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POPIS OZNAKA I KRATICA

A —adenin
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AP42 -amiloid peptid (Ap42)
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CD - cluster of differentiation
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DC — dendritic cell
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DUBA - deubiquitinating enzyme A

EAE - eksperimentalni autoimuni encefalitis
EDN - eosinophil-derived neurotoxin
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EGF — epidermal growth factor

ELISA — enzyme linked immunosorbent assay
ERK - extracellular signal-regulated kinase
FCS — fetal calf serum

FGF — fibroblast growth factor
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G-CSF — granulocyte colony stimulating factor
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HPV — humani papiloma virus
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IFN — interferon
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IRAK - IL-1 receptor associated kinase

IRF - IFN-regulatory factor
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JNK - Jun N-terminal kinase

LBP — LPS binding protein
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MACS —magnetic cell separation

MAP — mitogen activated protein

MCMYV — mouse cytomegalovirus

mDF — mouse defensin

MHC - Major Histocompatibility Complex

MIP - Macrophage Inflammatory Proteins
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1. UVOD I SVRHA ISTRAZIVANJA

1.1 Toll-like receptori

Obitelj Toll-like receptora (TLR) ima klju¢nu ulogu u prirodenim obrambenim mehanizmima
te u stecenom/specificnom imunolo§kom odgovoru. TLR (1) su evolucijski ocuvani proteini
koji domadinu omogucuju prepoznavanje velikog broja struktura bakterija, virusa, protozoa i
gljiva poznatih pod nazivom PAMP (pathogen associated molecular patterns) kao Sto su
bakterijski lipopolisaharid, virusna RNA, DNA s ponavljaju¢im sekvencama CpG, flagelin i
mnogi drugi (2). TLR takoder prepoznaju i cijeli niz liganada domacina koji nastaju
razaranjem razliCitih vrsta stanica u upalnim 1 stres reakcijama. Nakon vezivanja liganda 1
TLR-a dolazi do aktivacije niza signalnih puteva koji rezultiraju akutnim odgovorom
domacdina potrebnim za eliminaciju patogena (3,4). TLR takoder poti¢u i sazrijevanje
dendriticnih stanica koje su odgovorne za inicijaciju stecenog/specificnog imunoloskog
odgovora. Medutim nekontrolirana aktivacija TLR-a nosi i negativne posljedice. Tako se
pretjerana aktivnost pojedinih vrsta TLR-a povezuje s patogenezom autoimunih, kroni¢nih
upalnih i infektivnih bolesti (2,5,6). Primjerice, stimulacija TLR-a i izrazaj kostimulacijske
molekule CD40 na auto-antigen prezentiraju¢im dendritiénim stanicama inducira razvoj
dilatativne kardiomiopatije (7). Drugi zanimljiv primjer negativnog utjecaja TLR-a je u
razvoju ateroskleroze, gdje hipofunkcionalni polimorfizam TLR4 nosi manji rizik razvoju
ateroskleroze (2). Takoder postoje naznake da TLR sudjeluju u patogenezi dijabetesa melitusa
1 eksperimentalno induciranog autoimunog encefalomijelitisa (2). TLR imaju vaznu ulogu i u
razvoju 1 progresiji kroni¢nih upalnih bolesti kao $to su astma, bolest diSnih puteva
posredovanu TH2 odgovorom (T helper 2) te reumatoidnom artritisu, upalnoj bolesti
zglobova posredovanoj TH1 (T helper 1) odgovorom. U srediSnjem Zziv€anom sustavu
moguca je uloga TLR-a opisana u razvoju Alzheimerove bolesti. Naime, aktivacijom TLR2,
TLR4 1 TLRY9 na stanicama mikroglije, dolazi do stvaranja brojnih proinflamatornih
posrednika i nakupljanja  amiloid peptida (8-10). TLR mogu takoder inducirati i pojacati
egzacerbaciju infekcije poti¢uéi pretjeranu proizvodnju proinflamatornih citokina i tako
uzrokovati oSte¢enje tkiva ili s druge strane oslabiti zaStitni imunitet stimuliraju¢i funkciju
regulatornih T limfocita. Budu¢i da TLR prepoznaju Siroki spektar liganada patogena i
domacdina te da su izraZeni na velikom broju stanica, TLR mogu utjecati na pojavu i razvoj

mnogih upalnih i imunoloskih bolesti.



1.1.1 Toll-like receptori i njihovi ligandi

Ljudski 1 mi§ji Toll-like receptori ¢ine veliku obitelj s najmanje 11 ¢lanova (Tablica 1, Slika
1). TLR 1-9 su ocuvani kod ljudi i miSeva, dok je TLR10 funkcionalan jedino kod ljudi (1).
Nasuprot tome, TLR11 je prisutan i funkcionalan samo kod miseva, dok je kod ljudi njegova
translacija zakoCena (11). Istrazivanjima na ,knock-out® miSevima pronadeni su brojni

egzogeni (patogenog podrijetla) i endogeni (podrijetla domacina) ligandi TLR-a (12).

TLR2 i TLR4 glavni su receptori za prepoznavanje razlicitih dijelova bakterijske stijenke.
TLR4 je kljucan za ucinkovit odgovor domacina na gram-negativne bakterije te prepoznaje
lipopolisaharid (LPS) (13). Za vezanje LPS-a za TLR4 potrebni su i dodatni proteini — LBP
(LPS binding (vezujuéi) protein), prisutan u serumu, CD14 i MD-2 (slobodni ili na membrani
stanica) (14). JoS nekoliko molekula poput integrina CD11b/CD18 dodatno pospjesuju
stanicne odgovore na LPS (15). TLR4 takoder sudjeluje u odgovoru domadina na
pneumolizin, glavni c¢imbenik virulencije Streptococcusa pneumoniae te na proteine

respiracijskog sincicijskog virusa (16,17).

TLR2 posreduje stani¢ne odgovore na lipoproteine i lipoteihoi¢nu kiselinu (LTA) iz gram-
pozitivnih bakterija 1 mikobakterija (18,19) te na atipicni LPS (iz Porphyromonasa
gingivalisa) (20). TLR2 se aktivira i infekcijom gram-negativnih bakterija (npr. Francisellom
tularensis) (21). On takoder posreduje i imunoloski odgovor na lipoproteine niza organizama,
ukljucujuéi i Borreliu burgdorferi, Treponemu pallidum, Aspergillus fumigatus i Mycoplasmu
fermentes (6). Siroki raspon liganada koje vezuje TLR2 vjerojatno omogucuje
heterodimerizacija TLR2 s drugim TLR receptorima. Tako na primjer TLR1/2 heterodimer

vezuje niz lipoproteina razli¢itih od onih koje vezuju heterodimeri TLR1/6 (1).

TLR 3, 7 1 8 imaju znacajnu ulogu u stani¢nom odgovoru na viruse. TLR3 veze dvolancanu
virusnu RNA (22), a TLR 7 1 8 jednolantanu RNA (23, 24), nukleozide s
imunostimuliraju¢im svojstvima te nukleozidima sli¢ne lijekove kao $to su imidazokinolini 1

loksoribini (25, 26).

TLRO posreduje stani¢ni odgovor na bakterijsku DNA prepoznajuéi parove citozin-gvanina
(CpG motive) (21). Takoder ga aktiviraju i virusi Herpesa (27, 28) te Aspergillus (29). Tako

su miSevi s hipofunkcionalnim TLRY9 podlozni oportunistickoj infekciji misjim



citomegalovirusom (MCMV) (30). Prepoznavanje MCMV putem TLR9 receptora
plazmacitoidnih dendriti¢nih stanica (pDC) ili drugih tipova dendriti¢nih stanica izaziva

odgovor domac¢ina na MCMYV aktivacijom NK (natural killer) stanica (31).

TLR11 izrazen je na epitelnim stanicama mokra¢nog mjehura i posreduje odgovor na
infekcije uropatogenim bakterijama kod miSeva (11), te su tako miSevi deficijentni za TLR11
skloni urinarnim infekcijama. Nedavno je potvrdeno da profilinu sli¢na molekula protozoe
Toxoplasme gondii aktivira dendriti¢ke stanice putem TLR11 i potic¢e stvaranje interleukina-
12 (IL-12). Zanimljivo je da kod ¢ovjeka ne postoji funkcionalan TLR11 (11, 32), vjerojatno

zbog selektivnog gubitka tijekom procesa evolucije.

Osim $to TLR vezu ligande patogena, oni takoder interagiraju s molekulama domacina,
ukljucujuéi i antimikrobne molekule poput mis§jeg-defenzina 2 (mDF2) (33), ROS (reactive
oxygen species) (34), proteine koji se oslobadaju iz mrtvih ili umirucih stanica kao §to su
HMGBI1 (high mobility group box-1) (35), protein surfaktanta A (36), fibrinogen (37),
razgradne produkte ekstracelularnog matriksa poput fragmenta fibronektina (38),
oligosaharida hijaluronske kiseline (39) i EDN (eosinophil-derived neurotoxin) (40). Proteini
toplinskog Soka (heat shock proteini - Hsp) poput Hsp60, Hsp70, Hsp90 (gp90) takoder
aktiviraju TLR2 1 TLR4 1 poticu stvaranje proinflamatornih citokina monocita i makrofaga te
sazrijevanje dendritickih stanica. Medutim postoji 1 niz nepoznanica u definiranju to¢nog
podrijetla i prirode TLR liganada domacina i1 njihove interakcije s TLR-om. Tako na primjer
postoje dokazi koji ukazuju da bi ucinci proteina toplinskog Soka na lucenje citokina mogli
biti posljedica kontaminacije LPS-om (41). Takoder jo$ nije potpuno razjasnjeno kako brojni
agonisti stimuliraju jedan TLR, niti kako jedan agonist interagira s viSe razli¢itth TLR-a.
Moguée je da i druge akcesorne molekule ili receptori poput MD-2, CDI14 ili drugi

neidentificirani proteini imaju ulogu u prezentiranju liganada TLR receptorima (6).



Tablica 1. TLR i njihovi ligandi.(3,30,36,42)

TLRE&

Peptidoglycan (G+)
Lipoprotein
Lipoarabinomannan

[Mycobacierna)

LP5 (Leptospira) ’

LPS (Forphyromonas) LPS (G-)

GF! ( Trypanosoma cruzi)

Zymosan (Yeast) RSV F protein

A

TLR1  CD14

Lipoteichoic acids (G+) |

Slika 1. Prikaz Toll-like receptora i njihovih liganada.

Unmethylated

dsRNA |F|agn|||n' CpG DNA
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TLR  Podrijetlo liganda Ligandi

TLR1 Bakterije i mikobakterije Triacil lipopeptid
Neisseria meningitides Topivi ¢imbenici

TLR2 Gram-pozitivne bakterije Peptidoglikan (PGN)
Brojni patogeni Lipoprotein/lipopeptidi
Gram-pozitivne bakterije Lipoteihoi¢na kiselina
Mikobakterije Lipoarabinomanan
Staphylococcus epidermidis Fenol-solubilni modulin
Trypanosoma cruzi Glikoinozitolfosfolipidi
Treponema maltophilum Glikolipidi
Neisseria Porini
Gljive Zimosan
Leptospira interrogans Atipicni LPS
Porphyromonas gingivalis Atipicni LPS
Domacin Hsp70 (Heat shock proteini)
Domacin EDN (Eosinophil-derived neurotoksin)

TLR3  Virusi Dvolan¢ana RNA

TLR4  Gram-negativne bakterije Lipopolisaharidi (LPS)

Biljke

Taksol



TLR  Podrijetlo liganda Ligandi

RSV (Respiratory syncytial virus) Fuzijski protein

MMTV (Mouse mammary tumor Proteini ovojnice
virus)
Chlamydia pneumoniae Hsp60
Domacin Hsp60, Hsp70
Domacin Tip III ponavljajuca ekstra domena A
fibronektina
Domacin Oligosaharidi hijaluronske kiseline
Domacin Polisaharidni fragmenti heparan sulfata
Domacin Fibrinogen
TLRS Bakterije Flagelin
TLR6 Mikoplazme Diacil lipopeptidi
TLR7  Sinteti¢ki spojevi Imidazokinolini
Sinteticki spojevi Loksoribini
Sinteticki spojevi Bropirimini
Virusi Jednolan¢ana RNA
TLR8  Sinteticki spojevi Imidazokinolini
Virusi Jednolancana RNA
TLRY9  Bakterije i virusi CpG ODN (Oligodeoksinukleotidi)
Malarija Pigment hemozoin

TLR10 Nepoznato

TLR11 Toxoplasma gondi Profilinu sli¢an protein

1.1.2 Grada i signalni putevi Toll-like receptora

Citoplazmatska domena Toll-like receptora vrlo je sli¢na onoj obitelji interleukina-1 (IL-1)
receptora te se tako naziva Toll/IL-1 receptor (TIR) domena. Ekstracelularni dijelovi ovih
receptora znatno se razlikuju i nisu strukturno srodni. Receptor IL-1 sadrzi ,,Ig-like* (Ig-
sli¢nu) domenu dok TLR nose leucinom bogate ponavljaju¢e sekvence (leucin-rich repeats —
LRRs) u izvanstani¢nom dijelu. Nizvodno od TIR domene u signalnom putu svih TLR osim

TLR3, adaptorska je molekula MyD88 (Myeloid differentiation primary response gene 88).



TLR3 i TLR4, uz prisutan MyD88 signalni put, aktiviraju signalni put neovisan o MyD88 koji
zapocinje regrutacijom adaptorske molekule TRIF (TIR-domain-containing adaptor protein-
inducing IFN-B) (43-51). Nakon stimulacije, TLR dimeriziraju, mijenjaju konformaciju, vezu
MyD88 koji regrutira IRAK (IL-1 receptor associated kinase) i omogucuje joj interakciju s
TLR-om preko ,death“ domena (domena smrti) obaju molekula. IRAK se aktivira
fosforilacijom te veze TRAF6 (TNF receptor associated family 6) S§to dovodi do nizvodne
aktivacije dva razlicita signalna puta i kona¢no do aktivacije JNK (c-Jun N-terminal kinase) 1

NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) (Slika 2).

Slika 2. TLR MyD&8 ovisan signalni put.

TLR

MyD88

IRAK-1 IRAK-4

TAB1
TAKA R
TRAFB! | =i TRAFE
Uav A bel3
NEMO! 1-/
LA, 45%

NF-«B
ﬁ * OJMK (MAP kinases)

ﬂu—'*ﬁu—*

Molekula IRAK je serin/treonin kinaza vezana uz IL-1 receptor te uz TIR domenu (52). Do
sada su opisana Cetiri ¢lana IRAK obitelji: IRAK-1, IRAK-2, IRAK-4 i IRAK-M. Proteini
IRAK obitelji sastoje se od N-terminalnog dijela koji interagira s MyD88 i centralne domene
s aktivnosti kinaze. IRAK-1 1 IRAK-4 sadrze za funkciju kinaze kljucan aspartatni ostatak
koji nije ofuvan u IRAK-2 i IRAK-M S§to ih ¢ini kataliticki inaktivnima (53). IRAK-4
fosforilira IRAK-1 nakon TLR stimulacije i tako je aktivira (54) te je stoga srediSnji
posrednik TLR signalnog puta. Nasuprot tome, IRAK-M ,knock-out“ miSevi pokazuju



izrazito pojacano stvaranje proinflamatornih citokina nakon stimulacije TLR-a te pretjerani
upalni odgovor na bakterijsku infekciju §to upucuje na inhibicijsku ulogu IRAK-M u

prijenosu signala TLR-a (55).

TRAF6 je ¢lan obitelji ¢imbenika vezanih za receptor za TNF (tumor necrosis factor)
(56). Nakon aktivacije TLR-a TRAFG6 se regrutira i veze za kompleks TLR-a i IRAK-1 koja
ga tada aktivira. Kompleks IRAK-1/TRAF6 disocira od receptorskog kompleksa i veze se s
TAK1 (TGF-B-activated kinase 1) te TAK1 vezuce proteine TAB1, TAB2 i TAB3 (TAK
binding proteins) u membrani dijelu. IRAK-1 ostaje u membrani i razgraduje se, dok se
kompleks TRAF6, TAK1, TABI, TAB2 i TAB3 pomice u citoplazmu i formira veliki
kompleks s drugim proteinima poput E2 ligaza (ubikvitin protein ligaze) Ubc13 1 UevlA (57).
Ubcl3 i UevlA kompleks katalizira sintezu poliubikvitinskog lanca na TRAF6 i IKK-
v/NEMO (IxkB kinase/NF-kB essential modulator). Ubikvitinacijom se aktivira kompleks
TRAF6, TAKI1, TAB1, TAB2 i TAB3, nakon ¢ega TAKI fosforilira IKK- i MKK6 (MAP
kinase 6) koji zatim moduliraju aktivaciju NF-xB, MAP kinaza (mitogen activated protein
kinase) i AP-1 (activator protein-1) Sto rezultira transkripcijom gena upalnog odgovora (58).
Naime IKK-f fosforilira IkB (inhibitor of kB) §to uzrokuje njegovu disocijaciju i aktivaciju

NF-«B.

Nasuprot tome, kod TLR 3 i TLR4 (uz MyD88 ovisan signalni put) nizvodni prijenos signala
zapocinje adaptorskom molekulom TRIF (Slika 3). TRIF putem TRAF3 aktivira TBKI
(TRAF-family-member-associated NF-kB activator (TANK) binding kinase 1). TBK1 medu
ostalim obuhvaca obitelj inducibilnih kB kinaza (IKK-i, takoder poznatu pod imenom IKK- &
) koje izravno fosforiliraju IRF-3 1 IRF-7 (IFN-regulatory factor-3 i 7). Tako fosforilirani
IRF3 i IRF7 tvore homo- i heterodimere, translociraju se u jezgru i potiCu izrazaj interferona
tipa I kao i interferon inducibile gene (2,3,59-62). MyD88 neovisnim putem takoder se
aktivira NF-xB 1 sinteza citokina putem interakcije TRIF i TRAF-6 (63).



Slika 3. MyD88 ovisan i neovisan put.
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U oba TLR signalna puta (MyD88 ovisnom i neovisnom) sudjeluje i niz adaptorskih molekula
kao Sto su (TIRAP)/Mal (TIR domain-containing adaptor protein/MyD88-adaptor-like) 1i
TRIF/TICAM-1 (TIR domain-containing adaptor inducing IFN-B/TIR domain-containing
adaptor molecule) (64-67). Smatra se da te molekule omogucuju specificnost pojedinih TLR
signalnih kaskada. TIRAP/Mal vezuje se uz MyD88 i klju¢an je za prijenos signala TLR2 i
TLR4 te aktivaciju JNK i NF-kB (68,69), a ne nalazi se kod TLR3, TLRS, TLR7 i TLRO te ne
aktivira IRF-3. Druga adaptorska molekula TRIF/TICAM neophodna je za MyD88 neovisan
prijenos signala TLR3 i TLR4, indukciju IFN-P i sintezu citokina u kasnijoj fazi (70,71).

1.1.3 Negativni regulatori TLR signalnog puta, IRAK-M i Bcl-3

TLR su najpoznatiji senzori invazije patogenih mikroorganizama. Klju¢ni su za razvoj
urodenog imuniteta na patogene. Medutim, jacina 1 trajanje aktivacije TLR signalnog puta

strogo je regulirana, buduci da njihova pretjerana aktivacija moze biti opasna



Slika 4. Signalni putevi TLR-a i negativna regulacija.
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za domadina. Presnazna upala moze uzrokovati autoimmune bolesti kao S§to su
eksperimentalni autoimuni encephalitis, sistemski lupus eritematodes i dr. Ravnoteza se

odrZava brojnim negativnim regulatorima, a regulacija je vrlo precizna (5,72) (Slika 4).

Ekspresija vecine negativnih regulatora moze se inducirati samom aktivacijom TLR-a i
djeluje na principu negativne povratne sprege. Medutim postoje i neki konstitutivno izrazeni
¢imbenici koji postaju funkcionalni tek nakon produzene aktivacije TLR-a. Svaki negativni
regulator ima svoj ciljni protein, a mehanizmi djelovanja im se razlikuju. Naj¢es¢i mehanizmi
su degradacija, deubikvitinacija 1 kompeticija. Negativni regulatori ne mogu medusobno

kompenzirati funkcije te u slu¢aju nedostatka jednog od njih nastaju bolesti.



Ubikvitinacija je jedan od mehanizama koji dovodi do razgradnje signalnih molekula i tako
ko¢i prijenos signala. Ubikvitini su peptidi izgradeni od 76 aminokiselina, a vezu se na
proteinski substrat koji se tada usmjerava i razgraduje u 26S proteasomu. Nekoliko negativnih
regulatora prijenosa signala TLR-a koristi ovaj princip. Tako Triad3A (Triad domain-
containing protein 3 koji ima funkciju ubikvitin-protein ligaze), vezuje ubikvitin na TLR4 i
TLR9 1 potice njihovu razgradnju (73). Drugi je primjer (SOCS)-1 (suppressor of cytokine
signalling-1) koji prepoznaje fosforiliranu adaptorsku molekulu Mal, inducira njezinu
razgradnju te tako zaustavlja prijenos signala s TLR2 i TLR4 (74). Tako djeluje i Pinl (prolyl
isomerase 1) koji preko IRF3 suprimira TLR3 aktivaciju (75). Poticué¢i lizosomsku
degradaciju TAB2 i TAB3, TRIM30a (Tripartite-motif protein 30a) dio je negativne povratne

sprege koja smanjuje stvaranje proinflamatornih citokina IL-6 i TNF-a (76).

Ubikvitinacija, medutim moze olakSavati interakcije proteina i tako dovesti do aktivacije
signalnog puta, stoga je deubikvitinacija jo$ jedan od mehanizama inhibicije prijenosa signala.
Tako deubikvitiniraju¢i enzim A20 odstranjuju¢i K63-vezani poliubikvitinski lanac s TRAF6
prekida aktivaciju NF-kB (77). Slicnan u¢inak ima i CYLD (cylindromatosis protein) na
prijenos signala TLR2 vezu¢i se na TRAF6, TRAF7, NEMO, Bcl3 i TAKI. (78) te DUBA
(deubiquitinating enzyme A) interagiraju¢i s TRAF3 (79).

Kompeticija inaktivnih molekula sa signalnim molekulama takoder zaustavlja prijenos
podrazaja TLR-a. Tako inaktivna adaptorska molekula SARM (Sterile alpha and Armadillo
motif containing protein) natjeCuc¢i se s adaptorom TRIF koc¢i nizvodne interakcije TIR
domene TLR-a (80). IRF5 1 IRF7 transkripcijski su faktori koji poticu ekspresiju
proinflamatornih citokina i tipa I interferona, a interagiraju s MyD88. IRF4, sljede¢i u nizu
negativnih regulatora, vlastitim vezanjem za MyD88 onemogucava vezanje IRF5 (81).
Nefunkcionalni homolog TLR4 — RP105 (radioprotective 105) vezu¢i se s TLR4
onemogucava primarnu interakciju s LPS-om (82). Sli€an ucinak ima i1 nefunkcionalna

molekula MyD88 (83,84).

Sljedeca skupina inhibitora TLR signalnog puta djeluje drugim mehanizmima. Jedan od
inhibitora je i ¢lan obitelji IRAK kinaza — IRAK-M. Iako posjeduje 12 serin/treonin kinaza
subdomenu, nedostaje joj katalitiCki aktivan aspartat te tako i kataliticka aktivnost kinaza
IRAK-1 i IRAK-4. Zanimljivo je da je IRAK-M wuglavhom izrazena u
monocitima/makrofazima, dok su IRAK-1, IRAK-2 i IRAK-4 eksprimirane ubikvitarno. U

usporedbi s makrofazima divljeg tipa, IRAK-M deficijentni makrofazi stvaraju znatno vise



razine citokina stimulacijom TLR-a, osobito CpG DNA. Kod IRAK-M-deficijentnih
makrofaga izlozenih CpG DNA, fosforilacija JNK, p38, i ERK1/2 pojacana je ubrzanom
fosforilacijom i degradacijom IkBa. Takvi makrofazi ne razvijaju toleranciju na endotoksin, a
razine citokina nakon restimulacije s LPS-om se ne smanjuju kao §to je to slucaj kod
makrofaga divljeg tipa. IRAK-M onemoguéava formiranje IRAK-1/TRAF6 kompleksa
inhibiraju¢i disocijaciju IRAK-1 od MyD88 (85) ¢ime ostvaruje inhibiraju¢i ucinak na

prijenos signala.

Bcl-3 (B cell leukemia) interagira s p50, ¢lanom obitelji NF-kB, a pripada obitelji IxB
molekula. Makrofazi 1 dendriticne stanice porijekla Bcl-3 deficijentnih miSeva sintetiziraju
znatno vie citokina na podrazaj LPS-om u usporedbi s onima divljeg tipa. Bcl3”~ makrofazi
pretretirani s LPS-om gube mogucénost razvoja tolerancije na endotoksin koja se javlja kod
onih divljeg tipa te se ocituje smanjenom proizvodnjom citokina nakon restimulacije LPS-om.
U istrazivanju TLR tolerancije in vivo na modelu miSeva kimera koStane srzi pokazano je da
pretretiranje LPS-om miSeva koji su dobili koStanu srz divljeg tipa $titi od septickog Soka,
dok misevi s Bcl3”” koStanom srzi umiru od septitkog Soka. Negativna regulacija TLR
signalnog puta Bcl-3 molekulom uzrokavana je vezivanjem Bcl-3 s p50. Kod nestimuliranih
makrofaga divljeg tipa, homodimeri p50 zauzimaju vezna mjesta za NF-kB na molekuli
DNA. Nakon stimulacije s LPS-om dolazi do poliubikvitinacije i degradacije p50 1 njegove
zamjene transkripcijski aktivnim dimerima c-Rel 1 p65. Bcl-3 produzuje poluvrijeme vezanja
p50 za DNA njegovom stabilizacijom i u¢inkovitom inhibicijom poliubikvitinacije te tako
kontrolira 1 ograni¢ava odgovor na LPS (86). Od ostalih negativnih regulatora valja spomenuti
TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) koji stabilizira IxB-a (87) te
solubilne TLR4 i TLR2 receptore za koje se smatra da ometaju vezivanje liganda za

koreceptor TLR-a (88,89).
1.1.4 Uloga Toll-like receptora u patogenezi bolesti

Iako su TLR vazni za prvu liniju antimikrobne obrane, oni imaju 1 ulogu u razvoju mnogih
upalnih 1 imunoloskih bolesti budu¢i da prepoznaju i ligande podrijetla domacdina. U

sljede¢em poglavlju izneseni su primjeri uloge TLR-a u nastanku razli¢itih patoloskih stanja.

U razvoju bolesti koje zahvacdaju sredi$nji ziv¢ani sustav opisana je uloga TLR-a u nastanku
Alzheimerove bolesti. Mikroglija  eksprimira profil TLR-a slican perifernim

monocitima/makrofazima (90) — izrazito TLR2 i TLR3, umjereno TLR1, TLR4, TLRS,



TLR6, TLR7 i TLRS te vrlo malo TLR9 (42,91). Aktivacijom TLR2, TLR4 i TLR9 dolazi do
pojacanog upalnog odgovora te nakupljanja PB-amiloid peptida (AP42) koji je izravno
neurotoksican te stimulira mikrogliju na lu€enje neurotoksi¢nih posrednika (92-94). Takoder
se istrazuje uloga TLR-a u razvoju multiple skleroze ili sliéne bolesti u miSeva —
eksperimentalnog autoimunog encefalitisa (EAE). Pronadeno je da signalna kaskada TLR3 i

TLR4 potice T stani¢nu infiltraciju u EAE te tako i njegovu indukciju i progresiju (95-97).

TLR posreduju i u razvoju pluénih bolesti ukljucujuéi astmu i brojne infektivne bolesti. TLR
su izrazeni na alveolarnim makrofazima, glatkim miSi¢ima diSnih puteva, fibroblastima,
memorijskim T stanicama i regulatornim T limfocitima (36,98-106). Indukcija i progresija
upale u astmi koordinirana je interakcijom antigen-prezentiraju¢ih stanica (APC) 1 T
limfocita, a pobliZe regulirana stanjem aktivacije TLR-a uglavnom na APC. Dokazano je da
niskodozna stimulacija TLR4 usmjerava odgovor domaéina prema TH2 fenotipu,
dominantnom tipu odgovora u astmi (107-111). Nedavno je pokazano da odredeni
polimorfizmi TLR2mogu djelovati zastitno u razvoju astme (112), te da agonisti TLR2 imaju
terapijski uc¢inak induciraju¢i Thl odgovor (113,114), kao i agonisti TLR9 — nemetilirani CpG
(115-118). Funkcionalnost TLR-a vrlo je bitna za zastitu od infektivnih bolesti plu¢a. Tako su
za svladavanje infekcije Chlamydiom pneumoniae potrebni funkcionalni TLR2 i TLR4 (119),
a kod deficijentnih TLR2, TLR4 1 TLRY javlja se podloZnost tuberkulozi (120-122). O¢uvani
TLR2 i adaptorska molekula MyD88 znafajni su za ucinkovitu obranu od Legionelle
pneumophillae (123), MyD88 od Cryptococcus neoformans (124), a TLR3 od virusa
Influenze A (125).

Gastrointestinalne epitelne stanice izrazavaju gotovo sve poznate TLR (126-129), a njihova
aktivacija precizno je regulirana. Poremecaji u ekspresiji i aktivnosti odredenih TLR-a uo¢eni
su kod niz bolesti probavnog sustava. Predispozija za razvoj 1 odrzanje upalnih bolesti crijeva
povezuje se s pojacanim izraZzajem i odredenim polimorfizmima TLR4 (CB i UC), TLRS te
sli¢nim receptorima Nod (nucleotide-binding oligomerization domain proteins) — Nod2 (130-
139). Takoder je utvrden promijenjeni izrazaj TLR2 i TLR4 u upalnom odgovoru izazvanom
H. Pylori (127,140,141) te promjena ekspresije TLRS 1 TLR9 na Zelu¢anoj sluznici koja prati
infekciju ovom bakterijom (142). Opisana je i povezanost sklonosti infekciji razli€itim

patogenima s mutacijama TLR-a (143-147).

Ocuvani TLR4 1 TLRY takoder su vazni za ucinkovito svladavanje bakterijskih infekcija

bubrega (148-152). Obzirom da su razli¢iti TLR izrazeni u razli¢itim slojevima koze (153-



155) zanimljiva je njihova uloga u razvoju razliitih klinickih slika odredenih dermatoloskih
bolesti. Tako se primjerice tuberkuloidni oblik lepre povezuje s pojacanom ekspresijom
TLR1/2 u kozi (156), dugotrajne akne vulgaris s pojacanom ekspresijom TLR2 (157), a
smanjeni izrazaj TLRS, promijenjeni raspored TLR2 i pojacani izrazaj TLR1 s razvojem
psorijaze (153,158,159). Oc¢uvana funkcija TLR2/1 heterodimera nuzna je za ucinkovit

imunolos§ki odgovor na Borreliu burgdorferi (160,161).

TLR signalni put takoder se povezuje s razvojem malignih bolesti, §to podupiru i sljedeci
rezultati bazi¢nog 1 klinickog istrazivanja. Mnoge se kroni¢ne upalne bolesti povezuju s
razvojem malignih bolesti uklju¢uju¢i upalne bolesti crijeva, hepatitis te infekciju
Helicobacterom pylori (162). Stimulacijom TLR2/9 Helicobacterom pylori u kroni¢nom
gastritisu aktivira se ciklooksigenaza-2 (COX-2) te se time podrZava razvoj karcinoma Zeluca
(163). Na modelu misjeg metastatskog karcinoma dojke pokazana je uloga LPS-a u poticanju
metastaziranja tumora. Stimulacijom TLR4 receptora mijenja se fenotip makrofaga koji
infiltriraju tumor u tzv. M2 fenotip, koji osim izraZzene imunosupresivne funkcije ima i ulogu
u poticanju neoangiogeneze i tumorske invazije (164). LPS takoder moze poticati tumorsku
progresiju djeluju¢i izravno na maligne stanice, induciraju¢i NF-kB i posljedicno tome
ekspresiju -1 integrina ¢ime se potice adhezija tumorskih stanica za endotel i1 ekstracelularni
matriks te tako i1 tumorska invazija, a kod odredenih stni¢nih linija koje posjeduju MyD88
funkcionalni signalni put iducira se i antiapoptoza (165). Tako je kod misjeg CT-26
kolorektalnog karcinoma, tumor promoviraju¢i u¢inak LPS-a posljedica stvaranja upalnih
citokina poput TNF-a, primarno od strane stanica prirodenog imuniteta (166). TLR na
tumorskim stanicama moze doprinjeti i izbjegavanju imunoloSkog nadzora pa tako kocenje
signalnog puta TLR4 dokida supresiju proliferacije T limfocita i aktivira NK stanice,
usporavajuci rast tumora i produzavajuéi prezivljenje oboljelih miSeva (167). Na temelju
iznesenog, moze se zakljuciti da aktivacija TLR-a u tumorskom tkivu doprinosi subverziji

imunoloskog odgovora domacina i progresiji malignoma (Tablica 2).



Tablica 2. Uloga Toll-like receptora u razvoju malignih bolesti.

TLR Tumorske stanice koje TLR funkcije Citati
eksprimiraju TLR

TLR2/TLR9 Karcinom zeluca Progresija tumora [163

TLR4 Karcinom dojke Progresija tumora [164

TLR9 Gliom Apoptoza tumorskih stanica 174

TLR7, TLR9 Kroni¢na limfocitna leukemija Stani¢na smrt CLL-a [178
(CLL)

TLRS Mis§ja stanicna linija Promocija tumorskog rasta u ranoj [179]
karcinoma dojke D2F2 fazi, a inhibicija u kasnoj

TLR3 Stanice karcinoma dojke Apoptoza stanica karcinoma [180

TLR2, TLR3, Karcinom laringsa Nepoznato 181

TLR4

Toll-like receptori takoder se istrazuju u svrhu ciljane antitumorske terapije, kao cilj
antitumorskih vakcina kojima se nastoji prevladati tolerancija imunoloskog sustava, postici
njegova reaktivacija te tako i prepoznavanje i1 uniSenje tumorskih stanica. Osnova aktivacije i
usmjeravanja imunoloskog odgovora prema tumorskim antigenima je koriStenje
odgovarajucih adjuvansa koji poti¢u ucinkovitu proizvodnju protutijela i funkciju ubilackih
stanica (168). Poznato je da je sazrijevanje dendriti¢nih stanica i indukcija proizvodnje
citokina, koji ¢ine osnovu antineoplasticne aktivnosti BCG-CWS (Bacillus Calmette-Guerin
cell wall skeleton) kod karcinoma mokra¢nog mjehura posredovano TLR2 i TLR4 (169).
Tako je 1 antitumorska aktivnost modifikatora bioloSkog odgovora OK-342 (preparata
Streptococcus pyogenesa) ovisna o aktivaciji TLR4, a ispituje se u lijeCenju karcinoma glave i
vrata (170). Aktivacija TLR3 dvolan¢anom RNA (dsRNA) na dendriti¢nim stanicama potice
stvaranje interferona tipa I koji inducira apoptozu tumorskih stanica i citotoksicnost NK
stanica (171). CpG ODN (oligodeoksinukleotidi) oponasaju¢i imunostimulacijski ucinak
bakterijske DNA, aktiviraju TLR9 receptor 1 predstavljaju potentan adjuvans za terapiju B
stani¢nih limfoma (172). Imikvimod, TLR7 agonist, u Sirokoj je uporabi za lijecenje
bazeocelularnog karcinoma, a uz imunostimulacijske ima 1 izravne proapoptoti¢e ucinke na
tumor (173). Sli¢no stimulacija TLR9 CpG-om, izrazenog na ljudskim i mi§jim stanicama

glioma, produzuje prezivljenje miseva s eksperimentalno induciranim tumorima mozga. CpG



snizava razinu TLR9 nakon ¢ega slijedi apoptoza GL261 stanica glioma in vitro kao i in vivo.
Takoder, stimulacija CpG-om pojacava antigen prezentiraju¢e sposobnosti mikroglije,
usmjeravajuc¢i imuni odgovor prema CD8(+) T stanicama te smanjujuci broj CD4(+)CD25(+)
regulatornih T stanica. Stoga se primjena CpG ispituje u imunoterapiji glioma (174).
Zanimljivo je da bi TLR agonisti mogli biti osobito podgodni u lijeCenju kroni¢ne limfocitne
leukemije (CLL) obzirom na visoku ekspresiju nekoliko TLR-a ukljucujué¢i i TLR7 1 TLRY.
Agonisti TLR-a mogli bi indirektno unistiti CLL stanice poti¢u¢i aktivnost NK 1 citotoksi¢nih

stanica ili mijenjajuéi mikrokoli$ tumora i ko¢e¢i angiogenezu (175).

Imunoloski adjuvansi izazivaju razli¢ite odgovore domacina ciljano djeluju¢i na razlic¢ite TLR
receptore 1 njihove unutarstani¢ne adaptore. Aktivacija TLR7, TLR8 i TLR9 inducira sintezu
IFN-a, potice u€inkovitiju prezentaciju antigena, aktivira citotoksicne T limfocite i polarizira
imuni odgovor u Thl smjeru (176). Signalizacija putem TLR4 i TLRS poticu¢i proizvodnju
IL-12 u dendriti¢nim stanicama takoder stimulira Th1 odgovor (177). Novije studije ukazuju i
na potencijalno negativne u¢inke TLR-a u antitumorskom lije€enju. Naime, odredeni ligandi
TLR2 usmjeravaju imuni odgovor prema TH2 (177). Stoga ¢e biti potrebno pazljivo odabrati
ciljni TLR, te koristiti razlic¢ite kombinacije TLR agonista u odgovaraju¢im uvjetima ili
upotrebljavaju¢i TLR ligande s drugim imunostimulansima (177). Takoder se javlja i problem
smanjivanja TLR imunostimulacijskog uc¢inka u slucaju kada postoji velika tumorska masa.
Tako unato¢ primjeni TLR3 i TLR4 liganada, LPS-a i poli IC, zbog negativnog djelovanja
velikog broja tumorskih stanica, ne dolazi do aktivacije dendritickih stanica, indukcije MHCII
niti ekspresije kostimulacijskih molekula CD40 1 CD86 te stvaranja citokina IL-12, TNF-a i
IL-6. Tumorske stanice takoder induciraju inhibitorne molekule (B7-DC, B7-H1 i CD80) na
dendriticnim stanicama slezene in vivo 1 na dendriti€nim stanicama porijekla kostane srzi, ¢ak
1 uz prisutnost TLR agonista. Rezultati ovih istrazivanja morat ¢e se uzeti u obzir u razvoju

imunoterapije tumora (178).

Toll-like receptori imaju vaznu ulogu u infektivnim, upalnim i malignim bolestima.
Razumijevanje znacaja njihovog signalnog puta u patogenezi bolesti otkriva potencijal
primjene njihovih liganada u klinici te u razvoju specificnog imunomoduliraju¢eg lije¢enja

ukljucujudi i ciljanu antitumorsku terapiju.



1.2 Agonisti Toll-like receptora 7/8

TLR7 i TLRS receptori su filogenetski i1 strukturno srodni ¢lanovi TLR obitelji, a zajedno s
TLRY ¢ine jednu od Sest TLR skupina (182). TLR7 i TLR8 lokalizirani su unutar stanice u
endosomima, sli¢no kao i TLR3 i TLRY, a smo manji dio TLRS8 nalazi se na povrsini stanice
(183-185). Ova cetiri receptora Cini grupu tzv. antivirusnih TLR-a. TLR7 1 TLRS su receptori
jednolanc¢ane RNA (single stranded RNA — ssRNA) i smatraju se aktivatorima urodenog
imunosnog odgovora na infekciju virusom. Sekvence RNA koje stimuliraju oba receptora
nisu potpuno razjasnjene, ali se smatra da ssSRNA bogata GU i poli-U sekvencama stimulira
oba receptora (186-188). Nacin modifikacije nukleozida RNA utjeCe na raspoznavanje i
razlikovanje virusne i ljudske ssSRNA (189). Znanstveni i klinicki interes za TLR7 i TLR8 u
podrucju tumorske biologije proizlazi iz antitumorske aktivnosti malih molekula koje djeluju

kao agonisti jednog ili oba receptora (190-192).

Brojne su male molekule agonisti TLR7 1 TLR8 dostupne na trzi$tu. Jedna od najpoznatijih 1
registrirana kao lijek je imikvimod (R837). Aktivira dominantno TLR7, a vrlo slabo TLRS
(183). Rezikvimod (R848) selektivni je ligand TLR7 u miseva te TLR7 i TLRS kod ljudi.
Izaziva jacu sekreciju citokina, aktivaciju makrofaga i stani¢ni odgovor u usporedbi s
imikvimodom (193-196). Gardikvimod aktivira TLR7, a tek u visokim koncentracijama
TLRS. Sljede¢i komercijalno dostupan spoj je CLO75 koji znacajnije stimulira TLRS, potice
sekreciju TNF-a i IL-12 u ljudskim PBMCs (peripheral blood mononuclear cells), a manje
aktivira TLR7. Nasuprot tome CL097 dominantno stimulira TLR7 aktiviraju¢i NF-kB pri
koncentraciji 0,1 pg/ml medija, dok je koncentracija od 1 pg/ml medija potrebna za isti u¢inak
stimulacijom TLR8 (197-201). Zadnji u nizu spojeva je loksoribin (gvanozinski analog) ¢ija

je aktivnost uglavnom ogranicena na TLR7 (183,202,203).

Ovisno koji receptor znacajnije stimuliraju razlikuju se 1 ucinci ovih molekula. Tako
dominantno stimulacija TLR7 inducira sekreciju IFN-a i IFN-reguliranih kemokina kao I-
TAC 1 IP-10, dok stimulacija TLRS8 potice sekreciju proinflamatornih citokina i kemokina
ukljucujuéi i TNF-a i IL-12 te MIP-1a (197). Od znacaja za antitumorski imunosni odgovor je
uc¢inak imidazokinolina na NK stanice. TLR8 agonisti znacajnije neizravno aktiviraju NK

stanice u odnosu na TLR7 agoniste (198).



1.2.1 U¢inci na stanicu inducirani agonistima TLR7/8 receptora

TLR7/8 agonisti modificiraju upalni odgovor i stvaranje upalnih medijatora. Budu¢i da
dendriti¢ne stanice na stimulaciju imikvimodom reagiraju najviS§im koncentracijama citokina
smatraju se stanicama njegovog primarnog odgovora (204-206). Imikvimod takoder inducira
funkcionalno sazrijevanje epidermalnih Langerhansovih stanica i stimulira njihovu migraciju
u regionalne limfne ¢vorove gdje poticu T stani¢ni odgovor (207). Stimulacija TLR7 ili TLRS8
signalnih puteva imidazokinolinima rezultira aktivacijom centralnih transkripcijskih faktora,
osobito NF-kB, koji induciraju transkripciju niza gena poput onih za citokine, kemokine,
adhezijske molekule i proteine povezene s apoptozom (208). Topicko lijeCenje kutanih
tumora 1 virusima uzrokovanih lezija imikvimodom rezultira pojac¢anom ekspresijom gena s
funkcijom urodenog imuniteta (209,210) kao §to su [FN-a, TNF-a, IL-2, -6, -8, -12, G-CSF i
GM-CSF te mnogi kemokini (193,204-206,211). TLR7/8 agonisti induciraju 1 IFN-y. Zbog
navedenih ucinaka imikvimod, kao TLR7/8 agonist, inducira infiltraciju subkutanog
melanoma plazmacitoidnim dendritickim stanicama na miSjem modelu (212). Moze se
zakljuciti da citokini inducirani imikvimodom i TLR7/8 agonistima usmjeravaju imunoloski
odgovor prema THI1 tipu, a suprimiraju TH2 odgovor. Time se indirektno stimuliraju
protutumorski citotoksi¢ni T limfociti i NK stanice (198,213-217) putem aktivacije i poticanja
sazrijevanja antigen prezentiraju¢ih dendritinih stanica. Antitumorski odgovor takoder
induciraju 1 izravno poti¢u¢i nastanak antitumorskih dendriti¢nih stanica tzv. NKDC (natural

killer dendritic cells) stanica koje po€inju eksprimirati granzim B, perforine i TRAIL (218).

Zbog navedenih imunostimuliraju¢ih svojstava ravijeni su i sintetski TLR7/8 agonisti,
imidazokinolini koji su se u pocetnim ispitivanjima koristili kao potencijalni antivirusni
lijekovi (219-221). Medutim, nakon $to je potvrden njihov protutumorski ucinak u
pretklini¢kim istrazivanjima (192), primjena imidazokinolina u$la je i u eksperimentalnu i
klinicku onkologiju. Imikvimod se tako poceo koristiti u lijeCenju genitalnih bradavica
uzrokovanih virusom HPV-a (222). Klinicke studije su pokazale njegovu djelotvornost i u
lije€enju bazeocelularnog karcinoma (223-227), keratoakantoma (228,229), aktinickih
keratoza (230-234), Bowenove bolesti (235,236), kutanih metastaza melanoma (237-240) te
kutanih T-stani¢nih limfoma (241-244). Njegovoj ucinkovitosti u lije¢enju navedenih bolesti
drugih TLR7/8 agonista (218,245). Drugi sintetski agonisti TLR7/8, kao §to je rezikvimod,

ispituju se u klini¢kim studijama kao potencijalni antivirusni lijekovi (246,247).



Temeljem navedenog moze se zakljuciti da imidazokinolini antitumorski u¢inak ostvaruju
dominatno putem stimulacije sinteze proinflamatornih citokina, kao Sto je IL-12, aktivirajuci
signalne puteve TLR7/8 receptora i NF-kB, ¢ime induciraju TH1 protutumorski stani¢no

posredovani odgovor.

1.3 Uloga negativnih regulatora TLR signalog puta, IRAK-M i Bcl-3, u razvoju

imunotoleracije u protrahiranoj sepsi i tumoru

Brojni klinicki i eksperimentalni dokazi ukazuju da se kod pacijenata sa sepsom razvija stanje
“imunopralize” tijekom razvoja bolesti. Nakon pocetnog snaznog proinflamatornog odgovora,
inducira se antiinflamatorni odgovor koji ublazava jacinu upale i1 posljedicno tome oStec¢enje
tkiva. Smatra se da upravo taj protuupalni odgovor znacajno doprinosi podloZznosti ovih
kriticno bolesnih pacijenata sekundarnim bolnickim infekcijama. Ovakvo stanje
imunosupresije u protrahiranoj sepsi povezuje se sa smanjenom reaktivnoS¢u stanica
monocitno-makrofagnog sustava (248,249). Naime, dokazano je da monociti periferne krvi
pacijenata u protrahiranoj sepsi reagiraju znatno oslabljenom proizvodnjom proinflamatornih
citokina na stimulaciju endotoksinom — lipopolisaharidom (LPS-om), agonistom TLR4, §to se
povezuje s loSijom prognozom ovih bolesnika (250-254). Opisano je nekoliko molekula koje
posreduju u navedenom procesu imunosupresije. Za jednu od njih, IRAK-M (Interleukin-1
receptor-associated kinase — M), pokazano je da pozitivno korelira s mortalitetom u gram
negativnoj sepsi (255). Stovise, ekspresija IRAK-M je poveéana i u uvjetima eksperimentalno
inducinane endotoksinemije (256). IRAK-M negativan je regulator signalnog puta Toll like
receptora u stanicama monocitno-makrofagnog sustava (85,257,258). Kao §to je ve¢ opisano
vezuci se za molekulu IRAK-4, IRAK-M onemogucéava nizvodni prijenos signala TLR-a tj.
koci interakciju IRAK-4 i IRAK-1 te posljedi¢no transkripciju proinflamatornih citokina —
TNF-a 1 IL-12 (259). Ulogu IRAK-M u negativnoj regulaciji potvrduju i istraZzivanja u¢injena
na transgenim zivotinjama s inaktiviranim ,knock-out“ genom za IRAK-M (IRAK-M7/
misevi), kod kojih se nakon stimulacije TLR-a u ex vivo testovima dobila znacajno veca
koncentracija proinflamatornih citokina u odnosu na kontrolne Zivotinje ,,wild type* (260). U
istom istrazivanju pokazana je i zastitna uloga inaktivacije gena za IRAK-M. Tako IRAK-M'/*
miSevi imaju znacajno Vvisi postotak prezivljenja tijekom 10 dana gram negativne

bakterijemije (80%) u odnosu na kontrolne ,,wild type* Zivotinje (0%).



Sli¢no njezinoj ulozi u sepsi, istrazivanja su pokazala ulogu IRAK-M u imunosupresiji
izazvanoj tumorima (261). Najbolji dokaz za to su IRAK-M/" miSevi, koji su rezistentni na
rast inokuliranih tumorskih stanica za razliku od kontrolnih Zivotinja (262). lako monociti
periferne krvi imaju potencijalno citotoksi¢an ucinak na tumorske stanice, nakon $to
infiltriraju tumor monociti — makrofazi, 1 budu izloZeni TLR4 agonistu - hijaluronskoj kiselini
(HA) koju proizvode tumorske stanice, oni pocinju eksprimirati IRAK-M, smanjeno luciti
citokine vazne za protutumorski odgovor (IL-12), poprimaju deaktivirani fenotip i pocinju
podupirati tumorski rast (263), a njihov poveéani broj nosi loSiju prognozu kao §to je
pokazano na primjeru karcinoma dojke (264). Stoga oni postaju novi cilj terapijskih
intervencija. Uzimajuci u obzir navedena istrazivanja, moze se zakljuciti da je imunosupresija
povezana sa sepsom i tumorima posredovana slicnim signalim putevima, te da ovisi o

protrahiranoj stimulaciji agonista TLR4.

Drugi negativni regulator signalnog puta TLR4 je molekula B-cell leukemia-3 (Bcl-3),
takoder inducirana stimulacijom lipopolisaharidom (LPS). Uloga Bcl-3 je stabilizacija
kompleksa transkripcijskih faktora p50 Sto dovodi do inhibicije transkripcije gena i smanjene
proizvodnje citokina. U kulturi makrofaga pokazano je da Bcl-3 smanjuje odgovor
proinflamatornih citokina nakon stimulacije LPS-om (265). Sukladno tome Bcl-37/" miSevi i
Bcl-37/ stani¢ne kulture preosjetljive su na TLR aktivaciju te ne mogu kontrolirati odgovor na
LPS (266). Ekspresija Bcl-3 tako ima ulogu u ograni¢avanju upalnog i imunoloskog odgovora
kao posljedice stimulacije TLR receptora. Bcl-3 posreduje jo§ jedan vazan mehanizam
imunosupresije. U radu Grundsrom 1 sur. (267) opisana je njegova uloga kao transkripcijskog

represora sinteze IL-2 CD4+ T limfocita, te tako posreduje u razvoju njihove tolerancije.

1.4 Polarizirani M2 makrofazi

Navedeni negativni regulatori TLR signalnog puta IRAK-M i Bcl-3 eksprimirani su u tzv. M2
polariziranom fenotipu makrofaga primjer kojih su makrofazi koji infiltriraju tumorsko tkivo
te monociti periferne krvi septi¢nih pacijenata. Medu ostalim ¢imbenicima upravo i ove dvije

molekule doprinose M2 fenotipu monocita/makrofaga.



Sami M2 makrofazi — ili alternativno aktivirani makrofazi ¢ine ekstrem kontinuuma
funkcijskih stanja (od M1 do M2) koja su inducirana razli¢itim signalima iz mikrookolisa.
Razli¢iti fenotipovi makrofaga razlikuju se u ekspresiji receptora, sintezi citokina i kemokina
te efektorskim funkcijama. Tako M1 fenotip stvara IL-12, vazan za poticanje protutumorskog
i protuvirusnog imuniteta, kao i TNF-a i i niz prinflamatornih citokina, dok M2 makrofazi
proizvode imunosupresivni IL-10, TGF-B te antagonist receptora IL-1 (IL-1ra), ublazavaju
upalni 1 steCeni Thl imuni odgovor, odstranjuju stani¢ni debri te poticu angiogenezu, tkivno
remodeliranje 1 obnovu (268,269). IL-14, IL-13, IL-10 i glukokortikoidi, te TLR4 agonisti kao
Sto su hijaluronska kiselina u tumoru i lipopolisaharid u protrahiranoj sepsi, poti¢u
alternativno aktivirani fenotip makrofaga i polariziraju tip Il odgovora. Navedeni stimulusi
(TLR4) induciraju negativne regulatore TLR signalnog puta IRAK-M i Bcl-3, ¢ija ekspresija
takoder karakterizira upravo tumor infiltriraju¢e makrofage i endotoksin tolerantne monocite

u sepsi (263,267,270-272).

Kao $to je ve¢ navedeno, makrofazi koji infiltriraju tumore (Slika 5), kao 1 oni u protrahiranoj
sepsi, polariziranog su M2 fenotipa, slabije prezentiraju antigene suprimiraju aktivaciju i
proliferaciju T limfocita, oslobadaju¢i prostaglandine, IL-10 i TGF- (273-280). Oni takoder
stvaraju niz ¢imbenika rasta koji mogu poticati rast tumora, neoangiogenezu i razgradnju
vezivnog tkiva kao Sto su EGF, FGF, TGF-B, VEGF, kemokini, metaloproteinaze MMP9,
uPA (281). Tako stvorene metaloproteinaze imaju vece znacenje od same razgradnje
vezivnog tkiva, one naime promoviraju i angiogenezu i oslobadanje drugih faktora rasta
potrebnih tumoru (282-283). Smatra se da ovako alternativno aktivirani makrofazi koji poticu
angiogenezu, remodeliranje tumorske strome 1 disfunkciju citotoksi¢nih T limfocita,
podrZzavaju rast tumora, slabe imunoloski odgovor te da su moguéi uzrok nedjelotvornosti
antitumorskih vakcina (284). Stoga su se pocele istrazivati brojne ciljane antitumorske
terapijske intervencije koje bi smanjile utjecaj ili broj ovih stanica te tako smanjile rast

tumora.



Slika 5. Tumorski makrofazi s polariziranim M?2 fenotipom.
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1.5 SVRHA ISTRAZIVANJA

Nase istrazivanje usmjeno je upravo na trazenje potencijalnog puta reaktivacije ili promjene
fenotipa alternativno aktiviranih makrofaga kako bi smanjili njihov utjecaj na subverziju
imuniteta u sepsi 1 malignim bolestima. Reaktivacija bi ukljucila ponovnu uspostavu sinteze
citkina kao Sto je IL-12 vazan za indukciju protutumorskog i protuvirusnog imuniteta te
snizavanje negativnih regulatora TLR signalnog puta, IRAK-M i Bcl-3. Kako bi se to postiglo
koristen je TLR7/8 agonist CL097 zbog njegovih ve¢ ranije opisanih imunostimuliraju¢ih
uc¢inaka. Potencijalno reaktiviraju¢i ucinak CL097 najprije je testiran na modelu
hiporeaktivnih monocita, a kasnije je istrazivanje proSireno i na njegovu ex vivo primjenu na
perifernoj krvi pacijenata sa sepsom i malignim diseminiranim tumorima gdje je takoder

procijenjeno njegovo imunostimulirajuce djelovanje.



2. CILJ ISTRAZIVANJA 1 HIPOTEZA

2.1 CILJ ISTRAZIVANJA

Do sada je opisano deset razli¢itih humanih TLR receptora, vaznih u posredovanju prirodene i
steCene imunosti (285). Istrazena je njihova uloga ne samo u stimulaciji imunoloskog
odgovora ve¢ 1 u imunosupresiji. Tako protrahirana stimulacija TLR4 receptora izaziva
hiporeaktivnost monocita/makrofaga, koje nalazimo u krvi pacijenata s protrahiranom sepsom
1 u tumorskom tkivu, te se smatra odgovornom za endotoksinom izazavanu toleranciju i
deaktivaciju monocita u tumoru. Tako promijenjeni monociti/makrofazi pokazatelji su losije
prognoze, te bi uspostavljenje njihovog aktivnijeg fenotipa moglo biti od vaznosti u

postizanju u¢inkovitijeg antitumorskog i antimikrobnog odgovora.

U navedenom primjeru hiporeaktivnih monocita/makrofaga dolazi do negativne regulacije
signalnog puta TLR4 receptora te posljedicno tome do manje proizvodnje proinflamatornih
citokina. Malo je poznato o utjecaju drugih TLR agonista na negativnu regulaciju signalnog
puta TLR4, te moze li se on reaktivirati kada je jednom deaktiviran. Otkriveno je da
kostimulacija TLR4 i TLR7/8 receptora dovodi do sinergistickog ucinka na proizvodnju
proinflamatornih citokina poput TNF-o 1 IL-12 (257,270,286-291), Sto upucuje da dva
navedena agonista TLR-a aktiviraju proizvodnju citokina dvama razli¢itim signalnim

putevima.

Ovi rezultati navode na razmisljanje da bi TLR 7/8 agonisti mogli zakociti ekspresiju
negativnih regulatora TLR signalnog puta, kao §to su IRAK-M i Bcl-3. TLR 7/8 agonisti
molekule su jednolancane RNA ili sintetski imidazokinolinski spojevi poput CL097 (271) ili
rezikvimoda. Ovi su spojevi do sada u klinici nasli primjenu kao adjuvansi cjepiva protiv
virusa hepatitisa B, a istrazuju se 1 u fazi II klinickih studija lijeenja infekcije virusom
hepatitisa C (272). U naSem bi se istrazivanju CL097 pokuSao primijeniti u svrhu umanjivanja
imunosupresije uzrokovane protrahiranom stimulacijom TLR4 receptora

monocita/makrofaga. Stoga bi ciljevi ovoga rada bili:

(1) istraziti moze li TLR 7/8 agonist CL0O97 umanyjiti ekspresiju proteina IRAK-M 1 Bcl-3,

negativnih regulatora TLR4 signalnog puta, vaznih za izazivanje hiporeaktiviteta



monocita (hiporeaktivitet postignut prolongiranom stimulacijom TLR 4 agonistima —
LPS i HA; tako promijenjeni monociti odgovaraju onim u bolesnika sa sepsom 1 tumor
infiltriraju¢im makrofazima),

(2) ispitati u¢inak TLR7/8 agonista CL097 na proizvodnju citokina (TNF-a, IL-12, IL-
10) i ekspresiju povrsinskih stani¢nih biljega u kulturi hiporeaktivnih monocita, te
tako prikazati potencijalni ucinak stimulacije TLR 7/8 agonistom na uspostavljanje
aktiviranog imunofenotipa monocita, vaznog u antitumorskom i antimikrobnom
imunoloskom odgovoru.

(3) usporediti imunoreaktivnost (stvaranje citokina nakon ex vivo stimulacije TLR
agonistima) pune krvi bolesnika sa sepsom i malignim diseminiranim tumorima s
onom zdravih dobrovoljaca.

(4) pokusati ex vivo modulirati promijenjenu imunoreaktivnost krvi navedenih bolesnika

stimulacijom TLR 7/8 agonistom.

2.2 HIPOTEZA

Na temelju iznesenog postavljena je sljedeca hipoteza istraZivanja:
»Agonist Toll like receptora 7/8 - CL097 inhibira ekspresiju negativnih regulatora signalnog

puta Toll like receptora 4 — molekula IRAK-M 1 Bcl-3 vaznih za hiporeaktivitet monocita.*



3. MATERIJALI I METODE ISTRAZIVANJA, BIOLOSKI
UZORCI I ISPITANICI

3.1 Bioloski uzorci

U svrhu istrazivanja koristili su se uzorci periferne krvi bolesnika sa solidnim malignim
tumorima u stadiju metastatske bolesti i bolesnika sa sepsom te zdravih dobrovoljaca.
Bolesnicima i zdravim dobrovoljcima jednokratno je izvadena 1 epruveta (9 ml) periferne
krvi u svthu ex vivo stimulacije agonistima Toll-like receptora (TLR) radi ispitivanja
imunoreaktivnosti. Takoder je uzet uzorak od 90 ml periferne krvi zdravim dobrovoljcima
radi izolacije, kultivacije i1 ex vivo stimulacije monocita te istrazivanja njihovog imunoloskog

odgovora.

3.2 Ispitanici i kontrolna skupina

U istrazivanje je ukljueno 12 bolesnika sa solidnim malignim tumorima (prosje¢na dob 72
godina), 12 bolesnika sa septickim Sokom (prosjecna dob 59 godina) hospitaliziranih na
Klinici za kirurgiju, Algemeines Krankenhaus u Becu i 15 zdravih dobrovoljaca (prosjecna
dob 32 godina). Pacijenti s metastatskom malignom bolesti imali su karcinom kolona (n=4),
gusterace (n=5), dojke (n=1), kolangiocelularni karcinom (n=1) i karcinom bronha (n=1) te
unazad 4 tjedna nisu bili podvrgnuti kirurSkom zahvatu, niti su primili kemo- ili
imunoterapiju. Svi bolesnici sa septickim Sokom bili su na adrenergickoj potpori
(katekolamini > 0,1 pg/kg/min) te je Sok trajao dulje od 3 dana. Svi su pacijenti bili mehanicki
ventilirani. Septicko ZariSte bilo je kod 6 pacijenata u trbuhu (perforacija kolona, pankreatitis),
kod 4 u plu¢ima (pneumonija) te je kod 2 pacijenta sepsa bila neodredenog podrijetla. Broj
ispitanika/dobrovoljaca odabran je na temelju literaturnih podataka i male varijacije rezultata.
Istrazivanje je odobrilo Eti¢ko povjerenstvo Medicinskog fakulteta u Becu, te potvrdilo
Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta u Zagrebu. Od svih je pacijenata i dobrovoljaca

dobiven informirani pristanak.



3.3 Materijali

Izolirani monociti kultivirani su u mediju RPMI 1640+GlutaMax-I (GIBCO, Invitrogen,
Carlsbad, CA) uz dodatak 10% FCS (fetalnog teleceg seruma; GIBCO, Invitrogen, Carlsbad,
CA) i antibiotika (100 IU/ml penicilina, 10 pg/ml streptomicina, GIBCO, Invitrogen,
Carlsbad, CA). Sustav MACS LS separacijskih stupaca 1 anti-CD14 magnetnih cestica
kupljeni su od Miltenyi Biotech (Auburn, CA). LPS koji smo koristili je LPS E. coli O55:B5
prociséen ionskom kromatografijom od Sigma Aldrich (St. Louis, MO), TLR-7/8 ligand
CL097 (www.invivogen.com/PDF/CL097_TDS.pdf) od Invitrogen, Carlsbad, CA i kalijeva
sol hijaluronske kiseline od Sigma Aldrich (St. Louis, MO). Primarno anti IRAK-M

protutijelo za Western blot kupljeno je od Chemicon International (Temecula, CA), primarno
Bcl-3 protutijelo od Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA), sekundarni anti-zec¢ji IgG
Cy5 konjugat od Jackson ImmunoResearch (West Grove, PA). Odredivanje citokina TNF-a,
IL-10 1 IL-12 u supernatantu kulture stimuliranih stanica i iz plazme, nakon ex vivo
stimulacije pune krvi, u€injeno je pomo¢u ELISA kita od R&D Systems (Minneapolis, MN).
Protutijela oznacena florokromima za proto¢nu citometriju su: FITC konjugirana protutijela
protiv CD14 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), CD80 (Immunotech, Marseille,
FR) 1 CD40 (BD Biosciences Pharmingen, San Jose, CA) te PE konjugirana protutijela protiv
CD14, receptora za manozu - MR (Immunotech, Marseille, FR), TLR2 i TLR4 (eBioscience,
San Diego, CA). Stani¢na linija MCF-7 kupljena je od ATCC (Manassas, VA). Za
neutralizaciji IL-10 kori$teno je monoklonsko anti-humano IL-10 protutijelo (R&D Systems,

Minneapolis, MN).

3.4 Metode

3.4.1 Izolacija, kultivacija i ex vivo stimulacija makrofaga dobivenih od monocita

Izolacija mononukleara periferne krvi (PBMC) i monocita (CD14+ stanica) iz pune
krvi: Mononukleari periferne krvi (PBMC - peripheral blood mononuclear cells) zdravih
pacijenata izolirani su centrifugiranjem u Ficoll-Paque Plus (GE Healthcare, Bio-Sciences
AB, Uppsala, Svedska). Iz PBMC — monociti, odnosno CD14 pozitivne stanice, dalje su
izolirane tehnologijom MACS stupaca, koja se temelji na upotrebi MACS MicroBeads
(mikrocestica), MACS LS Columns (koloni) i MidiMACS separatora (Slika 6). MACS

MicroBeads — mikrocCestice, sastoje se od protutijela vezanih za vrlo male,



superparamagneticne cCestice. Protutijela su usmjerena na razliite povrSinske stani¢ne
markere specificne za T, B limfocite, NK stanice ili kao u naSem slucaju monocite (anti
CD14). MACS kolone su plasti¢ni stupci koji u svom srediSnjem dijelu sadrze feromagnetic¢ne
Cestice, a pricvrséuju se u MidiMACS separator, drzac s vrlo jakim magnetnim poljem. Tek
smjestanjem u separator, MACS kolona dobiva trajna magnetska svojstva. Proces izolacije
stanica protjeCe na sljede¢i nacin. Pri prolasku kroz kolonu stanice oznacene s MACS
mikrocesticama zaostaju u koloni zbog jakog magnetnog polja, dok neoznacene stanice samo
prolaze kroz kolonu. Na posljetku se stanice zaostale u koloni izdvoje na nacin da se kolona
odstrani iz separatora, time gubi magnetna svojstva, a stanice se dobiiju ispiranjem i
protiskivanjem kolone MACS puferom. MACS kolone su specijalizirane za separaciju stanica
promjera do 30 um — monocita, T ili B limfocita te NK stanica, a LS MACS kolone, koje su
kori§tene u nasim eksperimentima, prilagodene su za maksimalni ulazni broj stanica 2x10°, a

maksimalni broj izoliranih stanica iznosi 10,

Postupak se odvija na sljede¢i nacin. Nakon izolacije PBMC, stnice se isperu u MACS puferu,
te inkubiraju tijekom 16 min na ledu s CD14+ MACS &esticama (u koncentraciji 20 ul/10” st.)
u MACS puferu (80 ul/107 st.). Staniéna suspenzija PBMC nanese se u LS kolonu, u
midiMACS separatoru. Magnentno oznacene CDI14+ stanice ostaju u koloni, dok se
neoznacene ispiru. Nakon odstranjivanja LS kolone iz magnetnog polja separatora, magnetno

oznacene stanice CD14+ dobiju se protiskivanjem kroz kolonu.

Slika 6. Postupak izolacije monocita iz periferne krvi: a) periferna krv, b) izolacija PBMC
centrifugiranjem u Ficollu; c) oznacavanje PBMC s MACS MicroBeads — mikrocesticama i
pozitivna separacija MACS tehnologijom; d) MACS LS kolona u MidiMACS separatoru; e)

izolirani monociti.
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Kultivacija CD14+ stanica i ex vivo stimulacija TLR agonistima: CDI14+ stanice su
kultivirane tijekom 24 h u multiwell plocama (sa 6 jaZica, gustoéa stanica: 1,25x10°
stanica/ml/jaZici ploce) u RPMI 1640+GlutaMax-I mediju s dodatkom 10% FCS (fetalnog
calf seruma - fetalnog teleCeg seruma) i antibiotika (100 IU/ml penicilina i 100 pg/ml
streptomicina). Nakon pocetne kultivacije od 24 sata, stanice su stimulirane TLR4 ligandima
(lipopolisaharidom - LPS ili hijaluronskom kiselinom - HA) samim ili u kombinaciji s
TLR7/8 agonistom CL097 tijekom sljede¢ih 24 sata. Dio stanica ostavljen je 48 sati u kulturi
bez stimulacije kao kontrola. Dizajn eksperimenta prikazuje Slika 7. U pokusu neutralizacije
ucinka IL-10 blokiraju¢im protutijelom, izolirane stanice kultivirane su 24 sata, zatim su
inkubirane s monoklonskim anti humanim IL-10 protutijelom u koncentraciji 5 pg/ml tijekom
jednog sata, nakon cega dalje stimulirane s LPS/HA/CL097 na prethodno opisan nacin. U
eksperimentu s ponovljenom LPS stimulacijom nakon pocetne kultivacije od 24 sata, stanice
su stimulirane s LPS-om s ili bez dodatka CL097 tijekom sljede¢ih 24 sata, nakon Cega su
isprane i dodatno stimulirane s LPS-om 24 sata ili su ostavljene u kulturi bez stimulacije kao
Sto je prikazano na Slici 8. Za pokus sa stimulacijom makrofaga tumorskim supernatantom
(sadrzi hijaluronsku kieslinu) u kulturu je dodan tijekom svih 48 sati tumorski supernatant sa
ili bez dodatka CL097 tijekom drugih 24 sata kulture. Za stimulaciju LPS je razrijeden u 0,9%
NaCl (Mayrhofer Pharmazeutika Linz, Austria) i primijenjen u koncentraciji 100 ng/ml
medija. CL097 je razrijeden u vodi proc¢is¢enoj od endotoksina (InvivoGen, Carlsbad, CA) na
koncentraciju od 2,5 pg/ml medija (prema preporuci proizvodaca). Tumorski supernatant
dobiven je 24 satnom kultivacijom stani¢ne linije MCF-7 karcinoma dojke, filtriran je i dodan
u kulturu makrofaga kao 20% dio volumena medija. Kalijeva sol hijaluronata HA je
resuspednirana u PBS -/- (Phosphate buffered saline; GIBCO, Invitrogen, Carlsbad, CA) 1
primijenjena u koncentraciji 200 pg/ml medija, Sto odgovara koncentraciji koja dovodi do
maksimalne proizvodnje TNF-a, nakon c¢ega nastupa faza zasienja (prema naSim

eksperimetalnim podacima).



Slika 7. Graficki prikaz dizajna eksperimenta stimulacije monocita — 48h.

Slika 8. Graficki prikaz dizajna eksperimenta stimulacije monocita — 72h.




3.4.2 Ex vivo stimulacija pune krvi

Radi stimulacije pune krvi pacijenata i zdravih dobrovoljaca izvadeno je 9 ml pune krvi u
heparinizirane epruvete (Lithium Heparin, Vacuette, Greiner bio-one, Kremsmuenster,
Austria) u kojima je i1 u¢injena stimulacija ex vivo s TLR4 agonistom: LPS-om (100 ng/ml) ili
HA (200 pg/ml), s ili bez dodatka TLR 7/8 agonista CL097 (2,5 pg/ml) ili bez stimulacije
(Slika 9). Tako stimulirana krv kultivirana je na 37 °C tijekom 4 sata. U pokusu ex vivo
stimulacije pune krvi zdravog dobrovoljca hijaluronskom kiselinom radi dobivanja
vremensko/dozne kinetike citokina TNF-a, puna krv je stimulirana s HA u sljede¢em rasponu
doza: 0 pg/ml, 1 pg/ml, 10 pg/ml, 100 pg/ml, 200 pg/ml, 500 pg/ml, 1000 pg/ml tijekom 1, 2,
4, 8120 sati.

Slika 9. Dizajn eksperimenta stimulacije pune krvi ex vivo.
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3.4.3 Identifikacija makrofaga dobivenih iz monocita i odredivanje TLR2, TLR4, MR,
CD40 i CD80 protoc¢nom citometrijom

Proto¢na citometrija je metoda kojom se odreduje broj i analiziraju svojstva mikroskopskih
Cestica ili stanica rasprSenih u mlazu tekuc¢ine. Ona istodobno omoguc¢uje multiparametrijsku
analizu fizikalnih i kemijskih karakteristika pojedinacnih stanica koje protjecu kroz opticki
i/ili elektronicki detektorski sustav. Metoda se temelji na sljede¢em principu. Laserska zraka
odredene valne duljine usmjerava se na hidrodinamicki fokusiran mlaz tekuéine. Na mjestu
gdje mlaz prolazi kroz lasersku zraku usmjereno je nekoliko detektora, jedan paralelan s
laserskom zrakom (Forward Scatter - FSC) 1 nekoliko okomitih na nju (Side Scatter SSC) te

jedan ili vise detektora fluorescencije. Svaka rasprSena Cestica/stanica promjera od 0,2 do 150



um koja prode kroz lasersku zraku na specifi¢an nacin rasprSuje svjetlost, a fluorescentne
tvari na Cesticama su pobudene 1 emitiraju svjetlost ve¢e valne duljine od svjetlosnog izvora.
Ovu kombinaciju rasprSenog i fluorescentnog svjetla biljeze detektori. Analizom fluktuacija
svjetline na svakom detektoru (po jedan za svaki fluorescentni emisijski vrsak) moguce je
dobiti podatke o fizikalnoj i kemijskoj strukturi ¢estica/stanica. Tako na primjer FSC korelira
s volumenom stanica, a SSC ovisi o njihovoj unutrasnjoj gradi (obliku jezgre, koli¢ini 1 tipu
citoplazmatskih granula ili gradi membrane). Suvremeni proto¢ni citometri mogu analizirati
nekoliko tisuca Cestica/stanica u sekundi te imaju nekoliko lasera i detektora fluoresecencije
(standardno — 4 lasera i 18 detektora) Sto omoguéuje analizu stanica visestruko obiljeZzenih
protutijelima s razli¢itim fluorescentnim bojama. Protutijela su usmjerena na razliCite ekstra- i
intracelularne molekule stanica. Time se postiZze bolja identifikacija ciljne populacije stanica
odnosno njihova fenotipizacija. Podaci dobiveni proto¢nom citometrijom mogu se prikazati
jednodimenzionalno — u tzv. histogramima ili u dvije dimenzije — u toc¢kastim dijagramima
(Slika 10), te u tri dimenzije. U dijagramima se mogu izdvojiti regije prema FSC, SSC i

intenzitetu fluorescencije i1 izdvojiti razlicite populacije stanica.

Slika 10. Prikaz populacija leukocita protocnom citometrijom (tockasti dijagram): limfocita,

monocita i granulocita.
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U nasim eksperimentima koriSten je sljede¢i protokol za pripremu stanica za analizu
proto¢nom citometrijom te uredaji i softver za analizu dobivenih podataka: nakon kultivacije i
stimulacije s TLR agonistima CD14+ stanica izoliranth MACS metodom, stanice su
prikupljene radi odredivanja ekspresije povrSinskih markera CD14, TLR2, TLR4, MR, CD40
i CD8O0. Stanice su nakon izolacije kultivirane tijekom 24 sata, te stimulirane tijekom daljnjih
24 sata s HA ili LPS-om, s ili bez dodatka CL097, ili su ostavljene u kulturi bez stimulacije
kao kontrole. Nakon prikupljanja stanice su dva puta isprane s PBS-/- s 1% FCS-om te s 0,1%
natrij azidom. Nakon toga su inkubirane s protutijelima s florokromima (CD14, TLR2, TLR4,
MR, CD40 i CD80) tijekom 20 minuta na ledu, nakon ¢ega su isprane tri puta PBS-/- s
navedenim dodacima. Ekspresija navedenih markera analizirana je proto¢nim citometrom
FC500 (Beckmann Coulter, Fullerton, CA). Po uzorku je zabiljezeno i analizirano najmanje

2500 CD14+ stanica. Podaci su analizirani softwerom CXP (Beckmann Coulter).

3.4.4 Western blot analiza ekspresije proteina IRAK-M i Bcl-3

Za navedenu analizu Western blotom proteini su izolirani iz stanicne kulture makrofaga
metodom zamrzavanja i otapanja te sonikacijom (ultrazvuénim razbijanjem) u puferu za lizu.
Tako izolirani proteini se nalaze u otopini te se od membrana i nukleinskih kiselina izdvajaju
centrifugiranjem. Obzirom da se tijekom izolacije oslobadaju proteaze, u pufer za lizu se
moraju dodati inhibitori proteaza, a izolacija se mora uciniti u Sto kracem roku 1 u ohladenim
instrumentima kako bi se proteoliza usporila. Nakon izolacije koncentraciju proteina u
uzorcima odredujemo Bradford protein esejem. To je kolorimetrijska metoda koja se temelji
na spektroskopskom mjerenju promjene apsorbancije Coomassie boje iz crvene u plavu nakon
vezivanja boje za proteine. Porast apsorbancije je proporcionalan koli€ini vezane boje i tako
koli¢ini odnosno koncentraciji proteina u uzorku. Masa ukupnih proteina po uzorku koji ¢e se
analizirati Western blotom mora biti jednaka (npr. 20 pg). Time se osigurava jednako
nanosSenje ukupne koli¢ine proteina po uzorku. Stoga je potrebno izracunati volumen uzorka
koji odgovara toj masi, a izracunava se i1z dobivene vrijednosti koncentracije. Detalji

protokola za izolaciju proteina navedeni su niZe u tekstu.

Za kvalitativnu i kvantitativnu analizu proteina IRAK-M i Bcl-3 koristena je metoda Western

blot (Slika 11). To je analiticka metoda koja se koristi za odredivanje specifi¢nih proteina iz



uzorka — proteinskog ekstrakta. Kada nije potrebno odrediti bioloSku aktivnost proteina
(enzimska aktivnost, receptorska aktivnost itd.) koje analiziramo, ve¢ samo identificirati
protein, nije potrebno odrZati nativne uvjete 1 3D strukturu proteina. U nativnim uvjetima,
uzorak proteina cCesto se agregira i nije ga moguce razdvojiti elektroforezom. Kako je u
nasem slucaju bilo potrebno samo identificirati protein, za razdvajanje proteina nisu koristeni
nativni uvjeti, ve¢ denaturirajuci — gdje se gubi sekundarna, trecijarna i kvaternarna struktura
proteina. Deanturacija je postignuta otapanjem proteina u merkaptoetanolu (Laemmli puferu;
koji reducira disulfidne veze) i zagrijavanjem uzorka na 95°C te upotrebom SDS-a (sodim
dodecyl sulphat — natirij dodecil sulfata) — anionskog detergenta u gelu i puferu za
elektroforezu. SDS-om se osim denaturacije i1 disocijacije na podjedinice proteina, povecava i
njihova ukupna topljivost te tako izbjegava stvaranje proteinskih agregata. Tako obradeni
proteini razdvojeni su na pojedinacne polipeptidne lance koji se upotrebom SDS-PAGE
(poliakrilamid gel elektroforeze) elektroforeze razdvajaju prema veli¢ini. Naime vecina
proteina moze vezati 1,4 g SDS-a po gramu proteina, maskirajuéi naboj polipeptidnih lanaca
tako da neto naboj po jedinici mase bude priblizno konstantan. Elektroforetsko razdvajanje
stoga ovisi samo o efektivnom promjeru molekule koji odgovara relativnoj molekulskoj masi,
a rezultat je iskljucivo efekta sita u gelu. Koncentracijom poliakrilamida u gelu prilagodava se
rasponu molekulskih masa proteina koje zelimo razdvojiti (veéi protein - manji postotak i
obrnuto). Gel se sastoji od gela za koncentriranje 1 gela za razdvajanje. Uzorci se nanose na
gel za koncentriranje u kojem je niza koncentracija poliakrilamida te se prolaskom kroz njega
proteini razdvajaju na oStre pruge. Na granici dva gela uzorci proteina se suze u uske startne
vrpce te se tako postize bolja mo¢ razlucivanja. Prolaskom kroz gel za razdvajanje, s viSom
koncentracijom poliakrilamida, razdvajaju se proteini prema molekulskoj masi. Za kalibraciju
gel sustava koristi se set proteina poznatih molekulskih masa koji se razdvoji, a potom
vizualizira zajedno s analiziranim uzorcima. Po zavrSenoj elektroforezi proteini se prebacuju
iz gela na nosaC - nitroceluloznu membranu, ¢ime se proteini imobiliziraju na povrsini
membrane 1 lako su dostupni za interakcije s antitijelima. Prijenos proteina izvodi se
primjenom elektricnog polja okomitog na ravninu gela (electroblotting). Gel 1 membrana se
smjestaju izmedu dva snopa filter papira u plastiéne mrezice u uredaj za blot u kojem se
nalazi pufer za prijenos koji omogucéuje kontakt s elektrodama. Primjenom elektricnog polja
negativno nabijeni proteini putuju prema pozitivnoj elektrodi i zaustavljaju se na membrani.
Proteini se adsorbiraju na nitroceluloznu membranu hidrofobnim 1 elektrostatskim
interakcijama, ne vezu se kovalentno. Nakon prijenosa proteini se fiksiraju (precipitiraju i

imobilziraju na membrani; otopinom octene kiseline i1 etanola) te se mogu prikazati



primjenom metoda za bojenje ukupnih proteina — u nasem slucaju bojenje Rutheniumom,
nakon Cega se skeniranjem membrane i kvanitativnom analizom slike provjerava jednako
nanoSenje uzoraka proteina. Za detekciju specificnog proteina, prije reakcije s protutijelima,
moraju se blokirati nespecificna vezna mjesta koja se nalaze na samoj membrani, a na koja se
nisu vezali preneSeni proteini. To se postize inkubacijom s bezmasnim mlijekom u prahu.
Proteini ¢iju prisutnost 1 koli¢inu zelimo dokazati se zatim prikazuju specificnim detekcijskim
sustavima — u naSem slu€aju protutijelima obiljeZenim fluorescentnom bojom. Postupak se
odvija u dva koraka — membrane se najprije inkubiraju s primarnim protutijelom specificnim
za trazeni protein, nakon ¢ega se ispiru kako bi se odstranio visak nevezanih protutijela. Zatim
se inkubiraju sa sekundarnim protutijelom species specifi¢nim za primarno protutijelo, a koje
je konjugat s fluoresecentnom bojom. Sada se na membrani mogu detektirati proteini od
interesa za koje su vezana specificna protutijela (fluoreseceiraju¢e proteinske pruge)
skeniranjem gela. Obradom slike moZe se napraviti kvalitativna i1 kvantitativna analiza

Western blota.

Slika 11. Prikaz postupaka u Western blotu:

a) elektroforeza proteina




b) transfer proteina s gela na membranu (electroblotting)
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U nastavku su navedeni detalji protokola za izolaciju proteina i metode Western blota

koriStenih za odredivanje razine proteina IRAK-M i Bcl-3.

Nakon stimulacije s TLR agonistima kao $to je opisano u odlomku o ex vivo stimulaciji
makrofaga dobivenih od monocita, makrofazi su prikupljeni i isprani u PBS-u. Proteinska
frakcija stanica izolirana je metodom sonikacije, u puferu za lizu (ImM EDTA, 1% Triton X-
100 u PBS-/-) s koktelom inhibitora proteaza (Complete Mini, Roche, Mannheim, Njemacka).
Nakon centrifugiranja (15 000 rpm, 10 min, 4°C), koncentracija proteina je odredena

modificiranim Bradford esejem (Pierce Biotechnology, Rockford, IL), kao standard je

koristen govedi serumski albumin.



Uzorak proteina pripremljen je za elektroforezu denaturacijom - klju¢anjem tijekom 5 min u
Laemmli puferu. 20 pg proteina svakog uzorka naneseno je na 10% SDS-poliakrilamidni gel
(sodium dodecyl sulphate) u Tris/glicin/SDS puferu 1 preneSeno na nitroceluloznu membranu
(0,45 micron, Pierce, Rockford, IL), primjenom elektricnog polja od 60 V tijekom 1 h i 15
min. Proteini su fiksirani na membrani vodenom otopinom octene kiseline i etanola. Detekcija
ukupnih proteina i potvrda jednake koli¢ine naneSenog proteina po uzorku ucinjena je
bojenjem po Rutheniumu. Blokiranje nespecifiénih veznih mjesta na membrani za ligand
ucinjeno je 5% bezmasnim mlijekom u prahu u PBS-u s dodatkom Tweena 20 (PBS-T)
tijekom 1,5 h. Tijekom 12 h membrane su inkubirane s primarnim protutijelom, nakon ¢ega su
isprane u PBS-T te inkubirane tijekom daljnjih 1 h sa sekundarnim protutijelom — konjugatom
s fluoreseceiraju¢om bojom Cy5 (razrjedenje 1:250, kozji anti-zec IgG, Jackson
ImmunoResearch) te ponovno isprani u PBS-T tri puta. Fluoreseceirajuée proteinske pruge su
detektirane skeniranjem gela (Typhoon tri Variable Mode Imager; Amersham Biosciences,

Buckinghamshire, UK).

3.4.5 Analiza citokina TNF-a, IL-10 i IL-12 metodom ELISA-e

Koncentracija citokina (IL-12, IL-10, TNF-a) odredena je metodom enzimskog imunoeseja
ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) koriste¢i komercijalni kit (R&D Systems).
Analizirani su uzorci supernatanta kulture makrofaga dobivenih iz monocita te uzorci plazme
nakon ex vivo stimulacije pune krvi TLR agonistima kako je opisano ranije u odlomku o ex
vivo stimulaciji 1 kultivaciji. Uzorci su zamrznuti 1 pohranjeni na -80°C te otopljeni, razrjedeni
1 analizirani prema uputi proizvodaca ELISA komercijalnog kita (R&D systems). U ovom
testu koristi se tehnika kvantitativnog sendvi¢ enzimskog imunoeseja kao Sto je prikazano na
Slici 12. Citokini se odreduju u mikrotitar plo¢ama prethodno oblozenim monoklonskim
protutijelima za IL-12, IL-10 ili TNF-a. Dodaje se razrijedeni uzorak supernatanta kulture ili
seruma te standardi. Nakon inkubacije s uzorkom, citokini se vezuju na protutijela ploce, dok
se druge komponente uzorka uklanjaju ispiranjem i aspiracijom. Sada se u mikrotitar ploce
dodaje drugo protutijelo specificno za IL-12, IL-10 ili TNF-a koje je vezano za enzim. Nakon
inkubacije 1 ispiranja viska protutijela dodaje se supstrat enzima te se razvija boja Ciji je
intenzitet proporcionalan razini vezanih citokina. Razvitak boje zaustavljen je dodavanjem
Stop otopine (sulfatna kiselina) te se intenzitet boje moze izmjeriti spektrofotometrom.

Koncentracija citokina se odreduje iz standardne krivulje koja se dobije mjerenjem intenziteta



boje od ranije poznatih koncentracija citokina standarda. Svaki uzorak odredivan je dvostruko

kako bi se izbjeglo odstupanje unutar samog testa.

Slika 12. Princip Quantikine ELISA testa.
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Slijede podaci specificni za test svakog od odredivanih citokina. U analizi ELISA-om razine
TNF-a koristen je komercijalni kit R&D Systems Quantikine — Human TNF-o/TNFSF1A.
Anti TNF-a protutijelo na mikrotitarskoj plo¢i misje je monoklonsko protutijelo, dok je anti
TNF-a konjugat s peroksidazom poliklonsko. Kao supstrat koristen je vodikov peroksid i
kromogen tetrametil benzidin. Stop otopina je sulfatna kiselina. Rezultat reakcije ocitavao se

spektrofotometrom na 450 nm valne duzine. Osjetljivost testa za TNF-a je 15,6 pg/ml.

Za analizu ELISA-om razine IL-10 koriSten je komercijalni kit R&D Systems Quantikine —
Human IL-10 Immunoassay. Anti IL-10 protutijelo na mikrotitarskoj plo¢i misje je

monoklonsko protutijelo, kao 1 anti IL-10 konjugat s peroksidazom. Kao supstrat koristen je



vodikov peroksid i kromogen tetrametil benzidin. Stop otopina je sulfatna kiselina, kao i u
prethodnom testu. Rezultat reakcije takoder se oCitavao spektrofotometrom na 450 nm valne

duZine. Osjetljivost testa za TNF-a je 7,8 pg/ml.

Analiza razine IL-12 ucinjena je komercijalnim kitom R&D Systems Quantikine HS — Human
IL-12 Immunoassay koji detektira samo IL-12 heterodimer, potpunu molekulu, a ne
prepoznaje pojedinacne podjedinice (Slika 13). Anti IL-12 protutijelo na mikrotitarskoj ploci
misje je monoklonsko protutijelo, dok je anti IL-12 konjugat s alkalnom fosfatazom
poliklonsko. Kao supstrat koristen je NADPH. Stop otopina je sulfatna kiselina. Prije
ocitavanja intenziteta boje u mikrotitarske ploc¢e dodani su pojacivaci reakcije, obzirom da je
rije¢ o visoko osjetljivom testu. Rezultat reakcije ocitavao se spektrofotometrom na 490 nm

valne duzine. Osjetljivost testa za IL-12 je 0,781-0,625 pg/ml.

Slika 13. Princip Quantikine HS ELISA testa.

Vezivanje analita za protutijela Vezivanje drugog protutijela
kojim je oblozena mikrotitar ploca. konjugiranog s enzimom na analit.
| STEP 1 STEP 2

Analyte

¢ @ =3
B )

Y

y N
¢ ]
v Y vYY
H&nlib{u];r-
coated microplste AP



STEF 2 STER 4

Y AP hmplifir
¢ ¢ ‘i-

\
' \\'

£ AP AP
A
Y V¥

A £

Dodavanje pojacivaca reakcije.
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proporcionalan koncentraciji analita

3.5 Statisticke metode

Rezultati su obradeni u programu SPSS (SPSS for Windows version 15.0). Obzirom da
rezultati eksperimenata s izoliranim monocitima u kulturi nisu bili normalno rasporedeni, za
njihovu analizu koristili smo neparametrijski test Mann-Whitney U test. Za analizu rezultata
stimulacije krvi pacijenata sa sepsom i diseminiranim tumorima te zdravih dobrovoljaca
koristili smo ANOVA analizu s Bonferroni post hoc testovima za utvrdivanje razlika izmedu 1

unutar grupa.



4. REZULTATI

4.1 Uc¢inak HA na sintezu TNF-a sli¢an je u¢inku LPS-a. Primjenom CL097 s LPS-om ili
HA dolazi do sinergistickog uc¢inka na sintezu TNF-a, IL-12 i IL-10 u kulturi makrofaga

dobivenih iz monocita periferne krvi

Iz literature je poznat sinergisticki ucinak istodobne stimulacije TLR4 receptora LPS-om i
TLR 7/8 agonistom na stvaranje citokina — TNF-o i IL-12, $to ukazuje na moguénost
prevladavanja endotoksinom izazvane tolerancije koja se javlja u protrahiranoj sepsi. Kako se
u nasem istrazivanju ispituje moguca uloga TLR 7/8 agonista u umanjivanju imunosupresije
izazavane tumorom, koja je medu ostalim posredovana TLR4 agonistom hijaluronskom
kiselinom — HA, zanimalo nas je postize li se sli¢an sinergisticki u¢inak na lu€enje citokina
primjenom TLR 7/8 agonista CL097 i s TLR4 agonistom, hijaluronskom kiselinom. Stoga je
najprije ispitan uc¢inak HA na proizvodnju citokina TNF-a u ex vivo stimuliranoj punoj krvi
zdravog dobrovoljca. Pracen je njezin ucinak ovisan o primijenjenoj dozi tijekom 20 sati. Kao
Sto se razabire iz Slike 14. HA je inducirala stavranje TNF-a do vr$nih vrijednosti 1000-2000
pg/ml ovisno o primijenjenoj dozi i vremenu. Nakon porasta razine citokina do maksimalnih
vrijednosti nakon 4h, dolazi do smanjivanja proizvodnje. Ovi rezultati mogu se usporediti s
u¢inkom LPS-a na indukciju imunoparalize periferne krvi u sepsi, gdje se nakon pocetnog
porasta sinteze proinflamatornih citokina javlja toleracija na endotoksin, odnosno

hiporeaktivnost na daljnu stimulaciju.



Slika 14. Sinteza TNF-o u ex vivo stimuliranoj perifernoj krvi ovisna o dozi i viemenu.
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Kada je utvrden LPS-u sli¢an ucinak protrahirane stimulacije s HA na sintezu TNF-a, ucinjen
je sljede¢i eksperiment kako bi se ispitao moguci pozitivan/sinergisticki u¢inak TLR 7/8
agonista CL097 na proizvodnju citokina kada se primjeni zajedno s HA. Kao model su
koriSteni makrofazi dobiveni kultivacijom monocita periferne krvi tijekom 24 sata. Monociti
su prethodno kultivirani kako bi se izbjegao neposredan negativan ucinak procesa izolacije
monocita. Tijekom izolacije monociti masovno podlijezu apoptozi ili aktivaciji, a tijekom
kultivacije razvijaju stabilan fenotip makrofaga i tako podjednaku reaktivnost na stimuluse. S
druge strane tako kultivirani makrofazi mozda bolje koreliraju s makrofazima koje nalazimo u
tumorskom tkivu, koji su promijenjeni tumorom izazvanom imunosupresijom. A, kao §to ¢e
se vidjeti iz kasnijih rezultata, makrofazi samim procesom kultivacije pocinju eksprimirati
IRAK-M, negativan regulator TLR siganlnog puta, koji je vazan za imunosupresiju izazvanu

tumorom.

Monociti su kultivirani tijekom 24 sata te smo ih stimulirali s TLR4 agonistima — LPS-om

(100 ng/ml) ili HA (200 pg/ml) s ili bez dodatka TLR 7/8 agonista CL097 (2,5 pg/ml) te



samim CL097 ili bez stimulusa tijekom daljnjih 24 sata. ELISA-om je izmjerena razina

citokina TNF-a, IL-12 1 IL-10 u supernatanu kulture. Rezultati su prikazani na Slici 15.

Kada se makrofage stimuliralo kombinacijom CL097 i HA doslo je do izrazito visoke sinteze
TNF-a (Slika 15A). Ove vrijednosti TNF-o usporedive su s rezultatima kostimulacije

makrofaga LPS-om 1 CL097.

Sli¢no, razina IL-12 znacajno je porasla nakon kostimulacije s CL097 1 HA u odnosu na
stimulaciju samo s CL097 (Slika 15B). Ponovno su vrijednosti IL-12 nakon stimulacije s
CL097 1 HA bile usporedive s onima nakon stimulacije s CL097 i LPS-om. Sekrecija ovog

citokina nije detektirana kada smo makrofage stimulirali samo s LPS-om ili s HA.

Sinteza IL-10 bila je inducirana i porasla je do sli¢nih vrijednosti kod stimulacije samo s HA
ili LPS-om (Slika 15C). Navedena visoka sinteza IL-10 korespondira s niskim vrijednostima
TNF-o nakon stimulacije samo s HA. Zanimljivo, sinteza IL-10 bila je visoka i nakon
kostimulacije CL097 s LPS-om ili HA, iako je sinteza TNF-a bila visoka u tom slucaju.

Naime IL-10 je opisan u literaturi kao inhibitor sinteze TNF-a.



Slika 15. Sinteza TNF-a, IL-12 i IL-10 u kulturi makrofaga nakon stimulacije CL097 i/ili LPS-
om i/ili HA. (A) Sinteza TNF-a, (B) IL-12 i (C) IL-10. Statisticki znacajne razlike u razini
citokina u supernatantu kulture makrofaga izmedu stanica tretiranih ili netretiranih s CL097

su odredene Mann-Whitney U testom. * P<0,05.
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4.2 Sinteza proinflamatornih citokina induciranih stimulacijom TLR 7/8 agonistom

CL097 samo je djelomi¢no inhibirana IL-10

Kao §to smo ve¢ spomenuli IL-10 opisan je kao inhibitor sinteze TNF-a. Na temelju nasSih
rezultata koji pokazuju istodobnu indukciju IL-10 i TNF-o moglo bi se zakljuciti da regulacija
sinteze TNF-a ne podlijeze uc¢inku IL-10 u uvjetima kostimulacije s CL097 1 TLR4 agonista.
Kako bi ispitali ovu pretpostavku ucinjen je sljdeéi pokus s blokiraju¢im protutijelima za IL-
10. Monociti su kultivirani tijekom 24 sata, nakon ¢ega je u kulturu dodano monoklonsko
anti-IL-10 protutijelo. Tada je kultura stimulirana s TLR4 agonistima — LPS-om (100 ng/ml)
ili HA (200 pg/ml) s ili bez dodatka TLR 7/8 agonista CL097 (2,5 pg/ml) te samim CL097 ili
bez stimulusa tijekom daljnjih 24 sata. ELISA-om je izmjerena razina citokina IL-10 i TNF-a
u supernatanu kulture. Rezultati su prikazani na Slici 16. Neutralizacija IL-10 bila je gotovo
potpuna Sto se razabire iz Slike 16A, a rezultirala je jo$ jacom sintezom TNF-a u odnosu na
uvjete bez IL-10 blokade (Slika 16B) §to nas navodi na zaklju¢ak indukcija TNF-a nije u

potpunosti neovisna od regulacije IL-10, odnosno djelomi¢no je inhibirana IL-10.



Slika 16. Sinteza IL-10 i TNF-o u kulturi makrofaga nakon stimulacije s CL097 i/ili LPS-om
i/ili HA tretiranih s anti-IL-10 protutijelom. (A) Sinteza IL-10 i (B) TNF-o. Statisticki
znacajne razlike u razini citokina u supernatantu kulture makrofaga izmedu stanica tretiranih

ili netretiranih s anti-IL-10 protutijelom odredene su Mann-Whitney U testom: * P<0,05.
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4.3 CL097 uspjeSno suzbija porast ekspresije IRAK-M koju izazaiva stimulacija
makrofaga LPS-om/HA

Od ranije je poznato da LPS i hijaluronska kiselina induciraju sinetzu proteina IRAK-M
nakon 24 satne stimulacije. U sljede¢em se eksperimentu pokuSalo pokazati moze li agonist
TLR 7/8 modulirati ekspresiju IRAK-M. Monociti su kultivirani tijekom 24 sata te stimulirani
s TLR4 agonistima — LPS-om (100 ng/ml) ili HA (200 pg/ml) s ili bez dodatka TLR 7/8



agonista CL097 (2,5 pg/ml) te samim CLO097 ili bez stimulusa tijekom daljnjih 24 sata.
Razina IRAK-M odredena je Western blotom. Membrane s proteinima su skenirane i
analiziran je intezitet fluorescentnih pruga proteina. Zanimljivo, razina IRAK-M znacajno je
snizena nakon dodatka CLO097 kulturi makrofaga (Slika 17A 1 B). CL097 uspio je znacajno
sniziti razinu IRAK-M kada bi se dodao u kulturu istodobno s LPS-om ili HA. Takoder, kada
bi se CL097 dodao u kulturu makrofaga istodobno sa supernatantom tumorske kulture (sadrzi
HA 1 potice ekspresiju IRAK-M), znacajno bi snizavao razinu IRAK-M (Slika 18) u odnosu

na kultivaciju samo sa supernatantnom tumorske kulture.

Slika 17. IzraZaj IRAK-M u kulturi makrofaga nakon stimulacije s CL097 i/ili LPS-om i/ili
HA. (A) primjer Western blota s IRAK-M i (B) kvantitativna analiza srednjih vrijednosti
razine proteina IRAK-M (n=6). Za standardizaciju uzoraka (jednako naosenje) koristen je
prikaz ukupnih proteina Rutheniumom. Statisticki znacajne razlike u razini IRAK-M izmedu

stanica tretiranih ili netretiranih s CL097 odredene su Mann-Whitney U testom. * P<0,05.
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Slika 18. Kvantitativna analiza srednjih vrijednosti razine proteina IRAK-M nakon
stimulacije kulture makrofaga tumorskim supernatantom s ili bez CL097. Monociti periferne
krvi kultivirani su tijekom 24 sata te naknadno stimulirani s tumorskim supernatantom kulture
stanica karcinoma dojke MCF-7 uz dodatak CL097 tijekom sljedecih 24 sata. Kao pozitivna
kontrola monociti su tijekom cijelih 48 sati kulture stimulirani s tumorskim supernatantom, a
kao negativna monociti su ostavijeni u kulturi 48 sati bez stimulacije. IRAK-M razina
odredena je Western blotom. Za standardizaciju uzoraka (jednako nanosenje) koristen je

prikaz ukupnih proteina Rutheniumom. (n=6)

Ekspresija IRAK-M u kulturi makrofaga stimuliranih s
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4.4 CL097 uéinkovito smanjuje ekspresiju Bcl-3 u kulturi makrofaga stimuliranih s

LPS/HA

Bcl-3 drugi je vazan negativni regulator TLR signalnog puta. Stoga se u sljede¢em
eksperimentu pokusSalo provjeriti je li pojacana sinteza citokina inducirana s CL0O97 povezana
s promjenom razine Bcl-3 odnosno koc¢i li CL097 i ekspresiju Bcl-3. Analizirana je razina
Bcl-3 Western blotom iz kulture makrofaga. Oni su kultivirani tijekom 24 sata, stimulirali s
TLR4 agonistima — LPS-om (100 ng/ml) ili HA (200 pg/ml) s ili bez dodatka TLR 7/8
agonista CL097 (2,5 pg/ml) te samim CLO097 ili bez stimulusa tijekom daljnjih 24 sata.
Analiza rezultata prikazana je na Slici 19. Sli¢no kao §to je ranije dokazano za T limfocite,

LPS je takoder inducirao ekspresiju Bcl-3 i u kulturi makrofaga, za razliku od nestimuliranih



stanica. Sli¢na regulacija Bcl-3 dobivena je i stimulacijim hijaluronskom kiselinom. Bitno je
naglasiti da i u ovom eksperimentu dodatak CL097 kulturi makrofaga tretirnoj s LPS-om ili
HA znacajno smanjuje Bcl-3 u odnosu na stimulaciju samo s LPS-om ili HA. Ovi rezultati

ukazuju na mogucu ulogu Bcl-3 u indukciji sinteze citokina nakon stimulacije s CL097.

Slika 19. Izrazaj Bcl-3 u kulturi makrofaga nakon stimulacije s CL097 i/ili LPS-om i/ili HA.
(A) primjer Western blota s Bcl-3 i (B) kvantitativna analiza srednjih vrijednosti razine
proteina IRAK-M (n=4). Za standardizaciju uzoraka (jednako nanosenje) koristen je prikaz
ukupnih proteina Rutheniumom. Statisticki znacajne razlike u razini Bcl-3 izmedu stanica

tretivanih ili netretiranih s CL097 odredene su Mann-Whitney U testom: * P<0,05.
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4.5 CL097 produzuje sintezu TNF-a

Iz literature je poznato da ponovljena stimulacija s LPS-om inducira endotoksinsku
toleranciju koja je medu ostalim karakterizirana smanjenom sintezom TNF-a na sekundarnu
stimulaciju LPS-om. Indukcija tolerancije povezuje se s povecanom ekspresijom IRAK-M
koja se uoCava u kasnoj fazi stimulacije LPS-om, nakon 24 sata (253). U ovom se

eksperimentu ispitalo moze 1i stimulacija makrofaga CL097 antagonizirati efekt tolerancije.



Makrofazi su nakon 24 satne kulture najprije stimulirani s CL097 i LPS-om tijekom 24h, a
nakon ispiranja stanica slijedila je 24 satna restimulacija samo LPS-om. U kontrolnim
kulturama nije provedena sekundarna stimulacija LPS-om. Ostale kontrolne kulture
ukljucivale su ponovljenu stimulaciju samo LPS-om ili jednostruku stimulaciju LPS-om kao
Sto je prikazano na Slici 8 1 opisano u poglavlju o metodama. Rezultati odbiveni metodom
ELISA-e prikazani su na Slici 20. Stimulacija kulture makrofaga s LPS-om 1 CL097 te
naknadno s LPS-om ili bez sekundarnog LPS stimulusa inducirala je podjednake razine TNF-
a. Najzancajniji rezultat bila je trajno visoka proizvodnja TNF-o, i nakon 48 sati nakon
kostimulacije kulture LPS-om i CL097, za razliku od vrlo niske razine TNF-a u kulturi
dvostruko stimuliranom samo s LPS-om. Ovi rezultati upucuju na zaklju¢ak da snizavanje

razine IRAK-M 1 Bcl-3 nakon stimulacije CL097 onemogucava prekid proizvodnje TNF-a.

Slika 20. Proizvodnja TNF-a u kulturi makrofaga prekondicioniranoj s LPS-om i CL097 i
restimuliranoj LPS-om. Razina TNF-a odredena je ELISA-om. Statisticki znacajne razlike u

razini TNF-o izmedu tretiranih i kontrolni stanica odredene su Mann-Whitney U testom: *

P<0,05.
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4.6 CL097 ne mijenja fenotip makrofaga

Kako je poznato da kostimulacija s TLR4 1 TLR 7/8 inducira TH-1 polariziran odgovor
citokina, htjeli smo istraziti moze li kostimulacija takoder promijeniti status aktivacije/fenotip
makrofaga u odnosu na stimulaciju samo LPS-om. Stoga je odredena ekspresija povrSinskih
molekula stanica povezanih s aktiviranim fenotipom monocita/makrofaga (TLR2, TLR4,
CD40 1 CD80) i receptora za manozu (MR) kod makrofaga dobivenih iz monocita periferne
krvi. Stanice su stimulirane ili s LPS-om ili s CL097 ili njihovom kombinacijom kao $to je
prikazano na Slici 7 i opisano u poglavlju o metodama. Medutim nije uocena znacajna razlika
u ekspresiji ovih molekula nakon kostimulacije LPS-om i CL097 u odnosu na stimulaciju
samo LPS-om (Slika 21). Iz navedenog se moZe zakljuciti da modulacija stvaranja citokina
kostimulacijom TLR4 i TLR 7/8 receptora nije utemeljena na potpunoj promjeni fenotipa

makrofaga iz M2 u M1.

Slika 21. Ekspresija povrsinskih molekula u kulturi makrofaga nakon stimulacije s TLR4 i/ili

TLR 7/8 agonistima odredena metodom protocne citometrije.
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4.7 CL097 pojacava stvaranje TNF-o u perifernoj Kkrvi pacijenata sa sepsom te

pacijenata s metastatskim karcinomom stimuliranoj TLR4 agonistima

Dalje je istrazeno jesu li pojacavajuéi u€inci CL097 u stani¢noj kulturi makrofaga zadrzani i u
kulturi pune krvi. Buduéi da se granulociti pocinju raspadati nakon 18 sati kultivacije
periferne krvi, puna krv se nije mogla stimulirati 24 sata kako bi se iz monocita diferencirali
makrofazi. Stoga je koriSten standardni Cetverosatni protokol za stimulaciju pune krvi
(248,292), protokol je opisan u poglavlju o metodama i prikazan na Slici 9. Kod zdravih je
dobrovoljaca kostimulacija s TLR4 i TLR 7/8 agonistima izazivala je aditivan u¢inak na
sintezu TNF-a usporeduju¢i s izoliranom stimulacijom TLR4 ili TLR 7/8 (Slika 22A).
Zanimljivo, CL097 dovodio je do znacajnog porasta sinteze IL-10, dok to nije bio slucaj za
TLR4 agoniste (Slika 22B). Stovise, nije bilo pojadavajuceg udinka kostimulacije s dva TLR

agonista na sintezu IL-10, ve¢ neznacajna redukcija u njegovoj proizvodnji.

Zatim je istrazeno je li slican oblik reaktivnost pune krvi zdravih dobrovoljaca zadrzan 1 kod
pune krvi pacijenata sa sepsom ili metastatskim karcinomom. Poznato je da su mononukleari
periferne krvi septicnih pacijenata obiljezeni znatno brzom indukcijom IRAK-M na
stimulaciju LPS-om. Takoder su i mononukleari pacijenata s metastatskim malignim
bolestima obiljeZeni znacajnim izraZzajem IRAK-M (263). Stoga smo pretpostavili da agens
koji smanjuje izrazaj IRAK-M moze specificno pojacati proinflamatorni odgovor citokina kod

takvih pacijenata.

Analizom razine citokina iz plazme metodom ELISA, nakon stimulacije pune krvi pacijenata,
dobiveni su sljede¢i rezultati. Uzorak izmjerenog TNF-a nakon stimulacije TLR agonistima
pune krvi pacijenata s malignomima odgovarao je onom zdravih dobrovoljaca. Pojacavajuci
ucinak CL097 u kostimulaciji s TLR4 agonistima na sintezu TNF-a bio je statisticki znac¢ajan
samo za LPS 1 CL097 (Slika 22A). Kod pacijenata sa sepsom ukupna proizvodnja TNF-a bila
je manja u odnosu na zdrave, kao Sto je ve¢ opisano. Medutim, kostimulacija CL097 i TLR4
agonista izazivala je znacajno vecu sintezu TNF-a u odnosu na mono-stimulaciju TLR4

agonistima.

Sli¢no krvi zdravih dobrovoljaca, mono-stimulacija CL097 dovodila je do zna€ajne indukcije
IL-10 u punoj krvi pacijenata s malignomom 1 sepsom (Slika 22B). Zanimljivo, stimulacija

CL097 izazvala je znacajno vecu sintezu IL-10 u krvi pacijenata u odnosu na zdrave. Sli¢an



uzorak reagiranja uocen je i kod stimulacije TLR4 agonistima (vi§i IL-10 kod pacijenata).
Medutim nije naden znacajan porast IL-10 na kostimulaciju TLR4 1 TLR7/8 agonistima u
odnosu na mono-stimulaciju TLR 7/8 agonistom, ve¢ neznacajan pad u sintezi.

IL-12 induciran je samo u krvi zdravih dobrovoljaca kostimuliranih s LPS ili HA i CL097,
dok nije bio mjerljiv u krvi pacijenata sa sepsom i malignomom. Stoga nije izraCunata

statistika za rezultate s IL.-12.



Slika 22. Sinteza TNF-o. i IL-10 u punoj krvi zdravih dobrovoljaca te pacijenata s malignom
diseminiranom bolesti i sepsom ex vivo stimulirane s CL097 i/ili LPS-om i/ili HA. Zdravi
dobrovoljci su prikazani bijelim stupcima (n=6), pacijenti s malignomom sivim (n=12), a
septicni pacijenti sa crnim (n=12). (A) Stvaranje TNF-o i (B) IL-10. Razine citokina
izmjerene su ELISA-om. Statisticki znacajne razlike izmedu skupina pacijenti/zdravi i grupa s
razlicitim tretmanom odredene su koriste¢i 3 (grupa) x 2 (CL097) mijesani model ANOVA s
Bonferoni post hoc testom, a prikazane su razlike izmedu CL097— tretiranih i netretiranih

grupa:* P<0,05, * P<0,01, * P<0,001.
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5. RASPRAVA

Istrazivanjem je potvrdena hipoteza da se primjenom TLR7/8 agonista CL097 u kulturi
hiporeaktivnih makrofaga moze smanjiti ekspresija dvije molekule vazne za imunosupresiju
uzrokovanu protrahiranom sepsom 1 tumorom, IRAK-M 1 Bcl-3. Navedeni hiporeaktivitet
makrofaga u kulturi postignut je protrahiranom (24 satnom) stimulacijom agonistima TLR4,
lipopolisaharidom (LPS-om) i hijaluronskom kiselinom (HA), a ocitovao se niskom
produkcijom proinflamatornih citokina kao $to je TNF-o odnosno izostankom sinteze 1L-12,
uz znacajnu ekspresiju negativnih regulatora TLR4 signalnog puta IRAK-M 1 Bcl-3. Kao §to
je ranije navedeno dodavanjem sintetskog agonista TLR7/8 receptora, spoja CL097, u kulturu
makrofaga istodobno s TLR4 agonistima poniSten je njihov ucinak na indukciju
hiporeaktiviteta monocita, te su tako tretirani makrofazi stvarali visoke razine
proinflamatornih citokina TNF-a 1 II-12, a negativni regulatori, IRAK-M 1 Bcl-3, bili su
suprimirani. Kako je do sada objavljeno u literaturi (253) izlaganje ljudskih monocita gram-
negativnom endotoksinu, LPS-u, dovodi ih u prolazno stanje tijekom kojeg su refraktorni na
daljnju stimulaciju LPS-om. Ova je pojava nazvana endotoksinkom tolerancijom, a obiljezava
je pad sinteze proinflamatornih citokina na daljnju stimulaciju LPS-om. Rad Escoll i sur.
(253) je pokazao kljuénu ulogu molekule IRAK-M u razvoju endotoksinske tolerancije na
modelu ljudskih monocita prestimuliranih s LPS-om te monocita izoliranih iz periferne krvi
pacijenata sa sepsom. U oba slucaja zabiljezena je snazna ekspresija IRAK-M $to je praéeno
hiporeaktivitetom 1 vrlo niskom sintezom proinflamatornih citokina. Ove podatke odlicno
potkrepljuju 1 pokusi s IRAK-M-/- , knock-out* Zivotinjama, ¢iji makrofazi na stimulaciju
LPS-om i drugim TLR agonistima odgovaraju trajno snaznom sintezom proinflamatornih
citokina te ne mogu razviti endotoksinsku toleranciju (85). Endotoksinska tolerancija i
deaktivirani fenotip monocita vazan su mehanizam nastanka imunosupresije u sepsi te tako i
podloznosti nastanku sekundarnih infekcija. U radu Deng i sur. (260) upravo je opisana uloga
aktivnog fenotipa makrofaga u suzbijanju infekcije i postizanju duzeg prezivljenja na modelu
pluéne sepse kod miSeva. Kako alveolarni makrofazi imaju glavnu ulogu u odstranjivanju
bakterijskih patogena u plu¢ima, kada broj bakterija premasi njihovu baktericidnu sposobnost,
daljnji u¢inkoviti antimikrobni odgovor ovisi o aktivaciji neutrofila posredovanoj citokinima.
Medutim, upravo ovi alveolarni makrofazi izolirani iz eksperimentalnih Zivotinja s modelom
pluéne sepse, pokazuju snizenu sposobnost fagocitoze, smanjenu baktericidnost i smanjenu

sintezu proinflamatornih citokina na stimulaciju LPS-om. U njima je pronadena visoka



ekspresija IRAK-M molekule, slicno ve¢ opisanom slu¢aju monocita periferne krvi pacijenata
sa sepsom. Takoder se i na opisanom eksperimentalnom modelu IRAK-M deficijentnih
zivotinja potvrdila njezina imunosupresivna uloga. Naime, makrofazi IRAK-M -/- Zivotinja
stvarali su visoke koncentracije proinflamatornih citokina 1 izrazavali viSu razinu
kostimulatornih molekula od onih divljeg tipa. IRAK-M -/- Zivotinje su takoder imale
znacajno duze prezivljenje i bolji klirens bakterija iz pluca, viSe razine citokina i kemokina te
posljedicno tome bolje privlacenje i aktivaciju neutrofila u podruc¢je upale. Ovi rezultati
konacno potvrduju ulogu IRAK-M u indukciji imunokompromitiranog stanja tijekom sepse.
Sli¢nu ulogu IRAK-M u razvoju imunosupresije u tumoru pokazala je grupa del Fresno i sur.
(263). Istrazivali su Sto utjece i koji su signalni putevi ukljueni u razvoj deaktiviranog
odnosno alternativno aktiviranog fenotipa tumorskih makrofaga. Naime makrofazi koji
infiltriraju tumorsko tkivo imaju smanjenu antitumorsku funkciju (293,294) sto je posljedica
ucinka tumorskih stanica i strome (261,295). Mehanizmi kojim nastaje ova promjena fenotipa
ukljucuju stvaranje odredenih citokina (IL-4, IL-10, IL-13, TGF-B), prostaglandina i
glikozaminoglikana (hijaluronska kiselina) porijekla tumorskih stanica i strome (273,296) sto
dovodi do smanjene sinteze TNF-a, IL-12, IFN-y 1 drugih citotoksi¢nih 1 proinflamatornih
citokina monocita (261,293,295,297) Ovim procesima tumor inducira specifi¢nu toleranciju
monocita, a njihova antitumorska aktivnost je inhibirana. U alternativno aktiviranim
makrofazima, sli¢no kao i kod monocita s razvijenom endotoksinskom tolerancijom, znacajno
je eksprimirana signalna molekula IRAK-M. U radu del Fresno i sur. (263) jasno je pokazano
da je upravo hjaluronska kiselina koju izlucuju tumorske stanice odgovorna za ekspresiju
IRAK-M. Ona je kao i LPS takoder agonist TLR4 receptora te inducira kao i LPS u slucaju
sepse, negativne regulatore TLR signalog puta kao §to je IRAK-M 1 time suprimira sintezu
proinflamatornih citokina. Da je upravo hijaluronska kiselina odgovorna za ekspresiju IRAK-
M u tumorskim makrofazima pokazali su pokusi u kojima je IRAK-M izrazena nakon
kokultivacije monocita s razli¢itim tumorskim stani¢nim linijama, supernatantom kulture
tumorskih stanica ili samom hijaluronskom kiselinom iz supernatanta, a kada bi se isti uvjeti
kultivacije ponovili s blokiraju¢im protutijelima za receptore hijaluronske kiseline, ekspresija
IRAK-M bi izostala. Time hijaluronska kiselina u tumoru postaje korelat LPS-u u slucaju
sepse kao induktor endotoksinske ili tumorske tolerancije. Tome u prilog govore i nasi
rezultati stimulacije periferene krvi ex vivo s hijaluronskom kiselinom koji daje sli¢an profil
proupalnog citokina TNF-a kao i ve¢ ranije publicirani rezultati stimulacije LPS-om, gdje
nakon pocetnog porasta TNFa, kod protrahirane stimulacije TLR4 agonistima dolazi do

smanjene ili gotovo potpuno utiSane proizvodnje istog citokina. Da je upravo IRAK-M



odgovorna za smanjenje proizvodnje proinflamatornih citokina pokazali su pokusi sa siRNA
za IRAK-M u kojima se nije mogla izazvati tolerancija monocita te je proizvodnja citokina
ostala visoka. Prethodno opisani mehanizam utiSavanja prejake proinflamatorne reakcije
»preuzeo® je tumor i time, kao i drugim mehanizmima, omogucio prekid upalnog odgovora i
olakSao svoju progresiju. Deaktivirani monociti s visokom ekspresijom IRAK-M ne nalaze se
samo u tumorskom tkivu ve¢ su nadeni i u perifenoj krvi pacijenata s diseminiranim malignim
tumorima te kroni¢nom mijeloi¢nom leukemijom (263). Njihovo znacenje potvrdili su i brojni
pokusi na zivotinjskim tumorskim modelima, a kasnije i analiza humanih uzoraka tumorskog
tkiva, gdje je veci broj tumorskih makrofaga bio povezan s loSijom prognozom (298-300).
Stoga se oni smatraju jednim od glavnih mehanizama odgovornih za tumorsku progresiju te
su tako postali srediStem brojnih istrazivanja ciljanih terapijskih intervencija. Primjerice grupa
istrazivaca prof. Reisfelda razvila je vakcine protiv tumorskih makrofaga na mi§jem modelu
karcinoma dojke, debelog crijeva i plu¢a. Primjenom ovog cjepiva 75% Zzivotinja prezivjelo je
injiciranje letalne tumorske doze, a 64% ih nije razvilo metastaze (301). HistoloSkom
analizom tumorskog tkiva naden je porast broja citotokscnih CD8 T limfocita te znacajna
redukcija proanagiogenetskih ¢imbenika kao VEGF, TGF-B, MMP-9 1 TNF-a. Time je
smanjenje tumorskih makrofaga ucinkovito promijenilo tumorski mikrookoli§ te tako

smanjilo angiogenezu, tumorsku progresiju i metastaziranje, kao i imunosupresiju u tumoru.

Kao $to je navedeno monociti izolirani iz periferne krvi pacijenata sa sepsom kao i makrofazi
koji infiltriraju tumorsko tkivo obiljezeni su ekspresijom IRAK-M i posljedi¢no tome
deaktiviranim fenotipom, te su stoga neucinkoviti u antimikrobnom i antitumorskom
odgovoru. SniZenje ekspresije IRAK-M 1 reaktivacija takvih monocita/makrofaga mogla bi
biti jedna od potencijalnih terapijskih strategija u svladavanju imunosupresije u sepsi te kod
pacijenata s malignim tumorima. Stoga bi nasi rezultati kojima se u in vitro experimentima na
hiporeaktivnim monocitima uspjeva sniziti razina IRAK-M primjenom TLR7/8 agonista
CL097 te posljedi¢no tome posti¢i visoka razina TNF-a i1 IL-12, mogli doprinjeti sli¢nim
terapijskim strategijama. NaSe je istrazivanje proSireno i na ex vivo eksperimente kojima se
istrazio utjecaj agonista CL097 i izravno na krvi pacijenata s protrahiranom sepsom te onih s
diseminiranim malignim tumorima gdje su se takoder dobili pozitivni rezultati njegovog
imunostimulatornog ucinka. Prije detaljnijeg prikaza navedenih rezultata, slijedi osvrt na jo$
jedan vazan u€inak CL097, supresiju jo$ jedne znacajne molekule u negativnoj regulaciji TLR
signalnog puta - Bcl-3, te takoder prikaz zaSto je upravo TLR7/8 agonist izabran za pokuse

reaktivacije.



CL097 suprimira ekspresiju jo$ jedne molekule — negativnog regulatora TLR signalnog puta
Bcl-3 (B cell leukemia-3), ¢ime se dodatno razjasnjava njegov imunostimulacijski ucinak.
Bcl-3 blokira ubikvitinaciju p50, ¢lana obitelji transkripcijskih faktora NF-kB, te tako
stabilizira kompleks p50 koji inhibira transkripciju gena proinflamatornih citokina. U skladu s
tim, Bcl-3 ,knock-out™ zivotinje i stanice (makrofazi, dendriticne stanice i B limfociti)
hipersenzitivni su na stimulaciju TLR-om te ne mogu ograniciti reakciju na lipopolisaharid
(266). Ekspresija Bcl-3 tako ima ulogu u ogranic¢avanju upalnog i imunoloskog odgovora
posljedicno stimulaciji TLR receptora. Bcl-3 posreduje jo§ jedan vazan mehanizam
imunosupresije. U radu Grundsrom i sur. (267) opisana je njegova uloga u transkripcijskoj

represiji sinteze IL-2 CD4+ T limfocita te posljedicno tome u indukciji njihove tolerancije.

TLR 7/8 agonist CL097 izabran je za eksperimente istrazivanja upravo zbog njegovih veé
opisanih imunoreaktiviraju¢ih ucinaka. Tako je poznato da TLR7/8 agonisti suprimiraju
funkciju T regulatornih limfocita i time posredno poticu aktivaciju T citotoksi¢nih limfocita
vaznih za specificni imunoloski odgovor na maligno promijenjene stanice (302). Oni su
takoder nuzni za indukciju sinteze IL-12 i poticanje TH1 odgovora, klju¢nog za antitumorski i
antivirusni imunitet. Stoga je i pretpostavljeno da bi upravo CL097 mogao imati reaktivirajuci
u¢inak na hiporeaktivne, deaktivirane monocite (289,303). Temeljem iznesenih svojstava
agonisti TLR 7/8 receptora ve¢ se ispituju u klinickim studijama za lijecenje kroni¢ne

infekcije virusom hepatitisa C (272).

Pokusi su zapoceti na izoliranim humanim monocitima deaktiviranog hiporeaktivnog fenotipa
s ciljem njihove reaktivacije primjenom CL097. Kao S§to je ve¢ ranije rastumaceno njihova
hiporeaktivnost odnosno tolerancija postignuta je produzenom stimulacijom TLR4
agonistima, lipopolisaharidom ili hijaluronskom kiseliom, induktorima endotoksinske
tolerancije u sepsi te tolerancije monocita u tumorskom tkivu. Kao S§to je prikazano u
rezultatima, dodatak TLR7/8 agonista CL097 u kulturu monocita istodobno s TLR4
agonistima umanjio je njihov suprimiraju¢i ucinak na sintezu TNF-a i1 IL-12, te smanjio
ekspresiju negativnih regultora TLR signalnog puta IRAK-M 1 Bcl-3, znacajnih molekula za
indukciju tolerancije monocita. Ovi rezultati dijelom odgovaraju ve¢ objavljenim
istrazivanjima koja su pokazala aditivni i sinergisticki u¢inak stimulacije monocita razli¢itim
kombinacijama TLR agonista na sintezu citokina (270,286-291) te posebno onima koja su

pokazala ucinak stimulacije TLR7/8 i TLR4 receptora na stvaranje IL-12 1 TNF-a kod



monocita (289) i1 dendritickih stanica podrijetla monocita (288). Ono $to do sada nije bilo

poznato je upravo ucinak TLR7/8 agonista na ekspresiju IRAK-M 1 Bcl-3.

U naSim rezultatima dalje je zanimljiv istodobni porast citokina TNF-a i IL-12, kao i IL-10,
tijekom kostimulacije TLR4 i TLR7/8 receptora monocita. Hartmann i sur. su naime pokazali
da stimulacijom monocita kombinacijom TLR4 i TLR7/8 receptora dolazi do pada
proizvodnje IL-10 te su time tumacili porast proinflamatornih citokina (289). Navedeni
rezultati dobro koreliraju s nasim rezultatima kostimulacije pune krvi agonistima TLR-a i
snizenog stvaranja IL-10. No za razliku od toga, u naSem istrazivanju kostimulacija
makrofaga u kulturi, agonistima TLR4 i TLR7/8 rezultirala je porastom IL-10. Rezultate
sliéne nasima objavile su i druge istrazivacke grupe (288) gdje je takoder zabiljeZen porast
mRNA IL-10 kod dendriti¢kih stanica porijekla monocita u sliénim uvjetima kultivacije i
stimulacije. Stoga se moze zakljuciti da je razlika u stvaranju IL-10 nakon stimulacije TLR7/8
receptora, posljedica razli¢itog stupnja diferencijacije monocita. Sli¢no je objavljeno i za
sintezu drugih citokina (304). Za razliku od do sada objavljenih rezultata Hartmanna i sur., u
naSem je istrazivanju detektirana razli¢ita reaktivnost monocita i stvaranje IL-10, Sto se moze
povezati s razli¢itim uvjetima kultivacije monocita. Naime, u na$im pokusima monociti su
najprije ostavljeni u kulturi tijekom 24 sata te su tek tada stimulirani TLR agonistima.
Takoder tumacenje Hartmanna (289), koji navodi da kostimulacija TLR4 1 TLR7/8 receptora
upravo inhibicijom sinteze IL-10, izaziva porast [L-12 1 TNF-a, dijelom je u kontradikciji s
nasim rezultatima. Naime u pokusima s blokiraju¢im protutijelima za IL-10, koji poniStavaju
njegov ucinak, pokazano je da IL-10 samo djelomi¢no suprimira sintezu TNF-a. Stoga se za
izmjerene vrlo visoke vrijednosti TNF-a 1 IL-12 nakon kostimulacije TLR7/8 1 TLR4
agonistima moraju potraziti i drugi uzroci, a ne samo inhibicija sinteze IL-10, kao $to je do

sada objavljeno (289).

Aktivacija signalnih puteva nakon kostimulacije TLR takoder je do sada opisana u vrlo malo
publikacija (257). Kao S$to je ve¢ pokazano u rezultatima, CL097 ko¢i indukciju Bcl-3 i
IRAK-M, imunosupresivnih molekula koje inducira stimulacija TLR4. Stimulacija samo
CL097-om ne izaziva masivni porast sinteze citokina unato¢ niskim razinama Bcl-3 i IRAK-
M. Moguce objasnjenje je da nedostaje dodatni proinflamatorni stimulus koji nalazimo kod
kostimulacije TLR4 1 TLR7/8. Pri istodobnoj stimulaciji TLR4 i TLR7/8 €ini se kako CL097
ko¢i negativnhu povratnu spregu induciranu s TLR4, koja obi¢no rezultira pojac¢anom

ekspresijom IRAK-M (253,258,263). Na temelju nasih podataka moze se zakljuciti da CL097



dovodi do protrahirane sinteze citokina inhibicijom navedene negativne povratne sprege.
Usporedujuc¢i dobivene bazalne razine IRAK-M (u kulturi makrofaga bez stimulacije) za
razliku od rezultata del Fresna i sur. (263) detektirana je poviSena ekspresija IRAK-M. Ova
razlika mogla bi biti posljedica razlike u diferencijaciji monocita, budu¢i da je del Fresno
koristio svjeze izolirane monocite u eksperimentima, dok su u nasim pokusima bili prethodno
kultivirani tijekom 24 sata. U naSim je pokusima opazeno da kultivacija monocita do
makrofaga dovodi do vremenski ovisnog porasta razine IRAK-M, §to moze biti znak

nespecifi¢ne aktivacije i diferencijacije.

Kada se promotri problem istodobne sinteze proinflamatornih (TNF-o 1 IL-12) 1
antiinflamatornih citokina (IL-10) nakon kostimulacije TLR4 i TLR7/8 agonistima, a
uzimajuci u obzir ekspresiju signalnih molekula Bcl-3 i IRAK-M, takoder se moze naci
pojasnjenje ove pojave. Tako kod Bcl-3 ,knock-out miseva stimulacija LPS-om izaziva
porast oba citokina TNF-a i IL-10 (266). Sli¢no tomu, u nasim pokusima kostimulacijom
TLR4 1 TLR7/8 suprimirana je ekspresija Bcl-3 te je dobiven slican uzorak sinteze pro- i
antiiinflamatornih citokina. S druge strane, niska razina IRAK-M mogla bi biti odgovorna za
pojacanu ekspresiju citokina nakon kostimulacije TLR4 i TLR7/8, budu¢i se kod IRAK-M -/-
miseva nalazi izrazito povecana ekspresija TNF-a 1 IL-12 nakon ex vivo LPS stimulacije
(260). Ono sto se takoder zapazilo u navedenom radu je da se kod ovog modela miSeva
(IRAK-M -/-) takoder nalazi porast sinteze IL-10 u makrofazima nakon izlaganja
bakterijskom stimulusu (LPS-u). Ovi rezultati dobro koreliraju s porastom IL-10 zabiljezenim

nakon kostimulacije TLR-om u nasim ex vivo eksperimentima.

Kako bi se testirao ucinak TLR7/8 na stanicama karakteriziranim imuno-paralizom, ucinjeni
su eksperimenti ex vivo stimulacije pune krvi pacijenata s protrahiranom sepsom i
diseminiranim malignim tumorima. Ranije je pokazano kako je karakteristika imunosupresije
izazvana sepsom polarizacija stanica periferne krvi prema vecoj sintezi IL-10, te je to
potvrdeno u serumu pacijenata sa sepsom (305). Ovi rezultati odgovaraju ranije ucinjenim
pokusima koji su rezultirali pojacanom proizvodnjom IL-10 (292) te snizenom TNF-a nakon
ex vivo stimulacije pune krvi pacijenata s LPS-om (248). Nasim je istrazivanjem pokazano
slicno stanje imunosupresije kod ex vivo stimulacije pune krvi pacijenata s diseminiranim
malignim tumorima. Te stanice dodatno je karakterizirala i poja¢ana proizvodnja IL-10 nakon
stimulacije LPS-om. Usporeduju¢i rezultate kostimulacije TLR4 i TLR7/8 pune krvi zdravih

dobrovoljaca i kulture njihovih makrofaga, pronadena je razlika u njihovom odgovoru, ne



potpuno neoc¢ekivano, buduci da i druge krvne stanice pojacavaju sinergisti¢ki ucinak koji je
naden u kulturi makrofaga. Tako kostimulacija TLR4 i TLR7/8 pune krvi zdravih
dobrovoljaca dovodi do znatno viSe razine TNF-a od one nadene u kulturi. U pokusima ex
vivo stimulacije krvi pacijenata sa sepsom i tumorima nadena je pojacana ekspresija TNF-a
kada se TLR4 agonistu dodao TLR7/8 agonist, a uzorak proizvodnje ovog citokina nakon
stimulacije razliCitim kombinacijama TLR agonista zadrzan je u istom omjeru kao i1 u
monocitnoj kulturi. Ovi rezultati upuéuju na potencijalni stimuliraju¢i uc¢inak primjene
TLR7/8 agonista na stvaranje citokina u krvi pacijenata. Oni su takoder znacajni buduc¢i da bi
se deaktivirani fenotip stanica periferne krvi navedenih bolesnika (251) i neodgovarajuca
reaktivnost TLR signalnog puta u krvi septi¢nih pacijenata (254) teoretski mogla dokinuti
primjenom TLR7/8 agonista. Navedeno korelira i s istrazivanjem (199) koje je pokazalo da
TLR8 agonisti u¢inkovito aktiviraju antigen prezentirajuce stanice kod neonatusa. Na znacaj
ovih rezultata ukazuju i raniji radovi u kojima je jasno pokazano da je hiporeaktivnost
periferne krvi septi¢nih pacijenata nakon stimulacije LPS-om znak izrazito loSe prognoze

(250).

U istrazivanju je uocen jo$ jedan zanimljiv rezultat, koji do sada nije opisan u literaturi.
Naime pokazano je da je hijaluronska kiselina snazniji induktor sinteze proinflamatornih
citokina nakon ex vivo stimulacije pune krvi zdravih dobrovoljaca u odnosu na LPS, dok su u
pokusima stimulacije krvi pacijenata sa sepsom i malignim tumorima hijaluronska kiselina 1
LPS imali sli¢an u¢inak na sintezu citokina. Budu¢i da su povisene vrijednosti hijaluronske
kiseline nadene u serumu pacijenata s nizom malignih tumora (306-309) postavlja se pitanje
njezinog potencijalnog ucinka na imunitet na sistemskoj razini te tako i na prognozu
pacijenata. Smatra se da je izvor poviSene razine hijaluronske kiseline u serum pacijenata
upravo u lokalnom tkivu tumora, gdje ona ima deaktiviraju¢i ucinak na makrofage te vrlo
vjerojatno doprinosi inavaziji i metastaziranju tumora (263,310,311). Medutim jo$ nije
potpuno razjasnjen ucinak njezine povisene koncentracije u serumu. Studije koje su pokusale
povezati serumsku razinu hijaluronske kiseline i prognozu pacijenata s malignim tumorima,
dale su oprecne rezultate. Tako je studija s pacijentima koji boluju od multiplog mijeloma
pokazala da je i znatno povisena kao i snizena koncentracija hijaluronske kiseline u serumu
povezana s loSijom prognozom ovih pacijenata (306). Uzimaju¢i u obzir da su pacijenti s
diseminiranim malignim bolestima u stanju imunosupresije (312-314), te imunosupresivne

ucinke hijaluronske kiseline na stanice imuniteta lokalno u tumorskom tkivu, ipak ¢e biti



potrebna daljnja istrazivanja kako bi se u potpunosti rasvijetlila uloga hijaluronske kiseline u

indukciji sistemske imunosupresije ovih pacijenata.

Zaklju¢no, razmatrajuci nase rezultate moze se re¢i da se istrazivanjem potvrdila postavljena
hipoteza radnje. Pronadena je strategija za inhibiciju ekspresije dvije molekule IRAK-M i
Bcl-3 koje se povezuju s TLR-4 induciranim hiporeaktivitetom, molekulom CL097,
agonistom TLR7/8 receptora. Budué¢i da IRAK-M 1 Bcl-3 mogu doprinositi imunopatologiji
sepse 1 malignih bolesti nasi rezultati predstavljaju osnovu za potencijalnu terapijsku primjenu
TLR7/8 agonista u navedenim stanjima imunosupresije. Ovaj bi se pristup mogao upotrijebiti

1 kod drugih vidova imunomoduliraju¢ih lijecenja.



6. ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata opisanog istrazivanja moze se zakljuditi sljedece:

1.

Sintetski TLR7/8 agonist CL097 statisticki znacajno smanjuje ekspresiju proteina
IRAK-M 1 Bcl-3, negativnih regulatora TLR4 signalnog puta, u kulturi hiporeaktivnih
makrofaga C¢ija je hiporeaktivnost postignuta protrahiranom stimulacijom
lipopolisaharidom (LPS-om) ili hijaluronskom kiselinom (HA).

TLR7/8 agonist CL097 primijenjen istodobno s TLR4 agonistima lipopolisaharidom
ili hijaluronskom kiselinom, statisticki znac¢ajno pojacava sintezu citokina (TNF-a, IL-
12, IL-10) odnosno postize sinergisti¢ki u¢inak u odnosu na izoliranu stimulaciju TLR
agonistima u kulturi makrofaga. Dakle, TLR7/8 agonist reaktivira sintezu TNF-a i IL-
12 u hiporeaktivnim makrofazima, a sinteza TNF-a samo je djelomi¢no inhibirana
visokim razinama IL-10.

TLR7/8 agonist CL0O97 tijekom kostimulacije s TLR4 u kulturi hiporeaktivnih
makrofaga ne izaziva statisticki znaCajnu razliku u ekspresiji povrSinskih molekula
povezanih s aktiviranim fenotipom makrofaga (TLR2, TLR4, CD40, CDS80) i
receptora za manozu (MR) te se moze zakljuciti da njegov ucinak na sintezu citokina
nije utemeljen na potpunoj promjeni fenotipa makrofaga iz M2 u M1.

Usporedbom imunoreaktivnosti (stvaranja citokina nakon ex vivo stimulacije TLR
agonistima) pune krvi bolesnika sa sepsom i malignim diseminiranim tumorima s
onom zdravih dobrovoljaca pokazana je statisticki znacajno niZzu sintezu
proinflamatornog citokina TNF-a kod pokusa na krvi septicnih pacijenata u odnosu na
zdrave dobrovoljce, dok ta razlika nije uofena kod pokusa na krvi pacijenata s
malignim bolestima. Sinteza IL-10 bila je statisticki znacajno veca kod eksperimenata
na krvi pacijenata s malignomima i sepsom u odnosu na zdrave dobrovoljce. IL-12 je
induciran samo u krvi zdravih dobrovoljaca, dok je bio nemjerljiv u krvi pacijenata sa
sepsom 1 malignomima.

Pokusaj imunomodulacije/reaktivacije krvi bolesnika ex vivo stimulacijom TLR7/8
agonistom dao je sljedece rezultate: pojacavajuéi ucinak CLO97 na sintezu TNF-a
tijekom kostimulacije s TLR4 agonistima bio je statisticki znacajan samo u
kombinaciji LPS 1 CL097 kod pacijenata s malignomima, dok je kod pacijenata sa
sepsom njegov pojacavajuci ucinak bio znacajan u kombinaciji s oba TLR4 agonista

(LPS i HA).



7. KRATKI SARDZAJ

Protrahirana ili ponovljena stimulacija Toll-like receptora 4 izaziva hiporeaktivitet monocita
odnosno makrofaga koji tako promijenjenog fenotipa posreduju u razvoju imunosupresije u
sepsi te kod malignih bolesti. Nalazimo ih u perifernoj krvi pacijenata sa sepsom te kao dio
infiltrata tumorske strome, gdje njihova prisutnost oznacava loSiju prognozu bolesti. Dvije
signalne molekule, IRAK-M (interleukin-1 receptor-associated kinase-M) i Bcl-3 (B-cell
leukaemia-3), negativni regulatori signalnog puta Toll-like receptora 4, povezuju se s
indukcijom hiporeaktiviteta u monocita/makrofaga. Ovo istrazivanje je pokazalo da
dodavanje agonista Toll-like receptora 7/8, spoja CL097, u kulturu hiporeaktivnih monocita
koc¢i ekspresiju oba negativna regulatora, unato¢ protrahiranoj stimulaciji Toll-like receptora 4
lipopolisaharidom 1ili hijaluronskom kiselinom. Smanjena ekspresija IRAK-M 1 Bcl-3 u
navedenim uvjetima kulture makrofaga bila je popracena povecanom proizvodnjom citokina
TNF-a, IL-10 1 IL-12. Prosirujuéi istrazivanje na ex vivo stimulaciju periferne krvi pacijenata
sa sepsom 1 malignim diseminiranim tumorima, pokazalo se da TLR7/8 agonist zadrzava
ucinak reaktivacije oslabljene sinteze TNF-a. Zaklju¢no, navedeni rezultati mogli bi
doprinjeti razumijevanju patogeneze imunosupresije u sepsi te kod diseminiranih malignih

tumora.

Kljuéne rijeci: imunosupresija, lipopolisaharid, Toll-like receptori, IRAK-M, Bcl-3, citokini



8. KRATKI SADRZAJ NA ENGLESKOM JEZIKU

THE INFLUENCE OF TOLL-LIKE RECEPTOR 7/8 (CL097) AGONIST ON THE
EXPRESSION OF SIGANLLING MOLECULES IRAK-M AND BCL-3,
HALLMARKS OF IMMUNOSUPPRESSION IN PROLONGED SEPSIS AND
CANCER

Prolonged or repeated stimulation of Toll-like receptor (TLR)-4 leads to hypo-responsiveness
of monocyte derived macrophages which appears to be a hallmark of immunosuppression
related to sepsis and cancer. Such hyporesponsive monocytes/macrophages are found in
peripheral blood of septic patients and in tumor stroma, where their presence correlates with
worse disease outcome. Two negative regulators of TLR-4 signalling are connected with the
induction of hyporesponsive state of monocytes/macrophages, interleukin-1 receptor-
associated kinase (IRAK)-M and B-cell leukemia (Bcl)-3. Here we demonstrate that the
expression of both proteins is inhibited when the TLR-7/8 agonist CL097 is added to
monocyte cultures, despite co-stimulation with the TLR-4 agonist lipopolysaccharide (LPS)
or hyaluronic acid. Reduction of IRAK-M and Bcl-3 was paralleled by a significant increased
cytokine induction of TNF-a, IL-10 and IL-12 observed after intra- and extracellular TLR
stimulation. In ex vivo stimulated whole blood of patients suffering from prolonged sepsis or
metastatic cancer, TLR-7/8 agonists retained their ability of increased stimulation of TNF-a.
These data might add to the understanding of sepsis and cancer-associated immune

suppression in men.

Key Words: immunosuppression, lipopolysaccharide, Toll-like receptors, IRAK-M, Bcl-3,

cytokines
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