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POPIS KRATICA
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1. Uvod

1.1. Reumatoidni artritis

5HXPDWRLGQL DUWULWLY MH NURQLPpQD XSDOQD EROHVW ],
sve do 1% svjetske populacij®) 5SHXPDWRLGQL DUW bropwedndgéd/sHstaviizN R y H U
autoimunosne bolestiGYD GR WUL S X BblestjéikaikteriXirang @p&lom zglobova

koja, ako seX p L Q NiR WjepfWRRR A H G R YhepdwatnoGRREWHUHQMD (R). DWW DOLGLW
]JJIORERYD UHXPDWRLGQL DUWULWLYV |]DKYDUD L GUXJD WNL
PpYRULUD YDVNXOLWLVDXWEOLND QG XRNDWNNQBRUQPLDYKWERLQWE
KHP DW Ra@plékbicijd(3). U zadnjih nekoliko desW (DMSIRGU XpMH UHXBAOWRORJ|
QDSUHGRYDOR L QRYD VD]Q&ugampnilv térafijBkih HhasMpakdrkdg ¥UN U L G D
]QDWQR Stifek Boedfi & 5 R E R ONWEODAIW HEARO Bl VYQR. W Diako ¢ ydxnasl P
UHPLVLMD PRJXUDOMRPEPHAM DN MHNRFHALQHNLK VH EROHVQLND
GRVWXSQLP SRVWXSFLPD OLMHpPpHQMD

(WLRORJLMD EROHVWL MH YUOR VORAHQD L XNgtpMKd XMH JF
UDIMDAQRWMIRQLRQREPpPpRRFLGHQFLMD UHXPDWRLGQRJ DUWUL!'
UD]OLPpLWLP JHRJU Dorivhjedice XSSRBUHX pPIMIOARM (XURSL MH XpHVWI
7TDNRYyHU SRVWRH WopfioegeHX ELMHORM L FUQRM UDVL MH
Hispanoanerikanaca, dok je incidencia DPHULpNLK GRPRURGDFD pDN GR
L QFLGHQFL MgenessRIMsMahgst kaavitku bolestinaogu VH REMDVQLWL L RN
PLPEHQUFBFMHFLILpQL D O HkRUpingHIQmIskKihReéukovitDih antigena DR
(HLA-DR, prema englhuman leukocyte antigen D relataeshzvan i sustav gena i antigena

glavhog kompleksa tkivne podudarnosti skupine I, MHC prema engl. major
histocompatibility complex VQDAaQR VX SRIWHRIDMBP ¥V NOLQLPpNRP VOLNRF
artritisa(4). Neki alelilokusaHLA-DR, posebice HLADRB1*01 i HLA-DRB1*04 kodiraju
VSHFLILPQL VOLMHG DPLQRNLVHOLQD QD]YDQ shipdiHG QLpNLF
bolesnika s reumatoidnim artritiso(®). Do danas je otkriveno preko 100 lokusa koji su
povezanisSRYHUDQLPIWIWJDNRPM EROHVWL DOL L QHNL NRML VX
VOLNH 2VLP JHQHWVNLK YDULMDQWL XWYUyHQL VX HSLJ
artritisom. Primjerice, metilacia DNAPRaH ERYW]QLFD L]ROEK RINMEREHOQL
JHQHWVNH SUHGLVSR]JLFLMH NDR X VO XouBMKADRBLDPDQH Pt
SX&aDpD V UHXPDWRLG Q L PndpXa\Dip kdjihlraz ik u XazRiGn@tiRavijE niED

XWY UyH@EINHIJHQHWVNLK pLP EHIHQ\DNE WBRDVWMXQDOXY HGHQR S
koji S RY Hijii BizkDrazvoja bolesti)iD pDN GYD SXWD OLNURELRWD XVQ

1



SRYH]DQH VX WDNRVHU Wjedde perdibhtdnaERIEsHNOV izik 2a)rbzv
reumatoidnog artritisa, a predijevana poveznica je prisutnostnikroorganizama
Porphyromona gingivalis i Aggregatibacter actinomycetemcomitangb) 7TDNRYyHU
raznovrsnost crijevne mikrobiote oboljelih MH VPDQMHQD D P&Rotelldécdo@®@H UD]LC
S UR Q Byké@pidlesnikeX UDQLP VWDGLMLPD EROHVNdmolekuHaGDY QR P
HLA-'5 EROHVQLND V UHXPDWRLGQLP DUWULWLVRP LJROLUDC

peptidima rod@&revotellai drugim crijevnim bakterijamér).

SRpPHWDN EROHVWL X PQRJLK EROHVQLND JRGLQDPD SUHMW
postavljanju dijagnoze 8 JHQHWVNL SUHGLVSRQLUDQLK RVRED L]O
RNROLAD PRAH ELWL RNLGVRL PX CBRRYpW\EIMeN st@doripfiRjktic® X

cigaretni dim ili baktergka infekcijamogupotaknutiposttranslacijskmodifikacije, primjerice
modifikacie DPLQRNLVHOLQH DUJLQLQ X FLWUXOLQ X UD]JOLpLWL
citrulinacijD 7DNYL L GUXJL SURPLMHQMHQL SidskMaNHC SUHGRp
limfocitima T, koji mogu potaknuti limfocite B na proizvodnju protutijela koja prepoznaju
YODVWLWH EMHODQPHYLQH 1HND RG WLK SURWXWIlaMHOD NI
QD FLWUXOLQLUDQH EMH O D Qentcitrulinbited $po8th anBotie3 D HQ J O
protutijela na imunoglobulin G poznatija kao reumatoidni faktor (RF). Prisutnost protutijela
PRaH VHIeQdaklRIGLQD SULMH Bdénkh\moNifiel& RsD #oVdljha za razvoj

artritisaL pHVWR MH SRWUHED Q, iekB lidB3MEKojiidjiptoDijelaADMAR y H U

ili RF (nazvaniseropozitivni) imajupoglavito agresivniji tijek bolesti, postoji skupina

bolesnika koji nemaju ta protuijela u serumu (nazvani seronegativni) ali boluju od

reumatoidnog artritisél).

U ranoj fazirazvojabolestiu sinovijalnim zglobovimalolazi do nakupljanja mononuklearnih

stanica u sinovijalnom tkiyuuz aktivatiju sinovijalnih stanicaZatim dolazi do ekspanzije

intime sinovie, D WD |]DGHEOMDQD VLQRY kinbizj@l® bnakedlbBEUD QD V
sinovijalre fibroblase. Aktivirane sinovijalne stanic&vor su brojnih proupalnih citokis,

primjerice irterleukina (IL}1, IL-6, pLPEHQLND QHNUR,]prermd>eRdRtthior 7 1)
necross facto)-., kao i metaloproteinaza matriksa (MMP, m@ engl. matrix
metalloproteinasgte drugih proteinaza. Polovictanih XSDOQLK VWDQLFD X VLQRY
limfociti T, a nalazimo i limfocite Bi plazmastanice koje lokalno proizvode protutijela te
IROLNXODUQH GecH Qrakidfayd. b QastoditeV R€umatoidni artritis karakterizira
razaranje hrskavice i kostinutar i oko ] D K'Y D (zglé@pavia. lako i makrofd, neutrofili i

mastociti pidRQRVH REAWHUOHGQMR LKURGIB Y LErEh&VINR, 2@ RAWHIHQMH



hrskavice VX NOMXpQL VLQRYLMD @ig@noml arkitisR &r@bjainivflbobl8stiu H X P D W
SRSULPDMX ADJUHVLYQL® IHQRWLS L LQYDGLUDMX KUVND
RAWHIHQMH KUVNDYLFH RNR ]dsavidjirdzipnl. Holdd ddrBArdipa D O L
NR&AWDQRJ WNLYD NRMH MH SRJOB)YYLWR SRVUHGRYDQR RVW

Bolesnici s reumatoidm artritisomngp Ha U H @GaRe@eflddV RWHPHQLP JJORERYLPD
MH NDUDNWHULVWLPpQD MXWDUQMD XNRpPpHQRVW L EROQRVW]
D NDUDNWHULVWLPQD MH ]DKY D (progsindlidh iateriaandebiiliS R 1D O D
ZgORER¥DL ¥ WM\RSDOD |]DSHauD JOHAQMHYD ODNWD UDPHQL
]JJIORERYD L]JPHYyX SUYRJ Le&dNUXJR 8 XYRIDWRLREIQ N ULDOMWU LWLV X
aksijalne zglobove kao i distalne emfalangealne zglobovdReumatoidni eritis se razlikuje

od drugih vrstaupalnih bolesti zglobovao iznimno Q D S U H Gt§eluXbioldsii RSVHAaQRP
razaranju tkivg9). Uz atritis, prisutne su i brojne ekstraartileuhe manifestacije bolesti, no
QDMpHAaUH VX N Dkorfplikaci® iV NODQOADHUUMAN LFL MV N pre@sanjgi@D ERO|
QD MY uarLveuranjene smrti u bolesnika s reumatoidnim artritis(8h Zbog
hHWHURJHQRVWL NOLQLpNH SUH]HQWDFLMHz&Qéun@BRMAAWWRMH X
artrits, YHU VDPR NODVLILNDFLMYNK NSRWHBWIEML N T IUUW K X MMLF
UHXPDWR O R 3ACR JorénmaagWnveican College of Rheumatgly) i Europske lige

protiv reumatizma (EULAR, prema endluropean League Against Rheumajisritemeljeni

2010. goding10).

U posljedja dva desWOMHUD GRMIRMBRERQOMEADQMD LVKR®BD EROH®
DUWULWLVRP PHYyX RVWDOLP JERJ UDQLXNHQ NRE MWDEOHQDVDV
1) 2swLPDOQD VWUDWHJILMD OLMHpHQMD EL WUHEDOD EL\
bolestj kakobiVH VSULMHPLOR WUBMQR O Didphsmi@NiD OMMH.Q 0 UD]L Q
niskk DNWLYQRVWL EROHVWL L YUHPHQV,NXL VURMNEMBYRESIBIP MH
cilj nije postignutprilagoditi S RV W X S D NKé&kba M sefkraqtiBlrBla aktivnost bolestia W R

MH QX&QR ]D SUDUHQMH EROHYVW ustan®/ljeReFsM bt@nx skoRMH&a Q R V
XNOMXpXMX NOLRDRNHUEKEMUDR O @/LUKH LWHNVKIH PIRQW R Q RGRIEHRLY B L F
pokazatelie NDR aWR VX s&tineddi@ @iRrdtcita i razinareaktivhog proteina

(primjerice N O L QridpKY laktivnosti bolesti (CDAI, prema englinical disease activity

index), pojednostavljeni indeks aktivnosti bolesti (SDAI, peeengl. simple disease activity

index) ili procjena aktivnosti bolesti za 28 zglobova (DAS28, prema digglase activity score

298)) (10).



=D OLMHpHQMH UHXPDW R L G-eRnatdRiUijakovi kgjL vadlifibirgjijek/ WH V H
bolest (DMARD, prema engl. diseasemodifying antirheumatic druys =D RODN&aDYDQM
VLPSWRPD EROHVQLFL WDNRYHU NRULVWH QHVWHURLGQH
nonsteroidal antiinflammatory drjgpremda oni neljeluju na tijek bolesti. Zaispostavljanje

brze remisie, ako EROHVQLFL UD]YLMX YUOR DNWdristd@ NOLQLPpI
glukokortikoidi, iako se zbd SURILOD Q XV SR M hjhbvo@utjotsdihbl &ziRndnfegh X M H
Lijekove L] VNXSLQH '0%$5' PRAHPR SRGLMHOLWL QD VLQWHWVN
dijele na konvencionalne i ciljane. Primjer konvencionalnog sintetskog lijeka iz skupine
'0$5' MH PHWRWUHNVDW NRML Mreun@bignog/ar8itisdZDni€jali) LMD OL |
dodatak glukokortikoida.Metotreksat dovodi do remisije u 20% bolesrka ako se
SULPMHQMXMH NDR PRQRWHUDSLMD a4WR MH YLAdKuQHJR EL
NRPELQDFLML V JOXNRNRUWLNRLGLPD L GRuzsuisRW@idVQLND
folatom, mnogse Q H & H O M H Q khe@ieksatibgD 3pHH p IPWhijer ciljanih sintetskih

lijekova DMARD su inhibitori kinazeJAK (prema engl.Janus kinasg koji ometaju
signalizaciju nekih citokinapfimjerice IL-6 i IL-17). /LMHNRYL L] ELROR&NH VNXS
poglavito su monoklonalna protutijela koja ciljajneke od koraka u upalnom procesu, bilo
proupalne citokine (anfiNF i antiIL-6) ili neke populacijestanica (antiCD20) i njihowe
aktivacijskeinterakcig (ant-CD80/86)(9).

1.2. Gubitak kosti u reumatoidnom artritisu

Reumatoidni artritis ubrajamo u imunosposredovane upalne bole&d kojih dolazi do

gubitka kosti primarno izazvanog upalom (Slka IRawWDQH HUR]JLMH NDUDNWH
UHXPDWRLGQL DUWWH. WRYX [ DYWHRVWH. GMW @IHNSERY (DD IPRE R R A
8 QH O L Mdtepik@N R 8 WXQHHUR]LMH YLGOMLYH QD @HKgMetHQVNLP
RG SRpHWND EROHVWL VWRPEDQERYNWNELWUHE®RAWWD R HS U UMW
periartikularna osteopenija i sustslb RVWHRSRUR]D U H ]vafgiadDjgkosti X SRMD
potaknute upalom NRMD X UHXPDWRLGQRP ®SRWANR@IEANMQLMH S
stvaranjem nove kost{(1l) 3R MD pD Q XrazgRdniv x@kije SRMDpDQD DNWLY
osteoklastaVW D QLFD NR M H, pptaknutiiDpyodpalMimNcRokivima, aymiemtuijelima

L SRMDpDQRP GLINEBQ EdsdkEstrivipRdgenitora(2, 12, 13)

. R & \Whe@ziamanazivamoprekid kontinuiteta kdirkalne kosti koji se vidi na regénskim

snimkamaa SRMDYOMXMX VH QDMpH&UH QD UDGLMDOQRM VWUDQ
IDNWRU SUHGLVS Rgnambkihjdsda. RCG BHOMW@GID NR AW DXQ SUHHWRH &A@ R
na mjestima gdje upaljeno swijalno tkivo dolazi uizravan dodirs SR Y U ako&tiR®.
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Napredak u tehnikama oslikavanja komotpriziranom tomografijom (CT, prema engl.
computedtomography visoke rezolucije i magnetnom rezonancijom (MRPRJXULR MH
detekciju puno manjih erozii RGQRVX QD PRJIJXUQRVWL VMmaghsidMLK WH ¥
povezanost gubitka kosti s upalom. Nejnosim izravnog utjecaja upaljene sinovij@a
NRUWLNDOQX NRBEWDNRGAWRQUELXYXR]LMD GROD]JL L XVOLMHC
VUAL XSDOQLP VWDQLFD pIB). lakd/se d@gd iMisYlDda e dsteitle pdshigdicd
unutarzglobne upale, danas se smatra da se osteitis r@@ygeednsasinovitisom.Osteitis
UNOMXpXMH LQILOWUDFLMX XSDOQLP pévarbkQHried® ®ieljka SRMDpL
X] IDPMHQX PDVQLK VWDQLFD UD]OLpLWLP SRSXODFLMDPD >

GRYRGL GR VWDQMHQMH V 8 HKRQGCUASIATNMBNREGEWIRQIDE QR p H
supovezamns razvojemN RaAWHDWR M. MD pDN L X [BNRRCPHV O EMNDISV RI®D LQ L

2VLP RAWHUIHQMD KUVNDYLFH L VWDQMHQMD VXEKRQGUDOQC
periartikularre osteopeng, kojaSRIJDYD WUDEHNXODUQX NRVW X] |]DKYDUF
je za reumatoidni artritis D W L]PWKYIRID PHWDIL]H L G LkusbjulL fataniHW DN D U
Nastaje zbog osteitisa periartku@ RJ RGMHOMND SUDUHQRJ LQILOWUDFLN
OXpH SRYHUDQHRNRORMSIHL YROUVK pLIPEHIMNWDY QRWW 8&RWH
Periartikularra osteopenajedan je od najranijin mo IR O R & N L KeunqaDiNreg dbtritisa
SUHWKRGL UD]JYRMX NRawDQLK HUR]JLMD PHyYyXWLINWX MH (
rentgenskim snimkamstogagubitak trabkularne kostiQLMH XYU&aWHQ X NODVLILNL
bolesti(11).

Generalizlana 0OW HRSRUR]D SRJDYyD EROHVQLNH V UHXPDWRLGQL
spol te dovodi do smanjegf NRaAWDQH PLQHUDOL]DFLM HnoM RASMUMD O QRF
1HNL UL]JLpQL PLPEHQLFL {Deuth&dEhFRP DWMHRSRWK]H Hi VX
nadasY H aHQVNL VSRO L SXdaHQMH 6 GUXJH VWUDQH NURQL
VPDQMHQD IL]JLPND DNWLY QR YV \¥globsv® WNDH®R YEIRIO RYMWIQ R VEH |
razvoju osteoporozésteoporozaR S U Hi1@&i WdRK rizik zanastanakS D W R @rigefoha
NUDOMHADND L GdexnidiskredNatdivimvaXritidonmaju YLAHVWHIXINRL]LN
nastankdakvih prijelomaposebiceNUD O IH.ADND



osteoklast
osteoklastni progenitor

makrofag
limfocit T

limfocit B

plazma stanica
osteoblast
fibroblast

osteoresorptivni .
citokini o

Slika 1. Gubitak NRaW D Q RidazvaN upabm L SR MD p D Q R Fu dstédklastaQ Re@inatoidnom

artritisu. U NURQLPQLP XSDOQLP ERMHDV W IGRRD QDORER YD QM Bune®dfil,QLK VWD C
makrofagi, limfociti T i B,sinovijalni fibrodasti i druge stanice sinovijalnom tkivu i subhondralnoj kosfre
staniceproizvode upalne medijatore, citokine, tkivhe enzkog razaraju hrskavicu D QHNH PRNX MDX@pD QY L L
RVWHRNO D VW RAMKQ (prénhaReBdir€zeptbr activator of nucled | D FW R U). WpahLriddl{aiBri

NRMH OXpH VWD Q L Fidaskokh ki @ivkiMbxijuSusthvddOn@ Rsteoklastne progenitore, osteoklaste i
RVWHREODVWH SRWLpXiL RVWHRNODVWRJIHQH]X plLJRJDEH@AMNKDL OL SRWLF
POVOMHGLpPpQR GROD]L GR SRMDpDQH RVWHRUHVRUSWLYQH DNWLYQRVW
ORNDOQR QD UD]JLQL 1B KRBO®HNR NRIWDEDL K H U Rihe Nr&bekuledeX OBt W ND SHULI
VXVWDYQR XJURNXM X jdroRVORIGR BBHFQUMRQ R BVMWRHIR )OHJDU ' aXiXU $ 0DL
*UpHYLUO ' 2VWHRSRURVLYVY LQ WKH 9LHZ RI 2VWHRLPPXQRORJ\ &RPPRQ
Mechanisms. Period Biol. 2015;117(1)1DSUDYOMHQR NRULVWHUOL %LR5HQGHU FRP



1.3. Osteoklasti

6WDQLFH NRMH G Raz@R&@@8mjeNcGRRV 3 RMDODMEAIKYRI SRVOMHGLPQRJI UL
To VX YLaHM H]J badtgddspdjsnjer® askebklastnih progenjttegredstavljajyedine

staniceu organizmuspecijalizirane zaazgradnjuminerDOL]LUDQRJ NREWDAQRJ PDWI
razliku od osteoblastaN R ML VWY D U D M XmbiizRrinim ke LsuRpbdvijdildsieaklasti

nastaju iz KHPDWRSRHWVNH PDWLPpQH WgkdnQdaFrkevahjaMitdrac® L G QH
prolaze nekliko stupnjeva razvoja od ligopotentnih osteoklastnin progenitora preko
usmjerenih osteoklastnih progenitora (preosteoklasta) i jednojezgrenih nezrelih osteoklasta do
JUHOLK YLAHMH]JU8 QLK RRENRRODYWHWLPD VWYDUDQMH I
razgradnjom kostiuodg6 RU X QD R$l&kOQLPNKRIMWRQH FLWRNLQH L pLPE
(19, 20) Zreli osteoklasti na jedngvojoj stranitvore nabrani rub kojim se priljubljuju uz
SRYYARAINRVWL SRPRUX DGKH]JLMVNLK PROHNXOD L WYRUH U
RNRQ@LA® WDM RGMHOMDN SRPRXp K UWRER Q R MAAKsBQPISL WLP
RNR® Lagkisei RNRRE&RIXUDYD GHPLQHUN&RajE, | asteakastiSRR R WXL
UD]OLpPpLWL K pririieRce/ kKdelg Dosfataze otporne nartarat (TRAP, prema engl.
tartrate-resistant acid phosphataseatepsina K i MMP9 U D ] J U brgahbkihatriks kosti

(22).

=D GLIHUHQFLMDFLMX RVWHRNODVWD SRWUHEDQ MH OLJDQ
(RANKL, premaenglUHFHSWRU DFWLYDWRU RIXQSRHQNRW QRNWRRL P<
rasta makrofagnih kolonija (MLSF, prema engmacrophagecolony stimulating factqr(23,
24). Glavnina p L P E HM)-C8Hpotrebnog zaazrijevanjesteoklasta dolazi od osteoblasta, a
RANKL proizvode osteoblasti, osteociti, stromalne stanice i imunosne stafic EHQLN
5$1./ ILJLRORA&ANL L]JUDabDYDMX RVWHR E o \inwrakcipd Rs PHPE U
receptorom RANK(prenra eng. UHFHSWRU DFWLYDWR)lhaPRsteQklastiii DU IDF
SURJH QLW R Utudtddje ORI&GKIGstER20). Prirodni antagonist djelovanjpLPEHQLND
RANKL je osteoprotegerin (OPQjojeg proizvode osteoblasti Koji djeluje kao topivi
neutralizacijskireceptor za RANKL(25, 26) Sve tri navedene molekulBANK (nazvanM R & L
TNFRSF11A, prema engiumornecrosis factor receptor superfamily member)1 RANKL

QD]YDQ MR& L 71)6) tumd bddrBd felc@digand superfamily membey il1
23* QD]YDQ MR&a L 71)56) tdmor deétrdsiDfadio kCeptor superfamily
member 11p pripadaju TNF-obitelji liganda 1 receptora. 2VLP NODVLpPpQH WU
RANK/RANKL/OPG, RVWHREODVWL OXpH tegdith)shrapje BdcdkpstdlH N R M L
dokosteoklastiO XpH pLP EH QLN HjunRivhos? &stddilasi@)L MDNR EL VH RGU3Z



NRAWDQD KRRISRdJaMP pieko svog receptora CBERCSF1IR), MRa QD]YDQRJ L
FYPV LOL ELOMHJ VWDQLpPpQH G [cluster HfQiffdrétixfop®Di15 &oji SUHP D
SRWLpPpH LJUD&ADM UHFHSWR U DefiitprimaQéje R Y S\AdRrds@IVEMeQ L P S U
FLWRVNHOHWD L SUKea | 28DRANKRL MWMH RAHE H RINDO D N FAEDSSWR RVUL p3H5 1 .
aktivaciju p L P E Hgp\ekianog s receptorom za TREFTRAF6, prema englTNF assoated

receptor6), koji nadalje aktivira&komplekskinaze, % ,.. SUHPDYHQUQDVH FRPSOFL
signalni put fosfatidilinozitol &kinazaAkt (PI3K-Akt, prema englphosphatidylinositol 3

kinaseAkf) i nekoliko kinaza aktiviranih mitogenima (MAPK, prereagl. mitogenactivated

kinasg. Navedenslijed aktiviratranskripcijske pLPEEBRHNIUL Q p LMEH%Qdevha <

engl. nuclear factor kappa B ¢Fos i ¢Jun, ko SRWLpX MH]JULQ pLPEHQLN F
limfocita T (NFATc1, prema enghuclear factorof activated T cells 9X13, 29, 30)NFATc1

VH SRWRP VDP SRMDpDYD WLMHNRP RVWHRNODVWRJHQH
diferencijaciju i funkciju osteoklastaN D R aVRRP,\tahsmembanski protein spec ILpDQ ]D

deQ G UL WL pQ H-STAP (QotefBE engklendritic celtspecific transmembrane protgin

receptor povezan s osteoklastima (OSCAR, prema @sgtoclastassociated receptdri

katepsin K(31-35). U o0steRNODVWQLP SURJHQLWRULPD NRQVWLWXFLI
represori signalizaciepLPEHQLND, kdel RANKL mora nadvladati dabi se
osteoklastogenezaoglanastavii. Primjern transkripcijskihrepresora SUp LPEHQLN UHJXOD
interferona 8 (IRB, prema englinterferon regulatory factor 8 limfom stanica B 6 (BCL6,

prema englB cell lymphoma %6i drugi (36-38). U ranoj fazi osteoklastogeneze RANKL
VPDQMXMH L]JUDADM UHSU H V Rpdtizgani\VE/WHHFONDGIhWHW RQ H QW DH U B k
potaknue limfocitima B (BLIMP-1, prema engB-lymphocyteénduced maturation proteit)

(39).

8 SDWRORANLP XSDOQLP VWDQMLPD SRSXWaWDI&dia LIMH. MD >
GLIHUHQFLMDFLMD RVWHRNODVWD M Hprig\eidIimdtDT, 8 XSDO
makrofag LOL GUXJH VWDQLFH SRSXW VLQRYLMDONDIK AWRURE O
IL-1, IL-6, IL-17 i TNF. NRML PRJX SRMDpDW Ui grekorpbtivaj@L0 WVIVROM D H ]
pbLPEHRANKDIli izravhg neovisno opL P EHRANKK yLPEHRANKL, osim
osteoblasta i osteocjtP RJX LJUDADYDWL L DNWLY Ur&DLDLQ D IKRR Q EILRE L
sinovijalni fibroblasti(2, 12, 20) TNF- . je glavni osteoklastogeni citokin u upalnim stanjima,

L RVLP &WR SRW LhpptoupdlbitD didkiha G Y& DIV W L WR R B HJ 5&DWD N Q X W
osteoklastogenezu i neovisno @LPEHRANKL (40). Sam IL-1 ne SRWLpH
RVWHRNODVWRJHQH]X DOUP BENQRAMKR BTNR- Q4LY ILI6\UMujed N LV
dvojako, jer N R piginahi put receptora RANKu osteoklastima DOL LVWRYUHPHQR S
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L]UDMBICPME H Q L N riadostebblastim@d2, 43) IL- SRMDpDYD LJUDADM UHFHS
QD RVWHRNODVWQLP SURJHQLWRULPD L GIBRWELpH OXpHQMH

2VLP GMHORYDQMD LPXQRVQLK VWDQLFD L XSDOQLK PHGLM
XORJX X NR&awD Q RiBpuJrBuniateiDri@dviaxtriéa Vhiaju aptotutijela posebice

ACPA (13). BULVXWQRVW $&3% VQDaQer NRIABSPYHK QD R/|LWIO YR EI
reumatoidnim artritisom, neovisno o aktivnosti bolddi). Druga opisanaautqrotuijela
WDNRYyHU NRUHOLUDMX V SURJUHVLMRP EROHVWLth SRMDY
povezanostQH RYLVL R VSHFLILPQRVWL SURWXWLMHOD VPDWUL
osteoklastogesze djelovanjem na recepwrza FEIlUDJPHQW ,J* SURWM{IWLMHOD
nalazimo na stanicama mijeloidne liN[eX NOMXpXMXiUL RVWHRRaE2WOVWQH S
osteoklastabsim o signalu RANKLovisi i o kostimulacijskim signalima molekula kedW RV X
ODQDF )F5 L@déma®BglDNAX-activating protein of 12 kDa NRML VH XGUXaXxNh
receptorima PIRA (prema englpaired Iglike receptorA), OSCAR, TREM-2 (prema engl.

triggering receptor expressed on myeloid cellsli2SIRPb1 (prema englsignatregulatory

protein betal). Ti signali imaju uloguu P H Yy X V RkBmuRiIRAciji osteoklasthi progenitoa

WH PHYXGMHORYDQMX RYWOGIRN®RAWW D (B)RDXaURED R QD N P

na diferencijaciju osteoklasta, aptotuWLMHOD QD LVWL QDpLQ DNWLYLUDM
OXpH SURXSDOQHpMIHERM XQRHV NREIN GBEB\DORIHPHEX MDWRUL N
u reumadidnom artritisu, osobitdNF-. WDNRYHU LQKLELUDMX DNWLYQRVW
stvaranje kostt aAWR SRMDpDYD JXEBWDN NR&AWDQH PDVH

1.4. Osteoklastni progenitori

5D]YRM KHPDWRSRHWVNR J asX Wnakdlikdvakovd tijekbry énbiibgeriezED ¥
UYL YDO |DSRpLQMH UD]J]YRMHP W]Y UDQLK HULWURPLMHO
se SRWRP UD]YLMDMX X PDNURIDJH aXPDQMpDQH YUHUH L
AXPDQMpPDQH YU HUNDL B E UAHAVEU DPYDOQH RUJDQH NDR aWR
kasnih eritromijeloidnih progenitora naseljava fetalnu jetazvija se detalne monociejetre.
=DYUaQL YDO KHPDWRSRH]J]H XNOMXpXMH SUHWIiMadi KHPDWF
prdiferiraju u fetalnoj jetrite NRO R Q L] L U D MX9).NDR¢gbWeDs@atralo lda osteoklastni
progenitori u odrasle jedinkeastajuLV N O NeXOHFBWRSRHWVNH PDWLPQH VW
VUDHYXWLP SR N®DJbDi@Rmbridnalnom i u postnatalnom organizmu osteoklasti

mogu razviti iz eritromijeloidnih makrofaga i monocpgadrijetlomizKHPDWRSRHWVNH PD
stanicg(50,51) ,VWUDALYDQMH <DKDUIMHLGOXX RGQ DNV B R NRIJ]DOOR. M



Q D adteoklastne progenitoreastale iz stanicaritromijeloidnog podrijettaVPMHaAWHQLK X
embrionalnoj aX PIPQOQRM ki MHUIMXGMHOXMX X NRAWDQRM SUHJUD!
SDWR OR aN LH s&progeditdrimBdspojiti s progenitorima hematopoetskmadrijetla

L WYRULWL RVW p&iNeI&{A0VW8H 5R)L MHEADQRJ

,JROLUDQH RVWHRNODVWQH $Wird KQ VW R QH b P)RAEHBIAIE ONMIRUM.L
njihov razvoju osteoklastez dodatakp LPEH QLN D 583F(53, 5@) Grabert i suradwi

pokazali suGD SUROLIHUDFLMD GLIHUHQFLMDFL Mfagdcit®y HALY O M
sustava ovisi 0 signalima receptora zaO8F (CD115) te da seCD115 PRaH NRULVWLWL
biljeg tih stanica(2?7) 1HNROLNR MH LVWUDALYDpPNLK JUXSD NDUDNYV
progenitore mijeloidnogpodrijetla koji ] D G U & Bposdbhist difereijacije u osteoklaste,
GHQGULWLpPpQH VW.D& LNRIG W DRIRNWU R/ID 3 IHnePduarizzrel& btapidel ILFL U
mijeloidnog podrijetla fenotipa CD1ITD115RANK', koje se mogu diferencirati u
RVWHRNODVWH L G28Q G D NWijeHX HN R/AMDDXLKENa/mbfobrojna

populacija fenotipeB220'CD3'CD11b*°CD115CD117CX3CRT, NRMD VDGU&L SURJH
RVWHRNODVWD P D MURIEaEDUjadNGIHQ B &DLWRL PIQGUXJIJH ELOMHIFE
stanica kaofio suLy6C i F4/80(55,56) ;LDR L VXUDGQLFL VX X NRaAWDQRM \
]JDMHGQLpPNL SURB2QCWRCD1HBCRIMPCOR7" i nazvali ga progenitor

makrofaga  osteoklasta i GHQGULWLpda@LK(MODPW D @rema engl.
macrophage/osteoclast/dendritic cell progenit@s7). Zatim su V O L foRu¥aciju fenotipa
CD11b'CD34'c-KIT*FLT3",/ 5" pokazali iu ljudi (58). BezobziranaPDQMH UD]OLpPLWR
fenotipu XWYUYHQLK SURJHQLWRUD ,XDWIHGQh bW L RGd®MI  MEH. YAD
progenitori podrijetla iz hematopoetsH PDWLPpQH X VRBQIDAHOLK MHGLQNL ]
VYRMHY UV QX spd3dbivo# mpGiel, WaWVL K MH PiRlraitidi NRAWDQH VUAL L
ekstramedularnintkivaND R aWR V X V O Hi] HRMX (UMDH (BODED). W i & didéiciju
progenitorskih stanica,edavno je otkriveno da se zreli ostksti mogu reciklirati, fisijom
WYRUHUL VWDQLFH QD]YD®@R WRYWVNRIEREAW D taxi X KsRIIW B R F L |
SULYXpHQL NHPRN L/@wiN kést Vdoddyrid SdojtiD zrele astklaste(61).

3RND]DQR MH GD RVWHRNODVWQL SURJHQAWMR UWLH LYDRA IRY [
njihovo opisano usmjereno gibanje i kemotaksijuV @ ELW R ¥YetmoXkifkki Qdceptori
CX3CR1 i CCR2koji su povezani i sipalom idrugim SDWROR&GNLRSFOREHVLPD
6SRVREQRVW PRQR F tete¢mon xR 1da]d¢ Difefeicall Xi zrele osteoklaste
ptYUGLOH VX EURMQH (B2 %3U6R)ALYDHNPH WK ERGKLP LVWUDAL
NDUDNWHUL]JLUDOL RVWHRNODVWQH SURthHicgL etipdd X NF
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CD45'Ly6G'CD3'B220'NK1.1'CD11b%°CD115 i utvrdili da je ta populacijazastupljenijau

artritisu X RGQRV X QD ]G Nddafj¢isradpokaydda QeNetstanicE RMDPDQRI QDN XSO
u blizini ]| D K'Y D zgld@dv&i sudjelup X SDWR OR aN R MezRiawfitisR(H3) BeZW R JH Q
obzira na detaljno definiran fenotip osteoklastnih progenitet&d] KDQL]PL QMLKRYH SR
proliferacije i aktivnostu artritisy koji dovode do razaranja kostisu do krajaUD]]MDaQMHQL

1.5. Signalni put Notch

6LIQDOQL SXW 1RWFK HYORPXGLNFEFRNXQUMNDRPMWDRIPHYyX VX'
2ZWNULYHQ MH QD S RJst Rrdsophilameladdg&stdtel j@itnaxXvan Notch zbog
NDUDNWHULVWLpPpQLK U Hrfoté¢hzd WIRKM N WO DP BOH APDX #HLFHO V P X' W
za receptoNotch (65). SignalQL SXW 1RWFK XNOMXpHQ MH X UHJXODFLM
svim stanpbQLP OLRLWMDPLRpLWLP ID]DPD UD]JYRMD RG HPEULRQ
RUJDQL]PD 1H pXGL VWRJD GD PXWDFLMH X NRMNSIBhQHQWDP
dovoedobURMQLK SDWBEBOERENLK VWDQMD

8 VLVDYDFD VLJQDOQL p$XWD1E WHAKV B NOH/PHSpN RYdadal R W F K
Jagged (JAG) 1 2 te Deltike (DLL) 1, 3 i 4.Receptori Notch su transmembranskaekule

koje se sastoje 0d 29 SRQDYOMDMXiLK VOMHGRYD QDOLN HSLGHU!
prema englepidermal growth factor NRML VDGUaH PMHVWD PH,yndkde™M HORYD
kojih slijedi negativna regulacijska regija (NRR, prema emngigatie regulatory regioh
sastavllenaodVUL SR QDY OM D MXtGHLMR) Lhdteralimefiz&gijske domene (HD,

prema englheterodimerization domajg66) 155 MH YDAQD X VSUMHpPDYDQMX D
X RGVXVWYX OLJDQGD D VDGU AL -GS?-DijeNaDjd) ¥epeptoreBlikhH VW D F L
2) &LMHSDQMH QD PMHVWX 6 GRJDYD VH X HQGHBS®@D]PDWVI
do stvaranah HURGLPHUD QHNRYDOHQW Q Ri G-tdrpirlbhiKkiajeMaX G M H O |
HD (67) 1DNRQ +' VOLMHGL WUDQVPHPEUDQVNL GLR UHFHSWI
(NICD, prema engINotch intracellular domaip DomenaNl &' VH VDVWRML R PRWLY|
WUDQVNULSFLSWWRW HHLLP RIRMILNY H & H DUCH NIR P E LLGHRjRiviKe N X\QLR) G
(5 E S ptema englrecombination signal binding protein for immunoglobulin kappa J région

u jezgri (RAM, prema engl5ESM DV VRFLD ¥etddnQankinhskik Gljddova (ANR,

prema engl. ankirin repeaty  transaktivacijsku domenu | motive |laig
prolinom/glutamatom/serinom/treoninom (PEST, prema  englproline/glutamic
acid/serine/threoninekoML VX YDaQL domevedNMIOIELOQRVW
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Ligandi signalnog puta Notchv X WDNRYyHU WUDQVPHP Basojes&ddiM- EMHO D C
terminalnog Delta/SerrateAG2 (DSL) motiva i DOSdomena (prema endlelta and OSM

11-like proteins WH SRQDYOMDMXiLK VOMHGRYD QDOLN QD (*) L V
NRML VDGU&H '6/ PRJX VH SRGLMHOLWL SUHPD SULVXVWYX
DOSdomeneg(66). 3 UL PHYyXGMHORYDQMX UHFHSWRUD L OLJDQGD
Y D a Q RV W pmRjénkkbhfodnacie RWNULYDQMX PMHVWD FLMHSDQMD 6
aktivaciju receptora potrebno da je ligand vezan za stanicu, dok topivi ligandi iméajaijski

X p L @BB)N\Cijepanje na mjestu S2 nakon vezanja liganda obavia H O CaRojaisattaQ

domenu disintegrina i metaloproteinaze (ADAM, prema engl. a disintegrin and
metalloproteinase domatontaining proteip 10 i ADAM17 te dovode do stvaranja
intermedijarnog proizvodsastavljenog ottansmembranske domengameneNICD (NEXT,

prema engINotch extracellular truncation 1(;7 MH V XSV WddkpetdzakQji lciepa
UHFHSWRU QD PMHVWX 6 ddngna®lODRdta\pHH B0J M PIMRHERWCM B M H]J
DomenaNICD u jezgri YHAMUDQVNULSFL3ESNWL pNREHQUH MR& QD]LYD
CBF1/Su(H)/Lagl) i potomtrarskripcijski koaktivatorMAML (prema engl.Mastermind

like). 7UDQVNULSFLMESM pX PREGQEMORVWHAEH NRUHSUHVRUH L
transkripcip ciljnih gena, dok u kombinaciji domenom1,&' PR&H YH]DWL NRDNWL
MAML , te tako posredujei transkripciji genaKao glavni ciljni geni signalnog puta Notch

opisuju se HES (prema englairy/Enhancer of Spljti HEY (prema englHairy/Enhancer of

Split related to YRPW maifno postoje i brojni drugi genMyc, cyclin D1, Bcl-2, Gata3 i

drugi), ovisno o vrsti ciljnih stanica, koji su regulirani signalnim putem N¢I€EN)

Opisani slijed dogg D NeBvamo D QRQVNL VLIQDOQL SXW 1RWFK PHyXW
UHFHSWRUD 1&VitiF gru§mR enehaviemima3ULPMHULFH HQGRFLWRI]D Ut
osim razgradnje u lizosomu ili povratka na membranu stanice dovesti do cijepanja receptora u
endosomu, bez pi X VWY D OLJD Q GddmexéNK I/ BohEWwaRIQVadim vezanja
NRaWUDQVNULSFILMGNML pRREHWOXAGIMHOR Y D WignaXilViuie@FO LD FL M |
% kompleks 2 ciljne molekule rapamicina u sisavacanTORC2, prema engl.
mammalian/mechanistiarget of rapamycin comple®, homolog fosfataze i tenzin® TEN,
prema engl. phosphatase and tensin homplskf) Wnt, Hippo ili WUDQVIRUPLUDMXUL p
UDVWDBF , prema engt,WUDQVIRUPLQJ JURecaptsri NDtENWRZdni na
membranu maog i bez cijepanja potaknusignalizacijuputemPI3K-Akt, potaknuti apoptozu
WXPRUVNLK VWDQLFD D pDN L VDPL OLJDQGL EH] PHYXGM}
neke X p L @B8).H
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6LIQDOQL SXW 1RWFK UHJXOLUDQ MH PBRYV WXRG@GREFXY UHP F
i liganadau nepodJ HG Q R P ,K&bR Qasitrénslacijskim modifikacijama te prometom
receptora66). Ubikvitinacija liganada, za razliku od ubikvitinacije receptora, potrebna je za
aktivaciju signala jerstimulacia HQGRFLWR]JH OLJDQGD SRPD&aH X NRQIF
potrebnoj za otkrivanje S2 mjesta cijepaigika2) ,QWHUDNFLMD PHyYyX OLJDQGLF
susjednih stanica dovodi do aktivacije receptora (nazvana-DalWLYDFLMD OHYy X
interakcijaligandalUHFHSWRUD QD LVWRM V W-Di@bicke.ili BifRkaktivaGj® Y HV W L
(68). 6YH QDYHGHQR XSXuXMH QD ]JDNOMXpDN GD MH VLJQDC
PHyXVWDQLpQH VLIQDOL]DFLMH WH GMHORPLPpQR REMDAaQM
putem Notchde razlike u rezultatima dobivene u uvjgain vivoi in vitro. TakRyHU XpLQFL
VLIQDOQRJ SXWD 1RWFK PRJX ELWL UD]OLPpLWL RYLVQR R

razvojnom stupnju organizma.

1.5.1. Uloga signalnog puta Notch u razvoju i funkciji stanica

6LJQDOQL SXW 1RWFK YD&DQ MH X X\DWDRNDXLJ R WIRPY B WRY LXKV
PDWLPpQH VWDQLFH X GLIHUHQFLMDFLMX SUHPD JUHOLP REC
QHJUHOLMLK REOLND REQDYOMDMXUUL .|DWAIKXL BD WX [ Q LIXNW
VLIQDOQRJ SXWD 1RWRKINQBRPDLMIRY YMRGLPQR UD]JYRMX DN
VLIQDOQL SXW 1RWFK YD&DQ MH L ]D mMQ NIRIGIQH]XL O]
diferencijacjuNUY QLK 4LOD SUHPD DUWHULMDPD LOL YHQDPD 8 |
VUPDQRIMWA DY RM HQGRNDUGD L NRURQDUQLK NUYQLK &LC
MH YDADQ X UD]YRM QHXUDOQRJ JUHEHQD GLIHUHQFLMDFL
NRQWUROX QHXUDO@NK PDWLpPQLK VWDQLFD

8 NRAWDQRP WNLYX VLIJQDOQL SXW 1RWFK MH YDADQ ]D L
PDWLpQLK VWDQLFD $NWLYDFLMD VLJQDOQRJ SXWD 1RW
RNRawDYDQMD L GLIHUHQFLMDFLMH RVWHR&DOmRM&BS D SRI
druge straneLQDNWLYDFLMD VLIJQDOQRJ SXWD 1RWFK GRYRGL G
NRVWL L SRMDpDQH GLI(HUMRQBKWDFLMH RKVOUHRRGXV-WD LOL
Notch 2 uzokuju sindromAlagille koji je karakteriziran neispravnim stvaranjem jetrenih
AXpPQLK YRGRYD L SRVOMHGLPQRP NROHVWDWVNRP EROHV\
QDMpHAUH WAl UO D R W.HIRFP]RP SOXUQH DUWHULWHU:D VERIOH
UDJYRMQL NRaAWDQL GHIHNWL X YLGX KHPLYHUWHEUD QHGI
OXWDFLMH X OLJDQGX '// GRYRGH GR VSRQGLORNRVWDOQH
VHIPHQWDFLMRP NUDOMHA&DGRYIR G phlifjasse@trup PD UHEDUD
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Slika 2. Shema signalnog puta NotchSULND]DQH VX VXVMHGQH VWDQLFH NRMH PHYyXGM
i receptorima signalnog puta Notch (donja stanica). Prilikom vezanja liganda za receptor dolazi do konformacijske
promjene receptoradtkrivanja S2 mjesta cijepanja na kojem djeluju metaloproteinaze ADAM10 ili ADAML17.

Produkt S2ZFLMHSDQMD MH LQWHUPHGLMDUQL SURL]YRG VDVWDYOMHQ RG W
(NEXT) koji je supstrat SSFLMHSDQMD SRV UHGRr¥t&re RR VHREX DPRPWD UVINIDLPpQD GRP
se odvaja od ostatka receptora te odlazi u jezgruzgjgginoV . SURWHLQLPD 5SEM L 0$0/ SRWLDpH
cilinin gena. & LMHSDQMH QD 6 PMHVWX PRAH VH VSULMHpPLW kguekiX¢ UDOL]DF
UHJLMX 155 &LMHSDQMH QD 6 PMHVW XseRr&tdzd (FSHINECDUENbkeh LWL LQKI
LIYDQVWDQLp QD Heidser Qddskiipgife ®ijnih gena, MAMEMastermindlike; Co-R tkorepresori

signalnog puta; G& tkoaktivatai signalnogputa 1IDSUDYOMHQR NRULVWHUOL %9LR5HQGHU FR
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=D SUDYLOQX KHPDWRSRH]X YDAaRMRPEW RSRHMWIDIOM R DSNRLIX
Aktivacija signalnog puta Notch KHPDWRSRHWVNLP POWIL]UDLED MWIDLQ DEX
signalnog putdNotchu heP D W R S R H dbvadiRd/prQliteéatijeP D W L p Q L KnjiiaoD QL F D
SRMDpDQRJ VDPRREQDYOMDQMD yLQL VH B ERHG D NDWLD/@NM K
nezrelijih pluripotentnirhematopoetskiV WD QLFD 7DNRYHU VLJ@d»di|DFLMD
do preferencijalnediferencijacije u limfoidneu odnosu na mijeloidnstanice(73). S druge
VWUDQH LQDNWLYDFLMD VLJQD O Q RibcsséaniatdpBaaeh iaz@RAY RG L (
PLMHORGLVSi®DATLPQRI VL

1I1DMEROMH LVWUDAHQD XORJD VLJQDOQRJ SXWD 1RWFK X
posebice tijekom sazrijevanja limfocita T u timusu te tijekom razvoja limfocita B u marginalnoj

zoni slezene 8WLADYDQMH VLIQDOD SXWHP UHransiSip¢iRkod® 1RWF
PLPEHGESD X SURJHQLWRU LdWdiXdoNdpansd aikdja v kdA/bju
OLPIRFLWD 7 X] QDNXSOMDQMH HNRRS & pjizzEdapueir LW D %
domenel,&' GRYRGL GR HNWRSLpPpQRJ VaYurazio@ Mntfoda B IR FLW D
OLAHYL NRMLPden MaDLXIWMILNAX) 2 imaju jako smanjen broj limfocita B
PDUJLQDOQH JRQH &a4WR MH WDNRYHU XWYUVHQR X PLaHY|
signalnog puta Notcki75). Osim uloge u razvojlimfocita, L] U Digabddasignalnog puta

Notch na antign SUHGRpPpQLP VW D Qdoijebakabje 5 R B B @hDiphfdcita T (Th,

prema englhelpey, primjerice diferencijaciju u podvrstu limfocita Th@dnosno funkciju

podvrde limfocita Th1 'DOMQMLP LVWUDALYDQM Lifabda PRIWWY Uy H QD
diferencijacijilimfocita ThHi WH QX3aQRVW NDQRQVNRJ VLIQDOQRJ SXWD
diferencijacijulimfocita Th2(76, 77) SignalQL SXW 1RWFK WDNRyHU LJUD XORJ
QHNLK VXESRSXODFLMD XURBYHQLK OLPIRLGQLK VWDQLFD

Ulogasignalnog puta Notch u razvoju i funkciji mijeloidnih starmeanje je poznata rezultati
LVWUDALYDQMD pHVWRNVR IDR QW UDADWWRIKXQUHFHSWRUH L
Notch Tijekom upale i infekcije pokazalo se da signalizacija pusestavaNotchima ulogu

u njihovoj polarizaciji i funkciji(79) 1HNROLNR pokizdlde da akiivechhgnalnog

SXWD 1RWEFK ®dlavdadjd dDvidoi in viro XWLADYDQMH VPDQMXMH XE€
(79, 80) Suprotno tome, postoje dokazi da signalizacijampu@ UDQVNULSFLMVNRJ p
5ESM XVPMHUDYD P&diR ID ISR M Do D QddmBEndNWADY QNREDE

smanjuje upalni odgovdB8l). UzaGQMH MH YULMHPH VYH YLaAH GRND]D R
Notch u rgulaciji dferHQFLMDFLMH L I XYOQMNFROGHFOGHQB WL WEPLKURP QD |
VXESRSXODFLMD NRMH PRJX UD]OLpLWR RGJRYDUDWL QD VI
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QLMH GR NUD@ZD) 3BWIDF-DQMWHR DODVLPpQLK GHQGULWLPQLK V\
je njihovo stvaranje in vitto VSRVREQRVW NULAQRJ SUHGRpPpLYDQMD GI
Notch 2 ili WUDQVNULSFLMYE®N pQPENAQLAR Q &iju KigvaxijuGLIHUHQ
N U L & Q R @fgahtigena83, 84)

1.5.2. Uloga signalnog putaNotch u stanicama osteoklastnéoze

'RVDGDAQMD LVWUDALYDQMD XO R JHhoMihiji QoRapRU s&doetaD 1R W F
kontroverznima jer je s jedne strane SR W Y UdaH §)gRalni put Notch inhibira
osteoklastogenezi8589) D V GUXJH VWUDQH GD $BRW4, pe2RBAM/ HRNOD\
suradnici su pokazali dastulacija ligandom JAGL1 inhibira osteoklastogene@IR N XWLaADY D Q N
gena za receptore NotchNotch2 iNotch X PLMHORLGQRM OR]JL SRMDpDYD \
(86). Inhibiciju osteoklastogenezputem signala Noh utvrdili su i Yamada i suradnici
stimulacijom ligandomDLL1 (85). SLJQDOQL SXW 1RWFK L étkBstagerid2id Q X X Ol
i SUHNR UHIJXORBRNMWVHR NJWMDAW RDH QLK pLPEHQLNDnXarRasVy WHRE O
X NRAWD@RWDPDEQ L]JUDADM DNWLYLUDQRJ UHFHSWRUD 1}
LVWRY UHP H Q RUSRIEPEEHEXNNID OPG,smanjuieL]UD&ADM pL-EEH QLND 0
djeluje inhibicijski naosteoklastogenezu GRN XWLAaADYDQMH ulbkiéoH&SWRUD 1RV
smanjuje omjerL ] U D@PGYRANKL L W L P Hs& Ravanije ldsteoklas(85, 86) Sekine i
VXUDGQLFL VX XWYUGLOL GD PHYyXGMHOR Y1Diikitd, ©®LID QG
PHYXGMHI@ahdaDO M Heceptora Notch SRMDpDYD RVWERSADgeWRJIHQ'
strane Fukushima i suradnici su utvrdilidaHy X G M H O RY DAGM FecEptodaNd@ct D
SRWLpH VWYDUP® MW LRA\DW B R N®I DWIW QuIntjebiRidoj $oXi vhianjeR W F K
DNWLYQRVW RVWH R NKoijD StWiacijX psedblastd @exiaMXW U D &heY iD Q M X
suradnka (92).

'YD LV WU D a Lo€lnm@ MttiitisX pPkazalau suprotne uloge signalnog puta Notch. U
MHGQRP LVWUDALYWQRR V NDWMELIFIMAN/EXE Mip LoBt&ok &3 tinihD
progenitorima smanjila je upalnu osteoklastogenezu i osteoresorpciju, dok su u drugom
LVWUDALYDQGIX IS@WDgDPUMD VLIJQDOL]DFLMH SXWHP OLJD
razgradnjuL EURM RVWHRNODVWD X (87, 8% M&o p&hiputsiu @ omb U W U L W
]DAWR VH UH]XOWDWL LVW U D §ji. dal §uMdhleyiRDadhdS R N P XIVRELQ R
GD VLIQDOQL SXW bfRedksinSgroyenipotprétbdt@lpbtaknutp LPEHQLNRP
5$1./ D NRpL QHJUHOLMH REOLNEKBSRY dbHBN @aDnedél. K SURJ
SRWUHEQR MH MDMVYQOMI@ DO/OQRIDSXWID 1RWFK QD RVWHRNC
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razaranje uin vivo modelma DUWULWLVD V SR Ma2drddqdmPuzikbianmomQ R P

upalom

1.6.0LaAML Preu@Gatdadhog artritisa

Modeli reumatoidnog artritisaD]YLMHQL VX X PQRJLP aLDX@®W QO@W\bMIAR HY
NRULVWH X PLAHYD L a&WDNRUD 1L Watpihekenip@ksnbhst Boldsti Q MV N L
X OMXGL WDNR GD VH RGDELU PRGH®RGWHHPHO®R & HPR IRSAIH |
podijeliti na genetske i inducirane, a glavna je razlWkhR aWR X JHQHWVNLP PRGH
spontano razvijaju artritis. Jedan od genetskih modeld $ud HKIBKN s autoreaktivnim
limfocitima T koji razvijajuimunosnureakciju na enzim glukozé-fosfataza izomeraz&6P!I,

prema englglucose6-phosphatase isomeraseL VSRQWDQR UD]JYLMDMWX MDNL
ranoj dobi(93). Nadalje, u modelu ljudskog TNF JHQD PL&HY ljudskUMNE-D LD M X
razvijaju artritis koji je po mnoginj Q D p D WNIOLBID Q U H X P O3WRjud; RriRjericdU W U L W
razvija sehipepOD]LMD VLQRYLMH Rra2arahjekbQiNo4). U ¥FNDLY L6F H L]
Sakaguchilaboratorija imaju mutagi u domeni SH2 molekule ZAP-70, a osim artritisa
UD]YLMDMX L SQHXPRQLWLY L GHUPDW LpMdtuW L MOANDRDy MWD KX aW\L
RF ili protutijela na kolagen tgpll (95) OL&HYL V PXWDFLMRP X DQWDJRQLYV
(IL-1RA™) razvijaju poliartritis uz pristnost protutijela na kolagen #ipl, dvostruku uzvojnicu

DNA te RF izotipa 1gG(96).

Osim genetskihpostoje i brojniLQGXFLELOQL PRGHOL NRMH PHRupHe R SRGL
V RE]JLURP QD QDpLQ LPXQL]DFLMH PRGHOL DNWLYQH LPX
PRGHOL LQGXNFLMH NHPLMVNLP LULWOGUVRPINRNVMDLGRBYRBIV
modela potaknutog akinom imunizacijom je artritis potaknut kolagenom (CIA, prema engl.
collagen induced arthritls atoj skupinipripadajuM Ra L DUWULWLY SRWDNQXW DQ
engl. antigen induced arthritis artritis potaknut proteoglikanom, artritis potakrarizimom
G6PI i drugi(97). Tijekom razvoja CIA, kao i drugih oblika artritisa, razvijaju se aritrogena
aut@rotuWLMHOD NRMD VH PRJX SipdtautMadwjlartitisa &\WeBxnava Y RW L Q |
modela koji koriste pasivnu imunizacijBrimjer je artritis potaknut protutijelima na kolagen
(CAIA, prema englcollagen antibody induckarthritis), NRML VH PRaH SRWDNQXWL
VHUXPD @ tagwjeni;h modelm CIA, seruma bolesnika s reumatoidnim artritisdim
NRPHUFLMDOQLK PMHADYLQD SURW X ®ILHDeDNdE3t ddmd$® L p L W H
QD PRGHO &,$ MH 4WR VH DUWULWLY PR&H L]D]JYDWL L X F
njegovom razvoju 7DNRYHRIGQRVX QD PRGHO &,$ UD]J]YRM DUWULW
XVNODYHQLML PHYyX MHGLQNDPD DartRtidaHIdIbiziF d&s SpahaneQ DN R Q
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remisijebolesti Razvoj artritisa u modelu CAIA je neovisafirafocitima B i limfocitima T te

stoga ne prikazujgierno VORAHQRYWMUHBPXEGRMH L UHPRGHOLUDQMD WN
reumatoidnom artiisu - R& MH G D @o&Rgd@aknut pasivnom imunizacijom je model
SULMHQRVD VHUXPD PLA&HYD . %[1 X NRMLK VH YWw&RQWDQR
*3, 5D]YRM DUWULWLVD X WRP PRGHOX MH YUOR EU] L RYL\
vrhunac 714 dama nakon indukcijge se spontanemiruje do 21 dan nakon indukgcij@mko
DQNLOR]D PRA&M9SHRQDHOIRU PRIRIL PR G H&MehadiPaRud ulfai, $ NRUL
DGMXYDQVL SRWLpPpX NUR QHEBDQ XMz mGaRBRIGiMH @akinaV L V

je artritis potaknut adjuvansomSUYR UD]JYLMHQ X a8WDNRU®se BRW MHH NR L
intradermalnom injekcijom kompletndgreundovogadjuvansa (CFA, prema englomplete

Freund's adjuvant (100) $UWULWLYV SRWDNQXW SULVWDQRP ]DVLI
NHPLMVNRJ VSRMD NRML VDP SR VHEL L]DQOMD DUWULWLV X

1DMpHaUH RRaMdeVdd@Qatoidnog artritisa je model CIA jikemo i mi Kkoristili u
LVWUDALRGR®X&,$ GLMHOL PQRJH ]Q DHWDIMINF RP WUXHNPNDX\DRXLL
prisutnost protutijela ACPA ili RF. U modelu CIA dolazi do razvoja poliartritisa prednjih i
VWUDAQMLK daDSD NRML VH RERODAMX RRWH X BD@RLVRNV U D FYURNHKDF
GHIRUPDFLMD 3DWRKLVWRORANL QDOD] X PLAHYD WDNRyYH
sinovitisai osteitisa Nastupa progresivo RAWHUIHQMH KUVNDY.RFH2) BWROUDQ
JD pLQL B R&NmbdRlomljudskebolesti Za imunizaciju koristi se kolagen &gl s
REJLURP QD WR GD pLQL YHULQX NRODJHQD X ]JJAREQRM K!
PRJX VH QDuUL L X QHNLK EROHYQBENDL/ WLWHXPDODNWERBR®BQpPA DQV
injekcijom kolagena tig Il u CFA, koji sadtdL PLQHUDOQD XOMD HPXOJDV
Mycobacteriumuberculosig103) Nakon 14do21dan PLaAHYL VH GUXJL SXW LPXQlL
NROLpPLQRP Re&uadowHeqjivarsibez antigend. tuberculosigIFA, prema engl.

incomplete Freund's adjuvant

Razvoj CIA ovisan je dnaplotipuMHC-,, P L(BL, prema enghistocompatibility te se

SRGOMA@PRYYRMX DUWULWLVD UD]OHaplotipaH-2R)GsuMARIMiDo GR VR
SRGORAQL UDWRMXVEX P LaHWL WMRAWLEF LR O D &ajprieddaRritiscsda WH QL ]I
GRN VX VH PLa&aH2Xh) st2atsabredistertin@04) OHyXWLP YHULQD WUDQ
PLAHYD WHPHOMQRJ VX VRMpPsi&gaddD SKBIPBRWILEMH XWMHFD
pLPEHQLND QD UD]JYRM L WLMHN DUWULWLVDPEE@®EAS RWUHE(
1 A4WR VH SRND]DWRKYRahENid QR DNQXWL WLPH LVWUDALYD]
X PLAHYD VRMD gazvihmode?@A, kli uz modifikaciju protokolandukcije (105,
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106) OLAHYL VR Mavija $rtritis nakon imufiDFLMH NRODJHQRP WLSD
SRGULMHWOD GRN MH X PLAHYD VRMD & %07) NaBA&Q®RJHQLpC
PLAHWDDV&R %/ SRWUHEQD WRIOGFRYV N REBReN¢@EAuARL N
QHJR X BdjaEBXD $UWULWLV MH X PLAHYD VRMD & %/ EOD&
WLMHND X XVSRUHGE L -1 k&iLkaj Yaije DaswRav/Bunée $ncidencije. U
PLAHYD VRIMPWHNOLQD &DSD Midnie Qdak @ LrézQiuchiéDbolesti.
,QFLGHQFLMD DUWULW HVj®vrk vidhkaHg-[00%)RibkDie 'iaksimalna
LQFLGHQFLMD X PL ®kb6M6MEEMD7)&8 %NODGX V WLPH is¥ LPHWUL
MH YHUD X PLAHYD VRMD '%$

17.7UDQVJHQLpPQL PLAML PRGHOL

8 LV WUDELRD @d& pojethih tkivnih EMHODQPHYLQD YHOLNX XORJX
LVWUDALYDQMD O0RJXiQ R\ ¥anlddQatijslivhdigafiZininia px<@Hice b M H

sisavaca, dojela jerevoluciju LVWUDALYDQMLPD X EIpRPWN@DEFLOHHLY *ORG
QDMpHAUH VX NRULAWHQH QGDER UDL\E RV LMK N ptd&bDR WH QR
QDSUDYOMHQ MH JRGLQH LEBHY DR Y DR XEDPHRPQPKJIH
(knockouti knockin) kod kojih je gen modificiran u svim stanicama od embrionalnog razvoja

QDGDOMH LPDPR L VXVWDYH WNLYQH L M@BHPHQVNH UHJXOI

-HGQD RG pHAaUH XS R WiliahtEenbk®nfadiQuilakijesttakaRjé&kbndicionalnih
WUDQVJHQLpPpQLK PLA&H YIaxPSkRjeni R PROKWDYD WHNHYQX RGQRYV
UHJXODFLMX L]J]UDabMD RGUHYVHQ R(109) HetbdalLs® lzasivaHhdR YR L]
rekombinazi Creprvotno izoliranoj iz bakteriofaga N R M DmdlekideH' 1$ QD WRPQR
VSHFLILPQLP PMHVWLPD R]QP[pre@ddehglddns ofkdvér, PRI Q18D P D
,JUDADM UHNRPEYADE® MH |DVISHPADRMQOQRN LYDRP RKEdAUD &aW R
VWDQLFD SRpPpQH L]U Dérid3hD aktlvirR @dmnidtprHa@d gend®RpLQMH L]UDAD
i rekombinazu Crge dolazi do delecijéi inverzije dijelaDNA NRML VH QDOD]JL L]PHYX
loxP, ovisno o njihovoj orijentacijil VW U D a LY D Q MpbtBrist\& Wnaniddl@avild stanica

pokazano jeda s obzirom na to da je aktivacija rekombinaze Cre iTdv&LOQD L]JUDAL
UHSRUWHUVNRJ SURWHLRPBHQNLRNHRWW B QXPHQ@R QLD WD D @ D M X
GRYROMQR GD VX MH L]JUDabYDOH X MHGQRP WUHQXWNX W
QDVWDOH L] VWDQLFD X NRMLPD MH ELOD QIYPrédd@3D UHNR
sustavaCreloxP je fleksibilnost MHU V He B [ElDijlefkbjgdL]UDADYDMX UHNRPELQ
YH]DQX X] aHOMARYIX SNWRERARW R UjimUinjhdd Koje imaje die DBIA od
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LQWHUHVD RPHYIE VRNDNQEDOMH MH L YUHPHQVNL UHJXO|
Cre, D X WRP VOXpDMX JRYRULPR R LQGXF LEje @dadtlghutaWUDQV J
stvaranjen rekombinaze Creezaneza modificirani estrogenski receptor (ER). Receptori za

sve steroidne hormone nalaze se u citoplazmi te vezanjem hormona dolazi dél préwip Q M D
kompleksa u jezgrugdje hormonposredug SUHSLVLYDQMH FLOMQLK JHQD 8 \
CreER dodavanjem tamoksifena, selektivnog modulatora estrogenskih receptora, rekombinaza
NRMD VH QDOD]JL X FLWRSOD]PL FLOdWIQZ ¢o kbbipackeonaS UH P M |
sekvencaméoxP (108).

%URMQH OLQLarHieResd K WDy &KX PRGXODFLMH JHEKQID M XN R &N D C
osteoblastnu i osteoklastnu lozuRR/ W R M L -lixfijla &bji d@ljdjid osteoblaste, osteocite i
osteoklastee njihove progenitore =D FLOMDQMH JUHOLK RVWHRNGOGDVWD N
Cre (CtskCre) i TRARCre (111, 112) -HGQD RG pHAUHIMN®R U CiAMHQLK &
ostedlastnih progenitora jeP L aliija lizozim M (LysM)-Cre koja cilja stanice mijeloidne

OR]H =D R]QDpDYDQMH RVWH Re@ DnijWRANKKC® UIRijAKCEFIrW RUD U [
L&5( ]D NRQVWLWXFLMYV N L kg Uiilja Osfl -Méi-N RRErz&ibdlkibignl H
Crerekombinaciju (111). Kemokinski receptor CX3CR1 pokaza® kao dobar biljeg
FLUNXO PU B MdXkicitka LJTUDADYD JD YHULQD RV WiHRINGDW WQLK S
u ekstramedularnirtkivima (52, 63) Stogasu razvijeneCre-linije za konstitutivni i inducibilni
LJUD&ADM U H N R Btanicgnix bktigrihtHprmotorom za gedX3CR1 Te su se linije
pokazaledobreu ciljanju osteoklastnih progenitola] NRaAWDQH VUAaL MwBaRtnih SHULIH
progenitora, posebice u upalnim stanjifda, 63, 64,113, 1146 D]YRM WDNYLK OLQLMD
QDP FLOMDQX PDQLSXODFLMX LJUDADMD JHQD WH XWYUyLYL
UD]OLHPREFRIUMHWOD X ILILRORANLP L SDWRORANLP VWDQMLPF
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2. Hipoteza

Signalni put Notch posreduje aktivaciju, migraciju i diferencijaciju osteoklastnih progenitora u
PLAMHP PRGHOX UHXP, pask inGiltchodrDsigdaindgUoutd/ Notéh smanjuje
akivnRVW RVWHRNODVWQLK SURJHQLWRUD L NRaAWDQD UHVR!

artritisa.
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3. Ciljevi rada

2S0L FLOM WDGDDWIH ULJUDADM NRPSRQHQWD VLJQDOQRJ
SURJHQLWRULPD X PLAMHP PRG HOXYWHKXMOLWNRR [65.Q @ 1 DL Q@ KIMEUW
SXWD 1RWFK SRMDpDQX NRawbDQX UHVRUSFLMX X VNORSX D

6SHFLILPQL FLOMHYL LVWUDALYDQMD VX

1. 2GUHGLWL L]JUDaDM U kighhBoy RoutE NbtchO LokfeakiBISBiln
SURJHQLWRULPD L NR&W DpoRenaQNVLLYKR YWOHU LY B B BIIRL PRORHG H O X
artritisa potaknutogkolagenom

2. $QDOL]JLUDWL XpLQDN \sighalRog QpDté INektinaOdifdren@ijécijuP D
osteoklastan vitro te potvrditi aktivaciju transkripcijskih ciljeva signalnog putitch u

osteklastnim progenitorima

3. ,ZVSLWDWL XpLQDN L QK INBtcH heMttaliz&cijskiih Dpto@tiRelim& Xav D
diferencijaciju osteoklastnih progenitora aktivnost osteoklasta PL&MHP PRGHOX DUW

potaknutogkolagenomin vitro i in vivo.

4.  UspostavWL WUDQVJIHQLpPpQX P XaWLsEHRR Qut MotchktidaRijphR M M H
UHNRPELQD]H &UH L GHOHFLMRP5RIXREP)NUWdstebklaBtiiNRJ pLP
progenitorimaN R M L vajulkén#oRinski receptor CX3CR1

5. $QDOL]LUDWLL XBiyr@aRdg puta Notcha aktivnosbsteoklasta intenzitet
NR&WDQH ibAvaRenariitddHX PLAMRM O ingklivivaingzn xR K RWNBRV H
J) u osteoklastnim progenitoriM{@X3CR1CreERTZRBP-J).

22



4. Materijali i metode

Pokusi u okviru ovog ddktorskog radasu napravljeni u Laboratoriju za molekularnu
LPXQRORJLMX +UYDWVNRJ LQVWH®XPA D VPRUIVMBXDLW DWW M H
Zagrebu Snimanje kostiju mikr&ompjutoriziranom tomografijom &7 SUHPD HQJO
microcomputed tomographyapravljeno je u Laboratoriju za mineralizirana tkiva Centra za
WUDQVODFLMVND L ONHEGELL@LLEONVIN RY WIUNDXAQ WIHQWDD 6 Y HX pLOLEAWD

41.30DQ LVWUDALYDQMD

,ZVWUDALYDQMH thMHD B-R G R H Qiikaz§B &8ItV & 8 LV W U DdéKayy D Q M X
PRGHO PLAMHJ DUWULWLVD NRULaAWHQ PRGHO &,$ 8NUDWNI
S L O Halagenom tip Il (Cll) u emulziji s CFA, dok jeasekundaro imunizaciy NRULaAWHQD
emulzija Cll u IFAVizualno smo pratili pojavu artritisaiWHQ]LWHW EROHVWL OL&H"®
3545darme QDNRQ SULPDUQH LPXQL]DFLMH NDGD RpHNXMHPR YL

U prvoj fazi LVW U D N.R'IDIOMWADL O L VESRBLI6LtA& Mrho avidiairdi promjeru
komponenata signalnog puta Notch izaavartritiVRP .DR NRQWUROX PLAHYLPD
NRULVWLOL VPR QHLPXQL]JLUDQH PLAHYH 6XVSHQ]LMH NRAa\
analizirdi smo SURW R p Q R PRPL WARHP MU X W/ ¥sitepie®tnihH 6 Gewitars

QMLKRY L]UD &D MeptdiPirRrdehtqa/dighsbgyptita Notch ,JUDADM NRPSRQHQ
VLIQDOQRJ SXWD 1RWFK SRWYUGLOL VPR L LPXQRKLVWRNH
V W U D & Q Kpsteoklagdr® Drogenitoliez suspenzijaSHULDUWLNXODilsez¢ndN RaW D Q
razvrstaiVPR WH L] QMLK L]JROLUDOL 51%$ L QD UD]JLQL JHQVNH I
kao i liganada te transkripcijskih ciljeva signalnog puta Notch. Sposobnost osteoklastogeneze
potvrdili smo uzgojenosteoklastnih progenitorX VW D Q L p Q RtbkeRiskiivsjeniemD F L

QD 75%$3 WH X]JRMHP QD NR&AWDQLP SORpPpLFDPD SRWYUGLC
osteoklasta. Analizirali smo i gensku ekspresiju kultiviranih preosteoklasta te utvrdili dinamiku

promjene komponenata signalnog puta Notch.

U drugoj ID]JL LVWUDALY DQ M Dsteokddxine UpvogeDitoriz  ishEriziranih i
QHLPXQL]LUB@EROS7BI/GAEHN DK |[DVDGLOL X ]GHQFH REORAHQH L
signalnog puta Notch. Utjecppticanjasignalnog puta ndiferencijaciju osteoklastarovijerili

smo citokemijskim bojanjem osteoktaih kultura i analizom genske ekspregijeosteoklasta

Zatim smo ispitali Xipak inhibicije signalnog puta Notcma diferencijaciju osteoklasta
dodavanjem neutralizacijskih protutijela na receptore Notdh 1 RW F K X VWDQLPpQX
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I1DGDOMH VKR LLQMANSICPAX.@L]LUDQLK PLAHYD QHXWiWMY® L]DFLM\
.DR NRQWUROX NRULVWLOL WRER D ide@@®hiilL QHYS HF L alHYQH. P
protutijelima istoga izotipa Uz analizu suspeizMD WNLYD SURWR kB FLWRP
L] U D & D M @ifedeafjaip osteoklastnih progenitora kulturi stanica, RKAWDQX UHVRUSF
XWYUGLOL VPR DQDOL]R Bnis&njémpodiLikothWel7D 4. Qilekulad@d S D
ELOMHJ NR&WD Q Hi dthd koRder8rbadyii-térmR&@nddtéeopeptida kolagena tipa |

(CTX-I, prema engl.carboxyterminal collagen crosslingksu serumuimunoenzimskom

metodom (ELISA, prema enginzymdinked immunosorbent asgay

8 WUHURM IDJ]L LVWUDALYRRIMDURKW IR QIUPDEKLPLREAR YY) &:; &5
Jkoji L Q G X FL E L O QrékomplihazéIveY: BtaiXamaCX3CRTT WR UH]XOWLUD XWLa
kanon&og signalnog puta Notch wsteoklastnim progenitorimaUpotrebom PLaHY D
CX3CR1CreERT2/AI9, u kojima smo vizual@gpm fluorescentnog biljega mogli pratiti
staniceCX3CRI’ XVSRVWDYLOL VPR RdbR&eY\DOUPCRWNA/ILL HSQRRRN RFDRI® ¥ F
XWYUGLOL IHQRWLS R]QDpHQLK VWDQLFD WH SRWYUGLOL
osteoklasta. Temeljem togasojuCX3CR1CreERT2/RBHR smo ranije navedenim metodama
DQDOL]JLUDOL XpLQDN JHQHW YVNaitchln® kigmadiju, DifeRacijaciuiQ DO QR <
aktivnost osteoklastavivo L NRaAWDQX UHVRUSFLMX 7DNRVYHU VPR X VF
XW L aD Q Ray putaIN@tbhQosteokastnim progenitorimana diferencijaciju osteoblasia

vitro. =D GRGDWQX SRWYUGX XORJH VLJQDOQRJ SXWD 1R
&; &5 &UH(57 1,&' NRML LPDMX SRMDpDQ L]JUDADM XQXWD
IRWFK RE¥RE®RLGCGR SRMDpPpDQH DNWLYQRVWL QL]JYRGQR RG UEL

42.3RNXVQH aLYRWLQMH

3RVWXSFL QD &LYRWLQMDPD SODQLUDQL VX L SURYHGHQL X
V SRNXVQLP ALYRWLQMDPD WH VOL Mepadenent, sedDcddnO D A 53
refinementt]DPMHQD PRGHOD VPDQMHQMH EURMD &LYRWLQMD
SLYRWLQMDPD RGREULOR MH (WLPNR SRYMHUHQVWYR OLQL"
OHGLFLQVNRJ IDNXOWHWD 6YHXpPpLOLAWD X ad®zhlkhaBEost X VNO
A1RWFK VLJQDOQL S X\gekitomnaVdlaRuBDigomadipl. PSWD UW UL WL VR
YRGLWHOMLFH SURI GU VF 'DQNH *UpHYLU D SRVWXSNH
8 SRNXVLPD VX NRULZWHQL PX&MDFLCRICEERTR/RBFRMHYD &
CX3CR1CEERT2/NICD1 i CX3CR1CreERT2/Ai@ dobi od 1612 tjedana.

24



Slika3 6KHPDWVNL SULND] S O/MDADD B Y WM H YD KDNBHR G RMIHOWKH §RAX WR SULN
slici. U prvojfaziL][D]YDOL VPR DUWULWdoja IPROGGILY]IDAFD. MR P S LO HAILEIINRODJHQRP
kompletnom Freundovom adjuvansu (CFA), dok je za sekundarnu imunizaciju CFA zamijenjen inkompletnim
Freundovim adjuvansom (IFA) OLAHYL VX a4Us\¥rRhak@nlprimarne imunizacije, a uzeta tkiva s
DQDOL]LUDQD QD LJUDADM NRPSRQHQDWDI U LUDRD®QREIMIDONDI | HRYWFXD Q v
UD]JOLNH L]JPHYX QHLPXQL]JLUDQLK L LiaGtariduldoDeQhlastrPpraganit@ri (BCRUXJIRM |L
]DVDYHQL X RVWHIRMS® iDwbiNzRahknQigtantima signalnog puta Nof€iL1, JAG1) bez ili uz
GRGDWDN QHXWUDOL]DFLMVNLK SURWXWLMHOD QD UHFHSWRUH 1RWFK
DUWULWLVD L NRA&aW DmMuivo diadént) isekttaihc{jskioV @BdatWij&li@a u odnosu nakupinu

imuniziranh P L & HkyjiDsu primali kot ROQD SURWXWLMHOD 8 ]DGi e MekobkoL LVWUDA
GYRVWUXNR hWW B §MHIVDD LM &; &5 &UH (57 $L RPRJIXULR MHieu]XDOQR S
aktivirale Cre rekombinazu. Upotrebom s@X3CR1CreERT2/RBR LVSLWDOL VPR XpLQDN XWLADC
SXWD 1RWFK X 2&3 QD UD]YRM DUW @Zddwdny Setul pokiRea WHis@iXsmd H8fRU S FL M
&; &5 &UH(57 1,& X NRMHP MH Xnal2guBmS ieddddopeD Qotck L1J& 7 + mikro-
kompjutorizirana tomografija; JPCRN YD QW LWDWLY QD UHDN F L MfRis@ldxe3fataz@ bkpSraO LPHU D]
natartaratlDSUDYOMHQR NRULVWHIL %LR5HQGHU FRP
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SRNXVQH ALYRWL Qmastanb] 2& Isbidrexeil WNKH X a IHWRtSKdgQngtiita za
LVWUDALY DSavddrdpiRjul/etima uz dnevnu regulaciju ciklusa svjetla (10 sati svjetla
i 14 sati tame), temperature prostorije-@20& L Y OD aQ RV WiL10pk) Bterinosti
kaveza i stelje te slobodangiup standardnoj peletiranoj prehrani (4RF25 i 4RF21; Mucedola

srl, Settimo Milanese, Italija) i vodi.

4.3.Uzgoj L NULADWOMHIHQLPQLK ALYRWLQMD

.DNR ELVPR X]JRMLOL PLaAHYH NRMLPD PRAaHP$oKMtaaDWL Q
Notch u osteoklastnimtSURJHQLWRULPD NULADOL VP@®6R2PR{®HH &; &5
Cx3crIm2-1(cre/ERT2)ungy dostupni Wackson Laboratorybroj soja 020940 PLAHYLBD 5%3
(Rbpf™H" GDURYDR SURIHVRU 7DV XN Xu}: R QMEXIGRICKERTLAWH X
L ] U D & DekdinldiazuCre pod kontrolom promotora za kemokinski receptor CX3CR1.
RekombinazaCre je vezana za modificirani estrogenski receptor te se pod djelovanjem
tamoksifena SUHPMH aMHD]JUX JGMH SRVUHGXMH L]BEH)QDYBQMK F
sekvencamdoxP. ReFHSWRU &; &5 L]JUD&ADYDMX YHULQRP PRQRFLW
RVWHRNODVWQLK SUR Ji QillegoR thDstardiogsR, 63014 QLA BRRIEU

imaju sekvencamibxP R]Q Dged Q E S M. U L & D QdviaHsBjaWwldbijemo heterozigote za

RED WUDQVJHQD W HPLKi I3 RBARDI&Rbisb IdAHNIECRI @e- PLAHYH NRML
su homozigotni za RBB. Kako ELVPR X]JRMLOL PLaAHYH NRML X RVWHR
LPDMX SRMDPpDQX VLIQ®@ONOIdhFLNMXLEAROHR RIRIPHEWYH &; &5 ¢
V PLAHY L P OGUR&SA)260tmNoch)bany qostupni wackson Laboratorybroj soja

008159) .DNR ELVPR X]JRMLOL PLAaHLI H ]|NiR&tEs&NMDIVPXotdira G X F L E |
TdTomato u osteoklastnim prog@ LW RULPD NPLaBOEBCRERERT2 s
UHSRUWHUVNAPR (PALGHEYR@ESA)260MMICAGTomaoHz¢y  qostupni uJackson

Laboratory, broj soja 007909)u kojima genu za fluorescentni protein prethsekvencama

loxP R]Q D PBHIPkodon. . UL & MG@dHCX3CR1CreERT2 & sojemNICD1 ili Ai9

dobivamo heterozigd H P L ZaHoYad trangena koje koristimo u pokusim& YL NRUL&WHQ
WUDQVJIHQ L @éjngddjatkC31BLY6X

44, *HQRWLSL]DFLMD WUDQVJHQLpPQLK aLYRWLQMD

=D SRWYUGX XVSMHA&QIRQNK LRAIDEQMBE WRWMBOYDHWH RGUHYLYL
NRULVWLOL VPR PHWRGX ODQpDQH UHD pblyindtdse SO LPHUD |
reaction L JHO HOHNWURIRUH]X QDVWDOLK SURGXNDWD '1$ I
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GRGDWNRP / RDWWR SIURWSESXIHJH . NRML VX LQNXELUDQL S
su potom centrifugirani 20 minuta na 14000 okretaja u minuti (rpm, premarewglutions

per minute QD VREQRM WHPSHUDWXUL WH MH QDGWDORJ SUHE
dodano50 / LIRSURSDQROD WH VX X]RUFL SURPLMHADQL GR YL
centrifugirani 5 minuta na 14000 rpm na sobnoj temperaturi te je nadtalog odliven. U tubice je
GRGDQR / HWDQROD WH VX X]RUFL SRQ&W®@Ra FHQWU
sobnoj tenperaturi. Nakon odlijevanja taWDORJD X]J]RUFL VX VX&aHQL QD K
'1$ MH ]|DWLP RWRSOMHQD X =D /XBORWMLYOLQMAH 1$RERIUL:
NRPHUFLMDOQR GRVWXSQD 7DT '1$ SROLPHU®JRYLDR O VXYIDK
SRPHWQLFD. Z&@&GULWTIRADYDQMD '1$ NR U RY2WThérinaVGy&erX UH y D N
(Applied Biosytems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SABR)temperature i broj
FLNOXVD SULODJRGLOL VPR NRULA&W KtQredkcieRA4aeAd@aRi® PD L R
SURGXNDWD SR YHOLpPLQL NRUL BMhe®d ConipRct XS/S (ADaWtikD HOH |
-HQD -HQD hHMIBRD® % Rgaroznom gelu u pufeNRML VDGUAL 7ULV ED]
kiselinu i etilendiamintetraoctenu kiselifEDTA, prema englethylenediaminetetraacetic

acid) uz dodatalbboje NRMD VH YHAH ]D '1$ =D YL]XDDOUWBPELWPRIYARX

UV svjetlu te fotodokumentirali rezultate.

7DEOLFD 3RSLV SRpHWQLFD NRULAWHQLKEML K HIgERENENSE [iddewi M X W U D Q
QXNOHRWLGD SRpHWQLFD NRMH VX NRULAWHQH ]D RGUHYLYDQMH JHQR\

OL&AML ) SRpHWQI SRpHWQIL SRpHWQI SRpHWQI
5- 5- 5-
CX3CR1CreERT2| CCTCTAAGACTCACG | GACTTCCGAGTTGGS | GCCGCCCACGACCGG
TGGACCTG3' GAGCAC-3' CAAAC-3'
5- 5- 5-CCGAAAATCTGTG
: 5-GGCATTAAAGCAG
A9 CTGTTCCTGTACGGC | AAGGGAGCTGCAGTG GGAAGTC-3'
CGTATCC3'
ATGG-3' GAGTA-3'
5- 5- 5-
RBP-J GTTCTTAACCTGTTG | GCTTGAGGCTTGATG | GCAATCCATCTTGTT
GTCGGAACG3' TTCTGTATTGG3' CAATGGCG3'
5- 5- 5-
NICD1 AAAGTCGCTCTGAGT | GCGAAGAGTTTGTCC | GGAGCGGGAGAAAT
TGTTAT-3 TCAACC-3 GGATATG-3'
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4.5.1zazivanje artritisa potaknutog kolagenom

$UWULWLYV VPR LID]YDOL SUHPD PRGLILFLUDQLP SURWRNRQO
i Inglis i sur.(103, 106) Za primarnu imunizaciju koristili smo emulziju otopine CII (Sigma

Aldrich) koncentracije 4 mighL u 10 mM octenoj kiselini i CFA (BD Biosciences) s 4 mg/mL
WHUPLpPNL L @yobscteNumU iD@rdulosidH37RA (BD Biosciences).. RQDpQH
koncentracijeCll i Mycobacteriunmtuberculosisbile su 2 mg/mLZa sekundarnu imunizaciju

QD MHGQDN MHjeQeDepiu@jaSW LS,)$ %' %LRVFLH®QA®BIMO120LaAHY H
tjiedanaanestezirali smo intraperitonealnom primjenom oto@Ae mg/kg ketamina 12,5

mg/kg ksilazina (5—/ RWRSLQH SRtebbriaP X BR&EDUXpMX NRULMHQD UH
strane.Nakon dezinfekcije ubodnog mjesta 70% etanolamicirali smo XNXS QR /
emulzije Cll i CFAintradermalno podijeljeno u tri uboda obostrano uz korijen repa. Sekundarna
LPXQL]DFLMD SURYHGHQD MH GDQ QDNRQ SULFABFNQH LQM
distalno od primarnog ubodnog mjessakontronRP VNXSLQRP SRVWXSDOL VPR Q
bez davanja adjuvansaikolageRajavuN O L QL p NLK ] Q PrstiR dhiouDvdiidéeyhon L V D
UD]PDNX S Rékbndd@rhd P QL]DFLMH G RaMallhteqzixevanribsavirMamdr Y

MH RFLMHQMHQ ]D VYDNX aDSX |D\itE mdijehb) HRaeklira MIH G H G R N
FUYHQLOR SUVWD RWHNOLQD L LOL FUYHQLOR YLaA&H R
RWHNOLQD LHF W YQIIM DIRA BD S MDYNDQ R @/R 1 O 5@ DY QID® D QO FE] R M
je QDMYL&H ERGRYD SR PLaX MDND RWHNOLQD L FUYHQLC
KYDWDQMD ]D USliBaHWNX NDYH]D

46.3ULSUHPD MHGQRVWDQLpPQLK VXVSHQ]LMD L] X]JRUDND WV

Nakon anestezije primjenom otopiB&,5 mg/kg ketamina/12,5 mg/kg ksilazineorci krvi
GRELYHQL VX NUYDUHQMHP L] RUELWDOQRJ VLQXVD QDNR
GLVORNDFLMRP .UY VPR SULN KB loDpineartii®agdnssl BDRIA U — 1/
ILILRORANRM RWRSLQL SXIHULUDQRM | Rkddph4te® birfer8X IHUR P
saline .UYL MH GRGDOQR — RWRILOHRCH NHWWDOR WK BDH
YUHPHQD QD f& NDNR EL VH HU IspithRofmtedimetdzij@nyYBRMiLOL RG
QDGWDORJ GR JUDQLFH VHGLPHQWLUDQLK HULWURFLWD MF
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Slika4 ,]DJLYDQMH DUWULWLVD L NOLQQLpANDY RFFIM HAGD L YD]]YWIRM D DWW WLUA MM
SULPMHQRP SLOHUHJ NRODJHQBEXWIGROY RPXDSRIXKYORPWR RPDNRQ GDQ P
imunizirani uz zamjenu kompletnog Freundovog adjuvansa inkompletnim. Od sekundarne imunizacije do
AUWYRYDQMD NOLQLpPpNL MH SUDUHQ UD]JYRM ]JQDNRYD DUWddjaWLVD X] E
VWUDAQMD aDSD NRQWUROQH VNXSLQH EH] ]OQODNRYD XSDOH WH SUL
NRODJHQRP &,%$ V QDMYL&ARP NOLQLpNRP RFMHQRP LQWHQIJLWHWD DUW
16 bodova.Modificirano prera )OHJDU ' .DUDNWHUL]DFLMD UHDNFLMH RVWHRNO
RVWHRUHVRUSFLMH X PLAMHP PRGHOX UHXPDWRLGQRJD DUWULWLVD >C
fakultet; 2018 1IDSUDYOMHQR NRULVWHUOL %LR5HQGHU FRP

.RaW D Q Dalivelid@ijeperdadWN X OD U Q D NIRénwra QXVW&H Y QD N&WW DPROQDV U
jepuferomPBSL] NRREWBRQOLQGUD RpLARAYMIO RG/BAlHRXED OL]LU
uklone eritrociti u hipotonfp QRP DPRQLMVNRP SXAHUM KHCG00,1 M

N (‘7% 3%6 60H]JHQH VX L]YLDFHDH GYDVKWMQWRIMREAND VWDNO
om, do suspenzijeje odijeljen za analizu lizirani su eritrociti Svi uzorci su isprani
centrifugiranjem 5 minuta na 250 rcf (prema ermglative centrifugé force) u PBSu i
SURSXdWHQL NUR] VWHULOQX PUHALFX V SRUDPD SURPMH
Pemsylvania, USA)kako bi se XNORQLOH YHUH QHpLVWRUH L GRELOH
SHULIHUQH NUYL NRAWDQH VUAL L VOH]HQH

29



4.7. ,PXQRHQ]L PV MaRjekataddthgkiog telopeptida u serumu

Nakon anestezijprimjenom otopine87,5 mg/kg ketamina/12,5 mg/kg ksilazineorci krvi
GRELYHQL VX NUYDUHQMHP L] RUELWDOQRJ VLQXVD QDNR
dislokacijom. Uzorcisu stajali2sBt QD VREQRM WHPSHUDWXUL NDNR EL V
potom je serum iz Kkrvi izdvojen centrifugiranjem 10 minuta na 7000 okretaja u minuti (rpm,
prema englrevolutions per minude pohranjen zamrzavanjem na f & G R D Qcbu®skpH
koncentracije CTX-1 izmjerene supostupkom ELISA komercijalno dostupnim setom
NHPLNDOLMD SUHPD XSXWDPDI BUSR kit Y{Gojobifdlric) NOYXIS H & 7 ;
Biologicals, Centennial, CO, SADkjetljivosti 0,1 ng/mLSvi postupci izvedeni su na sobnoj
temperaturi. Ukratko, za mjerenje koncentracijeXeT PLNURWLWDUVND SORpPLFD L
MH REORAHQD IV FPPW X M/LUM éPce feDdodano 10 —UD]JULMHYHQRJ X]R
serumalli standardnog uzorka poznate koncentracije ETX3ORpLFD MBO mQUiX ELUD Q
QD f& SUL pH PEzaGaFOD I fhrisGtifog u uzorcimaQ D SURWXWLMHOD QD
]JGHQDFD MH RGVWUDQMHQD WHNXULQD WH Mz detdlcijuV SLUD Q
PLAMPJI, L SORpLFD MH LQNXELUD Q DispiraRja @dafelkoqugat f& 1D
avidinai peroksidaze hrena (HRP, prema ehgkseradish peroxidase L SORpPLFD MH LQNX
PLQXWD QD f& 1DNRQ LV Sdupsde®) NRPaGRE&HEMIR obblénje — /
SURSRUFLRQD O QIprisuRd@y Lupuz@Qdimd&Reakcija stvaranja boje saustavlja
nakon inkubacije od 15 minuta dodavanjem otopine za zaustavljanje reakcije te se odmah
LIPMHUL DSVRUSFLMD VYMHWORVWL YDOQH GXOMLQH |
(*OROD[S ([SORUHU OXOWLPRGH OLFURSODWH B5HDGHU 3
Koncentracija CTX, RGUHYHQD MH SUHPD NRQVWUXLUDQRM NULY X
VHULMVNLK UDJUMHYHQMD VWDQGDUGQRJ X]RUND SR]QDWH

4.8. Mikrokompjuterizirana tomografija

IDNRQ aUWYRL MO R 05 M VHwX DV W INDRGCOMWMHXQ X LOL REMH VWUDAQ
tibiotalarnom zglobu, ukloh O L keRilésali uzorke VDWD QD f& X SXIHULUL
paraformaldehidu te zatim presiel 70% etanol. Kossmo snimili CT-RP SRPRUOX VXVWD"®
1076 SkyScan hvivo Micro-C7 6N\6FDQ .RQWLFK %HOJLMD VYDNLK

| D N WAReLAQIAG? NRULAWHQD MH UH]J]ROXFLMD RG P L DOXPL
PRPRUX SURJUDPD 15Héken&ruidiNddd&ike D SRPRUX E€UARJUDPD
v.1.13 i CTVol (SK6FDQ DQDOL]JLUDOL VPR NRsuWeDr@ptavii B WU XN F
vizualizaciju Analizirali smo dijelove talusa debljine 684 mm kako bismo odredili udio
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mineralizirane (kortikalne i trabekularne) kosti u ukupnom volumenu (BV/TV; %, prema engl.
Bone Volume/Total Volumé€115, 116)

49.+LVWROR&GND L KLVWRPRUIRPHWULMVND DQDOL]D

SDWRKLVWROR&@NH SURPMHQH X PL&HYD V DUWULWLVRP I
]JJORERYD VWULDQROK 383DRSDVPR VWUD&IMH w@@SHu VQLPLC
demineraliziran u otopini 14% EDTA u 3% paraformaldehidu 10 do 14 dana, ispran
destilirarom vodom 30 minuta uz protresanje, preseljgn HWDQRO SUHNR QRUOL ]C
HWDQRO SUHNR QRUOL SD X HWDQRO VDWD 3RWRP VX X
i uklopljeni u parafinske blokove tijekom 6 saBBRPRUX URWDFLMWNEINLNURWF
2000 R, Leica Biosystems, Nussloch, Germany) izrezali smo serijske rehmtalarnog

zglobau DILWDOQRM UDYQLQL GHE Oobdjilp kemalaBrecdimdS DHER ILQ L UD
GoldnerMassontrikromom (GMT) i bojanjem na TRAP. Prepaabtpjene HE i TRAP

bojanjem analizirallsmo SRPRUX PLNURVNRSD $[LRYHUW &DUO =H
IMHPDpPpND D KLVWRPRUIRPHWULMVND DQDOL]D SUHSDUDMW
mikroskopa Axio Imager (Carl ZeVV S ULNOM X p H Q@rieglarQobh 24 briakzQ kb&iR V
OsteoMeasure (OstetOHWULFVY 'HFDWXU 6%$' =QDpDMNH SRVWXSND
SODYR GR FUQR HULWURFLWD FUYHQNDVWR PLALUD L ILEL
KUVNDYLFD %RMHQMH 75%$3 HfikakihlTRAR Yost€phasta 6bQighin| D LG H
ADUNR FUYHQR L VPMHAWHQLK X] NRAWDQH SRYUA&ELQH X UH
suplaveOMXELpDVWR RERMHQMH MH]JUL FUYHQD FLWRSOD]PI
PLALUOL L UXaL pDagR(kBsE Relhm@tkive) doRhidrofobne strukture, primjerice

masno tkivo, ostaje neobojeno. Bojenjem HE evaluirana je pojava sinovitisa (upalni infiltrat u
sinovijalnom tkivu), osteitisa (zamjena masnog tkivX SDOQLP VWDQLFDPD L
prokrvlienost NRAWDQH VUAL HNVXGDWD XQXWDU ]JJORED WH S

hrskavice i subhondralne kosti.

Za imunohistokemijsku analizu komponenti signalnog puta Notch, deparafinirane uzorke
LOQNXELUDOL VPR SUHNR QRUOL QD LMRUXWELP U B LHEXKKY DWQ
Nakon ispiranja inaktivirali smo peroksidazu inkubacijom u 0,03% vodikovom peroksidu.
Nakon ispiranja uzorke smo inkubirali u otopRodent BloclM (Biocare, Pacheco, CA, SAD)
WLMHNRP PLQXWD ]D EO6&YNGGUD Q NDHH VS A MIHIL HIRIIRSRID G L Q!
8]RUFL VX IDWLP LQNXELUDQL SUHNR @miilbtc® D antiNgicv FLOMQ
2, ani-JAG1, antiDLL1, antiHesl; Abcam,Cambridge, Ujedinjeno KraljevstyoNakon
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ispiranja uzorci su inkubirarB0 minuta na sobnoj temperaturi sa sekundarnim protutijelom
NRQMXJLUDQLP V HQ]JLPRP +53 1DNRQ LVSLUDQMD GRGD
diaminobenzidin (DAB) do razvijanja boje. Uzorci su potom isprani obojeni bojom HE i
pokriveni pokrovnim stakalce 6 WDQLFH NRMH LJUDADYDMX FLOMQL DQ\
KLVWROR&ANLP SUHSDUDWLPD SRG VYMHWORVQLP PLNURVNTF

410. 3URWRpPQD FLWRPHWULMD L UD]YUVWDYDQMH VWDQLFD

-HGQRVWDQLPQH VXVSHQ]LMH X]RUD N Dslegéhd Wée&rifeide WraL GLV
obojene su u omjeru 1:100,05%tnom tripanskom modrillkkako bi se obojile mrtve stanice,

a neobojene stanice su izbrojendamocitometruS R % «UNBHHNUX WH MH L]J]UDpPpXQDW
NRQFHQWUDFLMD X VXVSHQ ]lardlhim ptuffdimDuddsao2¥RIPMH PRQF
stanica iz suspenzija za fenotipizaciju odnost3®8L (P stanica za razvrstavanje, centrifugirali

na 250 rcf tjekom 5 minuta te odlili nadtalog D VWDQLpPpQL WDPRBaAaBPRGQOL
komercijalno dostupnih monokQ VNLK SURWXWLMHOD VSHFLILPpQLK ]D PL:
s jednom od fluorescentnih boja: fluorescein izotiocijanat (FITC, prema #ugtescein
isothiocyanaty fikoeritrin (PE, prema englphycoerythrin, peridinklorofil-cijanin5.5
(PerCRCy55, prema englperidinin-chlorophylkcyanine5., fikoeritrin-cijanin7 (PECy7,

prema englphycoerythrincyanine¥, alofikocijanin (APC, prema engallophycocyaning
alofikocijanincijanin7 (APCCy7, prema englallophycocyanineyaniney, APG-eFluor780,
APC/FirdM750, PerCPeFluor710 Brilliant Violet 421™, Brilliant Violet 510™, PE
DazzleM594 ili vezDQLK V ELRWLQRP X NRMHP VOXpDMX MH SRV
streptavidinom vezanim s nekom od ranije nabroan®@ XRUHVFHQWQLK ERMD 3R.
protutijela naveden je Tlablici2. =D R]QDpDYDQMH P WRYILK WG VX ERMI
aktinamicin D (7AAD, eBioscience) ili 4',&diamidin-2'-fenilindol dihidroklorid (DAPI, prema

engl. 4'6'diamidino-2-phenylindole dihydrochloride, Sigm/drich) koje prolaze kroz
SURSXVQLMX PHPEUDQX PUWYLK VWDQLFD L YskhdidaiVvVH ]D Q
protutijela su inkubiran8 PLQXWD X WDPL QD OHGX QDNRQ pHJD MH
ispran PBSom s 2% IHWDOQRJ WHOHUHJ VH Uetd bovinedsérun®sithédP D HQJ O
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SADY. drugom korakulD SURWXWLMHOD R]
biotinom, stanice su bojane streptavidinom vezanim s fluoroforom 30 min u tami, na ledu,
QDNRQ pHJD VX SRQRWYLQRR HBES StanQ@dX XX 3RFBQDPpQLFL UHVXVSH
1005 —/ &% FB&ate je dodanabojazaoZzm® YDQMH PUWYLK VWDOQLFD
MH SURYHGHQD QD SURWR p Q RRBD BMsBiéhtry/ SaX Juse, AKSAB)U LD
RSUHPOMHQRP V ODVHUD L PRIXUQRVWL LVWRYUHPHQH GH
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MH VNXSOMHQR® dadgD y@IMWDY LMHIQDO ]DELOMHAHQ GHWHNWR
DQDOL]JLUDQL SRPRUX SURJUDPD )ORZ-R 7UHH6WDU $VKOI
ELOMHAHQD-MBLADEBRM UHFHSWRUD QD VWDQLpPQRM SRY
fluorescencije kratiR P AOR3 S U HR)D pdziva@t znakom +, a vrlo visok broj
UHFHSWRUD QD VWDQLPpQRM SRYUAGLQL RGQRVQR YLVRN LC
engl.high).

Osteoklastni  progenitori su  definirani kao monocitna subpopulacija fenotipa
CD45Ly6G'CD3'B220'NK1.1'CD116CD115 u perifernoj krvi i slezeni te
CD45'Ly6GCD3'B220'NK1.1'CD11b"°CD115 u periartikularnoj i sustavhoNRAWD QRM V U é
1D WRM MH SRSXODFLML QDGDOMH DQDOL]JLUDQ
CX3CR1)te recptora Notch 1do Notch4 $QDOL]D MH SURYHGHQD X] NRUL
stanica te kontrolnih uzoraka obaojd kombinacijom protutijela u kojoj nedostaje
IOXRUHVFHQWQD ERMD |]D NRMX VH XVSRUHGERP V X]RI
fluorescencije (FMOprema englfluorescence minusone 6 SHFLIL p Q HsteékBstrthD FL M H
progenitoraiz periartikularne NR aW D Qstezéhd D] YUVWDQH VX SRPRUOX LQV
FACS Ariallu L NRULAWHQH 1D V VeKa&td pBDXD 0 X DWW IX|WRERBASOH JH Q D
UD]YUVWDYDQH EU]JLQRP VWDQLFD X VHNXQGR). X] NRUI
Ukratko, naprikazu prednjeg rasapa (FSC, prema enfgltward-scatte) u odnosu na
SRVWUDQLpPQL UDYVD SideSétie) &dddRdje Hhgpdlacija stanica iz koje su
SRWRP LVNOMXpHQH P UBDAPHsignaaZQiln St odabraveg HerridtOpidexske
CD45 VWDQLFH 6OMHGHUOL SULND] MH VLJQDO ELOMMEJID /\ * N
prikazan signal limfoitnih markerau odnosu n&€D11b te je odabrana populaaysteoklastnih
progenitoravisnoouzorku NRAWDQD V Udalle@ID ¥ DOHRQBI@D R LIUDADMX &

i kemokinskih biljega.

Stanice suazvrstaneX HSUXYHWH J]DSUHPQLQH P/ V GRGDQLP PHGL
PLQLPDOQL HVHOQMEM erQaLenglH-@inikhal essenél medium Capricorn
6FLHQWLILF (EVGRUIHUJU X &ndsid RBIxs[2% BESKO je i2) Stabica
RGPDK L]JROLUDQD 51% 3UHFL]JQRVW UD]YUVWDYDQMD VW]
UD]YUVWDQLK SRSXODFLMD W H oputacija\bilx 99939Q D pLVWRUD UD]
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7TDEOLFD

3RSLVY SULPDUQLK NRQMXJLUDQLK PRQRNORQDOQLK SURWXYV

6WDQLpPQ Klon Fluorescentna boja BURL]YRYD '%x\)/jDOR

CD3 1452C11 | FITC BioLegend (San Diego,| 100306
CA, SAD)

CD3 1452C11 | APC eBiosciences (San 17-0031-82
Diego, CA, SAD)

B220 (CD45R) | RA3-6B2 FITC eBiosciences (San 11-045286
Diego, CA, SAD)

B220 (CD45R) | RA3-6B2 | APC eBiosciences (San 17-045283
Diego, CA, SAD)

NK1.1 PK136 FITC BioLegend (San Diego,| 108706
CA, SAD)

NK1.1 PK136 APC Caltag Laboratories MM6605
(Burlingame, CA, SAD)

CD11b M1/70 APC/FireM750 BioLegend (San Diego,| 101262
CA, SAD)

CD11b M1/70 PE Dazzlé594 BioLegend (San Diego,| 101255
CA, SAD)

CD11b M1/70 %ULOOLDQW | BioLegend (San Diego,| 101251
CA, SAD)

Ly6G 1A8 PerCPReFluor710 eBiosciences (San 46-966882
Diego, CA, SAD)

Ly6G 1A8 FITC eBiosciences (San 11966882
Diego, CA, SAD)

CD115 AFS98 PECy7 BioLegend (San Diego,| 135524
CA, SAD)

CD45 30-F11 APC eBiosciences (San 17-0451-83
Diego, CA, SAD)

CD45 30-F11 Brilliant Violet 510™ | BioLegend (San Diego,| 103138
CA, SAD)

CCR2 (CD192)| SA203G11 | PE R&D Systems (Bie FAB5538P
Techne, Abingdon, UK)

CCR2 (CD192)| SA203G11 | APC/FirdM750 BioLegend (San Diego,| 150630
CA, SAD)

CX3CR1 SA011F11 | Brilia QW 9L R OH BioLegend (San Diego,| 149023
CA, SAD)

Notch 1 HMN1-12 | APC BioLegend (San Diego,| 130613
CA, SAD)

Notch 1 HMN1-12 | PE BioLegend (San Diego,| 130607
CA, SAD)

Notch 1 HMN1-12 | biotin BioLegend (San Diego,| 130605
CA, SAD)

Notch 2 16F11 PE eBiosgences (San 12-5786:82
Diego, CA, SAD)

Notch 2 HMN2-35 | APC BioLegend (San Diego,| 130713
CA, SAD)

Notch 3 HMN3-133 | PE BioLegend (San Diego,| 130507
CA, SAD)

Notch 4 HMN4-14 | APC BioLegend (San Diego,| 128413
CA, SAD)

RANK R12-31 PE BioLegend (San 2go, | 119805

(CD265) CA, SAD)
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411. 6WDQLpQD NXOWXUD RVWHRNODVWD L NXOWLYDFLMD Q

Osteoklastne progenitorieg periartikularne NRaW D Q H V Usirlo nakovi @alvirstaYahja

zasdii X SORPLFX ]D VWDQLpPpQX NXOWXUX stani@ ij@eje@dDiED X J X\
NRaAWDWAH L O Lstanice izdvojene iz slezene) stanica po zdencQOsteoklastne
progenitore smo uzgajaliX —/ RVWHRNODVWQRJ GLIWEMQFLMDF
RERJDUHQRJ Va, 100 W penicilina i 100 U/mL streptomicina, t6 8g/mL
UHNRPELQDQWQRJ PL & NeebinbitaRt mSudeMCBRal (R&D Systems, NE
Minneapolis, MN, SAD) i rmRANKLEa (R&D Systems).3 O R feLifkDbirana u standardnim
XYMHWLPD QD WHPSHUDWXUL RG f& X RYOD &kbQiRg JUDNX
medija svakih 48 satJ dijelu pokusa, stanice smo drugi dan osteoklastogene kulture odlijepili

V GQD ]JGHQFD SRPRiUX HQJLPD 7U\S/(E ([SUHVV *LEFR L DG
U nekim skupinama smo 12 sati prije analize fenotipb R WvhRcfignetrijomili s drugom

promjenom medija dodali BOng/mL lipopolisaharidé&Escherichae coli (LPS). Pratili smo

UD]YRM YHOLNLK YLAHMH]JJUHQLK VWDQLFD L X SR3IRGQRP \
do 5. dana za osteoklasteNzZR & W@ ldsRo® Qlo 7. dana za osteoklaste iz sléz&tanice

smo fiksirali u zdencimal%-tnim paraformaldehidom tijekom 10 minuta i oitioprema
XSXWDPD SURL]JYRYDpD MRdetardalHisDkemijBko®&anwXSs Q]UDAaDM
enzima TRARLeukocyte acid phgphatase kit, Sigm& OGULFK =GHQFL VX VQLPO
invertnog svjetlosnog mikroskopa Axiovert 200 (Carl Zeiss Microscopy, Jena, Germany),
REMHNWLYRP SRYHUDQMD [ SRYHIDQRJ V NDPHURP VD VS
OLWH UDpXQDOQ LiRavaniePandmER PsteBKIAsti su izbrojani programom
CellProfiler 3.0117) SRGHaABRLEPURML OMXELpDYMAERI RERMHQH ¥3BQL
RG —P GRN VX VWDQLFH YHUH RG —P LIEURMDQH NDR
Resorptivni potencijal osteoklasta diferenciramitvitro LV SLWDOL VPR NXOWLYDFLM
SORPLFDPD 1 Bvidrfa@stedRladtne \pigenitore smo zasadilSBWORpLFX |D VWDQL
NXOWXUX V ]JGHQDFD QD pLMH MH GQR XPHWQXW NRPDG
JRYHYH NRUWLNDOQH NRVWL YHS8rozhQdlliQD[NRaW B B X 6 S\CCR(PpLL
malom wlumenu (16 —/ GLIHUHQFLMDFLMVNRJ PHGLMD X JXVWRI
Prije dodavanja preostalog medija, stanice su inkubirane sat vremena kako bi se priljubile na
SRGOHAHUX NRVW 6 W-R5Qlarfatiz grieRjedxt] gdlaMdutena mestjakih 48

sati. Na kraju kulture medipmo polako otpipetirh, a u zdence dodali — A%
paraformaldehida za fiaciju. Stanicerso oboijli histokemijski naL ] U DI&RBRA te smo
NRAWDQH S Olikprhdfdin SoReZamaidajetlosnim mikroskoponstanicesmozatim

uklonili s kosti sonikacijom %lo 10minuta u 0,25 M otopini NWDH. . RaAWEHMB ORpPLFH
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bojdi 1%-tnim toluidinskim modrilomu pufeu 1% boraksatijekom 2 minute. Time se
SRMDpDYD NR @votpdjskiviakireiH PXH W DN Q X WHWIRWHAR PRIIXBRXMH L
VYMHWORVQLP PLNURVNRSRP REMHNWLYRP SRYHUDQMD

412. 6WDQLpQD NXOWXUD RVWHREODVWD

,RAWDINQA LasMWUADFLOLQGUD GLVWDOQHBMiaBéd M idotB/BaR U X F
MHGQRVWD Q L pydDsuspEriZi $ia@ith Shid obojilu omjeru 1:10 u 0,05%nom

tripanskom modrilu kako bi se obojile mrtve stanice, a neobojene stabicgali smou
KHPRFLWRPHWUXURR W HU NjiaukanQedtracijl u suspenziji. Stanicemo

razrijedii X PHGLOMMX RERJDUHQLP ‘4 100 Y#n& penicilina i 100 U/mL
streptomicina u te zaddi X SORPLFX ]D VWDQLPQX NXOWXUX V 1G
stanicazdencu 3SORPMHADLQNXELUDQD X VWDQGDUGQLP XYMHWLPL
RYODAHQRP JUDNX V &2  1pronfepli snd BOYDmddijaSanXidan

kulture, uklonili smo sav medij iz zdenaca, te zamijgnGLIHUHQFLMDFLMAENILP PHGL
s 10% FBSa, 100 U/mL penicilina i 100 U/mL streptomicina) uz dodatak —J P/
askorbinske kiseline i & 0 -glicerofosfata. @eli diferencijacijski medij mijenjali smo svaki

drugi dan do 14. dana kulture, kastaostanice fiksiréi u zdencima dodatkom 1 mL 96&bog

etanola tilekom 10 minuta. Zdemsmo zatim ispraldestiliranom vodom te ohitij QD L]JUD&aDM
alkalne fosfataze. BM D VH VYM&AGR GWWSBRRPVYOMHGHULK NHPLNDOLM!
destilirana voda, magnezijev klorid heksahidragftol fosfat Mx otoplien u MN-
dimetilformamidufFastRed TR8 |GHQFH VPR |[DWLP GRGDOL —/ L]IPLMF
15do20mMQXWD X PUDNX QD VREQRM WHP $idrddodtaNildh selDNRQ |
VXaL QD ]JUDNX, al mWBbierin LstikBma analiziraXGLR SRYUAQLQH SUHI
NRORQLMDPD RVWHREODVMBPp SRPRUX SURJUDPD )LML

413. $QDOL]D LJlUD&aDMD JHQD PHWRGRP T3&5

=D PMHUHQMH L ]difepenfjtiu abteéckBstifns Rank,Fosi CtsK, receptora

NotchZt4, liganadaDIl1, DIl4, Jagli Jag2 transkripcijskih ciljevaHesl, Hey1 Bcl2 koristili

smometodi kvantitativneODQpPpDQH UHDNFLMH SROLPHUIM&gPCRIWYDUQ |
prema englreal time quantitative polymerase chain reacjioda sve postupke vezane za

izolaciju RNA, prepisivanje komplementarnu DNA (cDNA, prema englomplementary

DNA) i gPCR koristilismoHSUXYHWH EH] RQHpLAUHQMD QXNOHLQVNLP
LK UD]JJUDYyXMX L QDVWDYNH |]D SLSHWH V ILOWHURP ]D VS
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X]JRUDND VY M HstedkMtRik poheniBp@ KOO do 200 000 stanica)di®@ RVWID QLpQL
suspenzijaSHULDUWLN XO D V& WWIRAQWD @ SeERDHH MUMWDQLPQLK N
osteoklastazolirali smo RNA 8]RUNH VY M H DbtedkRathit prddeertV H VWD QLPpQF
suspenzije oprali smBBSom i centrifugirdi na 250 rcf tijekon 5 minuta 1D VWDQLpPpQL WD
dodali smo0,5 mL otopine za izolaciju RNA (TRIzol, Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, SAD),aXVW UR S,UdRiRkubirélia® ohnoj temperaturi 2
minute Uzorkeiz kulture osteklasta sakup smo nakon 48 satiizgoja tako damo iz zdenaca
otpipetirali medij te ravnomjerno rasporedllb mL TRIzola PHYy X JGHQFLPD VYDNH VI
Otopinusmo aXVWUR 8 pifePinM HADNXSLOL VDGUADM JGHQBaFD 8]RU
- f &o daljnjih koraka izol& LM H VW D QlakoddnBza$anja u uzorkenododdi 100

/ NORURIRUPD i BKulstr&iL2vhhirdute na sobnoj temperaturi te centrifulyirb
PLQXWD QD J QD WHPSHUDWXUL f& &HQWULIXJLUDQM
Gornjisloj NRML VDGUAL 518$pipefréi uSbva epieYiRatim@ododdi 70%
tni izopropanol u omjeru 1:Kako bi se RNA precipitirala,a2otke smosmrzni SUHNR QRUL
na-2 f& 1DNRQ R Guztrk®snb Qavitifugiratijiekom 30 minuta na 1800 g, na
W HP S HU D Wkor_odlij¢v&nja nadtalogza talog je dodaml mL 75%tnog etanola te
smo uzorkeponovno centfugirali 15 PLQXWD QD J L WHPSHUDWXUL |
uklanjanja nadtaloga uza RNA smo ostavilotvorenih epruveta nekolikminuta da preostali
etanol ishlapi i potom otapu 10620 / GHVWLOLUDQH YRSdfekiBoooReirda 89
za mjerenje malih uzoraka (NanoDrop NIDOO Spectrophotometer, NanoDrop Technologies
Inc.,Wilmington, DE, SAD) izmjéismo YULMHGQRVWL NRQFHQWUDFLMH L pl
1-2 J L]ROLUD QsMakbd 6zdrka obrnutemo prepisli u cDNA reakcijom reverzne
WUDQVNULSFLMH SRPRUX N RErhikdlfa gD CapaRityCRRIMW RIS RJ VHW
Kit (Applied Biosystems),prema uputamaSURL]YRYyDpPpD 3RVWXSDN XNOMX
GHRNVLULERQXIN@QHRMEXGBUDSRBPMHADYLQH HQJLPD UHYHU]
inhibitora RNaza u svaki od uzorakatNeIKEDFLM X QD f& XPWQRWD QMNDNRQG pt
se reakcija zaustavlja grijanjem naf & WL MH N R RPrepiBdn@DNA Bmo pohranilna
- f& GROBMOMH XSRWUHEH 8PQDADQMH GRERYMNOQWBRYICHM B U |
Prism 7500 Sequence Detection System (Applied BiosysterBfR.PRUX NRPHUFLMD
dostupnih setova za detekciju TagMan Assay (Applied Biosystems) i TagMan Gene Expression
Master mix (Apfied Biosystems)zmijeiili smo LJUD&aD N UIHHRD XSXWDPD SURL]Y
Uzorke u reakcijskoj smjesi ispipetir@mo X SORpLFX V ]JGHQDFD $%, 3UL\
:HOO 30DWH $SSOLHG %LRV\VWHPV D SORpPLFD MH LQNXEL

enzim uracil Nglikozilaza (AmpErase; Applied Biosystems) za uklanjanje vezanog uracila, a
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SRWRP PLQXWD QD Z &glikdzilaga inakkvirxd) @ Rkt®irala DNA
SROLPHUD]D L ]|DSRpHOD VLQWH]D '1$ 60LMK®L Z?@DL]PMH
VHNXQGL NDGD GROD]L GR GHQDWXUDFLMH F'1$ L Z& VH
i sinteze DNA.TagMan AssayV DGUaL SIRPUHREQLNISHFLILPpQHPrdbe SUIMHUH QL
RELOMHAHQH I10XRUH¥EHIDN Q RNPU B RINREPPS UQ A RWIHNWOFHQFLMH
prema engl. nonfluorescent quencher) na 3' kilagMan Gene Expression Master mixD G U A L

DNA polimerazu (AmpliTag Gold DNA polymerase, Applied Biosystems) i
GHRNVLULERQXNOHRWLGH X RGJRYDUDMXIMHI RSXOREBD KB O
IOXRUHVFHQWQH ERMH GMHORYDQMHP '"1$ SROLPHUD]H NRC
UDVWH V EURMHP XPQRAHQLK IUDJPHQDWD '1$ 3URED VH )
SRPHWQLFD SD '1$ SROLPHUD]D SURGX®O N XMXIIOXKRHNVW B QM
RGYDMD RG SULJX&ALYDpPpD 1)4 .ROLpLQD XPQRAHQLK IUDJP
LQWHQ]JLWHWD 10K B VWHQMDM 8 U b N RIpDjQiklushpriRddapmél. JGMH
apscisi, intenzitet fluorescencije na ordingdrikazar logaritamski kao razlika izmjerene
IOXRUHVFHQFLMH UHDNFLMH L 3 WHPHOMQH" IOXRUHVFHQFL
X P Q D adtbirrid smoizabralSUDJ LQWHQ]JLWHWD IOXRUHVFHQFLMH ]D
ciklusa (CT, prema®JO F\FOH WKUHVKROG NRML VOXAL ]D LQWHUSES
FLOMQL JHQ 5HODWLYQD NROLPLQD F'1$ MH GRELYHQD X
UDJUMHYHQMD NDOLEUDFLMVNRJ NRQWUROQRJ X]RUND D
LIJUDAHQD X RGQRVX ADiliNHMOsizhdrapikzaPemddgenu kontrolu

4.14. Oblaganje zdenaca ligandima Notch iin vitro primjena neutralizacijskih

protutijela

Za aktivaciju signalnog puta Notch koristili smo ligienimobilizirane na dnu zdenaca peem
SURWRNROX RSLYVDGHRPI sGadnRABBDE I EBIQMN SORpPpLFH ]D VWDQ!
dodano je SR d W D N R U VjNdRkbg Dg® VWiotutijela %LR/HIJHQG NDWDORaA
410701) X NRQFHQWMWD&PBBELX 3Q0RpLFH VPR RPRWDOL SDUDILOP
QRUL QD f& =DWLP VPR RWSLSHWLUDOL -&J B YdetdtihaM HO D L
NRML VX ,J* NRQWUROD RVWDYLOL VPR 3%6 D X GUXJH ]GH
ligandadGl1 5 ' 6\VWHPV NDWDO®R#H#DLLEBLRM6\VWHPV NDWDORA&N
10184DL) vezanih z&¢- IUDJPHQW OMXGVNRJ ,J* X NRQFH®@WRYPDFHML
suseinkubele VDWD QD f& SRWRP %praits pu@BSQRDFG MDD FHQ M D
VWDQLFD SORpPpLFD MH VWDMDOD QD f &zdéhcdQ HGHIQ E VXE LNORL
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Razvrstaneosteoklastne progenitorktDVDGLOL VPR X REOR&AHQH JGHQFH SU
postupku.

U nekim pokusima koristili smo neutralizacijskazja poliklonalnaprotutijela na Notch 1

5" 6\VWHPV NDWDORG&iNotce B RAM" $\VWHPYV NDWDORANL EUR
UHFHSWRUH 3URWXWLMHOR NRR FGRGNDWDD FXSNYIWEIGN B BV ID/HHGQ
stanicakao ikod svale promjere medija. Kao kontrolu neutralizacijskim protutijelima, koristili
VPR NRQWUROQD NR]MD ,J* SURWXWLMHQGIDECH U isbojVWHPV
koncentraciji. Na kraju osteoklastne kulture, stanice su fiksirane u zdencimdnido

paraformaldehidom te lgme komercijalno dostupnim setom za histokemijsko bajenje

4.15. In vivo primjena neutralizacijskih protutijela

OLAHYLPD YLVRNRVUR Yyi#sRQvRn jeriktM Preaa r#nlje opisanom protokolu.

Obrada neutralizacijskim protutijelimaM H ] D SBpddnvd Makon primarne imunizacije,
davanjemrmeutralizacijskitprotutijela na Notch ili Notch 2 dok je kontrolnakupina dobivala

kontrolna protutijela.. R U L & W kbgaDpalikionalna protutijela na Notch 1 (R&D Systems,
NDWDORAaANL EURM %) LOL 1RWFK 5" 6\VWHPRVaHDWDOR
su dobivali intraperitonealnu injekciju protutijela u B svaki 3. dan u dozi od 1 mg/kg
XNXSQR SXWD a4UWYRYDQMH MH SURYHGHQR GDQ QDNF
SHULIHUQD NUY VOH]HQD NR¥WDQ A Q¥AlaAaH@AISEHMOQH WLE
histologiju. Dobivene suspenzije tkiva@QDOL]LUDQH VX SURWRPQRP FLWRPH
SURJHQLWRUL L] SHULDUWLNXODUQH NRAWDQH VUAL L VOH
kulturu stanica SRWDNQXWX pLPEHQL-ESP I &j8ld .duspenfija tkiva i
preosteoklasta iz kultth LIROLUDQD MH 51$ WH MH DQDOL]JLUDQ L]JUD3Z

4.16. Indukcija rekombinaze Cre

S obzirom na to da je rekombinaZee X QDa&HP WUDQVJHQLpPQRP PRGHOX LQ
PRGLILFLUDQL HVWURJHQVNL UHFHSWRU WHN SULPMHQF
kompleNVD X MH]JUX L UHNR P Eekydhé&iloxR. Kakd HismpRrdyckalCre-
rekombinacijuin vitro X VWDQLPQRM NXOWXUL VWDQLpQRP PHGLM
hidroksitamoksifen (4DHT, Sigma Aldricl) otopljen u 1006bWQRP HWDQROX X NR
koncentb FLML RG 0 -OIRTuWId) j@ ®ID% etanol u istom volumenu, dokue

kasnijim pokusima kontrola Cre+ kulturama bila €tailtura, a obje su skupine tretirane 4

OHT-om. Za indukciju rekombinaz€re in vivo, koristili smo tamoksifen (Sigma Aldrich)
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otopljen u kukuruznom ulju (Sigma Aldrich) u koncentraciji od 10 mg/mL. Tamoksifen smo
izvagali, dodali kukuruzno ulje, tubicu smo omotali parafilmom i aluminijskom folijom te
RVWDYLOL GD VH RWRSL SUHNR QRUOL QD f& NisPLMHA&aD
LPXQL]DFLMRP SLOHULP NRODJHQRP WHCr&/P|®SRRMEXINFL
LQWUDSHULWRQHDOQLP LQMHNFLMDPD PJ NJ RWRSLQH
LPXQL]DFLMH VYDNL GUXJL GDQ GR A4UWYRYDQMD

417. 6WDWLVWLpPpND DQDOL]D

Provedeno je testiranje normeQ RVWL UDV SR G M H O He&soGobinw tedibbt. Na$ JR V W |
temelju toga, rezultati su prikazani kao medijani s interkvartilnim rasponom (IQR, prema eng|.

interquartile range ]|D SRGDWNH NRML RGVWXSDMX RG QRUPDOQH
razlike iJPHYyX VNXSLQD SURYHGHQD MH N R&hbWkithey (za QHSDUL
XVSRUHGEH L]PHYyX GYLMH V NKiBkaONVAllis a0 R Mjed testR W H V \
Conover |D YLA&HVWUXNH XVSRUHGEH 3 RY HYp2&QMRaVMWImM SRGDW
korelaciVNLP WHVWRP L LJUDAHQD NDR6WRWH O B/A LN YAND QONDROHLI|LH
SRPRUX SURJUDPD OHG&DOF YHU]JLMH OHG&DOF 6RIV
WHVWRYLPD |]D UD]JLQX VWDWLVWLpPNH ]QDpDMPRYWL YULM
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5. Rezultati
5.1. Analiza promjena komponenata signalnog puta Notch izazvanih artritisom

8 SUYRM ID]L LVWUDALYDQMD NRMD RGJRYDUD SUYRP VS&H
osteoklastogene populacie NRAWDQRM VUAL L SIRWiihdLdiQliLd&trig NLY LP D
divllem sojuC57BL/6 te analizirali promjene u komponentama signalnog puta Notch do kojih

dolazi uslijed razvitka artritis@vaj cilj imao je svrhu utvrdili aktivnost signalnog puta Notch

X RVWHRNODVWQLP SURJKRQLODRNU UPDYWR M D/sBitifsihiiagy D QD L
SXWD GD EL RSUDYGDOL VYUKRYLWRVW GDOM@MHI LVW

disertacije.

5.1.1. Osteoklastogene populacijeX PLaD

SRSXODFLMH VWDQLFD VD VSRVREQR&EINREWY Q B BMQWLDA IR VING
WNLYD NDR aWpRrifetriakkw GnduHb@Qi zvar osteoklasth progenitora SURWR P QR
citometrijskom aalizom definirali smo populacije osteoklastnih progenitouavrdili da ih

nalazimo upopulaciji hematopoetskih stga (CD45), PHY X D JU D Q XyB® Fojmke P D
LJUDADYDMX OL K3l 8204 NKIL.OM HJ N R 4 W hgddkihasinipédgenitori

QH LJUDADYDMX LOL LPDMX QL]DN o) dak&uBkzeni@m MinajuL QD &'
YLVRN L]JUD&OMI1'(58 Svi osteokastni progenitori GHILQLUDQjemVX L]JUD
molekule CD115 odnosno receptorom zaO@F Glika 5 8 RGIJRYDUDMXUuUuLP XY
osteoklastni progenitorVH PRJX GLIHUHQFLUDWL L X PDNURIDJH LOL
stanice(52, 114)

8 VWDQLpOQBRMKINEGRBDXXWDN RVWHRNODVWRJH @4teoklpdt? EH Q L N [
progenitoriVH GLIHUHQFLUDMX X PXOWLQXNOHDUQBIKd8.DQLFH N
7TDNR GLIHUHQFLUDQL RVWHRNODVWL LPDMX VSRVREQRVW |
KkULANDPD JRYHYH NRVWL WH YL]XB85likel6). Dsteddlasi prog@hRAd SFLM V|
VX WDNRYHU NDUDNWHUL]LU BQdra (53 DVaD 1@ B R WIHPQRINVLIY WNHIPKR
receptora L ] U D arld @€Peoklastnim progenitorimau CCR2 i CX3CR1.CX3CR1 se

X R E L p D Nstil lKadbiljddrnbnocita, daj receptorL ] U D & D Y Bstéoklastnih progenitora

AWR JD pLQL GREULP ELOMHJIRP W\DHN B RHWX (GIDbsgKAENE RW Y U G
progenitoriimaju velik osteoklastogenpotencijal L VWYDUDMX Y L a bishébklaste HQH 75
(Slika 6).
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Slka 5. 6WUDWHJLMD DQDOL]H L UD]YUVWDYDQMD SRSXODFLMH RVWHRNO
Prikazani VX UHSUHJHQWDWLYQL WRpPpNDVWL -dtorbetijdkdR @nalizy DstaoMASMMIHMWWHIL MR |
progenitora (OCP) za stanice periartikulaH L VXVWDYQH NRAWDQH VUAL GLVWDOQH WLE!
(B). $QDOL]D XNOMXpXMH VRAGDELRD SR SXAPFIGNRIDYyDMLPD RGDELU MHG
hematopoetskih (CD4%stanica koje nisu granulociti (Ly6%i nisu limfociti (CD3'B220'NK1.1). Analiza dalje

RYLVL R WNLYX NRMH DQDOL]JLUDPR WH |]D NRDWDQ@QOVUP R @LEDLN HPRDAR
(CD11b'° D ]D VOH]IHQX L SHULIHUQX NUY VWDQLFH WDYRRLRGOEDABM
SRSXODFLMX VWDQLFD NR MSF [(JD1D5 BMtmedn(itdsamrerve Bridlfgmvatd scattey

SSC+#p RV W U D Q lpp=ira ehiglzidédsBatter
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Slika 6. Osteoklastogeni potencijal razvrstanih osteoklastnih progenitoraDefinirana populacija osteoklastnih
progenitor(CD45'Ly6G 'CD3/B220'NK1.1'CD11b"°CD115) L] NR aW [ Q@aliraviapédtupkom protdp Q H

citometrijeL ]DVDYHQD X VWDQLPpQX NXOWXUX X] RARIKLD W-OSF Rrikaydh&MNODVWR Jt
YHOLNH YLAHMH]JUHQH VWDQLFH NRMH LJUDADYDMX HQ]LP 75%$3 $ .DG
SORpPpLFH" R\6W3HR N O hivpéum RBir€liamid, B) diferenciraju se u zrele osteoklaste koji imaju
VSRVREQRVW UHVRUSFLMH NRVWL 5HVRUSFLMVNH MDPLFH PRJX VH YL(
PUOMH FUQH VWUHOLFH ' X RGQRVX QB O®RHWENQREfMians poyiMci@Q HREUD V |
CX3CRT RVWHRNODVWQLK SURJHQLWROM5Ly8G COBBZA/NKQ.RE®D11bV U 4 L
*CD115CX3CRYI) i slezeni (CD45'Ly6G'CD3'B220'NK1.1'CD11iCD115CX3CRT) su izolirane

postpNRP SURWRDPQH FR WR/HMDIMOX. MPIX NXOWXUX X] GRGDWDN RVWHRNODV!
RVWHRNODVWL L] NRdGwWdIgstiiz\slezzhe ) 75$3

1DGDOMH VPR XVSRUHYLYDOL IUHNYHQFLMX RVWHRNODVW
NRQWUROQH PLaHYH OLAHDIPDONRWHR OUWWULWLYV LPXQL]
kolagenom, te smo populacije osteoklastnih progenitora analizirali 35. dan nakon primarne
imunizacije. Prethodno smo pokazali da DUWULWLVX GROD]L GR XPQDabDQI
mijeloidnih stanica, a populaciaMdW W HRNODVWQLK SURJHQLWRUDVLADLDPpDMQ
(fenotipa CD45'Ly6G 'CD3'B220'NK1.1'CD11b"°CD115) i perifernim hematopoetskim

tkivima (fenotipaCD45'Ly6G'CD3'B220'NK1.1'CD115CD115) u odnosu na kontrolnu
skupinu(53). Populacija osteoklastnih progenitom@DabD VH V LQWHQ]JLWHWRP EF
RVWHRNODVWQLK SURJHQLWRUD UD]PMHUDQ NOLQLpPpNRM RI
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Slika7. 3RYHUDQ XGLR RVWHRNODVW QUK IS VIRR Bl QLMW R]IDIDYZPod\S MERA/MM R/
kolagerom tipa Il. Od sekun@ UQH LPXQL]DFLMH GR AUWYRYDQMD NOLQLpPNL MH S

~

ERGRYDQMH VYDNH aDSH |[DVHEQR GR PDNVLPDOQRJ JEURMD RG ERGR
SULPDUQH LPXQL]DFLMH L SHULDUWirdiopQRP QL W R fAWMMIGhEsdRREio D QD O L] L L
stanica osteoklastnih progenito®€D451Ly6G'CD3'B220'NK1.1'CD11b"CD115CX3CR1) P Huy svim
stanicamaCD45'Ly6G ', u neimuniziranih (ctrl) arti W L p Q L KP L&, ikaobnedijan uz interkvartilni raspon.

*p <0,05 uodnosu na kontroluMannWhitney U tesy (B) Udio osteoklastnih progenitora pozitivnho korelira s
NOLQLPRNNRIPQRP Dispeaimhab Kadicijent korelacije

5.1.2. 1 JUD&DM NRPSRQH Q WNotvhlul BIDaRt R0kt [Pogenitorimai
promjene izazvaneartritisom

8 VOMHGHUHP VHWX SRNXVD FLOM MH ELR XWYUGLWL MH O
VWDQLFDPD WH SRVWRMH OL SURPMHQH SRYH]DQH V DUWU
JHQD ]D UHFHSWRUH L OLJDB GHI XL VLXMSHHIQHLIGND F/RONIR 38N D6
L]ID]YDOL VPR DUWULWLYV LPXQL]JDEFHWLR P XS & Odéi@ oD@ IO D J H C
SULPDUQH LPXQL]DFLMH NDGD RpHNXMHPR YUKXQDF LQFLC
XVSRUHGLOL L]JUDAQMORRBSFRXQWMDWRWIEK V LJUDAaDMHP X Q
,JROLUDOL VPR 51$ L pevativiarneN RM v/ BrQif kdvitstispenzije slezena.

RNA smo obrnuto prepisaliu cDONAtt]JUD&ADM JHQD DQDOL]LUDOL-aSRPRUX
UsuspenzPPD VPR SRWYUGLOL L]JUDADM NRPSRQHQmEO®WM VLIQDC
do Notch4 te ligandeJaglJag2 DII1 i Dll4 (Slike 819). 8 VXVSHQ]LML SHULDUWLN X
VUAL PLAHYD V DUWULWLVRP QD JHQVNR Motddi|Nach4@® DOD]LPI
ligandaDlll GRN MH JH@YINSIR IY JHUBBE@S Wna neimunizirane kontr¢&lika 8)

U slezeni pak nalazim®@ LAJUD&DM JHQ DagPDDIXLG R Q@ GNHH JadUW BN Ry H U
SRYHUDQ X PLAHWkKaW)DUWULWLVRP
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,JUDAaDM NRPSRQHQWL VLIJQDOQRJ SXWD 1RWERHY LSHU IMHJ W]IDN X D (

Slika 8
OLAaHYL VX au

DUWULWLY LPXQL]DFLMRP SLOHULP NRODJHQRP WLSD ,,
VXVSHQ]LMH SHULDUWLNXOMW GH $N FSAMABQ W D\QWDA X IF'R © LU BRDAHYHQ MH L
gQPCRa 1D JUDIRYLPD MH SULND]DQ L]JUD&DM JHQD NRPSRQHQDWD VLJQD
(ctr)iartiWLPpQLK &,$]PRAH®YDNDR UHODWLYQD NROLpL Qo AchRezuRG QRV X QD

su prikazani kao medijan uz interkvartilni raspon. *p <0,05 u odnosu na korittahrn{Whitney Utest).
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Slika9 ,JUD&DM NRPSRQHQWL VLJQDOQRHWBXRDDMHR WP YO OH]JWQILWLY &,
SLOHULP NRMIBIHQRPOLAHYL VX aUWYRYDQL GDQD QDNRQ SULPDUQH
LIROLUDQD MH 51$% SUHSLVDQD X B'RBRURGIADKE QDMR YIL]RID &/CHVI SIHQID | D Q
gena komponenata signalnog puta Notch u neimuniziranirdtan@ctrl)i arti WLp QLK &, ]PDAHYDNDR
UHODWLYQD NROLpPLQD 51% X RARIQ RazXta® fu pilkaiam Bad difdiRuQ MtkRabtiMi

raspon. *p <0,05 u odnosu na kontraMiannWhitney Utest).
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1DGDOMH VPR LWWVDAQDOQ @QRWIXWBVIRWFK VSHFLILPQR X R
te promjene tijekom njihove diferencijacijg]UDaDM NRPSRQHQDWD VLJQDOC
potvrdili smoi u transkriptima izoliranima iz sortiranibsteoklastnih progenitorédan 0).

Razvrstane osteoklastne progenitoraz SHULDUWLNXODU @b WNgRENWDQH VU
osteoklastgenoj kulturi X] GRGDWDN pLPEH-QEMt®sBdbit predstedklasta
(usmjerenih osteoklastnih progenitoizglirali RNA tijekom tri uzastopna darailture Slika

10).

8VSRUHYXMXUL UHRNAWStdoRIastnNRaQenidriQ]X) D A DOMIDMINXL dH UHFHSW
Notchl i Notch2 WH MH Nbtthl D8 B WLostéoklastnih progenitorazoliranih iz
QHLPXQL]LUDQLK PL&ANGYN2R SR NG Wbl & K&dal & Mitidrogenitorima
PLAHYD V RAURY1O) VWLEFRIHUHQFLMDFLMRP RVWHRNODVWD L]JUL
GRN L]UD aDMNotdh3RdtcBAVREBLK MH UHODWLY Q Ro&td&kiaRtnk VY MH A |
progenitora raste tijekomdiferencijacije 7UHUHJ GDQD NXOWXUH QHPD UD]OI
receptordNotch3i Notch4 X GYLMH JUXSH PLaAHYD

Od dva analizirana liganda signalnog puta Notéij Q VN R J lagditbddiMaDrelativno

PDOR X VY MH aH ost¢@klastoivi WiD@@hitorimaali i njihoY L]J]UDADM UDVWI
diferencijacijom(Slika 10) ,]U DagDWID VW H Y H U R Ri dahoQun® drdgr &halizirane
ligagndeWH MH WUHUOL GDQ NXOWXUH QHaavhgnixiragihP XK aRWWH RN O D

$QDOL]RP LJUDADMD GYD N (aBighalnqputa/ Noick) WokaraliSmbo NaeN D F L
HesljednDNR L]JUDAaHQ X V Yddteblbisthlipiogehkovihiau@hjeskupineP LAHY D

dok jeHeylUHODWLY QR B &d@osuth#leplD AW HOONRYHU QH SRND]XMH UD]
PHYyX JUXSDPD MIDELMRAPHRYWHRNOPYYMXIMHDWAWHD M PLAHYD V
GRN X QHLPXQL]JLUDQLK PLaAHYD UDVWH a®iR jédnak&l keld uL GD Q
razvrstanimosteoklastnim progenitorima , ] U Hé&yD $/druge strane ostaje nepromijenjen u

konWUROQLK PLAHYD D UDVWH XodedkldsirhNodgentdr®L &HYHDU M Q F L

artritisom.

,] QDYHGHQLK UH]XOWDWD |JDNOMXpLOL VPR GD SRVWRM
komponente signalnog puta Notch tijekom diferencijacije oste@klgsitda artritis mijenja taj

LJUDADM SRJODYLWR X VPLVOXokFLDI) RO MPDIQMD AD|MD AITHY
Notch2 aWR JRYRUL X SULORJ VSHFLILPQRM DNWLYDFLML VLJ(
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Slika 10. ,]JUD&ADM NRPSRQHQWL Vh lijgkor® Qiferéncaxijty DsteoRIastRih progenitora
OLAHYLPD MH L]D]YDQ DUWULWLY LPXQL]DFLMRP SLOHULP NRODJHQRP W
LPXQL]DFLMH L SHULDUWLNXODUQD NR&AWDQD V UésisQimod astedklas@ib MH QD
progenitora SHU LD UW L N X O D (CQ4% Ly6RB LOIBRAI'NKUIEACD116"°CD115) iz neimuniziranih

kontrola (CTRL) i DUWULWLPQEAKY B ,WH VX [IDVDYHQH X RVWHRNODVWRJHQX NXO
WLMHNRPXPHWW.RISQD GDQD GDQ GR GDQ SUHSISRRRPERENAS L RGUH!
JUDIRYLPD MH S UL Nbnjmpfenafdsndahdt guth@ibtch ka©@r® WLYQD NROLPLQD 51% X R
endogenu kontroléActb.

,JUDADM NRPSRQ H@a\MachVadE&qIDm@ Rda proteinskoj razini analizom

S U R WhRip@&rijom WH LPXQRKLVWRNHPLMVNL QD KLVWRORANLP
SURWRP®RPHWULMVNRP DQDOL]JRP XWYUGLOL VPR L]JUDaTL
osteoklastnim progemitimau SHULDUWLNXODUQRM Lsl&z&iv IMRocigiaM NRawW
periferrkrvi S HFHSWRUL 1RWFK L IRWFK V X dsldokedtHiQ L QD Q
progenitora dok su Notch 3 iNotch LIUDAHQL QudjelB prQgehiidPau svim
analizimnim tkivima(Slike 11 do 1%

8 SHULDUWLNXODUQRM NRAWDQRM VUAL X QHLoROSEA]LUD QLK
receptor Notch 2oko 45%, receptor Notch ®ko 10% a receptor Notch ko 20%

osteoklastnih progenito(&lika 11). U artritisuse SRYHUDYD XGLR RVWHRNODVWAQL
L]UD a ¥epttt KR W F K L IRWFK 8 V XMImDNiziaRM N R AW I
PLAHWDRGQRVX QD SHWHFHWS WNRODURWRPKURIUDADYD QHAWR
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progenitora (Notch 10%6, Notch 2 55%, Notch 36%), s iznimkom receptora Notch 4 kojeg
LJUDADYD VYHJD RNR R V WSHka M2D D8/ W QA HKY 8 U\R THIQN. WIRNJLDY R F
porastaXGMHOD SURJH Q L WrEcEpior N&dY Bnad dkb2a%p iNDtehX4 (na oko

15%).

8 VOH]HQL UHFHSWRU 1RWFK 0kdA0%ANDYIDI RMNdR 40ko 10R W F K
osteoklastnihprogenitora(Slika 13). U artritisu rasteudio osteoklastnih progenitora koji

L] U D & exdepttt Xotch Znaoko 50%) i Notch 4(naoko 1%6) ,] U D aeptbtabighBlnog

SXWD 1RWFK QD RVWHRNODVWQLP SURJHQLWRULPD L] SHI
SURJHQLWRUD L] VOH]IHQH V WLPH GD X DUWBDOMENY X GRGD
naoko 15%) (Slika 14).

Slikall ,]JUD&DM $ Rebept@d sighalnog puta Notch na osteoklastnim progenitorima periartikularne
NRAWDQMH ¥HMLPD MH L]IDPWHMQ|DBWWR®WISL.OHULP NRODJHQRP WLSD ,, OL
QDNRQ SULPDUQH LPXQL]DFLMH L SdhdjeSURM R K QR P @ BN VIOV \RPA D Q
stanica osteoklastnilprogenitora CD45'Ly6G'CD3'B220'NK1.1/CD11b"°CD115% NRML L pojddlixiD Y D

receptor Notch signalnog puta, u neimuniziranih (ctripUWULWLPQEAK YR,$5H]XOWDWL VX SULN

medijan uz interkvartilni raspon. *p <0,05 u odnosu na kontidlanf+Whitney Utest)
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Slika 12 ,]JUDaDM SRMHGLQLK UHFHSWRUD VLJQDOQRJ SXWD 1RWFK QD
NRAWD QM ¥HMLPD MH L]ID]YDQ DUWUNWRKRDD IHERR]WEISMRP DLEAHYLPVX auWw
QDNRQ SULPDUQH LPXQL]DFLMH L VEVRWRQQ RPREMWRRADHEWIISISEIGED O L] L UD C
osteoklastnih progenitoraCP45'Ly6G'CD3'B220'NK1.1'CD11b"°CD115 NRML L]UDA&D¥dptoSRMHGL Q'
Notch signalnog puta, u neimuniziranih (ctrlbU W U LW L p Q L KRe&ujtéti sB pidkid2ém kao medijan uz

interkvartilni raspon. *p <0,05 u odnosu na kontrdlla6n-Whitney Utest)

50



Slika 13 ,]JUDabM SRMHGLQLK UHFHSW Rb DstaokldshinOp@BehitdsindiavdiezenB W F K
OLA&HYLPD MH L]ID]YDQ DUWULWLY LPXQL]DFLMRP SLOHULP NRODJHQRP W
imunizacije i suspenzija slezene analiziranaS&J RWRp QR P F Phk&&hHa\udid MaRiPa osteaginih

progenitora CD45'Ly6G'CD3'B220'NK1.1'CD11CD115% NRML LJUD&DYD SRMHGLQL UHFHSW
puta, u neimuniziranih (ctr) D UW U L W L p Q L. KRezult&ti stPiriidzahDkao medijan uz interkvartilni raspon.

*p <0,05 u odnosu na kontro{dMannWhitney Utest)
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Slikal4 ,]JUD&ADM SRMHGLQLK UHFHSWRUD VLJQDOQRJ SXWD 1RWFK QD RV\
OLA&HYLPD MH L]ID]YDQ DUWULWLY LPXQL]DFLMRP SLOHULP NRODJHQRP W
imunizacije ileukociti periferne krvanaliziransu SURW R p Q R P F BrikaRdn lie\Wdib Istdriic & osteoklastnih

progenitora CD45'Ly6G ‘CD3'B220'NK1.1'CD116CD115) NRML L]JUD&DYD SRMHGLQL UHFHSWHF
puta u neimuniziranih (ctrl) iD U W U L W L p @ H.MRBzult&ti stPrikazakiao medijan uz interkvartilni raspon.

*p <0,05 u odnosu na kontroliMannWhitney Utes).
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2VLP SURiohkerifQKR proteinsku razinkomponenata signalnog puta Notanalizirali

smo i imunohistokemijski QD KLVWRHJRINEP VW.UHRADWLELADSWPR L]L
receptora Notch 1Notch 2, liganada DLL1 i JAG1 teanskripcijskog cilja ESL X PLaHYD V

artritisom (Slika 15. .DNR VPR ij¥ ldakazl) LPXQL]JLUDQL PLaAHYL LPDMX
hematopoetskih stanica u P DUWLNXODUQX NRaAWDQX VUA& GRN SH

QHLPXQL]JLUDQLK PLAHYD SU Kb®/ HOR) VB R/ pQ Q FH P DR H\W D\QW D\DU &
LJUD&DM R@®DLIO JAG1QrécBptora Notch X NRERW DD 8QMLKRY L]UD&DM P
YLGMHWL L X KRQGURFLWLPD 6 GUXJH VWUDQH UHFHSWRU

7DNRYHU L]JUDADM WUDQVNULSFLMVNRJ pLPEHQLND +(6 SF
V Ulika 15)

Slika 15. Imunohistokemijska analiza i] U D & KoMponenti signalnog puta NotchX JJORERYLPD VWUDAaQ
aDS®WLAHYD V DUMBHWILFRPVMH L]DJMO@LDEWMRWLS/LOHULP NRODJHQRP W
AUWYRYDQL G D Q DImQnzdtReQ YWWPDAIMAH PR MIIDGH HUKEIVMWRORANX DQD
receptora Notch 1 i Notch 2, ligasa JAG1 i DLL1 te transkripcijskog cilja HES1 analiziran je
LPXQRKLVWRNHPLMVNL Q DibikthlatiodR @gRiga Is&yitdlndj] RvhlnP\I2zanje protutijela

vizualizirano e UD]YLMDQMHP V-&&hinebdhHdHDAB) Rezultati su interpretirani odnosu na

negativne kontrolne rezove bez dodgmilmarnihprotutijela (ctrlbojanjy D SR]LWLYQRVW MH UD]J]PDWUD

tkivu (zglobna hrskavica i subhondralna kost) KHPDWRSRHWVNLP VWDRX] BRNH INRAWHD Q H[ V
Crvene strelicee NRAWD QD VU & +hBridi@diti. VWUHOLFH
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5.2.Inhibicija signalnog putaNotch neutralizacijskim protutijelima in vitro i in vivo

8 GRVDGDAQMHP S RIWDU G IUAHL] nadaib i Widindda Bignalnog puta Notch
naosteoklastnim progenitorimaN R a W\ADUBRML QD SHULIHULML 6OMHGHUL N

kako na razvoj osteoklasta djelujeodulacijasignalnog putédNotchputem NotcHiganda

521. UpLQDN ONoich @@@DPHUHQFLMDFLMX Plh&itdd K RVWHRNODVWL

.DNR ELVPR XWYUGLOL XpLQDN VWLPXODFLMH VLIQDOQRJ
potaknulismo sortiranesteoklastne progenitoreosteoklastogendqulturi ligandima AGL1 i

DLL1. Za prijenos signalapotHEDQ MH NRQWDNW L]PHYyX VWDQLFD WH C
u kulturu ne P R dbttaknutisignaln put Notch Zato smaosteoklastne progenitoposadili u

]JGHQFH pLMH VPR GERRAUBW KSRIRQWRXWLMHORP QD OMXGYV
rekombinantneéigandeu obliku vezanom za Ftagment imunoglobulindAG1-Fcili DLL1-

Fc SUHPD RSLVDQRP SURWRNROX L8B)WTihizsmdoBigumdlida $iv KOH\ L
ligandi Notch imobilizirani na dnu zdenca tezangm na receptoMNotch dovode do
NRQIRUPDFLMVNH SURPMHQH UHFHSWRUD &aWR RPRJXUDYD

U prvom setupokusa L VW W/IPER. X b U Q PiNkdnicétitraci liganadana diferencijaciju

osteoklasta Zasadili smo sortiranesteoklastne progenitorge SHULDUWLNXODUQH NR
NRQWUROQLK PLAHYD QdandjiGaHIAGH iliREOIR&AMQHPD UD]OLpLV
NRQFHQWUDFLIBIBDX] GOLOMQML GRGDW D NCBEARfotENeND 5$ 1./
diferencijacig osteoklastaJAG YHUO X NRQFHQWUDFLML RG J P/ LQK
RVWHRNODVWD D WDMIiKépt QBNLUDR QHHQ VERDREML RG J |
ligandom AG1 trostruko smanjujebroj TRAP" osteoklasta. S druge strangjmulacija
ligandomDLL1 nije pokazéa X p L Qvis&h o dozi, unaznakunhibicije osteoklastogeneze

(Slika16). U daljnjim pokusima smo koristii 8] X R G J P/ ]D RED OLJDQGD

6OMHGHUL NRVWNUIFODRMMBL OLIJDQGL LVWL XpLQDN QD GL|
progenitRUD L]J]ROLUDQLK L] PLaAHYD V DidjetV balS¢ILV RRicanPR aWR
signalnog puta Notch s oba liganda dovelo je do inhibicije osteoklasees time da je
XPLQDN IAGIBEQR ¥ Q DzaoRdvaw diferencijacijmanjeg broja manjibsteoklasta.

7DM QDOD] PRJIJDR EL XSXuUuLYDWL QD |IDNOMXpPDN GD VX RVW
UHJXODFLML VLIQDOQLP SXWHP 1RWF KuURI&GNSXRIGNL @R UHU R]
osteoklasta VWLPXODFLMRP OLJDQGLFPR®LAHVWXRYROSRYHUDQ
VSHFLILPpQLK ]D FndRaOKIDKESQHQRIXSHFLILPpQL ]D GLIHUHQFLI
FosiCtsk ELOL YLAHVWUXNR Q IstinhuliXxanrUJigaRdivd SlikkaN&.D VW L P D
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Slikal16. ,VSLWLY D QM XpLL\Q Idin&IR JAGL i DLL1 na diferencijaciju osteoklastakontrolnih

neimuniziranih PLAHYBLPXQL]JLUDQL PLAPMHWH¥DURXY WUWYRYDQL WH MH L]RC
NRAWDQD VUA L] GLVWDMALEUW WRLPNQEP BRAVORBIRMAEARDE osteoklastnih
progenitora(CD45'Ly6G 'CD3'B220'NK1.1'CD11b"°CD115) ] D V D juHo&ébklastogenu kulturpotaknutu
PpLPEHQLFLPD 5@3F/4GHQFL VX SUHWKRBERR IFEEIRDHzZPdnim ligandima

signalnog pta Notch X UD]OLpLWLP NRQFHQWUDFLMDPD 3ULND]DQ MH EURM R\
osteoklastimanormaliziranona kontrolnu kulturu (ctrl)Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon.

*p <0,05 u odnosu na kontrolu (Kruskalallisov test). IgGx]|GHQFL R E Q®lakinQigGD Q W L
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Slika 17. ,VSLWLYDQM&QREBIDQ N OLJ// QD GLIHUHQFLMDFLMX RVWHRNODVW
OLAHYLPD MH L]D]YDQ DUWULWLY LPXQL]DFLMRP SLeéandddkéen pim@meJHQRP W
LPXQL]DFLMH L SHULDUWLNXODUGDRMNRIWYRE DF NRuARFBRBQBLB@RBEO QD MH
osteoklastnitprogenitora(CD45'Ly6G 'CD3'B220'NK1.1'CD11b"°CD115) WH V X | D \éfepka3dtbgenu

kulturu SRWDNQXWX pLREHQM-ESPD=6HQFL VX SUHWaiRjGdSKn REORAHQL
imobiliziranim ligandima signalnog putdlotch X NR QFH Q W U D F(AMRrikazanJjeFbfoj osteoklasta,
SRYU&GLQD JGHQFD SUHNULYHQD RVWHRNODVW Leimdlzirgrd RaMonfrBl@L NL K RV W
kulturu. Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon. *p <0,05 u odnosu na kontrolu (Kruskal
Wallisov test). (B) Prikazana su reprezentativna vidna polja TRABteoklasta pi svjetlosnim mikroskopom

(100x)nakon 4GDQD NXOWXUH X RHCRAIGDQ P L RHE QRISRHIIGGD Q W L

56



Slika 18. ,]JUD&DM RVWHRNODVWQLK GLIHUHQFLMDFLMVNLK JHQD QDNRQ SF
OLAHYLPD MH L]DPXDQ]DBWMRRMBYOHULP LNRIIDMQRPWNWIRMDQLO GDQD QU
LPXQL]JDFLMH L SHULDUWLNXODUGSDRNRIYR G D F \REARBBRHEDMRBD QD M H
osteoklastnih progenitoCD45'Ly6G ‘CD3'B220'NK1.1'CD11b"°CD115) WH VX ]JDVDYHQH X RVWHRN
kulturupRWDNQXW X pLPEH QEGIFR PGHHAFHLSW HW K R G-{uBskRnE GERE lig@ntinaD Q W L

-$* LOL '// X NRQFHQWUDFLML JP/ ,] VWDQLFD MH L]JROLUDQD 518%
RGUHYHQ MH §RPIR§XMa Nd Qri¥ovimaje W LND]DQ L]JUDADM GLIHUHQFLMDFLMVN
NROLPLQD 51%$ X RGQRVX BnibsHQGRJHQX NRQWUROX

5.2.2. Aktivacija transkripcijskih ciljeva signalnog puta Notch u osteoklastnim

progenitorima

SNWLYDFLMD WUDQVNULSFLMVNLK eRajei srdlizdn /] LUWIEREDVDR J HSXC
koji predstavljaju transkripcijske ciljeve signalnog puta Notdbgq1, Heyl i Bcl2) u uzorcima

izoliranim L] VWDQLPQLK N X O W XtleDcinSalURHE RO\RVE g & dlliBaDAz Vsiridi

apoptotski gerBcl2 RSLVDQR MH G Ezgwakiji Sigh@rR@EuRqQ Notclil19) U
VWDQLFDPD SRWDNQXWLP OLJDQ G Rdenadies], MeyadirBeI2VdokK NR MH
MH X VWDQLFD SRWDNQXWLP Odeddbies@ Bd2. Ligan& ppedifaRd L]UD &
SRWLPpX L]UHesID&ROHKQ B BclpUDBPMWM SRWDNQXW SIKaJIBD)QSGRP -$*
obziromna toda se gemBcl2 nametnuo kao dobar pokazatelj aktivacije signalnog puta Notch

u osteoklastnim progenitorennadalje smo ga koristili za petlu modulacije signalnog puta

Notch.

57



Slika 19. ,]JUD&DM WUDQVNULSFLMVNLK FLOMHYD QDNRQ SBMAHYOLPWMDM®ILJID
LID]YDQ DUWULWLYV LPXQL]DFLMRP SLOHULP NRODJHQRP WLSD ,, OLAHYI
i periDUWLNXODUQD NRAaWDGD RWRp @RD T lILRNARB&Eh®Y s 8aRie osteoklastnih
progenitora (CD45'Ly6G 'CD3'B220'NK1.1'CD11b"°CD115) WH VX ]DVDYyHQH X RVWHRNODVW
SRWDNQXWX pLPEHQCSHUPID BHQEH B WH W heR@ifuiskRiEdgERaligantma JAG1 ili

"I X NRQFHQWUDFLML J P/ ,] VWDQLFD MH L]JROLUDQD 51% GUXJL GI
LIUDADSIRAREBRa 1D JUDIRYLPD MH SULND]DQ L]JUDADM JHQDNMhDQVNULS
NDR UHODWLYQD NROLPLQD 51% XHRO&QRVX QD HQGRJIJHQX NRQWUROX

5.2.3. U p L QiDhibicije signalnog puta Notch na diferencijaciu PL&AMLK RVWHRNOD\
progenitora in vitro

IDNRQ awWwR VPR SRND]DOL GD VLIJQDO SXWHP OLJDQDGD
ogeoklastnih progenitora, proveli smo pokuse u kojima smo selektivno inhibirali receptore

Notchinvitroiinvivo. . RULVWLOL VPR QHXWUDOL]DF LddnveNRIDNRRU RW X W L
SRMHGLQRJ UHFHSWRUD L VSUMHpD Y DavuKuterlstdiic8.D QMH UHFH

Razvrstaneosteoklastne progenitoreasadili smoX JGHQFH SUHWKRGQR REORAL
-$* LOL '// X NRQFHQWUDFLML RG J P/ GRN VX NRQWL
QHVSHFartH®R LP VWD QLPQL PHGLM GRGiPl&dntiNeteh1ili anti-P /

Notch 2, a u kontrolne zdencerkoolna protutijela.Dodavanje protutijela u kontrolne zdence

QLMH LPDOR XpL Qdiféder@iEantiR X S/GIIREORMWD L SRYUELQX SUHN L
ali osteoklasti uzgajani s dodatkaantt LRWFK SURWXWLMHOD ELOL VX QHA&!'
kontrolnih protutijelaNadalje inhibicijom receptoraNotch 2dijelomje S R Q LiAhikij&ki

XpLQDN OLJbeQliBRneifatiju osteoklast#/ H MH EURM RVWHRNODVWD X
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bio jednak bray u kontrolnim IgG zdencima. Dodavanjem aNttch 1 protutijela u istoj

koncentracii QLVPR SRVWLJOL |QDpDMDQ XpLQDN .DNR LQKLEL
'/ QLMH ELOD W#&didaNhdem\QELARMHD SURWXWLMHODLPDNOD VX
UH]XOWLUDOD YHULP XNXSQLP EURMHP RVWKSRKE20DVWD NDR

Slika 20. Ispitivanje in vitro XpLQND QHXW U D O L] Driarddaptdie No& b Ri\ X dfdrévidiaaii
RVWHRNODVWD X PLG@IHAYAY ¥ iZ2aval Brrittd [ PRPL]DFLMRP SLOHULP NRODJHQRP
VX A8UWYRYDQL GDQD QDNRQ SULPDUQH LPXQL]DFLMHRWSRHQIRIPUW L
citometrijom Razvrstanosteoklastni progenito(CD45'Ly6G CD3'B220'NK1.1'CD11b"°CD115) |DVDOyHQ

su u osteoklastogenu kuturE RWDNQXWX pLPEHQLFSEPZOHBYFIL /VIX SUHWKRGQR REOR.
ljudskim IgG te ligandPD -$* LOL '// X NRQFHQW derieé Mildodanalaitch 1 ili antt

Notch 2 protutijela ili kontrd QD SURWXWLMHOD X NRIJWHAHNDPWL@ M E RREM RMVUWPHR N O L
]JGHQFD SUHNULYHQD RVWHRNODVWLPD L BdrRalWirgrdr@a kontrdfnukuitiiH RN O D V W |

Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspiyn<0,05 u odnosu nadktrolu (KruskalWallisov test).
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5.2.4. U p L Q DnNibicije signalnog puta Notch na diferencijaciju osteoklastnih
progenitora L DNWLYQRVW PLiaMwK RVWHRNODVWD

Uz in vitro model, neutralizacijska protutijela prijanili smo u imunizirark K P L gnkivdD
SRpHYALIRGD QDNRQ SULPDUQH lifraperitdriedinadbivalidindgtky L V X
antiNotch1, anttNotch LOL NRQWUROQLK SURWXWLMHOD VYDNL WU
SURWRNROD L]D]JLYDQMD anitéNeUit prikupljpninRkiva Enalizirenxfeadtiw Y R Y
VWDQLFD NRaWw D Qerifemekad, ispiténHeg dsfebkldstogeni potencijal izoliranih
progenitora,L]UDA&DM JHQD NXOW Lt jelaba@lrdD SNURIERVIMVHIR NE D RWBF L |

Slika 21. 8 p akobrade neutralizacijskim protutijelima na receptore Notch 1 i 2in vivo na incidenciju i

intenzitet artritisa. OLAHYLPD MH L]Dnpvizagjod pLVOWHLIMABAAER @pa II. Od 19. dana nakon
SULPDUQH LPXQL]DFLMH PLA&H YIL1 ¥hiykd EnMNNOtENS, HutHNGOR ZilHDrErenith (6 E L Y D
SURWXWLMHOD2@Y\DHNNXWWGPBWIQBO®XQL]DFLMH GR 8UWYRYDQMD NOLQLpN
ERGRYDQMH VYDNH aDSH |DVHEQR ODNVLPDO Q@@UXNRBEQD]BMUHRNMOL R LPAND
DUWULWLVD |]D VYDNRJ PLaAD X SRNXVQRM VNXSLQL L UH]XOWDWL VX SU

.OLQLpPpNL QLY®BpRHEREXDUNX X WHALQL DUWULWLVD L]JPHYX
neutralizacijska protutijelai maHYD NRML VX GRELYD GikaRB.QutdjROQD S
velika heterogenost unutar pojedinih skupina jéngéencijaartritisa u modelu& ,$ X PLaHYD
VRMD & %/ RNR SD GLR PL a6ilYaHRHE WhDHieki@il dijskinD U W U L W
pratutijelimaimgu ] Q D p D M @sRRoMdstnt progenitodD115u SHULDUWLNXODUQRM
VUAL RG NRQW U DO iidjuPLCAHPYIMMHDR WK G LR PLMHCIRIG QLK VW]
(Slika 22), populacige za koje smo prethodno pokazali da su pozitivmeegane s intenzitetom
artritisa(53, 102) OLaHYL VX W DMNHRULHXGLLARD PILM HID RLb GoQtedklagthD Q L F D
progenitoraCD115 X VOH]HQL QR UD]JOLND L]PHYySIiNaNXNSLQD QLMH F
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Slika22. 8SpLQDN REUDGH QHXWUDOL]DFLMVNLP SURiMWMK{BHaMdibGtaRidda QD UHFH
povezanih s artritisomu periartikular QRM NRAWDQ&MWMYVPALMH L]D]YDQ DUVDWHLWERY LPX
kolagenom tipa Il. Od 19. dana nakon primarfeXQL]DFLMH PLAHYL VX LOWUDSHULWRQHDO
Notchl, anttNotch LOL NRQWUROQLK FWUO SURWXW L M3tlanB nakgribplrhameU HiL G D
LPXQL]DFLMH L SHULDUWLNXO DIJDDWIRR ®\R P QPR EhHI\QAI@EDRIbID QD M H
stanica CD11#° i osteoklastnih progenitoréCD451Ly6G 'CD3B220'NK1.1'CD11b"°CD115) u odnosu na
populacijuCD45'Ly6G . Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon. *p <0,05 u odnoRihd H Y H

N R ML Vefilkirdlbin protutijelima(KruskalWallisov test).

Slika23 8pLQDN REUDGH QHXWUDOL]DFLMVNLP SUHmRWivowd Mibl dnfedd QD UHFI
povezanih s artritisom u slezeniOLAHYLPD MH L]D]YDQ DUWULWLYV UPXIRQIDFELMRP SLC(
GDQD QDNRQ SULPDUQH LPXQL]DFLMH PLAHYL WatchD sitNoSHUIL W R QHD O C
NRQWUROQLK FWUO SURWXWLMHOD VYDNL WUHUL GDQ OLAHYL VX auw
slezene je analimna SURWRpQRP F P& &Hj8VudiioMj&tdrinih stanica CD11bi osteoklastnih

progenitorg CD45'Ly6G 'CD3'B220'NK1.1'CD11"*CD115") u odnosu naopulacijuCD45'Ly6G . Rezultati su

prikazani kao medijan i interkvartilni raspon.
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Slika 24. 8 p L Qdbridde neutralizacijskim protutijelima na receptore Notch 1 i 2in vivo na diferencijaciju

osteoklastain vitro. OLAHYLPD MH L]D]YDQ D UMNDWILIABevER ApaQiLOD FA. WMaRaPnaRon
SULPDUQH LPXQL]DFLMH PLA&H YIL1 ¥hiykd EnNNOtENS, HutHNGOR ZilHDrErenih (6 E L Y D
SURWXWLMHOD VYDNL WU H 8 dar@Mékon pliddine imunizadija nazYrftanh Dstaklastni

progenitor iz periartikularne N R & W D Q (€D4%UydG 'CD3'B220'NK1.1/CD11b"°CD115) i slezene

(CD45'Ly6G CD3/B220'NK1.1/CD11b/CD115) ]DV Dysd @ osteoklastogenu kulturu. Prikazan je broj
RVWHRNODVWD SRYU&LQD JGHQFD SUHNULYHQD RVW HRrm&ifirst/ LPD L EU
na kontrolnu kulturuRezultatisupJ LND]DQL NDR PHGLMDQ L LQWHUNYDUWLOQL UDVSR
V X R E Wkanjrelrhbprotutijelima (KruskalWallisov test).
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Nadalije smo iZzSHULDUWLNXODUQH NRESHD/@H REWZELY HQV & HQHQ M/ U
protutijelima izolirali osteoklastne progenitore te ih uzgojili u osteoklastogenoj kulturi
OHYXWLPHVIX VNXSLQD PLA&aHQD (e KA L LOHOLPLQL RVWHR
(Slika 24). Na genskoj razini, preosteoklaspieriartikularne N R & W D QikblirahU &L
osteoklatogene kultureX VNXSLQL REUD Yy raiRidtcitS2LR WDXADLYNDHAXRIPD Q M H
zaFms D YLAakHaRddiQOBsk RG NRQWUR O Q IMKHPX BIHQY DN &QERINSIRANDIVID Q |
gena z&Fosi Ctsk VODELML X VNXSLQL R E UNDichi IHikA 25)ULR@MdsW L M H O R
QD NRAWDRQRX DN DXSUHRVWHRNODVWHM$i V&3 (HikhQ@E). VOLPDQ
7DNRYyHU REUDGD SURWXWLMH®LPDaWRD QRYLRDL MH SLUUORD

signalnog puwt Notch nakon davanja protutigein vivo.

Slika 25. 8pLQDN REUDGH QHXWUDOL]DFLMVNLP SUR WIXVivb MQHDO L PUDD DM U H F
diferencijacijskih gena X SUHRVWHRNODVWLPD L] SHU IOD &M INPXGD DAHQ H] INJRDVWD R H
LPXQL]DFLMRP SLOHULP NRODJHQRFUWRIBDQH LRXQL]|GBRMHOBINRHY L VX |
dobivali 1 mg/kg antNotch1, anttNotch LOL NRQWUROQLK FWUO SURWXWLMHOD VYDN
GDQD QDNRQ SULPDUQH LPXQL]DFLMH L S 5WIRDNRNIQNIGONDRQVEBtEME WD QD \
su stanice osteoklastnih progenitof@8D45Ly6G'CD3'B220'NK1.1/CD11b"°CD115% WH VX ]DVDYHQH >
osteoklastogenu kultur RW DN QXW X pLPEHQCSHHIPfRarkich e izdliraha RNA drugi dan kulture,

SUHSLVDQD X F'IMHL LRENATRWY@RER2. 1D JUDIRYLPD MH SULND]DQ L]JUuDabD
GLIHUHQFLMDFLMVNLK JHQD NDR UHODWLYQDHWBSOLpLQD 51% X RGQRVX
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Slika 26. 8pLQDN REUDGH QHXWUDOL]DFLMVNLP SUR WIXVivb MQHDO L PUDD DM U H F
osteoklastnih diferencijacijskih gena u preosteoklastima iz slezen® LAHYLPD MH L]D]YDQ DUWULWLYV
SLOHULP NRODJHQRP WLSD ,, 2G GDQD QDNRQ SULPDUQH LPXQL]DFL
antrNotch 1, antiNotch LOL NRQWUROQLK FWUO SURWXWLMHOD VYDNL WUHUL
primarne imunizacije i suspenzija slezene je analizird® RWRpPpQRP F LRAZRrEt&heY SUL 8aRie

osteoklastnih progenitoréCD45Ly6G CD3'B220'NK1.1/CD11bCD115 WH VX ]DVDYyHQH X RVWHRN
kulturu SRWDNQXWX pLPEHQ1CSE PzDstehied jé idoli@dna RNA drugi dan kulture, prepisana u

F'1$ L RGUHYHQ MSRIPIRIEGRAM DHQDIRYLPD MH SULND]DQ LJUD&ADM RVWHRI
genaNDR UHODWLYQD NROLPLQD 51% HMMEQRVX QD HQGRJIJHQX NRQWUROX

$QDOL]RP NRaAWDQRJIpSREBOMPETQRLWPR XVpLOL ]QDpDMQX UL
VNXSLQDPD DOL AaLYRWLQMH NRMH VX GRELYDOH QHXWUL
volumen mineraltirane kosti(Slika 27) 7DNRYHU V FkBncéhivialdiju iagytadnog

produkta kolagen&TX-l X VHUXPX PHYXWLP QLVPR XWYUGLOL UD]O
NRAWDQH BHVR BRMHGIL Q (Pikd28)XFakIQgDaR\idg nalaza i nepostojanja
]OQDpIKMQD]OLND PRAH ELWL X UD]JPMHUQR PDO®RH \WHRMXHR
izazvanog artritisa aAWR SUHGVWDYOMD QHGRVWDWDDNNRYRW UR MEHEYQ
VX AUWYRYDQL X MHGQRM YUHPHQVNRM VY4RdsveprdieRith® QH PR

analize.
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Slika27. 8pLQDN REUDGH QHXWUDOL]DFLMVNLP SURWX@DMXBLW D N N RAMFMHG
volumena talusa. OLAHYLPD MH L]D]YDQ DUWULWLYV LPXQL]DFLMRP SLOHULP N
primarneiPXQL]DFLMH PLAHYL VX LQWU DS HWloteh R @ritRo@ IR KdmRrBlhiy @@L PJ NJ
SURWXWLMHOD VYDNL WUHUOL GDQ OLAHYL VX A&UWYRYDOQL GDQD QDNF
i fiksirane u 4% paraformaldehidu. @DOL]D SURPMHQD NR&WDQRJ PHWDEROL]PD L NF
QDSUDYOMHQD MH VQLPDQMHP PLNURNRPSMXWRUL]JLUDQRP WRPRJUDILI
2GUHYyHQ MH XGLR PLQHUDOL]JLUDQH NRUWLNDMO@BWTY; %) ErayméenthX ODUQH
talusa debljine 0;3 PP X VNXSLQL REUDVHQRM NRQWa&dR Q QiLantiSdttRW XWLMHOL
protutijelima.Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon.

Slika28 8pLQDN REUDGH QHXWUjslidd h® reteptd&NdechSLU BrwiXowd koncentraciju

CTX-l u serumu. OLAHYLPD MH L]D]YDQ DUWULWLY LPXQL]DFLMRP SLOHULP N
SULPDUQH LPXQL]DFLMH PLAHYL VX LQWUOtEhS,HntiNuoR DiIHDar@h @GR ELYDOL
SURWXWLMH O D$OQWHYNH W WHIRLRIRIBP@ GalonLpRrBarne iz orbitalnog sinugat jeuzorak

krvi iz kojeg je izoliran serum. Imunoenzimskom metodom (ELISA, prema engl. erliykee immunosorbent

assay) izmjerena je kaentracija @erminalnog telopeptida kolagena tipa | (GTprema englcarboxyterminal

collagen crosslinks Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon.
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5.3. 8 WL a D ¥idn&nddutaNotch u osteoklastnim progenitorimain vivo

Prethodno opanim pkusima sprimjenom neutralizacijskn protutijela na receptordlotch
LVSLWDOL VPR XpLQimiy pit® KR WIEKL QD \DIN\§ DYQRVW RVWHRI
resorpciju OHYXWLP G D Ytle@ M Mivw e 0sgiasamo/ SHFLILPQRVW GMHOR
pojedinu vrstu stanica WDNR G proXithelaneNQ X & @Ailtat djelovanja samo na
osteoklastne progenitaréo URMQH VWDQLFH XNOMXpXMXuL L NRaAWDQH
1RWFK SD MH GDYDQMHP SURWXWLMHOD UPH R XGH. QINH
neutralizacije signala8 GDOMQMHP LVWUDALYDQMX XORJH VLJQDOQR
NRULVWLOL VPR WUDQVJHQLpPpQL PLaAML P RtamkdpcliskiNRMHP

b L P E HBELSRBP-J) u osteoklastnim progenitorimaaktvnim promotorom za CX3CR1

Uz to, koristili smo u dijeluSRNXVD PLBEMXDERQHNMX? NULADQX V UHSRI
PLAMRP OL QuMRBizxcij&/ kbmbinacije Cre, tPLaM X OXBCRIMIXERT2
NULADQX V OLQLMRP X NRMRM MezsB®U 2eept@ Nof¢hRADM GRPHC

5.3.1. Optimizacija uzgoja L NU aD@ODQVIHQLPQLK PLAMLK VRMHYD

=D VOMHGHUH VHWRYH SRNXVD NRULVWLOL VPRAGUDQVJIHQ
CX3CR1CreERTIRBP-J' i CX3CR1CreERT2/NICDY*. TisojeviVDGU&H UHGRPELQD]
vezanu zamodificirani estrogenski receptor (CreERT2) pod kontrolom promotora za
kemokinski receptor CX3CR(P L & EX3CR1CreERT2) VSHFLILPQR L]JUDAHQ X P
lozi. Nadalje smoP L &M LCXGGRICreERT2NULAD ®L d ML Pu XdeM gaau za
fluoreVFHQWQL SURWHLQ 7G7RPDWR SU beWé&nRatioxB TRBAVHYN Y HQ
Ai9"M) (Slika29).

3R LVWRP SULQF PSi%sMNIXBEGRIOERTR BP L 4 M L P NIGDUHIFkojem

genu zZaXQXWDUVWDQLPpQX SRGMH G LHRdi SXORJHHF M6 MRRIID RLIRW b K
sekvencamdoxP. OLAHYL SRWRPFL LPDMX SRMDpDQ L]JUD&ADM XQ
receptora Notch {Slika 30) OLBddj &; &5 &UH(57 WDNRYHW VPMRLR WMRADBP
u koemjegenRBP-J, NRML SRVUH G Xshdrsi®gdyMaRggih@avNdetch, R]QDpHQ
sekvencam#oxP (Slika31). S obzirormato GD FL O M QdrajB bidhoidzigotiza RBP-

JANDNR ELVPR SRV MinohskbgynalhayPYBEM MINULADQMH SURYRGLP
NRUDND OLdHYH SR RGY DM Do potureiliBRM ¥V S W Q RY MR AMDONRH @ R
(Slika 32). U pokusima smo kao kontrotiljnom JHQRWLSX NRULVWLOL PL&HYH
rekombinazilCre(Cre) WH VX MHGQDMKNRIREBQBPHORRMDRGJRYDUDMXU|
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Slika 29. 3ULND] nfdU Idavanja tamoksifena P L ditdaY soja CX3CR1CreERT2/Ai9"+, O L & Hojd

&; &5 &UH(57 NUL ®DA&H YSoRABY'. Potomstvo je heterozitymo za oba alela. Za indukciftre-

U H N R P E L Q Drrdsvhétaldli dntiaperitonealnmjekcije tamoksifena u dozi od 75 mg/kg. RQWUROQL PL&AHY
ELOL VX PTENRNML$IQH L]JUDAaDY DM XXBERUGFERTIXBekdmldnd24Cre vezana za

estrogenski receptor pod kontrolom promotora za kemokinski receptor CX3G%®1: gen za fluorescentni

protein TdATRPDWR NRMHP SUHWKRGL 672 3sekditdIok® FDD 3 P YOM QYR MMR U LV
BioRender.com

Slika 30. 3BULND] NULADQMD L GDY DQM Boja/CRITRINVEERTHNICPL" S H Y. & Pid¥jal

&; &5 &UH(57 NULADOL ¥SomRICDIPI Rdtownktiode heterozigoo za oba alela. Za indukciju
CreUHNRPELQDFLMH PLAHYLPD VPR GDYDOL LQWUDSHULWRQHDOQH LQM
PLAHYL ELOL VX"PNRMYLQH &TUDADYDMX UHNRP E - @mbir&atiCte vézar5 &UH (57
za estrogenski receptor pod kontrolom promotora za kemokinski receptor CX3CR1; INICGdn za
XQXWDUVWDQLpQX SRGMHGLQLFX UHFHSWRUD 1R Wsekvencam&@okPHP SUHWK
I1DSUDYOMHQR NRULVWHUOL %LR5HQGHU FRP
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Slika3l. SULND] NULADQMD L GDYDQMD WRIRNVIAERTZHRBPRAIIA 19 Y & RWwjEV R M D

&; &5 &UH(57 NULADOL \6&dRBP-JVP LRAdt¥EtoOe heterozig¢ QR ]|D RED DOHOD WH V
SRQRYR NUL &D Mofa RBFRIakeke IbPdlli homaigotni za RBPJ' na oba alela. Za indukciju Gre
UHNRPELQDFLMH PLAHYLPD VPR GDYDOL LQWUDSHULWRQHDOQH LQI
CX3CR1CreERT2 rekombinaza Cre vezana za estrogenski receptor pod kontrolom promotora za kemokinski
receptor C8CR1; RBRJ' +RBP-- JHQ NRML SRVUHGXMH SURYRYVH&Mehc#diXRVFK VLJIQD
IDSUDYOMHQR NRULVWHUL %LR5HQGHU FRP

Slika32 *HQRWLSL]DFLMD WUDRYRPYNDQLUK RIRABYDD VH L] UHSD RNRUHQLE
RGIJRYDURMKXWRQK FSD XPQDAD VH GL¥OHQLWQ BLBWNW DNDWNRUES WD LGIH @WDIQ F
GLYOMHJ VRMD WH KHWHUR]JLJRWQL LOL MaRshdR$l piiksrapi_gahlidndRoh ]D FLO
elektroforeze DNA izolirane iz repova tradhl] HQ L b Q L K P théiHoziDoti zeltransgen; HEheterozigoti za

trarsgen; WTxtPLA GLYOMHJ JHQRWLSD
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5.3.2. 8YRYHWMB Q Vil HPQ & frda , primjena tamoksifenai S U D U HRQ@Bib H Q

stanica
OLAaHNUL&DQBRMBCRRMEERTAIO koristili smo kalo bismo utvrdili XpLQNRYLWR V)
CrerHNRPELQDFLMH RGUHGLOL IHQRWLS R]QDpHQLK VWDQI
osteoklastogeni potencijal Cre+ stanicalamoksifenom induciramo proizvodnju
fluorescentnog proteinBdTomatou stanicama koje u trenutkul Y DQMD WDPRNVLIHQD L
JHQ ]D &; &5 NDR L X VYLP SRWRPFLPD WLK VWDQLFD 9HU
VDGUAL X YHOLN Ra&steokagthe@régénitore7H VWDQLFH SRWRP PRAHP
SURWRPQRP FLW RPE Hawi baflugrbsde idn@rd @ibtoskopu.

Najprije smo proveli set pokusa kojima smo utvrdii neobo@QH VWDQLFH PLAHYD GL
ne svijetle uPE kanalu, dok neobo® H VWDQLFH &UH PLAHYD NRMLPD QLV
L P DM X z@ndraaivigoozadinske fluoresceije u tom kanaluznano manjeu odnosu na

P L & Hofida smo davaliamoksifen(Slika 33)

8 GDOMQMHP VHWX SRiNcé ¥de shp@ihpter&rvojehPdRitisa tako da smo

indukciju rekombinazeCre ] D S R paHgekundarnom imunizacijo(@1 dannakon primarne
imunizacije) kada SRpLQ RSP &Bstiak NOLQLpPpNL MD VW U SilH@U L WLV D
U D] O prptbkaldin vivo davanja tamoksifenantraperitonealnom injekcijom tamoksifena
otoplijenog u kukuruznom ulju (75 mg/kg) dvokratno u vrijesgkundarne imunizacijte
LQWUDSHULWRQHDOQRP LQMH N&iekuRdarngni DnNnizaGijofBlikh. GDQ St
33. SBRWYUGLOL VPR GD GUXJLP SURGMR ISR WRBXAEMPERHR ]| QDD
analiziranom tkivy te smo za daljnje pokuse rigili navedeniprotokol 7R XSXUXMH QD
]DNOMXpDN GD sfaXice relétivno kratkog vijeka i brzog obrtaja, se svakim

davanjem tamoksif€ D R]QDpDYDMX QRYH JEHRRYHELMH ®RIXQHF
CX3CRI ostedlastnih progenitora infiltrira HULDUWLNXODUQD SRGUXpMD L
NRVWL WH QLMH GRVWXSDQ DQDOL]L SUL LAWUFDYDQMX NF

TdTomatd VWDQLFH QDOD]JLPR X NRAWDQRM VUAL VOH]HQL P
tarzometatarzalnom tkivlJ daljnjim pokusima analiziralirso jesu li stanice TdTomato
RERJDUHQH RVWHRNODWW QIPRR SWRIBIMAMIRUQRMDRKRY IHQRWL
stanica TdTomatoX NRAWDQRM VUAL L VOH]HQL PLA&HTWDoMatd UWULW L
VWDQLFH S UH#&HéddWiRokKd 80%CD11b*> X NRAWDQRM VU&W RGQRVC
slezeniR G | HGEBOR bisteoklastnih progenitorlika 34). Navedeni rezultatiSRW MY U y X M
da je P H ys¥anicama TdTomaioY LAHVWUXNR YHUL XGLR RVWPRWNODVWQ

stanicama TdTomato
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Slika 33. Ispitivanje protokola in vivo davanja tamoksifenau svrhu aktivacije rekombinaze Cre OLaAHY LPD
CX3CRI1CreERT2/AIY* LID]YDOL VPR DUWULWLY LPXQL]DFLMRP SLOHULP NROD
protokolain vivo davanja tamoksifena: intragnealnom injekcijom tamoksifena otopljenog u kukuruznom ulju

(75 mg/kg) dvokratno u vrijeme sekundarne imuniza€ijamoksifen 1)e intraperitonealnom injekcijom svaki

GUXJL G D GaseiRupdarvidn imunizacijom (Tan@k H Q OLAHYH V BRIagdnakynRNathe

imunizacije i analizirali suspenzije periartikut@H NRaAWDQH VUAL VOH]HQH SHULIHUQH NUY
SURWRDPQRP FBWRNBHMWQLMRPUHSUHI]H Q \Wihddn&ria RE RamalDnd MejemisviptiL NR Q L
SURWHLQ 7G7RPDWR ]D PLaHYH NRBeR amdgifevid R da pioDikpla davBriiaBR NV LIHQ
tamoksifenaSSC+tSRVWUDQLpQL Usidébcattd UHPD HQJO
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Slika 34. Usporedni fenotip TdTomato”i TdTomato* VWDQLFD X SHULDUWLNK$ERDIQRM NRAV
OLAHYLPD &; &5 &UH (5 D]$DOL VPR DUWULWLY LPXQL]DFLMRP SLOHULP NI
imunizacije su dobivali tamoksifen (75 mg/kg intraperitonealno svaki drugi dan) za indukciju rekombinaze Cre.
OLAHYH VPR auUwanekgmhgbimarne hDnZacije i analizirali suspenzije periartikQld NRAWDQH VUaAL
VOH]HQH SURWRpQ Rsporednd/ BUP pl WNOLJDRP UHSUH]HQW D WIdYdhatoW RpNDV W L
TdTomatd svih hematopoetskilCD45" stanicana biljege limfocita (CD3B220, NK1.1), granulocita (Ly6G),

integrin CD11b i receptor za{@SF (CD115)SSC+SRVWUDQLpPpQL UfidéBcatt&§UHPD HQJO

71



Slika 35. 8VSRUHGED IHQRWLSD RVWHRNODVWQLK SURJHMuhiY¢&hihD X SHULD
QHLPXQL]JLUDQILOK aPLYAHPYD &; &5 &UH(ETDMDOL VPR DUWULWLY LPXQL]C
kolagenom tipall &,$% 0L & tddrdekvndarne imunizacije dobivali tamoksifen (75 mg/kg intraperitonealno

svaki drugi dan) za indukciju rekombinaze Cre. Kao kontrolnu skupink koW LOL VPR QHLPXQL]LUDQ
CX3CR1CreERT2/AIY* & 75/ OLAHYH VPR AUWYRYDOL GDQD QDNRQ SULPDL
suspenzije periartikullQH NRAWDQH VUAL SURWMRNDRP ALWRPHWSWIHMROWDWLYQL
svih stanicaQD 3( NDQDOX QD NRMHP VYLMHWOL SURRYiKL@@bXai TamBIBidahR 1D PLAa
X XVSRUHGEL V PLAHYLPD &75/ L Ksjf$n.NURbdon{@rn Yeru @riRezany o @dT onddaP R
TdTomato”CD115 osteoklastni progenitoriiz CTRL &,$ PLAHYD REUDYyH @GBE+\WRY?WNWDIQ HIXRP

rasap prema engdide scatter
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.DR @&WR VPR UDQLMH SRRIDH Ddb¥o&ieokRdthil pragehitdrakte\sido htjeli

LVW BRHNMDYWH XGLR R]QDpHQLK RV W HeduQuirtisy/QolngstlS UR JH Q|
nakontol QX QHLPXQLJLUDQX VNXSLQX PLa&H¥mretndrRanaliko® LM H L]
TdTomatd osteoklastnih progenitorau@iX QL]LUDQLK PLaHYD L PLaAHYD V DU
da se udio TdTomatoosteoklastnin progeW RU D S RtprifikeDdvd3trukou artritisu

Razlika udjelaTdTomato osteoklastnih progenitor& |PHY X LPXQL]JLUDQH VNXSLQF
artritisom je puno manja (Slika 35)] QDYHGHQLK UH]XOWDWD J]DNOMXpLO
CX3CR1CreERT?rikladnazaR]|QDpDYDQMH RVWHRNODVWQLK 8URJHQL

daljnju modulaciju signalnog puta Notch

Osteoklastne progenitore iz populacije TdTomatbPR UD]JYUVWDOL L ]DVDGLOL X
X] GRGDWDN RVWHRNODVWRJHQL kv [mktedklas@geNiDpoteh&jgl Y U G L C
SRND]DYaAaL GD VH VWDQLFRIVRMHRNBQVWIHDNRML 158¥DADYDMX
7TG7TRPDWR AaWR VPR YL]XDOL]JLUDOL I0O36R O BHRRWQLP Pl
indukcije rekombinaze Cre intraperitonealnimvdnjem tamoksifena u kukuruznom ulju,
LVWUD &Li@ lvitry iInBukdiju dodavanjem vodotopivog-OHT u etanolu. Sortirane
RVWHRNODVWQH SURJHQLWRUH PL&HY DV*NzadadilD QeJu VRMD
osteoklastogenoj kulturi uz dodatak D -OHT. Na kraju diferencijacijske kulture, potvrdili

smo multinuklearne TRAPRVWHRNODVWH NR M Lvidllitbpadilyobekténtidi@@ 7 R P D W |
mikroskopom (Slik&36).
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Slika 36. Diferencijacija osteoklasta iz TdTomatd osteoklastnih progenitora. (A, B) OLaH& kdja
CX3CRI1CreERT2/AiY* davali smo tamoksifen vivo kako bismo induciraliL ] U Dfladdddcentnog proteina
7G7RPDWR X PRQRFLWQRM ORJL 6WDQLFH NRAWDQH VUAL VPR DQDOL]L!
osteoklastne progenitoréCD45Ly6G'/CD3'B220'NK1.1'CD11b"°CD115) NRMH VPR ]DVDGLOL X VV
NXOWXUX X] GRGDWDN RVWHRNODVWRJHQLK pLPEHQLRNRQ 6f0HWIHU B Ud Q@
kultivacije. (A 9LAHMH]JUHQL RVWH R NO VjetlofhErRivkroomQB BIEHMH]JUHQH
TdTomatd stanice pod fluorescentnim mikroskoponfC, D) 6 XVSHQ]JLMH NRAWD®H VUAaL P
CX3CRI1CreERT2/AIY* DQDOL]JLUDOL SURWRpPQRP FLWRPHWULMRP WH LIGY
(CD45'Ly6G'CD3'B220'NK1.1/CD11b"°CD115) koje VPR ]DVDGLOL X VWDQLPQX NXOWX
RVWHRNODVWRJHQLK p&BEHQVWD @B QHL NOX O \hickaksitamdk&idéh kdk@HisrwaP R
inducirali Cre UHNRPELQDFLMX L LJUDADM IOXRUHVFHQWQRJ SURWHMLQD 7G7R
SROMD QDNRQ pHWLA 9 LGBHIBH N X6 @ L YRR M RIR fob SVistlosirE Riktdsik@pon® D 75 $

G ,VWH RVWHRNODVWH YL]XDOL]JLUDOL VPR SRG IOXRUH¥&EHQWQLP PL
protein TdTomato.
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5.3.3. 8 p L Q D Ntski KQW\H. & fig@ddg putaNotch na diferencijaciju osteoklastnih

progenitora in vitro
1IDNRQ aWR VP RodeNCXROR1GHERGIP RaHP R N RUilind Widdwdciju
osteoklastnih progenitoraX VOMHGHULP VHWRYLP DP ISRNNUBLE BNERJ LV W L (
CX3CR1CreERT2/RBR". DDYDQMHP WDPRNVLIHQ DloBBaARHppNROjV H L]JUH]
posreduje prijenos kanskogsignalnogoutaNotch.Tako u potomstvu koje je homozigotno za
RBP-J' aleldobivamoosteoklastne progenitoseX W loéidig@ainim putemNotch (Cre+/RBR
J). Kao kontrole u svim pokusima, koristili smRBP-J" PLAHYH NRML QH LJUDA&D
rekombinazuCre-/RBP-J) koje smo obradiliamoksifenomN D R P ICéeH/RBRJ (Slika31).

UYL VHW SRNXVD XNOM X pih YittbRX W H & DV DLENEG DDA IRDEp L QN D
Notch uosteoklastnim progenitorimaa diferencijaciju osteoklast@steoklastne progenitore
LIROLUDQH L]né&irRawian( R L\ BBXBCR1CreERTRBP-J' zasadili smo u
osteoklastogenoj kulturi teuzgajali uz dodatak 40HT. U diferenciranim kulturama
osteoklastnhSUR JH Q L W Ri¢-BRBRI®IDYeEDXNXSQR YLAH RVWHRNODVWD
WH SUHNULY D Q E DY HIDLN R i R-gtGre:tri)RRONR gn@liRom fenotipdrugi dan
NXOWXUH XWYNGILQUESHIDRESRMQP S RGré&+2RBBIpreosteoklasta

(Slika37). Kako bismoR S R Q Dvgete Gpalen vitro, u kulture preosteoklasta dodali smo LPS

drugi dan kulture. Rezultat djelovanja LfaSha diferencijaciju osteoklasta ovisi o trenutku
dodDYDQMD V WLPH GD peRsidoklasta Kdjl HiFbtskbuf [RMMKImM, a

SRWLpH GLIHUHQFLMDFLMX SUHRVWHNROD DodatalSlPEW KR G Q R
GRYHR MH GR SRMDpD QtobjR ghtpih&aN QUMM WNMRHAHQR]H LaAH X NXC
RVWHRNODVWQLK GreHRBROSIWABY D PLAHYD

Kao dodatnu potvrdpro RVWHRNODVWRJHQRJ XpLQND XWLaADYDQMD
smo set pokuskoristH UR_L & HWYUHL & D Q ®XBCRRAMEERT2/NIO1"* (Cre+NICD1). U

tog soja primjenom tamoksifendolazi do izrezivanja STOP sekvence prije aktivirane
XQXWDUVWDQLpPpQH SRGMBI®N)LBHP UHAHFHBWRHD LLRWHERDPR X
PDQML EURM RVWHRNODVWD N D RoKklasimaQuMIenSUIRHKBE LD X SUHN
uvjetima upale, dodatkom LP® JXEL VH UD]JOLND PHyXUMX®WXRYODPD &UH

6 GUXJH VW teEeQotaRANKD@IDEMK & UH 1,&' B bdhbisv Ba CHNICD1
PLAH RVWDMH ]QDpDMQR QiadNasupryt tanRiGID\W AR (BHFHSWRUD
SRYHUDQ MH-X RUEHYsDo ¥ G R G D WQjint RpAIBSika@G9) H Foga
VPR ]DNOMXpLOL GD DNWLYDF L M eptataNb@DIRIRje irBikithjsRi 1 R W F K
na diferencijaciju osteoklastdRN XWLaADYDQMH VLIQDOD 1RWFK SRWLpH
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Slika37 8pLQDN L Gighaledgmputi Motch u osteoklstnim progenitorima in vitro na diferencijaciju

osteoklasta. OLAHYL &; &5 & UH{BE7(CreaH#RBRJ)SuNRULAWHQL N D Rnih progeditdRY WHR N O D
.DR NRQWUROQX VNXSLQX NRULVWLOL VPR MRBPHYH6EVNPHDPIDMDMIR IWHNR
je analiziimna SURWRPQRP FLW R&isiabed MdR P stanice  osteoklastnih  progenitora
(CD45'Ly6G'CD3'B220'NK1.1'CD11b"°CD115) WH VX ]DVDYyHQH X RV W HRaK@tDVWR JIHQ X
pLPEHQLFLPD B3BE.Zalndbkciju rekombinaze Cirevitro NRULAWHQ MH féh G drBgNid LWDPR N\
setu pokusa u zdence je dodan lipopolisahridoli /36 V GUXJRP SURPMHQRMPKE2AANDLPQRI P
EURM RVWHRNODVWD SRYU&LQD JGHQFD SUHNULYHQD RVWHRNODVWLP
kulture Cre/RBP-J bez dodatka LP3. Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon. *p <0,05 u
RGQRVX QD ¥RB&Hd WenrmWhlthey Utest).
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Slika 38 8 p L @Kiivédcije signalnog puta Notchputem receptora Notch 1u osteoklastnim progenitorima
in vitro na diferencijaciju osteoklasta. OLAHYL &; &5 &NIBRHE7(Cre+/NICD1)suNRULAWHQL NDR L]Y
osteoklastnihprogenitorra .DR NRQWUROQX VNXSLQX NRULVWLOL VPR RLAHYH EH
/INICD1 6XVSHQ]LMD NRAWDQS$U R W p QRIP DF)BORRAHBNEUEIVh R osteoklastnih
progenitora (CD45'Ly6G 'CD3'B220'NK1.1/CD11b"°CD115) tH VX ]D WD §steQkiastogenu kulturu
SRWDNQXWX pLPEHQCHLAndbkchu frekontbinaze Cievitro NRULAWHQ MH KLGURNVLW
U drugom setu pokusa u zdence je dodan lipopolisalkarabli /36 V GUXJRP SURPMHQRP VWDQL}
PiND]DQ MH EURM RVWHRNODVWD SRYUALQD ]J]GHQFD SUHNULYHQD RV
normaliziran na kulture C¥&NICD1 bez dodatka LR& Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon.

S X RGQRVX Q/MDICDLaMaMHVEItoey Utest).
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Slika 39 8pLQDN PR Gigh@md§ lpiMa Notch u osteokktnim progenitorima in vitro QD L]JUD&aDM
receptora  RANK. OLAHYL &; &5 &UH{H7 (GreemRBRI) i CX3CR1CreERT2/NICDY*

&UH 1,&' VX NRULAaW HK@dtniN @dgehifoyaR. WD R WRIDRVUR O QX VNXSLQX NRULVWL
LIlUDaAaDMD UHNRPERBPDJIH CUH,& &UHBXVSHQ]LMD NRAWDQSURWRbpMRP DQ
citometrijom i razvrstane su stanicgCD45'Ly6G'CD3'B220'NK1.1'CD11b"°CD115) osteklastnih
progenitorate VX ]DVDYHQH X RV W HRSNRODD/NAQROW X > INDEHW IOBKZ® inBliktijy L O
rekombinaze Crenvitro NRULAWHQ MH #€h G drigNry et pdRiIB&NWzHence je dodan lipopolisaharid
E. coli (LPS) 12 sati prije ariae fenotipa. Nakon 48 sati Kuke, stanice su odlijeplieneG QD JGHQFD SRPROX
HQ]JLPD 7U\S/(E ([SUHVV *LEFRW R pMERIPORE P iAW refrdddnfativni grafikoni
LlubDabMD UHFHSWRUD 5%$1. QD RVWHRNODVWQLP SURJHQLWRULPD
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534. 8pLQMHNQBWVNL XWLADQRJ VLIQDOQRJ SXWD 1RWFK QD
osteoklastain vivo

1DGDOMH VPR XpLQDN XWL&DYDQ MibvivaLM Q ®HEN@dRan@idaW D 1RW F

kolagenom teobradii WDPRNVLIHQRP SRpHY&L RG munizaabDj@ak@ DNR Q S

bismo potaknuli indukciju rekombinaz€rein vivo. ImuniziraneP L& H Y ¥RBPUJ H Cre-

INICD1 R E U Dtamd@s$ienom koristili smo kao kontrolnu skupinuOLAHYL VX aUWYRYD

dara nakon primarne imunizacije te smo za daljnje analize2O2oUDOL VWUDAQMH &D S

leukocite periferne krvi te krvni serum.

1LVPR XRDPDIMPELNX X LQFLGHQFLML Iskiipavhe QFRBPE W X DU W
iCret/RBR- SUHPGD SRVWRML WHQGHQFLMD DUWUL(BikavD YHUH
40). OHYXW b#lizordD SURWRPQRP F UWRHiIPghd PQ DI RIPMRRH tidioQ

mijeloidnih stanicD11b™upei DUWLNXODUQRM N RtankdI QIR sldzénk RG QR V
PLAHYD & WHSIike%I13i 43. Udio CD115 osteoklastnih progenitonaperiartikularnoj
NRAWDQWDNRYEID fMDHM1 Q R STRY/ABAI @ DEHYD V DUWULWLVRP X
RGJRY DOrB/RBPUH° L & HNabuprot tome, PLAHY D & U Hposditgj&tendencija

smanjenja udjelmavedert populacipf u SHULD UW L N X O/DUAQ RL NVRdWsE AR NK
PL&AHY#NICDIHSlike 43i 44).

Slika40 8pLQDN LQKLELFLMH VLIJQDOQRJ SXWD 1RWFK X RVWHRNODVWQLF
artritisa. OLAHYLPD &; &5 &UHKS {Cr&IRBRI) je izazvan artritis inKQL]DFLMRP SLOHIUL
kolagenom tipa Il i od sekundarne imunizacije su dobivali tamoksifen (75 mg/kg intraperitonealno svaki drugi

dan) za indukciju rekombinaze CreDR NRQWUROQX VNXSLQX NRULVWLOL VPR LPXQ
rekombinaze Cre (Cs#RBP-- NRML VX WDNRYHU GREYMN®OGODRRNVYPMIIL]DFLMH G
NOLQLpNL MH SUDUHQ UD]JYRM ]J]QDNRYD DUWULWLVD X] ERGRYDQMH VY
LIQRVL ERGRYD 3ULND]DQD MH NCOALGIDhP XDSRNMYIQR N UNXIS MWLV D PHH N

kao medijan i interkvartilni raspon.
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Slika 41. 8pLQBMW L aD ¥ignh&@rdd puta Notchin vivo na udio mijeloidnih stanica i osteoklastnih

progenitora u periartikular QRM NR &AW D RERAW VRIGA L& ; &I 2RBRUY" (Cre+/RBRJ) je izazvan
DUWULWLY LPXQL]DFLMRP SLOHULP NRODJHQRP WLSD ,, L RG VHNXQGD
intraperitonealno svaki drugi dan) za indukciju rekombinaze Cre. Kao kontrolnu skupinu Kkoristili smo riamenizi

PLAHYH EH] LIUDADMD URBPRPERYDL|MX GRE&RYVYBIOL WDPRNVLIHQ OLAHYL V.
primarne imunizacije. Prikazan je wudio stanica SHULDUWLNXODUQHCDINREWDQH VU2
CD45'Ly6GCD3B220'NK1.1/CD11b"°CD115 osteoklagtih progenitora u odnosu na populaciju

CD45'Ly6G'. GH]XOWDWL VX SULND]DQL NDR PHGLMDQ L LQWKERNRBBUWLOQL L
J(MannWhitney U test).

Slika 42 8pLQEWLADYDQMD VLJQDOQRJ SXWD 1RWFKnitQ osteokRstihD XGLR P
progenitora u slezen. OLAHYLPD &; &5 &U HI{'5Cres/RERI) je izazvan artritis imunizacijom
SLOHULP NRODJHQRP WLSD ,, L RG VHNXQGDUQH LPXQL]DFLMH VX GREL
drugi dan) za indukd X UHNRPELQD]H &UH .DR NRQWUROQX VNXSLQX NRULVWL
rekombinaze Cre (C##RBP-- NRML VX GRELYDOL WDPRNVLIHQ OL&HYL VX auwy
imunizacije. Prikazan je udio stanicalezene CD11l i CD45Ly6G'CD3'B220'NK1.1'CD11'CD115

osteoklastnih progenitoraodnosu npopulacijuCD45'Ly6G . Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni

UDVSRQ S X R G Q RRBP-JYMarim\aith¥yHU &4)H
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Slika43 8pLQDN DNWLYDF L Métch/dute@ PeCefterd NSEHALDOSteoklastnim progenitorima

in vivo na udio mijeloidnih stanica i osteoklastnih progenitorau periartikularnoj NRAWDQRMAMYAPD
CX3CR1CreERT2/NICDY* (Cre+/NICD1) MH L]D]YDQ DUWULWLY LPXQLipAFLMRP SLOHU
sekundarne imunizacije su dobivali tamoksifen (75 mg/kg intraperitonealno svaki drugi dan) za indukciju
UHNRPELQD]H &UH .DR NRQWUROQX VNXSLQX NRULVWLOL VPR LPXQL]L
INICD1) koji su dobivali tamoksif@ OLadHYL VX aUWYRYDQL GDQD QDNRamaSULPDUQF
NRAWDQD VU& MHSURBRQYRQ QJRP D @D WiREZ&hW |éL MdOP stanica CD14d i
CD45'Ly6GCD3B220'NK1.1/CD11b"°CD115 osteoklastnih progenitorau odnosu na populaciju

CD45'Ly6G'. Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon.

Slika44 8pLQDN DNWLYDFLMH VLIJIQDOQRJ S X WwDosteRRdstKm prvyetitdrimaH FHSW R U
in vivo na udio mijeloidnin stanica i osteoklastnin progenitora u slezeni. OL &AL
CX3CR1CreERT2/NICDY* (Cre+/NICD1) MH L]D]YDQ DUWULWLY LPXQL]JDFLMRP SLOHU!
sekundarne imunizacije su dobivali tamoksifen (75 mg/kg intraperitonealno svaki drugi dan) za indukciju
rekombinaze Cre. Kao kontrolnu skupinu korisMiPR LPXQL]J]LUDQH PLdHYH EH] L]JUDADMD U}
1,& NRML VX WDNRYyHU GRELYDOL WDPRNVLIHQ OL&HYL VX aUWYRYDQI
slezene je analiziana SURWRPQRP F L VPHkRZdAW Uje M Rdo  stanica CDI1b i
CD45'Ly6G'CD3B220'NK1.1'CD11yCD115 osteoklastnih progenitoraodnosu n@opulacijuCD45'Ly6G .

Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon.
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5D]YUVWDQH RVWHRNODVWQH SURJHQLWRUH LIROLUDQH L]
R E ©riinytamoksfenom in vivo zasadili smo u osteoklastogenu kulturu. Osteoklastni
SURJHQLWRUL L] SHULDUWLNXODUQGD®R aWD ® H iV URAW RMWL &RHN
VWDQLPpQRM M A@K6W progéritdriNZdlirani iz slezene Cre+/RBRIaOL YHUOH
RVWHRNODVWH NRML VX SRNU UK6).INavddéenK re3uRafiu SkQIX sIGHQFD
SUHWKRGQR RSLVDQLP QDOD]JLPD NRML XSXuUXMX QD |DNOM?>

Notch djeluje poticajno na razvoj osteoklasta u modeluiagtrit

Slika 45. 8p L Q RW L a D ¥MdnanidgDputa Notchin vivo na diferencijaciju osteoklasta iz osteoklastnih
SURJHQLWRUD L]ROLUDQLK L] S6IWAHDYLW DN&;0H% Q H H'R(EMEIRGR0) e U a L
LID]YDQ DUWULWLYV Lkelxgenohbtipd MiR® sékur@ainielirRunizacije su dobivali tamoksifen (75

mg/kg intraperitonealno svaki drugi dan) za indukciju rekombinaze Kae.kontrolnu skupinu koristili smo
LPXQL]JLUDQH PLaAHYH EH] LJUD--RBMD N R NR PEXMIEiNREEHen. & UAH YL VX
AUWYRYDQL GDQD QDNRQ SULPDUQH LPXQL]DRISWHR W BHURP EWW R RE /W
Razvrstane su stanice osteoklastmitogenitora (CD45'Ly6G'CD3'B220'NK1.1'CD11b"°CD115) te su

1DV Dy H @ébklxstdjenu kulturiPrikazan je broj osteoklasta$ RYU&ELQD JGHQFD SUHNULYHQD
normaliziran na kultureCre-/RBP-J. Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon. *p <0,05 u odnosu

na P L & KC¥elrRBP-J (MannWhitney Utest).
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Slika 46. 8p L Q RW L a D ¥Mdnanidgdputa Notchin vivo na diferencijaciju osteoklasta iz osteoklastnih

progenitora izoliranih iz slezene. OLAHYLPD &; &5 & U HIG {Cre3MRBRI) je izazvan artritis
LPXQL]DFLMRP SLOHULP NR Gindiattg RiRuniaktife Dsu ,dobivalRt@mokdifen (75 mg/kg
intraperitonealno svaki drugi dan) za indukciju rekombinaze Cre. Kao kontrolnu skupinu Kkoristili smo imunizirane
PLAHYH EH] LIUDADMD U/RBPR-P ENNRDL HV % UMD NMRIHH U G RIEEY Y D/XL AW WWIYRNDIQ H
dana nakon primarne imunizacijesuspenzijaslezer je analiziiamma SURWRPQRP FR#&RRdANSUL MR P
stanice osteoklastnihprogenitora (CD45Ly6G'CD3'B220'NK1.1'CD11bCD115) te su ]DVDYHQH X
osteoklastogenu kultur@rikazan je bBRM RV W H R N O D V W prekrivi RaYoktéokl@sbma @dirqakzidara

kulture Cre-/RBP-J. Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon. *p <0,05 u odnosulna HCyeH

/RBP-J (MannWhitney Utest).

Prethodno smo pokazali da u ostesldgenim kulturama oblaganje zdenaca ligandima
signalnog putalRWFK NRpL GLIHBNQBVWDFLBWRRVWHPR X VOMH
LVWUDALYD QM D gand@&Lng/ fiferénciaeiju@siddsti@hLprogenitoraizoliranih iz

Cre+/RBRJ i Cre/RBP-- PLaAHGYRE]JLURP QD |]DNRpPpHQ NDQRQVNL VLJ
RVWHRNODVWQLP SURCHORBRRURPINLY PQEHWMR GD OLJDQG
navedeni inhibik MVNL XpLQDN tnO@dslabierRQ ELWL ]QD

.DG VPR RVWHRNODVWQH SURJBDQHWRWAH. L]PXiQU | IDUDMLLNKX P ID?
QD OLJDQGLPD REORAHQH JGHQFH XRpLOL iv¥Rs@BaDjuleWLADYD
LQKLELFLMVNL XpLQDN OLJDQGD -$* QD GLIHUHQFLMDFLMX
bio promijenjen flika 47). MogXtH REMDaAQMHQMH MH GD OLJDQG '// PF
SXWHYLPD RVLP NDQRQVNRJ VLIQDOQRJ SXWD WH GD MH S

tamoksifenomin vitro.
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Slika 47 8p L QDWL aD ¥ighg@iidd puta Notch u osteoklastnim progenitorimana diferencijaciju

osteoklasta iz osteoklastnih progenitora potaknutih ligandima JAG1 i DLL1. OLaAHYLPD
CX3CR1CreERT2/RBR"" (Cre+/RBRJ) MH L]D]YDQ DUWULWLY LPXQL]JDFLMRP SLOHUL
NRQWUROQX VNXSLQX NRULVWAHJLLYVWPRADRPOQUHNMRBEL-PD EH RHYL %X H
AUWYRYDQL GDQD QDNRQ SULPDUQP NRE@I D b ISMUR\WSHHRRD & WV RP QW U
Razvrstane su stanice osteoklastnin progenit@®45Ly6G 'CD3'B220'NK1.1'CD11b"°CD115) te su
]JDVDYHQH X RVWHRNO DV W RHidtd@sitamok fetaxaa ¥dMKkcijG irRKembiidx &l Cre. Zdenci su
SUHWKRGQR REORAHQL LPRELOL]JLUDQLP OLJDQGLPD 1RWFK VLJQDOQR.
RVWHRNODVWD L 3$dRrivéha LaStBdadtenel iéribalidranina  kulture Cre/RBP-J potaknute

RGIJRYDUDMXULP OLIDQGRP 5H]XOWDWL VX SULND]DQL NDR PHGLMDQ L
Cre-/RBP-J (KruskalWallisov test).
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S obziromna to GD L]PHYyX RMWMHRNODWVMREODVWQLK VWDQLFD X
funkcionalna interakcia, ® NUDMX VPR LVWUDALOL XWMHpH OL XWL3a
CX3CRI osteoklastnim progenitorima na diferencijacijsku aktiviesstoblastaZasadilismo
NRaAWDQX VIIARBR-EIHCYeB/RBPJ kojima je induciran artritisi osteoblastogenu
VWDQLPpQX NXOW XdifetendijpdjsRe X OBDXQWMH QLVPR XRpLOL UD]JOLN
ALP* kolonijadiferencranih RVWHREOBXVOWILMHP MR XSLQE.PLAHYD 6O0OLND

Slika 48. 8p L Q BW L a D aignaniwbDputa Notchin vivo na diferencijaciju osteoblasta iz periartikularne
NRAWDQKELY¥HYLPD &; &5 &UHKS5Cre3MBRI) MH L]D]YDQ DUWULWLYV LPXQL]D
kolagenom tipa Il i od sekundarne imunijaciu dobivali tamoksifen (75 mg/kg intraperitonealno svaki drugi

GDQ ]D LQGXNFLMX UHNRPELQD]H &UH .DR NRQWUROQX VNXSLQX NF
rekombinaze Cre (C#RBP-- NRML VX GRELYDOL WDPRNVLIHQ akoh ptimaneVX auwy
LPXQL]DFLMH L SHULDUW LDNXOD{DHQID XN RAWMHRE SRNMD R @KQXK NbX © BEKQIXF L |
glicerofosfatom i askorbinskom kiselinoma kraju kulture(14. dan) stanice su fiksiranedbojeneQD L]UDaDM
alkalne fosfataze(A) Prikazana je SRY U2Zde® prekrivenaNRORQLMDPD VWDQLFD NRMH L]JU
fosfatazu Rezultati su prikazani kao edijan i interkvartilni raspon(B) Prikazam su reprezentativni zdenci

diferencraQ LK RV W H R ECQ&RBR-Di Gré+#RBRDtereprezentativno vidno polje stanica 14. dan kulture

SRG VYMHWORVQLP PLNURVNRSRP RERMHQLP QD LJUDADM DONDOQH IRV
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Osim diferencijacijskim ki WX UDPD RVWHRNODVWD L RVWHREODVWD X
Notch u CX3CR1 osteoklastnim progenitorima VW UDALOL VPR L QD UD]LQL X!
metabolizma. Analizom postupkoi@& 7 X PLAHYD V DUWULQDLpBRQEN Y UGLO
YROXPHQ NRaAWDQH PDVH WDOXVD X PLAHYD V XWLaADQLP
progenitorima (Slika49). Taj nalaz pr&GVWDYOMD YDAQX SRWYUGX SRMDpD
DUWULWLVX X XYMHWLPD NRpHQMD WBQRRDN NRIANMRYIHID UBR .
odredili koncentraciju CTX, DOL QLVPR XWYUGLOL UD]JOLNX X UD]JLQL |
PLAHYD X D QYDHPHOQD/NRW WRPBHF]L REWYRYQDMQRDpDMQR YH
resorpciju(Slika50). .DNR MH YHO SULMH QDJOD&HQR YUHEPHQVND
RGJRY D U DaMiVRijeNdsoiQdile iPRaH rBAby QHXWYUYHQH UD]JOLNH X N
CTX-, LIRHYLAHY D & WH Cr&/Res-J.

Slika 49. 8pLQRWLADYROQMMOQRJ SXWD 1RWFK X RVWHRNODVWQLP SURJHQ
volumena talusa.OLAHYLPD &; &5 &UHK{5([Cres/RERIJ) MH L]D]YDQ DUWULWLYV LPXQL]D
kolagenom tipdl i od sekundarne imunizacije su dobivali tamoksifen (75 mg/kg intraperitonealno svaki drugi

GDQ ]D LQGXNFLMX UHNRPELQD]H &UH .DR NRQWUROQX VNXSLQX NF
rekombinaze Cre (C#RBP-J) koji su dobivali tamoksifen. MAHYL VX AUWYRYDOQL GDQD QD
LPXQL]DFLMH L VWUDA&QMH &aDSH VX L]JJOREOMHQH L ILNVLUDQH X
PHWDEROL]PD L NR&WDQH GHVWUXNFLMH X DUWULWLVX QDSUDYOMHQD
aQDOL]RP SRPRUX SURJUDRDP2&TUIHY HENMH XG LR PLQHUDOL]JLUDQH NRUWL
u ukupnom volumenu (BV/TV; %) fragmenta tatudebljine 0,8,4 mm.Rezultati scnormalizirani naCre-/RBP-

J P L & Hpfikazani kao medijan i intkvartilni raspon. *p <0,05 u odnosu AL a KCetRBP-J (MannWhitney

Utest). % 3ULND]DQH VX UHSUH]JHQWDWLYQH UHQré+RBRIM IC/RBRLPNH VWU
%LMHOH VWUHOLFH SULND]XMX SRGUXpMD NRaAWDQRJ UD]DUDQMD X DUV
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Slika 50. 8 pL QBW L & Dsignanbbputa Notch u osteoklastnim progenitorima na koncentraciju CTX

u serumu. OLAHYLPD &; &5 &UHK51Cré&#¥RBR)) MH L]D]YDQ DUWULWLY LPXQL]D
kolagenom tipa Il i od sekundarne imunizacije su dobivali taifekg75 mg/kg intraperitonealno svaki drugi

GDQ ]D LQGXNFLMX UHNRPELQD]H &UH .DR NRQWUROQX VNXSLQX NF
rekombinaze Cre (CfERBP-J) koji su dobivali tamoksifen$ QHV W H]L U D Q BFddnha aakohLgribarne

imunizacije iz orbitalnog sinusazet jeuzorak krvi iz kojeg je izoliran serum. Imunoenzimskom metodom (ELISA,

prema englenzymdinked immunosorbent assagmjerena je koncentracija-terminalnog telopeptida kolagena

tipa | (CTX-l, prema engl. carboxterminal collagen crosslinks)Rezultati su prikazani kao medijan i

interkvartilni raspon.

8 IDGQMHP VHWX SRNXVD XVSRUHGLOL VPR PRUIRORANL Q
LIPHYyX VNXSLQD i &temRBB%PLAHYD V DIDNKLWWRBRREANLP UH]
VW U D & Q dbbjenirda B8 dheMassontrikromom YLGL VH SRGUXpMH GLVWDOC
LQILOWULUDQR XSDOQLP VWDQLFDPD X PLaAaHYD V DUWUL
preparatima proveli smo bojanje na TRAP, te smo utvrdili da skd@&/RBRI PLAHYD LPD
]ODpDMQR YHUIREWRRNGBYWD SULOMXEOMHQLK X] NRaAWDQF
naCre/RBP-- P L &Haj nalaz u skladu je s rezultatima anglimetupkomRCT, te ukazuje

QD SRMDpDQX NRaAwWDQX UDJJUDEQMR X MQURMIMNRLIVXLX XY

in vivo.
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Slika51. 8pLQDN XWLaADYDQMD V Ldgo QORIDIKRKDL VIWR/GRANL QDOD] XSDOH ]
artritisom. OLAHYLPD &; &5 & U HRG([Cred/REI) izazvan je artritis (CIA) imunizacijonrs LOH UL P
kolagenom tipa Il i od sekundarne imunizacije su dobivali tamoksifen (75 mg/kg intraperitonealno svaki drugi

GDQ |]D LQGXNFLMX UHNRPELQD]H &UH .DR NRQWUROQX VNXSLQX NF
rekombinaze Cre (C#RBP-J) koji sX GRELYDOL WDPRNVLIHQ OLAHYL VX AaUWYRYDQ
LPXQL]DFLMH L VWUDA&AQMH ADSH VX SULS U HreppeeHtairhif D VR QFRANRLAN K ] B
tibiotalarnog zglobaa skupineCre/RBP-Ji Cre+/RBRJu sagitalnoj ravninbbojeniGoldnerMassontrikromom

(GMT) (A) i bojanjem na kiselu fosfatazu otpornu na tartarat (TRAP, prema trglate-resistant acid
phosphatage(B) X] S RY BODR Qe strelice SRGUXpMH RVWH LYWRAPDostEdkigsk u¥ WUHOLF I
NRaM BR Y distdlr@ tbije (C) Kvantificranje EURM RVWHRNODVWD X YLGQRP SROMX K
tibije, X] SRY HOMXQ BIH]XOWDWL VX L] U FRAR StRokhktpX jedwd) Bstalnoj tibijza
skupinuCre/RBP-Ji Cre+/RBRJ. Rezultati su prikazani kao medijan i interkvartilni raspon. *p <0,05 u odnosu

QD PLaH/MRBP-&WeahnrWhitney U test).

,] VYHIJD QDYHGHQRJ ]DNOMXp Lrédlg u\kejd} s@dpretpoptaiNGDD (KL S R W
LQKLELFLMD VLJQD O Q RzopaXMR i ARiWMFSKosEKEEID QLW H SBWY Uy HC
QHJR MH XRpHQ VXSURWDQ XpLQDN 8WLADYDQMH VLIQDOQI
NRML L]UD&D Y D MeptaxGXBGRY GQNHMLX MHFWDNR GD SRWLpPH GLIHU
L NRAWRQXFUMYX X DUWULWLVX GRN SRMDpDQ VLIQDO SXWFE
DOL VXSURWI®D RPVORONRpPL VDJULMHYDQMH RVWHRNODVWQL
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6. Rasprava

Cilj ovog rada bio je utvrditi ulogu signalnog puta Notch u diferencijaciji osteoklastnih

SURJHQLWRUD X PLAMHP PRGHOX UHXPDWRLGQRJ DUWULWL
NRODJHQRP X PLAHYD GLYOMHJID WLSD & %/ L GYD GYRVW
MH PRGXOLUDQ VLIJQDOQL SXW 1RWFK .DWR IHRWFPR XVRALAHB
divljeg tipa signalni put inhibirali smo neutralizacijskim protutijelima, koje smo primjenjivali

invitroiinvivo D X WUDQVJHQLpPpQLP VRMHYLPD VPR XWLaDOL I
VSHFLILPQR X RVWHRNODV\D &L PDWR NHHPIRWR QVRD NRMHSWWR

8]JHYAL X RE]JLU GRVWXSQX OLWHUDWXUX X NRMRM VH RSLV
DNWLYQRVWL RVWHRNODVWD SUHWSRVWDYLOL VPR GD UH
progenitorima smanijiti ostetdstogeni potencijal i smanjiti razaranje kosti u artritisu.

OHyXWLP YHU VPR X SRNXVLPD V QHXWUDOL]DFLMVNLP
VLIQDOQRJ SXWD 1RWFK ]JDSUDYR LPD VXSURWDQ XplL
osteoklastogenezu. Zbog toga SMOREBXQLOL SRpHWQL SODQ LVWUDALYDQ
PRGHO X NRMHP XWLaADYDPR VLIQDOQL SXW 1RWFK X RVWH
L X]JIJRMLWL L WUDQVJHQLpQH PLAHYD V SRMDpDQRP DNWL)Y
progenitorima. W RyHQMH RED WUDQVJHQLpQD PRGHOD RPRJXULOR

signalnog puta Notch u osteoklastogenezi u kontekstu upale i artritisa.

6.1.2VWHRNODVWQL SURJHQLWRUL NRML LJUDAaDYDMX UHFH S

modelu artritisa

U prvom setupokusa cilj nam je bio karakterizirati osteoklastne progenitore, posebice
subpopthFLMX NRMD L]JUD&DYD &; &5 V REJLURP QD NDVQLMI
VRMHYH 3RWYUGLOL VPR SULVXWQRVW PRQRFLWQLK SRSX¢
L NRQWUROQLK L DUWULWLPQLK PLAHYD NRMH VH X VWD
PLPEHQI&6D 0 5$1./ GLIHUHQFLUDMX X JUHOH RVWHRNODVW!
LPDMX VSRVREQRVW NRAWDQH UD]JUDGQMHe niABAMMY UGLOL V
SRSXODFLML KHPDWRSRHWVNLK VWDQLFD 2VWHRNODVW
CD45'Ly6G'CD3'B220'NK1.1'CD11b"°CD115 G M H O RSP taaliRuu od progenitora u

slezeni i perifernoj krvi fenotip€D45'Ly6G 'CD3'B220'NK1.1'CD115CD115 po niskom
LJUDADMX PROHNXOH &' E NRMD MH GLR LQWHJIULQD :
SUHWKRGQLP LVWUDALYDQMLPD NRMLPD MH WDNRYHU SRW
LPDMX QLAL LJUDADM PROHNXOH &' E nRdBa(SHE6)Jaddi@Q LK RV W F
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VXUDGQLFL RSLVDOL VX GLQDPLNX LJUDADMD ELOMHJID &'
SURJHQLWRHWDMODBIRRPHW@BADMHP X NRAWDQRM VUAL SRMDp
CSFu osteoklastogenoj kultuim vitro WH SRQRYQLP VQLAHQMHP GRGDWNR
(55). S druge strane, ako pretpostavimo da dio perifernih osteoklastogenih progenitora infiltrira
SHULDUWLNXODUQRH SR GUX\PWMHWLYRVIRIVWRML PRIXXUQRVW
progenitorismanjuy L] U h#&yM&' E dWR MH SRND]DQR (83)BDHOLPLWH |
GUXJH LVWUDALYDpNH VNXSLQH RSLVDOH VX IHQRWLS RVW
VOLIBRYUALVWDNQRKpQLK ELOMHJID WH VX PHYyXVREQR SRGXH
SURJHQLWRUL L]JUDADYDMKLKIHPRWE Q@ RHOWR/|NMH EQD MHUIH ]JUD
granulocitne biljeg€56-60).

1DAaD MH VNXSLQD SUHWKRGQR SRWYUGLOD GD LJROLUDQL
GLIHUHQFLMDFLMVNL >S RWHQFLRMDW GUHHDBQEDMDRKLMH X PD
VWDQLFH &WR VH VODAa&H V RSLVLPD SRVVERM®QMD ]DMHC
Diferencijacijski potencijalCD45'Ly6G 'CD3'B220'NK1.1'CD11b"°CD115 osteoklastnih
progenitora SUHPD WULPD PLMHORLGQLP OLQLMDPD SRND]DQ
XNOM X p X MRpihe(b2,36) &H.)Osteoklastni progenitori su aktivne stanice koje imaju
PRIJXUQRVW IPFLNBBWIDMHH VUAL QD XGDOMHQD PMHVWD YRYH
RG SRVHEQH YDAQRVWL X SDWRORANLP VWDQMLPD SRSXW
SURJHQLWRUL QD VYRMRM\SRRNEQYNH JUBDABSWRUH V WLP
L] U DécBptbraCCR2 i CX3CR1(53) 8 RYRP LVWUDALYDQMX SRWYUGLO
UHFHSWRU &; &5 LJUDAMRYBRQRXWRWRYRNMYAWPWDOH VUAL L HN
AWR RSUDYGDYD XSRW UCEERF2KaMilovoRilj&ya& ; &5

8 PLAMHP PRGHOX DUWULWLVD SRWDN®RYHMRIMQNMBIEO DJIHQRF
osteoklastnih progenitor@aD115 koje jerazmjernoWHAaLQL EROHVWL -HGQD RG
UHXPDWRLGQRJ DUWULWLVD MH SRVWXSQR UD]DUDQMH
RVWHRNODVWRJHQH]H 3DWRORAND RVWHRNODVWRJHQH]D
osteoklastogenog utjecaja proupalnitedijatora i autproouWLMHOD WH SRMDPDQRJ
QRYDPpHQMD RVWHRNODVWQLK(ZS13B3H@ WRUD X |DKYDUHQD

6.2.3RUDVW XGMHOD RVWHRNODVWQLK SURJHQLWRUD NRML
Notch u artritisu

6OMHGHUL FLOM LVWUDALYDQMD ELR MH QD GHILQLUDQRN
LIlIUDAaDM NRPSRQHQWL VLIQDOQRJ SXWD 1RWFK 1DMSULMH
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UD]OLPLWLK WNLYD SRWYUGLOQ@DIQQRBADIWWDD1RMW KU IQ D HFT
EMHODQPHYLQD RGQRVQR JHQD )HQRWLSVND DQDOL]D SR
SURJHQLWRUD X DQDOL]JLUDQLP WNLYLPO®OLINOEAD Wk UHFHS
40 L X NRQWUROQLK. AHX D UGRNWEKpPQHRHBWRUL 1RWFK l
]QDWQR PDQMHP XGMHOX RVWHRNODVWQLK SURJHQLWRUD
RVWHRNODVWQLK SURJHQLWRUD X SHULDUWLNXODUQRM N
perifernakrv)fUDAaDYD UHFHSWRU 1RWFK L IRWEFK X RGQRVX QI
progenitori perifernih tkiva dodatno imaju i peMiDQ LJ]UDAaDM UHPds8d4 RjgD 1RWF
SURYHGHQD VXVWDYQD D Qd@dd hg Bsteoklasdrind pdyenitétifsdj8aNR U D
LIROLUDQLP L] UD]JOLPpLWLK WNLYD QLWL VX DQDOL]JLUDQH &
SRWYUGLOL VX LIUDADM UHFHSWRUD 1RWFK L IRWFK QD
fenotipa CD11b6F4/80 DOL MH DQDOL]BRGQDHHQD NPDOWRRUWUX] GRGD)\
M-CSF(87) 'DOMQMRP GLIHUHQFLMDFLMRP WLK VWDQLFD X R’
UHFHSWRUD 1RWFK %DL L VXUDGQLFL VX DQDXBQRP PDN!
SUHWKRGQLNH RVWHRNODVWD XWYUGLOL LJUD&aDM UHFHSW
receptora Notch 286) 7DM VH QDOD] GRVWD UD]JOLNXMH RG QDaLK
objasnitittimeGD VX NRULVWLOL PDNURIDJH NRaAWDQH VUAL NDR L
QDab SRSXODFLMD VRUWLUDQLK SURJHQLWRUD JQDWQR K
VWDQLpPpQRP OL]JDWX SRVWXSNRP LPXQREORWD X RGQRYV

populacije osteoklastnih progenitora koju smo mi proveli.

*HQVNL LJUDADM NRPSRQHQWL VLIQDOQRJ SXWD 1RWFK SUL
RVWHRNODVWQLK SUHRmRMINQWHRVYPRNRWWDGHOVYUGD SRVWRML
L] U D &djaVsB mijenja u artritisu. Neposredno nakon sortiranja, osteoklastni progenitori
DUWULWLPQLK PLAHYD LNOEMD WILAL LL]JWIDEGRNNA [HHGQID D
osteoklastnim progenitorima geni Katch3i Notch4razmjerno su slabijeid DaHQL DOL QML
LIlJUDADM UDVWH V RVWHRNODVWRJHQRP NXOWXURP $VKOH!'
]D UHFHSWRUH 1RWFK WLMHNRP GLIHUHQFL M3B)FGevidti RVWHR
izrDaDM U M6etehS WokhPX VWDQLFDPD PDNURIDJQH OLQLMH 5%: SF
5$1./ X] LIRVWDQDN L]UD aD\dtth3i N&@cb4 pbkalzat BUHFBIMISRiIbh& i
suradnici(90) ,JUD&aDM U H FH SIMER 2pbkardti Wi Ka proteinskojt& QL WH VOLpC
QDA&ELP UH]XOWDWLPD XWYUGLOL UDJPMHUQR YHUL LJUDaDN
WLMHNRP GLIHUHQFLMDFLMH RVWHRN O D \H&sDa WIRV SVRHWLY] U PXaN
aktivagju signalnog puta Notch.
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8] UHFHSWRUH 1RWFK D QD Cutld NotéhQiizolvaRiR hematbpoetdkihM O L J D «
tkivima i tijekom diferencijacijesortiranih osteoklastnih progenitofdagandi signalnog puta

1RWFK RpPHNLYDQR VX L]UD &iMias XbzitdtrPriaWIBy8 Rogarputhl uP - W
regulaciji hematopoeze i funkcije imunosnih stanféd, 78) 8 NRQWHNVWX QDa&aHJ
VSHFLILPpQR VPR P®RiaAHKIROGINRBAEWIMHORM VUAL L VIOWRAQMHBLAH
LIUDADM JH Q&gl] Nadalle 3@ fidkazali da se tijekom diferencijacije osteoklastnih
SURJHQLWRUD SRMDpDY D Jagil M&ID MD JUQIDb QIR @ XJBREB]DOL
suradnici(87). Ista VW XGLMD SRND]DOD M Hlah2w Kukibradhind stghidarh® OLJD C
NRAWDQH VUAL SRWDNQSHFWA. fifefehdideifd@ ItiN &ahicl u osteoklaste,
XRpHQ MH SRUDVWILjuDE BWEKIHQD YBBUDGQLFL VX RSLVDOL
gena za liganddagli Jag2 D SRUDVW L]UD aDDIDtijekeQ Diferéncifadijd D Q G
osteoklasta(88) 1DYHGHQR XSXuUXMH QD ]DNOMXpDN GD VX RVW
regulaciji putem signalnog puta b tijekom diferencijacije u osteoklaste, a signale mogu
GRELWL L] QHSRVUHGQH RNROLQH 8 DUWULWLVX VH WD GL
QD RVWHRNODVWQLP SURJHQLWRULPD L OLJDQGDNX QMLKR
WHPHOM X QIDEMWMKU D SRMDMWOD L]JUDADM UHFHSWRUWiIR 1RWFK
JAG1iDLL1.

6.3. Poticanje ligandima signalnog puta Notch inhibira diferencijaciju osteoklasta

1DNRQ &dWR VPR SRWYUGLOL L]JUDaDM UHFHSWRUD VLJQ
progHQLWRULPD LVWUDALOL VPR NRML XpLQDN QD QMLKRY)
VLIQDOQRJ SXWDin VIRWHERGNRUS OWPILED REORAHQLK OLJDQGL
VLIQDOQRJ SXWD 1RWFK QDNRQ SRWLFDQMD QddJDQGLP
transkripcijskih ciljeva signalnog puta Notch, i#®sl Heyli Bcl2. Trankripcijski ciljevi

HesliHeyl XRELPpDMHQR VH N R WackeWighal g PERANGIHES YX63PBE\,

%FO pHVWR hiljdg GkiMadije ¢iDralnog puta Notch u stanicakege intenzivno

proliferiraju i diferenciraju(119, 121, 122)

SUHRVWHRNODVWL SRWDNQXWL OLJDQGRP -$* LPDOL VX Y
cilieve Hesl Heyli Bcl2 u odnosu na kontrolu koja nije potaknuta ligandom, a preosteoklasti
SRWDNQXWL OLJDQGRP '// L MHERQIBc2XigahbiJAQL]imandedjasad HQ D
XpLQDN RYLVDQ R GR]L QD LQKLELFLMX GUINB B QRLRDFLLK A LI
L PLAHYD V DUWULWLVRP 6XNODGQR WRPH JHQL VSHFLIL
YLAHVWUXNR QLaL X SUHRVWHRNODVWD SRWDNQXWLK OLJ
RVWHRNODVWRJHQH]X SRND]D Sekivie dok su/Rkudbiéna YsDradihic/ N X S L (
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SRND]DOL RE@B&RSYVOQ)2amiml{yv® Rukushima i suradnici opisali su stimulacijski
XpLQDN QD RVWHRNODVWRJHQH]X QH VDPR ikBRIga@dd |LUDQL
JAG1(90). U literaturi je opisano da topivi ligandi signalnog puta Notch imaju inhibicijski, a

QH VWLPXODFLMVNL XpLQDN QD VLIJQDOQL SXW 1RWFK Mt
potrebne za iza@ QMH PMHVWD FLMHSDQMD UHFHSWRUD D VYRML
vezanje imobiliziranog liganda i poticanje nizvodne signaliza@®@ 8 NRQWUROQLK PL:
SRWLFDQMH OLJDQGRP '// QLMH LPDOR MDVDQ X$mQDN RYL
dovelo do inhibicije osteoklastogeneze i smagidnfUDaDMD JHQD NRML VX SRND]L
GLIHUHQFLMDFLMH aWR MH PRJXUH RGUD] GLIHUHQFLMDORQ
SDWRORANLP XYMHWLPD <DP D G Dticanj&/ixolirén(h Q/IWD QX \W ¥ URELLADA
NRAWDQH VUAL NDR L DGKHUHQWQLK VWDQLFD NBFWDQH V!
imobiliziranim ligandom DLL1 dovodi do smanjenog brdjéerenciranitosteoklasta u odnosu

na kontrolu(85). Za poticanje ligandom DLL1, Sekine i suradnici su utvrdili da za razliku od
OLJDQGD -$* '// SRWLpH RV W H Riduiralizadijskifpicfutiéina Ba LQKLE L
DLL1 smanjuje broj osteoklasta vitro. Nadalje su utvrdilida potibQMH OLJDQGRP -$* |
SRWLpH DNWLYDFLMX GRPHQGRN & RINMIFFHBQWRU D LLUDPDWBKR P '//
aktivaciju domene NICD receptora Notcli@). Ponovo treba istaknuti da je ta skupina autora

za izva osteoklastnih progenitoraNRULVWLOD PDNURIDJH NRaWDQH VUa
PLPEHQLASFPSOHPD GRVWXSQRM OLWHUDW X&JUWL NQDJ &KW HVIYUQ .
liganada Notch na homogenu populaciju sortiranih nezrelih osteoklastnih progenitor
Progenitori koje smo izolirali nalaze s VWDGLMX GLIHUHQFLMDFLMH X N
potHQFLMDO XVPMHUDYDQMD SUHPD RVWHRNODVWLPD GHQG
prethodno pokazal(il14).

1D KHWHURJHQRVW SRSXODFLMD NRMH VX NRULAWHQH NDR
rezultatima djelovanja liganda Notch osvrnuli su se i Ashley i suradnici u sWoWUDAaLYDQ M)
(88) 1DLPH X SRNXadDMX GD UDVWXPDpH UD]JOLNH X LVWUDA
RVWHRNODVWRJHQH]L LVSLWDOL VX XpLQNH SRWLFDQMD
adherentnih makrddJD NRAWDQH VUAL-&BPLPESHQRLRPDOAHQFH REOF
LPRELOL]JLUDQLP OLJDQGLPD VDYHQMH QHDGKHUHQWQLK
REORAHQH |]GHQFH L VDYHQMH QHDGKHUHQWQLK PDNURIDJD
VDPR X] pLW-BRBDLN QDNQDGQR GRGBANKQ.NMH trp protékbl&) L N D

RSRQD&abDOD VX WUL UD]J]OLpLWH YUHPHQVNH WRpPNH SRW
PpLPEHQLNRP 5%$1./ SULMH DNWLYDFLMH VLIJQDOQRJ SXWD 1
istovremeno s aktivacjiomVLIJQDOQRJ SXWD 1RWFK L SRWLFDQMH pL
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DNWLYDFLMH VLIQDOQRJ SXWD 1RWFK 3UYLP SURWRNROR
]JGHQFLPD REORAHQLP OLJDQGLPD VLIJQDOQRJ SXWD 1RWF
smanijio je osteoklastogenez® HyXWLP VDYyHQMHP YHUHJ EURMD VWDQL
RVWHRNODVWD MHGQDN NRQWUROQRM VNXSLQL 8 WUHI
RVWHRNODVWRJHQH]X EH] REJLUD QD JXVWRUX VDYyHQMD \
aktivacije signalnogyta Notch ovisan o vremenskom trenutku poticanja te da je za potpuno
VDJULMHYDQMH L VSDMDQMH RVWHRNODVWD SRWUHEQD DI
nezrelijim stanicama aktivacija potiskuje diferencijaciju prema osteoklastnoj(882 S
REJLURP QD QDYHGHQR LQKLELFLMD OLJDQGLPD NRMX VPR
VDJULMHYDQMX VRUWLUDQLK RVWHRNODVWQLK SIBRIHQLWF
N R UL XWHIQUOQ listtaBKY D Q M D

6.4. Inhibicija receptora Notch 1 i Notch 2 neutralizacijskim protutijelima u artritisu
SRWLpH GLIHUHQFLMDFLMX RVWHRNODVWD

IDNRQ aWR VPR XWYUGLOL GD OLJDQGL 1RWFK LQKLELUD
SURJHQLWRUD ORJLPQRXPpMEDELGRWILWYWUYVAQWD n¥LJQDOQ
osteoklastogenezibodavanjem neutralizacijskih protutijela na receptore Notch 1 i Notch 2 u
RVWHRNODVWRJHQH NXOWXUH SRWDNQXWH OLJDQGLPD SF
na diferencijaciju osteco DVWD 3RWLFDQMH OLIJDQGRP -$* MDpH MH
WDNR GD MH VDPR QHXWUDOL]DFLMVNR SURWXWLMHOR QD
OLJDQGD O6HNLQH L VXUDGQLFL NRULVWLOL VX DiJRQLVWLD
poticanje receptora Notch 1 smanjuje osteoklastogenezu, dok poticanje receptora Notch 2
SRMDpDYD UD]IY&M &VYDBIRINODWKXKDDGQLFL VX SRND]JDOL VO
2 u osteoklastogenezikbV WHUL QHXWUDOL]DFLMVND SURWXWLMHOD (
sindroma HajdtCheney(91). Naime sindrom je posljedica mutacije u genu za receptor Notch

SD UHFHSWRU SRVWDMH S URWRWRMUTRER DR WNL B HSTD/BR & R &
priielomalnvitro REUDGRP RVWHRNODVWRJHQLK NXOWXUD PDNURI
SURWXWLMHORP QD UHFHSWRU 1RWFK VPDQMLOL VX VYV
SRQRYQR VYD QDYHGRQODVWVYWDDYXKYBEBWMWBURIJHQX SRSXO
osteoklastnih progenitora, koja jg progenitorske stanic¥k UOR YMHURMD PR XNOM.

zrelije stadije osteoklastne loze.

8] PR GHO neilalacixkin protutijelaa diferencijaciju osteoklasta vitro PLaAHYH V
artritisom obradili smo neutralizacijskim protutijelima na receptore Notch 1 i Noictvigo.
6 REJLURP QD WR GD PLAHYL VRMD & %/ LPDMX UHODWLY
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RGQRVX QD SRGORAQLMH VRMHWH 3 L@ DWW UX. W QVD GAHHY XL M
GRELYDOH QHXWUDOL]DFLMVND SURWXWLMHOD L QHREUDVYt
REUDYHQL QHXWUDOL]DFLMVNLP SURWXWLMHOLPD LPDOL \
NRAWDQRM VWANRYyWWHPHD®L VX QHAWR PDQML YROXPHQ PL(
ADSDPD QR V RE]JLURP QD EURM REUDYHQLK ALYRWLQMD UL
Time smo pokazali da inhibicija receptora Notch 1 i Notch 2 tijekom razvoja artritigao

vierojaho GRYRGL GR SRMDpDQRJ VWYDUDQMD RVWHRNODVWQ
RVWHRNODVWH SULGRQRVH SDWRORANRM UDJJUDGQML NRV!'
&KHQH\ OLMHpHQMHP PLAHYD QHXWU D NdtdiDZFdodighiitb @ SUR W X
XEODADYDQMH RVWHRSHQLMH in Wée ®Q. NNedaljel HrulishRisl D RV W H
VXUDGQLFL VX SRND]DOL GD VH EORNLUDQMHP VLIQDOQRJ
sekretazom UNDVQLMLP VWDGLMLPD RVWHRNODVWRJHQH]H NRN
VPDQMXMH EURM RVWHRNODVWD GLI#@WHQFLUDH RE WD |ROORN b
R UDJOLpLWRP GMHORYDOQNNXN VEIUNRDNFXW HMU IDPH W RW D HXRAIWWH
potreban u kasnijim fazama osteoklastogeneze, a pretjerana aktivacija dovodi do osteopenije.
IDVXSURW WRPH X UDQLMLP ID]DPD VLIQDO SXWHP UHFHSV
loze prema osteoklastnimpRIJIHQLWRULPD 6HNLQH L VXUDGQLFL VX LV
LID]YDQ SULMHQRVRP VHUBRM. RISSRHQYDED BIHNWRUVNX ID]X
artritisa(87). S obzirom na to da su prethodno povezaliptmeNotch 2 i ligand DLL1 kao

YDAQH X SRWLFDQMX RVWHRNODVWRJHQH]H PLAHYH VX OLM
'/ 8 REUDYHQLK PLaAHYD GRAOR MH GR NOLQLpPpNRJ SRERON
RVWHRNODVWD X |JJCRERBRLFPDOQMNQUDp&HIRUPLWHWD L]D]®
VX X PRGHOX RVWHRSRUR]H L]D]YDQH RYDULMHNWRPLMRP
REUDYHQLPD QHXWUDOL]DFLMVNLP SURWXWLMHOLPD QD O
NRaAWDQH PDVH

6.5.Cli DQMHP VWDQLFD NRMH L]JUDAaDYDMX UHFHSWRU &; .

osteoklastne progenitore

8] PRGXODFLMX VLJQDOQRJ SXWD 1RWFK QHXWUDOL]DFLMW
NRULVWLOL L WUDQVJHQLpQH PL&MH VRMHYH nd uPRGXOD
RVWHRNODVWQLP SURJHQLWRULPD ,DNR VPR SUYRWQR RptF
smanijiti osteoklastogenezu u artritisu, pokusima s neutralizacijskim protutijelima pokazali smo

GD LQKLELFLMD UHFHSWRUD 1R Vésteoklastaivrrd/ &mkvivo8dvddiD pDY D V
GR SRYHUDQRJ EURMD RVWHRNODVWQLK SURJHQLWRUD L V

95



PRaH ELWL UH]XOWDW GMHORY @V B RV/IXWDMIHYAMOD XD LGAL
XWLADYDQMD V lichQu Dste@kRstnBopridgenitdima na njihovu aktivnost.

1DAD LVWUDALYDpPND VNXSLQouddddttdkKKRMB QRU IHH YR W R U G LOD
u artritisu i daoni SULGRQRVH SDWRORAa®BR M, ROZVOEIR Ns@okMMWRIHQH]L
SURJHQLWRUD L] NRAWDQH SuiddzeND pediforna Kif2 | 53539 F60H QLW R U
8 UHXPDWRLGQRP DUWULWLVX L SULNODGQLP PlediMd P PRGH
SRSXW NRaAWDQLK SULMHORPD GROD]L GR SRMDpPpDQRJ REU
SRWDNQXWLP XYMHWLPD SRMDpDQR QDGRPMH&AWDMX L SUF
WNLYD -HGDQ RG IXQNFLRQDOQR Y DabkldstiihEptogedrkaJedi W DN Y L |
kemokinski recepto€CX3CR1 (52, 53, 113) Novak i suradnici su potvrdili da se osteoklasti

potrebni za remodeliranje kalusa pri cijeljenju prijeloma uglavnom razvijaju iz CX3CR1
ostecokkDVWQLK SURJHQLWRUD L] FLUNXGDFLME P DS QHWK]R GI®
LVWUDALYDQMLPD NDR L SRpHWQLP r@IRsX ®a g2 DnijXloiMii OR S X |
SURJHQLWRUYIDMRML QMHIER; &5 PRJX XpLQNRYLWR XVPMHU
PLPEHQLND 58&%F(53). $obzironma toda smo utxdili da su gotovo svi osteoklastni
SURJHQLWRUL X SHULDUWLNXODUGQRNDNRJDDPORBMQOWUHA SRS
osteoklastnih progenitora koristili smo taj receptor k€eORYROMQR BASHEZAILPpDQ
NRQGLFLRQDOQX PRGXO bFse MoftistL $usERMP, d i QH2irdorHNA
LVWUDALYDpNR SLWDQMD ELOR QDP MH YDaQR R]QDpLWL
DUWULWLVRP WH VPR RG@&65p&OH(NRULADMNYW LORIQAIHWIH RPR J >
YUHPHQVNX UH JXaGiDralndg Yutd Wotch D5 iriom na to da se rekombinaza Cre
aktivira tek nakon primjene tamoksife(te08).

SULMH SRNXVD V XWLabYDQMHP VLIQDOQRJ SXWD 1RWFK S
PRAaHPR Okkifekoild Raktivirati rekombinazu Cre i u kojoj mijeri je rekombinacija
XPLOQNRSLWRBPRiU NULADQRJ VRMD "& ;Y& FXOOH(EUDHL VPR R]
VWDQLFH NRMH LJ]UDaDYDMX 7G7iR Ri\primjene Xawioksiféhh@d. VPR
RIQDpDYWR MWMHH{BHJ EU RMDVNFN R DBRADIX IOXRUHVFHQWQRJ E
definirali CX3CRT VWDQLFH X NRMLPD UHPRpXMHHEQ WL 5ESHQV X WL
njihovu tkivnu raspodjelu te potvrdili osteoklastogeni potj@htih stanica.Potvrdili smo @
VWDQLFH NRMH LJUDADYDMX 7G7RPDWR QDOD]JLPR X NR&W
PLAMLK abDSD'" VWDRPBWRERJDUHQH VX RVWHRNODVWQLP
TdTomatd VWDQLFH 7DNRYHU SRND]DOL VPR GD R&R@EHQR XPQI
DUWULWLVX W DodfrlaciiTdNométd Bseokladtri progenitoraPostoji nekoliko
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P L aM L-liKij&kodjd se koriste za gensku manipulaciju osteoklastnih progenitora, primjerice
LysMCre RANKCre i Csfr1Crg111) Nijedna od naveshih linija nije pop XQR VSHFLILpQD
RVWHRNODVWQX OR]X WH XNOMXpXMH L QHNH VXESRSXC(
pre KRGQLP LVWUDALYDQMERM jeOLQHMB @L NeRS BWINJMDRJID ELOD S
LVWUDALYDQMX SRODMPMNMMHL]IERUWRUDHWRIXNXDONMRUQH RV
kojisu SRGORSQOQLP VLIQDOLPD L XGRPOMDYDQMX X ]DKYDi
osteoklatogeni potencijal. No, hfOLpLWLP SURW R NdRsifenB Dtvi@ilDsmd @aMid W D P
CX3CRT" osteoklastnprogenitori razmjerno kratka L Y X fidrifernim tkivima, te smo zbog

toga obradu tamoksifenom morali ponavljati u nekoliko navrata tijekom razvoja artritisa.

66.8WLADYDQMH VLIJQDOQRJ SXWD 1RWFK X RVWHRNOD\

osteoklastogenezu

S obzirom QD WR GD VPR WDPRNVLIHQRP XVSMH&AQR SRND]DC
NRULAWHQMHP IOXRUHVFHQWQRJ ELOMHJD QDGDOMH VPR
Notchinvitro NRULVWHUL RVWHRNODVWQH SURJHQLWRI'H L] NULA
Inaktivacija transkLSFLMVNRJ PEB BHRYHNOD MH GR GLIHUHQFLMDFLN
TRAPP RVWHRNODVWD NRML VX WDNRYHU ELOL J]QDpDMQR YHI
diferencijacije preosteoklasta u kulturi dodatkom t#Sdovelo je do pdppDQH
RVWHRNODVWRJHQH]H D XWLaADYDQMH VLIJQDOQRJ SXWD
osteoklasta. Tim modelom dodatka -B# viro VPR RSRQDAaDOL XSDOQH XYMH\
artritisu i drugim imunosngposredovanim upalnim bolestingh23, 124) Za dodatnu provjeru
XpLQND PRGXODFLMH VLIQDOQRJ SXWD 1RWFK NRULVWLOL
SUHNR UHFHSWRUD 1RW FEX3CRIR¢ERTA/MODA*N 6 IXANDODLG QRMX pLQ |
XWLADSRPOMWDDQQD DNWLYDFLMD VLIQDOQRJ SXWD 1RWFK GR®
vitro 8 XSDOQLP XYMHWLPD XpLQDN DNWLYDFLMH VLJQEC
RVWHRNODVWRJHQH]H YL&AH QLMH ELR XRpOMLY &WR YMH
uvjetima drugi signalni putevi povezani s aktivacijosteoklatnih progenitoranadvladavaju
LQKLELFLMVNLNteh(QOM)VLIQDOD

Nadalje smo, in vivo SRNXVLPD X WUDQVJHQLpPQLK P IDaM Wl ab DD @/N!
VLIQDOQRJ SXWD 1RWFK SRYHUDYD EURM PLMHORLGQLK VW
udjela osteoklastnih progenitora. Ti rezultati sukladni su rezultatima koje smo dobili primjenom

neutralizacijskih protutijela na receptore Notchl1 1 RW F K 7TDNRYyHU ]JERJ QLVN
DUWULWLVD QLVPR XRpLOL ]QDpDMQH UD]JOLNH X WHAaLQL
SXWHP 1RWFK LPDOL QHAWR YHUX LQFLGHQFLMX EROHVWL
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V XWLAaDQLP VHBQDROMAK &GBX®WL VX YLAH RVWHRNODVWD X 1|
smanjenjeLQKLELFLMVNRJ XpLQND OLJDQGD -$5 dQgde sBaneH UHQF L
DNWLYDFLMD VLIQDOQRJ SXWD 1RWFK X PLAHYD V DUWULW
mijeloidnih stanFD L RVWHRNODVWQLK SURJHQLWRUD %DL L VX
NRULVWHOL /\VO&UH PLAHYH V XWLAaDQN&chIHONoREB D UHFH!:
PLMHORLGQRM OR]JL WH XWYUGLOL GD XWLE®D 0Dyt X]J]URN
UHFHSWRUD XWYUGLOL VX GD XwWLabyDQMH UHFHSWRUD 1R
=KDR L VXUDGQLFL VX LVWUDALYDOL XpLQDN XWLADYDQMD \
lozi (LysMCre/RBRJ'") na razvoj osteoklast&89). U in vitro XYMHWLPD VX X PL3Z
LysMCre/RBRI SRWDNQXOL VWYDUDQMH RVWHRMODRPALD LS B R RID
RVWHRNODVWRJHQH]X 7DN&WMU VRXNMIRPNDDQIHGIR @ W YMHPW U D Q
5ESM RVMHWOMLYL QD NRaAWDQR U DihD/vdD Iexd1gtd uB/RIMWID N Q X W R
PLAHYD NRMLPD MH SRWLVQXW L]JUDaDM UHFHSWRUD 58%:
osteoklastogeneze citokinom TNFXPLaHYD NRMLPD QHGRVWDMH WUDQVNL
QHRYLVQD R pLPEHQLNX 5%$1./ 1DGDOMH X PRGHOX DUWU
SRMDpDQRP DNWLYDFLMRP UHFHSWRUD 1RWFK SRND]DO
PLPEHQLND 5ESMH QIDNROQIQ PMMHPOLNX DUWULWLVD L XSDC
NDUDNWHULVWLpPQR ]D XSDOQL DUWULWLY $XWRUL VX WDN
ima ulogu negativnog regulatora osteoklastogeneze, posebice u upalnim stanjima, i direktno
kopL L]JU-DROMVAH SRYHUDYDNRMID ARML,3)JUDADM 1)$7F 6 GUX.
VXUDGQLFL XSRWULMHELOL VX PRGHO /\WVO&UH V XWLADY
HNVSUHVLMH GRPLQDQWQR QHJDWLYQRJ pLPHIDPanWD 0$0/
negdive MAML) (92) 8WLADYDQMH VLIJQDOQRJ SXWdnmardiRWFK X Pl
UHVRUSWLYQH IXQNFLMH RVWH eoKigsia \WgpdredidD © konXdindG U aD Q
VNXSLQRP &dWR JRYRUL @btrefidn Zddrmifelh Gartije BaXjsosteRRd St

8WYUGLOL VPR GD RVLP XpLQND Q@ibndlhbg puRaMoRtoWadi dFON O DV W L
S R M yp\DRERYrBz@rBnjaX DUWULWLVX -HGQD RG JODYQLK ]QDpDMN
razaranje kosaktvnim RVWHRNODVWLPD X] VPDQMHQMH RVWHREODV!
(2,125) 2VWHREODVWL RVWHRFLWL L RVWHRNODVWL QD VOR
RGUADYDMX ILJLRORANJXWNRBREWE AW RREAWDRQRJ WNLYD SURL
NRMLPD XWMHpX MHGQL QD GUXJH 6WRJD VPR X PLAHYD
CX3CRI" osteoklastnim progenitorima analizirali diferencijacijski potencijal osteoblastnih

SURJHQLWR UDWR WD R/RIRlHG)EAe u osteoblastogenezi u odnosu na

NRQWUROQH PLdA&HYH 8 LVWUDALYDQMX *RHO L VXUDGQLND
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]DGUADOL VX VSRVREQRVW SRWLFDQMD RVWHREODVWD D
uvjetima nije imala utjecaja na arhitekturu kd®) 6 GUXJH VWUDQH X PRGHOX IU
MH SRYHUDQD PLQHUDOL]DFLMD L VWYDUDQMH YHULK NDOX
u prilog smanjenojreRUSWLYQRM IXQNFLML RVWHRNODVWD V XWLa&D

SUHWUDALYDQMHP OLWHUDWXUH QLVPR XWYUGLOL GUXJD
XWLADQRJ SXWD 1RWFK X RVWHRNODVWQLP SURJHQLWRULP
koMD VX PRGXOLUDOD VLJQDOQL SXW 1RWFK X RVWHREOD
UHFHSWRUD 1RWEFK X VWURPDOQLP VWDQLFDPD X LVWUD
SRYHUDQRP SURL]YRGQMRP pLPEHQLND 5%$1./ L XSFaDOL VPL
aAWR JRYRUL X SULORJ VPDQMHQRM VSRVREQRVW@B5YWURPDC
Bai i suradniciVX XWLADOL LJUDabM UHFHSWRUD 1RWFK X RVWE
PLPEHQLND 23POR BRMRBEPM pLPEHQLND 5%$1./ QHSRVUHGQF
osteoklasta(86) 7DNRYyHU 1RYDN L VXUDGQLFL SRMDpDOL VX DI
osteohondsprogenitorima, ali nisu pokazali utjecaj na broj oktastain vivo (126)

6.7. Pretpostavljeni model djelovanja modulacije signalnog puta Notch na osteoklastne

progenitore u artritisu

Na temeljudobivenih UH]XOWDWD PR&HPR ]DNOMXpLWL GDIoy,JQDOQL
u regulaciji razvoja i aktivnosti osteoklasta u ranijim stadijima sazrijevanja te da aktivacija
VLIQDOQRJ SXWD 1RWFK NRpL GLIHUHQFLMDFLMX UDQLK S
YDaQX XORJX X UHJXODFLML GLIHIUHIQPLMBDHFQMMDRWBWRRED
citokina i osteoklastogeniPHGLMDWRUD UHJXOLUDMX NRQDpPQL LVKRG
VOLPQLK LVWUDALYDQIMNMRGQM HOER JV X ENRREBHDQUDDIER M & DVOKQN R L
WH UD]JOLpPLWLK P RyBathGypuraRIGShOLUDQMD VL

IDYHGHQLK QHNROLNR UDGRYD NRiMile 2aXiljahR OdtéoMAastGI. UD]OL
SURJHQLWR QD hE@ROLYPDOYMD 1RWFK VLIQDOD ][DMHGQR V (
QD ]DNOMXpDN GD ND QR @yathinovdgliPar @il altnbissteRRistkh

progenitoral DNR VX QHND LVWUDALYDQMD SRND]DOD GD LQKLEL!
SREROM&DQMD NOLQLpNH VOLNH DUWULWLVD RYLP VPR UD
QD SRVMDMPWOXQRVW RVWHRNODVWD L SRWR MHIGILENDD X PNDRAEIW Q
REJLURP QD NOLQLpNH WHUDSLMVNH RSFLMH EORNLUDQMD

99



7.

=DNOMXDpFL

. Stanice fenotipaCD45'Ly6G'CD3'B220'NK1.1'CD11b"°CD115 X NRAWDQRM VU

CD45'Ly6G'CD3'B220'NK1.1'CD116CD115 X VOH]HQL pLQH SRSX
osteoklastnih progenitofdNRML VH X] GRGDWDN RVWHRNODVWRJHQ

CSF diferaciraju u zrele osteoklaste.

2VWHRNODVWQL SURJHQLWRUL NRAWDQH VUAL L VOF
CX3CRJ, a ®ortirani CX3CRT osteoklastni progenitori imaju velik osteoklastogeni

potencijal

8 PLaMHP PRGHOX UHXPDWRLGQRJ DUWULWLVE SRYHUD
WDM XGLR SR]JLWLYQR NRUHOLUD V NOLQLPNLP UD]JYRMI

2VWHRNODVWQL SjuRrdditoré Midahde sighalibg putalNotphsebice
UHFHSWRUH 1RWFK L D X PL&AHYD V DUWULWLVRP SR
NRML LJUDaAaDYDMX UHFHSWRUH 1RWFK L

. Ligandi signalnog puta Not¢clJAG1 i DLL1 inhibiraju diferencijaciju ostklastnih

SURJHQLWRUD P Lads$tédkigibgBninKltursviiaV R P

,QKLELFLMD UHFHSWRUD 1RWFK L 1IRWEFK QHXWUL

diferencijaciju osteoklastnih progenitdravitro.

2EUDGD PL&HYD V DUWULW L ijeRianQ ieepWreND©OH T DNetictM VNLP S
2invivo SRYHUDYD XGLR PLMHORLGQLK VWDQLFD L RVWHRI

slezeni.

. U Plidin soju CX3CR1CreERT2/AI* pRSXODFLMD R]QDKICRT K VWDQ

RERJDUHQD MH RVWHRN,ODjV S Q4. Bod&ak Rodtddiiastogebilh. P D
pLPEHQLND 5-&$F/difer@ciraju u zrele osteoklaste.

8WLADYDQMH WUDQVNUL S FPLMWN RV RpVM:JRIE bBI@dM4RiIs E S M
progenitoriman vitro dovodi do paV D [y @o® &ktivacija receptora Notch 1P L &djl L

Cre+/NICD1)dovodi dosmanjee diferencijacije osteoklasta.
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10.8WLADYDQMH WUDQVNULS Fh Mi%N RPL aM.LIP BEVFHRM--0)8W 15 E 59 3
RVWHRNODVWQLP SURJHQLWRULPD X PL&4&HYD V DUWULMW
NR&W D QskepnMaJd/I WHRNODVWQLK SURJHQLWRUD X NRAWD!

11.0Osteoklastni progenitorizolirani iz DUWULWLPpQLK PL&A&HYD V XWL&aDQ
pLPEHQLNRmM 9®SMLAML VRM-IJRBRMBDPBQR VH GLIHUHQ
osteoklastén vitro.

12.8WLA&DYDQMH W U DEH/QNUNEL FBAIEVBWN RY RVERVHRNI® DWW QLP S|
PLAML VRMIRWH X5ABHpH QD GLIHUK@WBLMDFLMX RVWHRE

13.8WLADYDQMH WUDQVNUL S FPLM WIN RV RIM-JRIE bEIQdsi44I8irh E S M
SURJHQLWRULPD X PLaAHYD W DRMNAUH W MWRdR @Y RE R JGR
SRMDpDQH NRAWDRODRUVBNMXYDIGRGIHR PLQHUDOL]JLUDQH NI
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8. 6DAHWDN

Lokalni i sustavni gubitak kosti u reumatoidnom artritisu posliedddd SRMDpPDQH DNWL
osteokldV WD &LOM RYRJ UDGD Hrio8ulabljel signamoy Didta \NdtchXral Q N H
GLIHUHQFLMDFLMX RVWHRNODVWQLK SURJHQLWRl$® 2&3 L
potaknutog kolagenom OCP P L &MNHR & W D Q HCD%5U ¢6G 'CD3'B220'NK1.1
CD11b"°CD115) i slezeng(CD45'Ly6G'CD3'B220'NK1.1'CD11b*CD115) podrijetla su
PLMHORLGQH OR]JH L]JUDADYDMX NHPRNLQVNL UHFHSWRU &;
2&3 LJUDADYDMX VYD pHWLUL UHFHSWRUD VLJQDOQRJ SXW!
koji LTUDa&D Y D M XotdiHZFi 13.BMidang BCP ligandima signalnog puta Notch JAG1 i

DLL1 dovodi do inhibicije osteoklastogeneze. Obrada neutralizacijskim protutijelema n
UHFHSWRUH 1R Wédsteoklastagd@Mibyitid,@ bbrad PLAHYD V IMWiWwULWLVR
dovea MH GR $aR¥NHHIODR 2&3 .RULVWRHENW XMWQLEADHQ PP PLIQDOQL
Notch u OCRCX3CR1CreERT2/RBR) XRpLOL VPR SRMDpDQXA R P WAHRNO DV
soju s aktiviranom signalizacijom putem receptora Notch 1 u @XBCR1CreERT2/NICD1)
XRpLOL VARN RMQPMRNODVWRIHQH]X 8 DUWULWLpPQLK PLaHY
X 2&3 SRWYUGLOL VPR SRMDpDQX GLIHUHQFLMDFLMX RVWI
razgradNuNRMD GRYRGL GR VPDQMHQRJ YROXPHQD PLQHUDOL]I

inhibicijsku ulogu signalnog puta Notch u diferencijaciji osteoklastnih progenitora u artritisu.
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9. Summary

Notch signaling pathway of osteoclast progenitors in rheumatoid arthritis mouse model
OD&D )LOLSRYLU

Periarticular and systemic bone losgleumatoid arthritis is mediated by increased osteoclast
activity. We aimed to determine the effects of Notch signaling modulation on osteoclast
progenitor (OCP) differentiation and arthritteluced bone resorption in me collagen
induced arthritis Murine bone marrow and splenicOCPs, identified as
CD45'Ly6G'CD3'B220'NK1.1'CD11b"°CD115 and CD45Ly6G'CD3'B220'NK1.1'
CD11bCD115 cells,respectivelyderived from the myeloid lineage are specifically increased

in arthritisand express the chemokineeptor CX3CR1OCPsxpress all four Notch receptors

and aresusceptible to regulation through Notch signalimgarthritis we obseved an increase

in the frequency of OCPs expressing Notch 2 and 3. Stimulation with Notch ligand JAG1 and
DLL1 results ininhibition of osteoclast differentiation, and treatment with neutralizing
antibodies targeting Notch 1 and 2 results in incidtasteoclastogenesis vitro and increase
frequencyof OCPs in micdreatedin vivo. We used trasgenic mice with Notch signialg
inhibition (CX3CR1CreERT2/RBR) or Notch 1 overexpressiq@X3CR1CreERT2/NICD1)

in OCPs and obseed stimulated osteoclastogenesis with Notch deletion and reduced
osteoclastogenesis with Notch 1 signal activation. Arthritic mice with inhibition ofiNot
signaling in OCPs had increased osteoclast differentiation and reduced talar bone @oiume.
results confirm an inhibitory role of Notch signaling in osteoclast differentiation during

arthiitis.
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