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Modulacija malim molekulima inflamacije posredovane NF-kB signalnim putem u ¢elijama
urodenog imunskog sistema

Sazetak

Organizam poseduje visestruke sisteme odbrane od patogena, od kojih je urodeni imunski sistem
jedan od prvih nivoa zastite. U okviru imunskog sistema, epitelne Celije uestvuju u regulisanju
inflamacije pre svega proizvodnjom citokina. Receptori za prepoznavanje obrazaca patogena (PRRs),
kao $to su receptori sli¢cni Toll-u (TLRS), imaju kljuénu ulogu u ovim procesima, jer prepoznaju
karakteristi¢ne strukturne motive na patogenima i signale oslobodene iz o$tecenih tkiva. Signalizacija
posredovana TLRs rezultuje aktivacijom signalnih puteva i transkripcionih faktora koji reguliSu sintezu
citokina, hemokina, adhezivnih molekula i povrSinskih markera. Centralni transkripcioni regulator
inflamacije ali i velikog broja osnovnih ¢elijskih procesa je nuklerni faktor kappa B (NF-kB). Poremecaji
ili prekomerna aktivacija ovog signalnog puta su povezani sa patogenezom mnogih inflamatornih
bolesti, tumora, i alergijskih reakcija. Zbog svoje centralne uloge u patogenezi, NF-xB predstavlja
primamljivu metu za razvoj ciljanih inhbitora koji bi regulisali prekomernu inflamaciju zabelezenu u
mnogim patoloskim stanjima, kao i prilikom vakcinacije i senzitizacije.

Ciljevi ove doktroske disertacije su i) karakterizacija molekulskog mehanizma aktivacije NF-xB
alergenom Act d 1 (cistein proteaza aktinidin), ii) poredenje aktivacije proinflamatornih mehanizama
Act d 1 i lipopolisaharida (LPS), u modelu in vitro diferenciranih THP-1 makrofaga i iii) analiza
mogucénosti inhibicije Act d 1- i LPS-pokrenutog NF-kB signalnog puta odabranim malim molekulima
sa imunomodulatornim i antioksidativnim efektima. U prvom delu disertacije je pokazano da Act d 1
aktivira TLR4 proteolizom njegovog ektodomena, a ne klasi¢nim vezivanjem za receptor. Proteoliti¢ka
aktivnost Act d 1 se pokazala neophodnom za aktivaciju NF-kB preko TLR4, i za izazivanje
proinflamatornog odgovora u razli¢itim ¢elijskim model sistemima. U drugom delu ove disertacije je
uspostavljen model makrofaga dobijenih in vitro diferencijacijom iz THP-1 monocita, koji pokazuje
stabilne morfoloske i funkcionalne karakteristike, kao i sposobnost odgovora na razli¢ite stimuluse
promenom fenotipa i proizvodnjom citokina. Koriste¢i ovako razvijen model makrofaga, uz model
sisteme epitelnih ¢elija (HEK293 i Caco-2), testirana je sposobnost odabranih malih molekula da uti¢u
na inflamaciju posredovanu LPS-om i Act d 1, dva aktivatora NF-kB preko TLR4. Mali molekuli su
pokazali selektivne inhibitorne efekte na NF-«xB aktivaciju, pre svega na ekspresiju i translokaciju p65
komponente. Takode, testirani inhibitori, posebno molekuli iz porodice vaniloida su ispoljili inhibitorni
efekat na gensku ekspresiju i sintezu proinflamatornih citokina, modulisali polarizaciju makrofaga i
imali znaCajan antioksidativni potencijal. Dobijeni rezultati ukazuju da, iako Act d 1 preko TLR4 deli
mehanizam NF-«B aktivacije sa LPS-om, nacin i priroda njihove aktivacije se razlikuju, $to znacajno
uti¢e na imunomodulatorni efekat ispitivanih malih molekula. lako su za potvrdu ovih efekata neophodna
dalja in vivo istrazivanja u zivotinjskim sistemima, dobijeni rezultati ukazuju da ova jedinjenja
predstavljaju potencijalna terapeutska reSenja kod patoloskih stanja u kojima klju¢nu ulogu igra
prekomerna aktivacija NF-kB. Karakterizacija molekula inhibitora NF-kB otvara moguénost za bolje
razumevanje terapeutskih agenasa i sintezu efikasnijih derivata ve¢ okarakterisanih i poznatih inhbitora.

Kljuéne reéi: NF-xB, inflamacija, makrofagi, urodeni imunski sistem, imunomodulacija, proteazni
alergeni, aktinidin, Actd 1, LPS

Nauéna oblast: Hemijske nauke

UZa naucna oblast: Biohemija
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Modulation of NF-kB-mediated inflammation by small molecules in innate immune cells
Abstract

The organism has multiple defense systems against pathogens, among which the innate immune
system represents the first level of protection. In addition to immune cells, epithelial cells also participate
in the regulation of inflammation, primarily through the production of cytokines. Pattern recognition
receptors (PRRs), such as toll-like receptors, play a key role in these processes by recognizing
characteristic motifs on pathogens and danger signals from damaged tissues, thereby transmitting signals
into the cell. This signaling results in the activation of intracellular pathways and transcription factors
that regulate the synthesis of cytokines, chemokines, adhesion molecules, and surface markers. The
central transcriptional regulator of inflammation, as well as of numerous fundamental cellular processes,
is nuclear factor kappa B (NF-xB). Dysregulation or excessive activation of this pathway has been
associated with the pathogenesis of many inflammatory diseases, tumors, and allergic reactions. Due to
its central role in pathogenesis, NF-kB represents an attractive target for the development of specific
inhibitors capable of regulating excessive inflammation observed in many pathological conditions, but
also in the contexts of vaccination and sensitization.

The aims of this doctoral dissertation were to i) characterize the molecular mechanism of NF-«xB
activation by the allergen protease Act d 1, ii) compare the activation of proinflammatory mechanisms
of Actd 1 and LPS in in vitro THP-1 macrophage model system, and iii) analyse potential inhibiton of
Act d 1- and LPS-induced NF-kB activation by selected small molecules with immunomodulatory and
antioxidant effects. In the first part of the study, it was demonstrated that actinidin activates TLR4 not
through classical ligand-receptor binding, but via cleavage of its ectodomain. Furthermore, the
proteolytic activity of actinidin was shown to be essential for NF-kB activation through TLR4, as well
as for eliciting a pro-inflammatory response to this allergen in various cellular models. In the second part
of this dissertation, an optimized in vitro macrophage model system was established by differentiating
THP-1 monocytes to macrophages. These macrophages displayed expected morphological and
functional characteristics, as well as expected responses to different stimuli through phenotype changes
and cytokine production. Using this macrophage model, as well as epithelial cell models, the ability of
selected small molecules to modulate inflammation mediated by LPS and actinidin, two activators of
NF-xB via TLR4, was tested. The small molecules exhibited selective inhibitory effects on NF-xB
activation and p65 subunit translocation. In addition, inhibitory effects on gene expression and synthesis
of pro-inflammatory cytokines, modulation of macrophage polarization, and significant antioxidant
potential were confirmed, particularly for small molecules belonging to the vanilloid family. The
obtained results indicate that although actinidin shares the mechanism of NF-«B activation with LPS via
TLR4, the nature and mode of their activation differ significantly, which strongly influences the
immunomodulatory effects of the investigated small molecules. Although further in vivo studies in
animal models would benefit these findings, the results suggest that these compounds represent potential
therapeutic solutions for pathological conditions in which excessive NF-«kB activation plays a central
role. The characterization of NF-xB inhibitors also provides a basis for a deeper understanding of
therapeutic agents and opens possibilities for the synthesis of more effective derivatives of already
characterized and known inhibitors.

Keywords: NF-«xB, inflammation, macrophages, innate immune system, immunomodulation, protease
allergens, actinidin, Actd 1, LPS

Scientific field: Chemistry

Scientific subfield: Biochemistry
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DAMP Molekulski obrasci povezani sa o$te¢enjem
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FACS Fluorescentno aktivirano sortiranje celija
FBS Fetalni govedi serum

FITC Fluorescein izotiocijanat

GAPDH Gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza

GFP Zeleni fluorescentni protein
GSH Redukovani glutation

HRP Peroksidaza iz rena

ICAM Meducelijski adhezivni molekul
IFN Interferon

Ig Imunoglobulin

IL Interleukin

INOS Inducibilna azot (I1) oksid sintaza
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IRF Regulatorni faktor interferona

LA Laurinska kiselina

LDH Laktat dehidrogenaza

LPS Lipopolisaharid

LRR Leucinom bogati motivi

MAPK Mitogen-aktivirana proteinska kinaza

NOD Receptori sli¢ni nukleotid-vezujuéem oligomerizacionom domenu
PAMP Molekulski obrazac karakteristi¢an za patogen
PAR Receptor aktiviran proteazama

PBS Puferisan fizioloski rastvor

PCR Lancana reakcija polimeraze

PE Fikoeritrin

Pl Propidijum-jodid

PMA Forbol-12-miristat-13-acetat

PRR Receptori za prepoznavanje obrazaca patogena
RNK Ribonukleinska kiselina

ROS Reaktivne kiseoni¢ne vrste

RPMI Roswell Park Memorial Institute 1640 medijum

SDS PAGE  Natrijum dodecilsulfat poliakrilamidna gel elektroforeza
TBS Trisom puferisan fizioloski rastvor

TEMED N, N, N', N'-tetrametiletilendiamin

Th Pomoc¢nicke T éelije

TLR Receptor slican Toll-u

TMB 3,3',5,5'-Tetrametilbenzidin

TNF Faktor nekroze tumora

TRIF Toll/interleukin-1 receptor domen-sadrze¢i adapter koji indukuje interferon f3
TSLP Limfopoietin strome timusa

VA Vanilil alkohol

VCAM Vaskularni adhezivni molekul

VL Vanilil-laurat

VN Vanilin
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1 Uvod

Urodeni imunski sistem predstavlja prvu barijeru zastite organizma i obuhvata viSe mehanizama
koji omogucavaju odbranu organizma[1]. Vise tipova imunskih Celija je uklju¢eno u odbranu organizma
od raznih patogena i antigena iz spoljne sredine, pre svega njihovom detekcijom preko receptora za
prepoznavanje obrazaca patogena (PRRs)[1]. Ovi receptori prepoznaju bakterijske motive i molekule iz
ostecenih tkiva, a zatim daju signal koji rezultira aktivacijom celija imunskog sistema. PRRs su
heterogena grupa receptora koja obuhvata receptore sli¢cne Toll-u (TLRS), receptore sli¢ne nukleotid-
vezujué¢im oligomerizacionim domenima (NODs), lektine C-tipa i skevendzer receptore[2]. Njihova
aktivacija pokrece sintezu citokina (posebno interferona i hemokina), adhezivnih molekula, fagocitozu i
aktivaciju kljuénih transkripcionih faktora u imunskom odgovoru, poput NF-kB i IFNB[2]. Najvise
izuCavan TLR je TLR4 Koji je izuzetno vazan u reakciji na Sirok spektar egzogenih i endogenih
liganada[3]. Aktivacija TLR4 vodi aktivaciji dva signalna puta, MyD88- i TRIF-zavisni putevi, koji dalje
aktiviraju NF-xB odnosno IFNB promotore[4].

NF-xB je centralni regulator velikog broja gena ukljuéenih u esencijalne Celijske procese ali i u
proces inflamacije[5]. Klasi¢ni put aktivacije NF-kB moze se pokrenuti sirokim spektrom stimulusa, dok
je za aktivaciju alternativnog puta poznat manji broj liganada[5]. Poremec¢aji u regulaciji ovog signalnog
puta povezani su sa nastankom brojnih inflamatornih bolesti, ukljucuju¢i reumatoidni artritis,
inflamatorne bolesti creva, multiplu sklerozu, aterosklerozu, sistemski lupus eritematozus, ali i alergijske
odgovore[5]. Alergijski odgovor je definisan kao hroni¢na, inflamatorna reakcija imunskog sistema koja
se karakteriSe preteranim odgvorom na bezopasne antigene koji se nazivaju alergeni. Posmatranjem
alergena, posebno se istie njihova proteoliticka aktivnost, koja se danas smatra jednim od klju¢nih
faktora u izazivanju proalergenih i inflamatornih odgovora[6]. Ovi efekti ne proizilaze samo iz procesa
prepoznavanja epitopa i paratopa, ve¢ i iz direktne stimulacije receptora urodene imunosti[6].

Zbog presudne uloge NF-xB u inflamaciji i patogenezi mnogih razli¢itih bolesti, ovaj signalni put
predstavlja privlatnu metu za razvoj antiinflamatornih lekova[5]. Trenutno je poznato vise od 800
inhbitora NF-kB, a o¢ekuje se dalji porast njihovog broja[7]. Njihov znacaj u terapiji ogleda se u
sposobnosti da kontroliSu prekomernu proizvodnju citokina i hemokina na mestima imunskog odgovora,
Sto je posebno vazno u terapiji inflamatornih bolesti, ali i u kontekstu vakcinacije 1 senzitizacije, gde je
pozeljna stimulacija imuniteta uz izbegavanje sistemske inflamacije i nezeljenih efekata[8]. Brojni
prirodni proizvodi deluju inhibitorno na NF-«xB signalni put. Sekundarni metaboliti biljaka predstavljaju
bogat izvor hemijski raznolikih bioaktivnih supstanci, a mnogi od njih se vekovima unazad koriste u
tradicionalnoj medicini[8,9]. Medu ovim jedinjenjima nalaze se fenoli, polifenoli, lignani, sekviterpeni,
diterpeni i triterpeni[9]. Mali bioaktivni molekuli, pre svega iz prirodnih izvora, pored
imunomodulatornog dejstva, ¢esto pokazuju i antioksidativni efekat[9].
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2 Pregled literature
2.1 Urodeni imunski sistem

Komponente urodene imunosti igraju vaznu ulogu u aktivaciji i pravilnom funkcionisanju
imunskog sistema. Obelezja urodenog imunskog odgovora obuhvataju Sirok opseg desavanja u
organizmu. Celije koje su deo urodenog imunskog sistema ili poseduju sposobnost da sa njim interaguju
su $iroko zastupljene u celom organizmu[10]. Sposobnost da sintetiSu i proizvode Sirok spektar citokina
im omogucava da na adekvatan nac¢in moduliraju sveukupni imunski odgovor[1,10]. Aktivacija puteva
urodene imunosti igra vaznu ulogu i U sazrevanju i ekspresiji kostimulatornin molekula na antigen-
prezentuju¢im ¢elijama (APCs), a time i na prezentaciju antigena koja je neophodan korak u aktivaciji
T ¢elija. [10]

Sistem urodene imunosti predstavlja prvu liniju odbrane organizma. Cine ga fizi¢ke i hemijske
barijere, kao i vise tipova imunskih ¢elija koje eksprimiraju PRRs[1] preko kojih prepoznaju bakterijske
motive i oSteceno tkivo. PPRS ukljuc¢uju TLRs, NOD receptore, lektine C-tipa i skevendZer receptore.
Njihova aktivacija vodi ka povecanoj ekspresiji citokina (pre svega interferona i hemokina), adhezivnih
molekula, fagocitozi i aktivaciji transkripcionih faktora i njihovih promotera (kao $to su NF-kB i
IFNB)[2]. Osim ¢elija, urodeni imunski sistem obuhvata i druge klase molekula, kao §to su pentraksini,
kolektini 1 fikolini, koji imaju sposobnost da aktiviraju komplement i reguli$u inflamaciju [2]. Primarni
inflamatorni citokini (IL-1pB, IL-6 i TNF), pokre¢u proizvodnju sekundarnih medijatora kao $to su
hemokini, adhezivni molekuli, prostaglandini i NO[2]. Aktivacija urodene imunosti prethodi aktivaciji i
regulaciji adaptivnog (antigen-specifi¢énog) imunskog odgovora [2].
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Slika 1. Urodena imunost. [2]

Dendritske ¢elije (DCs), makrofagi, monociti, neutrofili, eozinofili, bazofili, mastociti i ¢elije

prirodne ubice, se smatraju profesionalnim ¢elijama urodene imunosti [2,11]. Kao neprofesionalne ¢elije
urodene imunosti navode se endotelne Celije koje oblazu krvne sudove i epitelne celije disajnih,
reproduktivnih i gastrointestinalnih puteva[12]. Za razliku od urodene imunosti, adaptivna imunost se
oslanja na funkciju B i T ¢elija[13].
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Slika 2. Celije urodene imunosti. [2]

2.2 NF-xB signalni put

Proces inflamacije zavisi od razli¢itih inducibilnih transkripcionih faktora, medu kojima se nalazi
I nuklearni faktor kappa B (NF-xkB)[14]. Transkripcioni faktori poput NF-«B imaju ulogu u
koordinisanju i podsticanju adaptivnog i urodenog imunskog odgovora[15]. U mnogim inflamatornim
bolestima je pokazano da dolazi do aktivacije NF-kB. Zbog ovih razloga, on je postao primamljiva meta
u terapiji inflamatornih bolesti i interesovanje za ovaj signalni put ne prestaje da raste iako je 0 hjemu
ve¢ jako puno otkriveno. Upravo cCinjenica da ovaj signalni put reguliSe i proinflamatorne i
antiinflamatorne mehanizme predstavlja izazov ali i razlog razmatranja njegovog terapijskog potencijala
preko inhibicije i modulacije aktivnosti NF-xB komponenti[5,15].

NF-xB nuklearni faktor je prvi put identifikovan u B ¢elijama, gde je detektovana konstitutivna
NF-xB aktivnost kao i njegova moguénost vezivanja za pojacivac kappa B mesta u imunoglobulinskom
kappa lakom lancu[16]. Klasi¢ni i alternativni put aktivacije, iako razli¢iti u signalnom mehanizmu,
imaju bitne uloge u regulaciji inflamatornih odgovora[14].
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Slika 3. Sematski prikaz puteva aktivacije NF-kB. Levo je prikazan klasi¢ni (kanonski) put, dok je
desno prikazan alternativni put aktivacije. [17]

U fizioloskim uslovima, u ¢elijama koje ne dobijaju nikakve stimuluse, NF-kB je predominantno
u formi heterodimera sastavljenog od p50[14] i p65[5] subjedinica, koje se nalaze u citoplazmi u
neaktivnoj formi i glavne su komponente klasi¢nog (kanonskog) puta. Neaktivne subjedinice su
asosovane za neki od inhibitornih molekula NF-«B signalnog puta (IxBa, IkBp, IkBy,...) medu kojima
je IxBa najzastupljeniji[18,19]. Neaktivni NF-xB dimer/IxB kompleks biva aktiviran fosforilacijom dva
konzervisana ostatka serina unutar N-terminalnog domena IxB proteina[14,18]. Fosforilacija ovih serina
od strane IkB kinaze (IKK), kao odgovor na neki stimulus Kkoji ¢elija prima, vodi do trenutne
poliubikvitinacije 1kB proteina od strane SCF-3 — TrCP kompleksa. Ova modifikacija dalje izaziva brzu

5
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degradaciju asosovanog inhibitornog proteina od strane 26S proteazoma[5]. Degradacija inhibitorne
komponente, dozvoljava translokaciju NF-kB dimera u nukleus, gde se desava indukcija transkripcije[5].
Nakon degradacije inhibitorne komponente i njenog odvajanja, izlaze se mesto na dimeru gde se nalazi
peptidna signalna sekvenca za translokaciju[5]. Aktivirani NF-xB dimer se vezuje za specificne DNK
sekvence u ciljanim genima, ozna¢ene kao kB elementi, i reguliSe njihovu transkripciju. U alternativnom
putu aktivacije, citoplazmatsku formu NF-xB ¢ine RelB i p100 subjedinice. p100 je prekursor p52
subjedinice, koji takode funkcioniSe kao IxB molekul jer vezuje RelB ili RelB/p50 i inhibira njihovu
translokaciju u nukleus[20]. ReIB moze da formira dimere sa p52 ili p50 i da se translocira u nukleus
gde vezivanjem za specificne sekvence DNK moduliSe ekpresiju ciljanih gena[5,14]. NF-kB reguliSe
ekspresiju preko 500 razli¢itih gena, ukljucujuéi gene za citokine, adhezivne molekule, proteine
ukljucene u ¢elijski ciklus, angiogentske faktore kao i proteine koji regulis$u rast[21,22].

2.2.1 NF-xB aktivacija u patogenezi inflamatornih bolesti i tumora

NF-xB signalni put je ukljucen u regulaciju mnogih gena koji su deo klju¢nih ¢elijskih procesa
u celom organizmu[23]. Do aktivacije ovog signalnog puta mogu dovesti razni stimulusi, ukljuc¢ujuéi
ligande koji aktiviraju receptore na B celijama i receptore za TNF (TNFR), inflamatorne citokine,
virusne i bakterijske infekcije, oksidativni agense, UV svetlost i osmotski $ok[23]. Siri spektar aktivatora
podstice signalizaciju preko klasi¢nog puta aktivacije, za razliku od alternativnog puta, gde je poznat
manji broj liganada[14]. Najpoznatiji ligandi alternativnog puta su ligandi iz familije TNFR kao §to su
LTBR, CD40 i RANK, koji ne dovode do degradacije IkxBa komponente[14].

Aktivacija NF-«B signalnog puta je uocena u patogenezi mnogih inflamatornih bolesti, kao §to
su reumatoidni artritis, inflamatorne bolesti creva, multipla skleroza, ateroskleroza, sistemski lupus
eritematozus (SLE), dijabetes tip 1, hroni¢na obstruktivna bolest pluca i alergijska astma[14,24,25]. NF-
kB promovise ekspresiju citokina kao $to su IL-1a i B, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10 (koji deluje kao supresor
inflamacije), 1L-12, 1L-17 i TNF[26]. Ovi proteini su neophodni za normalno funkcionisanje imunskog
sistema u fizioloskim uslovima dok njihova prekomerna ekspresija dovodi do prekomerne inflamatorne
reakcije i posledi¢nog razvoja patologije. Osim toga, aktivacija NF-kB pojacava ekspresiju molekula
neophodnih za ¢elijsku adheziju kao §to su E-selektin, ICAM-1 i VCAM-1[26]. Prekomerna ekspresija
ovih molekula u endotelnim ¢elijama dovodi do akumulacije makrofaga patoloske inflamacije kao npr.
kod ateroskleroze[14]. NF-«xB takode reguliSe Sirok spektar gena koji ucestvuju u procesu formiranja i
prezivljavanja tumora[27]. Ovaj transkripcioni faktor promovise prezivljavanje ¢elije i inhibira apoptozu
preko nekoliko mehanizama[27]. Ovi mehanizmi podrazumevaju regulaciju ekspresije/aktivnosti
¢elijskog inhibitora apoptoze 11 2 i XIAP, kao i Bcl-2 i Bcl-xL[28]. NF-«B regulise i ekspresiju mnostva
solubilnih medijatora koji doprinose inflamaciji koja promovise tumore kao $to su TNF, IL-1, IL-6,
MCP1, COX2 i iNOS[28]. Aktivacija NF-kB se nalazi u osnovi razli¢itih bolesti upravo zbog sveukupne
zastupljenosti i uloge u ekspresiji specifiénih gena od strane ovog signalnog puta u razli¢itim ¢elijama u
organizmu, od kojih su neke navedene u Tabeli 1.
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Tabela 1. Geni regulisani od strane NF-kB u razli¢itim tipovima ¢elija u organizmu. [24]

Tip Celije Geni

Limfociti Eotaksin-1, Thl: IFNy, IL-2;

(Th1/Th2) Th2: IL-4, IL-5, 1L-13

Eozinofili TNF, IL-8, meducelijski adhezivni molekul-1 (ICAM-1), antigen
asociran sa leukocitnom funkcijom (LFA-1)

Neutrofili IL-8, GM-CSF, IL-1

Makrofagi IL-8, monocitni hemotakti¢ki protein-1 (MCP-1)

Epitelne celiie TSLP, ICAM-1, vaskularni adhezivni molekul-1 (VCAM-1), IL-8, IL-

p ) 6, GM-CSF, hemokinski ligand 1, MCP-1, eotaksin-1

TSLP, CD38, ICAM-1, VCAM-1, ciklooksigenaza-2, IL-6, IL-8,

Glatki misici hemoatraktant za mastocite (CXCL10), GM-CSF, MCP-1, neutrofil

aktivirajuci protein-2

2.3 Receptori sli¢ni Toll-u

Patogeni koji napadaju organizam domacina bivaju uoceni od strane urodenog imunskog sistema
preko receptora koji prepoznaju obrasce patogena (PRRS), jedni od kljuénih receptora za imunolosko
prepoznavanje i regulisanje imunskog odgovora[29]. Jedna od najrasprostranjenijih grupa PRRs su
TLRs koji direktno prepoznaju strukturne komponente mikroba i aktiviraju imunski sistem[29]. TLR
pripadaju tipu 1 integralnih membranskih glikoproteina koje karakteriSe vancelijski/intraendozomalni
domen koji sadrzi razli¢it broj leucinom-bogatih motiva (LRRS) i citoplazmatski domen koji deli
homologiju sa receptorom za IL-1 (IL-1R) koji se naziva Toll/IL-1R domen homologije (TIR)[29].
Mogu se nalaziti na povrsini (TLR1, 2, 4, 5 i 6), ili unutar ¢elije kao deo endozomalnog odeljka (TLR3,
7,819)[3,4,30,31]. TLR1 do 9 imaju visok stepen homologije izmedu miseva i ljudi, dok se funkcionalan
TLR10 nalazi kod ljudi a kod miseva je polovina gena za TLR10 zamenjena nefunkcionalnom
sekvencom. Sa druge strane, mi§ji TLR11 je u potpunosti funkcionalan, dok se u humanom genu za
TLR11 nalazi stop kodon koji onemogucava translaciju ovog gena[3]. Struktura TLR, iako u osnovi ista,
se ipak razlikuje izmedu razli¢itih klasa TLR-ova. Ektodomeni TLR mogu biti homodimeri, kao kod
TLR3, 4,5, 819, ili heterodimeri kao kod TLR1 i 2, odnosno TLR2 i 6[32]. Do formiranja homo i
heterodimera dolazi usled istovremenog vezivanja liganda u LRR regionima receptora[33].
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Pam,CSK,

Slika 4. Strukture TLR i interakcija sa ligandima.[33]

TLR imaju ulogu da prepoznaju Sirok spektar patogena i tako uéestvuju u odbrani organizma.
Svaki TLR ima svoje ligande koje prepoznaje, odnosno aktivatore u ¢ijem prepoznavanju ucestvuje.
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TLR4 prepoznaje LPS, strukturnu komponentu bakterijskog zida, TLR5 flagelin, dok TLR1, 2 i 6
prepoznaju bakterijske lipoproteine[32]. TLR u unutrasnjosti endozoma detektuju nukleinske kiseline,
pa tako TLR3 prepoznaje dvolancanu RNK, TLR7 1 8 jednolan¢anu RNK, TLR9 nemetilovane CpG, 1
TLR13 bakterijsku ribozomalnu RNK. Ovi receptori se ne nalaze samo na ¢elijama imunskog sistema,
ve¢ su rasprostranjeni i na drugim ¢elijama u organizmu. U epitelnim ¢éelijama, funkcije ovih receptora
Su posebno bitne zbog konstantne izlozenosti patogenima[34]. Posredstvom TLR, aktiviraju se specifi¢ni
mehanizmi odbrane od mikroorganizama i virusa koji dolaze u kontakt sa intestinalnom i respiratornom
mukozom[34]. Ne samo na razli¢itim celijama, ve¢ i aktivirani od strane raznolikih klasa jedinjenja,
znacaj TLRova nastavlja da raste. Pored njihove zaStitne uloge u imunosti, postaje jasnija i uloga
TLRova u odrzavanju homeostaze organizma[35].

A TLR koji prepoznaju bakterijske PAMPs
TLR2/1
TLR4 TLR13 TLR9 TLR2/6 TLRS5
LPS Ribozomalna CpG Lipoprotein | | Flagellin

DNA

/
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TLR3 TLR7, TLR8 TLR9
dsRNA ssRNA CpG DNA
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Slika 5. TLR i njihovi aktivatori[32]
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231 TLR4

Najproucavaniji TLR, TLR4 je posebno znacajan zbog svoje sposobnosti da inicira inflamaciju
kao odgovor na veliki broj egzogenih i endogenih aktivatora[3]. Aktivacija TLR4 je prili¢no jedinstvena
u poredenju sa aktivacijom ostalih TLR, jer ukljucuje aktivaciju dva razli¢ita signalna puta, MyD88 i
TRIF-zavisne puteve[4,36]. MyD88-zavisni put dovodi do brze aktivacije NF-kB i MAPK, §to rezultira
proizvodnjom proinflamatornih citokina[4,37]. Aktivacija TRIF-zavisnog puta dovodi do aktivacije
IRF3 i ekspresije interferona tipa 1[4].

TLR TLR TLR4 TLR4
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plazmalmembrana
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(NF-kB, AP-1) Glikoliza pcy

Slika 6. Signalna transdukcija preko TLR4. [32]

Da bi doslo do transdukcije signala preko TLR4, mora se uspostaviti kontaktna povrsina izmedu
TLR4 i ko-receptora MD2, dogadaj koji prati LPS-izazvanu dimerizaciju dva TLR4-MD2 dimera[33].
LPS istovremeno ostvaruje kontakt sa hidrofobnim dzepom unutar MD2 i povr§sinom TLR4[33]. MD2
je rastvorni protein koji je pre svega prepoznat kao neophodan da bi se ostvarila aktivacija TLR4
posredstvom LPS liganda[38,39], upravo zbog toga sto sadrzi dubok hidrofobni dzep izmedu dve P
ploce[38]. Za razliku od TLR1, 2 i 3, koji se direktno vezuju za svoje ligande, to nije slucaj sa TLR4,
gde nema direktnog kontakta sa LPS-om ve¢ se interakcija ostvaruje preko MD2[38]. Osim MD2, za
aktivaciju TLR4 je neophodan i adaptorski protein CD14. CD14 je membranski protein koji se
eksprimira na povrsini ¢elije, i koji je neophodan za prepoznavanje LPS-a[38]. U nedostatku CD14,
postoje ligandi koji ipak mogu aktivirati TLR4, kao Lipid A, medutim zabeleZena aktivacija rezultuje
signalizacijom samo preko MyD@88 ali ne i TRIF signalnog puta[38].
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LPS je snazan stimulator urodenog imunskog sistema, ¢ije se prepoznavanje odvija preko TLR4
[40]. Priroda njihovih interakcija i aktivacija signalnih puteva u ¢eliji je jako dobro okarakterisana, $to
doprinosi Sirokom kori§¢enju LPS-a kao model aktivatora imunskog sistema u razli¢itim in vitro i in
vivo modelima [39]. lako je LPS prepoznat kao tradicionalni i najvise proucavani ligand TLR4,
neprestano se otkrivaju novi ligandi TLR4[41-44]. TLR4 pokazuje i sinergisti¢ki efekat sa drugim
TLRovima, kao na primer kod aktivacije protozoom Toxoplasma gondii, gde dolazi do aktivacije i TLR4
i TLR2 Kkoji sinergisticki dovode do razvijanja imunskog odgovora i odbrane organizma od ovog
patogena[45]. Osim bakterijskih liganda, TLR4 prepoznaje Sirok spektar liganda koji poticu od virusa
(proteine kapsida virusa, RSV, MMTYV), gljiva (manani, npr iz Candida albicans) ili mikoplazmi, a
takode moze biti aktiviran i od strane endogenih faktora poznatih kao molekulski obrasci povezani sa
ostecenjem (DAMPs)[29,46]. DAMPs koji se oslobadaju kao posledica povrede i inflamacije mogu
igrati ulogu endogenih agonista TLR4[46]. U ovu grupu spadaju -defenzin, HMGBL1 protein, proteini
toplotnog soka (HSP, i to HSP60 i 70), fibrinogen, hijaluronska kiselina, heparin sulfat i mnogi
drugi[46].
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Slika 7. Struktura kompleksa TLR4, MD2 i CD14 koreceptora, sa strukturama prirodnih (zeleno)
i sinteti¢kih (plavo) liganada. [46]
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2.4 Alegeni kao aktivatori imunskog sistema

Alergije predstavljaju ozbiljan problem u razvijenim zemljama, gde broj alergi¢nih osoba iznosi
oko 25%, i u konstantnom je porastu[47]. Alergijska inflamacija je ranije bila jednostavno opisana kao
umrezavanje alergen-specifi¢nog IgE na mast ¢elijama i bazofilima i aktivacija CD4" T ¢elija koja vodi
proizvodnji Th2 citokina (IL-4, IL-5, IL-13)[6]. Medutim, danas je poznato da se ovaj proces odlikuje
brojnim kompleksnim i medusobno povezanim interakcijama izmedu APC i ¢elija epitelnih barijera.

Proteoliticka aktivnost je jedno od svojstava koje se danas prepoznaje kao klju¢no u izazivanju
alergijske reakcije i inflamatornog odgovora[6]. Proteoliticka aktivnost nema samo uticaj na sam alergen
ve¢ 1 na druge nealergene proteine koji se potencijalno nalaze u smesi sa proteazom|[6]. Inflamacija
izazvana nealergenskim procesima moze biti indukovana od strane proteaza, kao §to su papain, Der p 1
i Der f 1[48,49]. Der p 1 dovodi do povecanog prisustva eozinofila kod pacijenata sa astmom. Proteazna
aktivnost papaina izaziva naruSavanje epitelne barijere i stres okolnog tkiva dovodeci do ostecenja i
proizvodnje citokina IL-25, I1L-33 i TSLP[48]. Ove proteaze mogu izazivati astmu nezavisnu od
aktivnosti T-¢elija[48]. Neka istrazivanja ukazuju na to da polarizacija Th2 ¢elija pod uticajem papaina
zahteva prisustvo dendritskih ¢elija ali ne i bazofila[50].

Tabela 2. Proteazni alergeni i njihovi izvori. [6,51,52]

Izvor Alergen Tip proteaze Efekat
Grinje kuéne Derpl Cistein Sece_:nje proteina ¢vrstih veza
prasine (HDM)  Der f 1 Cistein Aktivacija PAR?
Aktivacija TGFp
Bubagvab Blag?2 Inaktivna aspartat ~ Aktivacija PAR2
ubasvaba Pera 10 Serin Sazrevanje pro-MMP9
. Asp(_ar_gl!lus grupa 13 Ser!n Aktivacija PARL i 2
Gljive Penicillium grupa 18 Serin . S
. Secenje proteina ¢vrstih veza
Cladosporum grupa 9 Serin
Polen Phl_eum grupa 1 C!Ste!n Secenje proteina ¢vrstih veza
Lolium grupa 1 Cistein
Papain Cistein Seden teina &vrstih
Voce Bromelain Cistein SeCenje protcina tvrstih veza
Aktinidin Cistein J

Prepoznavanje i preuzimanje alergena od strane APC se desava preko razli¢itih PRRs, pre svega
preko TLR, manoznih receptora i visoko afinitetnih receptora za IgE[53]. Prepoznavanje alergena od
strane epitelnih celija se uglavnom desava preko TLR, lektina C tipa ili receptora aktiviranih proteazama
(PARs)[53]. PARs su transmembranski receptori kuplovani sa G proteinima koji su stimulisani
uglavnom od strane serin proteaza[49]. Serin proteaze prvenstveno aktiviraju PAR1, PAR2 i PAR4, dok
dostupni podaci ukazuju da cistein proteaze nisu u stanju da funkcionalno aktiviraju PARs[6,54,55].
PARSs su eksprimirani na povrsini ¢elija krvnih sudova, vezivnog tkiva, leukocita, epitelnih celija, kao 1
¢elija koje oblazu respiratorne i gastrointestinalne puteve[49]. Nekoliko istrazivanja je potvrdilo
aktivaciju ovih receptora proteaznim alergenima. Pokazano je da cistein proteaza Der p 1 moze da
aktivira humani i mi§ji MRGPRCI11 (Mas-uvezani-G-protein-kuplovani receptor), proteolizom
njegovog N-terminalnog domena, §to zatim dovodi do proizvodnje 1L-6[56,57]. Pored toga, Der p 1
moze da sece a-subjedinicu IL-2 receptora CD25 na T ¢elijama, kao i CD23, ¢ime podstice sintezu IgE
od strane B ¢elija[58]. Proteaze Siroke specifi¢nosti mogu da aktiviraju TLR15 proteolizom njegovog
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ektodomena, medutim isti efekat nije uocen sa serin i cistein proteazama uze specifi¢nosti kao $to su
tripsin i papain[42]. Sto se ti¢e TLR4, iako njegova direktna aktivacija od strane proteaza nije jo§ uvek
dokumentovana, primecen je sinergisticki efekat PAR 1 TLR4 gde dolazi do jedinstvene interakcije
izmedu ovih razliito regulisanih receptora za prepozavanje obrazaca koja dovodi do NF-«B-
posredovane inflamatorne reakcije[44,59]. Uloga MyD88 signalnog puta se takode pokazala vaznom u
pocetnim fazama odgovora celija respiratornog epitela na papain[60]. Medutim, direktan efekat
alergenih proteaza na TLR do sada nije detaljno ispitan i okarakterisan. Ovi procesi ukazuju da alergijska
reakcija i inflamacija izazvane alergenim proteazama nisu rezultat isklju¢ivo prepoznavanja epitopa i
paratopa vec i posledica aktivacije specifi¢nih receptora urodenog imunskog sistema[6,61].

Proteazni
alergeni

Ripoptozom Degradacija

v Cvrstih veza

e e N
[ ’ :'o

endogene/egzogene ‘ =S
proteaze
@ 29D
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Slika 8. Uloga epitelnih ¢elija u odgovoru na proteazne alergene. [54]
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Slika 9. Uloga monocita u odgovoru na proteazne alergene. [54]

2.4.1 Cistein proteaze

Cistein proteaze su enzimi koji su deo kljucnih ¢elijskih procesa u biljkama, kao $to su uklanjanje
pogresno uvijenih proteina, snabdevanje celija aminokiselinama, regulacija koli¢ine enzima koji
ucestvuju u metabolickim putevima i sazrevanje proenzima i peptidnih hormona[62]. Cistein proteaze
mogu u nekim slucajevima da sluze i kao odbrana biljaka protiv insekata i gljiva. One su obi¢no
molekulske mase izmedu 20 i1 30 kDa, koriste cistein u svom katalitickom mestu kako bi raskinule
peptidnu vezu u proteinskim supstratima i imaju zajednicke fizi¢ke i hemijske karakteristike ali razli¢itu
pl vrednost i molekulsku masu[63,64]. Osim biljnih alergena, papaina (Car p 1) iz papaje, bromelaina
(Ana c 2) iz ananasa, i aktinidina (Act d 1) iz kivija, u ovu familiju se ubraja i alergen grinja kuéne
prasine, Der p 1, kao i alergen soje Gly m 1[62,65].

Inhibitor cistein proteaza, E64 (N-(N-(L-3-trans-karboksioksiran-2-karbonil)-L-leucil)agmatin)
je prvo izolovan iz Aspergillus japonicus[66]. Okarakterisan je 1978. godine, kada je otkrivena njegova
inhibitorna uloga. Ireverzibilno inhibira cistein proteaze iz papainske familije C1 peptidaza u koju
spadaju aktinidin, papain, bromelain 1 ficin, tako §to reaguje sa cisteinom iz aktivnog mesta enzima, $to
dovodi do promene konformacije proteina[66]. Kasnije su sintetisani i derivati E64, poput E64d
((2S,3S)-trans-epoksisukcinil-L-leucilamido-3-metilbutan etil estar), koji pre svega pokazuju vecu
mogucénost permeabilnosti u ¢eliju. Ovaj molekul je pronasao i primenu u terapiji Alchajmerove
bolesti[67].
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242 Actdl1l

Kivi (Actinidia deliciosa) pripada familiji Actinidaceae i poreklom je iz doline reke Jancegjang
u Kini. Prvi prijavljeni slucaj alergijske reakcije na kivi datira iz 1981. godine[68]. Aktinidin (Act d 1)
je identifikovan kao glavni alergen kivija u veéini studija[69]. Glavni alergen je definisan kao molekul
za koji se vezuju IgE antitela iz seruma preko 50% alergi¢nih pacijenata[70]. Pripada familiji C1
proteaza, odnosno cistein proteaza (EC 3.4.22.14)[71]. Sekvenca je u potpunosti poznata i ¢ini je jedan
polipeptidni niz od ukupno 380 aminokiselinskih ostataka i 3 disulfidna mosta koja stabilizuju njegovu
strukturu. U okviru sekvence razlikujemo signalni peptid, propeptid i lanac zrele forme Act d 1. Na
osnovu aminokiselinske sekvence pomocu bioinformatic¢kih alatki izracunata je teorijska pl vrednost
zrele forme koja iznosi 4,37. Medutim, ekperimentalno odredena vrednost se razlikuje od teorijske i
iznosi 3,5[72]. Act d 1 pokazuje enzimsku aktivnost prema velikom broju raznovrsnih supstrata, i moze
se naci u plodu kivija i do 50% ukupnih proteina[73].

Tabela 3. Duzina aminokiselinske sekvence i molekulska masa Act d 1. Preuzeto sa UniProtKB
(A5HII1).

Pozicija u sekvenci Broj aminokiselina Molekulska masa (Da)
Signalna sekvenca 1-24 24 2616,26
Propeptid 25-126 102 12176,49
Lanac zrele forme 127-380 254 27415,29

Ly

r L/
A‘y;(

Slika 10. 3D model strukture Act d 1 u kompleksu sa inhibitorom E64. Preuzeto sa PDB baze
podataka (LAEC).
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Slika 11. Aminokiselinska sekvenca Act d 1. Preuzeto sa UniProtKB (A5HII1).

Act d 1 pokazuje snazan potencijal da izazove promene U gastrointestinalnom traktu, izazivajuci
morfoloske ali i imunoloske promene[74,75]. Svojstvo koje doprinosi potencijalu Act d 1 za senzitizaciju
je upravo njegova proteoliticka aktivnost. Aktivni Actd 1 prezivljava surove uslove gastrointestinalnog
trakta i zadrzava svoju proteoliticku aktivnost i nakon procesa digestije, Sto mu omoguéava da netaknut
i aktivan stigne do intestinalne mukoze[76].

U in vitro model sistemima na Caco-2 i T84 epitelnim ¢elijama, kao i na in vivo misjem modelu,
je pokazano da ovaj alergen povecava propustljivost crevnog epitela, uglavnom degradacijom proteina
koji ulaze u sastav ¢vrstih veza kao $to su okludin i ZO-1[71,74,77—79]. U proteoliti¢ki aktivnoj formi
on takode uti¢e na povecanje ekspresije proalergenih citokina i proteina ¢vrstih veza, kao 1 na aktivaciju
NF-xB u epitelnim ¢elijskim modelima in vitro[75]. lako je njegov proinflamatorni efekat ispitan na
epitelnim celijama, uticaj na drugim celijama imunskog sistema, konkretno antigen-prezentuju¢im
¢elijama nije okarakterisan.

2.5 Mali molekuli kao modulatori NF-kB posredovane inflamacije

S obzirom na vaznu ulogu NF-xB u inflamatornim procesima, on je postao atraktivna meta raznih
antiinflamatornih agenasa. Veliki broj dokaza ukazuje na povezanost ovog signalnog puta sa
patogenezom tumora, ukljuujudi i ¢évste i tecne [19], ¢ineéi ga primamljivom metom za antitumorsku
terapiju. Ovaj signalni put moze biti blokiran u razli¢itim koracima, ukljucujuc¢i i njegovu aktivaciju
preko razli¢itih stimulusa, translokaciju u nukleus i njegovo vezivanje za DNK[5]. Zaprvo, Cesto
kori$éene supstance kao $to su aspirin i drugi nesteroidni antiinflamatorni lekovi (NSAID) blokiraju NF-
kB[5,16]. Oni inhibiraju IKKp zavisnu fosforilaciju IkBa, time spre¢avajuci njegovu degradaciju i
aktivaciju NF-xB transkripcionog faktora[5]. Glukokortikoidi poput prednizona su jedni od
najpotentnijih antiinflamatornih agenasa koji se koriste u terapiji, i oni dovode do transkripcione
represije citokina i adhezivnih molekula. Osim toga, Cesto se koriste i monoklonska antitela, citokini,
vakcine i same Celije imunskog sistema za terapiju[5,80]. lako oni ne ciljaju nuzno komponente NF-«xB
signalnog puta, pokazalo se da je ostvarivanje njihovog efekta ipak povezano sa ovim signalnim putem
[5,16].
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Rezultati dobijeni u ekperimentima izvedenim na knock out miSevima ili in vitro ¢elijskim linijma,
ukazuju na centralni znac¢aj IKK komponente i njen uticaj na aktivaciju i odrzanje inflamatornog
odgovora[5]. Zbog toga se smatra da su ova komponenta, ali i neke druge komponente NF-kB signalnog
puta, veoma dobre mete za modulaciju aktivnosti NF-kB signalnog puta. Poslednjih godina je ova tema
postajala sve zanimljivija. Doslo se do oktrica mnogih razli¢itih modulatora, ali mali broj njih je zaprvo
odobren za humanu upotrebu od strane regulatornih tela, pre svega zbog i dalje nerazjasnjenog delovanja
ovih supstanci na ostale signalne puteve i celokupno na organizam. lako je NF-kB signalni put detaljno
proucen i dalje se ne moze zasigurno znati kako ¢e modulacija njegove aktivnosti uticati na ostale
procese u Celiji. Pristupi u terapiji koji ciljaju NF-xB, moraju prvenstveno uzeti u obzir i njegove razne
uloge i u drugim procesima u organizmu i mogucénosti da se oni nesmetano odvijaju[81]. Negativni
regulatori NF-xB ¢esto uti¢u i na procese koji su neophodni u pravilnom odvijanju regulacije inflamacije,
zbog toga §to NF-«kB aktivacija funkcioniSe po principu povratnog mehanizma, pruzajuci signal
neophodan za pravilnu regulaciju njene aktivacije i odrzavanje homeostaze[82]. Zbog toga svaki
pomeraj ove ravnoteze moze imati znacajne bioloske posledice po organizam[82]. Potencijalni pristupi
u inhibiciji NF-xB ukljuéuju inhibiciju specifi¢nih receptora koji vode aktivaciji ovog signalnog puta,
kao $to je aktivacija TLR4 posredstvom LPS liganda, gde se koriste mali molekuli za ometanje vezivanja
liganda za receptor, odnosno za pojedine komponente TLR4/LPS signalne kaskade[83].

Danas, postoji preko 800 prijavljenih inhibitora NF-kB signalnog puta i bez sumnje ¢e jo§ mnogi
biti otkriveni u buduénosti [5,7]. Znacaj ovih modulatora NF-«xB signalnog puta se ogleda u prevenciji
prekomerne sinteze hemokina i citokina na mestima gde dolazi do imunskog odgovora, u terapiji
odredenih bolesti ili pri vakcinaciji, gde je pozeljno aktivirati imunski sistem ali izbe¢i sistemsku
inflamaciju i nezeljene efekte [7,15].

Tabela 4. Molekuli koji ciljaju NF-kB signalni put. [16]

Inhibitori NF-xB Molekul Mehanizam

IkB prptelnl otporni na 1B mutant ZadrZzava _NF-KB protein u citoplazmi i sprecava

proteolizu translokaciju

- Deksametazon Izaziva ekspresiju 1kBa

Glukokortikoidi Prednizon Odrzava NF-kB u neaktivhom obliku

NSAID ASplm.] . Specifi¢na inhibicija vezivanja ATP za IKKf3
Na-salicilat
CsA Nekompetitivni inhibitor 20S proteazoma

Imunosupresivni agensi 'sl'gg;ollmus (FK- Blokira translokaciju c-Rel u nukleus

CyPG Modifikuje cistein na aktivacionoj petlji IKKf
Laktacistin Aciluje Thr na subjedinici proteazoma

Inhibitori proteazoma Eies%tlli?:e boronske Potentni inihibitori funkcije proteazoma

Prirodni proizvodi Flavonoidi Inhibiraju NF-xB aktivnost i indukuju apoptozu

2.5.1 Prednosti malih molekula

Zbog ogromnog znacaja regulacije NF-kB u inflamatornim i malignim oboljenjima, danas postoji
puno strukturno i funkcionalno razli¢itih vrsta inhibitora. Koriste se monoklonska antitela,
oligonukleotidi, male ometaju¢e RNK, mali molekuli i peptidi[80]. Svaka klasa inhibitora, naravno, ima
svoje prednosti i mane. Molekuli kao §to su oligonukleotidi i RNK imaju jako mali poluzivot i
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bioraspolozivost, dok antitela zahtevaju komplikovan 1 skup proces poizvodnje i nemaju uvek specificno
dejstvo na NF-«B[5]. U poslednje vreme, velika paznja se poklanja peptidima, tako da danas postoje
razni ¢elijski permeabilni peptidi koji selektivno ciljaju NF-kB komponente i pokazuju zadovoljavajuce
rezultate u kontroli inflamacije. Peptidi kao §to su SN50 i PTD-p65, su jako skupi i svoj optimalni efekat
ispoljavaju ukoliko se primene u velikoj koli¢ini, $to opet povecava cenu tretmana[8]. Proizvodnja
ovakvih peptida na velikoj skali se pokazala jako zametnom, naravno i jako skupom, §to ograni¢ava
njihovu primenu u terapeutske svrhe u kliniCkom okruzenju[5]. Peptidi jako ¢esto imaju i veliku masu,
Sto ih ¢ini jako dobrim imunogenima, $to smanjuje njihovu efikasnost[5]. Zbog svih ovih razloga, bilo
bi idealno ispitivati male molekule koji nemaju problem dostavljanja u celiju jer su vecina Celijski
permeabilni i imaju relativno dobro vreme poluzivota[80]. Takode, zbog svoje veli¢ine nisu dobri
imunogeni i ne bivaju Cesto ciljani za razgradnju od strane ¢elijskih mehanizamal[5]. Za razliku od njih
nukleinske kiseline i peptidi bivaju brzo razgradeni od strane celijskih nukleaza i proteazoma [5,8].
Problem koji se Cesto susrece sa malim molekulima je njihova rastvorljivost, jer su ¢esto, zbog svoje
lipidne prirode, slabo rastvoljivi u vodenim rastvorima pa se moraju Koristiti alternativni rastvaraci[8].

2.5.2 Mali molekuli izolovani iz prirodnih proizvoda

Postoji dosta molekula poreklom iz prirodnih proizvoda za koje je poznato da imaju efekat na
NF-xB signalni put. Sekundarni metabolizam biljaka generiSe gotovo neiscrpan izvor hemijski
raznolikih bioaktivnih i farmakoloski aktivnih supstanci[46]. Biljni ekstrakti predstavljaju veliki izvor
prirodnih imunomodulatora, od kojih se mnogi koriste u tradicionalnoj medicini vekovima unazad[46].
Mali molekuli izvedeni iz biljaka ukljucuju vise razlicitih klasa jedinjenja kao §to su fenoli 1 polifenoli,
lignani, seskviterpeni, diterpeni i triterpeni[9]. Ovi molekuli Cesto ispoljavaju i antioksidativna
svojstva[9]. Neki od njih su kofeinska kiselina, feniletil estar, kapsaicin, kurkumin, magnolol, honokiol,
resveratrol, kvercetin i laktacistin[5,9]. Prva dva blokiraju aktivaciju NF-kB posredovanu TNF, dok
laktacistin inhibira 20S i 26S proteazome koji su odgovorni za degradaciju I1kB komponente. Kapsaicin,
magnolol, honokiol i kurkumin su jedni od najbolje istrazenih, sa dokazanim antioksidativnim i
imunomodulatornim efektima[84-86]. Osim direktne inhibicije NF-kB, ekstrakti biljaka kao i
pojedinacni izolovani molekuli pokazuju efekat na TLR4 aktivaciju i prenos signala u ¢eliju. Neki od
njih ukljucuju ekstrakte zelenog ¢aja, Glycyrrhiza uralensis, Magnolia officinalis, dumbira i kurkume,
dok su kao pojedinacni molekuli definisani kurkumin, morfin, nalokson, kofeinska kiselina,
cinamaldehid i drugi[46].

Prednost navedenih molekula je upravo njihovo poreklo. Iako izolovanje pojedinacnih
komponenti moze biti veoma tesko, u pojedinim slucajevima niska cena 1 pristupacnost ovih prirodnih
proizvoda nadmasuje potencijalni problem izolovanja. Medutim, u mnogim sluc¢ajevima kada postoji
prirodni ekstrakt koji pokazuje fizioloska dejstva, tesko je utvrditi ta¢no koja supstanca iz te
komplikovane smeSe je odgovorna za Zeljeni efekat. lako se dosta istrazivaca fokusiralo na sinteticke
inhibitore, poslednjih godina se mnogo vec¢a paznja posvecuje malim molekulima iz prirodnih proizvoda
I njihovoj potencijalnoj primeni u terapiji inflamatornih bolesti. [87]
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Slika 12. Struktura inhibitora NF-kB poreklom iz prirodnih proizvoda.
2.5.3 Sinteticki mali molekuli

Usled porasta interesovanja za molekule koji ispoljavaju inhibitoro dejstvo na NF-xB signalni
put, doslo je i do porasta siteti¢kih inhibitora. Prednost ovakvog pristupa je da ovi molekuli mogu da se
modifikuju tako da dobiju neke zeljene osobine, kao $to je duZi poluzivot, veca Cistoca dobijenog
preparata ili veca specificnost odnosno selektivnost za pojedine NF-kB komponente[5,23]. Mana ovog
pristupa je naravno nivo zahtevnosti rada i cena, koja je u svakom slucaju ve¢a nego kada su u pitanju
inhibitori poreklom od prirodnih proizvoda. Cesto je meta sinteticki dobijenih inhibtora IKKp
komponenta i njena selektivna inhibicija. lako se ova komponenta uspesno inhibira, efekat je uglavnom
delimican[5,19]. Bortezomib je jedan od sintetickih inhibitora koji uspesno inhibira proteazom 26S[88].
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Slika 13. Struktura sinteti¢kih inhibitora NF-kB.

2.6 Invitro model sistemi urodenih ¢elija imunskog sistema

Antigen-prezentujuce ¢elije su vazan deo sistema urodene imunosti i uklju¢ene su u inflamatorne
procese, sa kljutnom sposobnos¢u da proizvode Sirok spektar razliCitih citokina kao odgovor na
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stimuluse. Mononuklearne celije periferne krvi (PBMCs) su heterogena populacija celija koje
predstavljaju primarni izvor imunskih ¢elija koje se koriste u in vitro istrazivanjima. Mogu se
diferencirati u makrofage, i pokazano je da stabilno eksprimiraju povrSinske markere neophodne za
prezentaciju antigena kao i da pod uticajem stimulusa menjaju svoj citokinski profil[89]. lako bi
istrazivanje na primarnim makrofagima izolovani iz krvi ili tkiva donora imalo najveci fizioloSki znacaj,
njih je tesko realizovati jer se primarni makrofagi ne mogu umnozavati ex vivo i nisu lako dostupni. Zbog
niske zastupljenosti makrofaga potrebno je obezbediti veliku koli¢inu Krvi kao polaznog materijala ili ih
izolovati iz specifi¢nih tkiva $to uglavnom podrazumeva veoma invazivne procedure[90]. Ograni¢en
broj ¢elija koje se mogu izolovati iz bioloskog materijala predstavlja poseban izazov i namece potrebu
za radom na imortalizovanim c¢elijskim linijama koje se mogu propagirati in vitro[90]. Monocitne
¢elijske linije 1 razli¢iti postupci diferencijacije se Cesto koriste kako bi se dobile ¢elije koje bi oslikavale
funkciju makrofaga in vitro[90]. Pored neograni¢enog broja ¢elija, ¢elijske linije nude klju¢ne prednosti,
kao §to su genetska uniformnost i reproduktivnost[91].

Misji makrofagi dobijeni diferencijacijom ¢elija koStane srzi miSeva se Kkoriste u mnogim
laboratorijama kao standardna praksa za razli¢ita imunoloska istrazivanja[89]. lako se suo¢avaju sa sve
ve¢im etickim ograni¢enjima, kao i komplikovanim procedurama, dobijanje makrofaga izvedenih iz
kostane srzi (BMDMS) i dalje ima kljuéni znacaj, posebno u istrazivanjima koja koriste miseve
deficijentne za odredene gene, posebno za komponente signalnih puteva znacajnih u transdukciji signala
I neokarakterisanih stimulusa[89]. RAW264.7 je imortalizovana celijska linija misjih makrofaga
izolovanih iz BALB/c misa koja pokazuje snaznu sposobnost fagocitoze i uspes$no se koristi za in vitro
istrazivanja u polju inflamacije, apoptoze i tumorske imunosti[89]. Iako se ova Celijska linija pokazala
odli¢nom za preliminarna istrazivanja, pri tumacenju rezultata treba uzeti u obzir da se intenzivnim
pasaziranjem moze promeniti njihova funkcionalnost u odnosu na primarne humane makrofage[89].

Humane Ostale
Misje Ostale
RAW2647 At
g PassDI
1
THP-1 bt » e ADAl2
PUS-1.8 MHS c-2a1
) WEHI-3
U-937 Z
FC-1 ANA-1 MQ-
. HMC3 BACi2ps BV2 NCSU Hby,
HL-60 LADMAG NCTC 465

Slika 14. Imortalizovane ¢elijske linije makrofaga. [89]
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Od humanih model sistema, THP-1 ¢elijska linija monocita humane akutne leukemije, nasla je
Siroku primenu U in vitro izu¢avanju imunskih odogovora monocita, makrofaga i dendritskih ¢elija [92].
Za diferencijaciju THP-1 monocita u makrofage mogu se Koristiti razli¢iti agensi, ukljucuju¢i forbol-12-
miristat-13-acetat (PMA), 1a,25-dihidroksivitamin D3 (vD3) i faktor stimulacije kolonija makrofaga
(M-CSF)[91]. Funkcionalne karakteristike zavise od tipa agensa koji se koristi za diferencijaciju
makrofaga. Tako se u prisustvu vD3 diferenciraju makrofagi sa smanjenim fagocitnim sposobnostima i
smanjenom proizvodnjom proinflamatornih citokina. Do sada, THP-1 monociti su uspesno diferencirani
u naivne makrofage pod dejstvom PMA, koji su sposobni da se dalje polarizuju u M1 ili M2 fenotip pod
dejstvom istih stimulusa koji in vivo podsti¢u polarizaciju makrofaga[93,94]. Pokazano je da makrofagi
dobijeni diferencijacijom pomoc¢u PMA stabilno eksprimiraju 49 povrSinskih markera, ukljucujuéi
receptore za komplement, lektine C tipa i skevendzer receptore[95]. Takode, oni eksprimiraju vecinu
TLR 1 uspesno su kori§¢ene za proucavanje aktivacije raznih signalnih puteva, ukljucujué¢i NF-«B i
MyD88[91]. Pored diferencijacije u makrofage, THP-1 monociti se uspe$Sno mogu in vitro diferencirati
u Celije nalik dendritskim ¢elijama, pokazujuci jasne razlike u ekspresiji citokina ali i komponenti
signalnih puteva neophodnih za funkcionisanje oba tipa APC[96]. Pored THP-1 ¢elija, U937 ¢elije
limfoma su humani monociti koji se takode mogu diferencirati u makrofage pomo¢u PMA i koristiti kao
in vitro model sistem. Razlika izmedu ove dve ¢elijske linije je u poreklu i zrelosti ¢elija[89,91]. U937
su poreklom iz solidne mase histocitnog limfoma i pokazuju visi nivo zrelosti, i iako se na slican nacin
kao i THP-1 mogu diferencirati u makrofage, pokazuju klju¢ne razlike u odgovorima na iste stimuluse
[91,97].

Razvoj stabilnih modela antigen-prezentujucih ¢elija podstaknut je potrebom za njihovim
proucavanjem i ograni¢enjima istraZivanja na zivotinjama, posebno na makrofagima koji su klju¢ni za
urodeni imunski sistem. Kako svaki model sistem c¢elija ima svoje prednosti i mane, prilikom odabira
model sistema neophodno je pazljivo razmotriti njithovu funkcionalnost kao i primenljivost, da bi se
dobila optimalna, fizioloski relevantna mikrosredina[89].
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3 Ciljevi

Aktivacija NF-«xB signalnog puta i otkljucavanje gena povezanih sa ovim transkripcionim faktorom
su od klju¢nog znacaja u procesu inflamacije i uspostavljanju imunskog odgovora. S obzirom da
predstavljaju prvu liniju odbrane organizma, od posebnog je znacaja aktivacija NF-kB signalnog puta u
¢elijama urodenog imunskog sistema, kao $to su makrofagi i epitelne ¢elije. Karakterizacija stimulusa
koji dovode do razvijanja imunskog odgovora na optimizovanim model sistemima otvara vrata za
ispitivanje imunomodulatornih efekata raznih molekula, pre svega malih bioaktivnih molekula, lako
dostupnih iz prirodnih proizvoda.

Predmet rada ove doktorske disertacije je ispitivanje i karakterizacija prirode odgovora celija
urodenog imunskog sistema na proinflamatorne stimuluse Act d 1, cistein proteaze i glavnog alergena
kivija, i njegovo poredenje sa odgovorom na stimulaciju nizim koncentracijama LPS-a, dobro
definisanim proinflamatornim stimulusom. U prvom delu ove doktorske disertacije definisani su sledeci
ciljevi:

e Izolovanje i preciS¢avanje enzimski aktivnog alergena Act d 1 iz ploda kivija

e [Karakterizacija proinflamatornog efekta Act d 1, u poredenju sa LPS-om, u epitelnim ¢elijama 1
makrofagima in vitro

¢ Analiza molekulskog mehanizma aktivacije NF-xB i TLR4 od strane Actd 1
e Ispitivanje uloge proteoliti¢ke aktivnosti Act d 1 u procesu aktivacije NF-xB i TLR4

Nakon karakterizacije i definisanja molekulskog mehanizma kojim Act d 1 izaziva proinflamatorni
efekat, ispitivaée se imunomodulatorni potencijal odabranih bioaktivnih malih molekula, u model
sistemu THP-1 makrofaga. U drugom delu ove doktorske disertacije definisani su slede¢i ciljevi:

e Upostavljanje stabilne kulture THP-1-diferenciranih makrofaga i njena morforloska i fenotipska
karakterizacija

e Ispitivanje imunomogulatornog efekta odabranih malih molekula na proizvodnju i ekspresiju
proinflamatornih citokina, aktivaciju NF-kB signalnog puta i njegovih specificnih komponenti

e Uticaj odabranih malih molekula na promenu fenotipa i polarizaciju THP-1-diferenciranih
makrofaga

e Analiza antioksidativnog potencijala odabranih malih molekula na modelu THP-1-
diferenciranih makrofaga
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4  Nasi radovi
4.1 lzolovanje Actd 1

Nakon pripreme ekstrakta zelenog kivija po opisanom postupku, Act d 1 je iz ekstrakta izolovan
kombinacijom dve razliite jonoizmenjivacke hromatografije. Koris¢eni su matriksi QAE-Sephadex A-
50 i SP-Sephadex C-50. Alikvoti iz svakog koraka pre¢iS¢avanja, analizirani su pomoc¢u SDS PAG
elektroforeze u redukujuc¢im uslovima, kako bi se potvrdilo prisustvo i Cisto¢a ciljnog proteina. Frakcije
sakupljene nakon elucije sa QAE-Sephadex kolone su pokazale prisustvo preci$¢enog proteina pri eluciji
sa NaCl koncentracije 0,3-0,5 M, gde se uocava prisustvo dominantne trake molekulske mase oko 25
kDa, u skladu sa molekulskom masom Act d 1 (Slika 15).
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Slika 15. SDS PAG elektroforegram preciS¢avanja Act d 1 jonoizmenjivackom hromatografijom
na QAE-Sephadex koloni (gustina gela za razdvajanje 12%o). 1) Ekstrakt nanesen na QAE-Sephadex
matriks, 2) nevezani proteini, 3) frakcija eluirana sa 0,1 M NaCl, 4) frakcija eluirana sa 0,2 M NaCl, 5)
I 6) frakcije eluirane sa 0,3 M NaCl, 7) i 8) frakcije eluirane sa 0,4 M NaCl, 9) frakcija eluirana sa 0,5
M NaCl, MW) proteinski markeri nazna¢enih molekulskih masa u kDa (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA).

Frakcije gde je potvrdeno prisustvo preciséenog Act d 1 su spojene, nakon Cega je Act d 1
liofilizovan i skladiSten na -20°C. Stabilnost liofilizovanog Act d 1 je potvrdena analizom na SDS PAGE
nakon rastvaranja u PBS-u pH 7,4 do pocetne koncentracije (Slika 16). 1z 500 g kivija dobijeno je 120
mg precis¢enog Actd 1.
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Slika 16. SDS PAG elektroforegram precis¢enog Act d 1. 1) spojene frakcije preciséenog Actd 1, 2)
Act d 1 nakon liofilizacije rastvoren u PBS-u pH 7,4, MW) proteinski markeri nazna¢enih molekulskih
masa u kDa (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA).

4.2 Karakterizacija preci§¢enog Act d 1

Uzorcima preciS¢enog proteina pre liofilizacije odredena je koncentracija pomocu BCA i1
spektrofotometrijski, kao i sadrzaj endotoksina. Koncentracija proteina je iznosila 0,75 mg/mL, dok je
koncentracija endotoksina bila niza od 0,16 ng/mL odnosno 0,8 EU/mL kori$¢enog rastvora proteina
koncentracije 1 mg/mL u svim analiziranim uzorcima.

Proteoliticka aktivnost Act d 1 je odredivana pomocu kazeinolitickog testa. Pre izvodenja testa,
uzorci su inkubirani 1 h na 37°C u pruisustvu 2 mM L-cisteina, kako bi se enzim aktivirao. Jedna jedinica
kazeinoliticke aktivnosti je odredena kao koli¢ina enzima koja rezultuje promeni apsorbance od 0,1 na
280 nm po minutu. Enzimska aktivnost aktiviranog uzorka Act d 1 odredena je u odsustvu i prisustvu
razlic¢itih vaniloida (VA, VN i VL) i laurinske kiseline, testiranih u vise molarnih odnosa. Enzimska
aktivnost je izrazena kao procenat pocetne, 100%, aktivnosti aktiviranog uzorka Act d 1. Dobijeni
rezultati pokazuju da nijedan od ispitivanih malih molekula, bez obzira na molarni odnos, nije znacajno
uticao na promenu enzimske aktivnosti Act d 1. Ovi rezultati ukazuju da testirani molekuli ne poseduju
sposobnost da inhibiraju enzim niti da promene njegova enzimska svojstva (Slika 17).
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Slika 17. Kazeinoliticka aktivnost Act d 1 u prisustvu malih molekula u razli¢itim molarnim
odnosima. Pocetna aktivnost Act d 1 bez prisustva ikakvih inhibitora uzeta je kao 100% (isprekidana
linija na grafiku) i prikazani rezultati predstavljaju prose¢ne vrednosti + SEM.

4.3 Efekat Actd 1 i malih molekula na vijabilnost éelija

Uticaj Act d 1 na razlicite ¢elijske linije je ispitivan primenom 3 razlicita testa, ukljucuju¢i CCK-
8, LDH i test preuzimanja propidijum jodida (PI). Ni LPS ni Act d 1 u tri razli¢ite koncentracije (1, 0,1
i 0,01 mg/mL), nisu pokazali citotoksi¢nost prema mi$jim BMDMs u LDH testu (Slika 18). U PI testu,
najvisa koncentracija Act d 1 je izazvala povecanje preuzimanja Pl od oko 6%, sto, iako statisti¢ki
znacajno, ne ukazuje na bioloski znacajnu citotoksi¢nost uzimajuéi u obzir ukupnu ¢elijsku populaciju
(Slika 18). Kako je koncentracija endotoksina bila zanemarljiva u analitiranim uzorcima proteina (niza
od 0,16 ng/mL odnosno 0,8 EU/mL kori§¢enog rastvora proteina koncentracije 1 mg/mL u svim
analiziranim uzorcima), nije o¢ekivano da bi znac¢ajno mogla doprineti njegovoj citotoksi¢nosti.
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Slika 18. Procena citotoksi¢nog efekta Act d 1 i LPS na mi§jim BMDMs. A) Vijabilnost BMDMSs
nakon 4 h tretmana LPS-om (1 pg/mL) bez i sa nigericinom (10 uM, 1 h) kao pozitivhom kontrolom, i
Actd1(1,0,1i0,01 mg/mL). B) Preuzimanje Pl nakon 24 h tretmana Actd 1 (1, 0,1 i 0,01 mg/mL) i
LPS-om (1 pg/mL). Prikazani rezultati predstavljaju prosecne vrednosti + SEM. Statisticka znacajnost
(one-way ANOVA): ** p < 0,01, **** p <0,0001.

Dodatno, da bi se analizirao efekat Act d 1, LPS-a i malih molekula, u svim kori§¢enim
koncentracijama, na THP-1, Caco-2 i HEK293 ¢elijama, koris¢en je CCK-8 test citotoksi¢nosti.
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Nezavisno od primenjenog stimulatora, rezultati pokazuju odsustvo citotoksi¢nog dejstva nakon 1 h i 6
h tretmana u sve tri ispitivane celijske linije. Odsustvo uticaja na ¢elijsku vijabilnost je klju¢no za
tumacenje efekata Act d 1 i malih molekula na inflamatorni odgovor ¢elija, jer potvrduje da potencijalne
promene nisu posledica citotoksi¢nosti primenjenih stimulusa (Slika 19). Jedina statisticki znacajna
promena je zabelezena kod Caco-2 ¢elija nakon tretmana sa 5 UM LA, gde se primecuje povecanje
vijabilnosti, odnosno proliferativni efekat ovog molekula (Slika 19). Medutim, kako ovaj efekat nije
prime¢en kod HEK293 i THP-1 ¢elijskih linija, mode se razmatrati iskljuc¢ivo u kontekstu Caco-2
¢elijske linije, bez genralnih zakljucaka.
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Slika 19. Efekat LPS, Act d 1 i odabranih malih molekula na vijabilnost éelija. Vijabilnost A)
HEK?293 ¢elija, B) THP-1 makrofaga i C) Caco-2 ¢elijanakon 1 hi 6 h tretmana LPS-om (0,11 1 pg/mL),
Actd 1 (1 mg/mL), VAi LA (5i 25 puM). Prikazani rezultati predstavljaju prosecne vrednosti £ SEM.
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Statisticka znacajnost (two-way ANOVA): ns — p > 0.05, bez statistiCke znacajnosti, **** p < 0,0001, u
poredenju sa kontrolom nestimulisanih ¢elija.

4.4 Ispitivanje prirode proinflamatornog efekta Act d 1
4.4.1 Actd 1 izaziva proizvodnju proinflamatornih citokina aktivacijom NF-kB signalnog puta

Alergeni koji poseduju proteaznu aktivnost imaju potencijal da indukuju proinflamatorni
odgovor u razli¢itim ¢elijskim sistemima in vitro. Da bi se ispitala priroda odgovora ¢elijskih modela na
Act d 1 analizirana je proizvodnja proinflamatornih citokina ELISA metodom i aktivacija NF-«xB
signalnog puta. U mi§jim BMDMs je nakon tretmana Act d 1 tokom 4 h zabeleZena povecana
proizvodnja proinflamatornih citokina TNF i IL-6 koja je pratila povecanje koncentracije koriS¢enog
alergena (Slika 20). Act d 1 u najvi$oj koncentraciji (1 mg/mL) je izazvao proinflamatorni odgovor
uporediv sa odgovorom koji je indukovao 1 pg/mL LPS-a, ukazujuci na njegov znacajan proinflamatorni
potencijal. Povec¢ana proizvodnja TNF je primecena sa sve tri kori$§¢ene koncentracije Act d 1 (Slika 20),
dok najniza koncentracija Act d 1 (0,01 mg/mL) nije izazvala primetno povecanje proizvodnje citokina
IL-6 (Slika 20).
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Slika 20. Proizvodnja proinflamatornih citokina u imortalizovanim mis§jim makrofagima.
Koncentracija (A) TNF i (B) IL-6 u supernatantima iBMDMs nakon 4 h tretmana sa LPS (1 pg/mL) i
Actd 1 (1, 0,1i 0,01 mg/mL). Prikazani rezultati predstavljaju prose¢ne vrednosti + SEM. Statisticka
znacajnost (one-way ANOVA): * p <0.05, *** p < 0.001, **** p < 0.0001.

Povecanje sinteze proinflamatornih citokina je regulisano aktivacijom razli¢itih signalnih puteva,
poput NF-xB signalnog puta. Analizom aktivacije NF-kB u misjoj reporterskoj liniji RAW Blue™
potvrdena je aktivacija ovog signalnog puta na koncentraciono-zavisan nacin, gde najveca testirana
koncentracija alergena (1 mg/mL) dovela do najintenzivnijeg nivoa aktivnosti koja je bila uporediva sa
aktivnoscu nakon tretmana sa 100 ng/mL LPS-a (Slika 21).

29



Milena Zlatanova Doktorska disertacija

NF-xB aktivhost

%k k
25 [——
%k k
| —
2.0
l I
€ 1.5
S
@
< 1.0-
0.5 ﬁ
O-O'j T T T T

ctrl LPS 1 0.1 0.01
‘
Actd 1 (mg/mL)

Slika 21. Aktivacija NF-kB u RAW Blue™ ¢elijskoj liniji misjih makrofaga. Tretman makrofaga je
raden tokom 24 h koriste¢i LPS (100 ng/mL) i Act d 1 (1, 0,1 i 0,01 mg/mL). Prikazani rezultati
predstavljaju proseéne vrednosti £ SEM. Statisti¢ka znacajnost (one-way ANOVA): ** p < 0.01.

4.4.2 Proinflamatorni efekat Actd 1 je zavisan od TLR4

Uzevsi u obzir snazan proinflamatorni odgovor koji Act d 1 izaziva u iBMDMs ve¢ nakon 4 h,
koji je uporediv sa odgovorom izazvanim od strane LPS-a, ispitana je uloga TLR4 u posredovanju ovog
efekta. Primarne mBMDMs, wild-type i TLR4-/- (¢elije iz kojih je izbacen gen za TLR4), su tretirane
LPS-om i Act d 1 u rastu¢im koncentracijama tokom 4 i 24 h, nakon ¢ega je analizirana koncentracija
proinflamatornih citokina TNF i IL-6 u supernatantima koriste¢i ELISA metodu. Pokazano je da je u
wild-type mBMDMs, Act d 1 izazvao koncentraciono-zavisno poveéanje proizvodnje oba citokina u oba
vremenska intervala (Slika 22), ukazujuci na postojani proinflamatorni efekat. Nasuprot tome, u TLR4-
/- mBMDMs, proizvodnja IL-6 je potpuno bila odsutna u oba vremenska intervala, ukazujuci na strogu
zavisnost od TLR4(Slika 22). U slucaju proizvodnje TNF je uofeno samo delimi¢no smanjenje
koncentracije u odsustvu TLR4 pri koris¢enoj koncentraciji Act d 1 od 1 mg/mL, dok je pri nizim
koncentracijama alergena, proizvodnja TNF potpuno izostala (Slika 22).
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Slika 22. TLR4-posredovana proizvodnja proinflamatornih citokina u primarnim mBMDMs.
Proizvodnja TNF nakon 4 h (A) 124 h (B) i IL-6 nakon 4 h (C) i 24 h (D) u wild-type i TLR4-/- primarnim
mBMDMs u odgovoru na LPS (1pg/mL) i Actd 1 (1, 0,11 0,01 mg/mL). Prikazani rezultati predstavljaju
proseéne vrednosti + SEM. Statisticka znacajnost (two-way ANOVA): *** p < 0.001, **** p < 0.0001.

4.4.3 Actd 1 aktivira TLR4-zavisne promotere NF-kB i IFN

Kako bi se definisala uloga signalnih puteva povezanih sa TLR4 u proinflamatornom efektu Act
d 1, koris¢ena je HEK293 C¢elijska linija koja ne eksprimira TLR4. HEK293 ¢elije su stabilno
transfektovane plazmidima koji kodiraju TLR4 kostimulatorne molekule MD2 i CD14 i humani TLRA4.
Kao kontrola su koris¢ene HEK293 ¢elije transfektovane praznim vektorom (wild-type, wt). Pracenjem
aktivnosti dva TLR4-zavisna promotera, promotore NF-xB i IFNB gena, zapazeno je da Act d 1 dovodi
do aktivacije oba promotera u prisustvu TLR4, ali ne i u wtHEK293 ¢elijama (Slika 23). Za oba
promotora uocen je isti trend poveéanja aktivnosti u zavisnosti od koncentracije Act d 1. Sekrecija
humanog IL-8 u supernatantima celija tretiranih Act d 1 je takode bila znacajno povecana u prisustvu
TLR4, prateéi trend aktivacije oba promotera (Slika 24).

32



Milena Zlatanova Doktorska disertacija

*k%k

I *kkk 1

NF-xB aktivacija

*kkk

80
Wt I
©
S 604 [ TLR4
e
°
o
© 40=
c
=
IS
o 204
o
-
T s e ey e | B R —
A R N ¢ > L2 M N
&\o\ L 07 O &\o\ R 07 O
Act d 1 (mg/mL) Act d 1 (mg/mL)
(A)
IFNB  #e
10= *kkk
Hl wt i
©
c 84 O TLR4 l
5
5 °7 T
©
S 41
3
) -
0--——--‘- T T T T T
Q‘\\\O \? Q Qo ({\30 \/Q Q Q
© . .
Act d 1 (mg/mL) Act d 1 (mg/mL)
(B)

Slika 23. Aktivacija TLR4-zavisnih promotera u stabilno transfektovanim HEK293 ¢elijama.
Aktivacija (A) NF-xB i (B) IFNP promotera nakon tretmana sa LPS (100 ng/mL) i Actd 1 (1, 0,1, 0,01
mg/mL) tokom 24 h. Pre tretmana ¢elije su transfektovane plazmidima koji kodiraju MD2, CD14, i renila
luciferazu ¢ija je ekspresija pod kontrolom konstitutivno aktivnog promotora i firefly luciferazu koja se
eksprimira pod kontrolom NF-«B ili IFNpB inducibilnog promotora, zajedno sa humanim TLR4 ili
praznim vektorom (wt) tokom 24 h. Prikazani rezultati predstavljaju proseéne vrednosti = SEM.
Statisticka znacajnost (two-way ANOVA): *** p < 0.001, **** p < 0.0001.

33



Milena Zlatanova Doktorska disertacija

IL-8

150+
Ol TLR4 1

o] = [ |

IFY PRI

pg/mi

N ) Y s > Ao ) Y A
& K NN < N3 07 S
Act d 1 (mg/mL) Act d 1 (mg/mL)

Slika 24. Analiza koncentracije humanog IL-8 u supernatantima HEK293 éelija nakon tretmana
sa LPS (100 ng/mL) i Actd 1 (1, 0,1, 0,01 mg/mL) tokom 24 h. Pre tretmana ¢elije su transfektovane
sa MD2, CD14, renila luciferazom pod kontrolom konstitutivhog promotera i firefly luciferazom pod
kontrolom NF-«B ili IFNf promotera, zajedno sa humanim TLR4 ili praznim vektorom (wt) tokom 24
h. Prikazani rezultati predstavljaju prosecne vrednosti £ SEM. StatistiCka znacajnost (two-way
ANOVA): * p <0.05.

4.4.4 Actd 1 selektivno aktivira mutante humanog TLR4 F463A i F440A

Kako bi se utvrdila razlika u mehanizmu aktivacije TLR4 od strane Act d 1 i LPS-a, analiziran
je efekat ova dva stimulusa na dva mutanta humanog TLR4 u HEK293 c¢elijama. Pracena je NF-xB
aktivnost pod inducibilnim promoterom za firefly luciferazu i proizvodnja humanog IL-8 u ¢elijskim
supernatantima. Mutirani TLR4 sadrze F463A i F440A mutacije unutar sekundarnog hidrofobnog mesta
u ektodomenu sto ometa njihovu interakciju sa lipidnim komponentama poput LPS-a, ¢ime je
onemogucena ili smanjena aktivacija TLR4. LPS nije doveo do znacajnog povecanja aktivacije NF-kB
ni proizvodnje IL-8 u ¢elijama koje eksprimiraju bilo koji od dva mutirana TLR4, dok je ocekivano
aktivacija NF-xB i povecanje IL-8 primeceno u ¢elijama sa wild-type TLR4 (Slika 25). Nasuprot tome,
iako su nivoi NF-kB aktivacije i proizvodnje IL-8 bili nizi u poredenju sa wild-type TLR4, celije sa
eksprimiranim F463A mutantom su pokazale zna¢ajan odgovor na Actd 1 (1 mg/mL) (Slika 26). Actd
1, medutim, nije doveo do znacajnih povecanja aktivacije NF-xB u ¢elijama sa F440A mutantom, iako
je primeceno blago povecanje nivoa IL-8 (Slika 27).

34



Milena Zlatanova Doktorska disertacija

TLR4 TLR4
lLI % %k
20+ * 80 I 1
I K %k

(-5 1
T 15- T 60
= _ 1
s E 404 T
© 104 o
c o
2
S -
< 54 20
a4

e T 0 * T T

kontrola LPS Actd1 kontrola LPS Actd1
(A) (B)

Slika 25. Aktivacija wild-type humanog TLR4. (A) Aktivacija NF-xB i (B) proizvodnja IL-8 nakon
tretmana sa Act d 1 (1 mg/mL) i LPS (100 ng/mL) tokom 24 h u HEK293 ¢elijama stabilno
transfektovanim sa MD2, CD14, humani wild-type TLR4, renila luciferaza (ekspresija pod
konstitutivnim promotorom) i firefly luciferazom (ekspresija pod kontrolom inducibilnog NF-xB
promotora). Prikazani rezultati predstavljaju prose¢ne vrednosti £ SEM. Statisti¢ka znac¢ajnost (one-way
ANOVA): *p < 0,05, **p < 0,01.
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Slika 26. Aktivacija TLR4 F463A. (A) Aktivacija NF-xB i (B) proizvodnja IL-8 nakon tretmana Act d
I (I mg/mL) 1 LPS (100 ng/mL) tokom 24 h u HEK293 ¢elijama stabilno transfektovanim sa MD?2,
CD14, TLR4 F463A mutant, renila luciferaza (ekspresija pod konstitutivnim promotorom) i firefly
luciferazom (ekspresija pod kontrolom inducibilnog NF-xB promotora). Prikazani rezultati predstavljaju
prosecne vrednosti £ SEM. Statisticka znacajnost (one-way ANOVA): **p < 0,01, ns — nije statisticki
znacajno.
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Slika 27. Aktivacija TLR4 F440A. (A) Aktivacija NF-xB i (B) proizvodnja IL-8 nakon tretmana Act d
I (I mg/mL) i LPS (100 ng/mL) tokom 24 h u HEK293 ¢elijama stabilno transfektovanim sa MD?2,
CD14, TLR4 F440A mutant, renila luciferaza (ekspresija pod konstitutivnim promotorom) i firefly
luciferazom (ekspresija pod kontrolom inducibilnog NF-xB promotora). Prikazani rezultati predstavljaju
prosecne vrednosti £ SEM. Statisticka znacajnost (one-way ANOVA): p vrednost za sva poredenja je >
0.05, bez statisticke znacajnosti, u poredenju sa kontrolom.

4.5 Proinflamatorni efekat Act d 1 zavisi od njegove proteoliticke aktivnosti
4.5.1 Uloga proteoliticke aktivnosti Act d 1 u izazivanju proinflamatornog odgovora

Proteoliticka aktivnost alergena je prepoznata kao jedan od vaznih faktora u inicijaciji imunskog
odgovora. Kako bi se definisala uloga proteoliticke aktivnosti Act d 1 u aktivaciji NF-«xB i proizvodnji
proinflamatornih citokina, koris¢ene su HEK293 ¢elije stabilno transfektovane plazmidima koji kodiraju
MD2, CD14, humani TLR4 i renila luciferazu tako da njihova ekspresija bude pod kontrolom
konstitutivno aktivnog promotora i firefly luciferazu tako da ekspresija bude pod kontrolom inducibilnog
promotora NF-kB gena. KoriS¢ena su dva nezavisna pristupa za inhibiciju proteoliticke aktivnosti Act d
1: inhibicija specificnim cistein-proteaznim inhibitorom E64 i inaktivacija aktinidina Act d 1 toplotom.
Ekvimolarne koncentracije ovog inhibitora (16 uM) su i prethodno pokazane da dovode do znacajne
inhibicije enzimske aktivnosti Act d 1 u eksperimentima sa poznatim supstratima [98]. Isto je pokazano
i za toplotni tretman gde se Act d 1 znacajno inaktivira na temperaturi od 95°C [74].

U prvom pristupu, pre tretmana celija, Act d 1 (1 mg/mL) je inkubiran 1 h na 37°C sa dve
koncentracije (16 uM i 100 uM) specifiénog cistein-proteaznog inhibitora E64. Ovako opisan tretman
enzima je doveo do smanjene aktivacije NF-xB i proizvodnje IL-8 u odnosu na nativni Act d 1 (Slika
28). Inhibitor E64 nije imao znacajan uticaj na LPS-izazvanu aktivaciju NF-kB pri obe testirane
koncentracije (Slika 28). U slucaju Act d 1, povecanjem koncentracije E64 je direkto proporcionalno
smanjena aktivnosti NF-«xB (Slika 30).
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Slika 28. Uticaj proteoliticke aktivnosti Act d 1 na aktivaciju NF-kB. (A) Aktivacija NF-xB i (B)
proizvodnja IL-8 nakon tretmana Act d 1 (1 mg/mL) ili LPS (100 ng/mL), nativnim ili prethodno
inkubiranim 1 h na 37°C u prisustvu inhibitora E64 (16 ili 100 uM) u HEK 293 ¢elijama. Celije su
stabilno transfektovane plazmidima koji kodiraju MD2, CD14, humani TLR4, renila luciferazu
(ekspresija pod konstitutivnim promotorom) i firefly luciferazu (ekspresija pod kontrolom inducibilnog
NF-kB promotora). Prikazani rezultati predstavljaju prose¢ne vrednosti + SEM. Statisticka znacajnost
(one-way ANOVA): p vrednost za sva poredenja je > 0.05, bez statisticke znacajnosti, u poredenju sa
kontrolom.

U drugom pristupu, Act d 1 (1, 0,1 i 0,01 mg/mL) je inaktiviran toplotnim tretmanom,
inkubacijom na 95°C pre tretmana celija. Inaktivacija enzima je dovela do smanjenja NF-kB aktivacije
pri svim kori$¢enim koncentracijama u odnosu na nativni enzim, sa gubitkom aktivnosti do 70% u
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poredenju sa aktivnom formom alergena pri koncentraciji od 1 mg/mL (Slika 29 i 30). Promena u
proizvodnji IL-8 je pratila isti obrazac, iako ne sa istom statistickom znacajnoscu (Slika 29).
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Slika 29. Uticaj proteoliticke aktivnosti Act d 1 na aktivaciju NF-kB. (A) Aktivacija NF-xB i (B)
proizvodnja IL-8 nakon tretmana LPS (100 ng/mL), ili Act d 1 (1, 0,1 ili 0,01 mg/mL) nativnim ili
prethodno inkubiranim 1 h na 95°C u HEK 293 éelijama. Celije su stabilno transfektovane plazmidima
koji kodiraju MD2, CD14, humani TLR4, renila luciferazu (ekspresija pod konstitutivnim promotorom)
i firefly luciferazu (ekspresija pod kontrolom inducibilnog NF-xB promotora). Prikazani rezultati
predstavljaju prosec¢ne vrednosti £ SEM. Statisticka znacajnost (one-way ANOVA): *p < 0,05, hl Actd
1 - Act d 1 inaktiviran toplotnim tretmanom.
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Slika 30. Promena NF-kB aktivnosti nakon stimulacije LPS-om i Act d 1 preinkubiranim sa E64 i
toplotom inaktiviranim Act d 1. Promena aktivnosti NF-kB je izrazena u procentima u odnosu na
aktivnost postignutu nakon tretmana sa LPS (100 ng/mL) odnosno nativnim Act d 1 (1 mg/mL) koji nije
inkubiran u prisustvu inhibitora E64. Prikazani rezultati predstavljaju prose¢ne vrednosti + SEM.
Statisticka znacajnost (one-way ANOVA): *p < 0,05, hl Act d 1 — Act d 1 inaktiviran toplotnim
tretmanom.

4.5.2 Mehanizam aktivacije TLR4 aktinidinom

Da bi se dodatno razjasnila uloga proteoliticke aktivnosti u aktivaciji NF-kB koja je posredovana
TLR4, ispitan je efekat Act d 1 na degradaciju ektodomena TLR4, koji je zaduZen za aktivaciju ovog
receptora. Koris¢ene su HEK293 ¢elije stabilno transfektovane plazmidom koji kodira humani TLR4
koji sadrzi c-Myc tag na N-terminalnom domenu. Na imunoblotu razvijenom u prisustvu anti-c-Myc
antitela, u c¢elijama tretiranim aktivnim Act d 1 (1 mg/mL) uoéen pad intenziteta trake koja odgovara
humanom TLR4 u poredenju sa netretiranim ¢elijama, $to ukazuje na degradaciju ektodomena TLR4
(Slika 31). Ovo smanjenje signala nije zabelezeno u ¢elijama tretiranim sa Act d 1 (1 mg/mL) prethodno
inhibiranim u prisustvu 100 uM E64 (Slika 31).
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Slika 31. Ekspresija TLR4-Myc konstrukta u HEK293 ¢elijama. (A) Detekcija c-Myc taga i p-aktina
u imunoblotu proteina HEK293 ¢elija koje su stabilno trasfektovane plazmidima za humani TLR4 koji
sadrzi c-Myc tag na N-terminalnom domenu uz plazmide za MD2 i CD14, nakon tretmana sa nativnim
Actd 1 (1 mg/mL)iActd1(1mg/mL) inhibiranim sa 100 uM E64. (B) Denzitometrijska analiza nivoa
ekspresije TLR4-Myc. Prikazani rezultati predstavljaju proseéne vrednosti + SEM. Statisticka
znacajnost (one-way ANOVA): *p vrednost < 0,05.

Kako je pokazano da skracivanje ektodomena TLR4 dovodi do konsitutivne aktivacije ovog
receptora, u ovom radu je koriS¢en konstrukt TLR4 A1-563, koji zadrzava oko 8 kDa ektodomena, §to
je dovoljno za pokretanje konstitutivne aktivacije. U HEK293 ¢elijama koje ekprimijaju TLR4 A1-563,
nakon tretmana sa 1 mg/mL Act d 1 i 100 ng/mL LPS, nije doveo do dodatnog povecanja NF-kB
aktivacije niti proizvodnje IL-8 u poredenju sa netretiranim ¢elijama (Slika 32).
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Slika 32. Aktivacija TLR4 A1-563 konstrukta. (A) NF-kB aktivacija i (B) proizvodnja IL-8 u HEK293
¢elijama nakon tretmana sa I mg/mL Actd 11100 ng/mL LPS. HEK293 ¢elijje su stabilno transfektovane
plazmidima za TLR4 A1-563, uz plazmide za MD2, CD14, renila luciferaza (ekspresija pod
konstitutivnim promotorom) i firefly luciferaza (ekspresija pod kontrolom inducibilnog NF-xB
promotora). Prikazani rezultati predstavljaju prosecne vrednosti £ SEM. Statisti¢ka znacajnost (one-way
ANOVA): p vrednost za sva poredenja je > 0.05, bez statistiCke znacajnosti, u poredenju sa kontrolom.

4.5.3 Inhibicijom Act d 1 dolazi do smanjenja inflamacije u THP-1 makrofagima

Kako bismo analizirali znacaj proteoliticke aktivnosti Act d 1 u izazivanju inflamatornog
odgovora THP-1 makrofaga, kori§¢ena je ELISA za odredivanje koncentracije humanih IL-6 i IL-1
citokina iz ¢elijskih supernatanata i1 enzimska metoda za odredivanje aktivnosti katalaze u ovim ¢elijama.
Act d 1 je koris¢en za tretman celija u svom nativnom obliku u koncentraciji od 1 mg/mL, sam ili u
prisustvu inhibitora cistein proteaze E64 (16 pM). Proizvodnja oba analizirana citokina pokazala se
znacajno smanjenom u ¢elijama koje su tretirane Act d 1 u prisustvu inhibitora E64 (Slika 33), sto
dodatno potvrduje znaaj proteazne aktivnosti u izazivanju proinflamatornog odgovora. Takode je 1
aktivnost enzima katalaze, antioksidativnog enzima koji ima ulogu u kontroli oksidativnog stresa,
znacajno smanjena u ¢elijama koje su tretirane E64-inhbiranim Act d 1 u odnosu na celije tretirane
nativnim Act d 1 (Slika 34).
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Slika 33. Koncentracija proinflamatornih citokina u THP-1 makrofagima. Celije su stimulisane sa
nativnim Actd 1 (1 mg/mL) i inhibiranim Act d 1 u prisustvu cistein proteaznog inhibitora E64 (16 uM).
Prikazani rezultati predstavljaju prose¢ne vrednosti £ SEM. Statisticka znacajnost (one-way ANOVA):
* p vrednost < 0.05, ## p vrednost < 0.01, # u poredenju sa netretiranom kontrolom, * u poredenju sa
Actd 1.
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Slika 34. Aktivnost katalaze u THP-1 makrofagima. Celije su stimulisane sa nativnim Act d 1 (1
mg/mL) i inhibiranim Act d 1 u prisustvu cistein proteaznog inhibitora E64 (16 uM). Prikazani rezultati
predstavljaju prose¢ne vrednosti £ SEM. Statisticka znacajnost (one-way ANOVA): # p vrednost < 0.05,
# u poredenju sa kontrolom.

4.6 Uspostavljanje model sistema THP-1 makrofaga za procenu imunomodulatornih efekata

U cilju procene imunomodulatornog potencijala malih molekula na proinflamatorni efekat LPS-a
i Act d 1 i posledi¢no aktivaciju NF-xB, uspostavljen je stabilan model sistem makrofaga dobijenim
diferencijacijom THP-1 monocita. Kako bi se okarakterisao ovaj in vitro model makrofaga i optimizovao
postupak diferencijacije koriS¢ene su razlicite metode. Nakon uspostavljanja optimalnih uslova
diferencijacije, optimizovano je i vreme tretmana Act d 1 i LPS-om kako bi se uspostavio protokol za
indukovanje proinflamatornih efekata primenom ovih stimulatora.

4.6.1 Optimizacija postupka diferencijacije

Za optimizaciju postupka diferencijacije varirani su vreme tokom kojeg su ¢elije inkubirane u
medijumu koji sadrzi 100 ng/mL PMA (24 h, 48 h 1 72 h) 1 vreme Celijskog odmora u medijumu koji ne
sadrzi PMA (24 h, 48 h i 72 h). Ukupno je testirano 9 razli¢itih kombinacija ovih vremena (pogledati
Tabelu 11 u poglavlju 7.7.1).
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Da bi se vizuelizovale promene u morfologiji i diferencijacija THP-1 monocita u makrofage,
¢elije su analizirane fluorescentnom mikroskopijom. Primeéene morfoloske razlike u veli¢ini bile su u
direktnoj korelaciji sa vremenom inkubacije u medijumu bez PMA (Slika 35). Produzavanje vremena
odmora u ovom medijumu preko 48 sati je dovelo do znacajnog povecanja povrsine ¢elija, bez obzira na
vreme diferencijacije u medijumu sa PMA. Najveca povrsina ¢elija je postignuta nakon 72 h u medijumu
bez PMA (Slika 35). Celije diferencirane tokom 24 h u ovom medijumu nisu pokazale znagajno
povecanje povrSine u poredenju sa monocitima.

Povrsina Celijskih nukleusa je pratila isti trend vremenski zavisnog povec¢anja u medijumu bez
PMA. U grupama koje su inkubirane 24 h u medijumu bez PMA, povrsina nukleusa je ostala
nepromenjena u odnosu na monocite, dok je kod ¢elija inkubiranih 24 h i 48 h u prisustvu PMA vreme
odmora od 48 i 72 h dovelo do njenog povecanja (Slika 36). U poslednjoj grupi celija, koje su
diferencirane u prisustvu PMA tokom 72 h, nisu zabelezene znacajne razlike u veli¢ini nukleusa, ¢ak ni
sa promenom vremena odmora (Slika 36).

Kako bi promena veli¢ine eukariotskih ¢elija trebalo da prati i promenu veli¢ine nukleusa, da bi
se dodatno stekao uvid u promene tokom diferencijacije, izracunati su odnosi povrsine nukelusa 1 ¢elije
za sve uslove diferencijacije. Jedina znacajna razlika uporedenju sa monocitima je zabelezena kod ¢elija
koje su diferencirane sa PMA tokom 72 h i inkubirane u medijumu bez PMA tokom 72 h (Slika 37).

Povrsina ¢éelije

#
300= I 1 A
*kk*%k A
*%kk% ﬁ
*%%
© *kkk M
*% M
200~ s § & 2
NE K
3 B % 3
MY L X
[} o
0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
S R Y R T T TP, S S
RN AN v A voox A
& A AV A
<

Slika 35. Poredenje celijskih povrsina diferenciranin makrofaga sa monocitima. PovrSina je
prikazana u pm2. Primenjeni tretmani su naznaceni na x osi u format vreme diferencijacije sa PMA (h)
— vreme diferencijacije bez PMA (h). Rezultati su prikazani kao pojedina¢ne vrednosti Sa prose¢nom
vredno$¢éu, =+ SEM, (15 vrednosti po nezavisnom eksperimentu). Statisticka znacajnost (one-way
ANOVA): #p < 0,05, ** p< 0,01, *** p <0,001 i **** p <0,0001, * u poredenju sa monocitima.
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Slika 36. Poredenje povrSine nukleusa diferenciranih makrofaga sa nukleusima monocita.
Povriina je prikazana u Um?. Primenjeni tretmani su naznaceni na x osi u format vreme diferencijacije
sa PMA (h) — vreme diferencijacije bez PMA (h). Rezultati su prikazani na grafiku kao pojedinac¢ne
vrednosti sa prose¢nom vrednosc¢u, + SEM (15 vrednosti po nezavisnom eksperimentu). Statisticka
znacajnost (one-way ANOVA): * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, * u poredenju sa monocitima.
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Slika 37. Odnos povrsine nukleusa i éelije diferenciranih makrofaga sa monocitima. Primenjeni
tretmani su naznaceni na x osi u format vreme diferencijacije sa PMA (h) — vreme diferencijacije bez
PMA (h). Rezultati su prikazani na grafiku kao pojedina¢ne vrednosti, sa prose¢nom vrednoscu, + SEM
(15 vrednosti po nezavisnom eksperimentu). Statisticka znacajnost (one-way ANOVA): *** p < 0,001.
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Usled dugih vremena inkubacije u procesu diferencijacije, moze do¢i do promena u oksidativnom
stanju u samoj ¢eliji. Da bi se procenio uticaj provedenog vremena makrofaga u kulturi na unutarcelijski
oksidativni status, analiziran je sadrZzaj redukovanog glutationa (GSH). Iako je pri svim postupcima
diferencijacije koncentracija GSH ostala statisticki nepromenjena, zabelezeni Smanjenja u koncentraciji
u sva tri vremena diferencijacije sa PMA, su u korelaciji sa njegovim proinflamatornim svojstvom, a
produzeno vreme odmora u medijumu bez PMA je blago povecalo sadrzaj GSH (Slika 38). Generalno,
koncentracija GSH ostala je u opsegu od 30-45 pM, ukazujuci na ogranicen uticaj trajanja stimulacije
sa PMA, vremena odmora i ukupnog vremena provedenog u kulturi na unutarcelijski sadrzaj GSH.
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Slika 38. Koncentracija GSH u THP-1 makrofagima diferenciranim razli¢itim tretmanima.
Prikazani rezultati predstavljaju prose¢ne vrednosti £ SEM. Statisticka znacajnost (one-way ANOVA):
p vrednost za sva poredenja je > 0.05, bez statisticke znacajnosti.

Na osnovu prikazanih rezultata, optimalna diferencijacija THP-1 monocita u makrofage
postignuta je tretmanom koji je obuhvatao 48 h inkubacije u medijumu sa 100 ng /mL PMA pracéene sa
72 h inkubacije u medijumu bez PMA (rezim 48-72). Makrofagi diferencirani primenom rezima 48-72
imaju vecu povrsinu ¢elije i nukleusa u poredenju sa monocitima, nepromenjen odnos povrsine nukleusa
u odnosu na monocite, kao i nepromenjen nivo GSH. Ovako diferencirani makrofagi su analizirani
proto¢nom citometrijom gde je, u poredenju sa monocitima, pokazano povecanje ekspresije povrSinskih
markera koji se povezuju sa pravilnom funkcijom makrofaga, CD54 (ICAM-1) i CD86 (B7). U
poredenju sa kulturom THP-1 monocita, procenat CD54+ i CD86+ ¢€elija u kulturi zna€ajno se povecao
nakon diferencijacije primenom rezima 48-72 - procenat CD54+ ¢elija je bio oko 80% (vs. 15% u kulturi
monocita) (Slika 39). Tretman LPS-om (0,1 i 1 pg/mL) je znacajno povecao zastupljenost CD54+ u
poredenju sa kulturom netretiranim THP-1 makrofagima (Slika 39).

Svi dalji eksperimenti u ovom radu sprovedeni su na THP-1 makrofagima dobijenim primenom
42-72 rezima diferencijacije.
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Slika 39. Ekspresija povrSinskih markera CD54 i CD86. THP-1 monociti, naivni makrofagi i
makrofagi tretirani LPS-om (0,1 i 1 pg/mL) analizirani su proto¢nom citometrijom nakon inkubacije sa
anti-CD54-FITC i anti-CD86-FITC antitelima i prikazan je procenat FITC pozitivnih Celija. Prikazani
rezultati predstavljaju prose¢ne vrednosti £ SEM. Statisti¢ka znacajnost (one-way ANOVA): * p < 0,05,
**p<0,01, ****p<0,0001.

4.6.2 Optimizacija duZine trajanja tretmana

Nakon optimizacije postupka diferencijacije, optimizovano je trajanje tretmana sa Act d 1 i LPS
koje je neophodno da izazove proinflamatorni efekat u THP-1 makrofagima. Prethodni radovi sa
alergenom Act d 1 na epitelnim ¢elijama su pokazali da je koncentracija Actd 1 od 1 mg/mL dovoljna
da nakon 6 h izazove ekspresiju proinflamatornih citokina. Nakon 6 h tretmana Act d 1 uoceno je
znacajno povecanje ekspresije svih analiziranih citokina u THP-1 makrofagima (Slika 40).

Pored Act d 1 koriS¢en je i LPS (100 ng/mL) za tretman THP-1 makrofaga u tri razlicita
vremenska intervala, 3, 6 i 12 h. Genska ekspresija IL-14, IL-25 i TNF je analizirana PCR-om. Kinetika
ekspresije analiziranih citokina varira, a analiza promene relativne genske ekspresije pokazuju da je
ekspresija IL-15 i TNF gena najveca nakon 3 h, zatim blago opada posle 6 i 12 h tretmana (Slika 41).
Kada je re¢ o IL-25, njegova ekpresija postepeno raste tokom vremena, dostizuci pik na 12 h (Slika 41).
lako pokazuju razlicitu kinetiku ekspresije, genska ekspresija svih analiziranih citokina je znacajno
povisena nakon 6 h. Vreme tretmana Act d 1 od 6 h takode daje primetne promene u genskoj ekspresiji
analiziranih citokina (Slika 40).
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Slika 40. Genska ekspresija citokina u THP-1 makrofagima. Celije su tretirane sa Act d 1 (1 mg/mL)
tokom 6 h i genska ekspresija je analizirana PCR-om. Prikazani rezultati predstavljaju prose¢ne vrednosti

+ SEM. Statisticka znacajnost (two-way ANOVA): * p < 0,05.
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Slika 41. Genska ekspresija citokina u THP-1 makrofagima. Celije su tretirane LPS-om (100 ng/mL)
tokom 3, 6 i 12 h i genska ekspresija je analizirana PCR-om. Prikazani rezultati predstavljaju prose¢ne
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vrednosti £ SEM. Statisticka znacajnost (two-way ANOVA): ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p <
0,0001, * u poredenju sa kontrolom.

4.7 Uticaj malih molekula na proinflamatorne citokine

Potencijal odabranih malih molekula da uti¢e na proizvodnju i gensku ekspresiju proinflamatornih
citokina je testran in vitro u razli¢itim celijskim linijama (Caco-2, HEK293, THP-1). Nakon tretmana,
analizirana je genska ekspresija PCR metodom i sekrecija citokina u ¢elijskom supernatantu ELISA
metodom.

4.7.1 Mali molekuli ne pokazuju proinflamatorni efekat

Ekspresija gena za IL-1p, IL-25 i TNF analizirana je nakon tretmana c¢elijskih linija sa vanilil
alkoholom (VA) i laurinskom kiselinom (LA) u dve razlicite koncentracije (5 i 25 uM), kako bi se
ispitalo da li ovi molekuli imaju efekte na ekspresiju gena bez prethodnog tretmana proinflamatornim
stimulusima. Koris¢ene su 3 celijske linije: THP-1 makrofagi, Caco-2 i HEK293 epitelne ¢elije. Ni u
jednoj ¢elijskoj liniji nije zabelezeno statisticki znacajno povecanje ekspresije citokina usled VA i LA
tretmana. U THP-1 makrofagima ekspresija IL-14 i TNF gena je ostala nepromenjena, dok je ekspresija
IL-25 gena bila znacajno niza nakon tretmana sa 25 uM VA (Slika 42). U Caco-2 ¢elijama uocen je pad
ekspresije TNF nakon tretmana sa VA (5 puM), kao i LA (25 uM), gde je zabelezen znacajan pad
ekspresije sva tri analizirana citokina (Slika 42). U HEK293 c¢elijama, ekspresija svih citokina je
smanjena nakon tretmana sa VA i LA u obe koncentracije, ukazujuéi na njohov antiinflamatorni
potencijal (Slika 42).
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Slika 42. Uticaj malih molekula na ekspresiju citokina. Ekpresija gena za IL-1f4, IL-25 i TNF je
analizirana nakon 6 h tretmana sa VA i LA u (A) THP-1, (B) HEK293 i (C) Caco-2 ¢elijama. Prikazani
rezultati predstavljaju prose¢ne vrednosti £ SEM. Statisti¢ka znacajnost (one-way ANOVA): * p < 0,05,
**p < 0,01, * u poredenju sa netretiranom kontrolom.

50



Milena Zlatanova Doktorska disertacija

4.7.2 Mali molekuli uti¢u na gensku ekspresiju proinflamatornih citokina

Kako bi se ispitao uticaj VA i LA u imunskom odgovoru na odabrane proinflamatorne stimuluse,
¢elije su tretirane sa 0,1 pg/mL LPS ili 1 mg/mL Act d 1, bez ili nakon pretretmana sa dve razlicite
koncentracije VA1 LA (51 25 puM).

Nakon stimulacije sa Act d 1 i sa LPS, THP-1 makrofagi su pokazali o¢ekivanu povecanu
ekspresiju sva tri analizirana gena (IL-75, IL-25 i TNF). Pretretman sa obe koncentracije VA smanjio je
Act d 1-indukovanu ekspresiju IL-14, IL-25 i TNF u THP-1 makrofagima. Medutim, LA nije doveo do
znacajnog smanjenja ekspresije IL-1f i TNF, ve¢ samo IL-25 (Slika 43). LPS-izazvana ekpresija sva tri
citokina bila je znacajno umanjena i sa VA i sa LA (Slika 43).

U HEK293 ¢elijama, Act d 1 je doveo do povecéanja ekspresije IL-7f 1 IL-25 ali ne i TNF (Slika
44). Modulatorni potencijal malih molekula se pokazao manje izrazenim u ovom ¢elijskom modelu nego
u THP-1 makrofagima, i bio je primetan samo pri vi$s0j dozi od 25 pM (Slika 44). Odsustvo odgovora
na LPS u HEK293 ¢elijama je verovatno posledica veoma niske ekspresije TLR4 na ovim ¢elijama.

U Caco-2 ¢elijama, nakon tretmana Act d 1, doslo je do smanjenja ekspresije IL-15 1 TNF sa obe
koncentracije VA, dok je u LPS tretiranim ¢elijama doslo do znac¢ajnog smanjenja ovih citokina pri viSoj
koncentraciji VA (25 pM). LA je izazvao smanjenje TNF u obe koncentracije nakon tretmana sa oba
proinflamatorna stimulusa, dok je IL-14 bio smanjen nakon pretretmana ovim molekulom samo u
¢elijama koje su bile tretirane LPS-om ali ne i Act d 1, §to je u skaldu sa rezultatima dobijenim na THP-
1 makrofagima. Ekpresija IL-25 je znac¢ajno smanjena nakon tretmana sa LA (5 uM) i kod LPS i Act d
1 stimulisanih ¢elija (Slika 45).
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Slika 43. Modulacija genske ekspresije citokina u THP-1 ¢elijama. Ekpresija gena za IL-15, IL-25 i
TNF je analizirana nakon §to su ¢elije pretretirane razli¢itim koncentracijama malih molekula tokom 1
h, a zatim stimulisane tokom 6 h sa (A) Actd 1 (1 mg/mL) ili (B) LPS (0,1 pg/mL Prikazani rezultati
predstavljaju prose¢ne vrednosti + SEM. Statisticka znac¢ajnost (one-way ANOVA): */# p vrednost <
0.05, ** p vrednost < 0.01, ***/### p vrednost < 0.001, ****/#### p vrednost < 0.0001, * u poredenju
sa netretiranom kontrolom, # u poredenju sa LPS/Act d 1.
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Slika 44. Modulacija genske ekspresije citokina u HEK293 ¢elijama. Ekpresija gena za IL-14, IL-25
i TNF je analizirana nakon §to su ¢elije pretretirane razli¢itim koncentracijama malih molekula tokom 1
h, a zatim stimulisane tokom 6 h sa (A) Actd 1 (1 mg/mL) ili (B) LPS (0,1 pug/mL). Prikazani rezultati
predstavljaju prosec¢ne vrednosti + SEM. Statisticka znacajnost (one-way ANOVA): * p vrednost < 0.05,
*E[H## p vrednost < 0.01, * u poredenju sa netretiranom kontrolom, # u poredenju sa LPS/Actd 1.
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Slika 45. Modulacija genske ekspresije citokina u Caco-2 éelijama. Ekpresija gena za IL-14, IL-25 i
TNF je analizirana nakon S$to su ¢elije pretretirane razli¢itim koncentracijama malih molekula tokom 1
h, a zatim stimulisane tokom 6 h sa (A) Actd 1 (1 mg/mL) ili (B) LPS (0,1 pg/mL). Prikazani rezultati
predstavljaju prose¢ne vrednosti + SEM. Statisticka znacajnost (one-way ANOVA): */# p vrednost <
0.05, **/## p vrednost < 0.01, **** p vrednost < 0.0001, * u poredenju sa netretiranom kontrolom, # u

poredenju sa LPS/Act d 1.

4.7.3 Mali molekuli uti¢u na proizvodnju citokina

Efekat pretretmana THP-1 makrofaga malim molekulima na proizvodnju proinflamatornih
citokina IL-1p i IL-6 procenjen je pomocu ELISA testa. Nakon tretmana sa Act d 1 i LPS primecen je
porast koncentracije oba citokina u ¢elijskim supernatantima. U LPS-stimulisanoj kulturi koncentracija
IL-6 je bila oko 600 pg/mL, dok je nakon stimulacije sa Act d 1 koncentracija IL-6 bila oko 80 pg/mL,
ukazujuci na razliciti proinflamatorni potencijal ovih stimulusa. Smanjena proizvodnja IL-1 uocena je
nakon pretretmana sa 25 uM VN u modelima inflamacije izazvana i LPS-om i Act d 1 (Slika 46). Svi
testirani mali molekuli doveli su do smanjenja proizvodnje IL-6 nakon tretmana sa Act d 1, dok su samo
pretretmani sa VL (vanilil-laurat) i VN (vanilin) u visoj koncentraciji doveli do smanjenja proizvodnje

IL-6 nakon LPS tretmana (Slika 47).

54



Milena Zlatanova Doktorska disertacija

IL-1P IL-1f
HHtHHH
300 -
. 300 HiH
E'ZOO— —El 200+ *
g 2
1004 100+
0- 1 1 1 0- T T T
NS NN NN I I O )
({{\o 6\6 oY rﬁDQ‘ A qi’-)\} %6)\} ,f/oQ &&o &7 X rf?\? o2 q(?xz o 'f,”\}
MO SRRSO ERIERUEN N NSRRI RN

Slika 46. Uticaj malih molekula na proizvodnju IL-1p u THP-1 makrofagima. Celije su pretretirane
malim molekulima u koncentraciji od 5 i 25 uM, nakon ¢ega su stimulisane sa Act d 1 (1 mg/mL) i LPS
(0,1 pg/mL) tokom 24 h. Prikazani rezultati predstavljaju prose¢ne vrednosti £ SEM. Statisticka
znacajnost (one-way ANOVA): * p vrednost < 0.05, ***/### p vrednost < 0.001, ****/#### p vrednost
<0.0001, * u poredenju sa netretiranom kontrolom, # u poredenju sa LPS/Act d 1.
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Slika 47. Uticaj malih molekula na proizvodnju IL-6 u THP-1 makrofagima. Celije su pretretirane
malim molekulima u koncentracijiama od 5 i 25 pM, nakon ¢ega su stimulisane sa Act d 1 (1 mg/mL) i
LPS (0,1 pg/mL) tokom 24 h. Prikazani rezultati predstavljaju prosecne vrednosti + SEM. Statisticka
znacajnost (one-way ANOVA): * p vrednost < 0.05, ** p vrednost < 0.01, *** p vrednost < 0.001,

*AAE [ p vrednost < 0.0001, * u poredenju sa netretiranom kontrolom, # u poredenju sa LPS/Act d
1.
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4.8 Mali molekuli inhibiraju aktivaciju NF-kB signalnog puta

Promena proizvodnje i ekspresije proinflamatornih citokina moze biti pokazatelj stepena aktivacije
specifi¢nih signalnih puteva regulisanim transkripcionim faktorima. Kako je poznato da je LPS snazan
aktivator NF-xB signalnog puta, kao i da Act d 1 aktivira ovaj signalni put na TLR4-zavisan nacin,
ispitan je uticaj malih molekula na NF-xB aktivaciju i na ekspresiju p65 proteina, glavne subjedinice
ukljucene u aktivaciju ovog signalnog puta, u razlicitim model sistemima.

4.8.1 Aktivacija NF-kB u epitelnim éelijama

Stepen aktivacije u HEK293 epitelnim ¢elijama je analiziran nakon stabilne transfekcije NF-xB-
GFP plazmidom. Celije su tretirane sa 1 mg/mL Act d 1, bez ili sa pretretmanom sa vanilil alkoholom
(VA) i laurinskom kiselinom (LA) (25 uM) nakon ¢ega je ekspresija NF-kB analizirana FACS-om
odnosno fluorescentnom mikroskopijom. Obe metode su pokazale da VA i LA inhibiraju Act d 1-
posredovanu aktivaciju NF-kB u HEK293 ¢elijama (Slika 48 i 49). U ovom eksperimentu, LA je ispoljila
izrazeniji modulatorni efekat, smanjujuéi aktivaciju NF-kB do nivoa negativne kontrole, dok je VA
dovela do znac¢ajnog smanjenja u poredenju sa Act d 1 (Slika 48).

Aktivacija NF-xB

kKKK

15=

Sk k

kKK

Fluorescencija GFP-a

Slika 48. Aktivacija NF-kB u HEK293 epitelnim ¢elijama. HEK293 Celije su stabilno transfektovane
NF-kB-GFP plazmidom i tretirane sa Act d 1 (1 mg/mL), bez ili uz pretretman sa VA ili LA (25 pM).
Ekspresija GFP-a je analizirana FACS-om. Prikazani rezultati predstavljaju prosec¢ne vrednosti + SEM.
Statisticka znacajnost (one-way ANOVA); *** p < 0,001, **** p < 0,0001.
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Slika 49. Aktivacija NF-kB u HEK?293 epitelnim celijama. HEK293 ¢elije su stabilno transfektovane
NF-kB-GFP plazmidom i tretirane sa Act d 1 (1 mg/mL), bez ili uz pretretman sa VA ili LA (25 pM).
Fluorescentna mikroskopija je koris¢ena za vizuelizaciju GFP ekspresije nakon transfekcije i tretmana.
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4.8.2 Aktivacija NF-kB u THP-1 makrofagima

Reporter sistem za procenu stepena aktivacije NF-xB je uspostavljen u THP-1 makrofagima,
nakon stabilne transfekcije ¢elija NanoLuc® reporter vektorom sa NF-xB elementom odgovora. Nakon
stimulacije sa LPS, odnosno Act d 1, doslo je do porasta relativne luciferazne aktivnosti u poredenju sa
netretiranom kontrolom (Slika 50). Pretretman sa obe koncentracije VN nakon stimulacije sa Act d 1,
doveo je do smanjenja NF-«B aktivnosti blizu nivoa aktivacije u kontrolnoj grupi (Slika 50). Medutim,
u cCelijama stimulisanim LPS smanjenje NF-kB aktivnosti pod uticajem vaniloida nije pokazalo
statisticku znacajnost (Slika 50).
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Slika 50. Uticaj malih molekula na aktivnost NF-kB u THP-1 makrofagima. THP-1 makrofagi su
stabilno transfektovani NanoLuc® reporter vektorom sa NF-kB elementom odgovora i stimulisani su
tokom 24 h sa 0,1 pg/mL LPS ili 1 mg/mL Act d 1, sa ili bez pretretmanom odgovaraju¢im vaniloidima
u koncentracijama od 5 ili 25 pM. Prikazani rezultati predstavljaju prosecne vrednosti £ SEM. Statisticka
znacajnost (one-way ANOVA): */# p vrednost < 0.05, **/## p vrednost < 0.01, * u poredenju sa
netretiranom kontrolom, # u poredenju sa LPS/Act d 1.

4.8.3 Ekspresija p65 subjedinice

Nakon pokazanog imunomodulatornog uticaja LA odnosno VA na aktivaciju NF-xB, ova dva
molekula su odabrana kako bi se analizirao njihov efekat na p65 subjedinicu, glavnu komponentu NF-
kB signalnog puta. Koris¢en je model sistem THP-1 makrofaga, gde je pomocu imunoblot metode
procenjena ukupna ekspresija p65 u ¢elijama nakon odgovarajucih tretmana. Za stimulaciju koris¢en je
Actd 1 (1 mg/mL), kao i 2 koncentracije LPS (0,11 10 pg/mL). Nakon tretmana sa Act d 1 nisu uocene
trake poreklom od p65 komponente na imunoblotu, moguce usled proteoliticke aktivnosti ovog alergena,
§to je onemogucilo analizu ekspresije p65 imunoblotom. lako su uzorci pripremani u prisustvu koktela
proteaznih inhibitora i na hladnom, mogucée je da je ovaj postupak bio nedovoljno efikasan u inhibiciji
Act d 11 da je neophodno koristiti ireverzibilni proteazni inhibitor specifican za cistein proteaze, kao $to
je E64, u vecoj koncentraciji. Kod tretmana LPS-om, dobijene su jasne trake na imunoblotu na
molekulskoj masi od 65 kDa, koja odgovara masi komponente p65. Za procenu nivoa ekspresije
kori$éena je denzitometrijska analiza. Ekspresija B-aktina analizirana je radi normalizacije ekspresije
p65. U LPS-tretiranoj grupi, ekspresija p65 povecala se nakon tretmana 10 pg/mL LPS, dok je ekspresija
zna&ajno opala nakon pretretmana i sa VA (25 pM) i sa LA (5 i 25 uM) (Slika 51). Celije koje su tretirane
nizom koncentracijom LPS-a nisu pokazale zna¢ajno povecanje ekspresije p65 (Slika 51).
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Slika 51. Ekspresija p65 komponente u THP-1 makrofagima. Ekpresija p65 i p-aktina je analizirana
imunoblotom nakon tretmana sa (A) 0,1 i (B) 10 pg/mL LPS-a, sa ili bez pretretmana odgovarajucih
malih molekula. Normalizacija ekpresije p65 je uradena u odnosu na ekspresiju B-aktina nakon
denzitometrijske analize. Prikazani rezultati predstavljaju prose¢ne vrednosti + SEM. Statisticka
znacajnost (one-way ANOVA): * p vrednost < 0.05, *** p vrednost < 0.001.

4.8.4 Aktivacija NF-kB i translokacija p65 komponente u nukleus

Nakon aktivacije NF-xB signalne kaskade, p65 se premesta u nukleus gde utice na ekspresiju
ciljanih gena. Da bi se analizirao efekat VA i LA na translokaciju ove komponente u nukleus korisé¢ena
je ELISA metoda sa kuplovanom DNK oligonukleotidnom sekvencom (sekvenca sa NF-kB elementom
odgovora sprecifiénim za p65 komponentu). U poredenju sa netretiranom grupom ¢elija, Actd 1 je doveo
do blagog poveéanja nuklearnog p65, dok je nakon pretretmana sa VA (5 UM), njegov nivo bio znacajno
smanjen (Slika 52). Primecen je porast p65 u nuklearnim ekstraktima i nakon tretmana sa obe
koncentracije LPS-a. Zna¢ajno smanjenje u obe LPS-tretirane grupe je prime¢eno nakon pretretmana sa
LA (5 uM), dok je u celijama koje su tretirane sa 10 pg/mL LPS-a ovo smanjenje primeéeno sa svim
testiranim molekulima u obe koncentracije (Slika 52).
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Slika 52. Analiza prisustva p65 komponente u nukelarnim ekstraktima THP-1 makrofaga.
Koli¢ina p65 je analizirana DNK vezujuc¢im testom u nuklearnim ekstraktima ¢elija nakon tretmana sa
(A) 1 mg/mL Actd 1, (B) 0,1 i (C) 10 pg/mL LPS-a, sa ili bez pretretmana odgovarajuc¢ih malih
molekula. Prikazani rezultati predstavljaju prose¢ne vrednosti £ SEM. Statisti¢ka znac¢ajnost (one-way
ANOVA): * p vrednost < 0.05, ** p vrednost < 0.01, *** p vrednost < 0.001.

4.9 Fenotipske promene u THP-1 makrofagima pod uticajem Act d 1 i malih molekula

Polarizacija makrofaga 1 fenotipske promene predstavljaju klju¢ne dogadaje u toku imunskog
odgovora. Da bi se analizirale promene fenotipa THP-1 ¢elija, koriS¢ena je protocna citometrija za
analizu ekspresije M1 i M2 povrSinskih markera. Analizirana su dva M1 markera: CD80 (B7-1)
membranski protein koji je neophodan za aktivaciju T celija, 1 CD86 (B7-2), molekul sa klju¢nom
ulogom u kostimulatornom signalu T ¢elijama. Act d 1 je doveo do ekspresije CD80 u vise od 40%
ukupne populacije makrofaga, pokazajuci ¢ak i potentniji efekat od LPS-a (0,1 pug/mL) (Slika 53).
Pretretman sa VN (25 uM) je doveo do znacajnog smanjenja zastupljenosti CD80" THP-1 makrofaga u
poredenju sa Act d 1 stimulacijom, iako je njihova zastupljenost i dalje bila viSa nego u kulturi naivnih
makrofaga (Slika 53). Tretman THP-1 makrofaga sa Act d1, sa ili bez pretretmana sa malim molekulima,
nije znacajno povecao zastupljenost CD86" éelija u kulturi (Slika 53).
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Slika 53. Ekspresija M1 povrsinskih markera na THP-1 makrofagima nakon tretmana sa Actd 1
i malim molekulima. Ekpresija (A) CD80 i (B) CD86 je analizirana proto¢nom citometrijom nakon
pretretmana vaniloidima i stimulaciji makrofaga sa Act d 1 (1 mg/mL) ili LPS-om (0,1 pg/mL) tokom
24 h. Rezultati su prikazani kao % pozitivnih ¢elija, prose¢na vrednost £ SEM. Statisti¢ka znacajnost
(one-way ANOVA): * p vrednost < 0,05, ****/#### p vrednost < 0,0001, * u poredenju sa Act d 1/LPS,
# u poredenju sa netretiranim naivnim makrofagima.

Pored pomenutih M1 markera polarizacije, analizirani su i M2 markeri: manozni receptor CD206
I skevendzer receptor CD163. Nije zabelezena promena ekspresije ovih povrsinskih molekula ni u
jednom koriS¢enom tretmanu sa Act d 1, LPS ni malim molekulima (Slika 54), ukazuju¢i na
predominantnu M1 polarizaciju makrofaga.
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Slika 54. Ekspresija M2 povrsinskih markera na THP-1 makrofagima nakon tretmana sa Actd 1
i pretretmanom malim molekulima. Ekpresija (A) CD206 i (B) CD163 je analizirana proto¢nom
citometrijom nakon pretretmana vaniloidima i stimulacijom makrofaga sa Act d 1 (1 mg/mL) ili LPS-
om (0,1 pg/mL) tokom 24 h. Rezultati su prikazani kao % pozitivnih ¢elija, prosecna vrednost + SEM.
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StatistiCka znacajnost (one-way ANOVA): p vrednost za sva poredenja je > 0.05, bez statistiCke
znacajnosti.

Ekspresija CD80 u THP-1 makrofagima

actd 1 | actd 1
contral Aoctd 1l + WA

Aot d 1
Actd 1 4+ WL

Actd 1
Actd 1+ W

Pretretman malim molekulima

Slika 55. Ekpresija CD80 u THP-1 makrofagima tretiranim sa Act d 1. Razlike u ekspresiji CD80
su prikazane na preklapaju¢im histogramima u poredenju sa kontrolom netretiranih makrofaga (levo), i
u poredenju sa makrofagima pretretiranim vaniloidima (desno). Prikazan je reprezentativni rezultat iz 3
nezavisna eksperimenta.

4.10 Antioksidativno dejstvo malih molekula

Aktivacija proinflamatornih signalnih puteva kao i M1 polarizacija makrofaga je ¢esto pracena
i povecanjem oksidativnog stresa i oksidativnih markera u celiji. Oksidativni stres tj. povecanje
proizvodnje ROS i NO, prati povecana ekspresija antioksidativnih enzima kao §to su katalaza (CAT) i
superoksid-dizmutaza (SOD) i smanjenje ukupnog sadrzaja redukovanih tiola. Analizom nekih od
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pomenutih parametara procenjeno je prooksidativno dejstvo koris¢enih stimulusa Act d 1 1 LPS, kao 1
antioksidativno dejstvo malih molekula.

4.10.1 Parametri oksidativnog stresa

Aktivnost katalaze je merena u ¢elijskim lizatima nakon odgovarajucih tretmana. I Actd 1 1 LPS
su povecali aktivnost ovog enzima u THP-1 makrofagima, $to ukazuje na povecani oksidativni stres
(Slika 56). lako vaniloidi koris¢eni za pretretman nisu statisti¢ki zna¢ajno izmenile aktivnost ovog
enzima, doveli su do smanjenja aktivnosti katalaze nakon tretmana LPS-om (Slika 56).
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Slika 56. Aktivnost katalaze u THP-1 makrofagima. Celije su stimulisane sa (A) 1 mg/mL Actd 1 i
(B) 0,1 pg/mL LPS-a tokom 24 h, sa ili bez pretretmana vaniloidima (25 pM), nakon ¢ega je iz Celijskih
lizata analizirana enzimska aktivnost katalaze. Prikazani rezultati predstavljaju prose¢ne vrednosti +
SEM. Statisticka znacajnost (one-way ANOVA): # p vrednost < 0.05, u poredenju sa kontrolom.

Pored aktivnosti katalaze, odredivana je koncentracija ukupnog redukovanog glutationa (GSH),
kao jos jedan pokazatelj oksidativnog stresa. I Act d 1 i LPS izazvali suumereno smanjenje koncentracije
GSH, dok su vaniolidi blago povecali njegovu koncentraciju (Slika 57), medutim ove promene nisu
pokazale statistiC¢ku znacajnost, moguce zbog ograni¢ene osetljivosti koris¢enog testa.
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Slika 57. Sadrzaj GSH u THP-1 makrofagima. Celije su stimulisane sa (A) 1 mg/mL Actd 11 (B) 0,1
pg/mL LPS-a tokom 24 h, sa ili bez pretretmana vaniloidima (5 i 25 uM), nakon ¢ega je odredivana
koncentracija GSH. Prikazani rezultati predstavljaju prose¢ne vrednosti £ SEM. Statisticka zna¢ajnost
(one-way ANOVA): p vrednost za sva poredenja je > 0.05, bez statistiCke zna¢ajnosti, u poredenju sa
kontrolom.

Promena koli¢ine unutarcelijskih reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (engl. Reactive oxygen species,
ROS) je analazirana spektrofluorimetrijskom detekcijom koriste¢i DCFH-DA probu. Nakon stimulacije
sa Actd 11LPS, zabelezena je povecana fluorescencija, potvrdujuci prooksidativni efekat ovih molekula
(Slika 58). U oba slucaja pretretman ¢elija sa viSom koncentracijom VN (25 UM) doveo je do smanjenja
unutarcelijskih ROS ispod nivoa kontrolnih netretiranih ¢elija (Slika 58). U ¢elijama koje su stimulisane
sa Actd 1 nakon pretretmana sa VL i VN u obe koncentracije, uo¢eno je zna¢ajno smanjenje proizvodnje
ROS u odnosu na ¢elije tretirane ovim alergenom (Slika 58).
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Slika 58. Koli¢ina unutaréelijskih ROS u THP-1 makrofagima. Celije su stimulisane sa (A) 1 mg/mL
Actd 1i(B)0,1 ug/mL LPS-atokom 24 h, sa ili bez pretretmana vaniloidima (5 i 25 pM) i analizirani
spektrofluorimetrijom nakon dodavanja DCFH-DA (50 uM). Prikazani rezultati predstavljaju prosecne
vrednosti £ SEM. Statisticka znacajnost (one-way ANOVA): */# p vrednost < 0.05, ** p vrednost <
0.01, * u poredenju sa Act d 1/LPS, # u poredenju sa kontrolom netretiranih ¢elija (isprekidana linija na
grafiku).

4.10.2 Uticaj malih molekula na metabolizam NO

Relativna ekspresija gena za inducibilnu azot (I1) oksid sintazu (iNOS) je analizirana nakon
izolovanja ukupne RNK iz tretiranih THP-1 ¢elija. Stimulacija sa Act d 1 i LPS dovela je do znacajnog
povecéanja ekspresije INOS, naglasavajuci njihovu prooksidativnu ulogu (Slika 59). Pretretman sa svim
testiranim vaniloidima u obe koncentracije izazvao je smanjejnje ekspresije iNOS, ukazujuci na njihov
modulatorni potencijal i antioksidativne efekte (Slika 59).
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Slika 59. Ekspresija gena za iNOS. THP-1 makrofagi su stimulisani sa (A) 1 mg/mL Actd 1i (B) 0,1
pHg/mL LPS-a tokom 24 h, sa ili bez pretretmana vaniloidima (5 i 25 pM). Ekspresija gena za iNOS je
normalizovana u odnosu na ekspresiju konstitutivnog gena GAPDH i prikazana je kao relativna
ekspresija u odnosu na kontrolnu grupu netretiranih Celija. Prikazani rezultati predstavljaju prosecne
vrednosti + SEM. Statisti¢ka znacajnost (one-way ANOVA): * p vrednost < 0.05, **/## p vrednost <
0.01, *** p vrednost < 0.001, i ####/**** p vrednost < 0.0001, * u poredenju sa Act d 1/LPS, # u
poredenju sa kontrolom.
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Nakon tretmana THP-1 makrofaga, supernatanti tretiranih ¢elija su koriS¢eni za analizu
koncentracije NO metabolita. Nakon tretmana Act d 1, primecen je znacajan porast koncentracije NO u
odnosu na netretirane ¢elije (Slika 60). lako su svi testirani vaniloidi snizili koncentraciju NO nakon
tretmana Act d 1, samo su VL i VN (5 uM) doveli do statisticki znacajnog smanjenja (Slika 60). LPS
(0,1 pg/mL) nije izazvao statisti¢ki znacajno povecanje nivoa NO (Slika 60), moguce zbog niske
koncentracije ili osetljivosti metode koris¢ene za kvantifikaciju NO.
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Slika 60. Proizvodnja NO u THP-1 makrofagima nakon stimulacije Act d 1 i LPS-om sa ili bez
tretmana malim molekulima. Celije su stimulisane sa (A) 1 mg/mL Actd 1 i (B) 0,1 pg/mL LPS-a
tokom 24 h, sa ili bez pretretmana vaniloidima (5 i 25 puM). Prikazani rezultati predstavljaju prose¢ne
vrednosti + SEM. Statisticka zna¢ajnost (one-way ANOVA): * p vrednost < 0.05, ## p vrednost < 0.01,
* u poredenju sa Act d 1/LPS, # u poredenju sa kontrolom.
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5 Diskusija

Proces inflamacije je esencijalan mehanizam za prezivljavanje Cija je glavna uloga da ukloni
patogen i/ili ostecenje izazvano patogenima, hemijskim ili mehani¢kim stresom, kao i da alarmira i
aktivira adaptivni imunski sistem. Medutim, u procesu inflamacije, prekomerna proizvodnja
proinflamatornih citokina, hemokina i reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, moze izazvati ozbiljnu Stetu i
doprineti patogenezi i razvoju raznih bolesti. 1z ovog razloga, su antiinflamatorni molekuli ¢est predmet
novijih istrazivanja, kao potencijalni terapeutski agensi za prevenciju 1 tretman Stete izazvane
inflamatornim procesima. Nuklearni faktor kB (NF-kB) je klju¢ni medijator zapaljenskih procesa i
regulator funkcije urodene ali i adaptivne imunosti. Neosporivi dokazi ukazuju na vaznu ulogu ovog
transkripcionog faktora u patogenezi autoimunskih oboljenja, alergija i raznih hroni¢nih zapaljenja, koje
Cesto karakteriSe prekomerna aktivacija NF-kB i urodenog imunskog sistema. Alergijski odgovori
predstavljaju imunske reakcije izazvane inace bezopasnim spoljasnjim antigenima, poznatim kao
alergeni[99,100]. Mnogi alergeni poseduju specificna svojstva i karakteristike, poput proteoliti¢ke
aktivnosti. Proteoliti¢ka aktivnost je svojstvo koje doprinosi sposobnosti alergena da direktno podstic¢u
inflamaciju aktivacijom specifi¢nih signalnih puteva i ima vaznu ulogu u razvoju alergijskih bolesti i
inflamacije[6,54].

U ovoj doktorskoj disertaciji, karakterisan je molekulski mehanizam kojim alergen Act d 1 iz
zelenog ploda Kivija izaziva proinflamatorni efekat i aktivaciju NF-kB signalnog puta. Prethodna
istrazivanja su pokazala aktivaciju NF-kB od strane pojedinac¢nih alergena, izmedu ostalog i aktivaciju
ovog signalnog puta u epitelnim celijama od strane Act d 1[75]. Njegov proinflamatorni efekat
posredovan aktivacijom NF-kB pokazan je in vitro u c¢elijskim kulturama, i in vivo U misjim
modelima[75]. Medutim, dosadasnja istrazivanja su bila pretezno fokusirana na efekat ovog alergena na
epitelnim c¢elijama gastrointestinalnog trakta, dok njegov efekat na celije imunskog sistema nije
definisan. U ovom istrazivanju, pokazano je da cistein proteaza Act d 1 izaziva snazan proinflamatorni
odgovor u imortalizovanim mis§jim makrofagima (iBMDM:s) koji se odlikuje koncentraciono-zavisnom
proizvodnjom klju¢nih proinflamatornih citokina TNF i IL-6, bez ispoljavanja citotoksi¢nih efekata.
Ovaj odgovor je, bar delimi¢no, posredovan aktivacijom NF-kB, $to je potvrdeno u RAW-Blue™
makrofagima pod istim uslovima. Dobijeni rezultati zajedno sa rezultatima prethodnih istrazivanja na
epitelnim celijama[71,75,77], karakteriSsu Act d 1 kao snazan aktivator urodenog imunskog sistema,
sposoban da izazove inflamatorni odgovor, naro¢ito pri koncentraciji od 1 mg/mL.

Aktivacija NF-kB zajedno sa uo¢enom proizvodnjom IL-6 i TNF moze ukazivati na aktivaciju ¢elija
posredovanu TLR4 [30]. TLR4 je dobro poznat i karakterisan receptor koji ucestvuje u prepoznavanju
PAMPs, kao $to je LPS, i ima centralnu ulogu u inicijaciji inflamatornih odgovora[101]. Kako bi se
analizirala uloga ovog receptora u inicijaciji Act d 1-izazvane inflamacije, u ovom radu su kori§¢ena dva
razli¢ita model sistema, TLR4 deficijentne (-/-) primarne mBMDMs i HEK293 ¢elije stabilno
transfektovane plazmidom koji kodira TLR4 i pridruzene kostimulatorne molekule CD14 i MD2.
Aktivacija NF-«xB u HEK293 ¢elijama, kao i IL-6 u primarnim mBMDMs potpuno su izostali u odsustvu
funkcionalnog TLR4, sto dokazuje potpunu zavisnost njihove ekspresije/aktivnosti od prisustva ovog
TLRA4. Proizvodnja TNF je, medutim, bila samo delimi¢no smanjena, sugeriSué¢i na to da bi dodatni
TLR4-nezavisni mehanizmi mogli biti ukljuceni u kontrolu ekspresije ovog citokina. Pokazano je da u
adipocitima, vise transkripcionih faktora, ukljucuju¢i NF-xB i p38 MAP kinazu, regulise ekspresiju TNF
citokina. Takode, pokazano je da je PI3 kinaza ukljucena u pocetne korake proizvodnje TNF nakon
stimulacije LPS-om [102]. Pored aktivacije NF-kB promotera, Act d 1 je pokazao i sposobnost aktivacije
I IFNB promotera na koncentraciono-zavisan nacin, ¢ime se potvrduje njegova sposobnost da aktivira
oba TLR4-posredovana signalna puta[31].
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LPS se vezuje za hidrofobni dzep TLR4[40]. Specifiéne mutacije unutar TLR4 povezane su sa
smanjenjem sposobnosti vezivanja LPS, a posledi¢no i sa smanjenjem ili potpunom odsutnos$éu
odgovora na LPS[103]. TLR4 mutanti poput F440A i F463A imaju smanjenu sposobnost vezivanja LPS-
a, usled Cega izostaje ili se znaCajno smanjuje imunski odgovor[104]. Mutant F463A zadrzava
sposobnost odgovora na Act d 1, dok to nije slu¢aj sa F440A gde izostaje Act d 1-izazvana NF-xB
aktivacija. Cinjenica da Act d 1 moZe da pokrene signalizaciju preko TLR4 F463A mutanta, ukazuje na
fundamentalnu razliku izmedu LPS i Act d 1 u mehanizmu aktivacije TLR4 — aktivacija koja se mozda
ne zasniva samo na klasi¢noj interakciji ligand-receptor, ve¢ ukljucuje i proteoliticku modifikaciju
samog receptora.

Proteoliticka aktivnost enzima, ukljucujuéi, ali ne ograni¢avajuéi se na alergene, odavno je istaknuta
kao jedno od svojstava koja odreduju sposobnost proteina da izazove imunski odgovor[6,54].
Proteoliticka aktivnost Der p 1 je detaljno proucavana, i potvrden je znacajni doprinos njegove proteazne
aktivnosti proalergenim svojstvima[55,105,106]. U slucaju cistein proteaza iz hrane, papain je pokazao
sposobnost da aktivira proalergene mehanizme i izazove povecanje proizvodnje IL-33, IL-25 i
TSLP[60,107,108]. Sli¢no tome proteoliticka aktivnost Act d 1 istaknuta je u kontekstu narusavanja
epitelne barijere i degradacije proteina Cvrstih veza[75,78,79]. Upravo degradacija ¢vrstih veza i
povecana propustljivost epitela omogucavaju ovim alergenima da prodru u dublje slojeve mukoze, gde
se nalaze ¢elije imunskog sistema kao $to su rezidentni makrofagi, dendritske ¢éelije i limfociti[54].
Medutim, nedostatak literaturnih podataka koji detaljnije opisuju prirodu interakcije proteaznih alergena,
pre svega Act d 1, sa ovim tipovima ¢elija, postaje posebno ocigledan prilikom razmatranja fizioloskih
posledica njihovog kontakta i odgovora imunskog sistema. Karakterizacija inflamatornog odgovora
¢elija urodenog sistema kao Sto su makrofagi na Act d 1, od sustinskog je znacaja za razumevanje
posledica proteolitic¢ke aktivnosti, nivoa aktivacije imunskog sistema i formiranja zapaljenske reakcije.

Kako bi se ispitala uloga proteoliticke aktivnosti Act d 1 u izazivanju imunskog odgovora, koris¢en
je inhibitor cistein proteaza E64 u razli¢itim koncentracijama, kao i termicki inaktiviran Act d 1. Oba
tretmana proteina dovela su do znaCajnog smanjenja NF-xB aktivnosti u HEK293 c¢elijama koje
ekprimiraju TLR4, §to podrzava hipotezu da je enzimska funkcija Act d 1 neophodna za pokretanje
TLR4-posredovane signalizacije. Vazno je naglasiti da je E64 specifi¢no inhibirao aktivaciju TLR4 sa
Act d 1, dok nije imao uticaj na LPS-izazavanu aktivaciju. U THP-1 makrofagima je Act d 1 inhibiran u
prisustvu E64, izazvao nizu proizvodnju citokina IL-6 i IL-1B, kao i smanjenu ekspresiju enzima
katalaze. Ovi rezultati, zajedno sa pokazanom sposobnos¢u Act d 1 da aktivira TLR4 F463A mutant,
sugeriSu da alegen mozda dovodi, direktno ili indirektno, do proteolize specifi¢nih delova TLR4
ektodomena ¢ime se podstice spontana dimerizacija receptora i aktivacija signalizacije preko NF-kB i
IFNB promotera. Ovo je dodatno potvrdeno rezultatima koji pokazuju da tretman Act d 1 smanjuje nivoe
detektovanog c-Myc-tagovanog TLR4, osim kada je njegova proteazna aktivnost inhibirana prisustvom
E64 inhbitora. Takode, Act d 1 nije uspeo da dodatno poveca NF-«kB aktivaciju kod skrac¢enog TLR4
konstrukta (TLR4 A1-563) kome nedostaje znacajan deo ektodomena[109].

Zakljucno, rezultati dobijeni u ovom delu pruzaju snazne dokaze da cistein proteaza Act d 1 izaziva
izrazen proinflamatorni odgovor posredstvom TLR4-zavisnih mehanizama koji dovode do snazne NF-
kB aktivacije. Ovaj odgovor je usko povezan sa proteolitickom aktivnos¢u Act d 1, koja aktivira TLR4
ne putem klasi¢nog vezivanja liganda, ve¢ proteolizom njegovog ektodomena. Nakon detaljne
karakterizacije molekulskog mehanizma dejstva Act d 1, ovaj molekul je okarakterisan kao snazan
proinflamatorni stimulus, koji se moze koristiti za procenu NF-kB-posredovane inflamacije u raznim
¢elijskim model sistemima, pre svega u ¢elijama urodenog imunskog sistema, makrofagima i epitelnim
¢elijama.
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Kao ¢elije urodenog imunskog sistema, makrofagi imaju klju¢nu ulogu u odrzavanju homeostaze
tkiva, kao i procesu zapaljenja. Regulacija diferencijacije makrofaga tokom imunskog odgovora,
interakcija sa razli¢itim ¢elijama imunskog sistema i uklanjanje apoptotskih ¢elija od strane makrofaga,
su samo neke od jedinstvenih funkcija makrofaga rasporedenih u organizmu[110,111]. Kao rezultat svih
promena koje mogu da detektuju, dolazi do aktivacije razli¢itih inflamatornih signalnih puteva, koji
indukuju ekspresiju i lu¢enje proinflamatornih citokina, kao i povecane ekspresije specifi¢nih receptora,
spremnih da dodatno pojac¢aju imunski odgovor[111,112]. Zbog ovih esencijalnih uloga u imunoloskom
odgvoru, oni se nasiroko koriste u istrazivanjima inflamacije i imunomodulacije. Medutim, dobijanje
primarnih humanih makrofaga iz krvi donora nosi odredene izazove, kao Sto su varijabilnost
funkcionalnih karakteristika i ograni¢ena dostupnost éelija[91,95]. Celijske linije poput THP-1 se $iroko
koriste kako bi se prevazisla ova ogranicenja, jer nude klju¢ne prednosti kao §to su genetska uniformnost
i neogranicen broj ¢elija[91]. Uprkos Sirokoj upotrebi, jo$ uvek ne postoji konsenzus o standardnom
protokolu diferencijacije THP-1 monocita u makrofage pomoc¢u PMA.

U okviru ove doktorske disertacije, optimizovan je postupak diferencijacije THP-1 Ccelija,
procenjujuci efekte duzine izlaganja PMA i vremena odmora na morfologiju ¢elija, kao i karakterizacija
dobijenih diferenciranih makrofaga i njihov odgovor na stimuluse. Testirano je ukupno 9 razli¢itih
uslova diferencijacije, kombinujudi razliita vremena trajanja tretmana PMA (24, 48 ili 72 h) sa
razli¢itim duZinama odmora u medijumu bez PMA (24, 48 ili 72 h). Dobijeni rezultati ukazuju na kriti¢an
znacaj perioda odmora nakon izlaganja PMA kako bi se postigla potpuna morfoloska diferencijacija.
Zanimljivo, ¢elije koje su odmarale samo 24 h nisu pokazale znacajno povecanje povrsine celija, Sto
ukazuje na nepotpunu diferencijaciju. Suprotno tome, produzeni periodi odmora, posebno od 72 h, doveli
su do znacajnog povecanja povrsine Celije 1 nukleusa u odnosu na monocite, u skladu sa ocekivanom
morfologijom makrofaga. lako su se povrSine ¢elija i nukleusa proporcionalno povecavale u svim
grupama, ¢elije izlozene PMA tokom 72 h i odmora tokom istog perioda pokazale su smenjenje odnosa
veli¢ine nukleusa i ¢elija. Kako je veli¢ina nukleusa u euariotskim ¢elijama najceSce u korelaciji sa
veli¢inom celije[113], ova promena moze ukazivati na Celijski stres usled produzenog vremena kulture
i neoptimalne uslove diferencijacije. Dodatno, kroz sve analizirane grupe je ukupni unutarcelijski nivo
redukovanog glutationa ostao statisticki nepromenjen, iako je primecen trend povecanja nivoa GSH sa
produZenim vremenom odmora u medijumu bez PMA, dodatno naglaSavajuci znacaj perioda odmora u
uspostavljanju stabilne kulture diferenciranih makrofaga. Stabilnost nivoa GSH posebno je vazna u
makrofagima, gde je glutation okarakterisan kao regulator ravnoteze izmedu M1 i M2 fenotipa, kao i u
T Celijama, gde moze uticati na dominaciju Thl ili Th2 odgovora[114,115]. Povratak na stabilan nivo
GSH u netretiranim naivnim makrofagima je od posebnog znacaja, kako bi se osiguralo da polarizacija
ne nastaje spontano ve¢ kao odogvor na primenjene stimuluse[115].

Na osnovu dobijenih rezultata, odabrani su optimalni uslovi diferencijacije THP-1 monocita u
makrofage — inkubacija sa 100 ng/mL PMA tokom 48 h, pra¢ena sa 72 h odmora u medijumu bez PMA.
Pod ovim uslovima dobijeni makrofagi pokazuju ocekivano povecanje u povrSini i promene u
morfologiji, uravnoteZzen odnos povrsina nukelusa i ¢elije i stabilne nivoe GSH. Ovako uspostavljena
kultura makrofaga, razvija o¢ekivani proinflamatorni odgovor na klasi¢ne stimuluse kao $to je LPS, u
malim koli¢inama kori§¢enim za tretmane (100 ng/mL), kao i na alergen iz hrane Act d 1. Ve¢ nakon 3
h je primeéen odgovor dobijenih makrofaga na pomenute stimuluse, gde se jasno belezi povecanje
genske ekspresije proinflamatornih citokina (IL-18, TNF, IL-25). Promena u ekspresiji povrSinskih
markera CD86 1 CD54 je takode zabelezena, gde se povecanje ekspresije CD54 uocava u preko 80%
populacije makrofaga, potvrdujuci visoku efikasnost procesa diferencijacije. Ovi rezultati jasno
pokazuju plasti¢nost makrofaga izvedenih iz THP-1 i njihovu sposobnost da se dodatno polarizuju kao
odgovor na razliCite stimuluse. Sposobnost promene fenotipa i ekspresije citokina pod dejstvom
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stimulusa su osobine pouzadnih model sistema za ispitivanje imunomodulatornih efekata raznih
molekula[91].

Nakon karakterizacije molekulskog mehanizma kojim Act d 1 aktivira NF-xB signalni put i izaziva
proinflamatorni odgovor preko aktivacije TLR4, Act d 1 je kori$¢en zajedno sa LPS-om, kao stimulus
na THP-1 makrofagima i epitelnim Celijama. Koriste¢i ova dva stimulusa, uspostavljen je in vitro model
sistem inflamacije, kako bi se na C¢elijskom nivou procenio imunomodulatorni, inhibitorni i
antioksidativni efekat odabranih bioaktivnih malih molekula. U inicijalnim eksperimentima koris¢ena
su dva molekula, vanilil alkohol (VA) i laurinska kiselina (LA). U testiranim koncentracijama VA i LA
nisu imali citotoksi¢ni efekat na HEK293 i Caco-2 epitelnim ¢elijama i THP-1 makrofagima. Nijedan
od ova dva molekula u dve testirane koncentracije nije pokazao proinflamatorni efekat u vidu pove¢anja
ekspresije citokina IL-15, TNF i IL-25. Sta vise, VA i LA su doveli do smanjenja genske ekspresije ova
tri citokina nakon njihove uzvodne regulacije od strane LPS-a u THP-1 makrofagima. Supresija LPS-
om izazvane inflamacije primecena je i u Caco-2 ¢elijama gde je LA imala izraZeniji efekat u smanjenju
genske ekspresije citokina. Nasuprot tome, za razliku od VA, LA nije dovela do smanjenja genske
ekspresije IL-18 1 TNF u Act d 1 stimulisanim makrofagima ni IL-/4 u Caco-2 ¢elijama. U Act d 1-
tretiranim HEK293 ¢elijama je LA smanjila gensku ekspresiju svih analiziranih citokina, za razliku od
VA koja je uticala na ekspresiju samo TNF. Odsustvo odgovora ovih ¢elija na LPS se moze objasniti
veoma niskom bazalnom ekspresijom TLR4 [116]. Osim efekta na gensku ekspresiju citokina, potvrden
je i inhibitorni efekat dva molekula VA i LA na NF-kB aktivaciju u HEK293 ¢elijama i smanjenje
ukupne ekspresije p65 komponente u THP-1 makrofagima. Medutim, posmatraju¢i samo koli¢inu
aktivirane p65 subjedinice, VA je pokazala bolji inhibitorni efekat od LA na aktivaciju p65 i njenu
translokaciju u nukleus. Ova zapazanja su u skladu sa prethodno primeéenim efektom na nivoe ekspresije
citokina, koji nisu nizvodno regulisani od strane LA u THP-1 makrofagima. Ovi rezultati se mogu
objasniti prethodnim istrazivanjima koji pokazuju da neki alergeni hrane mogu vezivati male molekule
kao Sto su masne kiseline, ¢ime povecavaju stabilnost i izazivaju promene u konformaciji koje uticu na
proces senzitizacije i prepoznavanja alergena od strane Celijskih receptora[117].

Nakon dobijanja obecavajucih rezultata, dalja, detaljnija procena imunomodulatornih sposobnosti
malih bioaktivnih molekula je proSirena sa fokusom na vaniloide. Pored vanilil alkohola, koriS¢en je 1
vanilin (VN) kao i estar vanilil alkohola i laurinske kiseline, vanilil-laurat (L), na model sistemu THP-
1 diferenciranih makrofaga. Vaniloidi su kompleksna klasa jedinjejnja, izvedena iz molekula vanilil
alkohola, 1 potencijalno su znacajne bioaktivne supstance. Veca zastupljenost vaniloida je pokazana u
razli¢itim medicinskim biljakama i izvorima hrane, ukljucuju¢i Gastrodia elata, Phalenopsis, Vanilla
planifolia, Capsicum anuum[118-120]. Jedan od predlozenih antiinflamatornih mehanizama je da se
vaniloidi i njihovi derivati vezuju za TRPV1 receptor koji se razli¢ito eksprimira na raznim tipovima
¢elija[121]. Razlika u nivou ekspresije ovog receptora na makrofagima i epitelnim ¢elijama bi mogao
biti jedan od razloga zasto primecujemo razli¢it imunomodulatorni potencijal ovih malih molekula u
razli¢itim Celijskim linijama[121,122].

Polarizacija makrofaga u procesu inflamacije je veoma slozen proces na koji utice mnostvo faktora
koji dovode do razli¢itih fenotipskih ishoda[95]. M1 makrofage karakteriSe aktivacija transkripcionih
faktora kao $to je NF-kB, uz povecanu proizvodnju ROS, oksidativnih enzima i NO, kao i proizvodnja
proinflamatornih citokina (IL-1B, IL-6, IFNy)[123,124]. Nasuprot tome, M2 makrofagi dovode do
povecanja proizvodnje citokina IL-4, 1L-10 i 1L-13[125,126]. lako su molekulski mehanizmi stimulusa
korisc¢enih u ovoj disertaciji razli¢iti, oni, preko TLR4, dovode do aktivacije NF-«kB signalnog puta i do
polarizacije makrofaga ka M1 fenotipu. Ovo je potvrdeno i pra¢enjem povrsinske ekspresije CD80 na
THP-1 makrofagima nakon tretmana sa Act d 1 ili LPS, gde se ista povecala u preko 40 % celijske
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populacije nakon tretmana sa Act d 1. Ostali analizirani markeri, ukljuc¢ujuéi obelezja M2 polarizacije
(CD206 i CD163) [112] i CD86, nisu pokazali znacajnu promenu eskpresije, ukazujuéi na ogranicen i
specifican obrazac aktivacije makrofaga od strane Act d 1 1 LPS. Testirani vaniloidi, VL i pre svega
VN, su doveli do blagog smanjenja ekspresije CD80. Medutim, iako smanjena, zastupljenost CD80"
¢elija nije pala na nivo zabeleZen u netretiranoj kulturi naivnih makrofaga, §to ukazuje da iako vaniloidi
imaju odredeni efekat u ublazavanju inflamatornog odgovora, njihova sposobnost da u potpunosti
preokrenu ili spre¢e Act d 1 1 LPS-indukovanu polarizaciju je ogranicena. Iskljucena je i moguénost da
ovi mali molekuli jednostavno inhibiraju alergen Act d 1 i time ublazavaju proinflamatorni efekat. U
enzimskom testu ¢ak ni znatno povecane koli¢ine ovih molekula nisu dovele do promene enzimske
aktivnosti Act d 1, potvrdujuci da posmatrani efekti nisu posledica direktne inhibicije ove proteaze, ve¢
imunomodulatornih svojstava malih molekula.

Promenu u ekspresiji povrSinskih markera u procesima polarizacije makrofaga prati i aktivacija
specifi¢nih signalnih puteva. M1 fenotip obelezava upravo aktivacija NF-kB transkripcionog
faktora[92,112]. Aktivacija ovog transkripcionog faktora vodi otkljucavanju gena za proinflamatorne
citokine i pojacava njihovo lucenje od strane Celija imunskog sistema[5]. Koris¢enjem luciferaznog
reporter testa, aktivacija NF-kB u THP-1 makrofagima je potvrdena nakon tretmana sa Actd 11 LPS, a
VN je uspesno inhibirao NF-kB aktivaciju u makrofagima stimulisanim Act d 1. U grupi tretiranoj LPS-
om, iako je primecen slian silazni trend aktivacije, promene nisu pokazale statistiCku znacajnost. Ova
promena bi mogla biti pripisana razlikama u ja¢ini imunskog odgovora koji izazivaju Actd 1 i LPS u
THP-1 makrofagima. Ovo se najbolje moze primetiti u razlikama u proizvodnji IL-6, gde je Act d 1
izazvao viSe od 7 puta nizu proizvodnju ovog citokina u poredrenju sa LPS-om. Svi testirani vaniloidi
su doveli do zna¢ajnog smanjenja proizvodnje IL-6 nakon tretmana sa Act d 1, dok su na LPS-izazvanu
proizvodnju ovog citokina uticale samo viSe koncentracije VL i VN, sugeriSu¢i na razliku u
imunomodulatornom potencijalu u zavisnosti od prirode proinflamatornog stimulusa. VN je pokazao
najbolji efekat na proizvodnju citokina smanjujuci i IL-1p u THP-1 makrofagima.

Pomeraj ka M1 proinflamatornom fenotipu, koji je prethodno primecen, Cesto se povezuje sa
povisenim oksidativnim stresom[112]. Kako bi se procenilo oksidativno stanje makrofaga, analizirani
su razli¢iti markeri oksidativnog stresa ukljucujuéi aktivnost katalaze, koli¢ina ROS, GSH i NO, kao i
genska ekspresija iINOS. Uoceno je znacajno poveéanje proizvodnje ROS i NO, i aktivnosti katalaze,
kao i smanjenje GSH, nakon tretamana Act d 1. Nakon tretmana LPS-om u THP-1 makrofagima
primecena je povecana proizvodnja ROS 1 aktivnost katalaze. Pretretman sa VL 1 VN je doveo do
znacajnog smanjenja NO 1 ROS do bazalnog nivoa. Katalaza kao jedan od klju¢nih enzima, moZze biti
pojacano eksprimirana kao odgovor na povecane nivoe ROS, $to je 1 potvrdeno dobijenim rezultatima.
Dodatno potvrdujuéi povecanje oksidativnog stresa i polarizaciju makrofaga ka M1 fenotipu, zabelezeno
je povecéanje genske ekspresije INOS. Ovaj marker se povezuje sa proinflamatornim fenotipom
makarofaga 1 kljuénim oksidativnim medijatorom NO. Svi testirani vaniloidi su doveli do drasti¢nog
smanjenja ekspresije iNOS, u manjim i vi§im koncentracijama, naglasavajuci njihov imunomodulatorni
potencijal i supresiju polarizacije makrofaga ka M1 fenotipu.

Iako efikasni u ublazavanju oksidativnog stresa, vaniloidi nisu podjednako uticali na sve analizirane
parametre, ukazujuéi da se ovi molekuli razlikuju u svojoj efikasnosti u zavisnosti od oksidativnog
markera koji je analiziran ili od osetljivosti koriS¢ene metode. Ova primecena varijabilnost moze
odrazavati i suptilne promene u parametrima ¢ije vrednosti su ispod praga detekcije pojedinih metoda.
Tako su pri detekciji koli¢ine GSH, iako su zapaZzena povecanja nakon tretmana malim molekulima, ove
promene ostale statisticki neznacajne. PoviSene koncentracije GSH u kulturama antigen-prezentujucih
¢elija se dovode u vezu sa smanjenom aktivno$séu NF-kB i neutralizacijom ROS[127]. Medutim, s
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obzirom da u ovom radu nije analiziran odnos redukovanog i oksidovanog glutationa, postoje
ograni¢enja u tumacenju promene nivoa isklju¢ivo GSH. Zajedno, ovi rezultati pokazuju da bioaktivni
mali molekuli kao $to su vaniloidi, mogu da uti¢i na smanjenje oksidativnog stresa izazvanogq
proinflamatornim stimulusima.

Molekulski mehanizmi aktivacije NF-xB od strane Actd 1 i LPS-a dele pojedine sli¢nosti, pre svega
aktivaciju TLR4. Medutim priroda aktivacije TLR4 sa Act d 1 i LPS se krucijalno razlikuje, kako je i
pokazano u ovom radu. Ovaj alternativni mehanizam aktivacije NF-xB proteolizom TLR4 doprinosi
razumevanju nacina na koji proteazni alergeni mogu angazovati receptore urodenog imuniteta i zapoceti
inflamaciju. Ova razlika se prenosi i na razli¢it efekat odabranih malih molekula u inhibiciji
proinflamatornog odgovora, gde se jasno uocava razlika u njihovoj sposobnosti da uti¢u na pojedine
parametre inflamacije posredovane aktivacijom NF-kB signalnog puta. THP-1 makrofagi kao model
sistem antigen-prikazujucih cCelija i ¢elija urodenog imunskog sistema, su se pokazale kao adekvatan
model koji karakteriSe homogena geneticka 0snova, i neogranic¢ena dostupnost, Sto mu daje prednost nad
kulturama primarnih makrofaga koje karakteriSe varijabilnost zavisna od donora i ograni¢ena
dostupnost. Bioaktivni mali molekuli koji su predmet ispitivanja ove disertacije su pokazali
imunomodulatorni i1 antioksidativni kapacitet, pre svega znacajan u kontekstu ublazavanja alergijskih i
inflamatornih procesa posredovanih NF-«kB aktivacijom. Nastavak istrazivanja u ovoj oblasti bi trebalo
da dodatno razjasni ulogu specifi¢nih receptora i da pruzi dodatni mehanisticki uvid u imunomodulatorne
efekte ovih molekula. Validacija u relevantnim zivotinjskim modelima i u model sistemima razli¢itih
tipova imunskih celija bi omogucile potpunu procenu fizioloskih efekata i translacionog potencijala
uocenih efekata. Potraga za efikasnim malim molekulima koji su uspesni inhibitori NF-«xB i dalje traje,
ali istrazivanja ovog tipa pruzaju ¢vrstu osnovu za detaljnije ispitivanje drugih postoje¢ih malih molekula
kao 1 sintezu novih derivata koji bi se uspesno mogli koristiti kao terapeutski agensi.
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6 Zakljucak

Tokom izrade ove doktorske disertacije ispitivan je molekulski mehanizam aktivacije NF-xB
signalnog puta od strane cistein proteaze i glavnog alergena kivija Act d 1 koji se ostvaruje preko
aktivacije TLR4, u poredenju sa aktivacijom posredovanom LPS-om. Pored toga, identifikovani su
odabrani mali molekuli i karakterisan je njihov imunomodulatorni i antioksidativni efekat u ¢elijama
urodenog imunskog sistema u cilju potencijalne primene kao terapeutski agensi u patoloskim stanjima
koje karakteriSe prekomerna aktivacija NF-kB.

Zakljucci iz ove doktorske disertacije su sledeci:

1) Karakterizacija molekulskog mehanzima aktivacije NF-«xB aktinidinom (Act d 1):

Act d 1 izaziva koncentraciono-zavisnu aktivaciju NF-xB i proizvodnju proinflamatornih
citokina (IL-6, TNF, IL-8).

Proinflamatorni odgovor na Act d 1 je zavisan od prisustva TLR4, i dovodi do aktivacije oba
TLR4-zavisna promotera, NF-xB i IFNp.

Act d 1 zadrzava sposobnost aktivacije TLR4 F463 A mutanta, za razliku od LPS-a, ukazujuci
na fundamentalnu razliku u mehanizmu aktivacije.

Proteoliticka aktivnost Act d 1 je neophodna za aktivaciju NF-xB preko TLR4, kao i za
izazivanje proinflamatornog odgovora na ovaj alergen.

Act d 1 aktivira TLR4 ne putem klasi¢nog vezivanja ligand-receptor, ve¢ proteolizom
nejgovog ektodomena.

2) Razvijanje optimalnog model sistema makrofaga iz THP-1 monocita:

Optimalni postupak diferencijacije THP-1 monocita u makrofage obuhvata inkubaciju sa 100
ng/mL PMA tokom 48 h, nakon ¢ega sledi vreme odmora u medijumu bez PMA tokom 72 h.

Dobijeni makrofagi poseduju o¢ekivane morfoloske karakteristike, zadrzavaju stabilne nivoe
GSH nakon diferencijacije i eksprimiraju specificne povrsinske receptore.

THP-1 makrofagi imaju sposobnost da menjaju ekspresiju povrsinskih markera i citokina kao
odgovor na razlicite stimuluse.

3) Procena imunomodulatornih efekata odabranih malih molekula:

Vanilil alkohol i laurinska kiselina pokazuju selektivni inhibitorni efekat na gensku ekspresiju
citokina (IL-14, IL-25 i TNF) u THP-1 makrofagima i HEK293 i Caco-2 epitelnim ¢éelijama.

Aktivacija NF-kB u HEK293 celijama, kao i ekspresija i translokacija p65 komponente u
THP-1 makrofagima je smanjena pod uticajem vanilil alkohola i laurinske kiseline.

Vanilin ublazava efekat polarizacije ka M1 fenotipu posredovan Act d 1 u THP-1
makrofagima smanjujuci povrsinsku ekspresiju CD80 i NF-xB aktivaciju.

Pretretman THP-1 makrofaga svim testiranim vaniloidima pracen je smanjenjem proizvodnje
proinflamatornog citokina IL-6 nakon tretmana Act d 1, dok je proizvodnju IL-1pB najbolje
inhibirao pretretman vanilinom.
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o Vanilil alkohol i vanilin inhibiraju proizvodnju NO i ROS u THP-1 makrofagima.

e Najveci antioksidativni efekat pokazuje vanilin, uticu¢i na znacajno Ssmanjenje svih
analiziranih parametara oksidativnog stresa.

e Razliku u molekulskim mehanizmima aktivacije NF-kB od strane Act d 1 i LPS, prati i razlika
u imunomodulatornom efektu malih molekula na ublazavanje posledica inflamacije koju
indukuju.

Iz navednih zaklju¢aka se moze uociti da iako Act d 1 i LPS dele mehanizam aktivacije NF-xB
preko TLR4, priroda i na¢in ove aktivacije znacajno se razlikuje. To uti¢e i na efekte malih molekula u
modulaciji inflamacije. THP-1 makrofagi su se pokazali kao pouzdan model za ispitivanje
imunomodulatornih efekata malih molekula. Ispitivani mali molekuli pokazali su imunomodulatorni i
antioksidativni kapacitet, naroc¢ito u ublazavanju inflamacije posredovane NF-xB signalnim putem.

Iako je neophodna i potvrda ovih efekata u zivotinjskim modelima in vivo, ovi molekuli pruzaju
potencijalno terapeutsko reSenje za patoloska stanja u Cijem je mehanizmu nastanka prekomerna
aktivacija NF-xB transkripcionog faktora. Otkrivanje svojstava novih molekula takode omogucava i
bolje razumevanje terapeutskih agenasa i pruza mogucnost za sintezu efikasnijih derivata veé
okarakterisanih inhibitora.
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7  Materijal i metode
7.1 Metode izolovanja i pre¢is¢avanja Actd 1
7.1.1 Priprema ekstrakta iz ploda kivija

Zeleni kivi (Actinidia deliciosa) je upotrebljen kao polazni materijal za izolovanje Act d 1. Kako
bi se ekstrahovao protein, kori$¢en je natrijum citratni pufer koncentracije 100 mM pH 5,0. Nakon §to
je kivi oljusten, homogenizovan je u blendoru uz dodatak ekstrakcionog pufera (odnos 1/2, wt/vol)
tokom 1,5 minuta, a zatim je pH suspenzije korigovan do 5,0 i uzorak je inkubiran na 4 °C 2 h, uz
mesanje. Nakon toga je centrifugiran tokom 30 minuta na 3000xg. Zatim je prebacen u crevo za dijalizu
i dijalizovan naspram ekstrakcionog pufera, uz jednu izmenu pufera preko noc¢i. pH vrednost ekstrakta
je podesena na pH 5,0.

7.1.2 Precis¢avanje na SP-Sephadex C-50

Dobijeni ekstrakt Kivija iz prethodnog odeljka je nanosen na SP-Sephadex matriksu (40-120 pm,
GE Healthcare). Matriks je pripremljen u 100 mM natrijum-citratnom puferu pH 5 nakon cega je
napakovan u kolonu. Ekvilibracija je radena propusStanjem 4 zapremine pufera. Nakon ekvilibracije,
ekstrakt je nanet na kolonu. Nevezani proteini su ispirani puferom pri protoku od 1,5 mL/min. U ovoj
frakciji se nalazi delimi¢no pre¢iséen Act d 1, koji je dalje dijalizovan naspram 20 mM Tris-HCI pufera,
pH 8,0 tokom dva dana.

7.1.3 Precis¢avanje na QAE-Sephadex A-50

Nevezane frakcije dobijene u prethodnom odeljku nakon dijalize su nanete na prethodno
pripremljen QAE-Sephadex matriks (40-120 pum, GE Healthcare). Ekvilibracija matriksa je radena
propustanjem 4 zapremine radnog pufera 20 mM Tris-HCI, pH 8,0. U slede¢em koraku je ovim puferom
eluirana nevezana frakcija, nakon ¢ega su vezani proteini eluirani gradijentom soli. Za eluciju je koriséen
NaCl (0,1 M - 0,5 M), pri brzini protoka od 1,5 mL/min. Frakcije koje su sadrzale Zeljeni protein Act d
1 su spojene i dijalizovane naspram 20 mM NHsHCO3 pufera pH 8 tokom dva dana. Uzorku je odredena
i koncentracija, nakon ¢ega je liofilizovan i ¢uvan na -20°C.

7.2 Metode odredivanja koncentracije
7.2.1 Bicinhonska metoda odredivanja koncentracije proteina

Bicinhoninska (BCA) metoda je kolorimetrijska tehnika za kvantifikaciju proteina zasnovana na
redukciji Cu?" u Cu" jon, koji sa bicinhoninskom kiselinom formira ljubicasti kompleks (A = 562 nm).
Intenzitet boje proporcionalan je koncentraciji proteina. Postupak odredivanja koncentracije je raden po
protokolu kita Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific). Radni rastvor je pripremljen
mesanjem Reagensa A (BCA reagens) i reagensa B (rastvor bakar-sulfata) u zapreminskom odnosu 50:1.
Kalibraciona prava je konstruisana na osnovu apsorbanci dobijenih pomocu standarda. Standardni
rastvori su pravljeni na nacin opisan u Tabeli 5.
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Tabela 5. Sema za pripremu standardnih rastvora BSA radnog opsega 20-2000 pg/mL.

Standard =V rastvaraca (uL) V (BSA) (UL) Finalna koncentracija BSA (ug/mL)
A 0 300 stoka 2000

B 125 375 stoka 1500

C 325 325 stoka 1000

D 175 175 rastvora B 750

E 325 325 rastvora C 500

F 325 325 rastvora E 250

G 325 325 rastvora F 125

H 400 100 rastvora G 25

| 400 0 0 = blank

Test je raden u ploc¢icama sa 96 bunara, a apsorbanca ocitavana ELISA ¢itaem BioTek Synergy
LX Multimode Reade (Agilent). Uzorak i radni rastvor su dodavani u zapreminskom odnosu 1:8. U svaki
bunari¢ je dodavano 200 pL radnog rastvora i 25 pL uzorka nepoznate koncentracije ili standarda. Smesa
je inkubirana na 37 °C tokom 30 minuta, nakon ¢ega je izmerena apsorbanca na 562 nm.

7.2.2 Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina je odredivana merenjem apsorbance na 280 nm. Za merenje apsorbance
je koriséen spektrofotometar (Lab Logistics Group GmbH). Nakon merenja apsorbance ona je koris¢ena
da bi se izra¢unala koncentracija proteina pomoc¢u Lambert-Beerovog zakona: Azg=a X b x ¢ (a-
ekstencioni koeficijent za analizirani protein, b-predeni put (1 cm), c-koncentracija, mg/mL).

7.2.3 Odredivanje koncentracije endotoksina

Prisustvo endotoksina u uzorcima Act d 1 je kvantifikovano pomo¢u komercijalnog kita za
kvantifikaciju (Limulus amebocyte lysate-(LAL) chromogenic endotoxin quantification kit, Thermo
Fisher Scientific), po uputstvima proizvodaca. Pre dodavanja uzorka, mikrotitar plo¢a je ekvilibrisana
na 37°C, nakon ¢ega su dodati uzorci i standardni rastvori endotoksina poznate koncentracije u zapremini
od 50 pL. Slede¢i je dodat reagens za liziranje u zapremini od 50 puL nakon Cega je zapoceto merenje
vremena. Nakon nazna¢enog vremena dodat je hromogeni supstrat, takode prethodno inkubiran na 37°C
u zapremini od 100 pL. SmeSa je inkubirana tokom 6 minuta na 37°C, nakon ¢ega je dodato 50 uL
reagensa za stopiranje reakcije. Apsorbanca je zatim o€itana na 405 nm na ELISA ¢ita¢u BioTek Synergy
LX Multimode Reade (Agilent).

7.3  Elektroforetske metode
7.3.1 Natrijum dodecilsulfat polikarilamidna gel elektroforeza (SDS PAGE)

Elektroforetsko razdvajanje uzoraka je sprovedeno na BioRad aparaturi po uputstvima
proizvodaca. Koris¢eni su molekulski markeri poznatih masa (14-116 kDa, Thermo Fisher Scientific).
Analize su radene na 12% gelu za razdvajanje 1 4% gelu za koncentrovanje, ¢iji je detaljan sastav
prikazan u Tabeli 6. Rastvor gela za razdvajanje je nalivan izmedu staklenih plo¢a razdvojenim 1 mm, i
nadslojen zasi¢enim rastvorom n-butanola. Nakon polimerizacije je naliven je i gel za koncentrovanje u
kom su uronjeni ¢esljevi za formiranje bunari¢a. Nakon polimerizacije, gel je spakovan u sistem i naliven
puferom za izvodenje elektrforeze (0,025 M Tris-HCI pH 8,3, 0,192 M glicin, 0,1% SDS). Uzorci su
pripremljeni u 5x koncentrovanom puferu za uzorke (0,25 M Tris-HCI pH 6,8, 50% glicerol, 10% SDS,

0,1% brom fenol plavo, 25% B-merkaptoetanol) i inkubirani 5 minuta na 95°C. Uzorci proteina su naneti
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na gel i elektroforetski sistem je prikljucen na napajanje, i to prvo pri konstantnom naponu od 80 V, dok
uzorci ne stignu do gela za razdvajanje, nakon cega je napon povecan na 150 V do zavrSetka
elektroforeze. Zatim je gel prebacen u odgovaraju¢u posudu, bojen 5 minuta u rastvoru boje (0,1 %
Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB G-250), 50% metanol, 10% sir¢etna Kiselina) a zatim
obezbojavan u rastvoru 7% sircetne kiseline.

Tabela 6. Gelovi za SDS PAGE

Komponenta 12% gel za razdvajanje (mL) 4% gel za koncentrovanje (mL)
30% rastvor akrilamida 4 0,5

1.5 M Tris-HCI pH 8.8 2,5 -

0.5 M Tris-HCI pH 6.8 - 0,94

Dejonizovana voda 3,33 2,25

10% SDS 0,1 0,038

TEMED 0,004 0,002

10% APS 0,075 0,028

7.3.2 Agarozna elektroforeza

Sva elektroforetska razdvajanja su radena na PeqlLab PerfectBlue Mini L sistemu prema
uputstvima proizvodaca. Agaroza niske elektroendoosmoze (1%) je resuspendovana u TAE puferu (Tris,
glacijalna siréetna kiselina, EDTA, pH 8,0) i potom zagrevana dok se agaroza nije rastopila. Rastopljena
agaroza je pomesana sa bojom za vizuelizaciju DNK, Simply Safe EuroX (20000x), nakon hladenja do
55°C i razlivena u sistem za agaroznu elektroforezu. Nakon o¢vr§¢avanja agarozni gel je preliven TAE
puferom. Uzorci su pre nanoSenja na gel pomeSani su sa 6x Orange Loading Dye (5:1, v:v).
Elektroforeza je izvodena na 100 V u trajanju od 30 min. Nakon zavrsetka elektroforeze, gel je analiziran
na UV Sistemu za dokumentaciju gelova.

7.4  Odredivanje enzimske aktivnosti Act d 1
7.4.1 Aktivacija Actd 1

Precisceni i liofilizovani Act d 1 je za potrebe izvodenja enzimskih testova aktiviran u 20 mM
kalijum fosfatnom puferu, pH 6,5 koji sadrzi 52 mM L-cistein i 2 mM EDTA. Actd 1 i aktivacioni pufer
su pomesani U odnosu 1:1 (v/v) i tako inkubirani 1 h na 37 °C.

7.4.2 Kazeinoliti¢ki test

Proteoliticka aktivnost precis¢enog Act d 1 bez i u prisustvu kori$¢enih malih molekula je
odredivana enzimskim testom sa kazeinom (Sigma-Aldrich). Za izvodenje testa je pripremljena
reakciona smesa opisana u Tabeli 7.
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Tabela 7. Priprema reakcione smese za kazeinoliti¢ki test.

Rastvori Zampremina (uL)
2 % rastvor kazeinau 0,1 M 400

kalijum fosfatnom puferu pH 7,6

250 mM L-cisteina 40

1 M KH2POspH 7,0 120

250 mM EDTA 40

250 mM NaOH 40

dH=0 80

Reakciona smesa je ekvilibrisana na 37 °C, nakon ¢ega je dodato 80 pL uzorka i smesa je
inkubirana 1 h na 37 °C. Enzimska reakcija je prekinuta dodatkom 1,2 mL 5 % trihlorsir¢etne kiseline
(TCA) i1 smesa je inkubirana jos 1 h na 37 °C. Uzorci su centrifugirani na 13000xg, 15 min i izmerena
je Axgo supernatanta, naspram slepe probe. Slepa proba je pripremljena dodatkom kazeina uz TCA, nakon
¢ega je naknadno dodat ispitivani rastvor enzima. Jedna jedinica proteoliti¢ke aktinosti (U) je raCunata
kao koli¢ina enzima koja daje 0,1 jedinicu Azgo po minuti, nakon ¢ega je promena enzimske aktivnosti
u prisustvu malih molekula izrazena u procentima pocetne enzimske aktivnosti aktiviranog Act d 1.
Struktura 1 pun naziv svih malih molekula koji su kori$¢eni u ovom radu su prikazane na slici 61.

> /\/\/\/\/\/loL
HO CH
OCHj
vanilil alkohol (VA) laurinska kiselina (LA)
7 )
S S e Vo T
H )
HO 0
OCHs
vanilil-laurat (VL)

vanilin (VN)

Slika 61. Strukture i nazivi malih molekula.

7.5 Imunohemijske metode
7.5.1 Detekcija proteina u imunoblotu

Za potrebe transfera proteina, ¢elije su direktno lizirane u puferu za uzorke (0,25 M Tris-HCI pH
6,8, 50% glicerol, 10% SDS, 0,1% brom fenol plavo, 25% p-merkaptoetanol) i resuspendovani do
stabilne suspenzije, nakon ¢ega su inkubirani na 95°C 5 minuta i razdvajani na SDS-PAGE (gel za
koncentrovanje 4%, gel za razdvajanje 12%). Uzorci korisc¢eni za detekciju p65 su dobijeni postupkom
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koji je opisan u poglavlju 7.13.3 i takode razdvajani na SDS-PAGE (gel za koncentrovanje 4%, gel za
razdvajanje 12%).

Nakon elektroforetskog razdvajanja, proteini su transferovani na nitroceluloznu membranu pod
dejstvom elektri¢ne struje (2 mA/cm?) u sendviéu od 2 Whattman-ova papira dimenzija gela u
Towbinovom puferu za transfer proteina (Tabela 8). Nitroceluloza je postavljena prema pozitivnoj
elektrodi i elektrotransfer je izvoden 60 minuta. Provera uspe$nosti transfera je radena bojenjem sa 1%
rastvorom Ponceau S u 7% siréetnoj kiselini, ¢ime se vizuelizuju proteini na membrani.

Tabela 8. Towbin-ov pufer za transfer proteina

Komponenta Koli¢ina
Tris 2990
Glicin 1,459

SDS 0,185¢g
Metanol 100 mL
Dejonizovana voda Do 500 mL

Za potrebe detekcije proteina na membrani, koriS¢eni su navedeni rastvori: TBS (Trisom
puferisani fizioloski rastvor pH 7,6, Tabela 9), tTBS (0.02% Tween 20 u TBS-u), 1% BSA u tTBS-u,
Clarity™ Western ECL supstrat (BioRad) ili SuperSignal West Pico hemiluminiscentni supstrat
(Thermo Scientific) za peroksidazu iz rena po uputstvima proizvodaca.

Tabela 9. Trisom puferisani fizioloski rastvor (TBS) pH 7,6.

Komponenta Koli¢ina
Tris 3,639

NaCl 99
Dejonizovana voda Do 1000 mL

Nakon transfera je membrana blokirana tokom 1 h, rastvorom 1% BSA u tTBS-u na sobnoj
temperaturi uz blago mesanje. Potom je isprana 3 puta po 5 minuta rastvorom tTBS-a, na sobnoj
temperaturi, uz blago mesanje. Inkubacija sa primarnim antitelima je radena prema uputstvima
proizvodaca, i to, 2 h na sobnoj temperaturi uz blago mesanje sa antitelima na beta aktin (BioLegend,
664801, 1:1000) i p65 (BioLegend, 622602, 1:1000), ili preko noci uz blago meSanje sa antitelima na
c-Myc tag (Cell Signaling Technology 9B11, 2276, 1:1000). Nakon inkubacije, i ispiranja na isti na¢in
kao u prethodnom koraku, dodata su sekundarna antitela i inkubirana 1 h na sobnoj temperaturi uz blago
mesanje. Sekundarna antitela koja su korisS¢ena su konjugovana sa peroksidazom (HRP) i koriS¢ena
prema uputstvu proizvodaca, anti-zecija antitela konjugovana peroksidazom za detekciju beta aktina i
p65 (Jackson ImmunoResearch, 111-035-003, 1:3000) i anti-misja antitela konjugovana peroksidazom
za detekciju c-Myc taga (Jackson ImmunoResearch, 115-035-003, 1:3000). Pre dodatka supstrata,
membrana je isprana na prethodno opisani nacin, a detekcija proteina na membrani je postignuta
dodatkom hemiluminscentnog supstrata za HRP, tokom 1 minuta.
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7.5.2 Imunosorbentni test povezan sa enzimom (ELISA)

Koncentracija citokina iz ¢elijskih supernatanta nakon odgovaraju¢ih tretmana su odredivane
odgovaraju¢im ELISA testom. Citokini koji su analizirani su: humani IL-1p, IL-6 i IL-8 i miSji IL-6 i
TNF. Za humani IL-1B 1 IL-6 je koris¢en ELISA kit proizvodaca R&D Systems, dok su za detekciju
ostalih citokina koris¢eni ELISA kitovi proizvodaca Invitrogen. Odgovarajuca antitela su kuplovana za
miktrotitar plocicu od 96 bunara preko no¢i u rastvoru za kuplovanje po uputstvu porizvodaca, na 4°C.
Izmedu svih koraka plocica je ispirana 3 puta rastvorom PBS-a kom je dodat Tween-20 u finalnoj
koncentraciji 0.05%. Blokiranje je radeno tokom 1 h na sobnoj temperaturi uz blago mesanje, po
uputstvima proizvodaca, za humane IL-1p i IL-6 sa 1% rastvorom BSA u PBS-u, dok je za ostale citokine
koris¢en ELISpot rastvor dobijen u ELISA kitu. Nakon ispiranja, dodati su i uzorci i standardni rastvori
citokina poznate koncentracije, i inkubirani 2 h na sobnoj temperaturi uz blago meSanje. Nakon
ponovnog ispiranja, dodata su odgovarajuca antitela za detekciju i inkubirana 2 h za deteciju humanih
IL-1B i IL-6 ili 1 h za detekciju ostalih citokina, na sobnoj temperaturi uz blago mesanje. Rastvor
streptavidin-HRP je dodat nakon ispiranja i inkubiran 30 minuta na sobnoj temperaturi uz blago mesanje.
Potom je plocica isprana poslednji put i dodat je TMB supstrat za HRP, po uputstvima proizvodaca, i
inkubiran 15 minuta u mraku. Nakon dodatka stop reagensa (2N H2SQOs), apsorbanca je o¢itana na 450 i
570 nm. Koncentracija analiziranih citokina je odredena na osnovu konstruisane standardne prave.

Tabela 10. Puferisani fizioloski rastvor (PBS)

Komponenta Koli¢ina
NaCl 8¢
NaHPO4 1,16 g
KH2PO4 0,29

KCI 0,29
Dejonizovana voda Do 1000 mL

7.6 Kultura ¢elijskih linija
7.6.1 HEK-293 ¢elijska linija

HEK-293 (eng. Human Embryonic Kidney cells 293) je ¢elijska linija poreklom od epitelnih
éelija humanog embrionalnog bubrega. Celije su kupljene od ATCC-a (Americka kolekcija tipova ¢elija-
eng. American Type Cell Culture). Gajene su na 37°C u atmosferi 5% CO. u DMEM hranljivoj podlozi
(Gibco, Invitrogen) kojoj je dodato 10% fetalnog govedeg seruma (FBS), 1% (v/v) 200 mM L-Glutamin
(Gibco, Invitrogen) i 1% Pen/Strep (Penicilin 10000 U/mL; Streptomicin 10 mg/mL) (Gibco,
Invitrogen).

7.6.2 Caco-2 éelijska linija

Caco-2 je c¢elijska linija humanog epitelnog kolorektalnog adenocarcinoma koja se koristi kao
model sistem intestinalne epitelne barijere. Celije su kupljene od ATCC-a. Celije su gajene na 37°C u
atmosferi 5% CO. u EMEM hranljivoj podlozi koja sadrzi 1 g/L glukoze (Gibco, Invitrogen) 1 kojoj je
dodato 20% FBS, 1% (v/v) 200 mM L-Glutamin (Gibco, Invitrogen) i 1% Pen/Strep (Penicilin 10000
U/mL,; Streptomicin 10 mg/mL) (Gibco, Invitrogen).
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7.6.3 THP-1 ¢elijska linija

THP-1 monociti su ¢elije humane akutne leukemije koje se gaje u suspenziji i mogu se
diferencirati in vitro u THP-1 makrofage ili THP-1 dendritske éelije. Kupljene su od ATTC-a. Celije su
gajene na 37°C u atmosferi 5% CO2 u RPMI-1640 hranljivoj podlozi (Gibco, Invitrogen) kojoj je dodato
10% FBS, 1% (v/v) 200 mM L-Glutamin (Gibco, Invitrogen) i 1% Pen/Strep (Penicilin 10000 U/mL;
Streptomicin 10 mg/mL) (Gibco, Invitrogen).

7.6.4 Reporterska celijska linija RAW-Blue™

Reporterska cCelijska linija RAW-Blue™ je adherentna ¢elijska linija koja koristi miSje RAW
264.7 makrofage za analizu aktivacije NF-kB signalnog puta. Celije su kupljene od Invivogen-a. Gajene
su na 37°C u atmosferi 5% CO2 u DMEM hranljivoj podlozi (Gibco, Invitrogen) kojoj je dodato 10%
FBS i 1% (v/v) 200 mM L-Glutamin (Gibco, Invitrogen).

7.6.5 Misji IBMDMs

Imortalizovani misji makrofagi su izvedeni diferencijacijom celija koStane srzi misa C57BL/6J
(eng. Immortalized Bone Marrow-Derived Macrophages, iBMDMs) i ljubazno su dobijene od K. A.
Fitzgerald-a, Medicinska Skola Univerziteta u Masacusetsu, Vorcester, MA, USA [128], i kori$¢ene za
rad na Nacionalnom Institutu za hemiju u Ljubljani, Slovenija. Gajene su na 37°C u atmosferi 5% CO2
u DMEM hranljivoj podlozi (Gibco, Invitrogen) kojoj je dodato 10% FBS i 1% (v/v) 200 mM L-
Glutamin (Gibco, Invitrogen).

7.6.6 Primarne misje BMDMs

Primarne misje BMDMs dobijene su u laboratoriji za in vivo eksperimente na Nacionalnom
Institutu za hemiju u Ljubljani, odobrenoj od strane Uprave Republike Slovenije za bezbednost hrane,
veterinarstvo 1 zastitu biljaka (dozvole br. U34401-27/2013/13 i U34401-27/2013/19) kao ustanova za
uzgoj i izvodenje eksperimenata na laboratorijskim misevima. Prikupljanje tkiva za izolovanje kostane
srzi obavljeno je u skladu sa dozvolom za rad sa zivotinjskim tkivima i ¢elijama (U34401-11/2023/3).
Primarni BMDM makrofagi iz miSeva soja C57BL/6J OlaHSd i B6.129-TLR4 ™AK (TLLR4-KO) su
dobijeni i pripremljeni kao Sto je ranije opisano [129], i koriS¢ene su za rad na Nacionalnom Institutu za
hemiju u Ljubljani, Slovenija. Gajene su na 37°C u atmosferi 5% CO2 u DMEM hranljivoj podlozi
(Gibco, Invitrogen) kojoj je dodato 10% FBS i 1% (v/v) 200 mM L-Glutamin (Gibco, Invitrogen).

7.6.7 Odrzavanje Celijske kulture

Rad sa celijskim kulturama 1 priprema svih reagenasa i Celijskog medijuma su izvodeni u
asepti¢nim uslovima, u laminaru. FBS je dodavan u medijume pri svakodnevnom odrzavanju celijske
kulture jer je vazan za rast Celija I neutralizaciju toksina, tripsina i drugih proteolitickih enzima.
Antibiotici nisu neophodni ali su kori$¢eni kako bi se izbegle moguce kontaminacije ¢celijske kulture.

Celijskim kulturama je dnevno proveravana morfologija, boja medijuma i gustina Celija u
monosloju ili suspenziji, kako bi se pratio tok rasta. Celijama je menjan medijum na svakih 3 do 4 dana,
odnosno onog trenutka kada pH indikator u medijumu promeni boju iz crvene u narandzasto-zutu. U
zavisnosti od prirode ¢elija i njihovog nacina rasta, tj da li su u pitanju adherentne ili suspenzijske celijske
kulture, medijum je menjan odgovaraju¢im nac¢inom. Kod suspenzijskih celijskih linija, zamena
medijuma je postignuta prvo centrifugiranjem na 300 xg 5 minuta, odbacivanjem starog medijuma i
dodavanje svezeg medijuma. Suspenzijske éelije su odrzavane u gustini izmedu 0.1 1 1 x 10° éelija/mL.
Adherentne ¢elije su odrZzavane do dostizanja konfluencije od 80-90% nakon ¢ega su pasaZirane. Kako
bi se to postiglo, ¢elije su nakon uklanjanja medijuma odgovarajuce tretirane tripsinom ili u slucaju
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pasaziranja mi§jih makrofaga dodatkom hladnog rastvora PBS-EDTA, centrifugirane na 300 xg 5 minuta
1 potom resuspendovane u odgovarajucoj koli¢ini svezeg medijuma. Koncentracija ¢elija je odredivana
brojanjem celija u hemocitometru nakon odgovarajuc¢eg razblazivanja rastvorom PBS-a i dodatka boje
Trypane blue (0.05% rastvor, 1:1, v/v).

7.7 Diferencijacija THP-1 monocita u makrofage

Diferencijacija THP-1 monocita u THP-1 makrofage je radena u prisustvu PMA (forbol-12
miristat-13-acetat). Koncentracija PMA koja je koriS¢ena u ovoj doktorskoj disertaciji je 100 ng/mL, a
gustina THP-1 monocita 1 x 108 éelija/mL. PMA je pripremljen rastvaranjem u DMSO-u u koncentraciji
1 mg/mL.

7.7.1 Optimizacija protokola diferencijacije

Kako bi se optimizovao protokol diferencijacije THP-1 monocita u prisustvu PMA u
koncentraciji 100 ng/mL, varirano je vreme diferencijacije u prisustvu PMA 1 vreme odmora (,,resting*
vreme) u kompletnom medijumu bez PMA. Koris¢ene su kombinacije vremenskih intervala od 24, 48 i
72 h za oba vremena inkubacije, prikazana u Tabeli 11. Nakon svih navedenih uslova diferencijacije,
morfologija i veli¢ina dobijenih makrofaga i njihovih nukleusa je analizirana fluorescentnom
mikroskopijom postupkom opisanim u odeljku 7.8.

Tabela 11. Optimizacija uslova diferencijacije THP-1 monocita u makrofage.

Uslov Diferencijacija u prisustvu 100 Vreme odmora u kompletnom medijumu bez
ng/mL PMA PMA
1 24 24
2 24 48
3 24 72
4 48 24
5 48 48
6 48 72
7 72 24
8 72 48
9 72 72

7.7.2 Opsti protokol diferencijacije

Optimizacijom je dOle en opsti protokol diferencijacije, koriS¢en za dalje eksperimente na THP-
1 makrofagima u ovom radu. Celije su zasejavane u koncentraciji 1 x 108 ¢elija/mL u medijumu sa 100
ng/mL PMA i inkubirani tokom 48 h, a zatim ispirane 3 puta sterilnim rastvorom PBS-a. Potom je
¢elijama dodat kompletan medijum bez PMA, i inkubirane su 72 h na 37 °C u atmosferi 5% CO- kako
bi se dovrsila njihova diferencijacija. Po isteku ovog vremena, medijum je uklonjen i ¢elije su spremne
za tretman odgovaraju¢im proteinima i/ili malim molekulima.
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7.8 Mikroskopija éelijskih preparata

Morfologija THP-1 ¢elija tokom optimizacije diferencijacije je analizirana mikroskopijom.
Celije su, u tu svrhu, uzgajane na staklenim plo¢icama (u plo¢ama sa 24 bunara) za gajenje ¢elija. Nakon
diferencijacje uklonjen je medijum, dodat je rastvor 3,7% formaldehida u PBS-u i inkubirano je 20
minuta na sobnoj temperaturi. Nakon uklanjanja rastvora formaldehida ¢elije su isprane sa 0,5 mL PBS-
a. Ovako fiksiranim celijama je dodat je rastvor za bojenje nukleusa DAPI (ThermoFisher) i staklene
ploCice su prebacene na predmetna stakalca i analizirane na fluorescentnom mikroskopu OptoEdu
A16.2701 sa odgovaraju¢im emisionim filterima i objektivima uveli¢anja 10 i 40 x. Slike su dobijene i
analizirane upotrebom Image View softvera.

7.9 Odredivanje ekspresije povrsinskih markera FACS-om

Ekspresija povrsinskih markera na THP-1 monocitima i diferenciranim makrofagima odredeni
su FACS-om. Nakon odgovarajucih tretmana, celije su odvojene od povrSine ploCice za gajenje
koriS¢enjem rastvor akutaze, nakon ¢ega su inkubirane sa odgovarajué¢im rastvorima antitela (5 pL
komercijalnog antitela na milion ¢elija) u trajanju od 20 minuta na 4°C, po uputstvima proizvodaca.
Kori$¢ena su antitela na humani CD54-FITC, CD80-PE, CD86-FITC, CD163-FITC i CD206-PE
(Biolegend). Celije su analizirane protoénom citometrijom kori$éenjem FACS Calibur uredaja (BD
Biosciences) opremljenog plavim laserom snage 200 mW (488 nm talasna duzina za ekscitaciju) i
odgovarajuc¢im filterima za detekciju. Sirovi podaci analizirani su pomocu softvera BD CellQuestPro,
verzija 5.1 (BD Biosciences).

7.10 Metode provere citotoksi¢nosti i vijabilnosti
7.10.1 CCK-8 test vijabilnosti

Za procenu vijabilnosti THP-1 makrofaga, HEK293 i Caco-2 c¢elijskih linija nakon
odgovarajucih tretmana, koris¢en je Cell Counting Kit-8 (CCK-8) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA), po uputstvima proizvodaca. Nakon odgovarajucih tretmana, u svaki bunari¢ dodato je 10 pL
CCK-8 reagensa i inkubirano je 4 h na 37 °C. Apsorbanca je merena na 450 nm, a netretirane Celije
koris¢ene su kako bi se izrazilo 100% vijabilnosti.

7.10.2 LDH test citotoksi¢nosti

Oslobadanje LDH u c¢elijskim supernatantima je mereno koriS¢enjem CyQuant LDH testa
citotoksi¢nosti (Invitrogen), u skladu sa uputstvima proizvodaca. Netretirane celije koris¢ene su kao
negativna kontrola, dok su supernatanti ¢elija tretiranih puferom za lizu koris¢eni kao pozitivna kontrola
(100% sadrzaj LDH). Procenat oslobadanja LDH izracunat je na osnovu obe kontrole, nakon merenja
apsorbance na 490 nm.

7.10.3 Preuzimanje propidijum-jodida (PI)

Nivo preuzimanja propidijum-jodida koric¢en je za procenu propustljivosti ¢elijske membrane u
primarnim mi§jim BMDM makrofagima. Celije su inkubirane sa razblazenim PI rastvorom (3,3 pg/mL,
Thermo Scientific) tokom 30 minuta, nakon Cega je oCitana fluorescencija na talasnim duzinama
ekscitacije od 530 nm i emisije od 617 nm. Netretirane Celije koriS¢ene su kao negativna kontrola, dok
su supernatanti ¢elija tretiranih puferom za lizu koriséeni kao pozitivna kontrola (100% preuzimanje PI),
za izraCunavanje procenta preuzimanja.
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7.11 Odredivanje genske ekspresije citokina
7.11.1 lzolovanje ukupne RNK

Kako bi se izolovala ukupna RNK iz ¢elija koriS¢en je TRI reagens (Sigma-Aldrich). Na 5-
10x10° ¢elija je koriséeno 1 mL ovog reagensa. Nakon njegovog dodatka u bunare sa éelijama uzorci su
dalje tretirani po opisanom protokolu. Celije su pazljivim pipetiranjem sakupljene iz bunara u tubice
nakon ¢ega su inkubirane 5 minuta na ST. Zatim je dodat hloroform (u 4 puta manjoj zapremini od
dodatog TRI reagensa), uzorci su kratko promesani i inkubirani 10 minuta na ST. Potom su tubice
centrifugirane na 12000 xg 15 minuta na 4°C. U ovom koraku se postize razdvajanje faza. Dobijaju se:
crvena organska faza sa proteinima, medufaza sa DNK i bezbojna vodena faza sa RNK. Kako bi se
postigla precipitacija RNK, vodena vaza je odvojena i dodat je izopropanol (u 2 puta manjoj zapremini
od dodatog TRI reagensa). Uzorci su inkubirani na ST 10 minuta a potom centrifugirani na 12000 xg 10
minuta na 4°C. Dobijeni talog RNK je ispran dodatkom 75% etanola (u istoj zapremini u kojoj je dodat
1 TRI reagens). Nakon centrifugiranja na 7500 xg 5 minuta na 4°C, talog RNK je susen tokom 15 minuta
na vazduhu i rastvoren u 50 pL miliQ vode. Koncentracija i ¢isto¢a ovako dobijene RNK su odredivani
na NanoDrop uredaju merenjem apsorbance na 260 nm i 280 nm. Izolovana RNK je ¢uvana na -80°C.

7.11.2 PCR kome prethodi reverzna transkripcija

Izolovana RNK je prevodena u cDNK koja je dalje koris¢ena u postupku lancane reakcije
polimeraze. Smesa je pripremana po postupku koji je nazna¢en u protokolu kita RevertAid First Strand
cDNA Synthesis Kit (Thermo Scientific). Sinteza cDNK je reakcijom reverzne transkripcije izvedena
inkubacijom na 25°C 5 minuta, nakon ¢ega sledi elongacija na 42°C tokom 1 h, i zaustavljanje reakcije
na 70°C 5 minuta. Koncentracija cDNK u uzorcima se odreduje na isti nacin kao i koncentracija RNK
pomocu NanoDrop uredaja.

Lancana reakcija polimeraze je izvedena koris¢enjem 10 pmol specifi¢nih prajmera (Invitrogen)
za ciljane gene, koris¢enjem 600 ng cDNK templata i PCR Master Mix 2x (Thermo Scientific). Koris¢en
PCR Master Mix 2x ima slede¢i sastav: 0,05 U/uLL Taq polimeraza, reakcioni pufer, 4 mM MgCl,, 0,4
mM svakog dNTP-a. Negativna kontrola je pripremljena bez templata cDNK. PCR reakcija je radena
pod uslovima opisanim u Tabeli 12. Sekvence prajmera preuzete su iz GenBank baze podataka NCBI
(National Center for Biotechnology Information) i prikazane su sa odgovaraju¢im Tm vrednostima u
Tabeli 13.

Tabela 12. Parametri za izvodenje PCR reakcije.

Korak Temperatura (°C) Vreme (minuti) Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija 95 5 1
Denaturacija 95 1

Aniling m 1 35
Elongacija 72 0,5

Finalna elongacija 72 7 1
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Tabela 13. Prajmeri koriSéeni za PCR.
Ciljani gen GenBank broj  Sekvenca (5°-3”) Tm (°C)

owon w2 SN A
o e DACTTIOAGSE -
s oy rCCASCTCOTIGCATICTICS
e ooy T SACAAGCCTGTACCCONTOT
Forward:ACCAGTACGTTTGGCAATGG

INOS AF049656.1 b erse: TCAGCATGAAGAGCGATTTCT 49

7.11.3 Kvantitativni PCR u realnom vremenu (QPCR)

Kvantitativni PCR izvoden je koris¢enjem izolovane ukupne RNK (200 ng po reakcionoj smesi)
i KAPA SYBR® FAST One-Step qRT-PCR Master Mix kita (Merck), po uputstvima proizvodaca.
Odgovarajuci uzvodni i nizvodni prajmeri (Invitrogen) su koriséeni u koncentraciji od 10 uM, i preuzeti
su iz GenBank baze podataka NCBI (National Center for Biotechnology Information). Sekvence
prajmera sa odgovaraju¢im Tm vrednostima prikazane su u Tabeli 13. Parametri PCR ciklusa
optimizovani su prema preporukama proizvodaca i prikazani su u Tabeli 14. Relativna ekspresija gena
izradunata je primenom 2(*2Y metode, normalizovana u odnosu na kontitutivno eksprimiran gen
gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze (GAPDH) i izrazena je u odnosu na netretirane kontrolne grupe
¢elija.

Tabela 14. Parametri za izvodenje qRT-PCR reakcije.

Korak Temperatura ("C)  Vreme Broj ciklusa
Reverzna transkripcija 42 5 min. 1
Inaktivacija RT 95 5 min. 1
Denaturacija 95 10 sek.

Aniling m 20 sek. 40
Elongacija 72 20 sek.

Finalna elongacija 72 7 min. 1

7.12 Metode odredivanja nivoa oksidativnog stresa
7.12.1 Odredivanje proizvodnje azot (II) oksida

Kolic¢ina azot (I1) oksida (NO), kao indirektnog pokazatelja aktivnosti enzima inducibilne azot-
oksid sintaze (iNOS), je analizirana u supernatantima celijskih kultura nakon odgovarajucih tretmana
pomocu Griess-0vog reagensa. Reagens je prethodno pripremljen meSanjem jednakih zapremina 0,1 %
rastvora naftiletilendiamin-dihlorida i 1 % sulfanilamidom u 5 % HsPOj i tako pomesan sa ¢elijskim
supernatantima u odnosu 1:1 (v/v). Nakon inkubacije na ST tokom 30 minuta, nitritni joni (NO?%),
stabilni produkti metabolizma NO, koji u reakciji sa koris¢enim reagenskom daju obojeno jedinjenje, su
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detektovani merenjem apsorbance na 548 nm. Kvantifikacija je uradena pomocu standardne prave
konstruisane pomocu rastvora NaNOz poznate koncentracije (opseg 1-10 uM).

7.12.2 Merenje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS)

Produkcija reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (eng. Reactive Oxygen Species — ROS) odradena je
koris¢enjem cCelijsko-permeabilne probe 2°,7’-dihlorodihidrofluorescein-diacetata (DCFH-DA, Cayman
Chemical). DCFH-DA se unutaréelijski deesterifikuje i oksiduje delovanjem ROS, ¢ime nastaje
fluorescentni molekul 2°,7’-dihlorofluorescein. Nakon odgovarajucih tretmana THP-1 makrofaga, u
¢elijski supernatant je dodat rastvor DCFH-DA do finalne koncentracije od 50 uM i inkubiran 30 minuta.
Nivoi ROS su kvantifikovani spektrofluorimetrijski pri talasnim duzinama ekscitacije od 488 nm i
emisije od 525 nm na ¢itacu BioTek Synergy LX Multimode Reager (Agilent).

7.12.3 Aktivnost enzima katalaze

Aktivnost enzima katalaze u ¢elijskim lizatima nakon odgovarajucih tretmana je odredivana kao
pokazatelj nivoa oksidativnog stresa. Celijski lizati su pripremljeni liziranjem u 50 mM Tris puferu sa
0,25 M saharozom i 1 mM EDTA, pH 7,4. Nakon centrifugiranja na 12 000 xg, dobijeni supernatanti su
koriS¢eni za dalju analizu. Koncentracija proteina u uzorcima je odredena BCA metodom koja je opisana
u odeljku 7.2.1. Aktivnost katalaze je pracena nakon mesanja uzoraka sa 10 mM H2O> u fosfatnom
puferu pH 7, u odnosu 2:1 (v/v), 1 praéenjem promene apsorbance na 240 nm tokom 5 minuta na Citacu
BioTek Synergy LX Multimode Reager (Agilent). Jedna jedinica aktivnosti katalaze definisana je kao
smanjenje apsorbance za 0,1 po minutu pri 25°C i pH 7. Aktivnost enzima je izraZzena u jedinicama
katalazne aktivnosti (U) po miligramu proteina u svakom analiziranom uzorku (U/mg).

7.12.4 Odredivanje nivoa redukovanog glutationa (GSH)

Nivoi redukovanog glutationa kao pokazatelj oksidativnog stanja ¢elija, odredivani su u THP-1
¢elijama primenom Tietz-ove metode. Uzorci i standardi su mesani sa 3 mM NaHPO4 puferom u odnosu
1:8 (v/v), nakon cega je dodata 1 zapremina 0.04% rastvora DTNB (5,5-ditiobis(2-nitrobenzojeva
kiselina)) u 0,1% natrijum-citratu. Tako pripremljena smesa je inkubirana 10 minuta na ST, nakon ¢ega
je apsorbancija ocitana na 412 nm na ¢itau BioTek Synergy LX Multimode Reager (Agilent).
Standardne rastvore za konstruisanje standardne krive (opseg 1-100 uM) pripremljeni su kori§¢enjem
redukovanog glutationa (AppliChem GmbH).

7.13 Odredivanje aktivacije NF-kB signalnog puta
7.13.1 NF-xB GFP reporter test

4

Celije su transfektovane plazmidom koji sadrzi inducibilni NF-kB promoter povezan sa
ekspresijom zelenog fluorescentnog proteina (engl. Green Fluorescent Protein, GFP). Plazmid sa
konstitutivnim promoterom i plazmid sa neaktivnim promoterom su koris¢eni kao pozitivna, odnosno
negativna kontrola transfekcije. Plazmidi su deo Cignal NF-xB Pathway Reporter Assay kita (Qiagen).
Ukoliko se nakon transfekcije ¢elije posmatraju pod mikroskopom, pre zasejavanja se postavljaju
staklene plocice u svaki od bunara. Nakon §to su ¢elije dostigle konfluentnost stari medijum je zamenjen
sa Opti-MEM medijumom (Thermo Fisher Scientific) sa 5% FBS-om i 1% NEAA (neesencijalne
aminokiseline) i bez antibiotika. Odgovaraju¢i plazmid je pomesan sa agensom za trasfekciju (Attractene
Transfection Reagent, Qiagen) u Opti-MEM-u i inkubiran na sobnoj temperaturi 20 minuta, po uputstvu
proizvodaca. Pripremljena smesa je dodavana u bunare sa ¢elijama i inkubirana 19h na 37°C u atmosferi
6% CO.. Nakon 19 h, medijum je zamenjen sa Opti-MEM medijumom sa 0,5% FBS-om, 1% NEAA i
1% Pen/Strep (Penicilin 10000 U/mL; Streptomicin 10 mg/mL), i inkubiran dodatnih 5h. Ovako
pripremljene celije su tretirane na odgovaraju¢i nain u trajanju od 24h, nakon Cega je detekcija
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eksprimiranog GFP proteina radena protocnom citometrijom 1 fluorescentnom mikroskopijom, na nacin
opisan u prethodnim poglavljima.

7.13.2 NF-kB DNK vezuju¢i test

Kako bi se detektovale komponente NF-kB signalnog puta u nukleusu ¢elije ekstrahovani su
ukupni nuklearni proteini iz éelija u kojima je analizirano prisustvo ovog transkripcionog faktora. Celije
su gajene do konfluentnosti i tretirane na odgovaraju¢i nacin tokom 24 h nakon ¢ega je zapocleta
ekstrakcija nuklearnih proteina. Celije u pojedina¢nim bunarima su ispirane hladnim rastvorom PBS-a
kome su dodati fosfatazni inhibitori (Phos Stop, Sigma Aldrich), a zatim sakupljane iz bunara.
Sakupljene ¢elije su centrifugirane u ohladenim ependorfima na 300 xg 5 minuta na 4°C, nakon cega je
talog resuspendovan u hladnom hipotoni¢nom puferu neznim pipetiranjem. Nakon inkubacije na ledu
15 minuta, dodat je rastvor 10% NP-40 (Nonidet P-40, Sigma Aldrich) do finalne koncentracije 0,5%.
Nakon centrifugiranja na 14 000 xg tokom 1 minuta, nuklearni pelet je zatim resuspendovan u
odgovaraju¢em puferu po preporuci proizvodaca. Nakon resuspendovanja rastor je centrifugiran 10
minuta na 14 000 xg na 4°C i iz svakog ependorfa je sacuvan supernatant (nuklearni ekstrakt). Ovako
pripremljenom nuklearnom ekstraktu je odredena koncentracija bicinhoninskom metodom za
odredivanje koncentracije proteina opisanom u odeljku 7.2.1.

Tabela 15. Hipotoni¢ni (HB) pufer pH 7,5

Komponenta Koli¢ina

20 mM HEPES pH 7,5 0,249

5 mM NaF 12 mg

10 uM Na2MoO4 5 uL 0,1 M rastvora
0,1 mMEDTA 10 pL 0,5 M rastvora
mili Q voda do Do 50 mL

ELISA test za odredivanje aktivnosti NF-kB transkripcionog faktora je koris¢en da bi se
detektovalo prisustvo specificne komponente p65 u nuklearnim ekstraktima, po uputstvima proizvodaca
(Abcam). Ukratko, nuklearni ekstrakti su inkubirani 1 h u plo¢ici za koju je kuplovana dvolan¢ana DNK
sekvenca koja sadrzi NF-kB element odgovora. Raji nuklearni ekstrakt je koriSéen kao pozitivna
kontrola dok je radni pufer kori$¢en kao negativna kontrola. Nakon inkubacije i ispiranja, dodato je
primarno anti-NF-kB p65 antitelo i inkubirano jo§ 1h na ST. Nakon ispiranja dodato je sekundarno
antitelo obelezeno HRP i inkubirano 1h. Potom je dodat TMB supstrat i apsorbanca je merena na 450
nm pomoc¢u mikrotitar ¢itaca (BioTek Synergy LX Multimode Reader, Agilent) nakon dodatka rastvora
za stopiranje reakcije.

7.13.3 Analiza ekspresije p65

Za analizu ukupne ekspresije proteina p65 u THP-1 ¢elijama je koris¢ena metoda detekcije
proteina u imunoblotu po postuptku opisanom u odeljku 7.5.1. Za detekciju ekspresije p65 koriséeni su
totalni Celijski lizati. Nakon odgovarajucih tretmana celije su sakupljene 1 lizirane hladnim puferom za
lizu (20 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 1% NP-40) sa dodatim inhibitorima proteaza i fosfataza (Roche).
Ukupna koncentracija proteina pre imunoblota u uzorcima odredena je pomo¢u BCA testa opisanom u
odeljku 7.2.1.
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7.13.4 NanoGilo luciferazni test

Reporter plazmid sa NF-xB inducibilnim promoterom povezan sa NanoGlo® Luciferazom
(Promega) je kori$¢en za transfekciju THP-1 makrofaga u prisustvu FUGENE® reagensa za transfekciju
(Promega). Transfekcija je radena u plocici od 96 bunara, gde je na 100 000 celija dodavano 50 ng
plazmida u smesi sa reagensom za transfekciju u odnosu 4:1 (v/v) u OptiMEM-u. Nakon 24 h od
transfekcije, medijum je zamenjen i Celije su tretirane alergenom Act d 1 ili LPS-om sa ili bez
pretretmana vaniloidima. Nakon 24h tretmana, aktivnost NanoGlo luciferaze je odredivana dodatkom
NanoGlo® supstrata u puferu za lizu (Promega). Nakon 10 minuta inkubacije na ST, relativne jedinice
luminiscencije (RLU) su izmerene pomocu mikrotitar ¢itaca (BioTek Synergy LX Multimode Reader,
Agilent).

7.13.5 Dual-luciferazni reporter test

Radi pracenja aktivacije NF-kB u prisustvu specifi¢nih receptora, koris¢ene su HEK293 ¢elije
koje su transfektovane plazmidima koje sadrze razli¢ite varijante humanog TLR4 (wild-type TLR4,
TLR4 F440A, TLR4 F463A, TLR4 A1-563) ili praznim plazmidom, zajedno sa plazmidom za ko-
stimulacione molekule MD2 i CD14, plazmidom pELAM-F-luciferaza (NF-«kB-zavisna firefly
luciferaza) i plazmidom phRL-TK R-luciferaza (Renilla luciferaza, konstitutivno eksprimirana).
Transfekcija je radena u prisustvu reagensa za trasnfekciju Lipofectamine 2000. Kako bi se pratila
aktivnost IFNP promotera, ¢elije su transfektovane plazmidom za IFNp-F-luciferazu pored prethodno
navedenih plazmida, takode uz Lipofectamine 2000. Transfekcija je radena u Opti-MEM medijumu po
uputsvima proizvodaca 6h, nakon ¢ega je medijum uklonjen, a ¢elije su tretirane na odgovarajuci nacin.
Nakon tretmana, supernatanti su prikupljeni i koriS¢eni za analizu koncentracije citokina, dok su celije
lizirane u puferu za lizu. Aktivnost luciferaza je analizirana Koriste¢i system za dvojnu aktivnost
luciferaze na luminometru Mithras LB940, nakon dodatka koelenterazina i luciferina, supstrati za renilla
i firefly luciferazu. Relativna luciferazna aktivnost je odredena normalizacijom signala firefly luciferaze
u odnosu na konstitutivnu aktivnost renilla luciferaze iz istog uzorka.

7.13.6 Reporterski test sa RAW-Blue™ makrofagima

RAW-Blue™ makrofagi su zasejavani u gustini od 0.9 x 106 éelija/mL u plo¢icama od 96 bunara.
Nakon 4 h, zasejane Celije su tretirane na odgovarajuéi nacin. Tretman je prekinut nakon 24 h, i
prikupljeni supernatanti su pomesani sa rastvorom QUANTI-Blue reagensa (Inivivogen), pripremljen
prema uputstvu proizvodaca. Smesa je inkubirana 2 h na 37°C, nakon Cega je izmerena apsorbanca na
620 nm pomoc¢u mikrotitar ¢itaca (BioTek Synergy LX Multimode Reader, Agilent).

7.14 Statisticka obrada rezultata

Svi eksperimenti u ovoj doktorskoj disertaciji su uradeni u najmanje 3 nezavisna bioloska
ponavljanja u tehni¢kim duplikatima. Rezultati su prikazani graficki i predstavljeni su kao prosecna
vrednost + standardna greska devijacije (SEM) iz 3 nezavisna eksperimenta. Prikazivanje podataka i
statisticka analiza sprovedene su pomocu softvera GraphPad Prism, verzija 8.0.1, uz primenu
standardnih konvencija za pragove statisticke znacajnosti 1 prikaz podataka. Kao prag znacajnosti
koriS¢ena je p vrednost < 0.05, uz interval pouzdanosti od 95%. Skracenice koje oznacavaju nivoe
statisticke znacajnosti p-vrednosti su sledece: ns—p > 0,05, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 i ****
p < 0,0001. Za procenu statisticke razlike izmedu tri ili viSe analiziranih populacija koriS¢ena je
jednofaktorska analiza varijanse (one-way ANOVA), dok je za procenu statistiCke razlike izmedu
razli¢itih populacija vise grupa kori$¢ena dvofaktorska analiza varijanse (two-way ANOVA).
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obpa3zay uzjase o aymopcmaey

HN3jaBa 0 ayTopcTBY

Nwme u pesume aytopa  Mmusena 3iataHoBa___
bpoj unnekca J1510/2020
HU3jaBbyjem

J1a je TOKTOPCKa JMcepTalyja moa HacJIOBOM :

sMoaynanuja MaJuM MoJieKyauMa uHpaamanuje nocperopane NF-kB curnannum myrem y
hesmjama ypohenor umyHckor cucrema‘

¢ pE3yiTaT COIICTBCHOI UCTPAKUBAYKOT paaa,

* 1a TUCepTanrja y LeIUHU HH Y JIeJIOBUMA HUje OWiia MpeIyIoKeHa 3a CTHIIAE IPYTre TUILIOME ITpeMa
CTYJIYjCKUM MIPOrpaMuMa JAPYTUX BHCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA,

¢ 1a Cy pe3yJiITaTu KOPCKTHO HABCACHU U

* J]a HUCaM KpIIHNO/JIa ayTOpCKa MpaBa U KOPUCTHO/JIa UHTEIEKTYaIHy CBOJUHY JPYTHX JIUIIA.

V¥ beorpany,

IHoTnuc ayropa
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obpa3zay usjase 0 UCMOBEMHOCMU UWMAMNAHE U eJIeKMPOHCKe 8ep3uje 00KMOPCKo2 paod

H3jaBa 0 MICTOBETHOCTH IITAMIIAHE U eJIEKTPOHCKE Bep3uje
JTOKTOPCKOT paja

Nwme u nipesume aytopa: Musiena 3inaranoBa
bpoj unaekca: 1b10/2020

Crynujcku nporpam: buoxemmuja

Hacnos pana:

»<vVioayiaanmja Mmaaum moJjiekyjaumMa nHguamanmje nocpenosane NF-kB curHajHum nyrem y
hesmjama ypohenor umyHckor cucrema‘

MenTtop: np Mapuja ['aBpoBuh-Jankynosuh, penoau npodecop Xemujckor paxkynrera Y HUBep3uTeTa
y beorpany

M3jaBibyjeM Ja je mraMmnaHa Bep3uja MOr JOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA eNIEKTPOHCKO] BEP3HjH KOjy caM
npefao/na pagy noxpameHa y JlururaaHoM penodutopujymy YHusepsurtera y beorpany.

Jlo3BosbaBaMm Ja ce 00jaBe MOjH JIMYHU MO/IAllM BE3aHU 3a JOOHjamke akaJeMCKOT Ha3uBa JOKTOpa HAayKa,
Kao IITO Cy UME U TIPe3uMe, TOJIMHA U MECTO pohema U 1aTyM oJI0paHe paja.

OBu JIIMYHM MOJAaLM MOTy c€ 00jaBUTHM Ha MpEXHHMM CTpaHHlLlaMa JWUTUTalHe OubinoTeke, y
eJIEKTPOHCKOM KaTaJIory U y myOnukanujama Y HuBep3uteta y beorpany.

VY beorpany,

IHornuc ayropa
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obpaszay uzjase o kopuwiherby

N3jaBa o kopuihemwy

Osnamthyjem YHuBep3uTeTcKy OnOnmoreky ,,CBerozap MapkoBuh® na y JIMrutamHu peno3uTopujyMm
VYuusepsutera y beorpany yHece M0jy JOKTOPCKY IUCEPTAIH]y MO HACIOBOM:

LMoayaanuja MmajaumM MoJiekyjJauma uHduaamanuje nocpenopane NF-kB curnajgnum myrem y
hesmnjama ypohenor umyHckor cucrema‘

KOja je MOje ayTOPCKO JEIo.

Jucepramujy ca CBUM TIpHIIO3UMa Tpenao/jia caM y €JICKTPOHCKOM (opMaTy IOTOJHOM 3a TPajHO
apXUBUPAIbE.

Mojy TOKTOPCKY AMCEpTaIH]jy oXpameny y Jururannom peno3utopujymy YHuBepsutera y beorpamy
U JIOCTYIIHY Y OTBOPEHOM IIPUCTYIly MOTy Ja KOpHCTE CBHM KOjU MOIITYjy oapeade caapiaHe y
onabpanom turry JmieHne Kpearusue 3ajeqauie (Creative Commons) 3a K0jy caM ce OTyqno/Ja.

1. Aytopctso (CC BY)
@AyTOpCTBO — nexomepuujainHo (CC BY-NC)
3. AytopcTBo — HekomepujaiHo — 6e3 npepaaa (CC BY-NC-ND)
4. AyTopcTBO — HEKOMEpIHjaHo — neiautu moja uctum yciaosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 0e3 mpepazaa (CC BY-ND)
6. AytopcTtBo — nenutu noj uctuM ycinosuma (CC BY-SA)

(MonuMo 11a 3a0KpyKUTE CaMo JeIHY OJ1 IIeCT MoHyheHux nuneHu. Kparak onuc JUIEeHIIN je CACTaBHU
JIe0 OBE M3jaBe).

VY beorpany,

IHornuc ayropa
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1. AyropcrBo. Jlo3Bo/baBaTe yMHOXKaBame, AUCTPUOYIIM]Y M JaBHO CAONINTaBame Jeia, U
npepajie, ako ce HaBeJlle MMe ayTopa Ha HauuH ojpel)eH ol cTpaHe ayTopa WU JaBaola JUIEHIIE, YaK |
y kKoMepijaiaHe cBpxe. OBo je Hajca0001HU]ja 01 CBUX JTUIICHITH.

2. AyTopcTBO — HeKoMepuHjaaHo. Jl03Bo/baBaTe yMHOXKaBamke, TUCTPUOYLH]Y U jaBHO
caomiuTaBame Jeja, 1 mpepaje, ako ce HaBe/le UMe ayTopa Ha HauuH ojpeleH of cTpaHe ayTopa WiH
nasaotia juienie. OBa JIMleHIa He 103B0JbaBa KOMEpIUjalHy yrnoTpely nena.

3. AyTopcTBO — HEKOMeEpIHjajiHo — 0e3 nmpepajaa. /lo3BojbaBaTe yMHOKABAKE, JUCTPUOYITH]Y
Y jaBHO CaOIIITaBamke Jieia, 0e3 mpoMeHa, MPeoOIMKOBama WM yrnoTpede Jena y CBOM Jelly, ako ce
HaBe/le MMEe ayTopa Ha HauuH ojapeheH on crpaHe ayropa wiu naBaona jwuieHie. OBa JHIleHIa He
7I03BOJbaBa KOMEpLHUjaIHy ynotpely Aena. Y OAZHOCY Ha CBE OCTaJjie JIMICHIIE, OBOM JIMIIEHIIOM Ce
orpannvaBa Hajsehn oOuM mpaBa Kopuihema jaena.

4. AYTOpPCTBO — HEKOMEPUMjaJIHO — JAeJUTH MOJ HCTHM YycjaoBuma. J[o3BosbaBaTe
YMHOXaBame, NTUCTPUOYIM]Y U JaBHO CAOIITaBame Jiela, U Mpepaje, ako ce HaBele MMe ayTopa Ha
Ha4YMH OJipeh)eH oJ cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JIMIICHIIC U aKo Ce Mpepaja IUCTPUOyupa Mo UCTOM
WM CTUYHOM JinieHoM. OBa JIMIIeHIIa He 103B0JbaBa KOMEPLIUjaTHy yrnoTpeOy Jieia u mpepaja.

5. AyropctBo — 0e3 mpepaga. Jlo3BojbaBaTe yMHOXaBame, AUCTPUOYILU]y M jJaBHO
CaoIIITaBamkeE J1es1a, 0e3 MPOoMeHa, IPeoOINKOBamka N yIIOTpeOe /1es1a y CBOM ey, aKO CE HaBe/le NMe
ayTopa Ha HauMH ojapeheH oj cTpaHe ayTopa WM JaBaoua JjuueHie. OBa JMIEHIa J103BOJbaBa
KOMEpIHjaiHy yHnoTpeOy nena.

6. AyTOpCTBO — JIeJINTH MO UCTHM YCJI0BUMA. J[03BOJbaBaTE YMHOXKABAE, TUCTPHOYIH]Y H
JaBHO caollllITaBame Jiea, U Mpepaje, ako ce HaBeJe MME ayTopa Ha Ha4MH ofjpel)eH o cTpaHe ayTopa
WIM J1aBaolla JIMIICHIIE W aKO Ce Mpepaja AUCTPUOyHpa MOJ MCTOM WM CIUYHOM JHieHIoM. OBa
JUIEHIIa J03BOJbaBa KOMEpIHjalHy ynorpeOy nena u npepaga. CinyHa je copTBepCKUM JIHIICHIIaMa,
OJIHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KO/Ia.
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