aktivirati MAPK privlačenjem kinaze obitelji Src za unutarstanični dio receptora Fas i 

aktivacijom signalnog puta fosfatidil-inozitol 3-kinaze (PI3K) (173).  

Konačni ishod ligacije receptora Fas u smislu pokretanja apopototičkog i neapoptotičkih 

signalnih mehanizama osim o prisutnosti i koncentraciji inhibitora apoptotičkog signalnog 

puta (c-FLIP, IAP i anti-apoptotički čimbenici obitelji BCL-2), ovisi i o posttranslacijskim 

preinakama samog receptora, te ravnoteži i međudjelovanju posrednika aktiviranih signalnih 

puteva (184), a oni dodatno ovise o vrsti stanice i njenom okolišu.  

 

1.4.3. Uloga sustava Fas/ligand Fas 

1.4.3.1. Imunosni sustav 

Stanična smrt posredovana međudjelovanjem receptora i liganda Fas opisana je izvorno kao 

jedan od homeostatskih regulatora imunosnog sustava. Apoptozom višekratno stimuliranih i 

autoreaktivnih limfocita T, sustav Fas/FasL ograničava stanični imunosni odgovor i održava 

perifernu toleranciju (186). Ponavljana aktivacija pojačava izražaj FasL na membrani 

limfocita T, koji vezivanjem na receptor Fas na istoj ili susjednim stanicama potiče njihovu 

apoptozu, a taj se mehanizam naziva stanična smrt izazvana pobudom (AICD, prema engl. 

activation-induced cell death) (187-189). Uloga sustava Fas/FasL u imunosnoj homeostazi 

razješnjena je i potvrđena u mišjim modelima nedostatnosti ovoga sustava. U mišjem soju 

MRL sa spontanom mutacijom receptora Fas, 1977. godine je opisan poremećaj nazvan lpr 
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(limfoproliferacija, prema engl. lymphoproliferation) karakteriziran sustavnom 

limfoproliferacijom i autoimunošću (190). U ovom poremećaju umetanje ranog prijenosnog 

elementa (prema engl. early transposable element) mišjeg retrovirusa u intron 2 receptora Fas 

na kromosomu 19 uzrokuje poremećeno prekrajanje i prijevremeni završetak transkripcije 

Fas mRNA (191). Uz klasičnu mutaciju lpr, opisan je i alel lprcg, u kojem točkasta mutacija u 

egzonu 9, koji kodira domenu DD, uzrokuje zamjenu izoleucina s asparginom te tako ometa 

prijenos apoptotičkog signala receptora Fas (192). Spontana mutacija mišjeg liganda FasL 

prvi put je opisana u mišjem soju C3H, a karakterizirana je splenomegalijom, 

limfadenopatijom, intersticijskim pneumonitisom i skraćenim životnim vijekom te ponekad, 

anemijom i leukocitozom (193). Zbog fenotipskih značajki miševi su nazvani gld (opći 

limfoproliferativni poremećaj, prema engl. generalized lymphoproliferative disorder). 

Mutacija se u ovom poremećaju sastoji u zamjeni timidina citozinom blizu 3' kraja gena FasL 

na kromosomu 1, a dovodi do zamjene fenilalanina leucinom na 273. mjestu konzerviranog 

izvanstaničnog dijela mišjeg FasL (194). Zamjena aminokiseline ne pogađa izravno vezno 

mjesto za receptor Fas, ali dovodi do njegovih strukturnih promjena i otežava vezanje 

receptora Fas (194, 195). Uz razvoj autoimunosnog poremećaja čija klinička slika sliči 

sistemskom eritemskom lupusu (SLE) u miševa lpr i gld opisano je nakupljanje dvostruko 

negativnih (CD4-CD8-B220+) limfocita T u limfatičnim tkivima, te pojava autoprotutijela 

(193, 196, 197). Sličnost fenotipa lpr i gld u miševa istog temeljnog soja te pokusi 

presađivanja koštane srži doveli su do zaključka su da se radi o paru receptor–ligand (198). 

Za mutacije lpr i gld zbog njihovih karakteristika dugo se pretpostavljalo da ne sprječavaju u 

potpunosti sintezu glasničke RNA (mRNA, prema engl. messenger RNA) receptora i liganda 

Fas (191, 194), a prisutnost Fas mRNA u miševa lpr potvrđena je u nekim tkivima (199). 

Iako su opisane spontane mutacije značajno doprinijele razumijevanju uloge receptora i 

liganda Fas, zbog njihove nepotpune penetracije prednost se daje modelima s izbačenim 

genom za receptor Fas (Fas –/–) (200) ili FasL (FasL –/– (201)). U miševa Fas –/– nedostaje 

veći dio egzona 9, koji kodira citoplazmatski dio, odnosno domenu DD. Uz simptome koji se 

pojavljuju u miševa sa spontanim mutacijama, miševi s izbačenim genom za Fas ili FasL 

razvijaju i hepatomegaliju. Limfoproliferacija je intenzivnija i nastupa ranije, a ne nakupljaju 

se samo dvostruko negativni limfociti T, nego i normalni limfociti T i B, te se proizvodi veća 

količina auto-protutijela (200-202). Nadalje, za otkrivanje uloge receptora i liganda Fas u 

pojedinim subpopulacijama stanica imunosnog sustava koriste se miševi u kojima je gen za 

receptor Fas uvjetno inaktiviran u pojedinačnim lozama pomoću sustava Cre/loxP, u kojem 

rekombinaza Cre posreduje rekombinaciju između dviju susjednih regija lokusa 
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rekombinacije bakteriofaga P (loxP, prema engl. locus of crossover in P1) i time izrezivanje 

odsječka genoma koji se nalazi među njima. Funkcionalnost sustava Cre/loxP za lozno-

specifičnu inaktivaciju receptora Fas postiže se križanjem miševa koji sadrže dva Fas alela 

floxed (Fasfl/fl), gdje su loxP sekvence ubačene oko zapisa za egzon 9, koji kodira smrtonosnu 

domenu (203), sa sojem koji izražava Cre rekombinazu pod kontrolom lozno-specifičnog 

promotora. Izrezivanje smrtonosne domene prekida signalizaciju receptora u određenoj lozi. 

Važnost limfocita T i B za razvoj limfoproliferacije u mišjim modelima s nedostatnostima 

sustava Fas/FasL je isprva sugerirana u studijama koje pokazuju da timektomija (204, 205), 

indukcija izražaja Fas na limfocitima T lpr miševa (206) te nedostatak limfocita B u lpr 

miševa (207) u nekoj mjeri ublažuju limfoproliferativnu bolest. Kasnije je u miševa soja 

C57BL/6 s nedostatakom receptora Fas u svim limfocitima T (lck-Cre Fasfl/fl, CD4-Cre 

Fasfl/fl) ili u aktiviranim CD8+ limfocitima T (GZB-Cre Fasfl/fl) pokazano, da ovi miševi ne 

razvijaju limfadenopatiju i splenomegaliju (203, 208). Suprotno tome, nedostatak receptora 

Fas u tim populacijama u prvoj generaciji potomaka križanja miševa soja C57BL/6 i MRL 

((C57BL/6XMRL)F1) uzrokuje blaži oblik limfoproliferacije (203). Bolest je u lck-Cre 

Fasfl/fl, CD4-Cre Fasfl/fl i GZB-Cre Fasfl/fl miševa soja C57BL/6 praćena smanjenim 

nakupljanjem autoprotutijela (203, 208), a u miševa CD4-Cre Fasfl/fl čak je opisana 

limfopenija (203). Dok Hao i sur. (203) opisuju da u miševa CD4-Cre Fasfl/fl skoro pa izostaje 

nakupljanje dvostruko negativnih limfocita T karakterističnih za miševe s nedostatkom 

receptora Fas u sve populacije, Stranges i sur. (208) u sojevima lck-Cre Fasfl/fl i GZB-Cre 

Fasfl/fl pokazuju njihovo nakupljanje. Miševi soja C57BL/6 i (C57BL/6XMRL)F1 s 

nedostatkom receptora Fas u limfocitima B (CD19-Cre Fasfl/fl) prema istraživanju Hao i sur. 

iz 2004. pokazuju isti fenotip kao miševi s nedostatkom u limfocitima T, te također opisuju 

isti fenotip kad je receptor Fas istovremeno inaktiviran u limfocitima B i T (203). Suprotno 

tome, Stranges i sur. te Hao i sur. 2008. u miševa CD19-Cre Fasfl/fl soja CD57BL6 opisuju 

splenomegaliju i limfoproliferaciju, no limfoproliferacija se pojavljuje tek u starijoj dobi koju 

Hao i sur. u prvoj studiji nisu istraživali (208, 209). Specifični nedostatak receptora Fas u 

dendritičkim stanicama (CD11c-Cre Fasfl/fl) uzrokuje splenomegaliju te nakupljanje 

autoprotutijela (208). Također, dolazi do nakupljanja dendritičkih stanica bez funkcionalnog 

receptora Fas, što upučuje na njihovo uklanjanje pomoću sustava Fas/FasL. Nedostatak 

receptora Fas u mijeloidnoj lozi u miševa LysM-Cre Fasfl/fl uzrokuje nakupljanje 

autoprotutijela, te splenomegaliju (210). Slično miševima sa sustavnim nedostatkom 

receptora Fas, ovi miševi razvijaju glomerulonefritis posredovan taloženjem 

imunokompleksa. U tom soju su također prisutne brojne promjene u udjelima monocita, 
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makrofaga, granulocita te određenih subpopulacija limfocita u koštanoj srži, krvi te slezeni. 

Kao i u miševa CD11c-Cre Fasfl/fl u tom soju nedostaje nakupljanje dvostruko negativnih 

limfocita T (208, 210). 

Osim najranije i najpodrobnije opisane i uloge u posredovanju AICD, poznato je da je FasL 

izražen i na citotoksičnim limfocitima T i stanicama NK te je važan posrednik uklanjanja 

zaraženih i malignih stanica (211-213).  

Osim AICD te izvršne uloge limfocita T i stanica NK, u okviru imunosnog sustava i upalnih 

zbivanja opisani su i brojni drugi učinci aktivacije receptora Fas. Primjerice, aktivacija 

receptora Fas uzrokuje apopotozu MDSC te se pretpostavlja da sustav Fas/FasL nadzire 

njihov životni vijek (214). Stanice koštane srži u miševa bez funkcionalnog receptora Fas 

imaju pojačanu sposobnost stvaranja granulocitno-makrofagnih kolonija in vitro, što upućuje 

na ulogu sustava Fas/FasL u regulaciji sazrijevanja mijeloidnih progenitora (215, 216). Zbog 

izražaja FasL u imunosno odijeljenim tkivima, pretpostavljalo se da će njegov pojačan izražaj 

spriječiti odbacivanje presatka. Istraživanja provedena na mišjim β stanicama gušterače i 

srčanom presatku s pojačanim izražajom FasL odbacila su tu teoriju jer su presatci vrlo brzo 

odbačeni, a reakcija je bila karakterizirana masivnom infiltracijom neutrofila, što je uputilo 

na moguće kemotaktičko djelovanje FasL (217, 218). Prema nekim istraživanjima, za 

kemotaksiju neutrofila odgovoran je sFasL (219, 220), dok drugi radovi opisuju izražaj 

citokina poput IL-8 potaknut aktivacijom receptora Fas (221). Opisano je, da Fas u 

mijeloidnim stanicama aktivacijom signalnoga puta Syk-Btk/PLCγ2/Rap1 aktivira integrine i 

potiče njihovu adheziju za vaskularni endotel (222). Na različitim tipovima stanica pokazano 

je da ligacija receptora Fas može rezultirati proizvodnjom proupalnih citokina poput prije 

spomenutog IL-8 (221, 223) i IL-1β (224-226), MCP-1 (227), IL-18 (225), TNF-α (224) te 

IL-6 (228). Također je pokazano da aktivacija sustava Fas/FasL potiče sazrijevanje 

dendritičkih stanica, pojačava njihov izražaj MHC II te kostimulacijskih molekula i lučenje 

IL-1β i TNF-α (224). U zrelim dendritičkim stanicama, aktivacija receptora za prepoznavanje 

obrazaca (PRR, prema engl. pattern recognition receptors) potiče izražaj receptora Fas i 

njihovo uklanjanje (224). Osim poticanja stanica prirođene imunosti putem stimulacije 

lučenja citokina i kemotaktičnih čimbenika stanica, sustav Fas/FasL također sudjeluje u 

aktivaciji i poticanju proliferacije limfocita T. Istovremena ligacija receptora Fas uz 

aktivaciju TCR može u limfocitima T služiti kao kostimulacijski signal te pojačati njihovu 

proliferaciju (229). Pokazano je da FasL potiče preživljavanje ljudskih krvotvornih 

prethodničkih CD34+ stanica (230). 
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1.4.3.2. Koštani sustav 

S obzirom fizičku bliskost, funkcionalnu povezanost i brojne zajedničke prethodnike i 

molekularne posrednike imunosnog i koštanog sustava, uloga sustava Fas/FasL opisana je i u 

regulaciji homeostaze koštanog sustava. Fas je izražen na stanicama osteoblastne loze (231-

235), mezenhimalnim stanicama ljudske pupčane vrpce (236), te na stromalnim linijama 

podrijetlom iz koštane srži (232, 237). Izražaj receptora Fas u mišjim osteoblastima mogu 

dodatno potaknuti TNF-α, IL-1β te interferon (IFN)-γ (233).  

U literaturi postoje različiti podaci o izražaju receptora Fas na stanicama osteoklastne loze, 

varirajući od visokog izražaja koji je pod nadzorom liganda RANKL (238), do niske razine ili 

odsutnosti receptora Fas (231, 239, 240). Izvor FasL prema nekim radovima mogu biti same 

koštane stanice, osteoblasti (241, 242) ili osteoklasti (239, 243), ali i stanice koštane srži, 

poput aktiviranih limfocita T i B, stanica NK, monocita te makrofaga, koje također mogu 

uzrokovati aktivaciju Fas signalnih puteva u koštanim stanicama (244). Aktivacija receptora 

Fas na osteoklastima ili osteoblastima može uzrokovati apoptozu jedne i druge stanične 

populacije) ili djelovati na njihovu diferencijaciju (231, 245, 246). Različiti učinci mogu se 

objasniti utjecajem drugih okolnih čimbenika na izražaj i funkciju receptora Fas. Primjerice 

TNF-α, IL-1β te IFN-γ pojačavaju izražaj receptora Fas i osjetljivost mišjih osteoblasta na 

apoptozu potaknutu protutijelom anti-Fas (233, 245). 1,25-dehidroksi vitamina D3 

(1,25(OH)2D3) smanjuje apoptozu ljudskih osteoblasta potaknutu protutijelom anti-Fas 

djelovanjem na unutarstanične signalne puteve nizvodno od receptora Fas (247), a estradiol 

smanjuje izražaj receptora Fas na mišjim osteoblastima (248).  

Izražaj receptora Fas ovisi i o razvojnom stadiju osteoklasta (242) ili djelovanju čimbenika iz 

okoline. IFN-γ in vitro može zakočiti osteoklastogenezu posredovanu TNF-α te potaknuti 

apoptozu osteoklasta posredovanu receptorom Fas (249). Estrogen potiče izražaj FasL na 

osteoblastima i apoptozu osteoklasta (241) iako na nju izravno ne djeluje (248). Osim toga, 

estrogen povećava izražaj enzima MMP-3, koji cijepanjem membranskog FasL stvara sFasL 

s apoptotičkim učinkom na osteoklaste (250).  

Rezultati provedeni na mišjim modelima s nedostatnostima sustava Fas/FasL potvrdili su 

ulogu ovoga sustava Fas/FasL u nadzoru nad koštanom homeostazom, a ravnoteža je u tim 

modelima pomaknuta na stranu izgradnje. Primjerice, miševi gld imaju veću mineralnu 

gustoću kosti, zaštićeni su od gubitka kosti posredovanog nedostatkom estrogena, a u modelu 

membranskog okoštavanja potaknutom ablacijom koštane srži pokazuju pojačanu 

osteogenezu (251). Ove promjene nisu posljedica samo smanjenje apoptoze osteoklasta nego 
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smanjenja omjera RANKL-a i osteoprotegerina (OPG). Nadalje, miševi gld usprkos 

zaostajanju rasta mandibule tijekom razvoja, u postnatalnom periodu imaju povećan 

mandibularni koštani volumen (252). U modelima endohondralnog okoštavanja potaknutog 

koštanom oblikotvornom bjelančevinom (BMP, prema engl. bone morphogenetic protein) 2, 

lpr i gld miševi stvaraju veću količinu kosti, mezenhimalnog tkiva i hrskavice (253, 254). Pri 

cijeljenju fraktura, nedostatak funkcionalnog receptora Fas u miševa lpr produljuje vrijeme 

potrebno za resorpciju hrskavice (255). Koštani fenotip miševa gld je dominantan, jer nakon 

parabiotskog spajanja s miševima divljega tipa, potonji razvijajukoštani fenotip miševa gld 

karakteriziran smanjenom osteoklastogenezom i povećanom osteoblastogenezom in vitro 

(256). Osim miševa gld, i miševi bez funkcionalnog receptora Fas također zaštićeni su od 

gubitka kosti posredovanog nedostatkom estrogena (248), a izražaj sustava Fas/FasL u 

postmenopauzalnoj osteoporozi potvrđen je i na ljudskim osteoblastima (257). Postoje i 

studije koje su opisale povećan broj osteoklasta in vivo i smanjenu mineralnu gustoću kostiju 

u miševa lpr, odnosno gld (238), odnosno pogoršanje gubitka kosti izazvanog deplecjom 

estrogena u miševima sa specifičnom inaktivacijom gena FasL u osteoblastima, zbog 

nemogućnosti njihovog poticanja apoptoze osteoklasta (242). Suprotni rezultati različitih 

studija mogu se dijelom objasniti razlikama u spolu i dobi pokusnih životinja, koja uvjetuje 

različitu aktivnost koštanih stanica, odnosno specifičnostima staničnih populacija koštanog 

sustava u različitim razvojnim stadijima te utjecajem ostalih čimbenika iz mikrookoliša na 

izražaj sastavnica sustava Fas/FasL te dominantnom signalnom putu koji potakne ligacija 

receptora Fas. 

 

1.4.3.3. Ostala tkiva 

Receptor Fas je, osim na stanicama imunosnog te koštanog sustava, izražen i na brojnim 

drugim tipovima stanica, u kojima učinke posreduje apoptotičkim i neapoptotičkim signalnim 

putevima. Aktivacija receptora Fas potiče apoptozu hepatocita, te u miševa kojima je 

intraperitonealno primjenjeno agonističko anti-Fas protutijelo uzrokuje smrt zbog oštećenja 

jetre (258). Aktivacija receptora Fas u plućima uzrokuje apoptozu bronhiolarnog i 

alveolarnog epitela, a u slučaju prekomjerne stimulacije izaziva plućnu fibrozu (259). 

Također je pokazano da je apoptoza posredovana sustavom Fas/ligand Fas važna za 

uklanjanje keratinocita oštećenih ultraljubičastim zračenjem (260). Receptor Fas opisan je 

kao posrednik apoptoze motoričkih neurona u mišjem modelu amiotrofične lateralne skleroze 

(261). Uz brojne apoptotičke učinke, opširno su opisane i neapoptotičke posljedice aktivacije 
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receptora Fas. Primjerice, sustav sudjeluje u regeneraciji jetre nakon djelomične 

hepatektomije u miševima, a ovaj učinak nije ovisan o smrtonosnoj domeni (262). Također je 

opisano sudjelovanje receptora Fas u regeneraciji neurona, odnosno pospješenje oporavka 

ishijadičnog živca nakon ozljede davanjem agonističkog anti-Fas protutijela (263), i pojačano 

grananje neurona kao posljedica aktivacije receptora Fas in vivo (264). U određenim uvjetima 

Fas može stimulirati proliferaciju ljudskih fibroblasta (265-267), a pokazano je da vezanje 

FasL u njima aktivira signalni put ERK (180). Više istraživanja pokazalo je da Fas/FasL 

sustav potiče migraciju aktivaciju NFκB u tumorskim stanicama i njihovu pojačanu migraciju 

(268-270). Za brojne uloge sustava Fas/FasL zaslužna je široka tkivna rasprostranjenost 

receptora Fas, iz čega proizilazi da je sustav uključen u regulaciju velikog broja fizioloških i 

patoloških zbivanja. 

 

1.4.4. Uloga sustava Fas/ligand Fas u patogenezi bolesti  

Spontane mutacije koje pogađaju različite dijelovime molekule receptora i liganda njihovih 

unutarstaničnih signalnih posrednika u ljudi uzrokuju rijetki autoimunosni 

limfoproliferacijski sindrom (ALPS, prema engl. autoimmune lymphoproliferative 

syndrome). Bolest karakterizira limfadenopatija, hepatosplenomegalija, nakupljanje 

dvostruko negativnih limfocita T te autoimuna trombocitopenija i anemija, a najčešće je 

posljedica točkaste mutacije u domeni DD receptora Fas (271). Sudjelovanje sustava 

Fas/FasL opisano je i u patogenezi nekoliko ljudskih bolesti, poput virusnog hepatitisa (272), 

toksične epidermolize (273), multiple skleroze (274), reakcije presatka protiv primaoca 

(GVHD, prema engl. graft versus host disease) (275), malignim tumorima te autoimunosnim 

bolestima poput tireoiditisa (276) i RA (277).  

 

1.4.4.1. Reumatoidni artritis  

Uloga sustava Fas/FasL istraživana je u patogenezi strukturnog oštećenja u RA i u 

zbivanjima vezanim uz razvoj i održavanje zglobe upale u RA. Zbog ranije opisane 

raširenosti receptora Fas djelovanje sustava Fas/FasL na tijek RA može biti ostvareno kroz 

njegovu aktivnost u bilo kojoj staničnoj populaciji uključenoj u patogenezu.  

Sudjelovanje sustava Fas/FasL u patogenezi strukturnog oštećenja u RA može biti rezultat 

apoptoze koštanih ili hrskavičnih stanica. U mišjim modelima s nedostatnostima sustava 
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Fas/FasL potvrđena je uloga tog sustava u nadzoru nad koštanom homeostazom, te je 

pokazano da njegova nedostatnost favorizira koštanu izgradnju (248, 251-253). Naša 

istraživačka skupina je pokazala da miševi s izbačenim genom za receptor Fas razvijaju blaži 

oblik AIA, praćen boljim očuvanjem zglobnih koštano-hrskavičnih prethodnika, koji su 

osjetljivi na apoptozu posredovanu aktivacijom receptora Fas (141). Povećana apoptoza 

kondrocita potvrđena je u ljudskim zglobovima bolesnika s RA (278), a potvrđena je i 

sposobnost receptora Fas da potakne njihovu apoptozu (279). 

Osim izravnog apoptotičkog djelovanja na koštane i hrskavične stanice, očekivano je 

djelovanje sustava Fas/FasL na zglobnu upalu. Nekoliko studija pokazalo je zaštitni učinak 

inaktivacije sustava Fas/FasL na razvoj artritisa. U mišjem modelu CIA pokazano je, da je u 

soju DBA/J1 usprkos održanom imunosnom odgovoru limfocita T i B na kolagen tipa II 

ublažen tijek eksperimentalnog artritisa (280). Razlog ublažavanja artritisa je poremećen 

proupalni odgovor makrofaga na aktivaciju receptora za IL-1 i receptora nalik Tollu (TLR, 

prema engl. Toll-like receptor)4, u uvjetima nedostatnosti receptora Fas, pri čemu zbog 

interakcija FADD i čimbenika sazrijevanja stanica mijeloidne loze 88 (MyD88, prema engl. 

myeloid differentiation factor 88) dovodi do smanjenja aktivacije signalnog puta NFκB u 

makrofazima (281). Proupalna uloga sustava Fas/FasL u mijeloidnoj lozi u artritisu dalje je 

potvrđena u K/BxN modelu, gdje mijeloidno-specifična inaktivacija receptora Fas skraćuje 

kroničnu fazu artritisa (282). Ublažavajući učinak nedostatka sustava Fas/FasL opisan je i u 

nekim drugim modelima autoimunih bolesti, poput autoimunog encefalomijelitisa (283) te 

dijabetesa tipa I (284). Navedeni učinci posljedica su interferencije s neapoptotičnim 

signalnim putevima koji posreduju proupalne učinke receptora Fas.  

Suprotno tome, neka istraživanja upućuju na mogući zaštitni učinak aktivacije receptora Fas 

u artritisu, zbog pojačane apoptoze stanica imunosnog sustava i sinovijalnih fibroblasta, 

aktivacijom vanjskog apoptotičnog puta u tim stanicama. Također, nedostatak sustava 

Fas/FasL može potaknuti autoimunost zbog narušene periferne tolerancije. Međutim, iako 

sinoviociti, sinovijalni makrofazi i limfociti T pojačano izražavaju receptor Fas i FasL, 

njihova je apoptoza u sinovijalnom odjeljku pacijenata s RA smanjena (285). Štoviše, 

izdvojene i uzgajane in vitro, ove su stanice jako osjetljive na apoptozu potaknutu receptorom 

Fas (285). Prisutnost brojnih anti-apoptotičkih faktora u sinovijalnom odjeljku, poput TGF-β, 

bazičnog čimbenika rasta fibroblasta (bFGF, prema engl. basic fibroblast growth factor), c-

FLIP te MMP-3, koja otcjepljuje membranski ligand Fas ključan za prijenos apoptotičkog 

signala (285), upućuje na anti-apoptotično djelovanje zglobnog mikrookoliša u RA. 
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Pokazano je da prijenos gena koji kodira FasL izravno u upaljeni zglob ili injekcijom 

dendritičkih stanica transfeciranih genom koji kodira FasL ublažava mišji model artritisa 

(286, 287).  

Zbog tkivne rasprostranjenosti i složene regulacije aktivnosti i signalizacije receptora Fas, 

jasno definiranje njegove uloge u RA iznimno je teško, a specifični učinci u RA još uvijek 

nisu dovoljno razjašnjeni. Stoga je ključno istražiti specifičnosti sustava Fas/FasL u 

pojedinim staničnim populacijama uključenim u patogenezu RA, te precizno definirati lozno-

specifične signalne puteve i molekularne posrednike uključene u prijenos signala, s ciljem 

otkrivanja novih pristupa za sprječavanje, ublažavanje i liječenje RA.  
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2. Hipoteza 

 

Resorptivni i neresorptivni artritisi imaju različit stanični sastav sinovijalnog odjeljka i 

subhondralne koštane srži, pri čemu specifične stanične populacije posreduju koštano 

razaranje, a te su populacije karakterizirane izražajem gena koji su posrednici koštanog 

razaranja. 
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3. Ciljevi rada 

 

3.1. Opći cilj 

Procijeniti udjele različitih staničnih populacija u sinovijalnom odjeljku i periartikularnoj 

koštanoj srži miševa s artritisom, te u populaciji čiji je udio jasno povezan s lokalnim 

koštanim razaranjem otkriti nove, lozno-specifične molekularne posrednike koštane 

resorpcije u artritisu. 

 

3.2. Specifični ciljevi 

1. Definirati fenotip staničnih populacija u sinovijalnom odjeljku i periartikularnoj koštanoj 

srži, promijenjenih u artritisu praćenom koštanim razaranjem (AIA u WT miševa) u odnosu 

na artritis bez koštanog razaranja (AIA u miševa Fas –/–). 

2. Izdvojiti odabranu staničnu populaciju te usporedbom transkriptoma stanica izdvojenih iz 

miševa s koštanim razaranjem i bez koštanog razaranja, odrediti gene koji izravno doprinose 

koštanom oštećenju.  

3. Potvrditi promjene u izražaju odabranih gena analizom izražaja pojedinačnih gena u 

populacijama izdvojenim iz sinovijalnog tkiva miševa s artritisom. 

4. Potvrditi ulogu odabranog posrednika funkcijskim testovima in vitro. 
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4. Materijali i metode 

Pokusi su napravljeni u Laboratoriju za molekularnu imunologiju Hrvatskog instituta za 

istraživanje mozga. Mikro-kompjuterizirana tomografija napravljena je u Laboratoriju za 

mineralizirana tkiva Centra za translacijska i klinička istraživanja. Genski čipovi su 

hibridizirani na Odjelu za funkcionalnu genomiku Centra za translacijska i klinička 

istraživanja Medicinskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu. Western blot napravljen je u 

Laboratoriju za neurokemiju na Hrvatskom institutu za istraživanje mozga. RNA 

sekvencioniranje je napravljeno u Laboratoriju za naprednu genomiku na Institutu Ruđer 

Bošković.  

 

4.1. Ustroj pokusa 

Istraživanje je provedeno na modelu AIA, mišjem modelu reumatoidnog artritisa. Za 

izazivanje artritisa korištene su ženke miševa divljeg tipa (WT, prema engl. wild-type) 

visokosrođenog soja C57BL/6, te miševa Fas –/– istog temeljnog soja. Miševi su imunizirani 

s dvije doze antigena mBSA u CFA injicirane potkožno u razmaku od tjedan dana. Tri tjedna 

nakon imunizacije, i.a. je injiciran mBSA u fiziološkoj otopini puferiranoj fosfatom (PBS, 

prema engl. phosphate buffered saline) ili samo PBS, ovisno o tome radi li se o kontrolnoj 

skupini ili skupini miševa s artritisom. U kasnijim fazama istraživanja korištena je i skupina 

neimuniziranih (NI) miševa, koji su u svim točkama injicirani puferom PBS. Miševi su 

žrtvovani 10. dan, a iznimno u nekim pokusima, 3. ili 7. dan poslije izazivanja artritisa, a 

procijenjeni su intenzitet artritisa i lokalnog gubitka kosti te su uzeti uzorci za analizu. 

Intenzitet artritisa procijenjen je makroskopski pri žrtvovanju, potom je kaliperom izmjeren 

promjer koljena. Koljeni zglobovi su potom uzeti za histološku procjenu artritisa i procjenu 

lokalnog gubitka kosti histomorfometrijom i/ili mikro-kompjutoriziranom tomografijom (μ-

CT).  

Istraživanje je provedeno kroz četiri skupine pokusa, u skladu sa specifičnim ciljevima: 

1. Fenotipska analiza staničnih populacija u sinoviji i periartikularnoj koštanoj srži miševa 

WT i Fas –/– s AIA i kontrolnih imuniziranih miševa.  

2. Izdvajanje i analiza transkriptoma sinovijalne mijeloidne populacije miševa WT i Fas –/– 

s AIA i kontrolnih imuniziranih miševa.  



    

 33 

3. Potvrda razlika u genskom izražaju (Mid1, Erdr1 i Thbs1) postupkom kvantitativne 

lančane reakcije polimeraze (qPCR, prema engl. quantitative polymerase chain reaction). 

4. Funkcionalna potvrda uloge Mid1 u razvoju artritisa i lokalnog gubitka kosti. 

 

U prvoj fazi istraživanja protočnom citometrijom su analizirani udjeli glavnih staničnih 

populacija u zglobnom odjeljku i periartikularnoj koštanoj srži miševa WT, u kojih se razvija 

tipičan resorptivni oblik AIA i uspoređeni s njihovim udjelima u neresorptivnom AIA miševa 

Fas –/–. Također je procjena povezanost udjela pojedinih populacija s intenzitetom artritisa te 

volumenom subkondralnih koštanih gredica.  

Pokusi su u ovoj fazi provedeni na četiri pokusne skupine:  

× skupina miševa WT imuniziranih s mBSA, injiciranih i.a. s mBSA (WT AIA),  

× skupina miševa WT imuniziranih s mBSA, injiciranih i.a. s puferom PBS (WT ctrl),  

× skupina miševa Fas –/– imuniziranih sa mBSA, injiciranih i.a. s mBSA (Fas AIA) te  

× skupina miševa Fas –/– imuniziranih sa mBSA i injiciranih i.a. s puferom PBS (Fas 

ctrl).  

Miševi su žrtvovani 10. dan poslije i.a. injekcije te je prvo izmjeren promjer koljena, a potom 

uzet jedan koljeni zglob za histološku i histomorfometrijsku procjenu artritisa te μ-CT, a 

drugi zglob za protočno-citometrijsku analizu, s ciljem da se dobiju podaci o oštećenju 

subhondralne kosti i udjelima staničnih populacija u iste životinje. Na temelju rezultata ove 

faze istraživanja, za analizu genskog izražaja odabrana je zglobna mijeloidna populacija 

CD11+Gr-1+, čiji je udio bio najizrazitije promijenjen, a porast udjela u artritisu značajno 

povezan s gubitkom subhondralne kosti.  

U drugoj fazi istraživanja populacija zglobnih mijeloidnih stanica CD11+Gr-1+ izdvojena je 

razvrstavanjem aktiviranom fluorescencijom (FACS, prema engl. fluorescence-activated cell 

sorting), i to iz pojedinačnih miševa u sve četiri pokusne skupine navedene u opisu prve faze 

istraživanja. Miševi su žrtvovani 10. dan poslije i.a. injekcije, izmjereni su promjeri koljena 

te uzeta oba koljena zgloba za izdvajanje stanica. Dva dana prije žrtvovanja miševi su 

snimljeni uređajem μ-CT in vivo, sa svrhom procjene stanja subhondralne kosti u zglobovima 

koji će se kasnije koristiti za izdvajanje stanica. Iz izdvojenih populacija potom je izolirana 

ukupna stanična RNA, a po 4 pojedinačna uzorka zadovoljavajuće kvalitete iz svake pokusne 

skupine korištena su za analizu transkriptoma korištenjem genskih čipova Mouse ST 2.0 

Array (ThermoFisher, Waltham, MA, SAD). Također je u ovoj fazi postupkom 

sekvencioniranja sljedeće generacije (prema engl. next generation sequencing) analiziran 
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transkriptom populacija potencijalnih koštano-hrskavičnih prethodnika (CD45-CD31-

TER119-CD51+CD200+CD105- i CD45-CD31-TER119-CD51+CD200-CD105+), u miševa 

WT s artritisom, s ciljem potvrde njihovog identiteta temeljem transkripcijskog profila te 

utvrdilo mijenjaju li se najraniji koštani prethodnici u artritisu.  

U početnim fazama istraživanja su kao kontrola korišteni imunizirani miševi (ctrl), jer je 

primarni cilj istraživanja bio utvrditi posrednike koji uvjetuju razvoj autoimunosno-

posredovanog zglobnog oštećenja. Međutim, po završetku analize transkriptoma izdvojenih 

mijeloidnih stanica utvrdili smo podudarnost transkriptoma mijeloidnih stanica miševa ctrl i 

AIA skupina te da već i sama imunizacija potiče aktivaciju i nakupljanje stanica mijeloidne 

loze u zglobovima, koje izostaju u miševa Fas –/–. Stoga smo se u postupku potvrde 

promjena u genskom izražaju te funkcionalnim studijama (treća i četvrta faza istraživanja) 

usmjerili na promjene mijeloidne loze potaknute imunizacijom te smo kao kontrolnu skupinu 

koristili neimunizirane miševe (NI).  

U trećoj fazi istraživanja potvrđene su razlike u izražaju odabranih gena Mid1, Erdr1 i Thbs1 

postupkom qPCR u izdvojenim sinovijalnim mijeloidnim stanicama pojedinačnih miševa, u 

uzorcima združenih izdvojenih mijeloidnih stanica miševa iste skupine te u tkivnim 

ekstraktima koljena. Razlike u izražaju Mid1 ispitane su i na razini bjelančevine. S obzirom 

na rezultate nekoliko studija koje potvrđuju važnu ulogu Mid1 u posredovanju alergijske 

upale dišnih puteva i eksperimentalnog eozinofilnog ezofagitisa (288, 289), u nastavku 

istraživanja usmjerili smo se na Mid1 i njegovu ulogu u posredovanju lokalnog upalnog 

oštećenja u AIA. Odredili smo vremenski obrazac izražaja Mid1 tijekom AIA, te procijenili 

povezanost izražaja gena Mid1 u koljenom zglobu s izražajem proupalnih citokina te 

intenzitetom artritisa. Budući da se gen Mid1 nalazi na X kromosomu, spolni dimorfizam 

isključili smo u setu pokusa na mužjacima.  

U četvrtoj fazi istražili smo ulogu Mid1 u razvoju artritisa te lokalne koštane resorpcije in 

vivo, te u upalnoj aktivaciji mijeloidnih stanica in vitro. S obzirom na dosadašnja istraživanja 

vezana uz izražaj Mid1 u upalnim bolestima te činjenicu da se izražaj Mid1 gena u koljenu 

pojačava neposredno nakon indukcije artritisa, očekivali smo da će inhibicija Mid1 dovesti 

do ublaživanja artritisa. U ovoj fazi istraživanja, korišteni su miševi WT. Za inhibiciju Mid1 

in vivo na razini mRNA odabrali smo malu interferirajuću RNA (siRNA, prema engl. small 

interfering RNA), koju smo primijenili neposredno nakon indukcije artritisa, putem i.a. 

injekcije i sustavno, putem intravenske (i.v.) injekcije. Na razini bjelančevine, aktivnost Mid1 

smo blokirali in vivo peroralnom primjenom metformina tijekom cijelog indukcijskog 
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protokola. Metformin priječi ubikvitinilaciju i proteasomsku razgradnju protu-upalne 

proteinske fosfataze 2A (PP2A, prema engl. protein phosphatase 2A), koja je posredovana 

vezivanjem Mid1 (290). U pokusima in vitro uz metformin smo primijenili i peptid 

GSK'364A, koji kompetitivno priječi vezanje Mid1 za PP2A kompleks (291). Da bi utvrdili 

ulogu PP2A u poticanju upale posredovane Mid1, u pokusima in vitro primijenjen je i 

inhibitor aktivnosti PP2A, LB-100.  

 

4.2. Pokusne životinje 

U istraživanju su korištene ženke miševa visokosrođenog soja C57BL/6 (WT), te miševa s 

izbačenim genom za receptor Fas (Fas –/–) (200) temeljnog soja C57BL/6, u dobi od 12 

tjedana. Miševi Fas –/– poklon su laboratorija dr. Markusa M. Simona (Max Planck Institute 

for Immunobiology, Freiburg, Njemačka). Pokusne životinje su uzgojene u nastambi 

Hrvatskog instituta za istraživanje mozga Medicinskog fakulteta Sveučilišta u Zagrebu. Za 

vrijeme istraživanja, miševi su držani u standardnim laboratorijskim uvjetima, po 3-6 

životinja u kavezu, uz režim 14 sati svjetla i 10 sati tame dnevno, temperaturu prostorije 23 

°C, vlažnost zraka 50- 60% te standardu prehranu (4RR25; Mucedola, Settimo Milanese, 

Italija) i vodu ad libitum. Istraživanje je vođeno načelima “3R” (prema engl. reduction, 

replacement, refinement). Pokusi su predviđeni radnim planom istraživačkog projekta HRZZ 

7406 za koji je izdana dopusnica Etičkog povjerenstva Medicinskog fakulteta Sveučilišta u 

Zagrebu te odobrenje Ministarstva poljoprivrede RH (UP/I-322-02/15-01/155). 

Ukupan broj životinja za svaki pojedinačni pokus izračunat je prema snazi studije (80%) te 

odabranoj razini statističke značajnosti, na temelju prethodnih pokusa u našom laboratoriju, 

koristeći program G*power (292). Svaki set pokusa ponovljen je najmanje tri puta. Za 

anesteziju je tijekom imunizacijskog postupka, i.a. injekcija te prilikom in vivo snimanja μ-

CT primijenjen tribromoetanol (2,2,2-Tribromoethanol, Sigma-Aldrich, Darmstaadt, 

Njemačka) injiciran intraperitonealno u dozi 0,25 mg/g ili inhalacijska anestezija 2% 

izofluranom (Forane, Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, SAD) u slučaju više uzastopnih 

i.a. injekcija tijekom primjene siRNA. Analgetik buprenorfin bio je primijenjen 

intraperitonealno, u dozi 0,05 mg/kg u slučaju pojave simptoma boli u tijeku artritisa. 

Eutanazija je u pokusnim životinjama izvođena cervikalnom dislokacijom. 
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4.3. Artritis potaknut antigenom 

Artritis potaknut antigenom izazvan je i.a injekcijom mBSA nakon prethodne imunizacije 

miševa na taj antigen (Slika 1). Imunizacija je provedena s dvije doze mBSA koncentracije 1 

µg/µl (Sigma-Aldrich) emulgiranom u CFA koncentracije 0,5 µg/µl (Sigma-Aldrich) u 

razmaku od tjedan dana. Da bi se postigla konačna koncentracija 1 µg/µl mBSA, 

pripremljena je otopina koncentracije 2 µg/µl u 0,1M puferu PBS, otapajući 10 mg mBSA u 

4,5 ml dH20, uz naknadno dodavanje 0,5 ml 1M pufera PBS, budući da mBSA nije topljiv u 

fiziološkoj otopini. Ova otopina uvučena je u štrcaljku volumena 5mL, kroz koju je snažno 

potisnuta u jednaki volumen otopine CFA koncentracije 1 µg/µl. Mješavina je više puta 

proštrcana kroz iglu i vorteksirana, dok nije dobivena homogena emulzija bijele boje. 

Emulzija je pohranjena na 2-8 °C, i korištena unutar 7 dana od pripreme. Za primarnu 

imunizaciju životinjama je potkožno injicirano po 100 µl emulzije obostrano u slabinsko 

područje. Zbog gustoće je emulzija mBSA u CFA polako navučena u štrcaljku volumena 1 

ml kroz iglu šireg promjera (18G), koja je nakon toga zamijenjena tanjom iglom (27G) za 

injiciranje životinja. Miševi su prije injiciranja anestezirani 2,5% tribromoetanolom, a 

područje injekcije je dezinficirano 70% etanolom. Druga doza emulzije (booster), ukupno 

100 µl mBSA u CFA, injicirana je 7 dana poslije primarne imunizacije, intradermalno u bazu 

repa. Za ovaj korak nije primijenjena anestezija jer je postupak izveden na miševima u 

napravi za obuzdavanje (engl. restrainer, Plas-Labs Inc, Lansing, MI, SAD, model 553-

BSRR). Područje baze repa je prije injekcije dezinficirano 70% etanolom. Kontrolna skupina 

miševa (ctrl) imunizirana je na jednak način kao i miševi s artritisom, a skupini 

neimuniziranih miševa (NI) je u oba navrata istovjetno injiciran 0,1M PBS. Uspješnost 

imunizacije po potrebi je provjerena 18. dan nakon primarne imunizacije injekcijom 5 µl 

mBSA u 0,1M pufera PBS u lijevu ušku. Kontrolnoj skupini injicirano je 5 µl 0,1 M pufera 

PBS u desnu ušku. Područje injicirano mBSA otopinom pregledavano je svakih 12 sati kroz 

slijedeća dva dana i bilježilo se pojavljivanje otoka i crvenila uške. Tri tjedna poslije 

primarne imunizacije skupini miševa s artritisom injicirano je 10 µl otopine mBSA 

koncentracije 5 µg/µl u 0,1M puferu PBS, a kontrolnoj skupini i skupini neimuniziranih 

miševa injicirano je 10 µl 0,1M pufera PBS u oba koljena. Otopina je pripremljena otapanjem 

5 mg mBSA u 0,9 ml dH20, uz naknadno dodavanje 0,1 ml 1M pufera PBS. Miševi su 

tijekom i.a. injekcija anestezirani 2,5% tribromoethanolom. Nakon dezinfekcije područja 

koljena, škaricama ili skalpelom je učinjen mali rez (<2mm) kojim je prikazana patelarna 

tetiva. Za precizno injiciranje 10 µl otopine korištene su štrcaljke Hamilton (Sigma-Aldrich), 
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čija igla je postavljena u zglobnu šupljinu lateralno ili medijalno od patelarne tetive te nakon 

injiciranja pažljivo i polako izvučena. Kožna incizija je po potrebi zatvorena šavom.  

 

 

Slika 1. Shematski prikaz postupka izazivanja artritisa potaknutog antigenom (AIA, prema engl. antigen induced 
arthritis) u miševa divljeg tipa (WT) i miševa bez funkcionalnog receptora Fas (Fas –/–). AIA je izazvan intra-
artikularnom (i.a) injekcijom metilirane goveđe serumske bjelančevine (mBSA, prema engl. methylated bovine serum 
albumin), nakon prethodne imunizacije s dvije doze mBSA u potpunom Freundovom adjuvansu (CFA, prema engl. complete 
Freunds adjuvant) u razmaku od tjedan dana. Primarna imunizacija je provedena potkožnom injekcijom (s.c.) 100 µl 
emulzije mBSA koncentracije 1 µg/µl u CFA koncentracije 0,5 µg/µl obostrano u slabinsko područje životinjama s 
artritisom (AIA) i kontrolnim imuniziranim (ctrl) životinjama. Sedam dana poslije primarne imunizacije (7. dan), u 
„booster“ dozi injicirano je 100 µl emulzije mBSA koncentracije 1 µg/µl u CFA koncentracije 0,5 µg/µl intradermalno (i.d.) 
u bazu repa. Neimunizirane (NI) životinje su u oba navrata primile 0,1M otopinu fosfatnog pufera (PBS, prema engl. 
phosphate buffered saline) istog volumena. Artritis je izazvan 21. dan, pri čemu je skupini miševa s artritisom injicirano 10 
µl otopine mBSA koncentracije 5 µg/µl u 0,1M puferu PBS, a kontrolnoj skupini i skupini neimuniziranih miševa 10 µl 
0,1M pufera PBS u oba koljena. Miševi su žrtvovani 31. dan nakon primarne imunizacije (10. dan nakon izazivanja artritisa) 
pri čemu je procijenjen intenzitet artritisa i uzeti uzorci za analizu.  
 

4.4. Kliničko i histološko praćenje artritisa 

Pokusne životinje žrtvovane su 10. dan poslije i.a. injekcije, odnosno 31. dan poslije 

primarne imunizacije. Nakon odizanja kože inspekcijom je procijenjen intenzitet zglobne 

upale te izmjeren promjer koljena kaliperom. Mjerenje je za svaki zglob ponovljeno tri puta, 

a za analizu je korištena srednja vrijednost. Procjena artritisa inspekcijom provedena je prema 

sljedećem sustavu bodovanja: 0, nema upale; 1, blago lokalizirano zamućenje zglobne 

ovojnice; 2, blaža oteklina zgloba, gubitak konture patelarnog ligamenta; 3, jasna oteklina, 

difuzno zamućenje zglobne ovojnice, 4, jaka oteklina zgloba s deformacijom vidljivom kroz 

krzno. Histološka procjena artritisa provedena je na frontalnim rezovima koljena. Koljeni 

zglobovi su izolirani presijecanjem kroz sredinu femoralne i tibijalne dijafize, očišćeni od 

mekih tkiva te fiksirani u otopini 4% paraformaldehida u puferu PBS 24 sata na 4 oC, a 

potom demineralizirani u otopini 14% etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA, prema engl. 

ethylenediaminetetraacetic acid) i 3% paraformaldehida tijekom 7 do 14 dana. Potom su 

dehidrirani rastućim koncentracijama etanola te uklopljeni u parafinske blokove. Serijski 
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rezovi debljine 6 μm pripremljeni su pomoću rotacijskog mikrotoma (Lieca SM 2000 R, 

Leica, Nussloch, Njemačka) i potom obojeni postupkom Goldner Masson trikrom za 

histološku procjenu artritisa i histomorfometriju te toluidinskim plavilom za procjenu stanja 

zglobne hrskavice. Histološka analiza provedena je pomoću mikroskopa Axio Imager (Carl 

Zeiss Microimaging Inc., AG, Oberkochen, Njemačka) priključenog na računalo. Prema 

ljestvici od 0-3 boda (Tablica 1) (293) procijenjena su četiri parametra: celularnost sinovije 

(upalni infiltrat) (294), eksudat u zglobnom prostoru, oštećenje zglobne hrskavice te invazija 

sukondralne kosti panusom, pri čemu maksimalni broj bodova iznosi 12.  

 

Tablica 1. Ljestvica bodovanja pri histološkoj procjeni intenziteta artritisa. 

Celularnost sinovije* 0 – normalna sinovija 
 1 – blagi upalni infiltrat, sinovijalna ovojnica se 

sastoji od 2-4 reda stanica 
 2 – umjereni upalni infiltrat, sinovijalna ovojnica se 

sastoji od 5-9 redova stanica 
3 – zadebljana hipercelularna sinovija, ovojnica se 
sastoji od više od 10 redova stanica, vidljivo je 
stvaranje panusa 

  
Eksudat u zglobnom prostoru* 0 – nema stanica 
 1 – nekoliko stanica u zglobnom prostoru 
 2 – rijetke stanične nakupine 
 3 – brojne stanične nakupine/mnoštvo stanica  

   u zglobnom prostoru 
 

Razaranje zglobne hrskavice** 0 – normalno bojanje 
 1 – 50-100% obojenja 
 2 – manje od 50% obojenja 
 3 – potpuni izostanak bojanja 

 
Invazija panusa u subhondralnu 0 – bez invazije 
kost* 1 – invazija panusa u kortikalnu kost, u koju ne 

prodire 
 2 – panus prodire kroz kortikalnu kost 
 3 – panus prodire kroz koritkalnu kost i narušava 

arhitekturu podležeće trabekularne kosti i koštane srži 
ili panus na više mjesta prodire kroz kortikalnu kost  
 

*procjenjeno na rezovima obojenim Goldner-Mason-trikrom 

**procjenjeno na rezovima obojenim toluidinskim plavilom 
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4.5. Mikro-kompjutorizirana tomografija 

Stanje subhondralne kosti procijenjeno je mjerenjem koštanih gredica distalnih femoralnih 

epifiza. Koljeni zglobovi izolirani su 10. dan poslije i.a. injekcije na isti način kao što je 

opisano za histološku analizu, fiksirani kroz 24 sata u 4% paraformaldehidu na 4oC. Potom su 

pohranjeni u 70% etanol do snimanja pomoću μ-CT. Koljena su snimljena pomoću uređaja 

SkyScan 1076 (Bruker, Kontich, Belgija) ex vivo na svakih 0.4°, te in vivo, na svakih 1.2º 

rotacije izvora, uz rezoluciju 9 µm, i aluminijski filter debljine 0.5 mm, napon 50 kV te jakost 

struje 200 μA. Pri snimanju in vivo, miševi su anestezirani 2,5% tribromoetanolom (Avertin, 

Sigma). Snimke su rekonstruirane pomoću programa NRecon (Bruker) te analizirane pomoću 

programa CTAn (Bruker), a trodimenzionalne rekonstrukcije napravljene u programu CTVox 

(Bruker). Područje interesa (ROI, prema engl. region of interest) u epifizama je definirano 

kao odsječak duljine 300 µm, između epifizne crte i razine razdvajanja femoralnih kondila na 

transverzalnim presjecima kroz kost. U ROI su određeni udio volumena koštanih gredica 

(BV/TV, prema engl. bone volume/total volume, %) te broj (Tb.N, prema engl. trabecular 

number, /mm), debljina (Tb.Th, prema engl. trabecular thickness, mm) i razdvojenost 

(Tb.Sp, prema engl. trabecular separation, mm) koštanih gredica. 

 

4.6. Histomorfometrija  

Koljeni zglobovi su prvo snimljeni pomoću uređaja μ-CT, a potom demineralizirani i 

pripremljeni kako je opisano u postupku histološke procjene artritisa. Za analizu je korišten 

mikroskop Axio Imager (Carl Zeiss Microimaging Inc.) opremljen video kamerom spojenom 

na računalo s programom OsteoMeasure (OsteoMetrics, Decatur, GA, SAD) namijenjenom 

kvantifikaciji koštanog tkiva. ROI je u femoralnim epifizama definirano kao vidno polje 

dimenzija 500x500 µm smješteno u sredini frontalnog presjeka kroz epifizu, a gredice su 

mjerene pri povećanju 100x, na četiri presjeka iz različitih dubina preparata (Slika 2A). Na 

preparatima obojenim postupkom Goldner Masson trikrom mjereni su udio volumena 

(BV/TV, %), broj (Tb.N, /mm), debljina (Tb.Th, mm) i razdvojenost (Tb.Sp, mm) koštanih 

gredica. Oštećenje hrskavice mjereno je na preparatima obojenim toluidinskim plavilom, koji 

zdravu hrskavicu boji intenzivno plavo, a oštećena hrskavica je, zbog gubitka proteoglikana i 

glikozaminoglikana, slabo obojena ili neobojena. Mjereni su ukupna debljina hrskavice te 

debljina zdrave hrskavice, a rezultat je izražen kao udio zdrave hrskavice u ukupnoj debljini 
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(Slika 2B). Izmjerena je ukupna duljina femoralne zglobne hrskavice pri povećanju 200X, na 

četiri frontalna presjeka iz različitih dubina koljenog zgloba.  

 

Slika 2. Histomorfometrija. (A) Preparati obojeni postupkom Goldner Masson trikrom korišteni su za kvantitativnu 
procjenu subkondralne kosti. Pri povećanju 100X u distalnim femoralnim epifizama izmjereni su udio volumena (BV/TV, 
prema engl. bone volume/total volume, %), broj (Tb.N, prema engl. trabecular number, /mm), debljina (Tb.Th, prema engl. 
trabecular thickness, mm) i razdvojenost (Tb.Sp, prema engl. trabecular separation, mm) koštanih gredica. Područje interesa 
definirano je kao vidno polje dimenzija 500x500 μm, smješteno u sredini frontalnog presjeka kroz femoralnu epifizu pri 
povećanju 100x (crveni kvadrat). (B) Na preparatima obojenim toluidinskim plavilom pri povećanju 200X izmjerena je 
ukupna debljina hrskavice, debljina zdrave hrskavice (obojena tamno plavo; područje između žute i zelene crte) te debljina 
oštećene hrskavice (obojena svjetlije plavo; područje između crvene i žute crte) na cijeloj duljini femoralne zglobne 
hrskavice. Rezultat mjerenja izražen je kao udio zdrave hrskavice u ukupnoj debljini. 
 

4.7. Protočna citometrija  

Protočnom citometrijom su u prvoj fazi istraživanja procijenjeni udjeli limfoidnih, 

mijeloidnih te mezenhimalnih staničnih populacija u zglobnom odjeljku i periartikularnoj 

koštanoj srži miševa Fas –/– i WT s artritisom i kontrolnih miševa, a u četvrtoj fazi 

istraživanja udjeli limfoidnih i mijeloidnih populacija u miševa podvrgnutih terapiji 

metforminom. Jednostanična suspenzija stanica periartikularne koštane srži pripremljena je 

nakon žrtvovanja i izolacije koljenih zglobova, ispuhivanjem medularnih šupljina distalnih 

femoralnih i tibijalnih metafiza puferom PBS, pomoću igle provrta 23G, protiskivanjem 

nekoliko puta kroz iglu i potom propuštanjem kroz najlonsku mrežicu promjera okana 70 μm. 

Eritrociti su uklonjeni dodavanjem pufera za lizu eritrocita (150 mM NH4Cl, 1 mM KHCO3, 

0,1 mM Na2EDTA; pH=7,4) tijekom 5 minuta, nakon čega je osmotska reakcija zaustavljena 

dodavanjem deseterostrukog volumena pufera PBS. Za pripremu suspenzije stanica zglobnog 

odjeljka, tibia i femur prerezani su skalpelom kroz epifizne hrskavice te su pažljivo 

odstranjeni mišići oko koljena, pri tom pazeći da se ne ozlijedi zglobna ovojnica. 

Periartikularna koštana srž iz epifiza potom je isprana puferom PBS te je pomoću igle provrta 

30G u zglobnu šupljinu pažljivo uštrcana otopina kolagenaze tipa IV (Collagenase From 
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Clostridium Histolyticum, Type IV, Sigma-Aldrich) koncentracije 1 mg/ml i koljena su 

inkubirana sat vremena na 37 °C. Potom je meko zglobno tkivo odstranjeno i usitnjeno, te je 

uzastopnim protiskivanjem kroz iglu provrta 23G i propuštanjem kroz najlonsku mrežicu 

promjera okna 70 μm dobivena jednostanična suspenzija. Broj stanica u suspenzijama 

periartikularne koštane srži i zglobnog odjeljka određen je brojenjem živih stanica u Bürker-

Türkovoj komorici. Mrtve stanice isključene su bojenjem suspenzije 0,05 % tripanskim 

modrilom koje prolazi kroz oštećenu staničnu membranu i stoga obilježava mrtve stanice. Po 

106 stanica je poslije blokiranja nespecifičnog vezanja pomoću 0,5 μl anti-mišjeg protutijela 

CD16/CD32 tijekom 5 minuta na sobnoj temperaturi, obilježeno protutijelima konjugiranim 

fluorescentnim bojama usmjerenim na biljege limfoidnih (CD3, B220), mijeloidnih (CD11b, 

Gr-1, F4/80) te mezenhimalnih populacija (CD44, CD51, CD105, CD200, Sca-1, CD90.2, 

CD140b). Kombinacije protutijela korištenih za obilježavanje pojedinačnih uzoraka su 

prikazane u Tablici 2, a detaljni podatci o pojedinačnim protutijelima u Tablici 3. 

Obilježavanje je provedeno tijekom 30 minuta u tami, pri temperaturi 2-8 °C. Potom je 

suvišak protutijela uklonjen ispiranjem puferom PBS s dodatkom 2% fetalnog goveđeg 

seruma (FBS, prema engl. fetal bovine serum), a uzorcima obilježenim protutijelima koja su 

vezana na biotin dodan je streptavidin konjugiran s fluorescentnom bojom te su suspenzije 

inkubirane dodatnih 25 minuta u tami na 2-8 °C, a suvišak streptavidina je potom uklonjen 

ispiranjem u puferu PBS. Stanice su nakon centrifugiranja resuspendirane u 250 µl pufera 

PBS s 2% FBS. Svakom uzorku dodano je 2,5 µl 7AAD (7-amino-actinomycin), koji ulazi u 

citoplazmu kroz oštećenu staničnu membranu i obilježava mrtve stanice vežući se na DNA. 

Suspenzija je unutar 5-10 min propuštena na protočnom citometru Attune (Applied 

Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) s dva lasera koji omogućuju 

istovremenu analizu 6 fluorescentnih boja, a dobiveni podatci analizirani su pomoću 

programa FlowJo (FlowJo, Ashland, Oregon, SAD). Neobilježene stanice i stanice obojane 

kombinacijom protutijela u kojima nedostaje fluorokrom za kojeg se određuje prag 

pozitivnosti (FMO, prema engl. fluorescence minus one) te stanice obojanje samo jednim 

fluorokromom korištene su za korekciju preklapanja signala emisijskih spektara različitih 

fluorokroma te za određivanje okvira za analizu. Okviri korišteni za analizu su prikazani uz 

rezultate. U svim pokusima stanice su prvo izdvojene iz svih snimljenih događaja na prikazu 

prednjeg (FSC, prema engl. forward- scatter) u odnosu na postranični (SSC, prema engl. 

side-scatter) rasap, a potom su pojedinačne stanice izdvojene na prikazima površine SSC 

(SSC-A, prema engl. side-scatter area) u odnosu na visinu SSC (SCC-H, prema engl. side-

scatter height) te površine FSC (FSC-A, prema engl. forward-scatter area) i u odnosu na 
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visinu FSC (FSC-H, prema engl. side-scatter height). Udjeli ciljnih populacija potom su 

određeni u u populaciji živih, 7AAD– stanica. 

 

Tablica 2. Kombinacije protutijela korištene za obilježavanje pojedinačnih uzoraka. 

Stanice subkondralne koštane 
srži Zglobne stanice I Zglobne stanice II Zglobne stanice III 

B220 FITC B220 FITC Sca-1 FITC CD90.2 FITC 

Gr-1 PE Gr1 PE CD140b biotin-PE CD200 PE 

7AAD 7AAD 7AAD 7AAD 

CD11b PECy7 CD11b PECy7  CD105 PE Cy7 

CD3 APC CD3 APC CD31/CD45/TER119 APC CD31/CD45/TER119 APC 

F480 APCeF780 F480 APCeF780 CD44 APC eF780 CD51 biotin-APCeF780 
 

Tablica 3. Protutijela korištena u istraživanju. 

Protutijelo Kataloški broj (proizvođač) Klon Razrjeđenje Inkubacija 

7AAD 559925 (BD Pharmingen™)   <10min/25 
°C 

Protu-mišji B220 FITC 11-0452 (eBioscience) RA3-6B2 1:200  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
30min/2-8 
°C 

Protu-mišji Ly-6G (Gr-1) PE 12-5931-82 (eBioscience) RB6-8C5 1:400 
Protu-mišji CD11b APC 17-0112 (eBioscience) M1/70 1:800 
Protu-mišji CD3e APC 17-0031 (eBioscience) 145-2C11 1:200 
Protu-mišji F4/80 APC-eF780 47-4801-82 (eBioscience) BM8 1:400 
Protu-mišji Sca-1 FITC 11-5981 (eBioscience) D7 1:200 
Protu-mišji CD140b (PDGFRb) Biotin  13-1402-82 (eBioscience) APB5 1:100 
Protu-mišji CD31 (PECAM-1) APC 17-0311 (eBioscience) 390 1:400 

Protu-mišji CD45 APC  17-0451-83 (eBioscience) 30-F11 1:400 
Protu-mišji TER-119 APC  17-5921-82 (eBioscience) TER-119 1:200 
Protu-ljudski/mišji CD44 APC-eFluor® 
780 

47-0441 (eBioscience) IM7 1:200 

Protu-mišji CD90.2 (Thy-1.2) FITC  11-0903-82 (eBioscience) 30-H12 1:100 
Protu-mišji CD200 PE  
 

12-5200-82 (eBioscience) OX90 1:200 

Protu-mišji CD105 (Endoglin) PE-Cy7  25-1051-82 (eBioscience) MJ7/18 1:200 
Protu-mišji CD51 (alphaV) biotin  13-0512 RMV- 1:200 

Protu-mišji CD3 FITC 561089 (BD Bioscience) 145-2C11 1:200 
Protu-mišji CD11b PE-Cy7 25-0112-82 (eBioscience) M1/70 1:400 
Protu-mišji CD117 APC 561074 (BD Pharmingen™) 2B8 1:200 
Protu-mišji NK1.1 FITC 11-5941-82 (eBioscience) PK136 1:200 
Streptavidin APC-eFluor® 780 47-4317 (eBioscience) - 1:400 25 min/4 °C 
Streptavidin PE 12-4317-87 (eBioscience) - 1:200 
Protu-mišji CD16/CD32  14-0161-85 (eBioscience) 93 1:100 5 min/25 °C 
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4.8. Razvrstavanje staničnih populacija aktivirano fluorescencijom  

Razvrstavanjem stanica postupkom FACS izdvojene su mijeloidna populacija te populacija 

koštano-hrskavičnih prethodnika iz populacije ukupnih stanica izoliranih iz zglobnog 

odjeljka. Mijeloidna populacija izdvojena je u drugoj fazi istraživanja iz miševa Fas –/– i WT 

s artrtisom te imuniziranih kontrolnih miševa, sa svrhom izolacije RNA i analize 

transkriptoma mijeloidnih stanica pomoću genskih čipova, a u trećoj fazi istraživanja 

izdvojeni su dodatni uzorci sinovijalnih mijeloidnih stanica Fas –/– i WT miševa s artrtisom, 

kontrolnih miševa te neimuniziranih miševa u svrhu potvrde rezultata dobivenih analizom 

genskih čipova postupkom qPCR. U svrhu analize transkriptoma koštano-hrskavičnih 

prethodnika je u odvojenom setu pokusa izdvojena CD45-CD31-TER119-CD51+CD200-

CD105+ populacija iz miševa WT s artritisom te CD45-CD31-TER119-CD51+CD200+CD105- 

populacija iz neimuniziranih miševa WT te miševa WT s artritisom. Razvrstavanje je 

provedeno pomoću uređaja BD FACSAria I (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, SAD), 

opremljenog s tri lasera. Miševi su žrtvovani 10. dan nakon i.a. injekcije nakon čega je 

pripremljena jednostanična suspenzija postupkom opisanim kod pripreme suspenzija za 

protočnu citometriju. Zbog ograničenog broja stanica za razvrstavanje korištene su suspenzije 

dobivene iz oba koljena, a da bi procijenili stanje epifizne kosti miševi su dva dana prije 

žrtvovanja za izdvajanje mijeloidnih stanica snimljeni in vivo uređajem μ-CT. Stanične 

suspenzije izolirane su na isti način kao što je opisano za protočno-citometrijsku analizu. Za 

izdvajanje mijeloidnih stanica su one obilježene sljedećim protutijelima: CD3-FITC, B220-

FITC, NK1.1-FITC, TER119-APC, CD11b- PECy7 te Gr1-PE. Mrtve stanice isključene su 

obilježavanjem s pomoću 4',6-diamidino-2-fenil indola (DAPI, Sigma). Izdvojeno je do 

5x105 pojedinačnih, živih (DAPI–) neeritroidnih (TER119–), nelimfoidnih (CD3B220NK1.1–) 

stanica (Slika 3A), koje izražavaju biljege CD11b i Gr-1 (CD11b+ Gr-1low/+) epruvetu 

volumena 2 mL, s 300 μL pufera PBS s 2% FBS. Za izdvajanje koštano-hrskavičnih 

prethodnika korišteni su: CD90.2-FITC, CD200-PE, CD105-PECy7, CD31-APC, CD45-

APC, TER119-APC, CD51-biotin, streptavidin-APCeF780 i DAPI. Izdvojeno je do 200-500 

pojedinačnih, živih (DAPI-), CD51+, neeritroidnih (TER119–), neendotelnih (CD31–), 

neleukoidnih (CD45-) CD200+CD105- i CD200-CD105+ stanica epruvetu volumena 2 mL, 

izravno u pufer za lizu stanica koji je sastavni dio seta kemikalija za obrnuto prepisivanje i 

amplifikaciju transkriptoma uzoraka s malom količinom RNA (Smartseq v4 Ultra® Low 

Input RNA Kit for Sequencing, TakaRa). Čistoća izdvojenih stanica procijenjena je 

ponovnom analizom, a zadovoljavajućom čistoćom smatran je udio ciljne populacije ≥ 99.5% 
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(Slika 3B). Po završetku izdvajanja stanice su centrifugiranjem spuštene na dno epruvete i 

resuspendirane u 1 mL reagensa TRIzol (Applied Biosystems), te je potom izolirana RNA. 

 

Slika 3. Razvrstavanje mijeloidne populacije i populacije koštano hrskavičnih progenitora pomoću uređaja FACS 
(prema engl. fluorescence activated cell sorter). (A) Izdvojeno je do 5x105 pojedinačnih, živih (DAPI–) neeritroidnih 
(TER119–), nelimfoidnih (CD3B220NK1.1–) stanica, koje izražavaju biljege CD11b i Gr-1 (CD11b+Gr-1low/+) odnosno 200-
500 pojedinačnih, živih (DAPI–) neeritroidnih (TER119–), neleukocitnih (CD45–), neendotelnih (CD31–) stanica, koje 
izražavaju biljege CD51 i CD200, a ne izražavaju CD105 (CD45-CD31-TER119-CD51+CD200+CD105–) ili CD51 i CD105, 
a ne izražavaju CD200 (CD45-CD31-TER119-CD51+CD200–CD105+) (B, C) Čistoća dobivenog uzorka procijenjena je 
ponovnom analizom, a zadovoljavajućom čistoćom smatran je udio ciljne populacije ≥ 99,5. U prikazanome uzorku je udio 
mijeloidnih stanica u izvornom uzorku 51% (B), a nakon izdvajanja 99,8% (C). 
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4.9. Analiza genskog izražaja pomoću genskih čipova  

Analiza transkriptoma mijeloidnih stanica provedena je pomoću genskih čipova GeneChip™ 

Mouse Gene 2.0 ST Array (Affymetrix, Thermo Fisher Scientific), koji sadrže probe za 

otkrivanje 28000 kodirajućih transkripata mRNA, te 5000 nekodirajućih transkripata, od čega 

je 2000 dugih nekodirajućih RNA (lncRNA, prema engl. long non-coding RNA). Genskim 

čipovima analizirano je po 4 uzorka svake od sljedećih eksperimentalnih skupina:  

• WT miševi imunizirani s mBSA, injicirani i.a. s mBSA (WT AIA)  

• WT miševi imunizirani s mBSA, injicirani i.a. s puferom PBS (WT ctrl),  

• miševi Fas –/– imunizirani s mBSA, injicirani i.a. s mBSA (Fas AIA),  

• miševi Fas –/– imunizirani s mBSA, injicirani i.a. s puferom PBS (Fas ctrl) . 

Miševi su žrtvovani 10. dan artritisa, a dan prije žrtvovanja snimljeni su uređajem μ-CT u 

svrhu procjene stanja epifizne subkondralne kosti. Potom su iz oba koljena zgloba izdvojene 

mijeloidne stanice pomoću uređaja FACS te pohranjene u reagens TRIzol za izolaciju RNA. 

Ovim postupkom obrađeno je ukupno 16 uzoraka prikupljenih iz oba koljena pojedinačnih 

miševa odabranih prema sljedećim kriterijima: postotak mijeloidne populacije u zglobu, 

epifizni koštani volumen, zadovoljavajuća količina dobivene RNA u uzorku (>20 ng), 

zadovoljavajuća kvaliteta te integritet izolirane RNA (RIN > 8,5). 
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Slika 4. Ustroj pokusa i odabir uzoraka za analizu genskog izražaja sinovijalne mijeloidne populacije pomoću 
genskih čipova. (A) Miševi su žrtvovani 10. dan artritisa odnosno 31. dan poslije primarne imunizacije. Dva dana prije 
žrtvovanja, oba koljena su snimljena in vivo uređajem za mikro-kompjutoriziranu tomografiju (μ-CT). Iz staničnih 
suspenzija stanica zglobnog odjeljka izdvojene su mijeloidne stanice pomoću uređaja FACS (prema engl. fluorescence 
activated cell sorter), a potom izolirana RNA, koja je nakon kontrole kvalitete, umnožavanja i obilježavanja hibridizirana na 
genske čipove. (B) Primjer uzorka dobre kvalitete RNA procijenjene pomoću uređaja Bioanalyzer (Agilent Technologies, 
Inc.). (C, D) Analizirano je ukupno 16 uzoraka izdvojenih mijeloidnih stanica iz oba koljena pojedinačnih miševapo 4 iz 
svake pokusne skupine: miševi divljeg tipa s artritisom (WT AIA), kontrolni miševi divljeg tipa (WT ctrl), miševi Fas –/– s 
artritisom (Fas –/–AIA) te kontrolni miševi Fas –/–(Fas –/–ctrl). Prikazan je (C) udio koštanih gredica (%, BV/TV, prema 
engl. bone volume/total volume) u distalnim femoralnim epifizama te (D) povezanost udjela mijeloidnih stanica u 
sinovijalnom odjeljku s udjelom volumena epifiznih koštanih gredica (ρ = Spearmanov korelacijski koeficijent) u uzorcima 
odabranim za analizu. 
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Za izolaciju RNA, uzorci su u reagensu TRIzol inkubirani tijekom 10 minuta na sobnoj 

temperaturi, a potom je svakom uzorku dodano 200 μl kloroforma te je uzorak dobro 

promiješan jačim potresanjem epruvete i dodatne 2 minute ostavljen na sobnoj temperaturi. 

Centrifugiranje mješavine nukleinskih kiselina i bjelančevina u reagensu TRIzol i kloroformu 

tijekom 15 minuta na 12000 g pri temperaturi 4 °C rezultira razdvajanjem triju faza, od kojih 

organska, donja faza sadrži bjelančevine, srednja faza sadrži DNA, a gornja, vodena faza 

sadrži RNA. Vodena faza potom je prebačena je u čistu epruvetu volumena 1,5 ml te je 

dodano 500 μl izopropanola koji precipitira RNA. Uzorci su ostavljeni u izopropanolu na -20 

°C preko noći te su sljedeći dan centrifugirani 15 minuta, brzinom 12000 g, na 4 °C. Izliven 

je izopropanol, a tubice sa talogom RNA oprane su dodavanjem 75% etanola, laganim 

miješanjem te centrifugiranjem 5 minuta brzinom 7500 g pri temperaturi 4 °C. Nakon 

odlijevanja etanola talog RNA je 10 minuta osušen na sobnoj temperaturi uz otvorenu 

epruvetu. RNA je potom resuspendirana u prikladnom volumenu dH20 (da konačna 

koncentracija RNA bude između 100-500ng/ul) i po potrebi inkubirana na 55 °C tijekom 10 

minuta da se olakša otapanje. Izolirana RNA pročišćena je pomoću MagMAXTM-96 for 

Microarrays Kit (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) seta kemikalija koji sadrži enzim 

DNazu, koja iz uzoraka uklanja potencijalno prisutnu genomsku DNA. Ukratko, na 10 μl 

RNA uzoraka dodano je 25 μl otopine enzima DNAze. Uzorak potom dva puta ispran 

odgovarajućom otopinom, a RNA je iz otopine ponovo izdvojena vezanjem na magnetske 

kuglice te resuspendirana u 10 μl dH2O. Ovisno o očekivanoj koncentraciji RNA količina i 

kvaliteta dobivene RNA procjenjena je: mjerenjem apsorbancija kod 230, 260 i 280 nm na 

UV-VIS spektrofotometru (NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer, NanoDrop Technologies 

Inc.,Wilmington, DE, SAD) za uzorke koncentracija 100-3000 ng/μl, mjerenjem emisije 

florescentnog signala nakon vezanja RNA setom kemikalija Qubit® RNA HS Assay Kit 

(Invitrogen) i fluorometrom Qubit 2.0 (Invitrogen) za uzorke koncentracije od 250 pg/μL do 

100 ng/μL. Kvaliteta RNA također je procijenjena pomoću seta kemikalija AgilentTM RNA 

6000 Pico Kit te uređaja AgilentTM 2100 BioanalyzerTM Instrument (Agilent Technologies, 

Inc., Santa Clara, CA, SAD). Postupak se temelji na kapilarnoj elektroforezi pri čemu 

razdvajanje podjedinica ribosomalne RNA (rRNA, prema engl. ribosomal RNA) daje uvid u 

očuvanost molekule RNA. Promjena omjera između podjedinica 18S i 28S ili njihov 

nedostatak upućuje na razgradnju RNA, a Bioanalyzer taj omjer koristi u algoritmu za 

izračun vrijednosti integriteta RNA (RIN, prema engl. RNA integrity number). Pored toga, 

Bioanalyzer ima mogućnost određivanja niskih koncentracija RNA između 50 – 5000 pg/μL. 

Nakon procjene količine i kvalitete RNA, odabrano je 16 uzoraka za analizu genskim čipom 
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prema gore opisanim kriterijima te su pripremljeni za hibridizaciju na genski čip. RNA je 

pomoću GeneChipTM WT Pico Reagent Kit seta kemikalija (Affymetrix) prema uputama 

proizvođača u više koraka prepisana u komplementarnu DNA (cDNA, prema engl. 

complementary DNA) obilježenu biotinom, koja se hibridizira na genski čip. U prvoj reakciji, 

RNA je metodom reverzne transkripcije prepisana u cDNA prvog lanca. U 5 μl RNA dodan 

je First-Strand Master Mix pripremljen mješanjem 4 μL pufera WT Pico First-Strand te 

enzima WT Pico First-Strand. Mješavina sadrži početnice sa sekvencom promotora T7, a 

rezultat reakcije je jednolančana cDNA sa sekvencom promotora T7 na 5’ kraju. Reakcija je 

provedena pri sljedećim uvjetima: 5 minuta na 25 °C, 60 minuta na 42 °C, 2 minute na 4 °C, 

30 minuta na 37 °C, 10 minuta na 80 °C, te najmanje 2 minute na 4 °C. Ostatak početnica 

uklonjen je dodavanjem 2 μL otopine WT Pico Cleanup. U sljedećem koraku su na 3’ kraj 

cDNA dodane adaptorske sekvence, koje će poslužiti kao kalup za sintezu dvolančane DNA 

(dsDNA, prema engl. double stranded DNA). U 12 μl cDNA dodan je 3’ Adaptor Master Mix 

pripremljen mješanjem 7 μL pufera WT Pico 3’ Adaptor i 1 μL enzima WT Pico 3’ Adaptor, 

koji sadrži DNA polimerazu te RNazu H, nakon čega je sinteza lanca cDNA s adaptorskom 

sekvencom provedena pri sljedećim uvjetima: 15 minuta na 15 °C, 15 minuta na 35 °C, 10 

minuta na 70 °C, te potom najmanje 2 minute na 4 °C. Potom je sintetizirana i umnožena 

dsDNA. Pre-IVT Master Mix pripremljen je miješanjem 29 μL pufera WT Pico PCR, koji 

sadrži početnice specifične za adaptore na 3’ kraju cDNA te 1 μL enzima WT Pico PCR, Taq 

DNA polimeraze I. Reakcija se provodi 2 minute na 95 °C, te potom na 6, 9 ili 12 uzastopnih 

ciklusa od 30 sekundi na 94 °C i 5 minuta na 70 °C, te na kraju najmanje 2 minute na 4 °C. 

Novostvorena dsDNA prepisuje se in vitro (IVT, prema engl. in vitro transcription) u 

komplementarnu RNA (cRNA, prema engl. complementary RNA) koristeći RNA polimerazu 

T7, koja prepisuje samo sekvence nizvodno od promotora T7, dodanog na krajeve cDNA u 

prvoj reakciji. Metoda se temelji na Eberwine ili RT-IVT metodi (295). IVT Master Mix 

pripremljen je od 24 μL pufera WT Pico IVT te 6 μL enzima WT Pico IVT, dodan u uzorak 

dsDNA i inkubiran 14 sati na 40 °C, a potom na 4 °C. Novostvorena cRNA je pročišćena 

pomoću magnetnih čestica i etanola. Količina dobivene cRNA izmjerena je pomoću UV-VIS 

spektrofotometra, dok je distribucija veličine cRNA fragmenta provjerena pomoću 

instrumenta AgilentTM 2100 BioanalyzerTM i seta kemikalija RNA 6000 Nano Kit. Potom je 

20 μg cRNA u volumenu 24 μl korišteno je kao predložak za sintezu drugog lanca 

jednolančane cDNA (ss-cDNA, prema engl. single stranded cDNA) obrnutim prepisivanjem 

koristeći 4μl početnica 2nd-cycle ss-cDNA, 8 μl pufera te 4 μl enzima, tijekom 10 minuta na 
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25 °C, 90 minuta na 42 °C, te 10 minuta na 70 °C, a potom najmanje 2 minute na 4 °C. 

Predložak cRNA hidroliziran je dodavanjem 4μl enzima RNaze H te inkubiranjem 45 minuta 

na 37 °C, 5 minuta na 95 °C, i najmanje 2 minute na 4 °C. ss-cDNA razrijeđena je 

dodavanjem 11 μl vode bez nukleaza te nakon toga pročišćena pomoću magnetnih čestica i 

etanola, da bi se uklonili enzimi, soli te ostatak deoksiribonukleotida, resuspendirana u 30 μl 

vode bez nukleaza temperature 65 °C te kvantificirana pomoću UV-VIS spektrofotometra i 

pohranjena na –20 °C do upotrebe. Pročiščena ss-cDNA je fragmentirana pomoću enzima 

uracil-DNA glikozilaze (UDG) i apurinske/apirimidinske endonukleaze 1 (APE 1) te 

označena reagensom za obilježavanje DNA kovalentno vezanim uz biotin pomoću enzima 

terminalne deoksinukleotidil transferaze (TdT). Reakcija je provedena miješanjem 5,5 μg ss-

cDNA u volumenu od 46 μl te mješavine za fragmentaciju i označavanje (12 μL pufera WT 

Pico Fragmentation and Labeling i 2 μL enzima WT Pico Fragmentation and Labeling) te 

inkubacijom 1 sat na 37 °C, 2 minute na 93 °C, te najmanje 2 minute na 4 °C. Genski čipovi 

su prije hibridizacije ekvilibrirani na sobnu temperaturu. Pripremljena je mješavina 

kemikalija za hibridizaciju koja se sastoji od vode, dimetilsulfoksida (DMSO), kontrolnih B2 

oligonukleotida koji se koriste za određivanje položaja signala kod očitavanja, biotinom 

označene hibridizacijske kontrole te komercijalno dostupne mješavine kemikalija za 

hibridizaciju (Hybridization Master Mix, GeneChip® Hybridization, Wash, and Stain Kit, 

Applied Biosystems). U mješavinu je potom dodana fragmentirana i označena ss-cDNA te je 

mješavina inkubirana 5 minuta na 99 °C te 5 minuta na 45 °C. Mješavina za hibridizaciju 

pažljivo je ubrizgana u genski čip, koji je tijekom 16 sati inkubiran u hibridizacijskoj pećnici 

(GeneChipTM Hybridzation Oven 645) pri temperaturi 45 °C i uz miješanje na 60 rpm. 

Potom je iz genskih čipova uklonjena mješavina kemikalija za hibridizaciju, nakon čega su 

napujeni puferom za ispiranje (Hybridization Master Mix, GeneChip® Hybridization, Wash, 

and Stain Kit, Applied Biosystems) koje se izvodi u uređaju za pranje genskih čipova. Ovaj 

uređaj može istodobno ispirati samo 4 čipa, te su stoga genski čipovi hibridizirani u više 

navrata. Čipovi su nakon ispiranja očitani pomoću uređaja GeneChipTM Scanner 3000 

System (Applied Biosystems), a datoteke tipa .CEL dobivene očitavanjem analizirane su 

bioinformatičkim postupcima.  
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Bioinformatička analiza sastoji se od sljedećih koraka: 

× procjena kvalitete čipova prije predobrade,  

× predobrada signala genskih čipova,  

× procjena kvalitete čipova nakon predobrade,  

× filtriranje seta proba niske varijabilnosti,  

× analiza različito izraženih gena i 

× analiza zastupljenosti termina genske ontologije u različito izraženim genima.  

 

Predobrada sirovih podataka dobivenih očitavanjem genskih čipova, kontrola kvalitete 

genskog čipa, analiza različito izraženih gena te analiza zastupljenosti termina genske 

ontologije provedene su unutar sučelja Bioconductor (https://www.bioconductor.org/) u 

programu R je pomoću oligo (296), pd.mogene.2.0.st (297), limma (298), affycoretools (299), 

mogene20sttranscriptcluster.db (300), clusterProfiler (301) i genefilter (302) paketa. 

Vrijednosti dobivene očitavanjem genskih čipova predobrađene su algoritmom RMA (prema 

engl. robust multi-array average), koji normalizira vrijednosti intenziteta signala dobivene 

očitavanjem čipa, zbroji probe u setove proba i ispravi pozadinski signal. Iz analize su 

uklonjene kontrolne probe te setovi proba bez anotacije ili s višestrukom anotacijom. 

Kvaliteta čipova procijenjena je prije i poslije normalizacije vrijednosti intenziteta signala. 

Budući da je izražaj velike većine gena sličan u svim eksperimentalnim skupinama 

karakteristika kvalitetnih čipova, koji se stoga mogu međusobno uspoređivati, slična je 

raspodjela intenziteta signala, te se na toj pretpostavci temelje postupci analize kvalitete. 

Koristeći vrijednosti logaritamski transformiranog signala svih proba kompjuterski su 

stvorene slike čipova za procjenu raspodjele signala na svakom čipu i isključivanja prostorne 

pristranosti (Slika 5). Za procjenu jakosti signala pojedinačnih proba na čipovima te 

utvrđivanje mogućih ne-bioloških razlika između pojedinačnih čipova primijenjen je prikaz 

MA, koji na ordinati sadrži omjer logaritamski transformiranih jakosti signala pojedinog čipa 

u odnosu na referentni čip, dok je na apscisi srednja vrijednost logaritamski transformiranih 

intenziteta signala oba čipa. Budući da se jakost signala velike većine proba bitno ne razlikuje 

među pojedinačnim čipovima, kvalitetne čipove karakterizira krivulja blizu y=0, što je u 

analiziranim čipovima bilo vidljivo i prije i nakon predobrade (Slika 6A). Dijagramom 

pravokutnika te histogramom su prikazane raspodjele logaritamski transformiranih signala 

svakog čipa. Intenzitet signala već je prije predobrade bio podjednako raspodijeljen u svim 



    

 51 

čipovima, a manje razlike u raspodjeli ispravljene su tijekom normalizacije (Slika 6B, C). 

Omjer vrijednosti izražaja seta proba i srednje vrijednosti izražaja istog seta proba u svim 

čipovima (RLE, prema engl. relative log expression) te normalizirana standardna pogreška 

(NUSE, prema engl. normalized unscaled standard error) također su bili podjednako 

raspodijeljeni u svim čipovima, i grupirani oko vrijednosti 0 (RLE) i 1 (NUSE), što je također 

karakteristično za čipove dobre kvalitete (Slika 6D, E). Korelacijska analiza korištena je za 

otkrivanje čipova lošijih kvaliteta, koji slabije koreliraju s ostalim čipovima. Pearsonovi 

koeficijenti povezanosti podataka dobivenih očitavanjem pojedinačnih čipova bili su veći od 

0,93 za neobrađene, a veći od 0,96 za normalizirane podatke (Slika7 A), što upućuje na to da 

nema čipova koji odskaču po kvaliteti.  

Otkrivanje učinka zajedničke obrade također je nužno da bi se utvrdilo jesu li dobivene 

razlike među čipovima uzrokovane biološki ili tehničkim razlikama u obradi čipova. Zbog 

ograničenja uređaja za pranje čipova te vremenske zahtjevnosti protokola za hibridizaciju, 

hibridizacija te ispiranje čipova provedeni su u 4 skupine, a očitavanje čipa provedeno je u 

dva različita dana zbog ograničenja stroja za očitavanje čipova. Analiza glavnih komponenti 

(PCA, prema engl. principal component analysis) i analiza hijerarhijskog grupiranja isključili 

su grupiranje uzoraka koji su zajednički pripremani, jer su uzorci svih 4 eksperimentalnih 

skupina jednakomjerno podijeljeni u zajedno obrađene skupine. (Slika 7B). Na temelju svega 

navedenog zaključeno je da je kvaliteta pripreme i očitavanja čipova zadovoljavajuća.  
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Slika 5. Procjena kvalitete genskih čipova pomoću kompjuterski stvorene slike čipova. Slike su napravljene koristeći 
vrijednosti logaritamski transformiranog signala svih proba te je procjenjivana raspodjela signala na svakom čipu i 
isključena prostorna pristranost. Prikazane su reprezentativne slike po jednog genskog čipa iz svake pokusne skupine. Jakost 
plave boje proporcionalna je jakosti signala dok se na bijelim mjestima nalaze kontrolne probe.  
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Slika 6. Procjena kvalitete genskih čipova pomoću na temelju raspodjele signala pojedinačnih čipova. Za otkrivanje 
mogućih razlika među čipovima uzrokovanih lošom kvalitetom korišteni su: grafikon MA (A), koji prikazuje omjer 
logaritamski transformiranih jakosti signala određenog čipa u usporedbi s referentnim čipom u odnosu na srednju vrijednost 
logaritamski transformiranih intenziteta signala oba čipa; dijagram pravokutnika (B) i histogram (C) koji prikazuju 
raspodjelu logaritamski transformiranih signala svakog čipa; prikaz omjera vrijednosti izražaja seta proba i srednje 
vrijednosti izražaja istog seta proba u svim čipovima (RLE, prema engl. relative log expression) (D) te prikaz normalizirane 
standardne pogreške (NUSE, prema engl. normalized unscaled standard error) (E). Kvaliteta je provjerena prije i poslije 
normalizacije, a slična raspodjela vrijednosti u svim čipovima upućuje na dobru kvalitetu. 
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Slika 7. Otkrivanje čipova loše kvalitete te učinka zajedničke obrade pomoću korelacijske analize, grupiranja te 
analize glavnih sastavnica (PC, prema engl. principal component). (A) Korelacijska analiza, pokazuje da nema čipova 
koji odskaču po kvaliteti. Hibridizacija (B), ispiranje (C) i očitavanje čipova (D) su zbog tehničkih ograničenja provedeni u 
više skupina. analiza PC i analiza hijerarhijskog grupiranja ne pokazuju grupiranje uzoraka koji su zajednički pripremljeni. 
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U sljedećem koraku su pomoću metode standardne devijacije (SD, prema engl. standard 

deviation) uklonjeni setovi proba niske varijabilnosti, s ciljem smanjenja broja usporedbi pri 

analizi razlika u izražaju između pokusnih skupina, te posljedično vjerojatnosti greške tipa 1. 

Ovakav pristup najpovoljniji je za analizu koja se temelji na malim pokusnim skupinama. 

Izračuna se SD jakost signala pojedinačnih setova proba za sve uzorke te se uklanjaju setovi 

proba čija je SD manja od srednje vrijednosti SD svih setova proba. Dobivena tablica 

normaliziranih i filtriranih vrijednosti izražaja, u kojoj svaki red predstavlja jedan set proba 

(koji predstavlja jedan gen) i svaki stupac jedan uzorak, korištena je za analizu razlika u 

genskom izražaju pomoću algoritma limma (prema engl. linear models for microarray data) 

(303). Analizirane su razlike u izražaju između svih Fas –/– i WT uzoraka, Fas –/– AIA i WT 

AIA uzoraka, Fas –/– CRTL i WT CRTL uzoraka, te svih CTRL i AIA uzoraka. Različito 

izraženim genima smatrani su geni sa apsolutnom vrijednošću omjera promjene (FC, prema 

engl. fold change) >1,5, te razinom značajnosti p<0,05 nakon prilagodbe p vrijednosti za 

višestruko testiranje postupkom Benjamini-Hochberg (304). Za prikaz različito izraženih 

gena korišten je grafički prikaz negativnog logaritma prilagođene p vrijednosti (-log10p), u 

odnosu na logaritam omjera promjene izražaja gena (log2FC, prema engl. fold change), engl. 

volcano plot. Pojedinačni geni prikazani su crnim točkama, a crveno su označeni geni 

zadovoljavajuće prilagođene p vrijednosti (Benjamini-Hochberg, p<0,05) te omjera 

promjene. Razlike u izražaju također su prikazane toplinskom mapom (prema engl. heatmap) 

u kojoj su z-vrijednosti (prema engl. z-score) izražaja setova proba (gena) prikazane zeleno 

za pozitivne, crveno za negativne z-vrijednosti, te crno za vrijednosti oko z=0. Algoritmi 

hijerarhijskog grupiranja te analiza glavnih sastavnica uz procjenu kvalitete čipova 

primijenjeni su i za analzu sličnosti uzoraka na temelju izražaja gena. Analiza zastupljenosti 

termina genske ontologije (GO) (305) provedena je pomoću enrichGO funkcije 

clusterProfiler paketa u programu R. Analiza zastupljenosti GO termina određuje se jesu li 

određene biološke funkcije, stanične komponente ili molekularni procesi pojačano zastupljeni 

u među različito izraženim genima, uz nominalnu p vrijednost <0,05, prilagođenu p 

vrijednost za višestruko testiranje postupkom Benjamini-Hochberg p<0,1, i apsolutni omjer 

promjene>1,5. Analiza uzima u obzir ukupni broj gena na kojima je provedena analiza 

različitog izražaja, broj gena koji su različito izraženi između eksperimentalnih skupina za 

koje se provodi analiza, te broj gena koji pripadaju određenom terminu GO te pomoću 

hipergeometričke raspodjele, izračunava p vrijednost, koja određuje jesu li različito izraženi 

geni uistinu pojačano zastupljeni u određenom terminu GO ili se tamo nalaze samo slučajno. 

Pošto se analiza istovremeno provodi na velikom broju termina GO (9996 javno dostupnih 



    

 56 

genskih setova, od toga 7350 genskih setova bioloških procesa, 1001 genskih setova 

staničnih komponenta te 1645 genskih setova molekularne funkcije) potrebna je prilagodba p 

vrijednosti za višestruko testiranje postupkom Benjamini-Hochberg. Nakon prilagodbe, 

razina značajnosti postavljena je na p<0,05. Grafički prikazi ove analize također su 

napravljeni pomoću clusterProfiler paketa u programu R.  

 

4.10. Analiza genskog izražaja pomoću sekvencioniranja RNA 

Analiza transkriptoma populacija koštano-hrskavičnih prethodnika provedena je 

sekvencioniranjem RNA. Analizirane su sinovijalne CD200-CD105+ stanice miševa WT s 

artritisom, CD200+CD105- stanice neimuniziranih miševa WT te CD200+CD105- stanice 

miševa WT s artritisom. Sve analizirane populacije koštano hrskavičnih prethodnika se 

nalaze unutar nehematopoetske TER119–CD31–CD45- populacije. Usporedba 

CD200+CD105- i CD200-CD105+ stanica miševa WT napravljena je u svrhu potvrde koštano-

prethodničkog karaktera populacije CD200+CD105- u zglobnom odjeljku, koja je na ovaj 

način zasad karakterizirana samo u kosti (43). Ova je populacija također uspoređena s istom 

populacijom u sinoviji miševa s artritisom s ciljem utvrđivanja mijenjaju li se značajno 

najraniji koštani prethodnici u artritisu. U svakoj od navedenih skupina je pripremljeno po 6 

uzoraka, dobivenih iz 200-500 stanica izdvojenih postupkom FACS. Stanice su izdvojene 

izravno u 3,6 μl pufera za lizu stanica s dodanim inhibitorom RNAze (TakaRa, Kyoto, 

Japan). Ovaj je pufer sastavni dio seta kemikalija Smartseq v4 Ultra® Low Input RNA Kit 

for Sequencing (TakaRa, Kyoto, Japan), koji se koristi za obrnuto prepisivanje i amplifikaciju 

transkriptoma uzoraka s malom količinom RNA. U uzorak su prije obrnutog prepisivanja i 

umnožavanja u razrijeđenju 1:65000 dodani kontrolni sljedovi nukleotida ERCC RNA Spike-

In Mix (Invitrogen). U lizirani uzorak izdvojenih stanica je potom dodano 1μl početnica 3’ 

SMART-Seq CDS II A (12 μM) te je zajedno sa 0,75 μl inhibitora RNAza uzorak inkubiran 

kroz 3 minute na 72 °C. Početnice 3’ SMART-Seq CDS II A su modificirane početnice oligo 

dT koje se vežu za poli(A) rep molekula mRNA, i sadrže posebnu sekvencu koja se njihovim 

vezanjem dodaje na 5' kraj cDNA transkripata, te će u koraku PCR amplifikacije služiti kao 

početnica za vezanje DNA polimeraze. Nakon inkubacije je u uzorak dodano 0,5 μl 

oligonukleotida SMART-Seq v4 (48 μM) i 1μl enzima RT SMARTScribe (100U/μl), u 2 μl 

5X pufera Ultra Low First-Strand Buffer. Sinteza cDNA je potom provedena kroz 90 minuta 

na 40 °C i 10 min na 70 °C. Enzim RT korišten u ovoj reakciji na 3' kraju cDNA transkripta, 

to jest kad RT dođe do 5' kraja predloška mRNA, dodaje 3 molekule citozina, na koje se veže 
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oligonukleotid SMART-Seq v4, koji na svom 3' kraju ima 3 molekule gvanina. Na svom 5' 

kraju oligonukleotid sadrži slijed nukleotida komplementaran slijedu prethodno dodanom na 

5' kraj cDNA transkripta pomoću početnica. Enzim RT korišten u ovoj reakciji ima posebnu 

sposobnost mijenjanja predloška, te nakon vezanja oligonukleotida na 3' kraj novostvorenog 

lanca cDNA dodaje ostatak njegove sekvence. Nastali cDNA produkt tako s obije strane ima 

dodani slijed nukleotida, koji u koraku PCR amplifikacije služi kao početnica za vezanje 

DNA polimeraze, te tako osigurava da se umnažaju samo transkripti koji su u potpunosti 

prepisani, čime se čuva reproducibilnost prepisivanja 5' kraja molekule mRNA. Ovu metodu 

nazivamo SMART®, prema engl. switching mechanism at 5' end of RNA template (306, 

307). Tako dobivena cDNA umnožena je pomoću 0,5 μl DNA polimeraze SeqAmp i 0,5 μl 

početnica II A (12 μM), koje vežu slijed nukleotida dodan na krajeve cDNA transkripta, u 

12,5 μl 2X pufera SeqAmp PCR Buffer. U reakciji PCR amplifikacije je cDNA denaturirana 

kroz 1 min na 95 °C, te potom amplificirana kroz 18 ciklusa:10 sekundi na 98 °C, 30 sekundi 

na 65 °C te 3 min na 68 °C, nakon čega amplikon stoji 10 minuta na 72 °C. Amplikoni cDNA 

su potom pročišćeni pomoću Agencourt AMPure XP Kit seta kemikalija (Beckman Coulter, 

Pasadena, CA, SAD), koristeći magnetske čestice AMPure XP beads koje vežu veće 

fragmente cDNA i tako ih zadržavaju u otopini nakon ispiranja, dok se manji fragmenti, 

primjerice ostatci početnica uklanjaju. Kvaliteta amplikona je potvrđena setom kemikalija 

High sensitivity cDNA chip (Agilent) i uređajem Bioanalyzer (Agilent). Potom je 18 

amplikona zadovoljavajuće kvalitete 1 ng cDNA prevedeno u knjižnice za sekvencioniranje 

pomoću seta kemikalija Nextera XT DNA Library Preparation Kit (Illumina, San Diego, CA, 

SAD). Cijeli postupak se provodi u čistoj poločici s 96 zdenaca. Prvi korak je tagmentacija, 

postupak u kojem je pomoću enzima transposoaza u istom koraku na nasumičnim mjestima 

fragmentirana cDNA te joj je na mjestima fragmentacije dodan adaptorski slijed nukleotida. 

U tu svrhu je na 1 ng cDNA u volumenu od 5 μl dodano 10 μl pufera Tagment DNA Buffer 

te 5 μl Amplicon Tagment Mix. Nakon miješanja uzorci su 1 minutu centrifugirani na 280×g 

na 20 °C, te potom 5 minuta tagmentirani na 55 °C. Za zaustavljanje reakcije dodano je 5 μl 

pufera Neutralize Tagment Buffer, te su nakon miješanja uzorci ponovo 1 minutu 

centrifugirani na 280×g na 20 °C i ostavljeni dodatnih 5 minuta na sobnoj temperaturi. U 

slijedećem koraku provedena je amplifikacija tagmentiranih fragmenata cDNA, tijekom koje 

se na njihove krajeve dodaju posebni sljedovi nukleotida, indeksi ili adapteri i7 i i5, čija je 

kombinacija specifična za svaki uzorak te nakon sekvencioniranja služe određivanju kojem 

uzorku pripada pojedinačni očitani slijed, te slijedovi nukleotida koji su nužni za provedbu 

sekvencioniranja. U uzorak je dodano 5 μl i7 i 5 μl i5 adaptera te 15 μl Nextera PCR Master 
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Mix. Nakon miješanja uzorci su 1 minutu centrifugirani na 280×g na 20 °C. Za amplifikaciju 

su uzorci prvo 3 minute inkubirani na 72 °C, potom 30 sekundi na 95 °C, nakon čega slijedi 

12 ciklusa od 10 sekundi na 95 °C, 30 sekundi na 55 °C i 20 sekundi na 72 °C, a 

amplifikacija se završava inkubacijom 5 minuta na 72 °C. Knjižnice su nakon toga na isti 

način kao cDNA amplikoni pročišćene pomoću seta kemikalija Agencourt AMPure XP Kit te 

je njihova kvaliteta i koncentracija određena pomoću seta kemikalija High sensitivity cDNA 

chip i uređaja Bioanalyzer te setom kemikalija Qubit. Jednaka količina cDNA iz 15 

odabranih knjižnica potom je spojena u jedan uzorak (engl. library pooling). Otopina 

spojenih knjižnjica koncentracije 1,35pM sekvencionirana je pomoću uređaja NextSeq 500 

(Illumina) i seta kemikalija High Output Kit v2.5 (150 Cycles) (Illumina). Za svaki uzorak 

očitano je 50 milijuna sljedova nukleotida dužine 75 baza. Sljedovi su očitani s oba kraja 

cDNA fragmenata, što nazivamo sekvencioniranje uparenih krajeva (prema engl. paired end 

sequencing). Pomoću indeksa i5 i i7 je potom određeno kojem uzorku pripada koji slijed 

(prema engl. demultiplexing) te su za svaki uzorak stvorene datoteke formata FASTQ, koji 

sadržava podatke o očitanom slijedu nukleotida i kvaliteti očitanja.  

Bioinformatička analiza podataka provedena je pomoću nekoliko javno dostupnih alata u 

okruženju Unix te pomoću programa R unutar sučelja Bioconductor 

(https://www.bioconductor.org). Izvorni podaci očitavanja sekvenci u formatu FASTQ su 

pomoću programa cutadapt (308) skraćeni (prema engl. trimming) uklanjanjem dijela 

izvornog slijeda koji ne zadovoljava minimalni kriterij kvalitete ili sadrži adaptorski slijed, 

dodan tijekom pripreme amplikona ili knjižnica. Potom je kvaliteta datoteka FASTQ 

procijenjena korištenjem programa FastQC 

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Kvaliteta datoteka bila je 

zadovoljavajuća, osim povećanog broja duplikata u nekim uzorcima, zbog visoke 

zastupljenosti kontrola ERCC dodanih prije pripreme amplikona. Jedan uzorak je zbog 

prezastupljenosti sljedova ERCC uklonjen iz analize, a preostalih 14 sadržavalo je dovoljan 

broj (~5-15 milijuna) očitanja za daljnju analizu. Slijedeći korak, poravnavanje RNA očitanja 

na referentni genom (prema engl. sequence alignment), proveden je pomoću programa 

HISAT2 (309). Program Samtools (310) korišten je za pretvorbu datoteka SAM u datoteke 

BAM, te spajanje datoteka BAM istog uzoraka te njihovo i indeksiranje. Ukupna stopa 

poravnavanja (engl. overall alignment rate) bila je oko 90%, što je zadovoljavajuće, a 

kvaliteta poravnavanja dodatno je procijenjena pomoću programa RSeQC (311) i picard 

(http://broadinstitute.github.io/picard/). U slijedećem koraku, pomoću programa StringTie 
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(312) izbrojeni su očitani sljedovi koji se nalaze na istom genu, te je tako dobivena matrica 

brojeva očitanja za svaki gen (prema engl. count matrix), koja je pomoću paketa egdeR (313) 

u programu R normalizirana koristeći algoritam TMM (prema engl. trimmed mean of M 

values) (314). Za analizu su korišteni geni sa ukupnim zbrojem očitanja u svim uzorcima 

većim od 50. Normalizirani podatci dalje su analizirani u programu R standardnim 

postupcima za analizu sličnosti uzoraka koji su opisani kod analize genskih čipova, a analiza 

razlika u genskom izražaju provedena je pomoću algoritma limma voom (315). Različito 

izraženim genima smatrani su geni sa apsolutnom vrijednošću omjera promjene (FC, prema 

engl. fold change) >1,5, te razinom značajnosti p<0,05 nakon prilagodbe p vrijednosti za 

višestruko testiranje postupkom Benjamini-Hochberg, te su grafički prikazani korištenjem 

prikaza -log10p u odnosu log2FC (prema engl. volcano plot) te toplinske mape, na način 

opisan kod analize genskih čipova. Analiza zastupljenosti genskih setova (GSEA, prema 

engl. gene set enrichment analysis) (316) provedena je pomoću gseGO funkcije 

clusterProfiler paketa u programu R. Za analizu GSEA svi geni sa ukupnim zbrojem očitanja 

u svim uzorcima većim od 50 za pojedinačnu usporedbu dviju skupina poredani su na način 

da su geni svrstani u listu prema logaritmu (log10) prilagođene p vrijednosti (Benjamini-

Hochberg), gdje je negativni predznak dodijeljen genima s negativnim a pozitivan genima s 

pozitivnim omjerom promijene, tako da se geni s najvećim brojem nalaze na vrhu a oni s 

najmanjim na dnu liste. GSEA određuje nalaze li se geni određene skupine bliže vrhu ili dnu 

liste, te izračunava ukupnu zastupljenost normaliziranu na broj gena u skupini (NES, prema 

engl. normalized enrichment score), koja odražava zastupljenost na vrhu (pozitivan NES) ili 

dnu (negativan NES) liste gena. Procijenjena je zastupljenost javno dostupnih genskih 

skupina (genskih skupina bioloških procesa, genskih skupina staničnih komponenata te 

genskih skupina molekularne funkcije). Statistički značajno zastupljene skupine gena 

smatraju se one kojima je p<0,05, uz prilagodbu za višestruko testiranje prema Benjamini-

Hochbergu).  

 

4.11. Analiza genskog izražaja postupkom kvantitativne lančane reakcije polimeraze 

u stvarnom vremenu 

Pomoću metode qPCR u trećoj fazi istraživanja određen je izražaj gena, s ciljem potvrde 

rezultata dobivenih analizom genskih čipova te procijenio izražaj odabranih gena tijekom 

artritisa, a u četvrtoj fazi istraživanja radi potvrde utišavanja gena pomoću siRNA. Za 

potvrdu rezultata genskog čipa uzorci izdvojenih mijeloidnih stanica pripremljeni su na ranije 
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opisani način. Korišteni su uzorci izdvojenih stanica pojedinačnih miševa, uzorci združenih 

stanica 4 miša iz iste pokusne skupine, te tkivni ekstrakti koljena pojedinačnih miševa. Za 

izolaciju RNA iz tkiva, koljeni zglobovi su izolirani presijecanjem tibijalnih i femoralnih 

epifiznih ploča, te je nakon uklanjanja mišićnog tkiva koljeno odmah stavljeno u 1ml 

reagensa TRIzol te usitnjeno pomoću homogenizatora za tvrda tkiva (IKA-Werke, Staufen, 

Njemačka), a uzorci pohranjeni na -20 °C do izolacije RNA. Izolacija te mjerenje 

koncentracije RNA provedeni su na ranije opisani način, a potom je 1μg RNA prepisan je u 

cDNA pomoću seta kemikalija High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied 

Biosystems). RNA otopljena u vodi inkubirana je s 50 U enzima reverzne transkriptaze 

(MultiScribe™ MuLV, Applied Biosystems), 10 U inhibitora RNAze (RNAse Inhibitor, 

Applied Biosystems), puferom RT, nasumičnim početnicama te mješavinom 

deoksiribonukleotida u uređaju 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems) sat vremena na 

temperaturi od 37 °C, a nakon toga se reakcija zaustavlja zagrijavanjem na 95 °C. Za uzorke 

s malom količinom RNA korišten je set kemikalija CellAmpTM Whole Transcriptome 

Amplification Kit (Real Time) Ver.2 (Takara Bio Inc., Shiga, Japan) kojim se nakon RT 

reakcije umnaža cDNA produkt. Set kemikalija je u nekim slučajevima korišten na već 

izoliranoj RNA, a pošto sadrži i pufer za lizu stanica može se koristiti i odmah nakon 

izdvajanja stanica. Izražaj gena je procijenjen postupkom qPCR pomoću uređaja 7500 Real-

Time PCR System (Applied Biosystems). Analiziran je izražaj gena Mid1, Erdr1, Thbs1, IL-

1β, IL-6 i TNF-a. Za analizu izražaja gena Erdr1, Thbs1, IL-1β, IL-6 i TNF-a te endogenih 

kontrolnih gena GAPDH i β-actin korišteni su komercijalno dostupni setovi kemikalija 

TaqMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems) (Erdr1, Mm04214945_uH; m1; 

Thbs1, Mm00449018_m1; IL-1β, Mm00434228_m1; IL-6, Mm00446190_m1; TNF-a, 

Mm00443258_m1; GAPDH, Mm99999915_g1; β-actin, Mm00607939_s1) te TaqMan Gene 

Expression Master mix (Applied Biosystems). TaqMan Gene Expression Master mix sadrži 

DNA polimerazu (AmpliTaq GoldTM DNA Polymerase, Applied Biosystems), uracil-N 

glikozilazu za uklanjanje eventualno prisutnih PCR produkata koji bih mogli kontaminirati 

reakciju, te referentnu boju ROXTM,unutarnju kontrolu za normalizaciju signala. TaqMan® 

Gene Expression Assay sadrži početnice i probu specifične za mjereni gen. Proba je 

obilježena sa fluorescentnom bojom FaMTM na 5' kraju te prigušivačem fluorescencije (NFQ, 

prema engl. nonfluorescent quencher) na 3' kraju. DNA polimeraza iz mješavine TaqMan 

Gene Expression Master mix prema predlošku cDNA izgrađuje novi lanac nukleotida počevši 

od mjesta vezanja početnica. Dolazeći do probe, polimeraza cijepa probu te udaljuje boju 

FAM od prigušivača, što izaziva fluorescentni signal. qPCR reakcija provedena je u pločici 
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sa 96 zdenaca (ABI PRISM Optical 96-Well Plate; Applied Biosystems), u ukupnom 

volumenu od 25,5 μl (1 μl cDNA, 1,25 μl TaqMan® Gene Expression Assay, 12,5 μl 

TaqMan Gene Expression Master mix, 11,75 μl H2O). Reakcija započinje inkubacijom 2 

minute na 50 °C, da bi se aktivirala uracil-N glikozilaza, a potom inkubacijom 10 minuta na 

95 °C, tijekom koje se inaktivira uracil-N glikozilaza te aktivira DNA polimeraza. Slijedi 45 

ciklusa naizmjenične inkubacije na 95 °C 15 sekundi, pri čemu dolazi do denaturacije DNA, 

te 60 °C tijekom 60 sekundi, kada se vežu početnice te stvara komplementarni DNA lanac. 

Za analizu izražaja gena Mid1 korišten je set početnica (sense 5'-

CACTCGCTGAAGGAAAATGACCA-3', antisense 5'-

AATCAAAGGCAAAAGTGTCAAA-3') (Applied Biosystems™ Sequence Detection 

Primer, Applied Biosystems), preuzet od Collison i sur. (317), te komercijalno dostupna 

mješavina SYBR™ Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Uz DNA polimerazu 

mješavina sadrži boju SYBR® Green koja fluorescira nakon vezanja dvolančanih molekula 

DNA. Reakcija je provedena u pločici s 96 zdenaca (ABI PRISM Optical 96-Well Plate), a 

ukupni volumen reakcije je 25,5 μl, od ćega je 1 μl cDNA, 0,5µl (200 nM) sense i antisense 

početnica, 12,5 μl SYBR™ Green PCR Master Mix te ostatak voda. Reakcija započinje 

inkubacijom tijekom 2 minute na 50 °C te 10 minuta na 95 °C, a potom slijedi 45 ciklusa 

naizmjenične inkubacije na 95 °C 15 sekundi, te 60 °C 60 sekundi. Zbog nespecifičnog 

vezanja SYBR® Green boje za dvolančanu DNA, PCR produkti su nakon zadnjeg ciklusa 

razdvojeni zagrijavanjem sa 60 °C na 95 °C brzinom 0,03 °C/s, da bi se potvrdilo da 

temperatura tališta (Tm, prema engl. melting temperature) odgovara specifičnom proizvodu 

umnažanja. Izmjereni intenzitet fluorescencije u reakciji qPCR proporcionalan je količini 

umnoženih fragmenata. Odabran je prag vrijednosti fluorescencije pri kojem je izmjeren 

fluoresentni signal veći od pozadinskog signala. Potomje za svaki uzorak određen broj 

ciklusa potreban za postizanje određene razine fluorescencije, što nazivamo kritični broj 

ciklusa (CT, prema engl. cycle threshold). Relativna količina RNA u uzorku izračunata je 

pomoću standardne krivulje, prikazane u koordinatnom sustavu u kojem su logaritmi količine 

cDNA prikazani na apscisi, a vrijednosti Ct na ordinati, a napravljena je pomoću pet serijskih 

razrjeđenja kalibracijskog uzoraka analiziranih stanica, odnosno tkiva. Relativna količina 

RNA u uzorku izražena je u odnosu na količinu RNA endogenih kontrolnih gena, β-aktin i 

GAPDH.  
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4.12. In situ hibridizacija RNA 

Metoda in situ hibridizacije RNA (ISH, prema engl. in situ hybridization) omogućava 

lokalizaciju te procjenu količine određene molekule mRNA u tkivu vezanjem posebno 

dizajniranih proba. ISH RNA korištena je u svrhu potvrde razlika u izražaju gena Mid1 

između miševa WT i Fas –/– s artritisom te neimuniziranih miševa, te određivanja 

lokalizacije izražaja Mid1 gena u koljenom zglobu. S obzirom da su vrijednosti izražaja gena 

Mid1 bile najveće u ranoj fazi artritisa, za ovu vrstu analize pokusne životinje su žrtvovane 

na treći dan nakon izazivanja artritisa. Analiza je provedena na frontalnim histološkim 

rezovima koljena, pripremljenih postupcima opisanim za histološku i histomorfometrijsku 

analizu. ISH RNA provedena je korištenjem seta kemikalija RNAscope® (318), pećnice 

ACD HybEZTM II Hybridization System (220v) te sustava za pranje i inkubaciju preparata 

ACD EZ-Batch Slide System (Advanced Cell Diagnostics, Inc., Bio-Techne, Minneapolis, 

MN, SAD), prema uputama proizvođača. Dan prije početka postupka preparati se 2 sata 

zagrijavaju na vrućoj ploči temperature 60 °C, da bi se fiksirali za predmetno staklo i izbjeglo 

njihovo otpadanje tijekom višestrukih ispiranja i obrade kemikalijama. Preparati su 

deparafinizirani, a potom je u blokirana aktivnost endogenih peroksidaza tretiranjem 

vodikovim peroksidom (H2O2) tijekom 10 minuta na sobnoj temperaturi te su preparati 

isprani dva puta u dH2O. Blokiranje endogenih peroksidaza priječi stvaranje nespecifičnog 

signala oksidacijom kromogena DAB (3,3′-diaminobenzidin). Razotkrivanje ciljnih molekula 

postignuto je kuhanjem preparata tijekom 15 minuta u citratnom puferu (RNAscope® 1X 

Target Retrieval Reagent) na 98-102 °C. Potom su preparati isprani u destiliranoj vodi pa u 

100% alkoholu i osušeni na sobnoj temperaturi. Oko rezova je pomoću hidrofobne olovke 

ImmedgeTM iscrtano polje veličine 2x2 cmda se priječi prelijevanje kemikalija. Rezovi su 

potom tretirani proteazama (RNAscope® Protease Plus), tijekom 30 minuta na 40 °C u 

pećnici ACD HybEZTM II Hybridization System (220v) i tako je zapriječeno umrežavanje 

bjelančevina uzrokovano fiksacijom. Nakon ispiranja destiliranom vodom, hibridizirane su 

probe te amplificiran signal. Ukratko, preparati su inkubirani s probama nakon čega je 

uzastopno dodano 6 otopina s kemikalijama za amplifikaciju signala (RNAscope® 2.5 AMP 

1, 2, 3, 4, 5-BROWN, 6-BROWN). Između inkubacija preparati su isprani puferom za 

ispiranje (0.1× SSC, 0.03% litij dodecil sulfat, RNAscope® Wash Buffer). Probe te prve 

četiri kemikalije za amplifikaciju signala inkubirane su na 40 °C u pećnici ACD HybEZTM 

II Hybridization System (220v) tijekom 2 sata, 30 minuta, 15 minuta, 30 minuta te 15 minuta. 

Zadnje dvije kemikalije za amplifikaciju signala inkubirane su na sobnoj temperaturi tijekom 
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40 te 15 minuta. Osim probe za gen Mid1 (RNAscope® Probe - Mm-Mid1) korištene su 

pozitivna kontrolna proba (RNAscope® Positive Control Probe - Mm-Polr2a) za 

konstitutivno izraženi gen niskog izražaja usporedivog s genom Mid1, te negativna kontrolna 

proba (RNAscope® Negative Control Probe – DapB) koja prepoznaje bakterijski gen za 

DapB, a koristi se za procjenu pozadinskog signala. Probe za pojedinačni gen mješavine su 

različitih proba sastavljenih od regije s 18-25 baza komplementarne ciljnoj molekuli mRNA, 

razdjelne (engl. spacer) sekvence te repne sekvence s 14 baza. Po dvije probe vežu se za za 

susjedne regije na mRNA molekuli, što uzrukuje približavanje repnih sekvenca koje zajedno 

stvaraju veznu sekvencu od 28 baza koju potom hibridiziraju molekule za amplifikaciju 

signala. Time se smanjuje mogućnost nespecifične hibridizacije i lažno pozitivnog signala. 

Svaka amplifikacijska molekula ima više veznih mjesta za slijedeću amplifikacijsku 

molekulu te se tako povećava intenzitet signala. Zadnja se hibridizira proba na koju je 

konjugirana peroksidaza hrena (HRP, prema engl. horseradish peroxidase). U završnom 

koraku preparati se tretiraju otopinom DAB tijekom 10 minuta na sobnoj temperaturi. H2O2, 

dodan u otopinu DAB neposredno prije uporabe oksidira DAB, a reakcija je katalizirana 

enzimom HRP. Oksidirani DAB stvara smeđi precipitat vidljiv svjetlosnim mikroskopom. 

Jezgre su obojene hematoksilinom, a preparati su potom dehidrirani u rastućim 

koncentracijama etanola i ksilenu te pokriveni pokrovnim stakalcem. Analiza je provedena 

pomoću mikroskopa Axio Imager (Carl Zeiss Microimaging Inc.).  

 

4.13. Izolacija bjelančevina i western blot analiza 

Postupkom western blot u tkivnim ekstraktima koljena je procijenjena relativna količina 

bjelančevine Mid1 te katalitičke podjedinice PP2A (PP2Ac). Za izolaciju bjelančevina iz 

tkivnih ekstrakata koljena su uzeta postupkom opisanim za izolaciju RNA, te stavljena u 600 

μl pufera za lizu stnanica (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, SAD) obogaćenog 

inhibitorima proteaza (Halt Protease Inhibitor Cocktail, Thermo Fisher Scientific) i fosfataza 

(Halt Phosphatase Inhibitor Cocktail, Thermo Fisher Scientific) u razrijeđenu 1:100. Tkivo 

koljena je potom usitnjeno pomoću homogenizatora (IKA-Werke) i lizirano pomoću uređaja 

Branson Sonifier 150 (Emerson Electric, St. Louis, MO, SAD). Stanični lizati su 

centrifugirani na 14000 g tijekom 10 minuta na 4 °C, a potom su supernatanti prebačeni u 

novu epruvetu. Koncenracija bjelančevina u uzorku je određena kolorimetrijski, pomoću seta 

kemikalija Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific).  
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U volumen uzoraka koji sadrži 35 μg bjelančevina je dodano 5 μl pufera za uzorke 

NuPAGE® LDS sample buffer (Thermo Fisher Scientific) te 2,5 μl reducirajućeg agensa 

NuPAGE® Sample reducing agent (Thermo Fisher Scientific). Bjelančevine su potom 

denaturirane tijekom 5 minuta na 95ºC. Za razdvajanje bjelančevina SDS-poliakrilamidnom 

elektorforezom su miješanjem kemikalija iz seta TGX Stain-FreeTM FastCast Acrylamide 

Kit (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, SAD) te 10% amonij persulfata (APS) i 8 μl 

tetrametiletilendiamina (TEMED) pripremljeni 4% gornji (prema engl. stacking gel) i 12% 

donji gel (prema engl. running gel), te izliveni u kalup za pripremu gelova (Bolt™ Empty 

Mini Gel Cassettes, Thermo Fisher Scientific) u kojoj su polimerizirani tijekom 30 minuta. U 

gornji gel je prije polimerizacije stavljen češljić za formiranje jažica. Polimerizirani gel je 

potom postavljen u sustav za elektorforezu (Mini Gel Tank and Blot Module Set, Thermo 

Fisher Scientific) napunjen puferom za elektoforezu (0,025 M Tris baza, 0,15 M glicin i 0,1% 

SDS). U pojedinačnu jažicu je dodano po 30 μl uzoraka u puferu za uzorke. U jednu jažicu 

dodano je 4 μl biljega koji za određivanje veličine bjelančevina PageRuler™ Prestained 

Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific). Elektroforeza je provedena tijekom 1h na 120V, a 

potom su gelovi pažljivo izvađeni iz kalupa za pripremu. Uklonjen je gornji gel, a ostatak 

gela je aktiviran 5 minutnim izlaganjem UV svjetlu u uređaju ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad 

Laboratories). Gelovi pripremljeni setom kemikalija TGX Stain-FreeTM sadrže trihalo 

spojeve koji se vežu za triptofan u bjelančevinama i pri izloženosti UV svjetlu emitiraju 

fluorescentni signal. Nakon aktivacije bjelančevine iz gela se prenose na PVDF membranu 

prethodno aktiviranu 1 minutu u metanolu i ispranu destiliranom vodom. Zbog kovalentnog 

vezanja, trihalo spojevi se također prenose na membranu. Prijenos se provodi tijekom 1h na 

30V pomoću sustava za prijenos Mini Gel Tank and Blot Module Set (Thermo Fisher 

Scientific) ispunjenog puferom za prijenos (0,02 M Tris, 0,14 M glicin i 20% methanol). 

Ukupna količina bjelančevina u uzorku odredi se kratkim izlaganjem UV svjetlu u uređaju 

ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad Laboratories), i potom koristi za normalizaciju količine 

ispitivane bjelančevine. Membrane su prvo inkubirane u puferu za blokiranje nespecifičnih 

interakcija (5% mlijeko u prahu u fiziološke otopine puferirane Tris-om ili fosfatom sa 0,01% 

Tween-20 (TBST, za detekciju PP2AC; PBST, za detekciju Mid1) 1h na sobnoj temperaturi. 

Potom su preko noći inkubirane s primarnim protutijelom razrjeđenim 1:1000 (zečje protu-

PP2AC, Cell Signaling Technology) ili 1:500 (zečje protu-Mid1, Invitrogen, Thermo Fisher 

Scientific) u istoj otopini na 4ºC. Nakon ispiranja u puferu TBST membrane su sljedeći dan 

inkubirane sa sekundarnim protu-zečjim protutijelom (Jackson ImmunoResearch 

Laboratories, Inc., West Groove, PA, SAD) na kojeg je konjugiran enzim HRP, u razrjeđenju 
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1:50000 u otopini korištenoj za blokiranje kroz 1h na sobnoj temperaturi. Nakon ispiranja, 

vezanje protutijela je vizualizirano kemiluminiscencijom pomoću seta kemikalija 

SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate (Thermo Fisher) u uređaju 

ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad Laboratories). Intenzitet signala izmjeren je u programu Image 

Lab Software (Bio-Rad Laboratories) i normaliziran prema intenzitetu signala ukupnih 

bjelančevina na membrani. 

 

4.14. In vivo primjena siRNA  

U svrhu procjene učinka inhibicije izražaja Mid1 u miševa divljeg tipa s resorptivnim 

artritisom na tijek artritisa potaknutog antigenom, koristili smo molekule siRNA, duljine 20-

25 parova baza, koje vezivanjem na molekulu mRNA ciljnog gena nakon transkripcije 

posreduju njenu razgradnju i tako utišavaju translaciju. Komercijalno dostupan set 

oligonukleotida za utišavanje gena Mid1 te kontrolna siRNA koja nema učinak na izražaj 

gena Mid1 (In Vivo Ready siRNA, Ambion®, Life Technologies, ThermoFisher) 

primijenjene su pomoću sustava za primjenu in vivo (In Vivo-jetPEI, PolyPlus Transfection, 

Illkirch-Graffenstaden, Francuska), u kojem se nalazi polietilenimin (PEI), linearni kationski 

polimer, koji sa siRNA putem elektrostatskih interakcija stvara pozitivno nabijene 

komplekse, i interakcijom s molekulama stanične membrane pomaže ulaz siRNA u stanicu 

endocitozom (319). U endosomu, PEI sprječava razgradnju siRNA, a istovremeno puferira 

nizak endosomalni pH, što uvjetuje porast osmotskog tlaka, pucanje endosoma i ulaz siRNA 

u citoplazmu (320). Svojstva komercijalno dostupne kemikalije in-vivo jet-PEI i siRNA te 

stvaranje kompleksa u plazmi sprječavaju imunosni odgovor na molekule dvolančane RNA 

(dsRNA, prema engl. double stranded RNA). Otopina za injiciranje, koja sadržava siRNA i 

jetPEI, pripremljena je prema uputama proizvođača in vivo jet-PEI. Ukratko, određen je 

volumen u kojem će siRNA biti injicirana, nakon čega je prema njemu određena maksimalna 

količina siRNA koja se može koristiti u injekciji, 0,5 μg/μl volumena injekcije. Prema 

količini siRNA u injekciji te omjeru NP određen je volumen jet-PEI u injekciji. Omjer NP 

predstavlja omjer pozitivno nabijenih amina PEI (N) te negativno nabijenih fosfatnih skupina 

(P) siRNA, a vrijednost 6 je najniži preporučeni omjer pri kojemu su kompleksi jet-PEI i 

siRNA još uvijek pozitivno nabijeni. U pola ukupnog injekcijskog volumena u 5% otopini 

glukoze je otopljena određena količina siRNA, a u drugoj polovici je u istoj otopini 

pripremljen jet-PEI. Otopine su potom združene te su nakon pažljivog miješanja inkubirane 

15 minuta na sobnoj temperaturi da bi se stvorili pozitivno nabijeni kompleksi, a tako 
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pripremljeni kompleksi mogu se pohraniti na do 7 dana na 4 °C. Proveden je set pokusa u 

kojima je siRNA primijenjena i.a. te pokus u kojem je siRNA primijenjena i.v.. Korišteni su 

miševi divljeg tipa u dobi od 12 tjedana, kojima je AIA izazvan na već opisani način. Intra-

artikularno je siRNA primijenjena 1. i 2. dan nakon izazivanja artritisa (i.a. injekcije mBSA), 

odnosno 22. i 23. dan nakon primarne imunizacije. U koljeno je injicirano je 0,75 nmol (10 

μg) siRNA i 1,2 μl jet-PEI u konačnom volumenu od 20 μl 5% otopine glukoze, a miševi su 

pritom podvrgnuti inhalacijskoj anesteziji s 2% izofluranom. S obzirom na jasno povećanje 

izražaja gena Mid1 rano u tijeku artritisa te da se izbjegne oštećenje zgloba brojnim i.a. 

injekcijama, miševi su u ovome pokusu žrtvovani 3. dan artritisa (24. dan nakon primarne 

imunizacije), kad je artritis procijenjen inspekcijom i mjerenjem promjera koljena, a izolirana 

je i RNA iz koljena, za određivanje izražaja gena Mid1, IL-1β i TNF-α. U ovome setu pokusa 

pokusne skupine su miševi s artritisom kojima je Mid1 siRNA injicirana s jet-PEI, miševi s 

artritisom kojima je injicirana samo Mid1 siRNA, te miševi s artritisom kojima je injicirana 

kontrolna siRNA. U setu pokusa gdje je siRNA primijenjena i.v., miševi su injicirani siRNA 

na dan indukcije artritisa (i.a. injekcije mBSA), te dva dana poslije toga, odnosno 21. i 23. 

dan nakon primarne imunizacije. Injicirano je 3,7 nmol (50 μg) siRNA i 6 μl jet-PEI u 

konačnom volumenu od 200 μl 5% otopine glukoze. Miševi su u žrtvovani 3. dan artritisa 

(24. dan nakon primarne imunizacije), kad je artritis procijenjen inspekcijom i mjerenjem 

promjera koljena, a izolirana je i RNA iz koljena, za određivanje izražaja gena Mid1 te RNA 

iz pluća i jetre za procjenu sustavnog utišavanja gena Mid1. U ovome setu pokusa pokusne 

skupine su miševi s artritisom kojima je Mid1 siRNA injicirana s jet-PEI i miševi s artritisom 

kojima je injicirana kontrolna siRNA s jet-PEI. 

 

4.15. In vivo primjena metformina  

Metformin (1,1-dimetilbigvanid hidroklorid, Sigma-Aldrich) sprječava vezanje Mid1 

bjelančevine na njegovu ciljnu bjelančevinu, enzim PP2A (290). Mid1 potiče njezinu 

razgradnju zbog čega dolazi do posrednog pojačanja signalizacije proupalnih citokina. Stoga 

smo pro-upalno djelovanje Mid1 bjelančevine u miševima divljeg tipa s resorptivnim 

artritisom pokušali blokirati oralnom primjenom metformina. U pokusima su korišteni miševi 

divljeg tipa kojima je AIA izazvan na ranije opisan način. Pokusne skupine su: neimunizirani 

miševi (NI), miševi s artritisom (AIA), ta miševi s artritisom tretirani metforminom 

(AIA+metformin). Metformin je primijenjen u dozi od 1g/kg pomoću gastrične sonde, u 200 
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μl vode, svakih 24 sata počevši dan poslije primarne imunizacije do žrtvovanja 10. dana 

artritisa (31. dan nakon primarne imunizacije). Kontrolnoj skupini miševa je tijekom 

imunizacijskog i indukcijskog protokola pomoću gastrične sonde primijenjena voda. 

Intenzitet artritisa procijenjen je inspekcijom i mjerenjem promjera koljena na dan žrtvovanja 

te histološki. Učinak metformina na lokalno koštano razaranje procijenjen je analizom 

distalnih femoralnih epifiza pomoću μ-CT. Izražaj gena Mid1 te gena za proupalne citokine 

IL-1β i TNF-α procjenjen je pomoću qPCR, a protočnom citometrijom su analizirani udjeli 

mijeloidnih i limfoidnih staničnih populacija u sinoviji, koristeći kombinaciju I protutijela 

(Tablica 2).  

 

4.16. Stanična kultura 

Kultura mišjih stanica koštane srži korištena je za procjenu učinka inhibicije međudjelovanja 

Mid1 i PP2A in vitro na izražaj proupalnih citokina potaknut aktivacijom receptora TLR2. 

TLR2 je aktiviran pomoću bakterije Mycobacterium tuberculosis inaktivirane visokom 

temperaturom, koja je kao dio CFA korištena u izazivanju artritisa, a prethodno su stanice 

inkubirane tijekom 1h na 37 °C s metforminom (1,1-dimetilbigvanid hidroklorid, Sigma-

Aldrich) ili peptidom GSK'364A (Cambridge Research Biochemicals, Billingham, UK). 

Metformin priječi vezanje bjelančevine Mid1 za PP2A (290) i time njenu proteasomsku 

razgradnju, za koju je ključno vezanje Mid1 na regulacijsku podjedinicu PP2A, α4 (IGBP1, 

prema engl. immunoglobulin-binding protein 1) (321). Peptid GSK′364A je slijed 29 

aminokiselina (249–277) bjelančevine α4, 

(AQAKVFGAGYPSLPTMTVSDWYEQHRKYG) (291), koji prepoznaje vezno mjesto za 

α4 na bjelančevini Mid1 te tako kompetitivno onemogućuje njeno vezanje na autologni α4 

čime priječi razgradnju PP2A. Na peptid je tijekom sinteze dodan N terminalni slijed bazične 

domene (49–58) bjelančevine transaktivatora transkripcije (Tat, prema engl. trans-activator 

of transcription) virusa humane imunodeficijencije tipa 1 (HIV-1) (RKKRRQRRR), koji 

omogućuje ulaz peptida u citoplazmu stanice (322). Sintetizirani peptid je pročišćen pomoću 

tekućinske kromatografije visoke učinkovitosti (HPLC, prema engl. high-performance liquid 

chromatography). Nakon primjene peptida GSK'364A očekuje se povećana razina i aktivnost 

PP2A, a s ciljem procjene specifičnosi ovog djelovanja set zdenaca je uz GSK'364A tretiran i 

inhibitorom aktivnosti PP2A, LB-100 (Selleck Chemicals, Huston, TX, SAD). 
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Suspenzija stanica koštane srži pripremljena je ispuhivanjem koštane srži iz bedrene i 

goljenične kosti miševa divljeg tipa minimalnim esencijalnim medijem α (α-MEM, prema 

engl. α-minimal essential medium) (Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund, Njemačka) 

pomoću igle provrta 23G. Stanice su potom izbrojene u Bürker-Türkovoj komorici 

korištenjem 0,05% tripanskog plavila za isključenje mrtvih stanica. Stanice su zasijane u 

pločici sa 96 zdenaca u gustoći 106 živih stanica/mL medija α-MEM obogaćenog s 10% FBS 

(GibcoTM, Thermo Fisher), 100 U/mL penicilina (GibcoTM, Thermo Fisher) i 100 U/mL 

streptomicina (GibcoTM, Thermo Fisher). Stanice su prvo tretirane s 20 mM metformina ili 20 

µM peptida GSK'364A ili 20 µM peptida GSK'364A u kombinaciji sa 2,5 µM LB-100 

tijekom 1h na 37 °C uz 5% C02, a potom su upalno potaknute dodavanjem 2 µg/mL bakterije 

Mycobacterium tuberculosis inaktivirane visokom temperaturom (BD™ Difco™, Thermo 

Fischer Scientific). Stanice su inkubirane preko noći na 37 °C uz 5% C02, nakon čega je za 

analizu uzet sadržaj cijeloga zdenca. Stanice su centrifugiranjem spuštene na dno epruvete i 

resuspendirane u 1 mL reagensa TRIzol (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific), te 

je potom izolirana i obrnuto prepisana RNA i procijenjen izražaj gena za IL-1β i TNF-α 

postupkom qPCR. U svakoj različito tretiranoj pokusnoj skupini analizirana su četiri uzorka, 

a jedan uzorak dobiven je združivanjem stanica dvaju zdenaca. 

 

4.17. Statistička analiza  

U rezultatima je prikazan reprezentativni pokus, a u legendi slika naveden je broj ponavljanja 

pokusa. Ukupan broj životinja korištenih u pojedinačnim pokusima izračunat je prema snazi 

studije (80%) te odabranoj razini statističke značajnosti, na temelju dosadašnjih pokusa u 

našom laboratoriju, koristeći program G*power (292), i naveden je u opisima slika.  

Raspodjela podataka provjerena je pomoću Kolmogorov–Smirnovljevog testa. Normalno 

raspodijeljeni podaci su grafički prikazani kao srednja vrijednost ± SD, dok su podatci koji ne 

slijede normalnu raspodjelu prikazani kao medijan ± interkvartilni raspon (IQR, prema engl. 

interquartile range). Statistička analiza razlika između WT i Fas –/– skupina s artritisom 

(AIA) i kontrolnih (ctrl) ili neimuniziranih (NI) skupina provedena je dvosmjernom analizom 

varijance (two-way ANOVA, prema engl. two-way analysis of variance), kojom je 

procijenjen utjecaj dviju neovisnih kategoričkih varijabli, genotipa i artritisa, na mjereni 

parametar od interesa. Rezultati ove vrste analize izraženi su kroz tri p vrijednosti: p(g), 

značajnost utjecaja genotipa na promatrani parametar, p(a), značajnost utjecaja artritisa na 
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promatrani parametar, te p(gxa), značajnost međudjelovanja genotipa i artritisa, koja određuje 

odgovaraju li miševi različitog genotipa drugačije na artritis. Za uspoređivanje triju neovisnih 

skupina homogenih varijanci s normalnom raspodjelom podataka primijenjena je 

jednosmjerna analiza varijance (ANOVA, prema engl. analysis of variance) uz Tukey-

Kramer post hoc test, odnosno Kruskal-Wallis za podatke koji nisu normalno raspodjeljeni ili 

varijance skupina nisu homogene. Homogenost varijanci uspoređivanih pokusnih skupina 

određena je primjenom Levenovog testa. Za analizu povezanosti primijenjena je korelacija 

ranga i izračunat je Spearmanov koeficijent rho (ρ). Razina značajnosti statističkih testova 

postavljena je na p<0,05. Pri analizi izražaja gena metodom qPCR, biološki značajnom 

razlikom smatra se razlika minimalno 100%, jer su prethodna istraživanja pokazala da je to 

najmanja razlika u izražaju koja se može ponavljano izmjeriti (323). Statistička analiza 

provedena je koristeći program MedCalc (MedCalc Software bvba, Ostend, Belgija). 

Bioinformatička analiza genskih čipova te primijenjeni statistički testovi opisani su u 

poglavlju o analizi genskog izražaja pomoću genskih čipova.  
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5. Rezultati 

5.1. Klinička i histološka procjena artritisa u miševa divljeg tipa i miševa s izbačenim 

genom za receptor Fas  

Artritis je procijenjen pri žrtvovanju, 10. dan poslije i.a. injekcije i to klinički i mjerenjem 

promjera koljena, te histološki, na frontalnim rezovima koljena. Promjer koljena bio je 

značajno veći u skupini miševa WT s artritisom (3,60±2,45 mm) u usporedbi s kontrolnom 

skupinom (3,11±0,23 mm), dok je u miševa Fas –/– promjer koljena bio podjednak u obje 

skupine (3,01±0,06 mm u ctrl, 3,10±0,07 mm u AIA, p(gxa)<0,001, two way-ANOVA, Slika 

8). Na frontalnim rezovima koljena obojenima postupkom Goldner Masson trikrom 

procijenjivan je sinovitis, zglobni eksudat te koštano oštećenje (Slika 9A), a na rezovima 

obojenim toluidinskim plavilom, procijenjeno je stanje zglobne hrskavice (Slika 9B). Broj 

bodova određen je je prema ljestvici prikazanoj u Tablici 1. Deseti dan artritisa ukupni zbroj 

bodova bilo je značajno veći u skupini miševa WT s artritisom (8[7,25-9,75]) u usporedbi s 

kontrolnom skupinom miševa WT (0[0-0,25]), a broj bodova miševa Fas –/– s artritisom 

(1[0-4,5]) nije se značajno razlikovao od broja bodova kontrolne skupine miševa Fas –/– 

(0[0-0], Kruskal-Wallis test, Slika 9D). Pri analizi pojedinačnih elementa, primijećen je 

sporadični blaži sinovitis i zglobni eksudat u miševa Fas –/– s AIA, s iznimno rijetkim 

zahvaćanjem kosti i hrskavice (Slika 9C). Postotak zdrave hrskavice bio je značajno manji u 

miševa WT s artritisom (66[64,25-71,75]%) u usporedbi s kontrolnom skupinom miševa WT 

(100[100-100]%, Kruskal-Wallis test, p<0,05). U miševa Fas –/– obje pokusne skupine nije 

uočeno hrskavično oštećenje (100[100-100]% u ctrl i AIA, Slika 10). 

 

 

 

Slika 8. Klinička procjena artritisa u miševa divljeg tipa (WT) i 
miševa s izbačenim genom za receptor Fas (Fas –/–). Miševi su 
žrtvovani 10. dan nakon intra-artikularne injekcije metiliranog 
goveđeg serumskog albumina (mBSA, prema engl. methylated 
bovine serum albumin; AIA, prema engl. antigen induced arthritis) 
ili otopine fosfatnog pufera (PBS, prema engl., phosphate buffered 
saline; ctrl). Pri žrtvovanju je nakon odmicanja kože promjer lijevog 
i desnog koljena izmjeren pomoću kalipera. Mjerenje je za svaki 
zglob ponovljeno tri puta, a za analizu je korištena srednja 
vrijednost. Pokusi su ponovljeni tri puta s minimalno 6 miševa u 
svakoj pokusnoj skupini, a prikazani su rezultati reprezentativnog 
pokusa. Promjer koljena je prikazan kao srednja vrijednost ± 
standardna devijacija (SD). p (gxa), razina značajnosti 
međudjelovanja genotipa (g) i artritisa (a) (dvosmjerna ANOVA). 
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Slika 9. Histološka procjena artritisa u miševa divljeg tipa (WT) i miševa s izbačenim genom za receptor Fas (Fas –
/–). Miševi su žrtvovani 10. dan nakon intra-artikularne injekcije metiliranog goveđeg serumskog albumina (mBSA, 
prema engl. methylated bovine serum albumin; AIA, prema engl. antigen induced arthritis) ili fiziološke otopine 
puferirane fosfatom (PBS, prema engl. phosphate buffered saline; ctrl). Artritis je procijenjen na frontalnim rezovima 
koljena debljine 6 μm obojenim postupkom (A) Goldner Masson trikrom i (B) toluidinskim plavilom. (C) Prema ljestvici 
prikazanoj u Tablici 1 procijenjena su 4 parametra: celularnost sinovije (sinovitis, crne strelice), eksudat u zglobnom 
prostoru (crvene strelice) te oštećenje zglobne hrskavice (zelena strelica) i kosti (žuta strelica). (D) Zbrajanjem bodova 
pojedinih parametara zglobne upale izračunat je ukupni zbroj bodova, maksimum 12. Pokusi su ponovljeni tri puta s 
minimalno 6 miševa u svakoj pokusnoj skupini, a prikazani su rezultati reprezentativnog pokusa.. Rezultati bodovanja 
pojedinih parametra te ukupan zbroj bodova su prikazani kao medijan ± interkvartilni raspon (IQR, prema engl. 
interquartile range). * p<0,05 (Kruskal-Wallis test, Tukey-Kramer post hoc test). 
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5.2. Procjena subhondralnog koštanog razaranja u artritisu u miševa divljeg tipa i 

miševa s izbačenim genom za receptor Fas  

Subhondralno koštano razaranje procijenjeno je 10. dan nakon i.a. injekcije mjerenjem 

koštanih gredica u distalnim femoralnim epifizama, pomoću µ-CT te histomorfometrijski. 

Koljeni zglobovi su prvo snimljeni pomoću uređaja µ-CT, a potom pripremljeni za 

histomorfometrijsku analizu, provedenu na frontalnim rezovima koljena obojenim postupkom 

Goldner Masson trikrom. 

Histomorfometrijska analiza pokazala je da se udio i debljina koštanih gredica u femoralnim 

epifizama razlikuju u artritisu miševa WT i miševa Fas –/–. U miševa WT s artritisom, 

volumen (26,48±2,65%) i debljina gredica (35,56±3,17 µm) značajno su manji odnosu na 

kontrolnu skupinu (BV/TV 40,13±3,17%, Tb.Th 51,61±7 µm), dok se u miševa Fas –/–ova 

dva parametra u miševa s artritisom (BV/TV 28,71±9,32%, Tb.Th 42,54±7,52 µm) nisu 

značajno promijenili u odnosu na kontrolne miševe (BV/TV 31,31±6,48%, Tb.Th 39,51±7,55 

µm) (p(gxa)=0,03 za BV/TV, p(gxa)=0,001 za Th.Th, two-way ANOVA, Slika 11). 

Razdvojenost koštanih gredica bila je podjednaka u sve četiri skupine (75,03±11,71 µm u 

WT ctrl, 85,55±14,44 µm u WT AIA, 85,55±14,80 µm u Fas –/– ctrl, 109,04±46,71 µm u Fas 

–/– AIA). Broj gredica smanjio se s nastupom artritisa u miševa WT (8,36±1,06 /mm) u 

odnosu na kontrolnu skupinu miševa WT bez artritisa (7,95±0,76 /mm), a u miševa Fas –/–

broj se nije značajno promijenio u artritisu (7,96±0,82 /mm u ctrl, 6,97±1,5 /mm u AIA). 

Usprkos tome, međudjelovanje genotipa i artritisa za ovaj parametar nije doseglo statističku 

značajnost (Slika 11). 

Slika 10. Histomorfometrijska procjena oštećenja zglobne 
hrskavice u miševa divljeg tipa (WT) i miševa s izbačenim 
genom za receptor Fas (Fas –/–). Miševi su žrtvovani 10. dan 
nakon intra-artikularne injekcije metiliranog goveđeg serumskog 
albumina (mBSA, prema engl. methylated bovine serum albumin; 
AIA, prema engl. antigen induced arthritis) ili fiziološke otopine 
puferirane fosfatnom (PBS, prema engl. phosphate buffered 
saline; ctrl). Debljina zglobne hrskavice izmjerena je na 
frontalnim rezovima koljena debljine 6 μm obojenim toluidinskim 
plavilom, cijelom duljinom femoralne zglobne hrskavice, pri 
povećanju 200X, na 4 presjeka uzetih iz različitih dubina koljenog 
zgloba. Izmjerena je ukupna debljina zglobne hrskavice i debljina 
zdrave (intenzivno plavo obojene) hrskavice, a rezultat je izražen 
kao postotak zdrave hrskavice u ukupnoj debljini te prikazan kao 
medijan ± interkvartilni raspon (IQR, prema engl. interquartile 
range). Pokusi su ponovljeni tri puta s minimalno 6 miševa u 
svakoj pokusnoj skupini, a prikazani su rezultati reprezentativnog 
pokusa. * p<0,05 (Kruskal-Wallis test, Tukey-Kramer post hoc 
test). 
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Analiza distalnih femoralnih epifiza postupkom µ-CT pokazala je, sukladno rezultatima 

histomorfometrije, da su volumena, debljina i broj koštanih gredica različiti u artritisu miševa 

WT i Fas –/– (p(gxa) <0,001 za BV/TV, p(gxa)<0,001 za Th.Th, p(gxa)=0,001 za Tb.N). U 

miševa WT s artritisom značajno je smanjen volumen, debljina i broj koštanih gredica 

(BV/TV 17,8±7,16%, Tb.Th 68,2±10,12 µm, Tb.N 2,52±0,75 /mm) u odnosu na kontrolnu 

skupinu miševa WT (BV/TV 29,04±6,41%, Tb.Th 84,89±9,46µm, Tb.N 3,39±0,45 /mm) 

(Slika 12B). U miševa Fas –/– ovi se parametri ne mijenjaju u artritisu (BV/TV 28,49±3,58% 

u ctrl i 27,73±6,36% u AIA; Th.Th 81,78±0,75 µm u ctrl i 81,81±11,65µm u AIA, Tb.N 

3,49±0,36 u ctrl i 3,36±0,42 u AIA) (Slika 12B). Razdvojenost gredica bila je slična u sve 

četiri pokusne skupine (195,29±19,27 µm u WT ctrl, 208,76±17,64 µm u WT AIA, 

193,12±9,68 µm u Fas –/– ctrl, 197,35±11,71 µm u Fas –/– AIA) (Slika 12B). Na 

trodimenzionalnim prikazima dobivenim rekonstrukcijom snimki µ-CT, u miševa WT na 

distalnim femoralnim epifizama prisutne su brojne koštane erozije, koje nedostaju u miševa 

Fas –/– s artritisom (Slika 12A). 

 

 

 Slika 11. Histomorfometrijska procjena djelovanja artritisa na subhondralne koštane gredice miševa divljeg tipa 
(WT) i miševa s izbačenim genom za receptor Fas (Fas –/–). Miševi su žrtvovani 10. dan nakon intra-artikularne 
injekcije metiliranog goveđeg serumskog albumina (mBSA, prema engl. methylated bovine serum albumin; AIA, prema 
engl. antigen induced arthritis) ili fiziološke otopine puferirane fosfatom (PBS, prema engl. phosphate buffered saline; 
ctrl). Histomorfometrijska analiza izvršena je na frontalnim rezovima koljena debljine 6 μm obojenim postupkom Goldner 
Masson trikrom, u vidnome polju dimenzija 500x500um smještenom u sredini epifize, pri povećanju 100X, na 4 presjeka 
različitih dubina koljenog zgloba. Mjereni su udio volumena (BV/TV, %),broj (Tb,N, /mm), debljina (Tb,Th, µm) i 
razdvojenost (Tb,Sp, µm) koštanih gredica. Pokusi su ponovljeni tri puta s minimalno 6 miševa u svakoj pokusnoj skupini, 
a prikazani su rezultati reprezentativnog pokusa. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost ± standardna devijacija 
(SD). p(gxa) je p vrijednost međudjelovanja genotipa (g) i artritisa (a) (dvosmjerna ANOVA). 
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Slika 12. Procjena djelovanja artritisa na subhondralne koštane gredice u miševa divljeg tipa (WT) i miševa s 
izbačenim genom za receptor Fas (Fas –/–) pomoću mikro-kompjutorizirane tomografije (µ-CT). Miševi su 
žrtvovani 10. dan nakon intra-artikularne injekcije metiliranog goveđeg serumskog albumina (mBSA, prema engl. 
methylated bovine serum albumin; AIA, prema engl. antigen induced arthritis) ili fiziološke otopine puferirane fosfatom 
(PBS, prema engl. phosphate buffered saline; ctrl). Koljena su snimljena uređajem SkyScan 1076 (Bruker, Kontich, 
Belgija) na svakih 0,4° rotacije izvora, uz rezoluciju 9 µm, i aluminijski filter debljine 0,5 mm, napon 50 kV te jakost 
struje 200 μA. Snimke su rekonstruirane pomoću programa Nrecon (Bruker) te analizirane pomoću programa CTAn 
(Bruker). (A) Trodimenzionalne rekonstrukcije snimki napravljene u programu CTVox (Bruker). U miševa WT AIA 
vidljive su brojne koštane erozije (crvene strelice). (B) U odsječku duljine 300 µm, između epifizne crte i razine 
razdvajanja femoralnih kondila određeni su udio volumena (BV/TV, prema engl. bone volume/total volume, %), broj 
(Tb.N, prema engl. trabecular number, /mm), debljina (Tb.Th, prema engl. trabecular thickness, µm) i razdvojenost 
(Tb.Sp, prema engl. trabecular separation, µm) koštanih gredica. Prikazani su združeni rezultati 3 pokusa, a najmanji broj 
miševa u skupini je 18. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost ± standardna devijacija (SD). p(gxa) je p vrijednost 
međudjelovanja genotipa (g) i artritisa (a) (dvosmjerna ANOVA). 
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5.3. Fenotipska analiza staničnih populacija u zglobnom odjeljku i periartikularnoj srži 

miševa divljeg tipa i miševa s izbačenim genom za receptor Fas  

S obzirom na izražaj receptora Fas na brojnim vrstama stanica, sa svrhom utvrđivanja 

populacija čiji udio se značajno mijenja u artritisu miševa WT i miševa Fas –/–, protočnom 

citometrijom je analiziran udio limfoidnih, mijeloidnih i mezenhimalnih staničnih populacija 

u zglobnom odjeljku i periartikularnoj koštanoj srži miševa s artritisom i kontrolnih miševa 

WT i Fas –/–. Životinje su žrtvovane 10. dan artritisa, pri čemu je jedan koljeni zglob uzet za 

histološku analizu i μ-CT, a drugi zglob za protočno-citometrijsku analizu udjela staničnih 

populacija, da se dobiju podaci o zglobnom oštećenju i udjelu staničnih populacija u iste 

životinje. Stanice su za protočnu citometrijsku analizu obilježene protutijelima usmjerenim 

na biljege limfoidnih (CD3, B220), mijeloidnih (CD11b, Gr-1, F4/80) te mezenhimalnih 

populacija (CD44, CD51, CD105, CD200, Sca-1, CD90,2, CD140b).  

 

5.3.1. Fenotipska analiza hematopoetskih populacija u zglobnom odjeljku 

miševa divljeg tipa i miševa s izbačenim genom za receptor Fas  

Analiza udjela hematopoetskih staničnih populacija u zglobovima pokazala je, da s nastupom 

artritisa dolazi do značajnog povećanja udjela granulocita CD11b+Gr-1+ te mijelomonocita 

CD11b+Gr-1- u miševa WT AIA (49,88±10,04% stanica CD11b+Gr-1+ i 7,35±4,09% stanica 

CD11b+Gr-1-) u odnosnu na skupinu WT ctrl (38,84±4,69% stanica CD11b+Gr-1+ i 

2,91±0,88% stanica CD11b+Gr-1-), a nakupljanje ovih populacija izostaje u artritisu u miševa 

Fas –/– (25,95±5,02% stanica CD11b+Gr-1+ u ctrl i 24,9±6,75% u AIA te 1,9±0,4 stanica 

CD11b+Gr-1- u ctrl i 2,11±0,47% u AIA, p(gxa CD11b+Gr-1+)=0,03, p(gxa CD11b+Gr-1-

)=0,02, dvosmjerna ANOVA, Slika 13B). Slično se mijenja i udio makrofaga (F4/80+) u 

zglobnom odjeljku (Slika 13B). U miševa WT AIA u zglobovima se povećava udio limfocita 

T (CD3+) u odnosu na skupinu WT ctrl (0,87±0,32% u ctrl i 2,74±2,06% u AIA), dok se u 

miševa Fas –/– ta populacija značajno ne mijenja u artritisu (1,29±0,64% u ctrl i 1,11±0,28% 

u AIA, p(gxa)=0,03, dvosmjerna ANOVA, Slika 13B). 

Udio limfocita B bio je manji u miševa s artritisom oba soja (Slika 13B).  
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5.3.2. Fenotipska analiza mezenhimalnih staničnih populacija u zglobnom 

odjeljku miševa divljeg tipa i miševa s izbačenim genom za receptor Fas 

Obzirom na to da je to da su izražaj receptora Fas i njegova uloga u apoptozi i sazrijevanju 

osteoblasta opisani u brojnim istraživanjima (231-235), uz hematopoetske su analizirane i 

mezenhimalne stanične populacije s ciljem utvrđivanja promjena u sastavu populacija 

koštanih i hrskavičnih prethodnika. 

Prvom kombinacijom protutijela usmjerenim na mezenhimalne biljege su unutar svih 

nehematopoetskih stanica, odnosno stanica negativnih na leukocitne (CD45), endotelne 

(CD31) i eritroidne (TER119) biljege, analizirani udjeli stanica koje izražavaju biljege CD44, 

CD140b i Sca-1, opisane na mezenhimalnim osteoblastnim prehodnicima (324, 325). Udio 

nehematopoetskih stanica (CD45-CD31-TER119-) nije se mijenjao u artritisu u odnosu na 

kontrolne skupine, niti u ovisnosti o genotipu pokusnih životinja (Slika 14B). Nadalje, udjeli 

stanica Sca-1+, CD44+Sca-1- i CD140b+ unutar nehematopoetske populacije nisu se značajno 

razlikovali između pokusnih skupina (Slika 14B). Iako se udio stanica CD140b+ blago 

smanjio u miševa WT s artritisom (17,51±9,45%) u odnosu na kontrolnu skupinu WT miševa 

(28,67±6,23%), a to smanjenje je izostalo u miševa Fas –/– (31,03±7,49% u ctrl i 

32,3±9,41% u AIA). Također, zbog velike varijabilnosti ove populacije unutar pokusnih 

skupina ova promjena nije bila statistički značajna (p(gxa)=0,05). 

Chan i sur. (43) detaljno su karakterizirali populacije koštanih i hrskavičnih prethodnika koja 

je dio nehematopoetske populacije (CD45-CD31-TER119-) i izražava biljeg CD51. 

Prethodničke subpopulacije su unutar populacije CD45-CD31-TER119-CD51+ dalje 

razdvojene na temelju različitog izražaja biljega CD200, CD90.2, CD105 i 6C3 . Koristeći 

sličnu kombinaciju protutijela analizirali smo udio stanica CD45-CD31-TER119-

CD51+CD200+CD105- (dalje u tekstu CD200+CD105-) čiji fenotip odgovara matičnim 

stanicama koštanog sustava (mSSC, prema engl. murine skeletal stem cell), odnosno 

najnezrelijim prethodnicima te populaciju CD45-CD31-TER119-CD51+CD200- (dalje u tekstu 

CD200-), unutar koje se najvjerojatnije nalaze usmjereni koštani i hrskavični prethodnici. 

Također smo analizirali populaciju CD45-CD31-TER119-CD51+CD200-CD105+CD90.2+ 

(dalje u tekstu CD200-CD105+CD90.2+) koja sadrži usmjerene koštane prethodnike (BP, 

prema engl. bone progenitors).  

Udio stanica CD200+CD105- bio je značajno smanjen u miševa WT s artritisom 

(16,13±4,63%) u odnosu na kontrolnu skupinu WT miševa (29,711±5,51%), dok je njihov 

udio bio u miševa Fas –/– s artritisom sličan udjelu u kontrolnih miševa Fas –/– 
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(16,52±3,43% u ctrl i 15,17±4,68% u AIA, p(gxa)=0,002, dvosmjerna ANOVA, Slika 15B). 

Štoviše, u miševa Fas –/– je udio ove populacije bio sličan njenom udjelu u miševa WT s 

artritisom (Slika 15B). Promjene udjela te populacije bile su praćene odgovarajućom, 

suprotnom promjenom u udjela stanica CD200- (Slika 15B). Iako se udio populacije CD200-

CD105+CD90.2+ u skupinama s artritisom u odnosu na kontrolne skupine nije značajno 

mijenjao, udio tih stanica u sinovijalnom odjeljku bio je viši u miševa Fas –/– (12,42±4,93%) 

u odnosu na miševe WT (5,54±3,91, p(g)<0,001, dvosmjerna ANOVA, Slika 15B). Udio 

populacije CD45-CD31-TER119-CD51+ bio je sličan u svim pokusnim skupinama (Slika 

15B).  

 

5.3.3. Fenotipska analiza hematopoetskih populacija u periartikularnoj 

koštanoj srži miševa divljeg tipa i miševa s izbačenim genom za receptor 

Fas 

Budući da su stanice periartikularne koštane srži uključene u patogenezu lokalnog gubitka 

kosti u artritisu, analizirani su i udjeli limfoidnih i mijeloidnih staničnih populacija 

periartikularne koštane srži miševa s artritisom te kontrolnih skupina miševa WT i Fas –/–.  

Udio limfocita T (CD3+) bio je viši u miševa Fas –/– u odnosu na miševe divljeg tipa 

(p(g)<0,001, two-way ANOVA), dok je udio mijeloidnih stanica (CD11b+Gr-1+) bio manji u 

miševa Fas –/– (p(g)=0,003, two-way ANOVA, Slika 16). Udio limfocita B (B220+) te 

makrofaga (F4/80+) u oba je soja bio manji nakon izazivanja artritisa (p(a)=0,005, two-way 

ANOVA, Slika 16). Genotip nije značajno utjecao na udjele ovih populacija (Slika 16). 
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Slika 13. Udio hematopoetskih staničnih populacija u zglobovima miševa divljeg tipa (WT) i miševa s izbačenim 
genom za receptor Fas (Fas –/–). Miševi su žrtvovani 10. dan nakon intra-artikularne injekcije metiliranog goveđeg 
serumskog albumina (mBSA, prema engl. methylated bovine serum albumin; AIA, prema engl. antigen induced arthritis) 
ili fiziološke otopine puferirane fosfatom (PBS, prema engl. phosphate buffered saline; ctrl). Nakon pripreme 
jednostanične suspenzije, stanice su obilježene protutijelima konjugiranim fluorescentnim bojama usmjerenima na 
limfoidne i mijeloidne biljege. (A) Udio stanica pojedine loze određen je u populaciji živih (7AAD-) stanica. (B) 
Analiziran je udio limfocita B (B220+), limfocita T (CD3+), makrofaga (F4/80+), granulocita (CD11b+Gr-1+) i 
mijelomonocita (CD11b+Gr-1-). Pokusi su ponovljeni tri puta s minimalno 6 miševa u svakoj pokusnoj skupini, a prikazani 
su rezultati reprezentativnog pokusa. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost ± standardna devijacija (SD). p(gxa) - 
p vrijednost međudjelovanja genotipa i artritisa, p(g) – p vrijednost učinka genotipa, p(a) – p vrijednost učinka artritisa 
(dvosmjerna ANOVA), FSC – prema engl. forward scater, SSC – prema engl. side scater. 
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Slika 14. Udio mezenhimalnih (Sca-1+, CD44+ i CD140b+) staničnih populacija u zglobnom odjeljku miševa divljeg 
tipa (WT) i miševa s izbačenim genom za receptor Fas (Fas –/–). Miševi su žrtvovani 10. dan nakon intra-artikularne 
injekcije metiliranog goveđeg serumskog albumina (mBSA, prema engl. methylated bovine serum albumin; AIA, prema 
engl. antigen induced arthritis) ili fiziološke otopine puferirane fosfatom (PBS, prema engl. phosphate buffered saline; 
ctrl). Nakon pripreme jednostanične suspenzije, stanice su obilježene protutijelima konjugiranim fluorescentnim bojama 
usmjerenim na mezenhimalne biljege. (A) Udio stanica pojedine loze određen je u populaciji živih (7AAD-) stanica. (B) 
Analiziran je udio ukupne populacije nehematopoetskih stanica (CD31-CD45-TER119-), te udio Sca-1+, CD140b+ i 
CD44+Sca-1- stanica unutar populacije nehematopoetskih stanica. Pokusi su ponovljeni tri puta s minimalno 6 miševa u 
svakoj pokusnoj skupini, a prikazani su rezultati reprezentativnog pokusa. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost 
± standardna devijacija (SD), p(gxa) - p vrijednost međudjelovanja genotipa i artritisa, p(g) – p vrijednost učinka genotipa, 
p(a) – p vrijednost učinka artritisa (dvosmjerna ANOVA), FSC – prema engl. forward scater, SSC – prema engl. side 
scater.  
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Slika 15. Udio subpopulacija koštano-hrskavičnih prethodnika u zglobnom odjeljku miševa divljeg tipa (WT) i 
miševa s izbačenim genom za receptor Fas (Fas –/–). Miševi su žrtvovani 10. dan nakon intra-artikularne injekcije 
metiliranog goveđeg serumskog albumina (mBSA, prema engl. methylated bovine serum albumin; AIA, prema engl. 
antigen induced arthritis) ili fiziološke otopine puferirane fosfatnom (PBS, prema engl. phosphate buffered saline; ctrl). 
Nakon pripreme jednostanične suspenzije, stanice su obilježene protutijelima konjugiranim fluorescentnim bojama 
usmjerenim na biljege CD200, CD105 i CD90.2. (A) Udio stanica pojedine loze određen je u populaciji živih (7AAD-) 
stanica. (B) Analiziran je udio populacije koštanih i hrskavičnih prethodnika (CD31-CD45-TER119-CD51+), te udjeli 
stanica CD200+ CD105-, CD200- te CD200-CD105+CD90.2 unutar populacije CD31-CD45-TER119-CD51+. Pokusi su 
ponovljeni tri puta s minimalno 6 miševa u svakoj pokusnoj skupini, a prikazani su rezultati reprezentativnog pokusa. 
Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost ± standardna devijacija (SD). p(gxa) - p vrijednost međudjelovanja 
genotipa i artritisa, p(g) – p vrijednost učinka genotipa, p(a) – p vrijednost učinka artritisa (dvosmjerna ANOVA), FSC – 
prema engl. forward scater, SSC – prema engl. side scater.  
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5.4. Povezanost udjela staničnih populacija u zglobnom odjeljku sa subhondralnim 

koštanim volumenom i zglobnom oteklinom  

Nakon određivanja udjela staničnih populacija analizirana je povezanost promjera koljena i 

subhondralnog koštanog volumena sa udjelom pojedinih, značajno promijenjenih sinovijalnih 

staničnih populacija. Udio sinovijalnih CD11b+Gr-1+, CD11b+Gr-1- te F4/80+ stanica 

pozitivno je povezan sa zglobnom oteklinom (ρ(CD11b+Gr-1+)=0,55, p(CD11b+Gr-

1+)=0,021; ρ(CD11b+Gr-1-)=0,58, p(CD11b+Gr-1-)=0,014; ρ(F4/80+)=0,51, p(F4/80+)=0,038, 

korelacija ranga, Slika 17A), te negativno povezan sa volumenom subhondralnih koštanih 

gredica (ρ(CD11b+Gr-1+)=-0,59, p(CD11b+Gr-1+)=0,012; ρ(CD11b+Gr-1-)=-0,62, 

p(CD11b+Gr-1-)=0,009; ρ(F4/80+)=-0,55, p(F4/80+)=0,023, korelacija ranga, Slika 17B), 

Udio limfocita T u zglobnom odjeljku bio je povezan sa subhondalnim koštanim volumenom 

(ρ=0,50, p=0,043, korelacija ranga, Slika 17B), ali ne i sa zglobnom oteklinom. 

Slika 16. Udio hematopoetskih populacija u periartikularnoj koštanoj srži miševa divljeg tipa (WT) i miševa s 
izbačenim genom za receptor Fas (Fas –/–). Miševi su žrtvovani 10. dan nakon intra-artikularne injekcije metiliranog 
goveđeg serumskog albumina (mBSA, prema engl. methylated bovine serum albumin; AIA, prema engl. antigen induced 
arthritis) ili fiziološke otopine puferirane fosfatom (PBS, prema engl. phosphate buffered saline; ctrl). Nakon pripreme 
jednostanične suspenzije, stanice su obilježene protutijelima konjugiranim fluorescentnim bojama usmjerenim na 
limfoidne i mijeloidne biljege. Udio stanica pojedine loze određen je u populaciji živih (7AAD-) stanica. Analiziran je 
udio limfocita B (B220+), limfocita T (CD3+), makrofaga (F4/80+) i mijeloidnih stanica (CD11b+Gr-1+). Pokusi su 
ponovljeni tri puta s minimalno 6 miševa u svakoj pokusnoj skupini, a prikazani su rezultati reprezentativnog pokusa. 
Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost ± standardna devijacija (SD). p(gxa) - p vrijednost međudjelovanja 
genotipa i artritisa, p(g) – p vrijednost učinka genotipa, p(a) – p vrijednost učinka artritisa (dvosmjerna ANOVA), FSC – 
prema engl. forward scater, SSC – prema engl. side scater. 
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Među mezenhimalnim staničnim populacijama u zglobnom odjeljku, udio populacije CD200- 

bio je pozitivno povezan s zglobnom oteklinom (ρ=0,80, p=0,0001, korelacija ranga, Slika 

17A) te negativno povezan s volumenom subhondralnih koštanih gredica (ρ=-0,64, p=0,006, 

linearna korelacija, Slika 17B). Populacija CD200+CD105- bila je negativno povezana sa 

zglobnom oteklinom (ρ=-0,76, p=0,003, korelacija ranga, Slika 17A) te pozitivno povezana s 

volumenom subhondralnih koštanih gredica (ρ=0,59, p=0,013, korelacija ranga, Slika 17B).  

 

Populacija stanica CD11b+Gr-1+ nakuplja se u zglobovima miševa WT s resorptivnim 

artritisom, a ovo nakupljanje izostaje u artritisu miševa Fas –/–, te je njen udio konzistentno 

povezan sa zglobnom upalom i koštanim promjenama. Budući da ova populacija čini oko 

50% stanica u zglobovima miševa s resorptivnim artritisom, odabrana je za analizu 

transkriptoma pomoću genskih čipova s ciljem otkrivanja molekularnih posrednika kojima 

ova populacija posreduje koštanu resorpciju.  

Nadalje, u zglobovima miševa Fas –/– smanjen je udio stanica CD200+CD105- u populaciji 

nehematopoetskih stanica. Ova je populacija u kosti karakterizirana kao populacija koštanih 

matičnih stanica (43). U miševa Fas –/– također je bio povećan udio stanica CD200- koja 

može sadržavati usmjerene koštane prethodnike, ali i sinovijalne fibroblaste. Naša je 

pretpostavka da je miševa Fas –/– pojačana diferencijacija koštanih prethodnika a smanjena 

njihova apoptoza te da je to jedan od čimbenika, koji doprinosi očuvanju subhondralnog 

koštanog volumena miševa Fas –/– u artritisu (141). Stoga smo ove populacije odabrali za 

analizu transkriptoma da bismo utvrdili odgovaraju li zglobne populacije CD200+CD105- i 

CD200- populacijama karakteriziranim u koštanom tkivu, te mijenja li se transkriptom 

populacije CD200+CD105- u artritisu u odnosu na zdravu sinoviju. 
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Slika 17. Povezanost udjela staničnih populacija s promjerom koljena i volumenom subhondralnim koštanih 
gredica. Miševi divljega tipa (WT) i miševi s izbačenim genom za receptor Fas (Fas –/–) žrtvovani su 10. dan nakon 
intra-artikularne injekcije. Pri žrtvovanju je kaliperom izmjeren promjer koljena, a potom je jedan koljeni zglob snimljen 
uređajem za mikro-kompjutoriziranu tomografiju (µ-CT), a drugi zglob uzet za protočno-citometrijsku analizu udjela 
staničnih populacija, s ciljem dobivanja podataka o koštanom razaranju i udjelu staničnih populacija u iste životinje. Za 
protočno-citometrijsku analizu sinovijalne stanice su obilježene protutijelima konjugiranima fluorescentnim bojama 
usmjerenim na biljege CD11b, Gr-1, CD3, F4/80, CD200 i CD105. Udio granulocita (CD11b+Gr-1+), mijelomonocita 
(CD11b+Gr-1-), makrofaga (F4/80+) i limfocita T (CD3+) određen je u populaciji živih (7AAD-) stanica, dok je udio 
CD200- i CD200+CD105- stanica određen unutar populacije CD31-CD45-TER119-CD51+. Za analizu volumena 
subhondralnih koštanih gredica korišten je µ-CT . Koljena su snimljena uređajem SkyScan 1076 (Bruker, Kontich, 
Belgija) na svakih 0,4° rotacije izvora, uz rezoluciju 9 µm, i aluminijski filter debljine 0,5 mm, napon 50 kV te jakost 
struje 200 μA. Snimke su rekonstruirane pomoću programa NRecon (Bruker) te analizirane pomoću programa CTAn 
(Bruker). U odsječku duljine 300 µm, između epifizne hrskavice i razine razdvajanja femoralnih kondila određen je udio 
koštanih gredica (BV/TV, prema engl, bone volume/total volume, %). Pokusi su ponovljeni tri puta s minimalno 6 miševa 
u svakoj pokusnoj skupini, a prikazani su rezultati reprezentativnog pokusa. Za analizu povezanosti primijenjena je 
korelacija ranga, pomoću koje je izračunat Spearmanov koeficijent (ρ) i p vrijednosti. (A) Povezanost promjera koljena s 
udjelom staničnih populacija. (B) Povezanost volumena subhondralnih koštanih gredica s udjelom staničnih populacija. 
Boja kvadratića odgovara vrijednosti r, a veličina kvadratića proporcionalna p vrijednosti. X označava povezanost koja 
nije statistički značajna. Plava boja označava pozitivnu, a crvena negativnu povezanost.   
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5.5. Analiza transkriptoma zglobnih mijeloidnih stanica u artritisu miševa divljeg tipa i 

miševa s izbačenim genom za receptor Fas  

Zbog povećanja udjela mijeloidnih (CD11+Gr-1+) stanica u zglobovima miševa WT s 

artritisom i izostanka tog povećanja u neresorptivnom artritisu miševa Fas –/– te zbog 

negativne povezanosti te populacije sa subhondralnim koštanim volumenom, ova je 

populacija odabrana za analizu transkriptoma pomoću genskih čipova Mouse ST 2.0 Array 

(ThermoFisher, Waltham, MA, SAD), u svrhu otkrivanja mijeloidno-specifičnih 

molekularnih posrednika koštanog razaranja u artritisu. Miševi WT i Fas –/– žrtvovani su 10. 

dan poslije i.a. injekcije mBSA ili pufera PBS, te je procijenjen intenzitet artritisa i uzeta su 

oba koljena zgloba za izdvajanje stanica postupkom FACS. Dva dana prije žrtvovanja koljena 

su snimljena in vivo pomoću uređaja µ-CT, da bi se procijenilo koštano razaranje u 

zglobovima iz kojih će se izdvojiti stanice. Iz izdvojenih stanica CD11b+Gr-1+ potom je 

izolirana ukupna stanična RNA, a po 4 pojedinačna uzorka zadovoljavajuće kvalitete iz svake 

pokusne skupine su fragmentirana, obilježena i hibridizirana na genske čipove. Nakon 

procjene kvalitete obrade genskih čipova provedena je bioinformatička analiza rezultata 

unutar sučelja Bioconductor u programu R . 

Za analizu sličnosti uzoraka na temelju izražaja svih gena primijenjeni su postupci PCA i 

analiza hijerarhijskog grupiranja. PCA nije pokazala specifično razdvajanje uzoraka na 

temelju izražaja svih gena, upućujući na homogenost mijeloidnih stanica svih pokusnih 

skupina (Slika 18A). Uzorci su se prema hijerarhijskoj analizi razdvojili u dvije skupine, 

dominantno zastupljene uzorcima miševa WT ili Fas –/–, međutim tri uzorka miševa Fas –/– 

svrstalo se s uzorcima skupine WT, a dva uzorka miševa WT svrstali su se s uzorcima miševa 

Fas –/– (Slika 18B). Skupine kontrolnih miševa i miševa s artritisom nisu se grupirale vezano 

uz pripadnost skupini (Slika 18B). 

Nakon određivanja grupiranja uzoraka, provedena je analiza razlika u genskom izražaju 

pomoću algoritma limma (prema engl. linear models for microarray data) (303).  

Uspoređen je izražaj gena svih uzoraka miševa WT u odnosu na miševe Fas –/–, izražaj gena 

kontrolnih miševa WT u odnosu na kontrolne miševe Fas –/– te izražaj gena miševa WT s 

artritisom u odnosu na miševe Fas –/– s artritisom. Između sinovijalnih mijeloidnih stanica 

miševa WT i Fas –/– nije pronađena značajna razlika u velikom broju gena, međutim u sve tri 

usporedbe jasno su se izdvojila dva gena, erythroid differentiation regulator 1 (Erdr1) i 

midline 1 (Mid1), koji su konzistentno pojačano izraženi u miševa WT u odnosu na miševe 
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Fas –/– (p<0,05, p vrijednost je prilagođena postupkom Benjamini-Hochberg, limma, Slika 

18C). U usporedbi svih uzoraka miševa WT u odnosu na miševe Fas –/– kao različito 

izražena pokazala su se još 3 gena, gen za receptor Fas i ADP ribosylation factor like GTPase 

3 (Arl3), koji su pojačano izraženi u miševa WT u odnosu na miševe Fas –/– (p<0,05, p 

vrijednost je prilagođena postupkom Benjamini-Hochberg, limma, Slika 18C) te 

thrombospondin 1 (Thbs1), koji je pojačano izražen u miševa Fas –/– u odnosu na miševe 

WT (p<0,05, p vrijednost je prilagođena postupkom Benjamini-Hochberg, limma, Slika 

18C). Mali broj različito izraženih gena upućuje na homogenost transkriptoma mijeloidnih 

populacija. 

Da bi procijenili mijenja li se transkriptom zglobnih mijeloidnih stanica s nastupom artritisa, 

uspoređen je izražaj gena svih uzoraka miševa a artritisom u odnosu na kontrolne miševe te 

odvojeno izražaj gena miševa WT s artritisom u odnosu na kontrolne miševe WT i izražaj 

gena miševa Fas –/– s artritisom u odnosu na kontrolne miševe Fas –/–. U skladu s 

rezultatima grupiranja, gdje nije primijećeno zasebno grupiranje uzoraka skupine kontrolnih 

miševa i miševa s artritisom, usporedba genskog izražaja nije pronašla razlike u genskom 

izražaju između skupina kontrolnih miševa u odnosu na miševe s artritisom (Slika 18D), što 

upućuje na to, da se mijeloidna populacija ne mijenja s pojavom artritisa. Razlog tomu je 

najvjerojatnije je sustavno upalno poticanje mijeloidnih stanica imunizacijom s mBSA u CFA 

koja je provedena i u miševa kontrolne skupine. 

Sljedeći korak bio je utvrditi gene koji određuju razvrstavanje uzoraka u dvije skupine, u 

svrhu čega je napravljena analiza razlika izražaja između dvije skupine razdvojene prema 

hijerarhijskom grupiranju. U skupini dominantno zastupljenoj s uzorcima miševa WT 

pojačano je izražen 171 gen, dok je u skupini dominantno zastupljenoj s uzorcima Fas –/– 

pojačano izražen 81 gen (p<0,05 (p vrijednost prilagođena postupkom Benjamini-Hochberg), 

apsolutni omjer promjene>1,5, limma, Slika 19A, B). Pomoću analize zastupljenosti GO 

termina određeno je jesu li određene biološke funkcije, stanične komponente ili molekularni 

procesi pojačano zastupljeni među genima, različito izraženima uz nominalnu p vrijednost 

<0,05, prilagođenu p vrijednost za višestruko testiranje postupkom Benjamini-Hochberg 

p<0,1, i apsolutni omjer promjene>1,5. Pokazalo se da su u skupini s dominantno 

zastupljenim uzorcima miševa WT pojačano izraženi geni vezani uz progresiju staničnog 

ciklusa i mitotičku aktivnost, te da su u skupini s dominantno zastupljenim uzorcima miševa 

Fas –/– pojačano izraženi geni vezani uz epigenetičku regulaciju genske transkripcije (Slika 

19C, D).  
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Nepotpuno svrstavanje uzoraka miševa WT i Fas –/– u dvije skupine te mali broj različito 

izraženih gena između ove dvije skupine moguće je objasniti varijabilnošću unutar 

eksperimentalnih skupina. Osim moguće varijabilnosti modela AIA poznato je, da može 

varirati i fenotip miševa Fas –/– te da ne razvijaju svi Fas –/– miševi jednako intenzivnu 

limfoproliferaciju (202). Štoviše, unutar skupine miševa Fas –/– također klinička slika AIA 

varira, jer neki miševi ipak razviju blagi sinovitis, međutim većina miševa Fas –/– nema 

nikakvih znakova zglobne upale. U svrhu određivanja razlika između reprezentativnih 

uzoraka sinovijalnih stanica miševa WT i Fas –/–, su iz analize uklonjeni uzorci koji su se 

prema hijerarhijskom grupiranju svrstali u nepodudarnu skupinu. Uspoređeno je 6 uzoraka 

miševa WT sa 5 uzoraka miševa Fas –/– (Slika 20A). U miševa WT pojačano je izraženih 36 

gena, dok je u skupini s uzorcima Fas –/– pojačano izraženih 19 gena (p<0,05 (p vrijednost 

prilagođena postupkom Benjamini-Hochberg), apsolutni omjer promjene>1,5, limma, Slika 

20 A,B, Dodatak – Tablica 4). Među njima se ponovo nalaze geni Mid1, Erdr1 i Thsb1, 

definirani kao različito izraženi već u analizi svih uzoraka. Prema analizi zastupljenosti GO 

termina među različito izraženim genima uz nominalnu p vrijednost <0,05, prilagođenu p 

vrijednost za višestruko testiranje postupkom Benjamini-Hochberg p<0,1, i apsolutni omjer 

promjene>1,5, sinovijalne mijeloidne stanice miševa WT pojačano izražavaju gene vezane uz 

progresiju staničnog ciklusa, dok sinovijalne mijeloidne stanice miševa Fas –/– pojačano 

izražavaju gene vezane uz regulaciju imunosnog odgovora, apoptozu, MAPK signalni put te 

signalni put proteinske kinaze B (PKB) (Slika 20 C, D, A, Dodatak – Tablica 5). 
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Slika 18. Analiza transkriptoma sinovijalnih mijeloidnih stanica miševa divljeg tipa (WT) i miševa s izbačenim 
genom za receptor Fas (Fas –/–). Miševi su žrtvovani 10. dan nakon intra-artikularne injekcije metiliranog goveđeg 
serumskog albumina (mBSA, prema engl. methylated bovine serum albumin; AIA, prema engl. antigen induced arthritis) 
ili fiziološke otopine puferirane fosfatom (PBS, prema engl. phosphate buffered saline; CTRL). Nakon opuštanja stanica 
sinovijalnog odjeljka pomoću kolagenaze tipa IV je postupkom staničnog razvrstavanja aktiviranog fluorescencijom 
(FACS, prema engl, fluorescence-activated cell sorting) izdvojena populacija živih (DAPI–) neeritroidnih (TER119–), 
nelimfoidnih (CD3B220NK1.1–) stanica, koje izražavaju biljege CD11b i Gr-1 (CD11b+ Gr-1low/+). Iz izdvojene 
mijeloidne populacije je potom izolirana ukupna stanična RNA, a po 4 pojedinačna uzorka zadovoljavajuće kvalitete iz 
svake pokuse skupine su fragmentirana, obilježena i hibridizirana na genske čipove GeneChip™ Mouse Gene 2.0 ST 
Array (Affymetrix). Nakon procjene kvalitete očitanih podataka bioinformatička analiza provedena je unutar sučelja 
Bioconductor u programu R. Za određivanje grupiranja uzoraka na temelju sličnosti izražaja svih gena primijenjene su (A) 
analiza glavnih sastavnica (PC, prema engl. principal component) i (B) analiza hijerarhijskog grupiranja. Analiza različito 
izraženih gena između (C) WT i Fas –/– miševa te (D) miševa s artritisom i kontrolnih miševa provedena je pomoću 
algoritma limma (prema engl. linear models for microarray data), a rezultati su grafički prikazani odnosom negativnog 
logaritma prilagođene p vrijednosti (-log10p), i logaritma omjera promjene izražaja gena (log2FC, prema engl, fold 
change), engl, volcano plot. Pojedinačni geni prikazani su crnim točkama, a crveno su označeni geni zadovoljavajuće 
prilagođene p vrijednosti (p<0,05, Benjamini-Hochberg) te omjera promjene (apsolutni FC>1,5). 
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Slika 19. Analiza razlika u genskom izražaju skupina uzoraka razdvojenih na temelju hijerarhijske analize. Miševi 
su žrtvovani 10. dan nakon intra-artikularne injekcije metiliranog goveđeg serumskog albumina (mBSA, prema engl. 
methylated bovine serum albumin; AIA, prema engl. antigen induced arthritis) ili fiziološke otopine puferirane fosfatom 
(PBS, prema engl. phosphate buffered saline; CTRL). Nakon otpuštanja zglobnih stanica pomoću kolagenaze tipa IV, 
pomoću staničnog razvrstavanja aktiviranog fluorescencijom (FACS, prema engl. fluorescence-activated cell sorting) 
izdvojena je populacija živih (DAPI–) neeritroidnih (TER119–), nelimfoidnih (CD3B220NK1.1–) stanica, koje izražavaju 
biljege CD11b i Gr-1 (CD11b+ Gr-1low/+). Iz izdvojene mijeloidne populacije je potom izolirana ukupna stanična RNA, a 
po 4 pojedinačna uzorka zadovoljavajuće kvalitete iz svake pokuse skupine su fragmentirana, obilježena i hibridizirana na 
genske čipove GeneChip™ Mouse Gene 2,0 ST Array (Affymetrix). Nakon procijene kvalitete očitanih podataka 
bioinformatička analiza je provedena unutar sučelja Bioconductor u programu R. Analiza različito izraženih gena između 
dviju skupina uzoraka razdvojenih na temelju hijerarhijske analize provedena je pomoću algoritma limma (prema engl. 
linear models for microarray data). U skupinu 1 svrstalo se 6 uzoraka miševa WT i 3 uzorka miševa Fas –/–, dok se u 
skupini 2 nalaze 5 uzoraka miševa Fas –/– i 2 uzorka miševa WT. (A) Rezultati su grafički prikazani odnosom negativnog 
logaritma prilagođene p vrijednosti (-log10p), i logaritma omjera promjene izražaja gena (log2FC, prema engl. fold 
change), engl. volcano plot, pri čemu su pojedinačni geni prikazani crnim točkama, a crveno su označeni geni 
zadovoljavajuće prilagođene p vrijednosti (p<0,05, Benjamini-Hochberg) te omjera promjene (apsolutni FC>1,5). (B) 
Razlike u izražaju također su prikazane toplinskom mapom (prema engl. heatmap) u kojoj su zelena boja predstavlja višu 
a crvena nižu razinu izražaja gena. Pomoću analize zastupljenosti GO termina određene su biološke funkcije, stanične 
komponente i molekularni procesi pojačano zastupljeni među genima pojačano izraženima u (C) skupini 1 i (D) skupini 2. 
Stupci za svaki od 20 najznačajnije promijenjenih GO termina prikazuju broj gena koji pripadaju pojedinom GO terminu, 
a boja stupca odgovara prilagođenoj p vrijednosti (p<0,05, Benjamini-Hochberg). 
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Slika 20. Analiza razlika u genskom izražaju zglobnih CD11b+Gr-1+ stanica miševa divljeg tipa (WT) i miševa s 
izbačenim genom za receptor Fas (Fas –/–) nakon uklanjanja uzoraka koji se prema hijerarhijskom grupiranju 
svrstaju u nepodudarnu skupinu. Miševi su žrtvovani 10. dan nakon intra-artikularne injekcije metiliranog goveđeg 
serumskog albumina (mBSA, prema engl. methylated bovine serum albumin; AIA, prema engl. antigen induced arthritis) 
ili fiziološke otopine puferirane fosfatom (PBS, prema engl. phosphate buffered saline; CTRL). Nakon otpuštanja stanica 
sinovijalnog odjeljka pomoću kolagenaze tipa IV, staničnim razvrstavanjem aktiviranim fluorescencijom (FACS, prema 
engl, fluorescence-activated cell sorting) izdvojena je populacija živih (DAPI–) neeritroidnih (TER119–), nelimfoidnih 
(CD3B220NK1.1–) stanica, koje izražavaju biljege CD11b i Gr-1 (CD11b+ Gr-1low/+). Iz izdvojene mijeloidne populacije 
je potom izolirana ukupna stanična RNA, a po 4 pojedinačna uzorka zadovoljavajuće kvalitete iz svake pokuse skupine su 
fragmentirana, obilježena i hibridizirana na genske čipove GeneChip™ Mouse Gene 2.0 ST Array (Affymetrix). Nakon 
procjene kvalitete očitanih podataka bioinformatička analiza provedena je unutar sučelja Bioconductor u programu R. Da 
bi odredili razlike između reprezentativnih uzoraka sinovijalnih mijeloidnih stanica miševa WT i Fas –/–, iz analize su 
uklonjeni uzorci koji su se prema hijerarhijskom grupiranju svrstali u skupinu s nepodudarnim genotipom. Pomoću 
algoritma limma (prema engl. linear models for microarray data) je uspoređeno 6 uzoraka miševa WT sa 5 uzoraka 
miševa Fas –/–. (A) Rezultati su grafički prikazani odnosom negativnog logaritma prilagođene p vrijednosti (-log10p), i 
logaritma omjera promjene izražaja gena (log2FC, prema engl. fold change), engl. volcano plot, pri čemu pojedinačni geni 
prikazani crnim točkama, a crveno su označeni geni zadovoljavajuće prilagođene p vrijednosti (p<0,05, Benjamini-
Hochberg) te omjera promjene (apsolutni FC>1,5). (B) Razlike u izražaju također su prikazane toplinskom mapom (prema 
engl. heatmap) u kojoj zelena boja predstavlja višu, a crvena nižu razinu izražaja gena. (C) Analizom zastupljenosti GO 
termina određene su biološke funkcije, stanične komponente i molekularni procesi pojačano zastupljeni među genima 
pojačano izraženima u (C) sinovijalnim mijeloidnim stanicama miševa WT i (D) miševa Fas –/–. Stupci za svaki od 20 
najznačajnije promijenjenih GO termina prikazuju broj gena koji pripadaju pojedinom GO terminu, a boja odgovara 
prilagođenoj p vrijednosti (p<0,05, Benjamini-Hochberg). 
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5.6. Analiza transkriptoma sinovijalnih populacija koštano-hrskavičnih prethodnika 

miševa divljeg tipa  

Populacija koštano-hrskavičnih prethodnika karakterizirana je samo u koštanom tkivu (43), 

ali ne i u zglobnim stanicama, analizom transkriptoma stanica CD200-CD105+ i 

CD200+CD105-, koje prema Chan i sur. u kosti predstavljaju rane i usmjerene koštano-

hrskavične prethodnike, željeli smo procijeniti izražavaju li gene karakteristične za ove 

populacije i utvrditi mijenja li se populacija koja fenotipski odgovara najranijim koštano-

hrskavičnim prethodnicima CD200+CD105- tijekom artritisa. U tu svrhu smo usporedili 

transkriptom stanica CD200+CD105- i CD200-CD105+, te transkriptom stanica 

CD200+CD105- iz zglobova neimuniziranih miševa sa stanicama izdvojenim iz miševa s 

artritisom. U ovome dijelu istraživanja korišteni su samo miševi WT, koji su žrtvovani 10. 

dan poslije i.a. injekcije mBSA u miševa imuniziranih sa mBSA i CFA (AIA) ili pufera PBS 

u neimuniziranih miševa (NI), te je procijenjen intenzitet artritisa i uzeta su oba koljena 

zgloba za izdvajanje stanica postupkom FACS. Iz izdvojenih stanica su potom pripremljene 

knjižnice, koje su sekvencionirane pomoću uređaja NextSeq 500 (Illumina). Nakon procjene 

kvalitete očitanja provedena je bioinformatička analiza rezultata pomoću nekoliko javno 

dostupnih alata u okruženju Unix te pomoću programa R unutar sučelja Bioconductor.  

Sličnost uzoraka procijenjena je pomoću analize PCA, hijerarhijskog grupiranja te 

korelacijske analize. Analiza PCA i korelacijska analiza pokazale su zasebno grupiranje 

uzoraka CD200-CD105+ stanica miševa s artritisom (Slika 21A, C). Hijerarhijska analiza 

također zasebno grupira 4 uzorka skupine stanica CD200-CD105+ iz miševa s artritisom, no 

jedan se grupira zajedno s uzorcima CD200+CD105- miševa s artritisom i neimuniziranih 

miševa (Slika 21B). Sve tri analize ukazuju na sličnost globalnog genskog izražaja 

CD200+CD105- populacije neimuniziranih miševa i miševa s artritisom (Slika 21A, B, C).  

To je potvrdila i analiza razlika u izražaju, pri čemu je samo 9 gena različito izraženo u 

usporedbi između CD200+CD105- stanica neimuniziranih miševa i CD200+CD105- stanica 

miševa s artritisom, od čega je 5 pojačano izraženo u stanicama neimuniziranih miševa, te 4 u 

populaciji miševa s artritisom (apsolutni omjer promjene 1,5, p < 0,05 uz prilagodbu za 

višestruko testiranje prema Benjamini-Hochbergu, Slika 22A). Usporedbom stanica 

CD200+CD105- neimuniziranih miševa sa stanicama CD200-CD105+ miševa s artritisom 

pronađen je 3581 različito izražen gen, od čega 1723 gena pojačano izraženih u stanicama 

CD200+CD105-, te 1858 u stanicama CD200-CD105+ (apsolutni omjer promjene 1,5, p < 

0,05 uz prilagodbu za višestruko testiranje prema Benjamini-Hochbergu, Slika 22A, C). 
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Između stanica CD200+CD105- i CD200-CD105+ miševa s artritisom bilo je 2883 različito 

izraženih gena, od čega je 1227 pojačano izraženih u populaciji CD200+CD105-, te 1656 u 

populaciji i CD200-CD105+ miševa s artritisom (apsolutni omjer promjene 1,5, p < 0,05 uz 

prilagodbu za višestruko testiranje prema Benjamini-Hochbergu, Slika 22A, C). Od 3581 

gena različito izraženih između stanica CD200+CD105- neimuniziranih miševa i stanica i 

CD200-CD105+ miševa s artritisom, te 2883 gena različito izraženih između stanica 

CD200+CD105- i i CD200-CD105+ miševa s artritisom, 2191 gen bio je različit u obje 

usporedbe (Slika 22B). Pet gena različito izraženih u stanicama CD200+CD105- 

neimuniziranih miševa u odnosu na stanice CD200+CD105- miševa s artritisom, također su 

različito izraženi u usporedbi sa stanicama i CD200-CD105+ miševa s artritisom (Slika 22B). 

Četiri različito izražena gena u stanicama i CD200-CD105+ miševa s artritisom, u odnosu na 

stanice CD200+CD105- neimuniziranih miševa, također su različito izraženi u usporedbi sa 

stanicama CD200+CD105- miševa s artritisom (Slika 22B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 21. Analiza sličnosti uzoraka uzoraka populacija sinovijalnih koštano-hrskavičnih prethodnika. Miševi 
su žrtvovani 10. dan nakon intra-artikularne injekcije metiliranog goveđeg serumskog albumina (mBSA, prema engl. 
methylated bovine serum albumin) u skupini miševa s artritisom (AIA, prema engl. antigen induced arthritis) ili 
fiziološke otopine puferirane fosfatom (PBS, prema engl. phosphate buffered saline) u neimuniziranoj (NI) 
kontrolnoj skupini. Nakon otpuštanja stanica sinovijalnog odjeljka pomoću kolagenaze tipa IV, staničnim 
razvrstavanjem aktiviranim fluorescencijom (FACS, prema engl. fluorescence-activated cell sorting) izdvojeno je do 
200-500 pojedinačnih, živih (DAPI–), CD51+, neeritroidnih (TER119–), neendotelnih (CD31–), neleukoidnih (CD45-) 
CD200+CD105- stanica miševa s artritisom (AIA 200+, Uzorak 5-9) i NI miševa (NI 200+, Uzorak 1-4) te CD200-

CD105+ stanica miševa s artritisom (AIA 105+, Uzorak 10-14). Iz izdvojenih populacija su potom pripremljene 
knjižnice za sekvencioniranje RNA. Po pet knjižnica zadovoljavajuće kvalitete iz svake pokuse skupine 
sekvencionirano je pomoću uređaja NextSeq 500 (Illumina). Nakon procjene kvalitete očitanja provedena je 
bioinformatička analiza rezultata pomoću nekoliko javno dostupnih alata u okruženju Unix te pomoću programa R 
unutar sučelja Bioconductor. Za određivanje grupiranja uzoraka na temelju sličnosti izražaja svih gena primijenjene 
su (A) analiza glavnih sastavnica (PC, prema engl. principal component), (B) analiza hijerarhijskog grupiranja i (C) 
korelacijska analiza, gdje je sličnost odražena visokim stupnjem korelacije uzoraka (Pearsonov korelacijski 
koeficijent: bijela boja kvadratića =1, crvena boja =0) 
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Slika 22. Analiza različitosti u genskom izražaju između uzoraka populacija zglobnih stabica koje izražavaju 
biljege koštano hrskavičnih prethodnika. Miševi su žrtvovani 10. dan nakon intra-artikularne injekcije 
metiliranog goveđeg serumskog albumina (mBSA, prema engl. methylated bovine serum albumin) u skupini miševa 
s artritisom (AIA, prema engl. antigen induced arthritis) ili fiziološke otopine puferirane fosfatom (PBS, prema 
engl. phosphate buffered saline) u neimuniziranoj (NI) skupini kontrolnih miševa. Nakon otpuštanja stanica 
sinovijalnog odjeljka pomoću kolagenaze tipa IV, staničnim razvrstavanjem aktiviranim fluorescencijom (FACS, 
prema engl. fluorescence-activated cell sorting) izdvojeno je do 200-500 pojedinačnih, živih (DAPI–), CD51+, 
neeritroidnih (TER119–), neendotelnih (CD31–), neleukoidnih (CD45-) CD200+CD105- stanica miševa s artritisom i 
NI miševa te CD200-CD105+ stanica miševa s artritisom. Iz izdvojenih populacija su potom pripremljene knjižnice 
za sekvencioniranje RNA. Pet knjižnica zadovoljavajuće kvalitete iz svake pokuse skupine sekvencionirano je 
pomoću uređaja NextSeq 500 (Illumina). Nakon procjene kvalitete očitanja provedena je bioinformatička analiza 
rezultata pomoću nekoliko javno dostupnih alata u okruženju Unix te pomoću programa R unutar sučelja 
Bioconductor. Pomoću algoritma limma voom uspoređen je izražaj gena u CD200+CD105- stanica miševa s 
artritisom (AIA 200+, Uzorak 5-9) i NI miševa (NI 200+, Uzorak 1-4) te CD200-CD105+ stanica miševa s artritisom 
(AIA 105+, Uzorak 10-14). (A) Rezultati su grafički prikazani odnosom negativnog logaritma prilagođene p 
vrijednosti (-log10p), i logaritma omjera promjene izražaja gena (log2FC, prema engl. fold change), engl. volcano 
plot, pri čemu su pojedinačni geni prikazani crnim točkama, a crveno su označeni geni zadovoljavajuće prilagođene 
p vrijednosti (p<0,05, Benjamini-Hochberg) te omjera promjene (apsolutni FC>1,5). (B) Vennovim dijagramom 
prikazan je broj gena koji su različito izraženi u pojedinačnim usporedbama (brojevi u bojama) te broj gena koji su 
različito izraženi u više usporedbi (brojevi crne boje). (B) Razlike u izražaju između NI 200+ (plavo) i AIA 105+ 
(crveno) te AIA 200+ (zeleno) i AIA 105+ također su prikazane toplinskom mapom (prema engl. heatmap) u kojoj 
su zelena boja predstavlja višu, a crvena nižu razinu izražaja gena. 
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GSEA pokazala je da stanice CD200+ neimuniziranih miševa ili stanice CD200+ miševa s 

artritisom u odnosu na stanice CD105+ miševa s artritisom pojačano izražavaju gene vezane 

uz diferencijaciju i regulaciju aktivnosti stanica koštanog i hrskavičnog tkiva, primjerice Wnt, 

BMP, TGF-β i Notch signalne puteve (Slika 23A, B). Također, stanice CD200+ pojačano 

izražavaju gene vezane uz MAPK signalni put, te nekoliko imunosnih procesa, primjerice 

regulaciju sazrijevanja i kemotaksije leukocita te citokinsku signalizaciju. Štoviše, stanice 

CD200+ izražavaju gene vezane uz razvoj, proliferaciju i održavanje matičnih stanica (Slika 

23A, B, E). Stanice CD105+ u odnosu na populaciju CD200+ karakterizira pojačan izražaj 

gena vezanih uz regulaciju staničnog ciklusa i replikacije DNA, stanično disanje, ribosomske 

procese i regulaciju imunosnog sustava (Slika 23A, B, E).  

Posebni naglasak stavlili smo na usporedbu CD200+CD105- i CD200-CD105+ stanica miševa 

s artritisom, koja je napravljena u svrhu potvrde koštano-prethodničkog karaktera stanica 

CD200+CD105 (Tablica 6). Osim članova BMP, TGF-β i Wnt signalnih puteva, pokazan je 

viši izražaj gena Osterix, Runx2, RANKL, Nestin i Fas u CD200+CD105- stanica. Izražaj 

biljega CD200 na stanicama CD200+CD105-, odnosno CD105 na stanicama CD200-CD105+ 

potvrđen je i na genskoj razini. Također, stanice CD200+CD105- pojačano izražavaju gen za 

biljeg 6C3, dok CD200-CD105+ imaju viši izražaj gena CD90, što je sukladno sa prije 

opisanim profilom površinskih biljega na tim stanicama u kosti (43). Viši izražaj gena za 

receptor Fas u stanicama CD200+CD105- sukladan je rezultatima ranijih istraživanja našeg 

laboratorija, kojima smo pokazali da ova populacija izražava Fas i na razini bjelančevine te je 

osjetljiva na apoptozu uzrokovanu dodavanjem aktivirajućeg protutijela protu-Fas, što 

upućuje na ulogu Fas-posredovane apoptoze u uklanjanju ove populacije u resorptivnom AIA 

(141).  

Iako usporedba transkriptoma stanica CD200+CD105- miševa s artritisom i iste populacije 

neimuniziranih miševa nije pokazala veliki broj statistički značajno različito izraženih gena, 

analiza zastupljenosti skupina gena pokazala je da stanice CD200+CD105- neimuniziranih 

miševa u odnosu na stanice miševa s artritisom jače izražavaju gene vezane uz diferencijaciju 

koštanog i hrskavičnog tkiva, te regulaciju migracije, diferencijacije i aktivacije leukocita, 

dok ove stanice miševa s artritisom u odnosu na iste stanice neimuniziranih miševa pojačano 

izražavaju gene vezane uz regulaciju diobe stanica, stanično disanje i ribosomske procese 

(Slika 23C, D). 
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 Slika 23. Analiza zastupljenosti genskih setova (GSEA, prema engl. gene set enrichment analysis) u zglobnim 
populacijama koje izražavaju biljege koštano-hrskavičnih prethodnika. Miševi su žrtvovani 10. dan nakon 
intra-artikularne injekcije metiliranog goveđeg serumskog albumina (mBSA, prema engl. methylated bovine serum 
albumin) u skupini miševa s artritisom (AIA, prema engl. antigen induced arthritis) ili fiziološke otopine puferirane 
fosfatom (PBS, prema engl. phosphate buffered saline) u neimuniziranoj (NI) skupini kontrolnih miševa. Nakon 
otpuštanja stanica zglobnog odjeljka pomoću kolagenaze tipa IV, staničnim razvrstavanjem aktiviranim 
fluorescencijom (FACS, prema engl. fluorescence-activated cell sorting) izdvojeno je do 200-500 pojedinačnih, 
živih (DAPI–), CD51+, neeritroidnih (TER119–), neendotelnih (CD31–), neleukoidnih (CD45-) CD200+CD105- 
stanica miševa s artritisom i NI miševa te CD200-CD105+ stanica miševa s artritisom. Iz izdvojenih populacija su 
potom pripremljene knjižnice za sekvencioniranje RNA. Pet knjižnica zadovoljavajuće kvalitete iz svake pokuse 
skupine je sekvencionirano pomoću uređaja NextSeq 500 (Illumina). Nakon procjene kvalitete očitanja provedena je 
bioinformatička analiza rezultata pomoću nekoliko javno dostupnih alata u okruženju Unix te pomoću programa R 
unutar sučelja Bioconductor. Za analizu GSEA svi geni sa ukupnim zbrojem očitanja u svim uzorcima većim od 50 
za pojedinačnu usporedbu dvaju skupina poredani su na način da su geni s najvećim razlikama u izražaju na vrhu, a 
oni s najmanjim na dnu liste. GSEA određuje nalaze li se geni određene skupine bliže vrhu ili dnu liste, te 
izračunava ukupnu zastupljenost normaliziranu na broj gena u skupini (NES, prema engl. normalized enrichment 
score), koja odražava zastupljenost na vrhu (pozitivan NES) ili dnu (negativan NES) liste gena. Procijenjena je 
zastupljenost javno dostupnih genskih skupina (genskih skupina bioloških procesa, genskih skupina staničnih 
komponenata te genskih skupina molekularne funkcije). (A) Zastupljenost genskih setova u skupini stanica 
CD200+CD105- neimuniziranih miševa (NI 200+) u odnosu na skupinu stanica CD200-CD105+ iz miševa s 
artritisom (AIA 105+), (B) u skupini stanica CD200+CD105- miševa s artritisom (AIA 200+) u odnosu na skupinu 
stanica CD200-CD105 iz miševa s artritisom (AIA 105+) te (C) u skupini stanica CD200+CD105- neimuniziranih 
miševa (NI 200+) u odnosu na istu populaciju skupine miševa s artritisom (AIA 200+). Prikazane su odabrane 
statistički značajno zastupljene skupine gena (p<0,05, uz prilagodbu za višestruko testiranje prema Benjamini-
Hochbergu). (D) Funkcionalno povezane skupine genskih setova pojačano zastupljene u skupini NI CD200+CD105- 
u odnosu AIA CD200+CD105- te (E) u skupine genskih setova pojačano zastupljene u obje skupine stanica 
CD200+CD105- u odnosu na stanice CD200-CD105+. 
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Tablica 6. Razlike u izražaju gena obitelji BMP, članova Wnt i TGF-β signalnih puteva 
te ostalih odabranih gena između stanica zglobnog odjeljka CD200+CD105- i CD200-
CD105+ miševa divljeg tipa s artritisom.  
Članovi obitelji BMP  

Simbol 

gena 
Naziv gena log2FC 

p vrijednost 

(BH) 

log2CPM u 

CD200+CD105- 

log2CPM u 

CD200-CD105+ 

Bmp2 bone morphogenetic protein 2  8,27 1,92×10-5 4,69 -3,52 

Bmp3 bone morphogenetic protein 3  8,25 0,00056 4,20 -4,30 

Bmp4 bone morphogenetic protein 4  9,59 1,87×10-6 7,06 -2,96 

Bmp6 bone morphogenetic protein 6  8,84 3,52×10-6 5,81 -3,12 

Gdf3 growth differentiation factor 3  -9,37 1,72×10-7 -4,06 5,45 

Gdf6 growth differentiation factor 6  6,76 0,003886 2,31 -4,30 

Acvr2b activin receptor IIB  5,52 0,028873 2,57 -2,93 

Bmpr1a 
bone morphogenetic protein 

receptor, type 1A 
4,72 0,006831 6,44 1,77 

Bmpr2 
bone morphogenetic protein 

receptor, type II  
3,55 0,015029 6,82 3,17 

Smad1 SMAD family member 1  4,59 0,008171 5,59 1,09 

Smad3 SMAD family member 3  4,31 0,037767 4,57 0,72 

Grem1 
gremlin 1, DAN family BMP 

antagonist 
6,53 0,007645 2,98 -3,22 

Članovi WNT signalnog puta 

Fzd4 frizzled class receptor 4  4,69 0,00563 5,64 0,70 

Fzd7 frizzled class receptor 7  5,43 0,018986 2,66 -2,50 

Fzd8 frizzled class receptor 8  5,79 0,020296 2,08 -3,45 

Wnt4 
wingless-type MMTV integration 

site family, member 4  
5,75 0,024414 2,82 -2,77 

Članovi TGF-β signalnog puta 

Tgfb2 transforming growth factor, beta 2  7,10 0,000358 6,19 -0,71 

Tgfbr1 
transforming growth factor, beta 

receptor I  
2,73 0,024076 6,37 3,79 
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Tgfbr3 
transforming growth factor, beta 

receptor III 
4,47 0,000777 7,98 3,37 

Ostali geni 

CD200 CD200 antigen  11,29 2,66×10-6 8,74 -2,72 

Eng CD105, endoglin -3,55 0,103711 -1,38 1,88 

Thy1 

(CD90.1) 
thymus cell antigen 1, theta  -1,03 0,753003 0,17 1,08 

Enpep 

(6C3) 
glutamyl aminopeptidase  6,10 0,022652 2,67 -3,10 

Sp7 

(Osterix) 
Sp7 transcription factor 7  7,41 0,001808 3,59 -3,49 

Runx2 runt related transcription factor 2 7,68 0,005623 2,66 -4,30 

Tnfsf11 

(RANKL) 

tumor necrosis factor (ligand) 

superfamily, member 11 

(RANKL) 

6,03 0,024547 1,51 -4,30 

Nes Nestin 1,49 0,636425 1,18 -0,27 

Fas Fas, CD95 6,41 0,002375 4,93 -1,68 

 

Miševi su žrtvovani 10. dan nakon intra-artikularne injekcije metiliranog goveđeg serumskog albumina (mBSA, prema engl. 
methylated bovine serum albumin) u skupini miševa s artritisom (AIA, prema engl. antigen induced arthritis) ili fiziološke 
otopine puferirane fosfatom (PBS, prema engl. phosphate buffered saline) u neimuniziranoj (NI) skupini kontrolnih miševa. 
Nakon otpuštanja stanica zglobnog odjeljka pomoću kolagenaze tipa IV, staničnim razvrstavanjem aktiviranim 
fluorescencijom (FACS, prema engl. fluorescence-activated cell sorting) izdvojeno je do 200-500 pojedinačnih, živih 
(DAPI–), CD51+, neeritroidnih (TER119–), neendotelnih (CD31–), neleukoidnih (CD45-) CD200+CD105- stanica miševa s 
artritisom i NI miševa te CD200-CD105+ stanica miševa s artritisom. Iz izdvojenih populacija su potom pripremljene 
knjižnice za sekvencioniranje RNA. Pet knjižnica zadovoljavajuće kvalitete iz svake pokuse skupine je sekvencionirano 
pomoću uređaja NextSeq 500 (Illumina). Nakon procjene kvalitete očitanja provedena je bioinformatička analiza rezultata 
pomoću nekoliko javno dostupnih alata u okruženju Unix te pomoću programa R unutar sučelja Bioconductor. Različito 
izraženi geni smatrani su geni sa apsolutnom vrijednošću omjera promjene (FC, prema engl. fold change) >1,5, te razinom 
značajnosti p<0,05 nakon prilagodbe p vrijednosti za višestruko testiranje postupkom Benjamini-Hochberg. Prikazane su 
vrijednosti log2FC, prilagođene p vrjednosti i prosječni izražaj gena prikazan kao log2 očitavanja na milijun očitanja 
poravnanih na referentni genom (CPM, prema engl. counts per million) za članove obitelji BMP i Wnt i TGF-β signalnih 
puteva, te odabranih gena koji kodiraju za CD200, CD105, CD90, 6C3, Osterix, Runx2, RANKL i Fas.  
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5.7. Potvrda rezultata analize genskih čipova 

Za potvrdu valjanosti rezultata genskog čipa odabrani su geni Mid1, Erdr1 i Thbs1, koji su 

bili različito izraženi u svim usporedbama transkriptoma miševa WT s resorptivnim 

artritisom u odnosu na miševe Fas –/– s neresorptivnim artritisom. Izražaj odabranih gena je 

procijenjen postupkom qPCR u izdvojenim zglobnim mijeloidnim stanicama pojedinačnih 

miševa nakona amplifikacije ukupnog transkriptoma, na uzorcima združenih izdvojenih 

mijeloidnih stanica miševa iste skupine bez amplifikacije transkriptoma, te na tkivnim 

ekstraktima koljena. Izražaj Mid1 mRNA procijenjen je i na parafinskim rezovima koljenih 

zglobova postupkom in situ hibridizacije RNA, a procijenjen je i na razini bjelančevine. 

Rezultati analize genskih čipova upućuju na sličnost transkriptoma mijeloidnih stanica 

kontrolne skupine imuniziranih miševa i miševa s artritisom, koja je najvjerojatnije posljedica 

upalne aktivacije mijeloidnih stanica samom imunizacijom. Budući da u miševa Fas –/– 

izostaje nakupljanje mijeloidnih stanica i ne razvijaju se simptomi artritisa, zaključili smo da 

je receptor Fas ključan za imunizacijom posredovanu aktivaciju mijeloidnih stanica, koja je 

pak nužna za učinkovitu aktivaciju stanica specifične imunosti i time započinjanje i 

podržavanje autoimununosne upale. Stoga su u nastavku istraživanja kao kontrolna skupina 

korišteni neimunizirani miševi, u svim vremenskim točkama injicirani puferom PBS. Samo je 

u prvom koraku validacije rezultata korištena imunizirana kontrola, jer je validacija 

provedena na setu uzoraka izdvojenih mijeloidnih stanica pojedinačnih miševa koji nisu 

iskorišteni za analizu genskim čipovima. S obzirom na malu količinu RNA u izdvojenim 

uzorcima pojedinačnih zglobova, provedeno je prethodno umnožavanje njihove ukupne 

RNA, a potom su amplikoni analizirani postupkom qPCR. Od ukupno 31 analiziranog 

uzorka, endogena kontrola (β-aktin) umnožila se u 29 uzoraka. Erdr1 se umnožio u ukupno 7 

uzoraka, od toga u 4 uzoraka miševa WT s artritisom i 3 uzorka miševa WT kontrolne 

skupine (Slika 24 A, B). Bez obzira na slične CT vrijednosti endogene kontrole ni u jednom 

uzorku miševa Fas –/– nije se umnožio gen Erdr1 (Slika 24 A, B). Umnožavanje Erdr1 

isključivo u miševa WT potvrđuje nalaz značajno većeg izražaja tog gena u miševa WT na 

genskim čipovima. Zbog nedovoljne količine RNA ovim postupkom nisu valjano potvrđene 

razlike u izražaju Mid1 i Thbs1. Stoga su za validaciju njihovog izražaja korišteni uzorci 

izdvojenih mijeloidnih stanica združeni iz više miševa iste skupine te je potvrđen povećan 

izražaj gena Mid1 u miševa WT s artritisom u odnosu na neimunizirane kontrolne miševe 

WT i obje skupine miševa Fas –/–, koji vrlo slabo izražavaju ili ne izražavaju Mid1 (Slika 
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24C). Također je potvrđen značajno veći izražaj gena Thbs1 u miševa Fas –/– u odnosu na 

miševe WT (Slika 24D).  

S obzirom na to da su mijeloidne stanice najzastupljenija populacija u sinovijalnom odjeljku 

miševa s artritisom, svrhu određivanja u kojoj mjeri razlike u izražaju gena izdvojene 

mijeloidne populacije odražavaju izražaj tih gena u koljenom zglobu, korištena je RNA 

izolirana iz ukupnog tkiva koljena. U tim uzorcima potvrđen je značajno viši izražaj gena 

Erdr1 u miševa WT u odnosu na miševe Fas –/– (p(g)=0,001, two-way ANOVA, Slika 25), 

međutim izražaj ovoga gena je konstitutivno visok i ne mijenja s pojavom artritisa (Slika 25). 

Nadalje je potvrđen značajno viši izražaj gena Mid1 u koljenima miševa WT s artritisom u 

odnosu na koljena neimuniziranih miševa, dok je u miševa Fas –/– gen Mid1 u obje skupine 

slabo izražen ili uopće nije izražen, a izostaje i njegov porast u artritisu (p(gxa)=0,001, 

dvosmjerna ANOVA, Slika 25). Izražaj gena Thbs1 u koljenima miševa Fas –/– bio je 

značajno je viši u odnosu na miševe WT (p(g)=0,004, dvosmjerna ANOVA, Slika 25), a 

njegov se izražaj u koljenima smanjuje u artritisu u obje skupine (p(a)=0,004, dvosmjerna 

ANOVA, Slika 25).  

Na parafinskim rezovima koljenih zglobova miševa WT s artritisom obilježenim postupkom 

in situ hibridizacije RNA, u subkondralnom je području vidljiv signal koji označava vezanje 

probe Mid1 i prisutnost Mid1 mRNA, koji u potpunosti nedostaje u koljenima miševa Fas –/– 

s artritisom (Slika 26).  

Razlika u izražaju Mid1 ispitana je i na razini bjelančevine postupkom western blot u 

ekstraktima bjelančevina koljenih zglobova neimuniziranih miševa WT i Fas –/– i miševa s 

artritisom. Međutim protutijelo je obilježilo vrpcu veće molekulske mase 115kDa od 

bjelančevine Mid1 (75kD) a otkrivena bjelančevina bila je izraženija u miševa divljega tipa s 

artritisom, dok je izražaj bio manji u neimuniziranih miševa i miševa Fas –/– (Slika 27). 
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Slika 24. Potvrda rezultata analize genskih čipova na uzorcima izdvojenih mijeloidnih stanica zglobnog odjeljka 
postupkom kvantitativne lančane reakcije polimeraze (qPCR). Miševi divljeg tipa (WT) i miševi s izbačenim genom za 
receptor Fas –/– su žrtvovani 10. dan nakon intra-artikularne injekcije metiliranog goveđeg serumskog albumina (mBSA, 
prema engl. methylated bovine serum albumin) u skupini miševa s artritisom (AIA, prema engl. antigen induced arthritis) ili 
fiziološke otopine puferirane fosfatom (PBS, prema engl. phosphate buffered saline) u imuniziranoj (ctrl) i neimuniziranoj 
(NI) kontrolnoj skupini. Nakon opuštanja zglobnih stanica pomoću kolagenaze tipa IV postupkom razvrstavanja aktiviranog 
fluorescencijom (FACS, prema engl. fluorescence-activated cell sorting) izdvojena je populacija živih (DAPI–) neeritroidnih 
(TER119–), nelimfoidnih (CD3B220NK1.1–) stanica, koje izražavaju biljege CD11b i Gr-1 (CD11b+ Gr-1low/+). Iz izdvojene 
mijeloidne populacije potom je izolirana ukupna stanična RNA u kojoj je pomoću qPCR procijenjen genski izražaj. (A) U 
uzorcima gdje su iz koljena pojedinačnih miševa izdvojene sinovijalne mijeloidne stanice čija je RNA prethodno umnožena 
setom kemikalija CellAmp (Takara) te (B) u uzorcima izdvojenih i liziranih 500 sinovijalnih mijeloidnih stanica iz kojiih je 
setom kemikalija CellAmp izravno umnožena ukupna RNA procijenjen izražaj gena Erdr1. Prikazane su vrijednosti praga 
umnožavanja (CT, prema engl. cycle threshold) za β-aktin i Erdr1. U 7 uzoraka potvrđen je izražaj gena Erdr1 (crvene 
oznake), u 21 uzorak umnožen je gen za β-aktin, a nije umnožen gen Erdr1 (crne oznake), dok u 2 uzoraka nije bilo 
umnožavanja (sive oznake). U svrhu povećanja količine RNA su za validaciju izražaja (C) Mid1 i (D) Thbs1 korišteni 
združeni uzorci izdvojenih mijeloidnih stanica miševa iste skupine. Relativna količina RNA u uzorku izračunata je pomoću 
standardne krivulje za određeni gen napravljene pomoću pet serijskih razrjeđenja kalibracijskog uzorka analiziranih stanica. 
Relativna količina RNA u uzorku izražena je u odnosu na relativnu količinu RNA gena β-aktin. Analiza genskog izražaja je 
ponovljena tri puta, a na slici je prikazan reprezentativan pokus. 
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Slika 25. Potvrda rezultata analize genskih čipova na uzorcima ukupnog tkiva koljena postupkom kvantitativne 
lančane reakcije polimeraze (qPCR). Miševi divljeg tipa (WT) i miševi s izbačenim genom za receptor Fas –/– su žrtvovani 
10. dan nakon intra-artikularne injekcije metiliranog goveđeg serumskog albumina (mBSA, prema engl. methylated bovine 
serum albumin) u skupini miševa s artritisom (AIA, prema engl. antigen induced arthritis) ili fiziološke otopine puferirane 
fosfatom (PBS, prema engl. phosphate buffered saline) u skupini neimuniziranih miševa (NI). Za izolaciju RNA iz tkiva 
koljena, koljeni zglobovi su izolirani presijecanjem tibijalnih i femoralnih epifiznih ploča, te je nakon uklanjanja mišićnog 
tkiva i ispiranja zaostale koštane srži koljeno prebačeno u 1 ml reagensa TRIzol te usitnjeno pomoću homogenizatora za tvrda 
tkiva. Izražaj gena Erdr1, Mid1 i Thbs1 procijenjen je postupkom qPCR. Relativna količina RNA u uzorku izračunata je 
pomoću standardne krivulje za određeni gen napravljene pomoću pet serijskih razrjeđenja kalibracijskog uzoraka analiziranih 
stanica. Relativna količina RNA u uzorku izražena je u odnosu na relativnu količinu RNA gena β-actin. Pokusi su ponovljeni 
tri puta s minimalno 5 miševa u svakoj pokusnoj skupini, a prikazani su rezultati reprezentativnog pokusa. Vrijednosti su 
prikazane kao srednja vrijednost ± standardna devijacija (SD). p(gxa) - p vrijednost međudjelovanja genotipa i artritisa, p(g) – 
p vrijednost učinka genotipa, p(a) – p vrijednost učinka artritisa (dvosmjerna ANOVA). 
 

Slika 26. Analiza izražaja gena Mid1 na parafinskim rezovima koljenih zglobova 
postupkom in situ hibridizacije (ISH) RNA. Miševi divljeg tipa (WT) i miševi s 
izbačenim genom za receptor Fas (Fas –/–) žrtvovani su 10. dan nakon intra-artikularne 
injekcije metiliranog goveđeg serumskog albumina (mBSA, prema engl. methylated 
bovine serum albumin). ISH Mid1 mRNA provedena je korištenjem seta kemikalija 
RNAscope® na frontalnim rezovima koljena debljine 6 μm. Nakon blokiranja 
endogenih peroksidaza i razotkrivanja ciljnih molekula, preparati su inkubirani s 
probama, te uzastopnim dodavanjem 6 otopina proba za pojačanje signala. Zadnja 
hibridizirana proba konjugirana je s peroksidazom hrena (HRP, prema engl. horseradish 
peroxidase). Vezivanje probe stoga u prisutnosti H2O2 oksidacijom prevodi supstrat 
3,3′-diaminobenzidin (DAB) u smeđi precipitat (žute strelice). Jezgre su obojene 
hematoksilinom. Mjerna oznaka: 50 μm. 
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Slika 27. Izražaj bjelančevine Mid1 u zglobovima miševa divljeg tipa (WT) i miševa s izbačenim genom za 
receptor Fas –/–. Miševi su žrtvovani na 10. dan nakon intra-artikularne injekcije metiliranog goveđeg serumskog 
albumina (mBSA, prema engl. methylated bovine serum albumin) u skupini miševa s artritisom (AIA, prema engl. 
antigen induced arthritis) ili otopine fosfatnog pufera (PBS, prema engl. phosphate buffered saline) u skupini 
neimuniziranih miševa (NI). Za izolaciju bjelančevina iz tkiva koljena, koljeni zglobovi su izolirani presijecanjem 
tibijalnih i femoralnih epifiznih hrskavica, te je nakon uklanjanja mišićnog tkiva koljeno odmah stavljeno u 600 μl 
pufera za lizu stanica s inhibitorima proteaza i fosfataza. Tkivo je usitnjeno u homogenizatoru te potom stanice lizirane 
sonikacijom. Količina bjelančevine Mid1 u uzorcima je procijenjena postupkom western-blot. (A) Nakon inkubacije s 
primarnim i sekundarnim protutijelima je kemiluminiscencijom određen signal njihovog vezivanja na membranu. (B) 
Relativna količina bjelančevine Mid1 je određena u odnosu na količinu ukupnih bjelančevina u uzorku. U svakoj 
pokusnoj skupini su 3 životinje. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost ± standardna devijacija (SD). p(gxa) - p 
vrijednost međudjelovanja genotipa i artritisa, p(g) – p vrijednost učinka genotipa, p(a) – p vrijednost učinka artritisa 
(dvosmjerna ANOVA). 
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5.8. Izražaj gena Mid1 tijekom artritisa potaknutog antigenom i njegova povezanost s 

izražajem proupalnih citokina i intenzitetom artritisa 

Budući da je uloga Mid1 ranije opisana u bolestima posredovanim imunosnim sustavom, 

poput alergijske upale dišnih puteva i eksperimentalnog eozinofilnog ezofagitisa (288, 289), 

te nizvodna uloga Mid1 u signalizaciji TNF-vezanog liganda koji inducira apoptozu (TRAIL, 

prema engl. TNF-related apoptosis-inducing ligand liganda) iz obitelji liganda smrtonosnih 

receptora (288) nastavak istraživanja usmjeren je na ulogu Mid1 u posredovanju lokalnog 

upalnog oštećenja u AIA. Prvi korak bio je određivanje vremenskog obrazasca izražaja Mid1 

u koljenim zglobovima tijekom AIA. Izražaj gena Mid1 i upalnog citokina IL-1β određen je 

postupkom qPCR 3., 10. i 21. dan poslije primarne imunizacije te 3. te 7. dan poslije i.a. 

injekcije, odnosno 24. i 28. dan poslije primarne imunizacije.. Također je analizirana 

povezanost izražaja gena Mid1 s izražajem proupalnih citokina IL-1β, IL-6 i TNF-α te 

promjerom koljena 10. dan nakon izazivanja artritisa, odnosno 31. dan nakon primarne 

imunizacije.  

Nakon i.a. injekcije antigena izražaj gena Mid1 u koljenima se značajno povećava (p<0,05, 

ANOVA, Slika 28A) rano u početku bolesti, 3. dan poslije izazivanja artritisa, a prema kraju 

akutne faze, 7. dan poslije izazivanja artritisa, izražaj se smanjuje, ali je još uvijek povišen u 

odnosu na izražaj u imuniziranih miševa prije i.a. injekcije ili u neimuniziranih miševa (Slika 

28A). Izražaj gena Mid1 se 3., 10. i 21. dan poslije primarne imunizacije značajno ne 

razlikuje od izražaja u koljenima neimuniziranih miševa (Slika 28A). Obrazac izražaja Mid1 

slijedi obrazac izražaja citokina IL-1β tijekom AIA (Slika 28 B).  

Izražaj gena Mid1 je 10. dan artritisa, značajno pozitivno povezan s promjerom koljena 

(ρ=0,68, p=0,03, korelacija ranga) te izražajem gena IL-1β (ρ=0,78, p=0,01, korelacija 

ranga), TNF-α (ρ=0,71, p=0,02, korelacija ranga) te IL-6 (ρ=0,70, p=0,03, korelacija ranga) 

(Slika 28C).  
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 Slika 28. Izražaj gena Mid1 tijekom artritisa potaknutog antigenom i njegova povezanost s izražajem proupalnih 
citokina i zglobnom oteklinom. Miševi divljeg tipa (WT) žrtvovani 3., 10. i 21. dan poslije primarne imunizacije i 3., 7. 
i 10. dan poslije intra-artikularne injekcije, odnosno 24., 28. i 31. dan poslije primarne imunizacije. Pri žrtvovanju su 
koljeni zglobovi izolirani presijecanjem tibijalnih i femoralnih epifiznih hrskavica. Nakon uklanjanja mišićnog tkiva 
koljeno je prebačeno u 1 ml reagensa TRIzol te usitnjeno pomoću homogenizatora za tvrda tkiva. Skupina 
neimuniziranih (NI) miševa divljeg tipa korištena je kao kontrolna skupina. (A) Izražaj Mid1 i (B) IL-1β procijenjen 3., 
10. i 21. dan poslije primarne imunizacije i 3. te 7. dan poslije intra-artikularne injekcije, odnosno 24. i 28. dan poslije 
primarne imunizacijepostupkom kvantitativne lančane reakcije polimeraze (qPCR). (C) Povezanost izražaja gena Mid1 s 
izražajem IL-1β, IL-6 i TNF-α i promjerom koljena 10. dan nakon izazivanja artritisa, odnosno 31. dan nakon primarne 
imunizacije. Relativna količina RNA u uzorku izračunata je pomoću standardne krivulje za određeni gen napravljene 
pomoću pet serijskih razrjeđenja kalibracijskog uzoraka analiziranog tkiva. Relativna količina RNA u uzorku izražena je 
u odnosu na količinu RNA gena β aktin. Pokusi su ponovljeni tri puta s minimalno 3 miša u svakoj pokusnoj skupini, a 
prikazani su rezultati reprezentativnog pokusa. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost ± standardna devijacija (SD, 
A,B). Za analizu povezanosti primijenjena je korelacija ranga, pomoću koje je izračunat Spearmanov koeficijent (ρ) i p 
vrijednosti. * p<0,05 (ANOVA). 
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5.9. Izražaj Mid1 u koljenima mužjaka miševa WT u artritisu potaknutom antigenom 

S obzirom na to da se gen Mid1 nalazi na kromosomu X te da su prethodni pokusi provedeni 

na ženkama, proveden je i set pokusa na mužjacima miševa WT da bi se isključio spolni 

dimorfizam i utvrdilo pojačava li se izražaj gena Mid1 u mužjaka miševa WT s artritisom. 

Miševi su žrtvovani 10. dan nakon i.a. injekcije mBSA ili pufera PBS, pri čemu je pomičnim 

mjerilom izmjeren promjer koljena, a koljena su uzeta za izolaciju RNA i procjenu izražaja 

gena Mid1 postupkom qPCR .  

Mužjaci s artritisom imali su značajno povećan promjer koljena (3,83±0,2 mm) u odnosu na 

neimunizirane kontrolne miševe (3,56±0,19 mm, p=0,015, t test, Slika 29A). Izražaj gena 

Mid1 bio je je značajno veći u mužjaka WT s artritisom u odnosu na neimuniziranu kontrolnu 

skupinu (p=0,007, t test, Slika 29A).  

 

 

Slika 29. Procjena artritisa i izražaja gena Mid1 u koljenima mužjaka 
miševa divljeg tipa (WT) u artritisu potaknutom antigenom. Miševi 
divljeg tipa (WT) su žrtvovani 10. dan nakon intra-artikularne injekcije 
metiliranog goveđeg serumskog albumina (mBSA, prema engl. methylated 
bovine serum albumin) u skupini miševa s artritisom (AIA, prema engl. 
antigen induced arthritis) ili otopine fosfatnog pufera (PBS, prema engl. 
phosphate buffered saline) u skupini neimuniziranih miševa (NI). (A) Pri 
žrtvovanju je nakon odizanja kože kaliperom izmjeren promjer lijevog i 
desnog koljena. Mjerenje je za svaki zglob ponovljeno tri puta, a za analizu 
je korištena srednja vrijednost. (B) Za izolaciju RNA iz tkiva koljena, 
zglobovi su izolirani presijecanjem tibijalnih i femoralnih epifiznih 
hrskavica, te je nakon uklanjanja mišićnog tkiva koljeno prebačeno u 1 ml 
reagensa TRIzol te usitnjeno pomoću homogenizatora za tvrda tkiva. 
Izražaj gena Mid1 procijenjen je postupkom kvantitativne lančane reakcije 
polimeraze (qPCR). Relativna količina RNA u uzorku izračunata je 
pomoću standardne krivulje za određeni gen napravljene pomoću pet 
serijskih razrjeđenja kalibracijskog uzoraka analiziranog tkiva. Relativna 
količina RNA u uzorku izražena je u odnosu na relativnu količinu RNA 
gena β aktin. Pokusi su ponovljeni tri puta s minimalno 4 miša u svakoj 
pokusnoj skupini, a prikazani su rezultati reprezentativnog pokusa. 
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost ± standardna devijacija (SD). 
* p<0,05 (t test). 
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5.10. Učinak inhibicije Mid1 na upalna zbivanja in vivo i in vitro 

S obzirom na dosadašnja istraživanja vezana uz izražaj Mid1 u upalnim bolestima, te na 

rezultate koji su pokazali povećanje izražaja gena Mid1 u miševa WT s resorptivnom 

artritisom u odnosu na miševe Fas –/– s neresorptivnim artritisom, te na činjenicu da do 

povećanja izražaja Mid1 dolazi neposredno nakon izazivanja artritisa, pretpostavka je da će 

inhibicija djelovanja Mid1 ublažiti artritis potaknut antigenom. Stoga je u četvrtoj fazi prvo u 

uvjetima in vitro procijenjen učinak inhibicije Mid1 na upalom potaknut izražaj proupalnih 

citokina u stanicama koštane srži. Potom je u dva seta pokusa in vivo na miševa WT 

procijenjen učinak inhibicije Mid1 na tijek artritisa potaknutog antigenom. U prvom setu 

pokusa Mid1 je inhibiran na razini mRNA, utišavanjem gena pomoću siRNA, a u drugom 

setu na razini bjelančevine, primjenom metformina.  

5.10.1. Učinak inhibicije Mid1 na izražaj proupalnih citokina u upalno 

potaknutim stanicama koštane srži  

Vezanje Mid1 za regulacijsku podjedinicu PP2A uzrokuje njenu ubikvitinilaciju i 

proteasomsku razgradnju. PP2A djeluje protuupalno, te je poticanje njene razgradnje 

pretpostavljeni mehanizam kojim Mid1 podržava upalu (288, 289). Stoga je učinak inhibicije 

interakcije između Mid1 i PP2A procijenjen in vitro, određivanjem izražaja proupalnih 

citokina u kulturi mišjih stanica koštane srži, koje su upalno potaknute pomoću bakterije 

Mycobacterium tuberculosis inaktivirane visokom temperaturom. M. tuberculosis aktivira 

receptor TLR2, a koristi se kao dio CFA u izazivanju artritisa. Djelovanje Mid1 je blokirano 

pomoću metformina ili peptida GSK'364A koji inhibiraju interakciju Mid1-PP2A (290, 291). 

Da bi potvrdili djelovanje Mid1 na PP2A, nakon primjene peptida GSK'364A set zdenaca je 

tretiran i inhibitorom aktivnosti PP2A LB-100. Izražaj gena za IL-1β i TNF-α je u 

neaktiviranim stanicama relativno nizak (Slika 30). U neaktiviranim stanicama tretiranim 

metforminom dolazi do blagog neznačajnog povećanja IL-1β, dok se u stanicama tretiranim 

peptidom GSK'364A blago statistički značajno povećava izražaj IL-1β u odnosu na 

netretirane neaktivirane stanice (p<0,05, Kruskal-Wallis test, Slika 30). Izražaj TNF-α ne 

mijenja se nakon tretiranja stanica metforminom ili peptidom GSK'364A (Kruskal-Wallis 

test, Slika 30). Inhibicija aktivnosti PP2A dodavanjem LB-100 dovodi do statistički 

značajnog porasta izražaja gena IL-1β i TNF-α u odnosu na netretirane neaktivirane stanice 

(p<0,05, Kruskal-Wallis test, Slika 30). 
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Netretirane stanice aktivirane s Mycobacterium tuberculosis u usporedbi s netretiranim 

neaktiviranim stanicama značajno jače izražavaju IL-1β i TNF-α (p<0,05, Kruskal-Wallis 

test, Slika 34). Metformin značajno smanjuje izražaj IL-1β i TNF-α u aktiviranim stanicama 

(p<0,05, Kruskal-Wallis test, Slika 30), a peptid GSK'364 značajno smanjuje izražaj IL-1β 

(p<0,05, Kruskal-Wallis test, Slika 30) ali ne i izražaj izražaj TNF-α (Kruskal-Wallis test, 

Slika 30). LB-100 je u aktiviranim stanicama tretiranim peptidom GSK'364 značajno 

povećao izražaj IL-1β i TNF-α u odnosu na stanice tretirane samo peptidom GSK'364 ili 

metforminom. Izražaj IL-1β povećao se do razine u aktiviranim netretiranim stanicama, a 

izražaj TNF-α i iznad te razine (p<0,05, Kruskal-Wallis test, Slika 30).  

 

 

 

 

 

Slika 30. Učinak inhibicije međudjelovanja Mid1 i proteinske fosfataze 2A (PP2A) na izražaj proupalnih citokina 
u kulturi mišjih stanica koštane srži, aktiviranih bakterijom Mycobacterium tuberculosis inaktiviranom visokom 
temperaturom. Stanice koštane srži dobivene su ispuhivanjem koštane srži bedrene i goljenične kosti miševa divljeg 
tipa medijem α-MEM te su zasijane u pločicu sa 96 zdenaca u gustoći 106 stanica/200 µL medija α-MEM obogaćenog s 
10% fetalnog goveđeg seruma (FBS, prema engl. fetal bovine serum), 100 U/mL penicilina i 100 U/mL streptomicina. 
Stanice su tretirane s 20 mM metformina ili 20 µM peptida GSK'364A (GSK) ili 20 µM peptida GSK'364A u 
kombinaciji sa 2,5 µM LB-100. Stanice su potom inkubirane 1h na 37 °C uz 5% C02, nakon čega su aktivirane 
dodavanjem 2 µg/mL bakterije Mycobacterium tuberculosis inaktivirane visokom temperaturom (M.Tbc) te inkubirane 
preko noći na 37 °C uz 5% C02. Izražaj gena za IL-1β i TNF-α određen je postupkom kvantitativne lančane reakcije 
polimeraze (qPCR). Relativna količina RNA u uzorku izračunata je pomoću standardne krivulje za određeni gen 
napravljene pomoću pet serijskih razrjeđenja kalibracijskog uzoraka analiziranih stanica. Relativna količina RNA u 
uzorku izražena je u odnosu na količinu RNA gena za β-aktin. U svaka pokusna skupina sastoji se od četiri uzorka 
dobivenih združivanjem stanica dvaju zdenaca. Prikazani su rezultati reprezentativnog pokusa, koji je ponovljen tri puta. 
Relativna količina IL-1β mRNA je prikazana kao srednja vrijednost ± standardna devijacija (SD), a TNF-α kao medijan ± 
interkvartilni raspon (IQR, prema engl. interquartile range). * p<0,05 u odnosu na neaktivirane netretirane stanice, ** 
p<0,05 u odnosu na aktivirane netretirane stanice (Kruskal-Wallis test, post hoc test). 
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5.10.2. Učinak utišavanja gena Mid1 in vivo na tijek artritisa potaknutog 

antigenom 

Za inhibiciju Mid1 in vivo na razini gena odabrana je siRNA, koja je primijenjena 

neposredno nakon indukcije artritisa. Proveden je set pokusa u kojima je siRNA primijenjena 

i.a. te pokus u kojem je siRNA primijenjena i.v.. 

Intraartikularno je siRNA primijenjena 1. i 2. dan nakon i.a. injekcije mBSA, odnosno 22. i 

23. dan nakon primarne imunizacije (Slika 31A). Ovakav način primjene odabran je zbog 

najizrazitijeg povećanja izražaja gena Mid1 rano u tijeku artritisa, a da bi se izbjeglo 

oštećenje zgloba brojnim i.a. injekcijama miševi su žrtvovani 3. dan artritisa (24. dan nakon 

primarne imunizacije), kad je izmjeren promjer koljena. Za potvrdu utišavanja gena Mid1 te 

za procjenu upalne aktivnosti, u tkivnim ekstraktima koljena je postupkom qPCR određen 

izražaj gena Mid1, IL-1β i TNF-α. Uz miševe u kojima je Mid1 ili kontrolna siRNA injicirana 

pomoću sustava za primjenu in vivo (jet-PEI), u ovome setu pokusa korištena je i skupina 

miševa s artritisom kojima je injicirana samo Mid1 siRNA, kako bih se procijenilo djelovanje 

sustava jet-PEI. Izražaj gena Mid1 bio je značajno smanjen u koljenima miševa injiciranih s 

Mid1 siRNA u kompleksima sa jet-PEI, u odnosu na miševa injicirane s kontrolnom siRNA u 

kompleksima sa jet-PEI te miševe injicirane s Mid1 siRNA bez jet-PEI (p=0,027, ANOVA, 

Slika 31C). Unatoč tome, promjer koljena, kao ni izražaj gena IL-1β i TNF-α nisu se značajno 

razlikovali među pokusnim skupinama (ANOVA, Slika 31B, D).  

U setu pokusa u kojima je siRNA primijenjena i.v., miševima je injicirana siRNA uz jet-PEI 

na dan i.a. injekcije mBSA i dva dana poslije toga, odnosno 21. i 23. dan nakon primarne 

imunizacije (Slika 32A). Miševi su žrtvovani 3. dan artritisa (24. dan nakon primarne 

imunizacije), kad je izmjeren promjer koljena. Za potvrdu lokalnog utišavanja gena Mid1 

uzeti su tkivni ekstrakti koljena, a za procjenu sustavnog utišavanja gena Mid1 uzorci pluća i 

jetre. Izražaj gena Mid1 procijenjen je postupkom qPCR. U ovome setu pokusa korišteni su 

samo miševi injicirani Mid1 siRNA i kontrolnom siRNA u kompleksima sa jet-PEI, jer je u 

prethodnom setu pokusa potvrđena nedjelotvornost siRNA primjenjene samostalno. 

Sustavnom primjenom Mid1 siRNA nije se smanjio izražaj Mid1 u koljenim zglobovima u 

odnosu na miševe injicirane kontrolnom siRNA i netretirane miševe te nije bilo razlike u 

promjeru koljena miševa injiciranih s Mid1 siRNA i kontrolnom siRNA (t test, Slika 32A). 

Stoga, sustavna primjena Mid1 siRNA nije postigla smanjenje intenziteta artritisa (t test, 
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Slika 32B). Sustavna primjena nije imala učinka ni na izražaja gena Mid1 u jetri (t test, Slika 

32D) i plućima (t test, Slika 32E).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 31. Učinak utišavanja gena Mid1 in vivo na razvoj artritisa potaknutog antigenom (AIA, prema engl. antigen 
induced arthritis) pomoću lokalne primjene male interferirajuće RNA (siRNA, prema engl. small interfering RNA). 
(A) Miševi divljeg tipa (WT) su 1. i 2. dan nakon intra-artikularne (i.a.) injekcije metiliranog goveđeg serumskog 
albumina (mBSA, prema engl. methylated bovine serum albumin), odnosno 22. i 23. dan nakon primarne imunizacije sa 
mBSA potkožno (s.c) injicirane u potpunom Freundovom adjuvansu (CFA, prema engl. complete Freund's adjuvant), i.a. 
injicirani sa siRNA, te žrtvovani 3. dan nakon i.a. injekcije mBSA, odnosno 24. dan nakon primarne imunizacije. U dvije 
pokusne skupine je Mid1 ili kontrolna (neg ctrl) siRNA injicirana u sustavu za primjenu in vivo (jet-PEI), dok je jednoj 
pokusnoj skupini injicirana samo Mid1 siRNA. (B) Pri žrtvovanju je nakon odmicanja kože kaliperom izmjeren promjer 
lijevog i desnog koljena. Mjerenje je za svaki zglob ponovljeno tri puta, a za analizu je korištena srednja vrijednost. (C, D) 
Za izolaciju RNA iz tkivnih ekstrakata koljena, koljeni zglobovi su izolirani presijecanjem tibijalnih i femoralnih epifiznih 
ploča, te je nakon uklanjanja mišićnog tkiva koljeno prebačeno u 1 ml reagensa TRIzol te usitnjeno pomoću 
homogenizatora za tvrda tkiva. Izražaj gena (C) Mid1 te (D) IL-1β i TNF-α procijenjen je postupkom kvantitativne 
lančane reakcije polimeraze (qPCR). Relativna količina RNA u uzorku izračunata je pomoću standardne krivulje za 
određeni gen napravljene pomoću pet serijskih razrjeđenja kalibracijskog uzoraka analiziranih stanica. Relativna količina 
RNA u uzorku izražena je u odnosu na relativnu količinu RNA gena β aktin. Pokusi su ponovljeni tri puta s prosječno 3 
miša u svakoj pokusnoj skupini, a prikazani su rezultati reprezentativnog pokusa.. Rezultati su prikazani kao srednja 
vrijednost ± standardna devijacija (SD). * p<0,05 ( ANOVA). 
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Slika 32. Učinak utišavanja gena Mid1 in vivo na razvoj artritisa potaknutog antigenom (AIA, prema engl. antigen 
induced arthritis) pomoću sustavne primjene male interferirajuće RNA (siRNA, prema engl. small interfering 
RNA). (A) Miševi divljeg tipa (WT) su na dan intra-artikularne (i.a.) injekcije metiliranog goveđeg serumskog albumina 
(mBSA, prema engl. methylated bovine serum albumin) i dva dana poslije toga, odnosno 21. i 23. dan nakon primarne 
imunizacije s mBSA potkožno (s.c) injiciranog u potpunom Freundovom adjuvansu (CFA, prema engl. complete Freund's 
adjuvant), intravenski (i.v.) injicirani sa siRNA, te žrtvovani 3. dan nakon i.a. injekcije mBSA, odnosno 24. dan nakon 
primarne imunizacije. Mid1 ili kontrolna (neg ctrl) siRNA injicirani su u sustavu za primjenu in vivo (jet-PEI). (B) Pri 
žrtvovanju je nakon odmicanja kože kaliperom izmjeren promjer lijevog i desnog koljena. Mjerenje je za svaki zglob 
ponovljeno tri puta, a za analizu je korištena srednja vrijednost. (C) Za izolaciju RNA iz tkivnih ekstrakata koljena, koljeni 
zglobovi su izolirani presijecanjem tibijalnih i femoralnih epifiznih ploča, te uklanjanjem mišićnog tkiva. Za izolaciju 
RNA iz tkiva koljena (D) jetre i (E) pluća, uzeti su komadi tkiva volumena 0,25 cm2. Izolirano tkivo je prebačeno u 1 ml 
reagensa TRIzol te usitnjeno pomoću homogenizatora za tvrda tkiva. Izražaj gena Mid1 procijenjen je postupkom 
kvantitativne lančane reakcije polimeraze (qPCR). Relativna količina RNA u uzorku izračunata je pomoću standardne 
krivulje za određeni gen napravljene pomoću pet serijskih razrjeđenja kalibracijskog uzoraka analiziranih stanica. 
Relativna količina RNA u uzorku izražena je u odnosu na relativnu količinu RNA gena β aktin. U pokusnim skupinama je 
4-5 pokusnih životinja. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost ± standardna devijacija (SD).  
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5.10.3. Učinak blokiranja bjelančevine Mid1 metforminom in vivo na tijek 

artritisa potaknutog antigenom 

Aktivnost bjelančevine Mid1 blokirana je peroralnom primjenom metformina tijekom cijelog 

indukcijskog protokola. Metformin je primijenjen u dozi od 1g/kg pomoću gastrične sonde, 

svaka 24 sata počevši dan poslije primarne imunizacije, do žrtvovanja 10. dan artritisa (31. 

dan nakon primarne imunizacije) (Slika 33A). Kontrolnoj skupini miševa na isti način je 

primijenjena voda. Intenzitet artritisa procijenjen je pregledom koljena i mjerenjem promjera 

koljena na dan žrtvovanja te histološki. Učinak metformina na lokalno koštano razaranje 

procijenjen je analizom distalnih femoralnih epifiza postupkom μ-CT. Izražaj gena Mid1 i 

prouplanih citokina IL-1β i TNF-α procijenjen je pomoću qPCR, a protočnom citometrijom je 

analiziran udio mijeloidnih stanica. 

U obje skupine miševa s artritisom promjer koljena bio je veći u odnosu na neimunizirane 

miševe (3,18±0,1 mm), međutim promjer koljena u miševa s artritisom tretiranih 

metforminom (3,36±0,12 mm) bio je značajno manji nego u netretiranih miševa s artritisom 

(3,69±0,21 mm, p<0,05, Kruskal-Wallis, Tukey-Kramer post hoc, Slika 33B). Broj bodova 

na ljestvici vizualne procjene artritisa (0-4 boda) bio je značajno manji u miševa s artritisom 

tretiranim metforminom (1[0-1]) u odnosu na netretirane miševe s artritisom (3[2-3], p<0,05, 

Kruskal-Wallis, Tukey-Kramer post hoc, Slika 33C). Nadalje, broj bodova u skupini 

neimuniziranih miševima (0[0-0]) bio je značajno manji u odnosu na obje skupine s 

artritisom (p<0,05, Kruskal-Wallis, Tukey-Kramer post hoc, Slika 33C). Međutim, histološka 

procjena artritisa nije pokazala značajne razlike između miševa s artritisom tretiranih 

metforminom i netretiranih miševa, odnosno u objema skupinama bili su prisutni znakovi 

zglobne upale (7,5[6-9]) u AIA i 6,8[5,25-8,5]) u AIA+metformin, Kruskal-Wallis, Tukey-

Kramer post hoc, Slika 33D). 

Međutim, usprkos histološki prisutnoj upali, udio volumena koštanih gredica u distalnim 

femoralnim epifizama je u miševa s artritisom tretiranim metforminom bio veći 

(42,3±3,12%) u odnosu na netretirane miševe s artritisom (36,98±5,8%), i nije se značajno 

razlikovao od udjela volumena gredica u neimuniziranih miševa (47,15±4,04%, ANOVA, 

Slika 34). Broj gredica je u miševa s artritisom tretiranim metforminom (0,35±0,01 /μm) bio 

značajno veći u odnosu na netretirane miševe s artritisom (0,32±0,02 /μm, ANOVA, Slika 

34), a debljina gredica je u obje skupine miševa s artritisom bila manje nego u skupini 

neimuniziranih miševa (1,38±0,07 μm u NI, 1,19±0,08 μm u AIA+metformin, 1,14±0,13 μm 
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u AIA). Razdvojenost gredica nije se značajno razlikovala među pokusnim skupinama 

(ANOVA, Slika 34). 

Prema očekivanjima, primjena metformina koji djeluje na razini bjelančevine u miševa s 

artritisom nije imala utjecaj na izražaj gena Mid1, koji je bio sličan izražaju u skupini 

netretiranih miševa s artritisom (Slika 35A). Primijećen je viši izražaj gena Mid1 u obje 

skupine s artritisom u odnosu na skupinu neimuniziranih miševa, razlika nije bila statistički 

značajna (Kruskal-Wallis test, Slika 35A).  

Izražaj gena za TNF-α bio je značajno manji u miševa s artritisom tretiranim metforminom u 

odnosu na netretirane miševe s artritisom (p<0,03, t test, Slika 35B), ali primjena metformina 

nije značajno smanjila izražaj proupalnih citokina IL-1β i IL-6 (t test, Slika 35B).  

Udio zglobnih mijeloidnih stanica je u miševa tretiranim metforminom bio manji (36,1±1,05) 

u odnosu na netretirane miševe s artritisom (46,77±11,94%), ali ova promjena nije dosegla 

razinu statističke značajnosti (p=0,06, t test, Slika 36). Količinu katalitičke podjedinice 

određivali smo u ograničenom broju uzoraka bjelančevina izoliranih iz tkiva koljena (n=3) te 

iako je vidljivo blaže povećnje količine katalitičke podjedinice enzima PP2A (PP2Ac) razlika 

nije dosegla razinu statističke značajnosti (t test, Slika 37). 
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Slika 33. Učinak metformina primjenjenog in vivo na intenzitet artritisa potaknutog antigenom (AIA, prema engl. 
antigen induced arthritis). (A) Metformin je u miševa divljeg tipa primijenjen u dozi od 1g/kg pomoću gastrične sonde, u 
200 μl vode, svakih 24 sata počevši dan poslije primarne imunizacije s metiliranim goveđim serumskim albuminom 
(mBSA, prema engl. methylated bovine serum albumin) potkožno (s.c) injiciranim u potpunom Freundovom adjuvansu 
(CFA, prema engl. complete Freund's adjuvant), do žrtvovanja 10. dan nakon intra-artikularne (i.a.) injekcije mBSA, 
odnosno 31. dan nakon primarne imunizacije. Kontrolnoj skupini miševa s artritisom (AIA) je tijekom imunizacijskog te 
indukcijskog protokola na isti način pomoću gastrične sonde primijenjena voda. Skupina neimuniziranih (NI) miševa 
divljeg tipa korištena je kao kontrola. (B) Pri žrtvovanju je nakon odizanja kože kaliperom izmjeren promjer lijevog i 
desnog koljena. Mjerenje je za svaki zglob ponovljeno tri puta, a za analizu je korištena srednja vrijednost. (C) Vizualna 
procjena artritisa pregledom provedena je za lijevo i desno koljeno prema sljedećem sustavu bodovanja: 0-nema upale, 1-
blago lokalizirano zamućenje zglobne ovojnice, 2- blaža zglobna oteklina, gubitak konture patelarnog ligamenta, 3-jasna 
oteklina oteklina zgloba difuzno zamućenje ovojnice 4 -jaka oteklina zgloba s vidljivom deformacijom. (D) Histološka 
procjena artritisa napravljena je na frontalnim rezovima koljena debljine 6 μm obojenim postupkom Goldner Masson 
trikrom i toluidinskom plavilom. Prema ljestvici prikazanoj u Tablici 1 su sa 0-3 boda u svakom koljenom zglobu 
procijenjena 4 paramentra: celularnost sinovije, eksudat u zglobnom prostoru te oštećenje zglobne hrskavice i kosti. 
Zbrajanjem bodova pojedinih parametra zglobne upale izračunat je ukupni zbroj bodova, koji maksimalno iznosi 12. 
Pokusi su ponovljeni tri puta s najmanje 3 miša u svakoj pokusnoj skupini, a prikazani su rezultati reprezentativnog 
pokusa. Vrijednosti pomjera koljena su prikazane kao srednja vrijednost ± standardna devijacija (SD) te broj bodova kao 
medijan ± interkvartilni raspon (IQR, prema engl. interquartile range). * p<0,05 (Kruskal-Wallis test, Tukey-Kramer post 
hoc test). 
 



    

 113 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 34. Učinak metformina primjenjenog in vivo u tijeku artritisa potaknutog antigenom (AIA, prema engl. 
antigen induced arthritis) na subhondralnu kost procijenjenu mikro-kompjutoriziranom tomografijom (µ-CT) . (A) 
Metformin je u miševa divljeg tipa primijenjen u dozi od 1g/kg pomoću gastrične sonde, u 200 μl vode, svakih 24 sata 
počevši dan poslije primarne imunizacije s metiliranim goveđim serumskim albuminom (mBSA, prema engl. methylated 
bovine serum albumin) potkožno (s.c) injicirane u potpunom Freundovom adjuvansu (CFA, prema engl. complete 
Freund's adjuvant), do žrtvovanja 10. dan nakon intra-artikularne (i.a.) injekcije mBSA, odnosno 31. dan nakon primarne 
imunizacije. Kontrolnoj skupini miševa s artritisom (AIA) je tijekom imunizacijskog te indukcijskog protokola pomoću 
gastrične sonde je primijenjena voda. Skupina neimuniziranih (NI) miševa divljeg tipa korištena je kao kontrola. Koljena 
su snimljena uređajem SkyScan 1076 (Bruker, Kontich, Belgija) na svakih 0.4° rotacije izvora, uz rezoluciju 9 µm, i 
aluminijski filter debljine 0.5 mm, napon 50 kV te jakost struje 200 μA. Snimke su rekonstruirane pomoću programa 
NRecon (Bruker) te analizirane pomoću programa CTAn (Bruker). U odsječku duljine 300 µm, između epifizne hrskavice  
i visine razdvajanja femoralnih kondila određeni su udio volumena (BV/TV, prema engl. bone volume/total volume, %) te 
broj (Tb.N, prema engl. trabecular number, /mm), debljina (Tb.Th, prema engl. trabecular thickness, µm) i razdvojenost 
(Tb.Sp, prema engl. trabecular separation, µm) koštanih gredica. Prikazani su združeni rezultati 2 pokusa, a najmanji broj 
miševa po skupini je 8. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost ± standardna devijacija (SD). * p<0,05 (one-way 
ANOVA, Tukey-Kramer post hoc test). 
 

Slika 35. Učinak metformina primjenjenog in vivo u tijeku artritisa potaknutog antigenom (AIA, prema engl. 
antigen induced arthritis) na izražaj gena Mid1, IL-1β i TNF-α. (A) Metformin je u miševa divljeg tipa primijenjen u 
dozi od 1g/kg pomoću gastrične sonde, u 200 μl vode, svakih 24 sata počevši dan poslije primarne imunizacije s 
metiliranim goveđim serumskim albuminom (mBSA, prema engl. methylated bovine serum albumin) potkožno (s.c) 
injicirane u potpunom Freundovom adjuvansu (CFA, prema engl. complete Freund's adjuvant), do žrtvovanja 10. dan 
nakon intra-artikularne (i.a.) injekcije mBSA, odnosno 31. dan nakon primarne imunizacije. Kontrolnoj skupini miševa s 
artritisom (AIA) je tijekom imunizacijskog te indukcijskog protokola pomoću gastrične sonde je primijenjena voda. Za 
izolaciju RNA iz tkiva koljena, zglobovi su izolirani presijecanjem tibijalnih i femoralnih epifiznih hrskavica, te je nakon 
uklanjanja mišićnog tkiva koljeno odmah stavljeno u 1ml reagensa TRIzol te usitnjeno pomoću homogenizatora za tvrda 
tkiva. Izražaj gena (A) Mid1 te (B) IL-1β i TNF-α i IL-6 procijenjen je postupkom kvantitativne lančane reakcije 
polimeraze (qPCR). Relativna količina RNA u uzorku izračunata je pomoću standardne krivulje za određeni gen 
napravljene pomoću pet serijskih razrjeđenja kalibracijskog uzoraka analiziranih stanica. Relativna količina RNA u 
uzorku izražena je u odnosu na količinu RNA β actin gena. U svakoj pokusnoj skupini su 3 životinje. Rezultati su 
prikazani kao srednja vrijednost ± standardna devijacija (SD). p, t test. 
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Slika 36. Učinak metformina primjenjenog in vivo u tijeku artritisa 
potaknutog antigenom (AIA, prema engl. antigen induced arthritis) na 
udio mijeloidnih stanica u zglobnom odjeljku. (A) Metformin je u miševa 
divljeg tipa primijenjen u dozi od 1g/kg pomoću gastrične sonde, u 200 μl 
vode, svakih 24 sata počevši dan poslije primarne imunizacije s metiliranim 
goveđim serumskim albuminom (mBSA, prema engl. methylated bovine 
serum albumin) potkožno (s.c) injicirane u potpunom Freundovom adjuvansu 
(CFA, prema engl. complete Freund's adjuvant), do žrtvovanja 10. dan nakon 
intra-artikularne (i.a.) injekcije mBSA, odnosno 31. dan nakon primarne 
imunizacije. Kontrolnoj skupini miševa s artritisom (AIA) je tijekom 
imunizacijskog te indukcijskog protokola pomoću gastrične sonde je 
primijenjena voda. Nakon pripreme jednostanične suspenzije, stanice su 
obilježene protutijelima konjugiranima fluorescentnim bojama usmjerenim 
na mijeloidne biljege. Udio CD11b+Gr-1+ stanica određen je u populaciji 
živih (7AAD-) stanica. U svakoj eksperimentalnoj skupini su najmanje 3 
pokusne životinje. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost ± 
standardna devijacija (SD). p, t test.  
 

Slika 37. Učinak metformina primjenjenog in vivo u tijeku artritisa 
potaknutog antigenom (AIA, prema engl. antigen induced arthritis)na 
količinu katalitičke podjedinice proteinske fosfataze 2A (PP2Ac) u 
koljenim zglobovima. Metformin je u miševa divljeg tipa primijenjen u dozi 
od 1g/kg pomoću gastrične sonde, u 200 μl vode, svakih 24 sata počevši dan 
poslije primarne imunizacije s metiliranim goveđim serumskim albuminom 
(mBSA, prema engl. methylated bovine serum albumin) potkožno (s.c) 
injicirane u potpunom Freundovom adjuvansu (CFA, prema engl. complete 
Freund's adjuvant), do žrtvovanja 10. dan nakon intra-artikularne (i.a.) 
injekcije mBSA, odnosno 31. dan nakon primarne imunizacije. Kontrolnoj 
skupini miševa s artritisom (AIA) je tijekom imunizacijskog te indukcijskog 
protokola pomoću gastrične sonde je primijenjena voda. Za izolaciju 
bjelančevina iz tkiva koljena, zglobovi su izolirani presijecanjem tibijalnih i 
femoralnih epifiznih hrskavica, te je nakon uklanjanja mišićnog tkiva koljeno 
odmah stavljeni 600 μl pufera za lizu stnanica obogaćenog s inhibitorima 
proteaza i fosfataza. Tkivo je usitnjeno u homogenizatoru te su potom stanice 
lizirane sonikacijom. Količina PP2Ac u uzorcima je procijenjena metodom 
western blot. Relativna količina PP2Ac je određena u odnosu na količinu 
ukupnih bjelančevina u uzorku. U svakoj pokusnoj skupini su 3 životinje. 
Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost ± standardna devijacija (SD). 
p, t test. 
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6. Rasprava 

6.1. Ublaženi oblik artritisa potaknutog antigenom u miševa Fas –/– obilježavaju 

promjene u staničnom sastavu zglobnog odjeljka  

Rezultati ovoga istraživanja potvrđuju ulogu funkcionalnog receptora Fas u mišjem artritisu 

potaknutom antigenom te pobliže određuju stanične populacije koje mijenjaju tijek artritisa u 

miševa Fas –/–.  

Uz našu istraživačku skupinu, ublažavajući učinak nedostatka sustava Fas/FasL u različitim 

pokusnim modelima artritisa pokazale su i druge skupine. Tu-Rapp i sur. pokazali su da 

miševi lpr soja DBA/J1 razvijaju blaži oblik CIA (280), koji nastaje zbog poremećenog 

proupalnog odgovora makrofaga na aktivaciju receptora za IL-1 i receptora TLR4, čime je u 

tim stanicama smanjena aktivacija signalnog puta NFκB (281). Nadalje, pokazano je, da 

inaktivacija receptora Fas u stanicama mijeloidne loze skraćuje kroničnu fazu artritisa K/BxN 

(282). Ublažavajući učinak nedostatka sustava Fas/FasL opisan je i u modelima drugih 

autoimunosnih bolesti, primjerice u pokusnom autoimunosnom encefalomijelitisu (283) te 

modelu dijabetesa tipa I (284). Ove studije upućuju na važnost receptora Fas u poticanju 

autoimunosnog zbivanja djelovanjem na stanice imunosnog sustava. Pored učinka na stanice 

imunosnog sustava, sustav Fas/FasL može potaknuti i autoimunosno oštećenje tkiva u 

artritisu izravnim djelovanjem na kost i hrskavicu, primjerice izazivajući apoptozu kondrocita 

(279). Naša istraživačka skupina detaljno je karakterizirala ublaženi oblik AIA u miševa s 

genskom inaktivacijom receptora Fas (200) te opisala smanjenu apoptozu sinovijalnih 

koštano-hrskavičnih prethodnika kao jedan od mehanizama suprotstavljanja zglobnom 

oštećenju u tih miševa (141). Ovi rezultati u skladu su s rezultatima ranijih studija koje su 

opisale važnost sustava Fas/FasL u nadzoru nad koštanom homeostazom (231, 251-253).  

S druge strane, opisani su i suprotni učinci sustava Fas/FasL na artritis i druge autoimunosne 

bolesti. Primjerice, narušena periferna tolerancija u miševa s inaktivacijom receptora i 

liganda Fas dovodi do nakupljanja autoprotutijela (190, 193, 202), te u lpr i gld miševa 

temeljnog soja MRL čak do razvoja artritisa (326, 327). Na apoptozu posredovanu 

receptorom Fas osjetljivi su sinovijalni fibroblasti, koji u RA zglobu podržavaju upalu i 

koštanu resorpciju (30, 35, 36, 285), te bi aktivacija receptora Fas u tim stanicama mogla 

imati povoljno djelovanje na tijek artritisa (285).  
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Razlike u rezultatima dosadašnjih istraživanja mogu se pripisati širokom izražaju receptora 

Fas na različitim tipovima stanica, pri čemu je poznato da njegova aktivacija može, ovisno o 

tipu stanice, stadiju sazrijevanja i okolišu u kojem se nalazi, aktivirati različite signalne 

puteve. Stoga je za točno definiranje uloge receptora Fas u artritisu ključno razjasniti njegovu 

ulogu u pojedinim staničnim populacijama uključenim u patogenezu RA te definirati lozno-

specifične signalne puteve i molekularne posrednike uključene u prijenos signala. S obzirom 

da je koštano oštećenje u artritisu jedan od glavnih čimbenika koji uvjetuje razvoj trajnih 

deformacija, u ovom istraživanju smo se koncentrirali ne samo na međuodnos pojedinih 

staničnih populacija sa zglobnom upalom već i na njihov odnos s lokalnim oštećenjem kosti. 

Lokalni gubitak kosti karakterističan je za RA, a manifestira se koštanim erozijama, odnosno 

fokalnim gubitkom kosti te periartikularnom osteopenijom (116). Uz lokalno oštećenje, 

gubitak kosti u RA odvija i na sustavnoj razini (116), a taj se gubitak pripisuje visokim 

koncentracijama proupalnih citokina, i pojavljuje se i u tijeku drugih autoimunosnih bolest 

(145). Lokalni gubitak koštanih gredica se u životinjskim modelima artritisa standardno 

procjenjuje u metafizama kostiju uz zahvaćeni zglob, no prema istraživanjima provedenim na 

mišjem modelu AIA u našem laboratoriju, u kojima su uspoređivani imunizirani kontrolni 

miševi s neimuniziranim miševima se osteopenija u metafizama razvija kao posljedica 

imunizacije, neovisno o postojanju artritisa, te je prema tome po nastanku slična sustavnoj 

osteopeniji koja prati autoimunosne bolesti (328). Međutim, lokalno koštano razaranje na 

koje se usredotočuje ovo istraživanje posljedica je lokalnih patoloških zbivanja koja su 

specifična za RA, a u modelu AIA bolje ga odražava stanje koštanih gredica u distalnim 

epifizama bedrenih kostiju (328).  

Epifizne koštane promjene u miševa divljega tipa s AIA dobro odražavaju resorptivne 

promjene koje se pojavljuju u RA, dok su miševi Fas –/– zaštićeni od gubitka subhondralne 

kosti. Jedan od mogućih mehanizama je smanjen broj ili aktivnost stanica imunosnog sustava 

te posljedično smanjeno lučenje upalnih posrednika, koji potiču koštanu resorpciju, dok je 

drugi mehanizam izostanak apoptoze koštanih stanica ili njihovih prethodnika. U zglobu 

zahvaćenom artritisom nalaze se brojne stanične populacije, primjerice stanice imunosnog 

sustava i upalno promijenjeni sinovijalni fibroblasti, koji izražavanjem RANKL-a, lučenjem 

citokina koji potiču izražaj RANKL-a na drugim stanicama ili lučenjem citokina koji izravno 

djeluju na koštane stanice koče koštanu izgradnju ili potiču koštanu resorpciju (125). 

Receptor Fas izražen je na velikom broju stanica u upaljenom zglobu zbog čega ublažavanje 

artritisa može biti posljedica promjene u bilo kojoj populaciji stanica imunosnog sustava. Fas 
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i FasL izraženi su i na na osteoblastima (231-233, 235) i osteoklastima (231, 238-240), te 

aktivacija receptora Fas može potaknuti apoptozu oba tipa stanica, ili djelovati na njihovu 

diferencijaciju (231, 245, 246). U nekoliko studija provedenih na mišjim modelima pokazano 

je da nedostatak sustava Fas/FasL in vivo podržava koštanu izgradnju (231, 251-253), te 

djeluje zaštitno u drugim pokusnim modelima praćenim gubitkom kosti poput gubitka 

estrogena izazvanog ovarijektomijom ili mišjeg modela CIA (231, 251, 280). Ovi rezultati 

sukladni su s izostankom koštanog razaranja u AIA miševa Fas –/–.  

 

S obzirom da zaštitna uloga inaktivacije receptora Fas može biti posredovana promjenama u 

bilo kojoj od opisanih staničnih populacija u zglobnom odjeljku ili periartikularnoj koštanoj 

srži, prvi korak u utvrđivanju staničnih posrednika koštane resorpcije bio je analiza staničnog 

sastava zglobnog odjeljka i periartikularne koštane srži miševa divljeg tipa s resorptivnim 

artritisom te njegova usporedba sa staničnim sastavom istih odjeljaka u miševa Fas –/–, i 

procjena povezanosti udjela promijenjenih populacija s oštećenjem subhondralne kosti.  

 

6.1.1. Promjene u hematopoetskim populacijama u artritisu miševa Fas –/–  

Rezultati ovog istraživanja su pokazali, da u miševa Fas –/–, za razliku od miševa divljega 

tipa, u artritisu izostaje nakupljanje stanica CD11b+Gr-1+, CD11b+Gr-1- i makrofaga 

(F4/80+). Populaciju CD11b+Gr-1+ čine granulociti, većinom neutrofili, te klasični monociti, 

makrofagi, neki tipovi dendritičkih stanica i MDSC (329, 330), dok u populaciji CD11b+Gr-

1- predominiraju neklasični monociti. Smanjen izražaj biljega Gr-1 također je karakterističan 

za nezrele prethodnike mijeloidne loze, poput prethodnika granulocita, monocita i 

osteoklasta, u koštanoj srži (331, 332). 

Nakupljanje stanica mijeloidne loze već je opisano u pokusnim mišjim modelima artritisa. 

Wipke i sur. pokazali su da su neutrofili dominantna populacija u zahvaćenom zglobu miševa 

s artritisom izazvanim prijenosom seruma miševa K/BxN (65), a Tanaka i sur. pokazali su 

predominaciju neutrofila u zglobu miševa s artritisom potaknutom protutijelima na kolagen II 

i LPS-om (66). Nakupljanje stanica mijeloidne loze, posebice neutrofila i makrofaga opisano 

je i u sinoviji bolesnika s RA u akutnoj, subakutnoj i kroničnoj fazi bolesti (45, 333). U 

aktutnom RA, neutrofili čine čak 80-90% sinovijalnog staničnog eksudata (56), a njihova se 

prisutnost opisuje i u panusu (334) te u zadebljanoj sinovijalnoj ovojnici (45). Nadalje, 
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nekoliko studija opisalo je smanjenu apoptozu te povećano preživljavanje neutrofila u 

reumatoidnom zglobu, što doprinosi njihovom nakupljanju (63, 335). 

Iako znamo da su za razvoj RA, zbog prepoznavanja auto-antigena i stvaranja auto-protutijela 

ključni limfociti T i B (68), poznato je da je za započinjanje i održavanje upale u 

autoimunosnim bolestima važan čimbenik upalna aktivacija stanica urođene imunosti, poput 

granulocita i makrofaga (336). Važnost neutrofila u započinjanju i održavanju zglobne upale 

u RA potvrđuju radovi koji u različitim mišjim modelima pokazuju učinak deplecije 

neutrofila na sprječavanje ili ublažavanje artritisa. Deplecija neutrofila u potpunosti sprječava 

razvoj artritisa K/BxN (65). U artritisu potaknutom protutijelima na kolagen II i LPS-om, 

blokada Gr-1 sprječava razvoj artritisa, a njegova primjena u fazi potpuno razvijene bolesti 

ublažava njezin tijek (66). Miševi s izbačenim genom za G-CSF u modelu CIA imaju 

smanjenu mobilizaciju granulocita iz koštane srži, te smanjenu aktivaciju mijeloidnih stanica 

u zglobu, te su zaštićeni od razvoja akutnog i kroničnog artritisa, a primjena protutijela protu-

G-CSF u već razvijenom artritisu koči njegovo napredovanje (337). Blokada M-CSF (338) i 

blokada adhezijske molekule Mac-1, u čijem je sastavu biljeg CD11b, također ublažuju tijek 

CIA (339). Primjena G-CSF u pacijenata s aktivnim RA, te primjena M-CSF u miševa i G-

CSF u miševa ili štakora s CIA izazivaju pogoršanje bolesti (338, 340, 341).  

Rezultati ovog istraživanja također upućuju na izravnu povezanost zastupljenosti mijeloidne 

populacije zglobu s jačinom zglobne upale, a udio stanica CD11b+Gr-1+ povezan je i sa 

subhondralnim gubitkom kosti, što upućuje na uključenost stanica mijeloidne loze u 

poticanju i održavanju zglobne upale i važnost granulocita u koštanom oštećenju. Potencijal 

neutrofila za izazivanje zglobnog oštećenja u RA prepoznat je u brojnim studijama a 

uključuje lučenje kemotaksijskih citokina, enzima koji razgrađuju izvanstanični matriks te 

ROS (57, 342). Štoviše, pokazano je da neutrofili u određenim uvjetima izražavaju RANKL 

(59), a prema nekim autorima čak su glavni izvor RANKL u RA sinoviji (343). 

U resorptivnom AIA, u sinovijalnom prostoru povećan je i udio ostalih stanica mijeloidne 

loze, primjerice makrofaga i monocita što je sukladno rezultatima istraživanja, koja pokazuju 

da ove stanice lučenjem citokina i kemokina pojačavaju zglobnu upalu (48). Broj makrofaga 

u sinoviji povezan je kliničkom slikom RA (45, 47, 344). Nadalje, makrofazi luče ROS i 

MMP (51), i glavni su izvor proupalnog i proresorptivnog citokina TNF-α u RA sinoviji (48). 

Sukladno tomu je udio makrofaga u našem istraživanju bio povezan sa zglobnom upalom i 

gubitkom subhondralne kosti.  
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Izostanak nakupljanja mijeloidnih stanica u zglobovima miševa bez funkcionalnog receptora 

Fas upućuje na važnost sustava Fas/FasL u aktivaciji stanica prirođene imunosti u tijeku 

artritisa te je u skladu s ranijim studijama koje opisuju blaži oblik CIA u miševa lpr i 

skraćenje kronične faze artritisa K/BxN u miševa s mijeloidno-specifičnom inaktivacijom 

receptora Fas (280-282).  

 

Uz mijeloidne stanice, u miševa Fas –/– izostaje i nakupljanje limfocita T u zglobovima, pri 

čemu je njihov udio povezan s gubitkom subhondralne kosti, ali ne i sa zglobnom upalom. 

Autoreaktivni limfociti T nužni su za razvoj RA, a u zglobovima predstavljaju nisko 

zastupljenu populaciju (0-5% stanica) odnosno dominaciju upalne u odnosu na autoimunosnu 

komponentu bolesti. Udio limfocita B u sinoviji smanjen je u artritisu i to podjednako u 

miševa oba soja, što je najvjerojatnije posljedica opisane predominacije mijeloidnih stanica, 

koje istiskuju ostale loze. Za razliku od zglobova, hematopoetske populacije u 

periartikularnoj koštanoj srži nisu bile značajno promijenjene u miševa Fas –/– s artritisom u 

odnosu na miševe divljeg tipa. Periartikularna koštana srž miševa Fas –/– sadržavala je više 

limfocita T, što je u skladu s njihovim opisanim fenotipom (202). Udio stanica CD11b+Gr-1+ 

u periartikularnoj srži bio je manji u miševa Fas –/–. Izostanak promjena u udjelima stanica 

periartikularne srži objasnili smo u izdvojenoj studiji koja je uspoređivala njen sastav u 

imuniziranih miševa sa sastavom perartikularne koštane srži neimuniziranih miševa, pri čemu 

smo utvrdili da imunizacijski protokol, koji uključuje primjenu CFA, izaziva upalnu 

aktivaciju i višestruko povećanje udjela stanica CD11b+Gr-1+ u koštanoj srži, koje je bilo 

povezano s gubitkom metafiznih koštanih gredica, odnosno pojavom sustavne osteopenije 

(328). S indukcijom artritisa taj se udio dalje ne povećava. Smanjenje udjela limfocita B i 

makrofaga u periartikularnoj koštanoj srži u suprotnosti su sa studijama provedenim na 

uzorcima bolesnika s RA koje opisuju dominantno limfocitno-makrofagni infiltrat (85-89). 

Razlog tomu je s jedne strane predominacija granulocita u subakutnom AIA, a i činjenica da 

su istraživanja provedena na citološkom materijalu bolesnika s RA uglavnom provode u 

kroničnoj fazi bolesti RA, koji ne odgovara našem pokusnom modelu.  
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6.1.2. Promjene u mezenhimalnim populacijama u artritisu miševa Fas –/– 

Uz promjene udjela upalnih mijeloidnih stanica ovo istraživanje je detaljnije karakteriziralo 

populacije koje fenotipski odgovaraju populacijama koštano hrskavičnih prethodnika u 

zglobnom odjeljku te su utvrđene njihove razlike u odgovoru na artritis. Udio stanica 

CD200+CD105- u ukupnoj nehematopoetskoj populaciji bio je smanjen u artritisu miševa 

divljeg tipa s artritisom, a nepromijenjen u artritisu miševa Fas –/–. Te su promjene bile 

praćene odgovarajućom, suprotnom promjenom udjela stanica CD200-. Stanice 

CD200+CD105- u odnosu na populaciju CD200-CD105+ karakterizira pojačan izražaj gena 

vezanih uz regulaciju i diferencijaciju koštanog sustava te gena vezanih uz biologiju matičnih 

stanica, što upućuje na to da te stanice predstavljaju koštano-hrskavične prethodnike 

zglobnog odjeljka, slično mSSC čiji su fenotip u koštanom tkivu detaljno karakterizirali Chan 

i sur. i u njima opisali sličan transkripcijski profil (43). Za razliku od koštanih 

CD200+CD105- mSSC, stanice opisane u ovom istraživanju pojačano izražavaju antagonist 

bjelančevina BMP Gremlin 1, što je s druge strane sukladno s prethodno opisanim izražajem 

tog gena u periostalnoj populaciji mSSC, te u koštanoj srži kao i u metafizama dugih kostiju 

(345-347). Nadalje, zglobna populacija mSSC karakterizirana u ovome istraživanju pokazuje 

pojačan izražaj gena LepR, također opisanog i korištenog kao biljega za mSSC u koštanoj srži 

(348, 349), što dodatno potvrđuje prethodnički identitet analiziranih stanica. Ova populacija 

također ima značajno veći izražaj gena za receptor Fas koji upućuje na njihovu veću 

osjetljivost na apoptozu. Iako je udio ove populacije smanjen u resorptivnom artritisu miševa 

WT, njezin se transkriptom u artritisu u usporedbi sa zdravim životinjama ne mijenja, što 

upućuje na očuvanu funkciju tih stanica. Karakterizirajući populaciju CD200+CD105- 

izdvojenu iz mišjih zglobova in vitro pokazali smo njihov pojačan membranski izražaj 

receptora Fas te funkcionalno, veću osjetljivost na apoptozu potaknutu agonističkim protu-

Fas protutijelom (141). Međutim funkcionalno istraživanje ove populacije in vivo otežano je 

zbog njezine niske frekvencije. Ovo istraživanje stoga izravno in vivo potvrđuje pretpostavku 

ranije objavljene studije da su najraniji zglobni koštani prethodnici osjetljivi na apoptozu 

posredovanu receptorom Fas zbog koje se u artritisu pojačano uklanjaju, što smanjuje 

sposobnost obnove subhondralne kosti djelovanjem osteoblasta, za koju je poznato da je u 

artritisu nedostatna (350, 351). U miševa Fas –/– povećan je udio stanica CD200-CD105+ za 

koje nismo transkriptomskom analizom potvrdili prethodnički karakter, iako fenotipski ta 

populacija odgovara populaciji usmjerenih koštanih prethodnika. Reaktivni sinovijalni 

fibroblasti također mogu izražavati CD105 te se ova populacija najvjerojatnje sastoji od 
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kombinacije usmjerenih prethodnika i sinovijalnih fibroblasta čije je udjele tek potrebno 

odrediti detaljnijom fenotipskom i funkcionalnom analizom. Ova populacija izražava 

značajno manje gena Fas te njena smanjena apoptoza barem dijelom utječe na brzinu 

umnažanja, usmjeravanja i sazrijevanja prethodničkih stanica miševa Fas –/– u odnosu na 

miševe divljega tipa (141).  

 

6.2. Mijeloidno-specifični geni promijenjeni u neresorptivnom artritisu miševa Fas –/– 

Mijeloidne stanice koje u resorptivnom artritisu predstavljaju najbrojniju staničnu populaciju, 

a čije nakupljanje konzistentno izostaje u miševa Fas –/– transkriptomski su analizirane 

pomoću genskih čipova.  

Analiza je pokazala podudarnost genskog izražaja mijeloidnih stanica kontrolnih 

imuniziranih miševa i miševa s artritisom te stoga možemo zaključiti da je upalna aktivacija 

mijeloidnih stanica potaknuta imunizacijom ključni faktor za započinjanje i podržavanje 

autoimunosnog oštećenja posredovanim stanicama specifične stečene imunosti. Dodatna 

istraživanja provedena u našem laboratoriju, potvrdila su da je nakupljanje CD11b+Gr-1+ u 

slezeni, u periartikularnoj koštanoj srži i sinoviji većim dijelom posredovano imunizacijom 

(328). Nakupljene i aktivirane mijeloidne stanice stvaraju mikrookoliš koji je preduvjet za 

aktivaciju stanica stečene imunosti i razvoj autoimunosno-posredovane upale.  

Hijerarhijsko grupiranje podijelilo je uzorke u dvije skupine, pri čemu se je u skupinu s jače 

izraženim genima vezanim uz progresiju staničnog ciklusa i mitotičku aktivnost svrstala 

većina uzoraka miševa divljega tipa, što upućuje na intenzivnije umnožavanje stanica te 

skupine i u skladu je s njihovim većim udjelom u artritisu, u odnosu na uzorke miševa Fas –

/–. Usporedba transkriptoma miševa divljeg tipa i miševa Fas –/– utvrdila je 3 konzistentno 

različito izražena gena: Mid1, Erdr1 i Thsp1. 

Erdr1 je dobio ime zbog sposobnosti poticanja sinteze hemoglobina u nekim mišjim i 

ljudskim staničnim linijama, a izlučuje se u vezikulama iz stanica izloženih stresu (352). Ovaj 

je gen u fiziološkim okolnostima izražen na brojnim staničnim populacijama, a njegova je 

sekvenca ista u miša i u čovjeka. Djelovanje Erdr1 opisano je u ograničenom broju studija. 

Kim i sur. (353) pokazali su da davanje rekombinantnog Erdr1 smanjuje stvaranje 

autoprotutijela i koncentraciju IL-18 u sinoviji te ublažava mišji CIA. Nadalje, opisano je 

djelovanje Erdr1 u smislu poticanja apoptoze limfocita T posredovane receptorom Fas čime 

pomaže uklanjanju autoreaktivnih limfocita T (354, 355). Opisana je i njegova zaštitna uloga 
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u upalnim bolestima kože (356, 357). Ova istraživanja upućuju na ulogu Erdr1 u kočenju 

autoimunosti, što je u suprotnosti s našim rezultatima, a može upućivati na njegovo različito 

djelovanje na mijeloidnim stanicama. Sve navedeno kao i činjenica da je validacija rezultata 

dobivenih genskim čipovima potvrdila razlike u izražaju u ovisnosti o genotipu miševa, te da 

je pronađen visok izražaj Erdr1 u neimuniziranim miševima, donekle isključuje sudjelovanje 

ovog posrednika u patogenezi artritisa.  

Thsp1 kodira matricelularnu glikoziliranu bjelančevinu Thrombospondin-1, izraženu na 

brojnim tipovima normalnih i malignih stanica, a njegova je uloga opsežno opisana u 

angiogenezi i razvoju malignih bolesti (358). Thrombospondin-1 aktivira čimbenik TGF-β1, 

pa miševi s izbačenim genom za Thsp1 razvijaju blaži fenotip sličan fenotipu miševa s 

izbačenim genom za TGF-β1, koji je među ostalim karakteriziran nastankom upalnih 

infiltrata u nekoliko organa (359, 360). Fenotip miševa i nekoliko studija upućuje na ulogu 

Thrombospondin-1 u ograničavanju upalnog odgovora. Njegov receptor CD47 u nekim je 

staničnim linijama nužan za apoptozu potaknutu receptorom Fas (361). Prijenos izražaja 

Thsp1 u zglob ublažuje CIA (362), što je sukladno s našim istraživanjima koja pokazuju viši 

izražaj Thsp1 miševa Fas –/– s neresorptivnim artritisom. Suprotno tome, kompetitivni 

inhibitor bjelančevine Thrombospondin-1 ublažuje ublažuje artritis izazvan peptidoglikan-

polisaharidom u štakora (363). Također je pokazano da je izražaj Thsp1 povišen u 

monocitima i plazmi pacijenata s RA (364, 365), te korelira s izražajem proupalnih citokina, 

a sugerirano je i potencijalno terapijsko djelovanje blokade Thrombospondin-1 (366). Prema 

našim rezultatima, Thsp1 bilo je različito regulirana u mijeloidnim stanicama i ukupnom 

zglobnom tkivu miševa Fas –/–, što upućuje na višestruku ulogu u patogenezi artritisa 

djelovanjem na različitim razinama.  

Gen Mid1 (Fxy, Trim18) kodira bjelančevinu Mid1 iz obitelji TRIM povezanu sa staničnim 

mikrotubulima. Bjelančevina Mid1 je E3 ubikvitinska ligaza (367) koja posreduje 

ubikvitinilaciju i potiče proteasomsku razgradnju enzima proteinske fosfataze 2A (PP2A) 

(368). Interakciju s PP2A posreduje njezina regulacijska podjedinica α4, koja se veže za 

domenu Bbox1 na bjelančevini Mid1 (321). Mid1 je tako nazvan zbog simptoma sindroma 

Opitz G/BBB, koji je posljedica mutacije njegova gena, a karakteriziran je malformacijama 

središnjih struktura, poput hipertelorizma, rascjepa usne i nepca, laringotrahealnih 

malformacija, malformacija srca, genitourinarnog sustava, zaostatkom u razvoju i 

intelektualnim poteškoćama (369, 370). Miševi s izbačenim genom za Mid1 također razvijaju 

fenotip karakteriziran malformacijama središnjih struktura, primjerice hipoplazijom 
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cerebelarnog vermisa koji su praćeni poteškoćama u učenju (371). Mid1 je konzerviran u 

miša i čovjeka (372). Rezultati našeg istraživanja upućuju na pro-upalnu ulogu Mid1 u 

artritisu koja je do sada karakterizirana u ograničenom broju studija. Mid1 je pojačano 

izražen u citotoksičnih limfocita T nakon aktivacije TCR, te je u njima nužan za lučenje 

citotoksičnih granula, polarizaciju i migraciju (373, 374). Isti autori opisuju ublažavanje 

mišjeg modela kontaktne preosjetljivosti zbog nedostatka Mid1 (373). Iako se pretpostavlja 

da Mid1 djeluje uglavnom putem razgradnje i smanjenja aktivnosti PP2A, Aranda-Orgillés i 

sur. pokazali su vezanje bjelančevine Mid1 na nekoliko molekula mRNA kojima potom 

povećava izražaj. Iako su geni koje Mid1 tako regulira većinom vezani uz embrionalni 

razvoj, Mid1 može povećati translaciju malog broja gena uključenih u homeostazu 

imunosnog sustava (375). Slično našim rezultatima, pojačan izražaj gena Mid1 su pokazali 

Collison i sur. (289) na mišjem modelu alergijske upale dišnog sustava. Izražaj Mid1 u tom 

modelu ovisan je o funkcionalnom ligandu TRAIL, receptoru TLR4 i adaptoru MyD88. 

Utišavanje gena Mid1 u istom modelu povećava količinu PP2A, koči aktivaciju NFκB, p38 

MAPK i JNK i smanjuje izražaj citokina i kemokina poput IL-25, IL-33, CCL20, IL-5, IL-13. 

Proupalnu ulogu Mid1 ista je istraživačka skupina potvrdila i u ljudskom eozinofilnom 

ezofagitisu (EoE) te njegovom mišjem modelu (288). Autori pokazuju da i u ovom modelu 

mehanizam ovisi o ligandu TRAIL. Naime, miševi bez funkcionalnog liganda TRAIL 

(TRAIL –/–) razvijaju ublaženi EoE u kojem je izražaj Mid1 smanjen te je održana normalna 

razina PP2A, a smanjen je i izražaj CCL11, CCL24, IL-5, IL-13, IL-25, TGF-β i TSLP. Isti 

autori nedavno su pokazali i povišen izražaj TRAIL u serumu i Mid1 u plućnom tkivu, te 

smanjenu aktivnost PP2Ac u plućnom tkivu bolesnika s plućnom fibrozom. U miševa bez 

funkcionalnog liganda TRAIL izostaje porast Mid1 i smanjenje PP2Ac te je ublažen razvoj 

plućne fibroze potaknute bleomicinom, a rekombinantni ligand TRAIL u plućnim 

fibroblastima povećava izražaj Mid1 i proizvodnju kolagena (376). TRAIL, slično FasL, 

pripada obitelji liganada smrtonosnih receptora, a veže se na receptore DR4 i 5, čiji je 

unutarstanični signalni ustroj sličan receptoru Fas. Pretpostavku proupalnog djelovanja Mid1 

kroz inhibiciju PP2A dodatno potvrđuje činjenica, da je uloga PP2A u ograničavanju 

imunosnog odgovora detaljno opisana. PP2A pripada skupini proteinskih fosfataza koje 

uklanjaju fosfatne skupine s aminokiselina serin ili treonin, fosforiliranih djelovanjem kinaza. 

Na taj se način održava ravnoteža fosforilacije i defosforilacije bjelančevina, koja regulira 

stanični metabolizam i signalizaciju. PP2A se pojavljuje u obliku nekoliko heterodimeričnih 

ili heterotrimeričnih enzima, koji se sastoje od katalitičke podjedinice C (PP2Ac) te dviju 

regulacijskih podjedinica, A i B, pri čemu podjedinica B određuje specifičnost za supstrat. 
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Umjesto regulacijskih podjedinica A i B PPA2c može vezati bjelančevinu α4 (377), koja 

posreduje njezinu inerakciju s Mid1 (321). PP2A je široko rasprostranjena te regulira razvoj 

mnogih organskih sustava (378), djeluje kao supresor tumora (379) i nadzire stanični ciklus 

(380). Sukladno s pretpostavkom ovoga istraživanja, da razgradnja PP2A posredovana 

bjelančevinom Mid1 posreduje nastanak resorptivnog artritisa, opsežno je opisana njezina 

uloga u regulaciji imunosnog sustava, gdje suprimira upalu defosforilacijom posrednika 

signalnih puteva NFκB i MAPK (381, 382). PP2A je nužna za pravilnu aktivnost, razvoj i 

homeostazu limfocita Treg, a njezin nedostatak u toj populaciji u miša uzrokuje razvoj 

autoimunosnog i limfoproliferativnog poremećaja (383, 384). Također, postoji nekoliko 

radova koji opisuju njezinu ulogu u upalnoj aktivaciji mijeloidnih stanica. Poticanje 

alveolarnih makrofaga LPS-om smanjuje izražaj PP2A, a inaktivacija gena koji kodira 

katalitičku podjedinicu u mijeloidnim stanicama pojačava lučenje IL-1β, TNF-α, IL-6, i 

CCL2 nakon sustavne ili intrapulmonalne primjene LPS, zbog povećane fosforilacije, 

odnosno aktivacije NFκB i MAPK signalnih puteva (385, 386). Makrofazi podrijetlom iz 

koštane srži u ovih miševa pojačano izražavaju gene vezane uz signalne puteve posredovane 

adaptorima MyD88 i TRIF (385). Nadalje, PP2A sudjeluje u razvoju tolerancije makrofaga 

na endotoksin, kočeći signalizaciju putem sklopa TLR4-MyD88 te smanjuje lučenje IFN-γ iz 

makrofaga u virusnim infekcijama (387-389). U respiratornom epitelu PP2A in vitro 

smanjuje lučenje IL-8 izazvano primjenom TNF-α inhibicijom signalnih puteva MAPK (390) 

te in vivo u upali pluća potaknutoj pomoću LPS-a ili inhalacijom Pseudomonas aeruginosa, 

gdje smanjuje infiltraciju neutrofila, tkivno oštećenje te lokalno lučenje kemokina (391), a u 

alergijskoj upali pluća aktivacija PP2A smanjuje nakupljanje eozinofila (392). Suprotno 

našim rezultatima, postoje istraživanja koja opisuju pojačan izražaj i funkciju PP2A u SLE 

(393), povezanost polimorfizma gena za katalitičku podjedinicu s razvojem SLE (394), te 

pozitivno povezanost izražaja PP2A s intenzitetom bolesti u SLE, te pokazuju da nedostatak 

PP2Ac u Th17 stanicama uzrokuje smanjenje intenziteta eksperimentalnog autoimunog 

encefalomijelitisa (395), što može biti posljedica različite uloge PP2A u različitim staničnim 

populacijama ili njezine suprotne uloge u SLE.  

 

Uz opisano inhibicijsko djelovanje Mid1 na aktivnost PP2A i njenu poznatu ulogu u 

regulaciji aktivnosti stanica imunosnog sustava razlog za daljnju funkcionalnu analizu uloge 

Mid1 u artritisu bili su i rezultati validacije rezultata hibridizacije genskih čipova. Tijekom 

validacije korištena je skupina neimuniziranih miševa u kojih je izražaj gena Mid1 vrlo nizak, 
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a pojačano se izražava tek pri upalnoj aktivaciji. Analiza izražaja Mid1 u tijeku AIA pokazala 

je značajno povećanje izražaja tek nakon i.a. injekcije, u akutnoj fazi artritisa (3. dan), a 

potom smanjenje prema kraju akutne faze. Izražaj Mid1 u tijeku imunizacije nije se značajno 

razlikovao od izražaja u neimuniziranih miševa, što je pomalo iznenađujuće, jer se Mid1 

prema rezultatima genskih čipova nije izdvojio kao različito izražen između kontrolnih 

miševa divljeg tipa te odgovarajućih miševa s artritisom. Moguće objašnjenje toga nalaza je 

korištenje 4 pojedinačna uzorka za analizu genskim čipovima, pri čemu, zbog individualnih 

varijacija, ta razlika na čipovima nije detektirana kao značajna. Drugi mogući razlog je i to da 

su za punu aktivaciju mijeloidnih stanica i njihovo nakupljanje potrebne dvije imunizacijske 

doze. Naime, u setu pokusa provedenih u našem laboratoriju izvan okvira ovoga istraživanja 

utvrdili smo da imunizacija jednom dozom nije dovoljna da bi se izazvao artritis. Moguće je 

da je i samo oštećenje zglobne ovojnice tijekom injekcija pufera PBS dovoljno da se 

reaktiviraju imunizacijom potaknute mijeloidne stanice u zglobovima imuniziranih miševa, 

čime se potiče izražaj Mid1 ali artritis se ne razvija zbog izostanka aktivacije stanica 

specifične imunosti u odsutnosti antigena. U tijeku validacije dalje smo utvrdili da izražaj 

Mid1 slijedi vremenski obrazac izražaja IL-1β te da je 10. dana artritisa povezan sa zglobnom 

oteklinom te izražajem proupalnih citokina IL-1β, TNF-α i IL-6. Sve navedeno govori u 

prilog uloge Mid1 u patogenezi AIA koja je dalje istraživana njegovim blokiranjem in vitro i 

in vivo, te procjenom artritisa, odnosno upalne stanične aktivacije. 

 
Kromosomski smještaj gena Mid1 mijenjao se tijekom evolucije (372, 396, 397). U čovjeka 

je smješten na kromosomu X, te je sindrom Opitz G/BBB X-vezana bolest (369). U miševa 

se smještaj razlikuje u ovisnosti o vrsti i podvrsti, te se u miševa Mus musculus castaneus 

nalazi u pseudoautosomalnoj regiji (PAR) kromosoma X i Y, u Mus musculus domesticus 

premošćuje granicu regije PAR na kromosomu X i Y, dok se u Mus spretus cijeli zapis nalazi 

samo na kromosomu X, izvan PAR (396). Regija PAR smještena je na krajnjim dijelovima 

krakova kromosoma X i Y, gdje u mejozi dolazi do homologne rekombinacije između ova 

dva kromosoma, pa se tako geni koji se nalaze u tim regijama nasljeđuju kao autosomalni 

geni i u žena nisu podloženi inaktivaciji kromosoma X. U Mus musculus domesticus (kojem 

pripada i soj C57BL/6) prva 3 od 10 egzona nalaze se isključivo na kromosomu X, dok je 

preostalih 7 smješteno u PAR, te se nalaze na kromosomu X i Y (372). Pošto se zapisi za 

domene RING i Bbox, koje uvjetuju funkciju ubikvitinske ligaze E3 nalaze na egzonu 2, 

pretpostavlja se da zapis gena Mid1 na Y kromosomu te dio koji u ženkama sa dvije kopije 
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gena na kromosomima X izbjegne inaktivaciju nije funkcionalan (372). Stoga se prepisivanje 

gena Mid1 koji kodira funkcionalnu bjelančevinu usprkos lokaciji u regiji PAR regulira kao 

X vezani gen. Lanconi i sur. su pokazali da u mužjacima miševa, koji imaju izbačeni gen za 

Mid1 samo na kromosomu X nema bjelančevine Mid1 (371). Budući da su geni smješteni na 

kromosomu X podložni spolnom dimorfizmu, te da je viši izražaj gena Mid1 pronađen u 

neonatalnom korteksu ženki u odnosu na mužjake (398), u setu pokusa provedenim na 

mužjacima isključen je spolni dimorfizam gena Mid1 u AIA. Mužjaci miševa divljeg tipa, 

jednako kao i ženke razvijaju AIA koji je praćen porastom izražaja gena Mid1 u artritisu u 

odnosu na neimunizirane miševe. 

 

6.3. Inhibicija djelovanja bjelančevine Mid1 koči upalna zbivanja  

6.3.1. Inhibicija djelovanja bjelančevine Mid1 koči izražaj proupalnih citokina 

nakon aktivacije stanica koštane srži in vitro  

Precizno definiranje učinaka farmakološke blokade bjelančevine Mid1 provedeno je u setu 

pokusa pokusa in vitro, u kojima su mišje stanice koštane srži aktivirane pomoću bakterije, 

Mycobacterium tuberculosis. Mycobacterium tuberculosis inaktivirana visokom 

temperaturom sastavnica je CFA koji se koristi tijekom imunizacije u modelu AIA, a potiče 

stanice urođenog imunosnog sustava djelovanjem na receptor TLR2, čiji unutarstanični 

signalni put ovisi o MyD88, a rezultira aktivacijom signalnih puteva NFκB te MAPK (399). 

Nekoliko studija opisalo je sposobnost antidijabetičkog lijeka metformina da zapriječi 

vezanje bjelančevine Mid1 za regulacijsku podjedinicu PP2A, bjelančevinu α4, i tako zakoči 

proteasomsku razgradnju PP2A posredovanu bjelančevinom Mid1 (290, 400-402). Većina 

ranije opisanih učinaka metformina temelji se na inhibiciji kompleksa I u lancu prijenosa 

elektrona tijekom oksidativne fosforilacije, što aktivira proteinsku kinazu aktiviranu adenozin 

monofosfatom (AMPK, prema engl. AMP-activated protein kinase) (403). Inhibicija 

proteasomske razgradnje PP2A kao mehanizam djelovanja metformina do sada je opisana u 

neurodegenerativnim (290, 400, 402) i malignim bolestima (401, 404), te u upalnoj aktivaciji 

makrofaga (405). Budući da većina istraživanja koja opisuju protuupalne učinke metformina 

nisu procjenjivala njegovo djelovanje na interakciju Mid1 i PP2A, te ih pripisuju djelovanju 

AMPK (406), da bi se isključili učinci metformina na druge signalne puteve, primijenjen je i 

peptid GSK’364A. Peptid GSK’364A sadrži C terminalni slijed bjelančevine α4, koji 

odgovara njegovom veznom mjestu na bjelančevini Mid1, te tako kompetitivno istiskuje 
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autologni α4 s Mid1 i priječi razgradnju PP2A. Ovaj peptid uspješno je zakočio djelovanje 

Mid1 na PP2A u nekoliko istraživanja (290, 291, 407). Primjena GSK’364A u kulturi 

primarnih mišjih neurona smanjila je fosforilaciju bjelančevine Tau te Mid1-posredovanu 

translaciju preteča amiloidnog proteina (APP, prema engl. amyloid precursor protein) (290, 

291). Primjena metformina i peptida GSK’364A zakočila je povećanje izražaja proupalnih 

citokina IL-1β i TNF-α u upalno aktiviranim stanicama mišje koštane srži, a dodavanjem 

inhibitora aktivnosti PP2A, LB-100, poništen je inhibicijski učinak GSK’364A. Ovaj nalaz 

potvrđuje da je kočenje proupalnog djelovanja Mid1 putem razgradnje PP2A, dovoljno da se 

zakoči upalna aktivacija stanica urođene imunosti.  

 

6.3.2. Inhibicija djelovanja bjelančevine Mid1 koči razvoj artritisa potaknutog 

antigenom in vitro  

U ovome istraživanju korištena su dva načina inhibicije Mid1 in vivo tijekom AIA, utišavanje 

gena i blokiranje vezanja bjelančevine Mid1 na PP2A. 

Utišavanje gena prvo je provedeno i.a. injekcijom siRNA 1. i 2. dan nakon izazivanja 

artritisa, a artritis je procijenjen u akutnoj fazi, odnosno 3. dan artritisa, zbog činjenice da se 

gen Mid1 pojačano izražava već u prvim danima artritisa, a miševi su žrtvovani ranije nego u 

prethodnim pokusima sa svrhom izbjegavanja oštećenja zgloba ponavljanim injiciranjem 

siRNA. siRNA je primijenjena u kompleksima s polimerom PEI koji je nužan za njen ulazak 

u stanice (408). Tim pristupom postignuto je 50% sniženje razine Mid1 mRNA, međutim nije 

se smanjio intenzitet artritisa, niti izražaj proupalnih citokina u zglobu. Doza siRNA za ovo 

istraživanje određena je prema prethodnim istraživanjima u kojima je siRNA uspješno 

korištena za utišavanje Mid1 izražaja u jednjaku i plućima (288, 289), no čak ni primjena 4 

puta veće doze nije promijenila ishod pokusa (nije prikazano). Mogući razlog za nepotpunu 

inhibiciju izražaja Mid1 te neuspješnost ovoga pristupa u sprječavanju razvoja artritisa je 

mehaničko oštećenje zgloba zbog triju uzastopnih i.a. injekcija, onemogućeno stvaranje 

kompleksa siRNA-PEI u upalnom eksudatu te negativno djelovanje mBSA, koji se nakon i.a. 

injekcije zadržava u zglobu, na siRNA komplekse. Također je moguće da upalni odgovor, 

koji je u zglobu potaknut prije injiciranja siRNA, privlači stanice imunosnog sustava iz 

sustavnog krvotoka, u kojima gen za Mid1 nije utišan. Sukladno toj hipotezi su Kramer i sur. 

(409) u istraživanju i.a. primjene siRNA u zglobovima injiciranim s CFA pokazali da se 

stanice, u kojima utišavanje nije uspješno nalaze u perivaskularnim područjima. Osim 
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neuspješnosti utišavanja, moguće je i da je zglobna upala dodatno pogoršana dodavanjem 

PEI. Iako bi taj spoj prema proizvođaču trebao minimalno utjecati na imunosni sustav, 

pokazano je da primjena PEI može potaknuti izražaj gena vezanih uz upalni odgovor (410). 

Do sada postoji samo jedno istraživanje, u kojem je izražaj gena, u ovom slučaju FcγRIII, u 

upaljenom zglobu uspješno utišano primjenom siRNA u kombinaciji s PEI (409).  

Sljedeći korak bila je sustavna primjena siRNA, s ciljem dopreme kompleksa u upaljeni 

zglob putem sustavne cirkulacije. Ovim putem primjene nije postignuta inhibicija izražaja 

Mid1 u upaljenom zglobu, niti djelovanje na tijek artritisa. Prema proizvođaču PEI, najveći 

dio siRNA nakon primjene kompleksa u repnu venu miša, zadrži se u plućima a moguće je i 

njihovo zadržavanje u jetri (411), međutim u oba navedena organa nije primijećeno 

utišavanje gena Mid1. 

Mid1 siRNA je u ovom istraživanju primijenjena nakon izazivanja artritisa te je moguće da je 

unutar 24 sata nakon i.a. injekcije mBSA u zglobu već potaknut imunosni odgovor kojeg 

inhibicija izražaja Mid1 više ne može zaustaviti. Stoga bi početak utišavanja ranije u tijeku 

imunizacijskog protokola bio bolji pristup, međutim zbog visoke cijene i ograničene količine 

oligonukleotida raniji početak i višestruko injiciranje nije bilo moguće u okviru ovoga 

istraživanja.  

Peptid GSK’364A za sada je jedini dostupni specifični inhibitor bjelančevine Mid1, no 

njegova primjena nije optimizirana in vivo, te je stoga za inhibiciju na razini bjelančeine 

tijekom AIA korišten metformin. Svakodnevna primjena metformina in vivo, u modelu AIA 

smanjila je zglobnu oteklinu i gubitak subhondralnih koštanih gredica u artritisu, a primijećen 

je i nešto manji izražaj proupalnih citokina i udio sinovijalnih mijeloidnih stanica u 

zglobovima, iako ovaj učinak za sve citokine, osim TNF-α, nije bio statistički značajan. 

Pretpostavljamo da je zaštitno djelovanje metformina barem djelomično posredovano 

njegovim djelovanjem na sklop Mid1-PP2A. Zaštitno djelovanje PP2A opisano je u 

pokusnom modelu artritisa izazvanog prijenosom seruma životinja K/BxN, u kojem 

aktivacija PP2A ublažuje artritis, smanjuje izražaj IL-6 i CCL2 u zglobu te sprječava 

nastanak koštanih erozija (412). Nadalje, pokazano je da se pri gubitku koštanog tkiva 

potaknutom LPS-om u osteoklastima smanjenjuje PP2A, što povećava aktivaciju NFκB, te 

stoga ubrzava sazrijevanje i pojačava aktivnost osteoklasta (413). Ovo istraživanje također 

nije prvo koje opisuje ublažavajuće učinke metformina u pokusnom modelu artritisa. Naime 

istraživačka grupa iz Koreje je u svojim istraživanjima provedenim na modelu CIA pokazala 

da metformin smanjuje zglobnu upalu te koštano oštećenje. Protuupalne učinke pripisuju 
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smanjenom sazrijevanju limfocita Th17 putem inhibicije sklopa 1 ciljne molekule rapamicina 

u sisavaca (mTORC1, prema engl. mammalian/mechanistic target of rapamycin complex 1) 

posredovane kinazom AMPK i smanjene fosforilacije pretvarača signala i aktivatora 

transkripcije (STAT, prema engl. signal transducer and activator of transcription)3, a 

zaštitni učinak na kost pripisuju smanjenoj osteoklastogenezi (414-416). Protuupalni učinci 

metformina opisani su i u drugim autoimunosnim bolestima. Primjerice, u pokusnom mišjem 

encefalomijelitisu metformin ublažuje tijek bolesti, a autori u dvije studije predlažu da je 

učinak posredovan smanjenjem aktivnosti limfocita T, odnosno inhibiciju ciljne molekule 

rapamicina u sisavaca (mTOR, prema engl. mammalian/mechanistic target of rapamycin) 

posredovanu AMPK (417, 418). Metformin primijenjen u pacijenata koji uz metabolički 

sindrom imaju i multiplu sklerozu smanjuje broj novonastalih lezija (419), a njegova 

primjena uz klasičnu terapiju u SLE smanjuje učestalost epizoda pogoršanja bolesti (420). 

Kliničko ispitivanje u kojem će se procijeniti učinak metoformina uz klasičnu terapiju 

DMARD u RA je u fazi upisivanja pacijenata. Zasad je pokazano da terapijski učinak 

metformina u autoimunim bolestima može biti posredovan njegovim utjecajem na nekoliko 

posrednika i signalnih puteva, primjerice AMPK, putem koje djeluje na mTOR i STAT3, 

izravnim djelovanjem na mTOR neovisno o AMPK, te djelovanjem na signalni put NFκB i 

MAPK (406). PP2A, čiju razgradnju metformin blokira djelovanjem na Mid1, također 

regulira mTOR, i posredno utječe na signalne puteve NFκB i MAPK (381, 382). Većina 

istraživanja pripisuje protu-upalne učinke metformina aktivaciji AMPK, međutim u tim 

istraživanjima nije analizirana PP2A. Zhao i sur. su u bubrežnim epitelnim stanicama 

pokazali inhibicijski učinak metformina na NFκB, koji je posredovan aktivacijom PP2A 

(421). Zhang i sur. pokazali su da metformin sprječava aktivaciju signalnog puta NFκB i 

inflamasoma u makrofazima nakon stimulacije s oksidiranim lipoproteinom male gustoće 

(LDL, prema engl. low density lipoprotein). Ovaj učinak samo je djelomično poništen 

inhibicijom AMPK, a u velikoj mjeri spriječen blokiranjem aktivnosti PP2A, što potvrđuje da 

metformin može djelovati kroz oba enzima u istoj stanici (405).  

Zaključno, ovo istraživanje potvrđuje proupalno djelovanje receptora Fas u artritisu putem 

novootkrivene signalne osi u kojoj aktivacija receptora Fas na stanicama urođene imunosti 

potiče izražaj Mid1. Mid1 potom, potičući razgradnju PP2A pojačava signalizaciju 

proupalnih citokina i time omogućuje stvaranje upalnog mikrookoliša koji je nužan za 

započinjanje i podržavanje autoimunosno-posredovanog zglobnog oštećenja (Slika 38). 
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Budući da većina dostupnih lijekova djeluje na signalne puteve drugih receptora, daljnja 

karakterizacija ovog signalnog puta može otvoriti dodatne pristupe liječenju RA.  

 

 

 Slika 38. Proupalno djelovanje receptora Fas u artritisu putem novootkrivene signalne osi Fas-Mid1-PP2Ac u 
stanicama urođene imunosti. Aktivacija receptora Fas vezivanjem liganda Fas u membranskom (FasL) ili topljivom 
(sFasL, prema engl. soluble FasL) obliku potiče izražaj Mid1, E3 ubikvitinske ligaze, koja uzrokuje proteasomsku 
razgradnju katalitičke podjedinice proteinske fosfataze 2A (PP2Ac). Razgradnja PP2Ac potom omogućuje aktivaciju 
jezgrinog čimbenika κВ (NFκB, prema engl. nuclear factor κB) i pojačava lučenje proupalnih citokina poput IL-1β, TNF-α, 
IL-6, te time potiče upalu (lijevo). Nedostatak funkcionalnog receptora Fas, primjerice u miševa s izbačenim genom za 
receptor Fas (Fas –/–), onemogućuje porast izražaja Mid1 pri upalnoj aktivaciji, te se količina PP2Ac u upali ne smanjuje. 
PP2Ac defosforilacijom inaktivira posrednike signalnog puta NFκB, te smanjuje NFκB-posredovano lučenje proupalnih 
citokina, što dovodi do smanjenja upale (desno). Funkcionalni receptor Fas ovim novootkrivenim signalnim putem pojačava 
upalni odgovor stanica urođene imunosti nakon upalne aktivacije. U ovome istraživanju djelovanje opisanog signalnog puta 
prvo je potvrđeno u uvjetima in vitro, nakon stimulacije receptora TLR (prema engl. Toll-like receptor)2 u stanica koštane 
srži. Potom je u uvjetima in vivo, u artritisu potaknutom antigenom, zabilježeno smanjenje upale, prethodno primijećeno u 
miševa s nedostatkom receptora Fas, i nakon inhibicije vezivanja Mid1 na PP2A pomoću metformina. Zaključno, aktivacija 
novootkrivene signalne osi Fas-Mid1-PP2Ac podržava stvaranje upalnog mikrookoliša koji je nužan za započinjanje i 
podržavanje autoimunosno-posredovanog zglobnog oštećenja. 
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7. Zaključci 

1. Miševi Fas –/– razvijaju blaži oblik pokusnog modela AIA, karakteriziran blažom 

kliničkom slikom te smanjenjem sinovijalne upale, manje eksudata u zglobnoj šupljini te 

nedostatkom oštećenja zglobne hrskavice i invazije panusa u subhondralnu kost. 

2. U miševa Fas –/– u artritisu nema gubitka subhondralne kosti karakterističnog za miševe 

divljeg tipa, što je vidljivo očuvanjem udjela volumena, debljine i razmaka koštanih 

gredica u distalnim femoralnim epifizama uz zahvaćeni zglob.  

3. U zglobovima miševa Fas –/–, u tijeku AIA je smanjeno nakupljanje stanica mijeloidne 

loze (CD11b+Gr-1+, F4/80+ i CD11b+Gr-1-) i limfocita T (CD3+). Mijeloidne stanice 

(CD11b+Gr-1+) u artritisu miševa divljeg tipa čine čak 50-60% svih stanica u zglobnom 

odjeljku. U zglobovima miševa divljeg tipa, artritis izaziva smanjenje udjela stanica 

CD45-CD31-TER119-CD51+CD200+CD105-, dok se u miševa Fas –/– ova populacija u 

artritisu ne mijenja. Promjene udjela te populacije praćene su odgovarajućom, suprotnom 

promjenom u udjela stanica CD45-CD31-TER119-CD51+CD200-. Promjene 

hematopoetskih populacija u periartikularnoj koštanoj srži u artritisu nisu različite u 

miševa Fas –/– u odnosu na miševe divljeg tipa.  

4. U miševa divljega tipa, udio stanica CD11b+Gr-1+, F4/80+ i CD11b+Gr-1- pozitivno je 

povezan s oteklinom koljena, a udio stanica CD11b+Gr-1+, F4/80+, CD11b+Gr-1- i CD3+ 

je negativno povezan s volumenom epifiznih koštanih gredica. Udio stanica CD45-CD31-

TER119-CD51+CD200- pozitivno je povezan s oteklinom koljena, i negativno povezan s 

volumenom epifiznih koštanih gredica, a udio stanica CD45-CD31-TER119-

CD51+CD200+CD105- negativno je povezan s oteklinom koljena, te pozitivno s 

volumenom epifiznih koštanih gredica. 

5. Transkriptom zglobnih mijeloidnih stanica (CD11b+Gr-1+/low) ne mijenja se u miševa s 

artritisom u odnosu na kontrolne imunizirane miševe, pa možemo zaključiti da je upalna 

aktivacija mijeloidnih stanica u AIA uvjetovana samom imunizacijom i stvara 

mikrookoliš koji je preduvjet za aktivaciju stanica stečene imunosti i razvoj 

autoimunosno-posredovane upale. 

6. Zglobne mijeloidne stanice miševa divljeg tipa karakterizira jači izražaj gena vezanih uz 

napredovanje staničnog ciklusa i mitotičku aktivnost, što upućuje na njihovo intenzivnije 
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umnožavanje i u skladu je s njihovim većim udjelom u artritisu, u odnosu na stanice 

miševa Fas –/–.  

7. Iako je transkriptom zglobnih mijeloidnih stanica sličan u miševa WT i Fas –/–, tri su 

gena konzistentno različito izražena. Izražaj gena Mid1 i Erdr1 veći je u zglobnim 

mijeloidnim stanicama WT u odnosu na miševe Fas –/–, a izražaj Thbs1 veći je miševa 

Fas –/– u odnosu na miševe WT.  

8. Stanice CD45-CD31-TER119-CD51+CD200+CD105- u odnosu na populaciju CD45-

CD31-TER119-CD51+CD200-CD105+ karakterizira pojačan izražaj gena vezanih uz 

regulaciju i diferencijaciju koštanog sustava te gena vezanih uz biologiju matičnih 

stanica, što potvrđuje njihov koštano-hrskavični prethodnički karakter u zglobnom 

odjeljku. Iako je udio populacije CD45-CD31-TER119-CD51+CD200+CD105- u 

resorptivnom artritisu smanjen ona se u artritisu funkcijski ne mijenja. Populacija CD45-

CD31-TER119-CD51+CD200-CD105+, za koju sekvencioniranjem nije potvrđen 

prethodnički karakter, najvjerojatnije se sastoji od kombinacije usmjerenih prethodnika i 

sinovijalnih fibroblasta. 

9. Veći izražaj receptora Fas na stanicama CD45-CD31-TER119-CD51+CD200+CD105-, 

zajedno s našim prethodnim istraživanjem potvrđuje osjetljivost ovih stanica na apoptozu, 

što u artritisu povećava njihovo uklanjanje i doprinosi smanjenoj obnovi subhondralne 

kosti. Izražaj receptora Fas smanjen je u populaciji CD45-CD31-TER119-CD51+CD200-

CD105+. Ovi rezultati ukazuju na promijenjenu brzinu umnažanja, usmjeravanja i 

sazrijevanja prethodničkih stanica kosti i hrskavice u miševa Fas –/–. 

10. Viši izražaj gena Mid1 u zglobnim mijeloidnim stanicama miševa divljeg tipa u odnosu 

na miševe Fas –/– potvrđen je i u ukupnom tkivu koljenih zglobova. Mid1 slabije je 

izražen u zglobnim mijeloidnim stanicama i u tkivu koljena neimuniziranih miševa 

divljeg tipa. Izražaj gena Erdr1 u tkivu koljenih zglobova viši je u miševa divljeg tipa, te 

tako odgovara izražaju u zglobnim mijeloidnim stanicama, a njegova se količina u 

neimuniziranih miševa u odnosu na miševe s artritisom ne razlikuje. Izražaj gena Thbs1 

viši je u tkivu koljenih zglobova miševa Fas –/–, a različito je reguliran u mijeloidnim 

stanicama i ukupnom zglobnom tkivu. Promjene u izražaju upućuju na ulogu Mid1 u 

patogenezi upalnog oštećenja zglobova u artritisu.    
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11. Izražaj Mid1 u zglobu najviši je rano (3. dan) nakon izazivanja artritisa, te je povezan s 

izražajem proupalnih citokina IL-1β, IL-6 i TNF-α u zahvaćenom zglobu i intenzitetom 

artritisa. 

12. Usprkos položaju na kromosomu X, izražaj Mid1 u artritisu nije podložan spolnome 

dimorfizmu te je, kao u ženkama, pojačeno izražen i u koljenima mužjaka miševa divljeg 

tipa s artritisom. 

13. U uvjetima in vitro, specifična inhibicija djelovanja bjelančevine Mid1 u stanicama 

koštane srži primjenom peptida GSK'364A i metformina, koji sprječavaju vezivanje Mid1 

i time potaknutu razgradnju PP2A, smanjuje izražaj proupalnih citokina potaknut upalom. 

Učinak poništava inhibicija PP2A, što potvrđuje uključenost tog enzima u proupalno 

djelovanje Mid1. Rezultati ovog dijela pokazuju da je kočenje proupalnog djelovanja 

Mid1 putem razgradnje PP2A dovoljno da se zakoči upalna aktivacija stanica urođene 

imunosti.  

14. U uvjetima in vivo, inhibicija djelovanja bjelančevine Mid1 primjenom metformina u 

tijeku pokusnog modela AIA rezultira njegovom kliničkom slikom, smanjenim izražajem 

TNF-α u zahvaćenom zglobu te manjim gubitkom epifiznih koštanih gredica. Inhibicija 

Mid1 na razini gena u ovom istraživanju nije uspješno optimizirana. 

15. Rezultati funkcionalnih studija in vitro i in vivo ukazuju na proupalno djelovanje 

receptora Fas u artritisu putem novootkrivene signalne osi Fas-Mid1-PP2Ac u stanicama 

urođene imunosti. Aktivacija receptora Fas u tim stanicama potiče izražaj Mid1, koji 

potom, potičući razgradnju PP2A pojačava signalizaciju proupalnih citokina i time 

omogućuje stvaranje upalnog mikrookoliša koji je nužan za započinjanje i podržavanje 

autoimunosno-posredovanog zglobnog oštećenja. 
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8. Sažetak 

 

Reumatoidni artritis (RA) je kronična sustavna autoimuna bolest koja zahvaća sinovijalne 

zglobove te uzrokuje razaranje zglobne hrskavice i kosti, što dovodi do trajne invalidnosti. 

Iako postojeća terapija ublažuje tijek bolesti, za liječenje koštanog razaranja nije u potpunosti 

učinkovita, a dio bolesnika na terapiju ne odgovara. 

Cilj ovog istraživanja bio je u mišjem modelu RA, artritisu potaknutom antigenom (AIA), 

uspoređivanjem miševa divljega tipa (WT) s resorptivnim artritisom, te miševa s izbačenim 

genom za receptor Fas (Fas –/–), zaštićenih od koštanog gubitka u artritisu, odrediti koja 

stanična populacija u zglobovima ili periartikularnoj koštanoj srži posreduje lokalno 

razaranje kosti te u toj populaciji odrediti molekularne posrednike koštane resorpcije.  

Blaži oblik artritisa u miševa Fas –/– karakteriziran je promijenjenim staničnim sastavom 

zglobnog odjeljka. Smanjen je udio zglobnih mijeloidnih (CD11b+Gr-1+) stanica, čije je 

nakupljanje u resorptivnom artritisu miševa WT povezano s gubitkom subhondralnih 

koštanih gredica i karakterizirano pojačanim izražajem Mid1. Izražaj Mid1 u zglobu povezan 

je s intenzitetom artritisa i izražajem proupalnih citokina. In vitro inhibicija Mid1 smanjuje 

upalnu aktivaciju stanica urođene imunosti iz koštane srži, a in vivo ublažuje tijek artritisa te 

štiti od gubitaka subhondralnih koštanih gredica.  

Zaključno, ovo istraživanje opisuje proupalno djelovanje receptora Fas u artritisu putem 

novootkrivene signalne osi u kojoj aktivacija Fas na stanicama urođene imunosti potiče 

izražaj Mid1, koji potičući razgradnju PP2A pojačava signalizaciju proupalnih citokina i time 

omogućuje stvaranje upalnog mikrookoliša koji je nužan za razvoj zglobnog oštećenja.  
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9. Summary 
 
Cellular and molecular mediators of subchondral bone destruction in arthritis 

Nina Lukač, 2020 

 
Rheumatoid arthritis is a chronic systemic autoimmune disease affecting synovial joints, 

characterized by cartilage and bone destruction, and subsequent permanent disability. 

Available therapeutics improve prognosis but have a limited effect on bone destruction.  

The aim of this study was to define joint and periarticular bone marrow cell populations and 

population-specific molecular mediators driving local bone destruction in a murine model, 

antigen induced arthritis (AIA), by comparing wild type (WT) mice with destructive arthritis, 

and mice deficient for Fas gene (Fas –/–), protected from subchondral bone loss in AIA.  

Ameliorated arthritis in Fas –/– mice is characterized by altered cell population frequencies in 

the affected joint. Fas –/– mice lack accumulation of myeloid cells. In WT mice, myeloid cell 

accumulation is associated with loss of subchondral bone and is marked by up-regulation of 

Mid1 in the joint, which is associated with arthritis intensity. In vitro inhibition of Mid1 

decreases inflammatory activation of innate immune cells. In vivo, it attenuates the course of 

AIA and protects from subchondral bone loss.  

In conclusion, this study describes a proinflammatory effect of Fas in arthritis through 

upregulation Mid1, which enhances cytokine secretion and enables development of 

microenvironment necessary for development of joint destruction.  
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DODATAK 

Tablica 4. Različito izraženi geni sinovijalnih mijeloidnih stanica miševa divljeg tipa 
(WT) u odnosu na miševe s izbačenim genom za receptor Fas (Fas –/–) nakon 
uklanjanja uzoraka koji se prema hijerarhijskom grupiranju svrstaju u krivu skupinu. 
 

Simbol Ime gena 
Omjer promjene 

(log2FC) p(BH) 

Thbs1 thrombospondin 1 -1,94 0,0018 
Mir1949 microRNA 1949 -1,75 0,0005 
Mir669k microRNA 669k -1,14 0,0246 
Tas2r143 taste receptor, type 2, member 143 -1,06 0,0153 

Ciart 
circadian associated repressor of 
transcription -0,97 0,0115 

4930515G01Rik RIKEN cDNA 4930515G01 gene -0,92 0,0490 
H2-Q5 histocompatibility 2, Q region locus 5 -0,91 0,0493 
Ninj1 ninjurin 1 -0,88 0,0153 
Mir5108 microRNA 5108 -0,88 0,0365 
Gm5129 predicted gene 5129 -0,87 0,0429 
Gm13073 predicted gene 13073 -0,86 0,0242 
Selenon selenoprotein N -0,86 0,0472 
Osgin1 oxidative stress induced growth inhibitor 1 -0,82 0,0478 
D730003I15Rik RIKEN cDNA D730003I15 gene -0,79 0,0365 
4732416N19Rik RIKEN cDNA 4732416N19 gene -0,78 0,0318 
Mir188 microRNA 188 -0,78 0,0480 
H2-K2 histocompatibility 2, K region locus 2 -0,76 0,0487 

Slc2a6 
solute carrier family 2 (facilitated glucose 
transporter), member 6 -0,74 0,0318 

Gm5617 predicted gene 5617 -0,65 0,0487 

Anapc1 anaphase promoting complex subunit 1 0,61 0,0478 
Diaph3 diaphanous related formin 3 0,64 0,0478 

Abcd3 
ATP-binding cassette, sub-family D (ALD), 
member 3 0,69 0,0359 

Fabp7 fatty acid binding protein 7, brain 0,69 0,0487 

Suz12 
SUZ12 polycomb repressive complex 2 
subunit 0,70 0,0480 

Tm9sf3 transmembrane 9 superfamily member 3 0,71 0,0390 
Casd1 CAS1 domain containing 1 0,71 0,0318 
Sgo1 shugoshin 1 0,71 0,0487 
Rrm1 ribonucleotide reductase M1 0,71 0,0495 

Fam172a 
family with sequence similarity 172, 
member A 0,71 0,0472 

Dld dihydrolipoamide dehydrogenase 0,71 0,0490 
Xk X-linked Kx blood group 0,73 0,0478 
Rcn1 reticulocalbin 1 0,75 0,0472 
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Tbk1 TANK-binding kinase 1 0,75 0,0365 
Abhd13 abhydrolase domain containing 13 0,76 0,0480 
Cep76 centrosomal protein 76 0,79 0,0490 
Cdc25a cell division cycle 25A 0,79 0,0365 

Cmah 
cytidine monophospho-N-acetylneuraminic 
acid hydroxylase 0,80 0,0229 

Mfap1a microfibrillar-associated protein 1A 0,81 0,0359 
Ipo7 importin 7 0,85 0,0490 
Naprt nicotinate phosphoribosyltransferase 0,85 0,0153 
Sgpp1 sphingosine-1-phosphate phosphatase 1 0,86 0,0242 
Phf6 PHD finger protein 6 0,88 0,0389 
Ube2v2 ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 2 0,96 0,0318 
Kif11 kinesin family member 11 1,00 0,0153 
Prpf4b pre-mRNA processing factor 4B 1,01 0,0478 
Fas Fas (TNF receptor superfamily member 6) 1,02 0,0153 
Ndc80 NDC80 kinetochore complex component 1,03 0,0365 
Neto2 neuropilin (NRP) and tolloid (TLL)-like 2 1,04 0,0457 
Cd38 CD38 antigen 1,04 0,0153 
Kif20b kinesin family member 20B 1,07 0,0229 
Gm36490 predicted gene, 36490 1,16 0,0330 
Mir103-2 microRNA 103-2 1,65 0,0008 
Lipg lipase, endothelial 1,71 0,0000 
Mid1 midline 1 2,72 0,0000 

Erdr1 erythroid differentiation regulator 1 3,02 0,0000 
 
Miševi divljeg tipa (WT) i miševi s izbačenim genom za receptor Fas (Fas –/–) su žrtvovani na 10. dan nakon intra-
artikularne injekcije metiliranog goveđeg serumskog albumina (mBSA, prema engl.methylated bovine serum albumin) (AIA, 
prema engl.antigen induced arthritis) ili otopine fosfatnog pufera (PBS, prema engl. phosphate buffered saline) (CTRL). 
Nakon opuštanja stanica sinovijalnog odjeljka pomoću kolagenaze tipa IV pomoću razvrstavanja stanica aktiviranog 
fluorescencijom (FACS, prema engl.fluorescence-activated cell sorting) izdvojena je populacija živih (DAPI–) neeritroidnih 
(TER119–), nelimfoidnih (CD3B220NK1.1–) stanica, koje izražavaju biljege CD11b i Gr-1 (CD11b+ Gr-1low/+). Iz izdvojene 
mijeloidne populacije potom je izolirana ukupna stanična RNA, a po 4 pojedinačna uzorka zadovoljavajuće kvalitete iz 
svake pokuse skupine su fragmentirana, obilježena i hibridizirana na genske čipove GeneChip™ Mouse Gene 2.0 ST Array 
(Affymetrix). Nakon procijene kvalitete očitanih podataka je unutar sučelja Bioconductor u programu R provedena 
bioinformatička analiza rezultata genskih čipova. Kako bih se odredile razlike između reprezentativnih uzoraka sinovijalnih 
stanica miševa WT i Fas –/–, su iz analize uklonjeni uzorci koji su se prema hijerarhijskom grupiranju svrstali u krivu 
skupinu. Pomoću algoritma limma (prema engl.linear models for microarray data) je uspoređenih 6 uzoraka miševa WT sa 
5 uzoraka miševa Fas –/–. Prikazani su simbol gena i puni naziv gena prema MGI (prema engl. Mouse Genome Informatics), 
logaritam omjera promjene izražaja gena (log2FC, prema engl.fold change) i p vrijednosti prilagođena postupkom 
Benjamini-Hochberg (p(BH)) gena čija prilagođena p vrijednost je manja od 0,05 te apsolutni omjer promjene veći od 1,5. 
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Tablica 5. Pojačano zastupljeni GO termini u genima s pojačanim izražajem u 
sinovijalnih mijeloidnih stanica miševa divljeg tipa (WT) ili miševa s izbačenim genom 
za receptor Fas (Fas –/–), nakon uklanjanja uzoraka koji se prema hijerarhijskom 
grupiranju svrstaju u krivu skupinu. 
 

ID GO 
termina Opis GO termina 

Skupina GO 
termina Broj gena p (BH) 

pojačan izražaj u B6 
GO:0007059 chromosome segregation BP 19/170 3,45E-09 
GO:0000819 sister chromatid segregation BP 15/170 4,84E-09 
GO:0098813 nuclear chromosome segregation BP 17/170 4,84E-09 
GO:0140014 mitotic nuclear division BP 17/170 9,52E-09 
GO:0000280 nuclear division BP 20/170 1,42E-08 
GO:0000070 mitotic sister chromatid segregation BP 13/170 2,46E-08 
GO:0048285 organelle fission BP 20/170 6,74E-08 

GO:0070507 
regulation of microtubule cytoskeleton 
organization BP 13/170 5,32E-07 

GO:0032886 regulation of microtubule-based process BP 13/170 3,32E-06 
GO:0090068 positive regulation of cell cycle process BP 13/170 5,76E-06 
GO:0007346 regulation of mitotic cell cycle BP 17/170 3,17E-05 
GO:0045787 positive regulation of cell cycle BP 14/170 6,66E-05 
GO:0044772 mitotic cell cycle phase transition BP 13/170 0,00026129 

GO:0008608 
attachment of spindle microtubules to 
kinetochore BP 5/170 0,00036508 

GO:0046605 regulation of centrosome cycle BP 6/170 0,00058177 
GO:0044770 cell cycle phase transition BP 13/170 0,00064901 
GO:0007088 regulation of mitotic nuclear division BP 9/170 0,00073351 
GO:0031023 microtubule organizing center organization BP 8/170 0,00073351 

GO:0033047 
regulation of mitotic sister chromatid 
segregation BP 6/170 0,00127292 

GO:0051383 kinetochore organization BP 4/170 0,00128694 
GO:0007080 mitotic metaphase plate congression BP 5/170 0,00129873 
GO:1903046 meiotic cell cycle process BP 9/170 0,00129873 
GO:0010824 regulation of centrosome duplication BP 5/170 0,00139006 
GO:0051321 meiotic cell cycle BP 11/170 0,00154242 

GO:1901990 
regulation of mitotic cell cycle phase 
transition BP 10/170 0,00154242 

GO:0033048 
negative regulation of mitotic sister 
chromatid segregation BP 5/170 0,00154242 

GO:0051783 regulation of nuclear division BP 9/170 0,00177088 

GO:0033046 
negative regulation of sister chromatid 
segregation BP 5/170 0,0017771 

GO:0031109 
microtubule polymerization or 
depolymerization BP 7/170 0,0019183 

GO:0007098 centrosome cycle BP 7/170 0,00195825 

GO:0051985 
negative regulation of chromosome 
segregation BP 5/170 0,00217819 

GO:0033045 regulation of sister chromatid segregation BP 6/170 0,0021871 
GO:0140013 meiotic nuclear division BP 8/170 0,00280581 
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GO:1901987 regulation of cell cycle phase transition BP 10/170 0,00299373 

GO:0045839 
negative regulation of mitotic nuclear 
division BP 5/170 0,00307558 

GO:0007091 
metaphase/anaphase transition of mitotic 
cell cycle BP 5/170 0,0034607 

GO:0051310 metaphase plate congression BP 5/170 0,0034607 

GO:0010965 
regulation of mitotic sister chromatid 
separation BP 5/170 0,00362305 

GO:0051304 chromosome separation BP 6/170 0,00362305 
GO:0045132 meiotic chromosome segregation BP 6/170 0,003748 
GO:0044784 metaphase/anaphase transition of cell cycle BP 5/170 0,00394787 
GO:0006260 DNA replication BP 9/170 0,00394787 
GO:0046607 positive regulation of centrosome cycle BP 3/170 0,00394787 
GO:0051306 mitotic sister chromatid separation BP 5/170 0,00436696 

GO:2001251 
negative regulation of chromosome 
organization BP 7/170 0,00458978 

GO:0051315 
attachment of mitotic spindle microtubules 
to kinetochore BP 3/170 0,00464199 

GO:0051298 centrosome duplication BP 5/170 0,00464199 
GO:1905818 regulation of chromosome separation BP 5/170 0,00464199 
GO:1901976 regulation of cell cycle checkpoint BP 4/170 0,00464199 
GO:0051983 regulation of chromosome segregation BP 6/170 0,00495912 
GO:0051784 negative regulation of nuclear division BP 5/170 0,0050822 
GO:0007076 mitotic chromosome condensation BP 3/170 0,00534351 

GO:0010639 
negative regulation of organelle 
organization BP 11/170 0,00578981 

GO:0007094 mitotic spindle assembly checkpoint BP 4/170 0,00578981 
GO:0071173 spindle assembly checkpoint BP 4/170 0,00578981 
GO:0071174 mitotic spindle checkpoint BP 4/170 0,00694081 
GO:0007051 spindle organization BP 7/170 0,00694081 
GO:0045931 positive regulation of mitotic cell cycle BP 7/170 0,00708589 
GO:0051303 establishment of chromosome localization BP 5/170 0,00782443 
GO:0031577 spindle checkpoint BP 4/170 0,00782443 

GO:0045841 
negative regulation of mitotic 
metaphase/anaphase transition BP 4/170 0,00782443 

GO:0050000 chromosome localization BP 5/170 0,0081486 

GO:2000816 
negative regulation of mitotic sister 
chromatid separation BP 4/170 0,00832603 

GO:1902100 
negative regulation of metaphase/anaphase 
transition of cell cycle BP 4/170 0,00898531 

GO:0060947 
cardiac vascular smooth muscle cell 
differentiation BP 3/170 0,00937897 

GO:1905819 
negative regulation of chromosome 
separation BP 4/170 0,00953 

GO:0000075 cell cycle checkpoint BP 7/170 0,01009458 
GO:0030261 chromosome condensation BP 4/170 0,01009458 
GO:0046599 regulation of centriole replication BP 3/170 0,0104356 

GO:0031110 
regulation of microtubule polymerization 
or depolymerization BP 5/170 0,0113448 

GO:0034502 protein localization to chromosome BP 5/170 0,0113448 
GO:2000114 regulation of establishment of cell polarity BP 3/170 0,01170254 
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GO:0006281 DNA repair BP 11/170 0,01238603 

GO:1901889 
negative regulation of cell junction 
assembly BP 3/170 0,0130627 

GO:0030010 establishment of cell polarity BP 6/170 0,0130627 
GO:0007019 microtubule depolymerization BP 4/170 0,01462415 

GO:0071459 
protein localization to chromosome, 
centromeric region BP 3/170 0,01462415 

GO:0030071 
regulation of mitotic metaphase/anaphase 
transition BP 4/170 0,01652768 

GO:0007062 sister chromatid cohesion BP 4/170 0,01879184 

GO:1902099 
regulation of metaphase/anaphase 
transition of cell cycle BP 4/170 0,01987141 

GO:0032878 
regulation of establishment or maintenance 
of cell polarity BP 3/170 0,02043093 

GO:0007163 
establishment or maintenance of cell 
polarity BP 7/170 0,02182283 

GO:0007052 mitotic spindle organization BP 5/170 0,02800386 
GO:0018107 peptidyl-threonine phosphorylation BP 5/170 0,03536728 

GO:0070192 
chromosome organization involved in 
meiotic cell cycle BP 4/170 0,04068933 

GO:0045786 negative regulation of cell cycle BP 10/170 0,04068933 
GO:0045930 negative regulation of mitotic cell cycle BP 7/170 0,04068933 

GO:0007026 
negative regulation of microtubule 
depolymerization BP 3/170 0,04273841 

GO:0018210 peptidyl-threonine modification BP 5/170 0,0436239 
GO:0006470 protein dephosphorylation BP 7/170 0,04436082 
GO:0051145 smooth muscle cell differentiation BP 4/170 0,04702129 
GO:0007099 centriole replication BP 3/170 0,04734715 
GO:0007143 female meiotic nuclear division BP 3/170 0,04734715 
GO:0031114 regulation of microtubule depolymerization BP 3/170 0,04734715 

GO:0008625 
extrinsic apoptotic signaling pathway via 
death domain receptors BP 4/170 0,04734715 

GO:0035886 vascular smooth muscle cell differentiation BP 3/170 0,04950072 
GO:0098534 centriole assembly BP 3/170 0,04950072 
GO:0000012 single strand break repair BP 2/170 0,04950072 
GO:0000775 chromosome, centromeric region CC 19/171 4,84E-14 
GO:0000776 kinetochore CC 15/171 5,76E-12 
GO:0005819 spindle CC 19/171 7,33E-12 
GO:0098687 chromosomal region CC 19/171 4,08E-11 

GO:0000779 
condensed chromosome, centromeric 
region CC 10/171 1,25E-10 

GO:0000793 condensed chromosome CC 14/171 2,14E-08 
GO:0005874 microtubule CC 18/171 7,27E-08 
GO:0000777 condensed chromosome kinetochore CC 7/171 1,31E-07 
GO:0000940 condensed chromosome outer kinetochore CC 5/171 1,21E-06 
GO:0072686 mitotic spindle CC 8/171 2,11E-05 

GO:0000780 
condensed nuclear chromosome, 
centromeric region CC 5/171 4,13E-05 

GO:0005876 spindle microtubule CC 6/171 4,13E-05 
GO:0005871 kinesin complex CC 6/171 7,37E-05 
GO:0000778 condensed nuclear chromosome CC 4/171 7,37E-05 
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kinetochore 

GO:0000922 spindle pole CC 7/171 0,0006005 
GO:0005635 nuclear envelope CC 12/171 0,00076219 
GO:0031080 nuclear pore outer ring CC 3/171 0,00076219 
GO:0051233 spindle midzone CC 4/171 0,00174684 
GO:0005643 nuclear pore CC 5/171 0,00192332 
GO:1990023 mitotic spindle midzone CC 3/171 0,00192332 
GO:0030496 midbody CC 6/171 0,00696107 
GO:1904949 ATPase complex CC 5/171 0,0084776 
GO:0005875 microtubule associated complex CC 6/171 0,00859157 
GO:0090734 site of DNA damage CC 4/171 0,00979398 
GO:0000794 condensed nuclear chromosome CC 6/171 0,01159954 
GO:0097431 mitotic spindle pole CC 3/171 0,01346818 
GO:0005814 centriole CC 5/171 0,01346818 
GO:0005881 cytoplasmic microtubule CC 4/171 0,02113268 
GO:0070603 SWI/SNF superfamily-type complex CC 4/171 0,0236477 
GO:0000803 sex chromosome CC 3/171 0,02815913 
GO:0070938 contractile ring CC 2/171 0,03707335 
GO:0005720 nuclear heterochromatin CC 3/171 0,03725146 
GO:0000792 heterochromatin CC 4/171 0,04103857 
GO:0009295 nucleoid CC 3/171 0,04103857 
GO:0042645 mitochondrial nucleoid CC 3/171 0,04103857 
GO:0010369 chromocenter CC 2/171 0,04743708 
GO:0044450 microtubule organizing center part CC 5/171 0,04743708 
GO:0008017 microtubule binding MF 14/166 4,29E-07 
GO:0015631 tubulin binding MF 16/166 4,29E-07 
GO:0016887 ATPase activity MF 13/166 0,00179491 
GO:0003777 microtubule motor activity MF 6/166 0,00261253 

GO:0008574 
ATP-dependent microtubule motor activity, 
plus-end-directed MF 4/166 0,00261253 

GO:0042393 histone binding MF 9/166 0,00261253 
GO:0003774 motor activity MF 7/166 0,00261253 
GO:0003697 single-stranded DNA binding MF 6/166 0,0049527 
GO:1990939 ATP-dependent microtubule motor activity MF 4/166 0,01528868 
GO:0042623 ATPase activity, coupled MF 9/166 0,03280833 

pojačan izražaj u Fas –/– 
GO:0060326 cell chemotaxis BP 9/62 0,00012809 

GO:0043154 

negative regulation of cysteine-type 
endopeptidase activity involved in 
apoptotic process BP 4/62 0,02905364 

GO:2000117 
negative regulation of cysteine-type 
endopeptidase activity BP 4/62 0,02905364 

GO:0035914 skeletal muscle cell differentiation BP 4/62 0,02905364 

GO:0010951 
negative regulation of endopeptidase 
activity BP 5/62 0,02905364 

GO:0043491 protein kinase B signaling BP 5/62 0,02905364 
GO:1900744 regulation of p38MAPK cascade BP 3/62 0,02905364 
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GO:0006953 acute-phase response BP 3/62 0,02905364 

GO:0043281 
regulation of cysteine-type endopeptidase 
activity involved in apoptotic process BP 5/62 0,02905364 

GO:0014074 response to purine-containing compound BP 4/62 0,02905364 
GO:0052548 regulation of endopeptidase activity BP 6/62 0,02905364 
GO:0038066 p38MAPK cascade BP 3/62 0,02905364 
GO:0002526 acute inflammatory response BP 4/62 0,02905364 

GO:2000116 
regulation of cysteine-type endopeptidase 
activity BP 5/62 0,02905364 

GO:0031620 regulation of fever generation BP 2/62 0,02905364 

GO:2000318 
positive regulation of T-helper 17 type 
immune response BP 2/62 0,02905364 

GO:0071621 granulocyte chemotaxis BP 4/62 0,02905364 

GO:0002042 
cell migration involved in sprouting 
angiogenesis BP 3/62 0,03586 

GO:0010466 negative regulation of peptidase activity BP 5/62 0,03600854 
GO:0001660 fever generation BP 2/62 0,03600854 
GO:0031652 positive regulation of heat generation BP 2/62 0,03600854 

GO:0010634 
positive regulation of epithelial cell 
migration BP 4/62 0,03600854 

GO:0050715 positive regulation of cytokine secretion BP 4/62 0,03600854 
GO:0002673 regulation of acute inflammatory response BP 3/62 0,03680096 
GO:0097530 granulocyte migration BP 4/62 0,03680096 
GO:0031638 zymogen activation BP 3/62 0,0385736 
GO:0052547 regulation of peptidase activity BP 6/62 0,0385736 
GO:0031650 regulation of heat generation BP 2/62 0,0385736 
GO:0006094 gluconeogenesis BP 3/62 0,03902353 
GO:0010631 epithelial cell migration BP 5/62 0,03902353 
GO:0090132 epithelium migration BP 5/62 0,03902353 
GO:0051222 positive regulation of protein transport BP 6/62 0,03902353 
GO:0046697 decidualization BP 2/62 0,03902353 

GO:0071636 
positive regulation of transforming growth 
factor beta production BP 2/62 0,03902353 

GO:0090130 tissue migration BP 5/62 0,03902353 
GO:0001819 positive regulation of cytokine production BP 6/62 0,03902353 
GO:0019319 hexose biosynthetic process BP 3/62 0,03914276 

GO:0002726 
positive regulation of T cell cytokine 
production BP 2/62 0,03914276 

GO:1902043 

positive regulation of extrinsic apoptotic 
signaling pathway via death domain 
receptors BP 2/62 0,03914276 

GO:2000319 
regulation of T-helper 17 cell 
differentiation BP 2/62 0,03914276 

GO:0043409 negative regulation of MAPK cascade BP 4/62 0,04045134 

GO:1904951 
positive regulation of establishment of 
protein localization BP 6/62 0,04045134 

GO:0045786 negative regulation of cell cycle BP 6/62 0,04072588 
GO:0071674 mononuclear cell migration BP 3/62 0,04072588 
GO:0046364 monosaccharide biosynthetic process BP 3/62 0,04131447 
GO:0060537 muscle tissue development BP 6/62 0,04581122 
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GO:0031649 heat generation BP 2/62 0,04592556 

GO:0035743 
CD4-positive, alpha-beta T cell cytokine 
production BP 2/62 0,04592556 

GO:0043153 
entrainment of circadian clock by 
photoperiod BP 2/62 0,04592556 

GO:0045624 
positive regulation of T-helper cell 
differentiation BP 2/62 0,04592556 

GO:2000316 
regulation of T-helper 17 type immune 
response BP 2/62 0,04592556 

GO:0050727 regulation of inflammatory response BP 5/62 0,04592556 
GO:0060968 regulation of gene silencing BP 3/62 0,0463117 
GO:0009648 photoperiodism BP 2/62 0,04753 
GO:0043542 endothelial cell migration BP 4/62 0,04753 
GO:0050707 regulation of cytokine secretion BP 4/62 0,04753 

GO:0010575 
positive regulation of vascular endothelial 
growth factor production BP 2/62 0,04753 

GO:0048266 behavioral response to pain BP 2/62 0,04753 
GO:0007519 skeletal muscle tissue development BP 4/62 0,04753 
GO:0097529 myeloid leukocyte migration BP 4/62 0,04753 
GO:0009649 entrainment of circadian clock BP 2/62 0,04753 
GO:0045582 positive regulation of T cell differentiation BP 3/62 0,04753 

GO:0010595 
positive regulation of endothelial cell 
migration BP 3/62 0,04753 

GO:0046683 response to organophosphorus BP 3/62 0,04753 
GO:0033555 multicellular organismal response to stress BP 3/62 0,04753 

GO:2000178 
negative regulation of neural precursor cell 
proliferation BP 2/62 0,04753 

GO:0060538 skeletal muscle organ development BP 4/62 0,04753 
GO:0045861 negative regulation of proteolysis BP 5/62 0,04753 
GO:0042060 wound healing BP 5/62 0,04753 
GO:0002724 regulation of T cell cytokine production BP 2/62 0,04753 

GO:0032891 
negative regulation of organic acid 
transport BP 2/62 0,04753 

GO:1900745 positive regulation of p38MAPK cascade BP 2/62 0,04753 
GO:0006334 nucleosome assembly BP 3/62 0,04753 
GO:0030595 leukocyte chemotaxis BP 4/62 0,04753 
GO:0030593 neutrophil chemotaxis BP 3/62 0,04753 

GO:0051897 
positive regulation of protein kinase B 
signaling BP 3/62 0,04753 

GO:0001893 maternal placenta development BP 2/62 0,04753 

GO:0030511 
positive regulation of transforming growth 
factor beta receptor signaling pathway BP 2/62 0,04753 

GO:0072539 T-helper 17 cell differentiation BP 2/62 0,04753 

GO:1903846 
positive regulation of cellular response to 
transforming growth factor beta stimulus BP 2/62 0,04753 

GO:0042136 neurotransmitter biosynthetic process BP 3/62 0,04771528 
GO:2000191 regulation of fatty acid transport BP 2/62 0,04898485 

GO:0034248 
regulation of cellular amide metabolic 
process BP 5/62 0,04898485 

GO:0048661 
positive regulation of smooth muscle cell 
proliferation BP 3/62 0,04898485 
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GO:2000379 
positive regulation of reactive oxygen 
species metabolic process BP 3/62 0,04898485 

GO:0010632 regulation of epithelial cell migration BP 4/62 0,04898485 
GO:0035767 endothelial cell chemotaxis BP 2/62 0,04898485 

GO:0043372 
positive regulation of CD4-positive, alpha-
beta T cell differentiation BP 2/62 0,04898485 

GO:0050663 cytokine secretion BP 4/62 0,04898485 

GO:0045621 
positive regulation of lymphocyte 
differentiation BP 3/62 0,04898485 

GO:0006335 
DNA replication-dependent nucleosome 
assembly BP 2/62 0,04898485 

GO:0010574 
regulation of vascular endothelial growth 
factor production BP 2/62 0,04898485 

GO:0033081 
regulation of T cell differentiation in 
thymus BP 2/62 0,04898485 

GO:0034723 
DNA replication-dependent nucleosome 
organization BP 2/62 0,04898485 

GO:0072538 T-helper 17 type immune response BP 2/62 0,04898485 

GO:0016811 

hydrolase activity, acting on carbon-
nitrogen (but not peptide) bonds, in linear 
amides MF 4/58 0,00770615 

GO:0048020 CCR chemokine receptor binding MF 3/58 0,00950594 
GO:0048018 receptor ligand activity MF 7/58 0,00950594 

GO:0016810 
hydrolase activity, acting on carbon-
nitrogen (but not peptide) bonds MF 4/58 0,01257286 

GO:0042379 chemokine receptor binding MF 3/58 0,01644878 
GO:0005126 cytokine receptor binding MF 5/58 0,02917048 
 
 

 
Miševi divljeg tipa (WT) i miševi s izbačenim genom za receptor Fas (Fas –/–) su žrtvovani na 10. dan nakon intra-artikularne 

injekcije metiliranog goveđeg serumskog albumina (mBSA, prema engl. methylated bovine serum albumin) (AIA, prema 

engl.antigen induced arthritis) ili otopine fosfatnog pufera (PBS, prema engl. phosphate buffered saline) (CTRL). Nakon 

opuštanja stanica sinovijalnog odjeljka pomoću kolagenaze tipa IV pomoću razvrstavanja stanica aktiviranog fluorescencijom 

(FACS, prema engl.fluorescence-activated cell sorting) izdvojena je populacija živih (DAPI–) neeritroidnih (TER119–), 

nelimfoidnih (CD3B220NK1.1–) stanica, koje izražavaju biljege CD11b i Gr-1 (CD11b+ Gr-1low/+). Iz izdvojene mijeloidne 

populacije potom je izolirana ukupna stanična RNA, a po 4 pojedinačna uzorka zadovoljavajuće kvalitete iz svake pokuse 

skupine su fragmentirana, obilježena i hibridizirana na genske čipoveGeneChip™ Mouse Gene 2.0 ST Array (Affymetrix). 

Nakon procijene kvalitete očitanih podataka je unutar sučelja Bioconductor u programu R provedena bioinformatička analiza 

rezultata genskih čipova. Kako bih se odredile razlike između reprezentativnih uzoraka sinovijalnih stanica miševa WT i Fas –

/–, su iz analize uklonjeni uzorci koji su se prema hijerarhijskom grupiranju svrstali u krivu skupinu. Pomoću algoritma limma 

(prema engl. linear models for microarray data) je uspoređenih 6 uzoraka miševa WT sa 5 uzoraka miševa Fas –/–. Određeni 

su različito izraženi geni čija je nominalna p vrijednost manja od 0,05 i prilagođena p vrijednost manja od 0,1, te apsolutni 

omjer promjene veći od 1,5. Pomoću hipergeometričke raspodijele analiziranoje koje biološke funkcije (BP, prema engl. 

biological process), stanične komponente (CC, prema engl. cellular component) ili molekularni procesi (MP, prema engl. 

molecular process) pojačano zastupljeni u među različito izraženim genima. Prikazana je oznaka (ID) te službeni naziv 

prezastupljenih GO termina, njihova skupina, omjer broja gena koji su različito izraženi i pripadaju određenom terminu GO te 

svih gena u određenom GO terminu i p vrijednosti prilagođena postupkom Benjamini-Hochberg (p(BH)). Prikazani su termini 

GO čija je prilagođena p vrijednost manja od 0,05 (Benjamini Hochberg). 


