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Ekspresija gena i proteina koji reguliSu autofagiju u
mononuklearnim celijama periferne krvi pacijenata sa

multiplom sklerozom

Sazetak

Uvod: Multipla skleroza (MS) je hroni¢na inflamatorna bolest centralnog
nervnog sistema (CNS) u kojoj infiltracija limfocitima dovodi do oStecenja mijelina i
aksona. Autofagija, proces kontrolisane auto-digestije koji reguliSe homeostazu (¢elije,
vazan je u urodenoj i adaptivnoj imunosti. Uloga autofagije nije do sada detaljno

izuCavana u razli¢itim populacijama limfocita u MS.

Ciljevi istrazivanja: Ispitati ekspresiju gena za regulatore autofagije (ATG7,
ATG10, ATGS5, ATG4B, ATG3, ATG13, ATG8BA, ATG14, SQSTM1, BCL2, ULK1, BNIP3, FOXO01,
FOX03, VPS34, BECN1, ATF4) i proinflamatorne citokine (TNF, IFN-y, IL-17 i GM-CSF), kao
i aktivnost autofagije u mononuklearnim ¢éelijama periferne krvi (MNCPK) i razli¢itim

populacijama limfocita pacijenata sa MS i kontrolnih ispitanika.

Pacijenti i metode: NasSa studija je ukljuc¢ila novoobolele pacijente sa MS,
dijagnostikovane prema McDonald-ovim kriterijumima (2001.), koji u trenutku
uzimanja uzorka nisu bili ukljuceni ni u jedan terapijski protokol. Koristec¢i kvantitativni
PCR u realnom vremenu ispitali smo ekspresiju gena koji reguliSu autofagiju i ekspresiju
gena za proinflamatorne citokine u MNCPK i CD3*CD4+* T-limfocitima, CD3*CD4" T-
limfocitima i CD3-CD19+*B-limfocitima pacijenata sa MS i kontrola. Takode smo
analizirali aktivnost bazalne autofagije imunoblot metodom u MNCPK i CD3+*CD4- T-

limfocitima ove dve grupe ispitanika.

Rezultati: Nivoi iRNK i proteina ATG5, potrebnog za formiranje autofagozoma,
bili su poviseni u CD4+ i CD4- T-limfocitima, ali ne i u B-limfocitima i MNCPK pacijenata
sa MS u poredenju sa kontrolnim ispitanicima. Ekspresija ostalih ispitivanih autofagnih
gena i aktivnost autofagije nisu se znacajno razlikovale u ovim grupama ispitanika. Nivoi
ATG5 iRNK u CD4* T-limfocitima pacijenata sa MS bili su u pozitivnoj korelaciji sa

nivoma iRNK za proinflamatorni citokin - faktor nekroze tumora (TNF).



Zakljucak: Nasi rezultati ukazuju da povisena ekspresija ATG5, nezavisno od

autofagije, moze biti povezana sa proinflamatornom ulogom T-limfocita u MS.
KLJUCNE RECI: multipla skleroza; T-limfociti; autofagija; ATG5; TNF
NAUCNA OBLAST: Medicina
UZA NAUCNA OBLAST: Molekularna medicina

UDK:



The expression of genes and proteins that regulate
autophagy in peripheral blood mononuclear cells of

patients with multiple sclerosis

Abstract

Introduction: Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory disease of the
central nervous system (CNS), in which focal lymphocytic infiltration leads to damage of
myelin and axons. Autophagy, a process of controlled self-digestion which regulates cell
homeostasis, is involved in innate and adaptive immunity. The role of autophagy has not

been thoroughly investigated in distinct lymphocyte populations in MS.

Aims of the investigation: We investigated the expression of genes encoding
autophagy regulators (ATG7, ATG10, ATG5, ATG4B, ATG3, ATG13, ATG8A, ATG14, SQSTM]1,
BCL2, ULK1, BNIP3, FOX01, FOX03, VPS34, BECN1, ATF4) and proinflamatory cytokines
(TNF, IFN-y, IL-17 and GM-CSF), as well as autophagic activity in in peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) and distinct lymphocyte populations in MS patients and

controls.

Patients and methods: Our study included newly diagnosed MS patients
according to the McDonald criteria (2001), who have not been submitted to any
therapeutic protocol at the moment of sampling. Using quantitative real-time PCR, we
assessed the relative expression of genes involved in autophagy regulation and
proinflamatory cytokines in PBMCs as well as the separated CD3+CD4+ T, CD3*CD4- T
and CD3-CD19* B cell populations of MS patients and controls. We also analized activity
of basal autophagy by immunoblotting in PBMCs and CD3+*CD4* T cells of these two

subject groups.

Results: The mRNA and protein levels of autophagy-related (ATG)5, required
for autophagosome formation, were increased in CD4+ and CD4-T cells, but not B cells of
MS patients compared to control subjects. The expression of other investigated
autophagy genes, as well as the autophagic activity, did not significantly differ between
the two groups. ATG5 mRNA levels in CD4* T cells from MS patients were positively

correlated with those of the proinflammatory cytokine tumor necrosis factor (TNF).



Conclusions: These data suggest that autophagy-independent increase in ATG5
expression might be associated with the proinflammatory capacity of T cells in multiple
sclerosis.

KEY WORDS: multiple sclerosis; T cells; autophagy; ATG5; TNF
SCIENTIFIC FIELD: Medicine
SPECIALISED SCIENTIFIC FIELD: Molecular medicine

UDK:
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1.1. Multipla skleroza

1.1.1. Definicija i epidemiologija

Multipla skleroza (MS) je hronicna, =zapaljenska, demijelinizaciona i
neurodegenerativna bolest centralnog nervnog sistema (CNS) [1]. Genetske,
patohistoloske, radiografske i klinicke karakteristike multiple skleroze pokazuju izrazitu
heterogenost [2]. Bolest karakteriSu promene tzv. plakovi koji predstavljaju
inflamatorne lezije pracene demijelinizacijom, oSteéenjem oligodendrocita,
neurodegeneracijom, gubitkom aksona i remijelinizacijom. Oni se mogu detektovati
magnetnom rezonancom (engl. magnetic resonance imaging, MRI), a novija istrazivanja
su pokazala da plakovi mogu biti lokalizovani ne samo u beloj ve¢ i u sivoj moZdanoj
masi u vidu kortikalnih lezija [3, 4]. Za postavljanje dijagnoze MS neophodno je da se
utvrdi postojanje diseminacije lezija u vremenu i prostoru. Prema McDonald-u i
saradnicima, kao dokaz o diseminaciji moZe da se koristi detekcija novih lezija
magnetnom rezonancom, a koje nisu pracene pojavom neuroloskog deficita [5-8].

U Evropi vise od 600 000 ljudi boluje od MS, sa prevalencijom od 100 na 100
000 stanovnika i incidencijom od 5,5 na 100 000 stanovnika [9]. Prevalencija u Srbiji je,

kao i u drugim zemljama jugoisto¢ne Evrope, nesto manja (64,9/100 000) [10]. Bolest

.....

1.1.2. Klinicki tok i forme MS

Klinicka prezentacija bolesti je heterogena i obuhvata motorne neuroloske
manifestacije, senzorne i vizuelne smetnje, pojavu zamora, bola i kognitivnih deficita
[12]. Bolest najceS¢e pocinje pocinje vizuelnim smetnjama i/ili pojavom parestezija u
donjim ekstremitetima [13]. Ove prve Kklinicke manifestacije inflamatorne
demijelinizacije nazivaju se kliniCki izolovani sindrom. Ukoliko se pokaZe diseminacija
lezija u vremenu i prostoru postavlja se dijagnoza MS [13]. Radioloski izolovani sindrom
predstavlja nalaz inflamatorne demijelinizacije na magnetnoj rezonanci koji nije pra¢en
klinickim znacima i/ili simptomima bolesti [14]. lako ne predstavlja formu MS,
neophodno je pratiti ove pacijente usled povecanog rizika od nastanka bolesti [15].

Na osnovu klini¢kih karakteristika izdvajaju se tri tipa bolesti:

. primarno-progresivni - PPMS, podrazumeva progresivno

pogorsavanje neuroloSkih smetnji bez perioda oporavka,
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. relapsno-remitentni - RRMS, KkarakteriSe pojavu neuroloskih
smetnji koje su pracene periodima skoro potpunog oporavka,

J sekundarno-progresivni - SPMS, RRMS pacijenti koji ulaze u
postepeno progresivno pogorsavanje neuroloskih smetnji bez perioda oporavka
[16].

Jo$ uvek nije razjasnjeno da li je PPMS posebna forma ili oblik SPMS u kojoj
relapsi bolesti nisu bili klinicki izraZeni [17].

Za odredivanje stepena tezine bolesti koristi se ProSirena skala statusa
onesposobljenosti (engl. expanded disability status scale, EDSS). EDSS skor izraZava broj
i intenzitet zahvacenosti funkcionalnih sistema CNS, a iskazuje se broj¢ano u rasponu od
1 do 10 [18]. U proceni progresije MS koristi se i skor teZine multiple skleroze (engl.
Multiple Sclerosis Severity Score, MSSS), koji pored EDSS skora uzima u obzir i trajanje

bolesti u trenutku odredivanja EDSS skora [19].

1.1.3. Etiologija multiple skleroze

Uzrok nastanka bolesti joS uvek je nepoznat, a patogenetski mehanizmi nisu
dovoljno razjas$njeni. Savremena istrazZivanja ukazuju da je MS multifaktorijalna bolest
posredovana imunskim mehanizmima sa jasnom genetskom predispozicijom. Smatra se
da je u osnovi oStecenja CNS autoimunski proces koji se javlja kod genetski
predisponiranih osoba pod dejstvom faktora iz spoljasnje sredine [1].

Genetska predispozicija se ogleda u pove¢anom riziku za oboljevanje od MS
koji kod bliZih srodnika iznosi 2,9%, a kod jednojajcanih blizanaca dostize 25,3% [20].
[strazivanja genetske osnove MS ukazuju na znacajnu povezanost sa genima Cciji
produkti ucestvuju u imunskom odgovoru [21]. Pokazan je visok stepen korelacije
pojedinih HLA (engl. human leukocyte antigen) alela sa nastankom MS. Isti¢e se HLA-
DRB1*15:01 kao faktor rizika i HLA-A*02 i HLA-B*44 kao protektivni aleli [22].
[spitivanjem polimorfizama pojedinacnih nukleotida (engl. single nucleotide
polymorphisms, SNP) gena izvan HLA lokusa, najjaca povezanost sa MS je nadena
upravo za gene €iji produkti u€estvuju u imunskom odgovoru [23].

Faktori spoljaSnje sredine koji doprinose nastanku bolesti su brojni, ali
njihova uloga u patogenezi MS je joS uvek nedovoljno ispitana. Pokazana je, na primer,
protektivna uloga visokog nivoa vitamina D, koja se moZe objasniti imunomodulatornim
dejstvom ovog vitamina kako na nivou urodene imunosti, tako i u supresiji proliferacije

3
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B- i T-limfocita i nastanku regulatornih T-limfocita (Treg) [24]. Smatra se takode da
pusenje cigareta (i aktivno i pasivno) povecava rizik od nastanka bolesti i utice na njenu
aktivnost, a pokazana je i udruzZenost sa drugim faktorima rizika: deficitom vitamina D,
virusnim infekcijama, posebno Epstein-Barr virusom (EBV) i pomenutim HLA lokusima
[25, 26].

O znacaju virusnih infekcija u etiologiji MS govori i podatak da je interferon
(IFN)-a, prvi lek koji je pokazao imunomodulatorni potencijal i uticao na tok bolesti,
uveden u terapiju MS zahvaljuju¢i hipotezi po kojoj je u osnovi MS virusna infekcija [27].
[spitivana je povezanost MS i velikog broja virusa, medu kojima se kao najznacajniji
navodi EBV [28]. Smatra se da defektan odgovor CD8* T-limfocita na EBV dovodi do
latentne infekcije B-limfocita u centralnom nervnom sistemu (CNS) [29]. Novija
istrazivanja ukazuju da udruzena infekcija sa Humanim Herpes Virusom 6A dovodi do
transformacije ovih B-limfocita, dok oba virusa indukuju odgovor T-limfocita Sto
rezultira pojavom autoimunskih fenomena [30]. Nasuprot tome, pokazano je da
citomegalovirusna (CMV) infekcija, kao i konzumacija kafe i alkohola smanjuju rizik od
nastanka bolesti [31].

Gojaznost, stanje hroni¢ne inflamacije niskog stepena, posebno u periodu
adolescencije, je joS jedan od sredinskih faktora rizika za MS. PoviSeni nivoi leptina u
serumu i likvoru MS pacijenata su u korelaciji sa pove¢anom produkcijom IFN-y i
smanjenim brojem Treg [32]. Interesantno je da gojaznost uti¢e i na smanjenu
bioraspoloZivost vitamina D, verovatno usled deponovanja ovog vitamina u masnom
tkivu [33].

Pored navedenih faktora rizika, sve viSe podataka ukazuje na specifi¢nosti
crevne mikrobiote kod obolelih od MS i njen uticaj na imunski sistem (koji je pokazan i u

drugim autoimunskim bolestima) [34-36].

1.14. Imunopatogeneza multiple skleroze

MorfoloSka osnova neuroloskog deficita u MS su plakovi demijelinizacije bele i
sive mase mozga i kimene mozdine. Smatra se da plakovi nastaju posredstvom
imunskog odgovora, pri ¢emu nije poznato da li taj imunski odgovor zapocCinje u samom
CNS ili na periferiji [12]. Prema intrinzickom modelu bolesti, inicijalni dogadaj mozZe da
bude infekcija CNS ili neurodegenerativni proces koji je pracen akumulacijom
inflamatornih celija. U ekstrinzickom modelu autoreaktivni T-limfociti se aktiviraju na

4
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periferiji nedovoljno istrazenim mehanizmima, prolaze kroz krvno-mozdanu barijeru
(KMB) i dovode do ostec¢enja [37-39]. Fenomen molekulske mimikrije predstavlja jedan
od mogu¢ih mehanizama kojima se objaSnjava zasSto T-limfociti napadaju sopstveno
tkivo [38].

Ekstrinzickom modelu bolesti po nacinu indukcije odgovara animalni model MS
- eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis (EAE). EAE se indukuje davanjem
antigena mijelina, koji na periferiji pokrecu odgovor autoreaktivnih T-limfocita koji
zatim prolaze kroz KMB. U CNS se akumuliraju pomo¢nicki CD4+ T-limfociti (engl T
helper, Th), pre svega Thl i Th17 subpopulacije [12]. Naivni Th se diferenciraju u Th1
pod dejstvom prevashodno interleukina (IL)-12, a Th17 nastaju pod dejstvom vise
citokina od kojih je IL-23 kljucan za propagaciju ovih ¢elija. Ovi efektorski pomo¢nicki T-
limfociti u CNS produkuju citokine i aktiviraju rezidentne antigen-prezentujuce celije
(APC), dovode¢i do povetane produkcije reaktivnih oblika kiseonika (ROK) i azot
monoksida (NO) i posledi¢nog oStecenja tkiva [17]. Klju¢ni citokini Th1 limfocita su IFN-
y i faktor nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor, TNF), a Th17 sekretuju IL-17A-F,
IL-21 i IL-22 [17]. Th17 predstavljaju heterogenu subpopulaciju ¢elija koje mogu da
eksprimiraju transkripcione faktore karakteristicne za Th1 [40]. Identifikovana je i nova
subpopulacija Th ¢elija koja produkuje velike koli¢ine GM-CSF (engl. granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor) [41]. Znacaj ovog citokina ogleda se u
akumulaciji i diferencijaciji monocita kao klju¢nih efektorskih celija u ostecenju tkiva
[42]. Iako se tipitno svrstavaju u proinflamatorne citokine, TNF i GM-CSF pokazuju i
imunomodulatorna svojstva [43, 44], Sto otezava predvidanje efekata anti-citokinske
terapije [45, 46].

[spitivanje imunomodulatornog efekta pojedinih terapeutika, ukljucujuci i IFN-3
u terapiji RRMS, pomaze u razumevanju patogeneze ove kompleksne bolesti. Pokazano
je da IFN-B preko dendritskih ¢elija (DC) suprimira diferencijaciju Th17 [47]. Takode,
monoklonsko antitelo koje blokira IL-17 dovelo je do smanjenja aktivnosti lezija uoCenih
na magnetnoj rezonanci [48]. Neocekivano, monoklonsko antitelo na p40 subjedinicu
zajednicku za IL-12 (kljucan za diferencijaciju Th1) i IL-23 (odgovoran za propagaciju
Th17) se nije pokazalo efikasnim u terapiji MS [49]. Kao objaSnjenje za neuspeh anti-p40
terapije navodi se da 1) primena terapije u odmakloj fazi bolesti, kao $to je ucinjeno u
ovoj studiji, nema efekat jer se inicijacija i diferencijacija Th1l i Th17 celija davno

odigrala, nastalo je oStecenje CNS, pa blokiranje nastanka novih Th1 i Th17 nije imalo
5
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uticaj na klini¢ku sliku; 2) blokada IL-12 ovim putem nije smanjila ekspresiju adhezivnih
molekula klju¢nih za prelazak efektorskih T-limfocita u CNS; 3) anti-p40 nije prelazilo u
CNS usled intaktne KMB kod 50% pacijenata, a IL-12 i IL-23 bi mogli da imaju dodatne
uloge lokalno u plakovima [50].

Pored nesumnjivo znacCajne uloge CD4+ T-limfocita u patogenezi MS, CD8* T-
limfociti su brojcano dominantna populacija u tipi¢nim lezijama, likvoru i perifernoj krvi
pacijenata sa MS [51, 52]. Efektorska uloga CD8* T-limfocita u autoimunskim
fenomenima CNS kod EAE pokazala je viSe sli¢nosti sa MS u poredenju sa ulogom CD4+
T-limfocita [53]. U EAE dendritske celije (unakrsno) i oligodendrociti (direktno)
prezentuju epitope mijelina u sklopu MHC (engl. major histocompatibility complex) I
klase CD8* T-limfocitima i aktiviraju ih [54]. Pokazano je da stepen oSteenja aksona,
koje se karakteriSe akumulacijom proteina prekursora amiloida, koreliSe sa brojem
CD8* T-limfocita i makrofaga, ali ne i sa ekspresijom TNF i inducibilne NO sintaze [55].
Specificna subpopulacija CD8* CD28  T-limfocita pokazala je u in vitro uslovima
imunomodulatorne efekte: smanjenu produkciju IFN-y i inhibiciju indukcije T-¢elijskog
odgovora pomoéu DC [56].

Regulatorne CD4+CD25*FoxP3* T-Celije su veoma znacCajne za postizanje i
odrzavanje homeostaze imunskog sistema, pri ¢emu njihovi mehanizmi supresije
uglavnom zahtevaju direktan Celijski kontakt [57]. Kod pacijenata sa MS pokazana je
smanjena sposobnost supresije pomocu Treg, u kombinaciji sa pove¢anom rezistencijom
efektorskih T-limfocita [58-60]. Tr1, vrsta regulatornih T-¢elija, pokazale su smanjenu
produkciju antiinflamatornog citokina IL-10 kod obolelih od MS u poredenju sa zdravim
kontrolama, pri ¢emu se znacaj ovog citokina u progresiji MS ogleda u povezanosti
aktivnosti bolesti sa sniZzenim koncentracijama IL-10 [61, 62].

lako T-limfociti imaju centralnu ulogu u patogenezi MS, sve viSe istrazivanja
ukazuje na funkciju B-limfocita u nastanku i odrzavanju patoloSkog procesa, ukljucujudi i
nove terapijske pristupe usmerene upravo na humoralnu komponentu adaptivnog
imunskog odgovora. Uocena je povecana zastupljenost B-limfocita u likvoru koja
koreliSe sa brzom progresijom bolesti, kao i da ove Celije u meningama mogu da
formiraju strukture sli¢ne folikulima u limfnom ¢voru, koje se kod SPMS dovode u vezu
sa ranim pocetkom bolesti i teskim kortikalim oStecenjima [63, 64]. Tako se kao jedan
od biomarkera za postavljanje dijagnoze bolesti koristi IgG u vidu oligoklonalnih traka u

likvoru, prisutan kod vecine obolelih od MS [65]. Antitela specifi¢na za pojedine antigene
6
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mijelina kao Sto je mijelinski oligodendrocitni glikorotein (MOG) povezana su sa
procesom demijelinizacije u EAE i MS, dok novije studije ispituju znacaj antitela na
akvaporin-4, lociran na KMB, u patogenezi optickog neuromijelitisa [66, 67]. Pokazano je
da je uloga B-limfocita u patogenezi MS viSestruka. B-limfociti uticu na T-limfocite
produkcijom proinflamatornih (IL-6) ili antiinflamatornih citokina, kao Sto su IL-10 i
faktor transformacije rasta-f (engl transforming growth factor-B, TGF-f) koji
suprimiraju diferencijaciju Th1/Th17 [68, 69]. Ne sme se zanemariti ni funkcija B-
limfocita u prezentaciji antigena u sklopu MHC molekula II klase, koja indukuje EAE,
nezavisno od produkcije antitela [70]. U skladu sa prethodno navedenim, primena
rituksimaba, monoklonskog antitela na CD20 koje izaziva depleciju B-limfocita, dovodi
do znacajne redukcije relapsa bolesti, kako radioloski tako i klinicki, smanjujuci broj B- i
T-limfocita u likvoru u RRMS [71-73].

Istrazivanja urodene imunosti rasvetlila su ulogu DC i makrofaga u aktivaciji T-
limfocita i autoimunskom ostecenju tkiva u MS. Pokazano je da kod pacijenata sa MS
konvencionalne DC eksprimiraju vise kostimulatora i poja¢ano sekretuju IL-12 i TNF,
dok plazmocitoidne DC karakteri$e naglasena produkcija interferona tip I, $to doprinsi
stvaranju proinflamatornog okruzenja [74, 75]. Makrofagi u CNS mogu biti poreklom od
infiltriSu¢ih monocita sa proinflamatornom ulogom ili od rezidentnih ¢elija mikroglije
koje uklanjaju celijski debri [76]. Na pocCetku MS i EAE dominira proinflamatorni M1
fenotip makrofaga i mikroglije, a zatim dolazi do konverzije u anti-inflamatorni M2
fenotip, stoga je M1/M2 balans potencijalna meta u prevenciji i terapiji MS [77].

lako se smatra da T- i B-limfociti imaju klju¢nu ulogu u imunopatogenezi MS i
druge C(Celije imunskog sistema razliitim i nedovoljno ispitanim mehanizmima
doprinose inflamaciji i nastanku lezija u CNS. Urodenoubilacke cCelije (engl. natural Kkiller,
NK) i NKT celije ispoljavaju proinflamatornu i regulatornu ulogu u MS. Inflamatorne
CD56dim NK ¢elije su procentualno viSe zastupljene u perifernoj krvi pacijenata sa PPMS i
SPMS u poredenju sa kontrolama [78]. Nasuprot tome, subpopulacija CD56bright NK ¢elija
sa regulatornim svojstvima je brojnija nakon terapije MS dimetil-fumaratom [79], [FN-3
[80] i daklizumabom (anti-CD25 monoklonsko antitelo) [81]. Potencijalni mehanizam
kojim CD56bright NK cCelije suprimiraju patoloski imunski odgovor u MS je indukcija
apoptoze autoreaktivnih CD4+ T-limfocita [82]. Tip I NKT limfocita u SPMS sekretuju
proinflamatorne citokine karakteristicne za Th1 (IFN-y i TNF) i Th17 (IL-17) [83]; tip II
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NKT su prvi put identifikovane u inflamatornim lezijama obolelih od MS [84], dok su obe

vrste NKT ¢elija pokazale regulatorna svojstva u MS [85].
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Slika 1. Zahvaljuju¢i mehanizmima centralne tolerancije ve¢ina autoreaktivnih T-
limfocita je eliminisana u timusu. Ipak, ovaj proces nije savrSen, pa pojedini
autoreaktivni T-limfociti odlaze na periferiju, gde mehanizmi periferne tolerancije
kontroliSu ove ¢elije. Ukoliko dode do prekida u toleranciji, usled smanjene funkcije Treg
i/ili povecane rezistencije efektorskih T- i B-limfocita, autoreaktivni T- i B-limfociti
mogu biti aktivirani mehanizmima koji uklju¢uju molekulsku mimikriju, prezentaciju

novih autoantigena i prepoznavanje sekvestriranih antigena CNS. Genetski i faktori
spoljasnje sredine doprinose nastanku bolesti. Aktivirani CD8*T-limfociti, Th1 i Th17, B-
limfociti i Celije urodene imunosti infiltriraju CNS, dovode do inflamacije i oSteCenja

tkiva [12].
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Slika 2. U ranom stadijumu bolesti ¢elije imunskog sistema prolaze kroz KMB
meningealnih krvnih sudova i infiltriraju prarenhim CNS. Celije urodene i adaptivne
imunosti sa periferije se mogu akumulirati u perivaskularnom prostoru i parenhimu
CNS. Ove celije, zajedno sa aktiviranim rezidentnim ¢elijama - mikroglijom i astrocitima,
dovode do demijelinizacije i oSte¢enja neurona mehanizmima koji ukljucuju direktan
¢elijski kontakt i oslobadanje solubilnih inflamatornih i neurotoksi¢nih medijatora [12].
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1.2. Autofagija

1.2.1. Osnovni principi i mehanizmi regulacije

Autofagija podrazumeva sve procese u Celiji kojima se citoplazmatski materijal
doprema do lizozoma u kojima se razgraduje. MoZe se podeliti na: mikroautofagiju,
makroautofagiju i autofagiju posredovanu Saperonima [86]. Dok se u mikroautofagiji
formira invaginacija membrane lizozoma, u autofagiji posredovanoj Saperonima klju¢nu
ulogu imaju Hsc70 proteini (engl. heat shock cognate 70) [86]. Makroautofagija (u
daljem tekstu - autofagija) je najznacajnija forma autofagije koja podrazumeva
formiranje specifi¢ne vezikule - autofagozoma oko nepotrebnih i/ili oStecenih proteina i
disfunkcionalnih ¢elijskih organela i njihovu posledi¢nu razgradnju pomocu
lizozomalnih enzima [87, 88]. Ovaj proces je vid adaptacije koji obezbeduje energiju i
omogucava prezivljavanje cCelije u razli¢itim nepovoljnim uslovima (nedostatak
nutrijenata, oksidativni stres, hipoksija, oSte¢enje DNK). Novija istraZivanja ukazuju na
kompleksan odnos programirane celijske smrti - apoptoze, nekroze i autofagije koja
moZe indukovati apoptozu ili predstavljati alternativni put celijske smrti, kako u
fizioloSkim, tako i u patoloskim stanjima [89, 90]. Autofagija je regulisana produktima
ATG gena (engl. autophagy related genes) [91] i moZe se opisati karakteristicnim sledom
faza: indukcija autofagije (u zavisnosti od stimulusa razlikujemo neselektivan i
selektivan vid autofagije), stvaranje (nukleacija i elongacija) i sazrevanje autofagozoma,
fuzija autofagozoma i lizozoma i razgradnja sadrzaja [92].

Indukcija. U Celijama sisara klju¢nu ulogu ima kompleks koji ¢ine: homolog
Atgl - ULK (engl. Unc-51-like kinase) 1 ili 2, ATG13, RB1CC1/FIP200 (engl. RB1-
inducible coiled-coil 1) i ATG101 koji se vezuje za ATG13 [93, 94]. ULK1/2-ATG13-
RB1CC1 kompleks formira se nezavisno od nutritivnog statusa celije [95]. U uslovima
dostupnosti nutrijenata glavni intracelularni metabolicki senzor je MTORC1 (engl
mechanistic target of rapamycin complex 1) fosforiliSe ULK1/2 i ATG13 i na taj nacin
inhibira indukcioni kompleks. Deficit nutrijenata dovodi do disocijacije indukcionog
kompleksa i MTORC1 ¢ime se omogucava indukcija autofagije [95].

Nukleacija. Nukleacija vezikule podrazumeva nastajanje fosfatidilinozitol (PI)
3-fosfata pomocu kompleksa koji Cine: kataliticka subjedinica tipa 3 PI3 kinaze
(PIK3C3)/VPS34, beklin-1 (BECN1), ATG14 i UVRAG (engl.UV irradiation resistance-

associated tumor suppressor gene). U regulaciji nukleacije autofagozoma ucestvuju
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brojni proteini. Antiapoptotski protein BCL2 (engl. B-cell lymphoma 2) se vezuje za
BECN1, dok Rubicon sprecava aktivnost PIK3C3 i na taj nacin inhibiraju autofagiju. Sa
druge strane, BNIP 3 (engl. Bcl-2-related BH3-only protein) je inhibitor BCL2 koji u
stanjima hipoksije indukuje autofagiju, a ovaj efekat se pojacava usled deficita
nutrijenata [96]. AMBRA1 takode pozitivno reguliSe formiranje autofagozoma [97].

Elongacija. Ovaj korak zahteva aktivnost dva konjugaciona sistema sli¢na
enzimskim kompleksima koji u€estvuju u ubikvitinaciji. Prvi sistem ¢ine ATG7 koji ima
funkciju E1 aktiviraju¢eg enzima i ATG10 koji funkcioniSe kao E2 konjugujuci enzim.
Ova dva enzima omogucavaju kovalentno vezivanje ATG12 i ATG5 koji sa ATG16L1
formiraju kompleks slican E3 ligazi. Sa druge strane, ATG4 secCe LC3 (engl.microtubule-
associated protein light chain 3) i nastaje LC3-1. LC3-I se potom preko ATG7 i ATG3 i E3
ligaze vezuje za fosfatidiletanolamin formiraju¢i LC3-II koji se inkorporira u
autofagozomalnu membranu. LC3 i GABARAP (engl. aminobutyric acid receptor-
associated protein) koji ucestvuje u maturaciji autofagozoma, su homolozi ATG8 kod
sisara [98].

Fuzija autofagozoma i lizozoma nastaje nakon zatvaranja lipidne membrane
zahvaljuju¢i proteinu (sintaksin 17) koji se nalazi isklju¢ivo u spoljaSnjem sloju
membrane kompletno formiranih autofagozoma [99]. Fuzijom autofagozoma sa
lizozomom nastaje autofagolizozom u kome se razgraduje ubikvitinirani citoplazmatski
materijal koji je u slucaju selektivne autofagije vezan za receptor - sekvestazom 1 (engl.
sequestasome, SQSTM1/p62). PoSto je SQSTM1 specificni supstrat za autofagiju,
postojanje defekta u autofagiji rezultira akumulacijom ovog proteina [86], koja se u
neuronima moze detektovati u formi inkluzionih tela [100]. SQSTM1 kao adapterski
protein ucestvuje u signalnim putevima koji omogucavaju preZzivljavanje celije, kao Sto je
aktivacija nuklearnog faktora - kB (NF-kB), ali i u aktivaciji kaspaza i posledi¢noj
apoptozi [101]. Nivoi SQSTM1 se u kombinaciji sa analizom konverzije LC3-I u LC3-II
koriste za procenu aktivnosti autofagije [102].

Ekspresija gena koji ucestvuju u procesu autofagije regulisana je
transkripcionim faktorima medu kojima su najznacajniji FOXO (engl. Forkhead Box 0) 1
i 31 ATF4 (engl. activating transcription factor 4) [103]. Translokacija FOX01 u nukleus
povezana je sa transkripcionom aktivacijom ATG5, BECN1 [104], ATG14 [105] i PIK3C3
[106]. Pored toga, FOXO1 i u citosolnoj formi indukuje autofagiju, nezavisno od

transkripcije [107]. U stanju hipoksije ATF4 direktno dovodi do povecane sinteze ULK1
11
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iRNK [108], a indirektno povecava transkripciju ATG5 [109]. Ne treba zanemariti
kontrolu autofagije na epigenetskom nivou koja pre svega podrazumeva modifikaciju

histona [110].

Povrsinskireceptor

=
Fagofora Autofagozom Autolizozom
Lizozomalne hidrolaze
Lizozom
Nukleacija Stvaranje Kontakt i fuzija Razgradnja vezikula
vezikula autofagozoma vezikula degradacija sadrzaja

Slika 3. Karakteristi¢ne faze u procesu autofagije [111].
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1.2.2. Uloga autofagije u imunskom odgovoru i autoimunosti

Autofagija je znacajna za adekvatno funkcionisanje kako urodenog tako i
adaptivnog imunskog odgovora. Na nivou urodene imunosti autofagija predstavlja
znacajan efektorski mehanizam u odbrani od intracelularnih bakterija i virusa [112,
113]. U receptore za prepoznavanje molekulskih obrazaca patogena (engl pattern
recognition receptors, PRRs) pored TLR (engl. Toll-like receptors), NLR (engl. Nod-like
receptors) i RLR (engl. RIG-like receptors) spadaju i autofagni adapterski proteini sli¢ni
sekvestozomu-1 (sequestosome 1/ p62-like receptors, SLRs), koji predstavljaju vezu
izmedu autofagije i signalnih puteva u urodenoj imunosti [114]. Indukcija autofagije
sprecava apoptozu monocita i dovodi do njihove diferencijacije u makrofage [115].
Autofagija ima potencijalno znacajnu ulogu u M1/M2 polarizaciji makrofaga. Naime,
ispitivanje makrofaga u aterosklerotskom plaku pokazalo je veci nivo autofagije u M2
tipu makrofaga [116]. Proces autofagije povezan je i sa produkcijom proinflamatornih
citokina. Tako blok u autofagiji sa akumulacijom p62 u makrofagima aktivira
inflamazom i produkciju IL-1 [117]. Tokom razvoja NK celija, autofagija indukovana
vezivanjem FOXO1lza ATG7, omogucava eliminaciju oste¢enih mitohondrija i
preZivljavanje nezrelih NK c¢elija [118]. Ova funkcija autofagije je narusena delecijom
ATGS5 Sto rezultira akimulacijom osSte¢enih mitohondrija i ROK i apoptozom NK C¢elija
[119]. Delecija ATGS5 ili ATG7 takode negativno uti¢u na broj zrelih NKT ¢elija, posebno
onih koje produkuju IFN-y [120, 121].

Uloga autofagije u adaptivnoj imunosti je viSestruka. U epitelnim celijama
timusa visok konstitutivni nivo autofagije omogucava prezentaciju antigena CD4+* T-
limfocitima i selekciju klonova, $to je centralni mehanizam u nastanku imunoloske
tolerancije [122]. Takode, pokazano je da autofagija regulise aktivaciju, prezivljavanje i
homeostazu T-limfocita [123]. U procesu autofagije razgraduju se proapoptotski
proteini ¢ime se omogucava prezivljavanje T-limfocita [124]. Jedan od klju¢nih proteina
u elongaciji autofagozoma, ATG5, neophodan je ne samo za preZivljavanje, vec i
adekvatnu proliferaciju T-limfocita nakon stimulacije T-cCelijskog receptora (TCR) [125].
Povecana ekspresija ATG5 gena i proteina u Celijama krvi miSeva sa EAE bila je u
korelaciji sa stepenom onesposobljenosti [126]. Kod obolelih od MS detektovan je
povisen nivo ATG5 iRNK i proteina u T-limfocitima izolovanim iz periferne krvi i u T-

limfocitima moZdanog tkiva imunohistohemijskom analizom post-mortem u odnosu na
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zdrave kontrolne osobe. Medutim, ova razlika u eksperesiji iRNK za ATG5 se ne uocava u
uzorcima pune krvi [126]. Pokazano je da stepen autofagije kod misa varira u razli¢itim
fazama nakon aktivacije CD8* T-limfocita: autofagija je sniZena u fazi proliferacije, a
indukovana neposredno pre kontrakcije imunskog odgovora. [ako delecija ATG5 i ATG7
u ovim Celijama nije uticala na proliferativhu sposobnost i efektorske funkcije, bila je
naruSena diferencijacija u memorijske CD8* T-limfocite [127]. Smatra da je u osnovi
disfunkcije memorijskih CD8* T-limfocita sniZena autofagija. SniZen nivo autofagije i
smanjen broj memorijskih Celija karakteristicni su za fenomen imunoloskog starenja
[128]. Autofagija ima znacajnu ulogu u odrZavanju homeostaze regulatornih T-limfocita,
Cija funkcija je Cesto naruSena u autoimunskim bolestima [129, 130]. Delecija ATG7 ili
ATG5 u Treg indukuje povec¢anu apoptozu i samim tim smanjenu stabilnost ove ¢elijske
linije [129]. Selektivna delecija ATG16L1 indukuje intestinalnu inflamaciju u odgovoru
na mikrobiotu usled gubitka FoxP3* Treg i ekspanzije Th2 ¢elija u mukozi. Razlika u
odgovoru Treg i Th2 na blok u autofagiji objasSnjava se specificnostima metabolizma
glukoze Th2 ¢elija [131].

Novija istrazZivanja ukazuju na ulogu autofagije u T-limfocitima obolelih i od
drugih autoimunskih bolesti. Autofagija ispoljava proinflamatorni efekat tako Sto dovodi
do rezistencije na apoptozu i hiperaktivacije T-limfocita kod obolelih od reumatoidnog
artritisa (RA) [132]. Sa druge strane, autofagija suprimira Th9 ¢elije [133] koje indukuju
kolitis kod misa [134] i detektovane su u poviSenom broju u mukozi pacijenata sa
inflamatornom boleS¢u creva (engl. inflammatory bowel diseases, IBD) [135]. Ne mozZe
se zanemariti ni uloga ATG5 u prezivljavanju B-limfocita tokom sazrevanja u kostnoj srzi
i odrZzavanju pojedinih subpopulacija B-limfocita na periferiji [136]. Pokazano je da EBV
indukcijom autofagije u B-limfocitima sprecava proteoliticku razgradnju MOG epitopa i
dovodi do njihove prezentacije u sklopu HLA-E molekula citotoksi¢nim T-limfocitima
[137]. U ovom primeru autofagija predstavlja vezu izmedu EBV, poznatog etioloSkog
faktora u nastanku MS i antigen-prezentujuce funkcije B-limfocita u indukciji celularnog
imunskog odgovora na MOG, jednog od najznacajnijih antigena u indukciji
demijelinizacije [138].

Dok poviSen stepen autofagije korelira sa (neuro)inflamacijom, blok u ovom
procesu doprinosi neurodegeneraciji, koja ima znacajno mesto u patogenezi MS. Tako
deficit ATG5 dovodi do abnormalne intracelularne akumulacije proteina i posledi¢nog

gubitka neurona [100]. Podaci o ulozi autofagije u MS su vrlo oskudni. U T-limfocitima sa
14
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periferije i u CNS pacijenata sa aktivnom RRMS pokazana je poviSena ekspresija ATGS5,
koja u ovoj studiji nije uo¢ena na nivou MNCPK [126]. Iako su Igci i sar. pokazali da je
ekspresija pojedinih gena koji reguli$u autofagiju u MNCPK poveéana kod obolelih od
MS u poredenju sa zdravim kontrolama, nije ustanovljeno koji Celijski tip je odgovoran
za tu razliku [139]. Takode, do sada nije ispitivana povezanost ekspresije gena koji

reguliSu autofagiju i gena za citokine koji ucestvuju u patogenezi MS.
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1. Utvrditi nivoe ekspresije gena za regulatore autofagije (ATG7, ATG10, ATGS5,
ATG4B, ATG3, ATG13, ATG8A, ATG14, SQSTM1, BCL2, ULK1, BNIP3, FOX01, FOXO03,
VPS34, BECN1, ATF4) i proinflamatorne citokine (TNF, IFN-y, IL-17 i GM-CSF) u
mononuklearnim ¢elijama periferne krvi i njihovim subpopulacijama (CD3+CD4+,
CD3*CD4- i CD3-CD19*) pacijenata sa multiplom sklerozom i zdravih kontrola.

2. Utvrditi aktivnost autofagije merenjem koncentracije proteina LC3 i SQSTM1 u
mononuklearnim c¢elijama periferne krvi i njihovim subpopulacijama pacijenata
sa multiplom sklerozom i zdravih kontrola.

3. Utvrditi da li postoji povezanost izmedu nivoa ekspresije ispitivanih gena i
proteina sa demografskim parametarima pacijenata i klinickim pokazateljima

tezine bolesti.
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3.1. Ispitanici

Grupu pacijenata su cinili 50 uzastopnih novoobolelih od MS uzrasta iznad 18
godina lecenih na Klinici za neurologiju Klinickog centra Srbije (KCS), sa potvrdenom
dijagnozom MS prema McDonald-ovim kriterijumima (2001.) [5], koji nisu bili na terapiji
imunomodulatornim i/ili imunosupresivnim lekovima. Kriterijum za ukljucenje -
novooboleli pacijenti sa MS, dok je kriterijum za iskljuCenje upotreba lekova koji
modifikuju prirodni tok bolesti i steroidne terapije u protekla tri meseca od trenutka
uzimanja uzorka periferne krvi. U trenutku uzimanja uzorka procenjivala se teZina
klinicke slike odredivanjem EDSS skora [18]. Kontrolnu grupu je c¢inilo 50 zdravih
dobrovoljaca, uparenih po godinama i polu sa ispitanicima iz grupe pacijenata, koji imaju
normalan nalaz na neuroloskom pregledu, bez neuroloskih deficita u medicinskoj
dokumentaciji. Demografske i klinicke karakteristike pacijenata i zdravih kontrola
prikazane su u Tabeli 1. Svaki od ispitanika je detaljno obaveSten o cilju studije i potpisao
je dobrovoljan pristanak za ucestvovanje u njoj. Anonimnost i privatnost pacijenata i
zdravih kontrola bila je zagarantovana u skladu sa lekarskom tajnom. Podaci o
ispitanicima vodeni su anonimno u protokolima pod rednim brojem. Studija je izvedena u
skladu sa eti¢kim standardima HelsinSke deklaracije (revidirana verzija iz 1983. godine) i
u skladu sa pravilima Etickog komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu

(MFUB) (Odluka br. 29/VII-8).

Tabela 1. Demografske i klinicke karakteristike pacijenata i zdravih kontrola.

MS Kontrole
Pol Zenski 35 37
Muski 15 13
Starost (godine) 419+ 11,3 38,6+ 11,0
EDSS skor 2,5 (3,5)

EDSS skor je prikazan kao medijana sa interkvartilnim opsegom.
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3.2.  Uzimanje uzoraka

Uzorci pune krvi (30 ml) su uzimani u Vacutainer® epruvete (Becton Dickinson,
Plymouth, UK) sa EDTA kao antikoagulansom od svih ispitanika na Klinici za neurologiju
KCS. Potom su transportovani do Laboratorije za imunologiju Instituta za mikrobiologiju
i imunologiju MFUB gde su dalje obradivani. Uzorci su uzeti pre ukljucivanja pacijenta u

bilo koji terapijski protokol.

3.3. Izolacija mononuklearnih ¢elija periferne Kkrvi

Izolacija MNCPK vr$ena je centrifugiranjem na gustinskom gradijentu
upotrebom Lymphoprep™ (Axis Shield, Oslo, Norway). Na 3 ml gustinskog gradijenta u
staklenoj epruveti nanoSeno je 10 ml krvi u kontinuiranom mlazu niz zid epruvete kako
ne bi doslo do meSanja. Gradijent sa krvlju je centrifugiran na 800g 20 minuta na 21°C uz
minimalno ubrzanje, bez ko¢nice. Izdvojene MNCPK su dalje oprane prvo PBS-om,
potom RPMI medijumom. MNCPK su zatim kori$é¢ene za izolaciju RNK, pripremu za
imunoblot analizu ili resuspendovane u puferu za bojenje (HBSS bez Ca%* i Mg?* sa
dodatkom 2% fetalnog govedeg seruma) u gustini do 1x107 Celija/ml za sortiranje na

protoCnom citofluorimetru.

3.4. Sortiranje celija

Za sortiranje celija na osnovu ekspresije povrSinskih markera koriS¢en je
protoc¢ni citofluorimetar i sorter FACS Aria III (BD Biosciences, San Diego, USA) i
komercijalno dostupna monoklonska antitela: anti-CD3 PerCP (Serotec, Puchheim,
Germany), anti-CD4 FITC (BD Biosciences, San Diego, USA) i anti-CD19 PE (Serotec,
Puchheim, Germany). Kalibracija instumenta je izvrSena koriS¢enjem CST kuglica (BD™
Cytometer Setup and Tracking beads, 1 kap iz bocice u 350ul PBS) i CST opcije u okviru
FACSDiva softvera. ViSestruko bojenje celija sa dva ili viSe fluorescentno obeleZena
monoklonska antitela zahtevalo je prethodnu kompenzaciju fluorescentnih signala zbog
preklapanja emisionih spektara fluorescentnih boja koriS¢enih u eksperimentu. Nakon
akvizicije signala dobijenih od celija obojenih pojedina¢nim fluorescentnim antitelima,
kompenzacija je izraCunata pokretanjem opcije za automatsko kompenzovanje u okviru
FACSDiva softvera. Za bojenje MNCPK (prose¢no 2x107 ¢elija po ispitaniku)kori$é¢eno je
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0,2 pg/ml svakog antitela u 0,5 ml pufera za bojenje. Nakon 30 minuta inkubacije na 4°C
¢elije su oprane i resuspendovane u puferu za bojenje (gustina 1x107/ml). Celije su
sortirane na osnovu ekspresije povrSinskih markera koriste¢i FSC/SSC dijagram za
identifikaciju MNCPK, a FSC-A/FSC-W dijagram za isklju¢enje dubleta, dok su razli¢ite
subpopulacije limfocita odredene kao CD3+CD4* CD3*CD4- i CD3-CD19*. Dobijene

subpopulacije ¢elija su koriS¢ene za izolaciju RNK ili pripremu za imunoblot analizu.

3.5. Odredivanje genske ekspresije

3.5.1. Izolacija RNK

Ukupna RNK je izolovana iz MNCPK i sortiranih subpopulacija MNCPK
(CD3+*CD4+, CD3*CD4-, CD3-CD19*) koris¢enjem RNeasy Protect Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Germany) prema uputstvu proizvodaca. Ukratko, proces je podrazumevao sledece
korake: liziranje ¢elija RLT puferom, precipitaciju RNK 70% etanolom, vezivanje RNK za
silikatnu kolonu, uklanjanje soli i neCistoca RW1 i RPE puferom i eluciju sa kolone
dodavanjem destilovane vode. Nakon izolacije RNK odredena je Cisto¢a i koli¢ina
preciS¢ene RNK merenjem apsorbancije na 230, 260, 280 i 320 nm na Gene Quant
spektrofotometru (ThermoFisher Scientific, Waltham, USA). Integritet izolovane RNK je
proveren elektroforezom na 1% agaroznom gelusa dodatkom 0,5 ug/ml etidijum-

bromida (Gibco, ThermoFisher Scientific, Waltham, USA).

3.5.2. Reverzna transkripcija

Za reverznu transkripciju koris¢eno je 400 ng (CD3+*CD4-), 500 ng (CD3-CD19+) i
1 pg (CD3* CD4*) RNK. KoriS¢ena je reverzna transkriptaza Moloney miSjeg virusa
leukemije (engl. Moloney Murine Leukemia Virus, M-MuLV) sa heksamerima nasumicne
sekvence, dezoksinukleotid-trifosfatima i inhibitorom RNKaze (Applied Biosystems,
Thermo Fisher Scientificc Waltham, USA) prema uputstvu proizvodaca u finalnoj
zapremini od 20 pl. Po uzorku je dodavano 1,5 pl smese koja je sadrzala 1 pl heksamera
nasumicne sekvence i 0,5 pl 25 mM dezoksinukleotid-trifosfata. Uzorci su stavljani u
termoblok (Eppendorf, Hamburg, Germany) zagrejan na 70°C 10 minuta kako bi se
eliminisale sekundarne strukture. Zatim je, nakon hladenja i centrifugiranja uzoraka 2
minuta na ledu, dodato 4,5 pl smeSe (4 pl puferai 0,5 pl inhbitora RNKaze) i na kraju 1 pl

reverzne transkriptaze po uzorku, pri ¢emu je nastavkom promesana cela reakciona

21



Dr Irena Vukovié Petrovié doktorska disertacija Materijal i metode

smesa. Uzorci su vra¢ani u termoblok na temperaturu od 25°C 15 minuta. Nastavak
programa reverzne transkripcije je podrazumevao sledec¢e korake: 42°C 1h, 70°C 10
minuta i 95°C 3 minuta. Na ovaj nacin dobijena cDNK je ¢uvana na +4°C do upotrebe u

reakciji lan¢anog umnoZavanja.

3.5.3.  Reakcija lan¢anog umnozavanja (PCR) u realnom vremenu (kvantitativni

PCR, qPCR)

Za detekciju i analizu ekspresije gena za ATF4, ATG3, ATG4B, ATG5, ATG7, ATG10,
ATG13, ATG14, BCL2, BECN1, BNIP3, FOX01, FOX03, GABARAP, GM-CSF, IFN-y, IL-17A,
PIK3C3, SQSTM1, TNF, ULK1 i 18S ribozomalna RNK (RN18S) koriS¢en je TagMan princip
detekcije upotrebom komercijalno dostupnih smesa oligonukleotida i fluorescentno
obeleZenih proba (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA, Tabela
2). Amplifikacija cDNK gqPCR metodom vrSena je prema preporukama proizvodaca
testova. Amplifikacija je radena u duplikatu u Realplex2 PCR aparatu (Eppendorf,
Hamburg, Germany) pomocu komercijalnog reagensa (Applied Biosystems, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, USA) u finalnoj zapremini od 5 ul u optickim plocama sa 96
mesta (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Zapremina od 5 pl
se sastojala od 2,8 pl reakcione smeSe (2,5 pl 2 x MasterMix i 0,3 ul Tagman probe i
prajmera za testirani gen) i 2,2 pl odgovarajuceg uzorka. Reakcione smesSe bez uzorka
kao i uzorci su pipetirani upotrebom programabilnog automatskog dispenzera te¢nosti
epMotion 5070 (Eppendorf, Hamburg, Germany). Reakcija je zapocinjala inicijalnom
denaturacijom na 95°C 4 min, zatim je sledilo 40 ciklusa: denaturacija na 95°C 15s,
vezivanje prajmera za DNK i elongacija 1 min na 60°C. Prag analize ciklusa (engl. cycle of
treshold, Ct) za sve gene osim referentnog je odreden CalQPlex algoritmom, dok je Ct za
referentni gen odreden manuelno tako Sto je prag detekcije fluorescence podesen na 600
jedinica. Relativna ekspresija gena je izraZena kao kao 2-ACt, pri ¢emu se ACt dobija kada
se od prosecne Ct vrednosti duplikata ciljnog gena oduzme prosetna Ct vrednost

duplikata referentnog gena (18S ribozomalna RNK).
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Tabela 2. Kataloski brojevi komercijalnih eseja.

Applied Biosystems®Assay

Gen kataloski broj
ATF4 Hs00909569_g1
ATG3 Hs 00223937_m1
ATG4B Hs00367088_m1
ATG5 Hs00169468_m1
ATG7 Hs00197348_m1
ATG10 Hs009197718_m1
ATG13 Hs00207186_m1
ATG14 Hs00208732_m1
BCL2 Hs00608023_m1
BECN1 Hs00186838_m1
BNIP3 Hs00969291_m1
Foxo1 Hs01054576_m1
FOX03 Hs00921424_m1
GABARAP Hs00925899 g1
GM-CSF Hs00929873_m1
IFN-y Hs00174143_m1
IL-17A Hs00174383_m1
PIK3C3 Hs00176908_m1
SQSTM1 Hs00177654_m1
TNF Hs00174128_m1
ULK1 Hs00177504_m1
RN18S Hs03928985_g1
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3.6. Imunoblot analiza (Western blot)

Aktivnost autofagije je ispitivana imunoblot analizom, pomocu koje je
detektovana promena nivoa ekspresije proteina karakteristi¢cnih za autofagiju (LC3,
SQSTM1, ATGS5) nakon elektroforetskog razdvajanja proteina. Kao primarna antitela
(At) koriS¢ena su zecja At specifitna za LC3, SQSTM1 i ATGS5, dok je kao sekundarno At
koris¢eno kozje At specificno za zedji IgG. Za vizualizaciju koriS¢en je ChemiDoc sistem i
ImageLab softver (BioRad, Hercules, USA) [140]. Celije su lizirane na ledu u sveZe
pripremljenom puferu za lizu ¢elija uz dodatak inhibitora proteaza i fosfataza (RIPA,
1mM PMSF, 20 pl/ml koktela proteaznih inhibitora Roche, 2mM Na3V04 i 50 mM NaF).
Potpuno liziranje Celija je postignuto inkubacijom ¢elijske suspenzije 15 minuta na ledu,
uz povremeno snazno mesanje na vorteksu. Lizati su zatim centrifugirani (14000g, 15
minuta, 4°C), a supernatanti, koji su predstavljali ukupan ¢elijski ekstrakt, su ¢uvani na -
80°C do upotrebe. Koncentracija totalnih proteina u lizatu celija iz kojih je radena
imunoblot analiza je odredivana BCA metodom (Pierce, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA). Princip ovog testa zasniva se na redukciji Cu?* u Cul* pod dejstvom
cisteina, triptofana ili tirozina Sto se kolorimetrijski detektuje upotrebom alkalnog
rastvora bikinoi¢ne kiseline. Test je izvoden meSanjem 190 pl smeSe reagensa A i B
(odnos 1:50) sa 10 pl uzorka (1:5 razblaZenje proteina). Nakon 30 minuta ocitavana je
absorbanca na talasnoj duZini od 595 nm i koncentracija proteina u uzorku je izracunata
u odnosu na standardnu krivu. Standardna kriva je dobijena koriS¢enjem rastvora
poznatih koncentracija BSA u opsegu od 12,5 pg/ml do 2 mg/ml.

Uzorci za elektroforezu su pripremljeni kuvanjem (5 minuta, 100°C) odredene
zapremine ukupnog cCelijskog ekstrakta sa odgovaraju¢om zapreminom redukujuceg
pufera za pripremu uzorka (finalne koncentracije sastojaka pufera nakon kuvanja
uzorka su bile: 2% SDS, 10% glicerol, 2ZmM 2-merkaptoetanol, 0,002% bromfenol plavo,
62,5mM Tris-HCl, pH 6,8). U ovom koraku proteini su denaturisani i obloZeni negativno
naelektrisanim SDS molekulima. Dodatkom 2-merkaptoetanola u pufer spreceno je
formiranje disulfidnih veza u denaturisanim proteinima. Zahvaljujuc¢i SDS svi proteini u
uzorku postali su negativno naelektrisani i razlikovali su se medusobno samo po
molekulskim masama. Proteini iz skuvanih uzoraka su zatim razdvojeni na osnovu
razlika u molekulskim masama elektroforezom u 12% poliakrilamidnom gelu. U bunare

su sipane jednake koli¢ine proteina (20ug). Uzorci su nanoSeni na gel za sabijanje
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proteina (4% akrilamid/0,14% bisakrilamid, 0,1% SDS, 0,125M Tris-HCI, pH 6,8), koji je
prethodno naslojen na gel za razdvajanje proteina (10% akrilamid/0,34% bisakrilamid
ili 12% akrilamid/0,41% bisakrilamid, 0,1% SDS, 0,375M Tris-HCI, pH 8,8). Kao
katalizatori polimerizacije gelova koriS¢eni su 0,05% amonijumpersulfat i 0,033%
TEMED. Pufer za rezervoare u kojem je tekla elektroforeza se sastojao od 192 mM
glicina, 0,1% SDS i 25mM Tris-HCl, pH 8,3. Elektroforetsko razdvajanje je trajalo oko 90
minuta pri konstantnom naponu. Prvih 20 minuta primenjivan je konstantni napon od
100 V, a nakon prolaska uzoraka kroz gel za sabijanje proteina, napon je povecan na 150
V. Uzorci su putovali kroz gel do izlaska fronta boje bromfenol plavo sa gela. U cilju
odredivanja molekulskih teZina na svaki gel je naneta i smeSa referentnih proteina
poznatih molekulskih masa (10-250 kDa, Precision Plus Protein™ Dual Color Standards;
BioRad, Hercules, USA). Po zavrSetku elektroforeze proteini sa gela su odmah
transferisani na nitrocelulozne membrane (Hybond C; GE Healthcare, Little Chalfont,
UK) pomocu aparature za polusuvi transfer (semi-dry transfer unit, BioRad, Hercules,
USA). Nitrocelulozne membrane su inkubirane 1-2 minuta u anoda II puferu za transfer
(25mM Tris pH 10,4) i postavljene u aparaturu na 3 visoko adsorbujuca filter papira, 2
prethodno natopljena u anoda I (300mM Tris pH 10,4) i 1 natopljen u anoda II transfer
puferu. Gelovi su isprani malom koli¢inom katodnog pufera (25mM Tris, 3% glicin pH
9,4) i postavljeni paZljivo na membrane, a preko gela su smesStena jo$ tri visoko
adsorbujuceg filter papira natopljena katodnim puferom. Membrana je bila okrenuta ka
pozitivnoj, a gel ka negativnoj elektrodi ¢ime je omoguceno da pod dejstvom struje
konstantne jacine (0,8mA/cm? membrane) negativno naelektrisani proteini putuju sa
gela ka pozitivnoj elektrodi. Na putu ka anodi proteini su se vezivali za membranu.
Transfer se odvijao na sobnoj temperaturi i trajao je ukupno 90 minuta. Po zavrSetku
transfera delovi membrane sa proteinima od interesa su inkubirani 60 minuta na sobnoj
temperaturi u 5% rastvoru odmasc¢enog mleka u Tris puferu (20 mM Tris, 137 mM NaCl,
pH 7,6) sa 0,05% Tween 20 deterdZenta (u kasnijem tekstu TBST). Na taj nacin su
blokirana nespecificna mesta vezivanja proteina na membranama. Membrane su potom
inkubirane sa odgovaraju¢im primarnim antitelom preko noc¢i na temperaturi od 4 °C uz
blago meSanje, pri Cemu su se antitela vezivala za odgovarajuce proteinske epitope.
KoriS¢ena su sledeca razblaZenja zecijih antitela u 5% rastvoru BSA u TBST: 1:500 za
anti-LC3 i anti-ATGS5, 1:2000 za SQSTM1 i 1:2000 za anti-B-aktin (svi iz Cell Signaling

Technology, Beverly, MA, USA). Nakon 3 ispiranja u TBST-u trajanju od 5 minuta,
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membrane su inkubirane sa sekundarnim antitelom, anti-zecijim IgG konjugovanim sa
peroksidazom rena (Jackson IP Laboratories, West Grove, PA), 75 minuta na sobnoj
temperaturi. Po isteku inkubacije membrane su ponovo isprane 3 puta i prelivane 1
minut sa poboljSanim hemiluminiscentnim reagensom (GE Healthcare, Little Chalfont,
UK). Peroksidaza, koja je vezana za sekundarno antitelo je razgradivala H202 iz supstrata
do kiseonika i vode. Kiseonik je reagovao sa luminolom iz supstrata uz nastanak 3-
aminoftalata, koji je emitovao foton. Relativna opticka gustina imunoreaktivnih traka
LC3-1I, ATG5 i SQSTM1 proteina u odnosu na aktin kvantifikovana je denzitometrijom

koriS¢enjem ImageLab softvera.

3.7. Statisticka analiza

Normalnost raspodele podataka je proverena Shapiro-Wilk testom. Posto
podaci nemaju normalnu raspodelu za utvrdivanje statisticki znacajne povezanosti
primenjen je Spearman-ov koeficijent korelacije. Za testiranje nulte hipoteze primenjen
je neparametarski Mann-Whitney test. Procena normalnosti distribucije podataka, mere
deskriptivne statistike i Mann-Whitney test su uradeni primenom programa Statistical
Package for the Social Sciences - SPSS (IBM, version 15.0, Armonk, NY, USA). U svim
testovima vrednosti verovatnoc¢e p manje od 0,05 smatrane su znacajnima. Za pravljenje
grafika su koriS¢eni SPSS i GraphPad Prism (GraphPad Software Inc, version 6 La Jolla,
CA, USA).
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4.1. Razlika u ekspresiji gena koji reguliSsu autofagiju u MNCPK

pacijenata sa MS i zdravih kontrola nije statisticki znacajna

Kako bismo utvrdili ulogu autofagije i gena koji reguliSu njeno odvijanje
inicijalno smo u MNCPK pacijenata sa MS i zdravih kontrola analizirali ekspresiju iRNK
koja kodira proteine znacajne za razlicite faze procesa autofagije. Ispitivali smo relativne
nivoe ekspresije gena koji ucestvuju u formiranju autofagozoma (ATG13, ULK1),
nukleaciji (ATG14, BECN1, PIK3C3) i elongaciji vezikule (ATG3, ATG4B, ATGS5, ATG7,
ATG10, GABARAP), obelezavanju proteina za degradaciju u autofagolizozomima
(SQSTM1), transkripcionoj akivaciji (ATF4, FOX01, FOX03) i regulaciji autofagije (BCLZ2,
BNIP3). Relativna ekspresija navedenih gena je ispitivana u MNCPK. Ove ¢elije su nakon
izdvajanja iz pune krvi koriS¢ene za izolaciju RNK, koja je potom prevodena u cDNK u
reakciji reverzne transkripcije. Relativni nivo ekspresije gena je odreden PCR metodom
u realnom vremenu.

Poredenjem relativne ekspresije gena koji reguliu autofagiju u MNCPK nije
nadena statisticki znacCajna razlika izmedu pacijenata sa MS i zdravih kontrola (Tabela
3). Dakle, iz prikazanih rezulata moZemo da zaklju¢imo da autofagija i proteini koji
reguli$u njeno odvijanje nisu promenjeni u MNCPK pacijenata sa MS u odnosu na zdrave

kontrole.
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Tabela 3. Ekspresija gena koji reguli$u autofagiju u MNCPK pacijenata sa MS (n=20) i
zdravih kontrola (n=20).

iRNK Kontrole MS p vrednost
ATF4 7,10 (10,32) 10,76 (8,92) 0317
ATG3 1,21 (1,62) 1,21 (0,77) 0,834
ATG4B 1,87 (2,70) 2,36 (1,24) 0,417
ATG5 0,52 (0,72) 0,53 (0,45) 0,974
ATG7 2,25 (2,69) 2,45 (1,19) 0,753
ATG10 0,14 (0,16) 0,14 (0,11) 0,763
ATG13 1,25 (1,54) 1,76 (1,63) 0,304
ATG14 0,30 (0,34) 0,35 (0,33) 0,450
BCL2 1,66 (3,57) 1,75 (1,77) 0,960
BECN1 1,03 (1,48) 1,42 (1,42) 0116
BNIP3 0,33 (0,61) 0,39 (0,40) 0,825
FOX01 1,40 (2,49) 1,79 (1,48) 0,525
FOX03 1,55 (1,83) 1,61 (1,79) 0,597
GABARAP 7,95 (10,60) 13,01 (10,52) 0,095
PI3KC3 0,52 (0,72) 0,58 (0,45) 0,960
SQSTM1 7,13 (8,20) 10,76 (8,92) 0,311
ULK1 0,81 (1,17) 0,78 (0,56) 0,918

Relativna ekspresija gena koji reguliSu autofagiju u odnosu na 18S RNK prikazana je kao
vrednost 2-ACt pomnoZena sa 10°. Rezultati su prikazani kao medijana sa interkvartilnim
opsegom.
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4.2. Ekspresija ATG5 iRNK je selektivnho poviSena u T-limfocitima

obolelih od MS

Pretpostavili smo da subpopulaciie MNCPK mogu da imaju razli¢it nivo
ekspresije gena koji reguliSu autofagiju i da bi pacijenti mogli da imaju razli¢itu
ekspresiju u odnosu na kontrolne osobe na nivou pojedinih subpopulacija. Imajuéi u
vidu da bi se razlika u ekspresiji gena koji reguliSu autofagiju u pojedina¢nim
populacijama limfocita pacijenata sa MS i kontrola mogla izgubiti ukoliko se ekspresija
gena analizira na nivou ukupnih MNCPK, dalje smo analizirali gensku ekspresiju
navedenih regulatora autofagije u razli¢itim subpopulacijama limfocita. Da bi se izdvojile
subpopulacije limfocita, MNCPK izolovane iz pune krvi bile su obeleZene antitelima za
odgovarajuce povrsSinske markere (anti-CD3, anti-CD4 i anti-CD19) i razdvojene na
proto¢nom citometru kao sledece subpopulacije: CD3+*CD4*, CD3*CD4- i CD3-CD19+
¢elije. Nakon razdvajanja subpopulacije limfocita su koriS¢ene za izolaciju RNK, koja je
potom prevedena u cDNK reverznom transkripcijom. Usled procentualno manje
zastupljenosti CD3+CD4- T-limfocita i CD3-CD19+* B-limfocita u perifernoj krvi uspeli smo
da izolujemo dovoljno RNK za analizu svih 17 gena samo iz CD3+*CD4* subpopulacije T-
limfocita.

Analiza relativne ekspresije gena koji kodiraju regulatore autofagije pokazala je
da je, za razliku od MNCPK, u CD3+*CD4* T-limfocitima obolelih od MS ekspresija ATG5
bila statisticki znacajno poviSena u poredenju sa zdravim kontrolama (Slika 4, Tabela 4),
dok statisticki znacajna razlika u ekspresiji ostalih gena izmedu dve grupe ispitanika nije
uoCena (Tabela 4). Analizom relativne ekspresije iRNK za ATG5 u CD3+*CD4- T-
limfocitima utvrdeno je da je nivo relativne ekspresije iRNK za ATGS5 statisticki visoko
znacajno visi kod obolelih od MS u poredenju sa zdravim kontrolama (Slika 5). Nasuprot
tome, ekspresija iRNK za ATG5 u CD3-CD19* B-limfocitima MS pacijenata bila je nesto
niZza u poredenju sa kontrolnom grupom ispitanika (Slika 6). lako ova razlika nije
dostigla statisticku znacajnost, moguce je da doprinosi izostanku znacajno poviSene
ekspresije u MNCPK. Na osnovu prikazanih rezultata mozemo da zaklju¢imo da je nivo
ekpresije iRNK poviSen u T-limfocitima pacijenata sa MS u odnosu na iste Celije zdravih

kontrolnih osoba.
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Slika 4. Ekspresija ATG5 iRNK u CD3+*CD4* T-Celijama pacijenata sa MS (n=20) i
kontrolnih ispitanika (n=20). Nivoi ATG5 iRNK odredeni su RT-qPCR metodom (linije
predstavljaju medijanu i interkvartilni opseg). Relativna ekspresija ATG5 iRNK u odnosu
na 18S RNK prikazana je kao vrednost 2-2Ct pomnoZena sa 10¢ (*oznacava statisticku
znacajnost p<0,05).
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Tabela 4. Ekspresija gena koji regulisu autofagiju u CD3*CD4* T-limfocitima pacijenata
sa MS (n=20) i zdravih kontrola (n=20).

iRNK Kontrole MS p vrednost
ATF4 16,02 (42,21) 22,58 (25, 8) 0,449
ATG3 1,71 (1,19) 2,37 (3,99) 0,105
ATG4B 5,80 (3,86) 6,98 (7,46) 0,337
ATG5 1,67 (1,35) 2,32 (1,60) 0,023*
ATG7 1,08 (1,14) 1,53 (2,28) 0,250
ATG10 0,28 (0,20) 0,35 (0,48) 0,262
ATG13 2,67 (4,84) 3,31 (3,63) 0,425
ATG14 0,49 (0,26) 0,64 (0,76) 0,298
BCL2 8,02 (8,57) 12,53 (19,79) 0,140
BECN1 2,17 (1,38) 2,90 (1,37) 0,256
BNIP3 2,19 (2,37) 2,55 (4,55) 0,465
FOX01 5,97 (8,90) 8,08 (6,32) 0,825
FOXO03 1,88 (2,07) 2,25(2,83) 0,387
GABARAP 6,88 (5,03) 10,18 (4,59) 0,101
VPS34 1,07 (0,77) 1,40 (1,47) 0,268
SQSTM1 9,39 (7,02) 8,52 (3,80) 0,387
ULK1 1,25 (1,08) 1,82 (2,44) 0,155

Relativna ekspresija gena koji reguliSu autofagiju u odnosu na 18S RNK prikazana je kao
vrednost 2-2¢t pomnoZena sa 10°. Rezultati su prikazani kao medijana sa interkvartilnim
opsegom (* oznacava statisticku znacajnost p<0,05).
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Slika 5. Ekspresija ATG5 iRNK u CD3+*CD4- T-Celijama pacijenata sa MS (n=19) i
kontrolnih ispitanika (n=19). Nivoi ATG5 iRNK odredeni su RT-qPCR metodom (linije
predstavljaju medijanu i interkvartilni opseg). Relativna ekspresija ATG5 iRNK u odnosu
na 18S RNK prikazana je kao vrednost 2-2Ct pomnoZena sa 107 (** oznacava visoku
statisticku znacajnost p<0,01).
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Slika 6. Ekspresija ATG5 iRNK u CD3-CD19* B-Celijama pacijenata sa MS (n=19) i
kontrolnih ispitanika (n=15). Nivoi ATG5 iRNK odredeni su RT-qPCR metodom (linije
predstavljaju medijanu i interkvartilni opseg). Relativna ekspresija ATG5 iRNK u odnosu
na 18S RNK prikazana je kao vrednost 2-2¢t pomnoZena sa 10°.
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4.3. Povisena ekspresija ATG5 u CD4* T-limfocitima pacijenata sa MS

nije povezana sa indukcijom autofagije

Imajuci u vidu statisti¢ki visoko znacajno povisenu ekspresiju iRNK za ATG5,
jednog od glavnih regulatora formiranja autofagozoma, u CD3*CD4* T-limfocitima
obolelih od MS, analizirali smo ekspresiju ATG5 i na nivou proteina, kao i stepen
aktivnosti bazalne autofagije u MNCPK i CD3+CD4+* T-limfocitima pacijenata sa MS i
zdravih kontrola. MNCPK i CD3+CD4* T-limfociti su nakon izolacije iz pune krvi
pacijenata sa MS i zdravih kontrola lizirani i pripremljeni za imunoblot analizu. Kao
markeri autofagije koriS¢eni su: konverzija solubilne, citosolne LC3-I u membransku
LC3-II formu, deo autofagozoma, i ekspresija SQSTM1 koji se degradira u
autofagolizozomima [141].

Primenom imunoblot tehnike, u skladu sa nalazom za iRNK za ATG5, naden je i
statisticki visoko znacajno poviSen nivo ATG5 proteina u CD3*CD4* T-limfocitima (Slika
7), ali ne i u MNCPK (Slika 8) obolelih od MS u poredenju sa zdravim kontrolama. Vazno
je napomenuti da nivo ATG5 proteina nismo bili u mogu¢nosti da odredimo zbog niskog
prinosa u CD3+*CD4- T-limfocitima nakon sortiranja celija. Medutim, nivoi LC3-II i
SQSTM1 se nisu znacajno razlikovali u MNCPK (Slika 9) pacijenata sa MS i kontrola.
Slican rezultat je dobijen i analizom nivoa u CD3*CD4* T-limfocitima (Slika 10). Dakle,
prikazani rezultati nedvosmisleno ukazuju na sli¢nu aktivnost bazalne autofagije u
ispitivanim populacijama Celija.

Ovi rezultati jasno ukazuju na povecanu ekspresiju ATG5 na nivou iRNK
pracenu povecanom ekspresijom na nivou proteina u CD3+*CD4+ T-limfocitima obolelih

od MS, koja nije pra¢ena porastom aktivnosti autofagije.
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Slika 7. Ekspresija ATG5 proteina odredena je imunoblot metodom u CD3+*CD4*T-
Celijama pacijenata sa MS (n=10) i kontrola (n=10). Prikazani su reprezentativni blotovi
i denzitometrijska analiza nivoa proteina izrazenih u odnosu na koli¢inu aktina u
odgovaraju¢em uzorku (linije predstavljaju medijanu i interkvartilni opseg; ** oznacava

visoku statisticku znac¢ajnost, p<0,01).
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Slika 8. Ekspresija ATG5 proteina odredena je imunoblot metodom u MNCPK pacijenata
sa MS (n=10) i kontrola (n=10). Prikazani su reprezentativni blotovi i denzitometrijska
analiza nivoa proteina izraZenih u odnosu na koli¢inu aktina u odgovaraju¢em uzorku

(linije predstavljaju medijanu i interkvartilni opseg).
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Slika 9. Nivoi bazalne autofagije u MNCPK pacijenata sa MS (n=10) i kontrolnih
ispitanika (n=10). Konverzija LC3 i nivoi SQSTM1 odredeni su imunoblot metodom.
Prikazani su reprezentativni blotovi i denzitometrijska analiza nivoa proteina izraZenih
u odnosu na koli¢inu aktina u odgovaraju¢em uzorku (linije predstavljaju medijanu i

interkvartilni opseg).

37



Dr Irena Vukovic Petrovic

doktorska disertacija Rezultati

Kontrole MS
MOXT A I
Moz H || RS ——
SQSTM1 R [ ——

aklin | qup - ep P o A G o a9

4 {)m | p= 0,424
0.8- ®
=
id
i °
E 0.6
; (o]
o 0.44
= ‘
0.24
®
(o]
OO T 1
Kontrole MS
1 5- p =0,323 '
c °
£ 1.0 o
8
= o o
(7p)
g 0.5 : E
i e
(0] eo®
0.0 : T
Kontrole MS

Slika 10. Nivoi bazalne autofagije u CD3+*CD4* T-Celijama pacijenata sa MS (n=10) i
kontrolnih ispitanika (n=10). Konverzija LC3 i nivoi SQSTM1 odredeni su imunoblot
metodom. Prikazani su reprezentativni blotovi i denzitometrijska analiza nivoa proteina
izraZenih u odnosu na koli¢inu aktina u odgovaraju¢em uzorku (linije predstavljaju

medijanu i interkvartilni opseg).
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4.4. Ekspresija TNF iRNK je poviSena u CD4+* T-limfocitima

Vazna uloga CD4+ T-limfocita u patogenezi MS ogleda se u produkciji citokina,
medu kojima se izdvajaju citokini sa dominantno proinflamatornim dejstvom: TNF, IFN-
Y, IL-17 [17] i GM-CSF [41]. U razdvojenim populacijama limfocita nakon izolacije RNK i
prevodenja u cDNK, relativna ekspresija proinflamatornih citokina odredena je RT-qPCR
metodom. Pokazano je da su nivoi iRNK koja kodira TNF bili statisticki znacajno
poviseni u CD3+CD4* T-limfocitima (Slika 11A) kod pacijenata sa MS u odnosu na zdrave
kontrolne osobe, dok u populacijama CD3+*CD4- T-limfocita (Slika 11B) i CD3-CD19+ B-
limfocita (Slika 11C) nije uocCena statisticki znacajna razlika u nivoima relativne
ekspresije iRNK za TNF izmedu ove dve grupe ispitanika. Medutim, nivoi iRNK (2-2¢t) za
IFN-y, IL-17 i GM-CSF u CD3+*CD4* T-limfocitima pacijenata sa MS nisu se znacajno

razlikovali od nivoa detektovanih kod kontrolnih ispitanika (Tabela 5).
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Slika 11. Ekspresija TNF iRNK u sortiranim CD3+CD4* T (A), CD3+*CD4- T-Celijama (B) i
CD3-CD19+ B-¢elijama (C) iz MNCPK pacijenata sa MS (n=20, n=19, n=19, redom) i
kontrola (n=20, n=19, n=15) kvantifikovana RT-qPCR metodom (linije predstavljaju
medijanu i interkvartilni opseg). Relativna ekspresija TNF iRNK u odnosu na 18S RNK
prikazana je kao vrednost 2-2¢t pomnoZena sa 107 (* oznacava statisticku znacajnost).

Tabela 5. Ekspresija gena za proinflamatorne citokine u CD3*CD4* T-limfocitima

pacijenata sa MS i zdravih kontrola.

iRNK Kontrole MS p vrednost
IFN-y 1,9 (0,5) 2,6 (2,1) 0,148
IL-17 3,5(2,5) 2,5(3,8) 0,705
GM-CSF 5,7 (3,5) 5,7 (7,8) 0,810

Relativna ekspresija gena za proinflamatorne citokine u odnosu na 18S RNK prikazana je

kao vrednost 2-ACt pomnoZena sa 106. Rezultati su prikazani kao medijana sa

interkvartilnim opsegom.
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4.5. Korelacija ATGS5 iRNK sa proinflamatornim citokinima

Poznato je da ATG proteini, pored regulacije procesa autofagije, mogu da imaju i
druge plejotropne uloge. PoSto poviSeni nivoi ATG5 iRNK nisu pokazali povezanost sa
indukcijom autofagije, koriS¢enjem statistickih testova za analizu korelacije ispitali smo
eventualnu povezanost sa ekspresijom proinflamatornih citokina znacajnih u patogenezi
MS.

Rezultati su pokazali da postoji statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu
ekspresije iRNK za TNF i ATG5 u CD3+*CD4* T- limfocitima MS pacijenata (Slika 12).
Nasuprot tome, u CD3*CD4*+ T-limfocitima pacijenata sa MS uocena je pozitivna
korelacija nivoa iRNK za ATG5 i IFN-y koja nije dostigla nivo statisticke znacajnosti (rs =
0,491, p = 0,150). Slicno, u CD3+*CD4* T-limfocitima nije uoceno da nivoi iRNK za IL-17
(rs = 0,357, p = 0,385), kao ni nivoi iRNK za GM-CSF (rs = 0,353, p = 0,318) znacajno

koreliSu sa nivoima iRNK za ATG5.
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Slika 12. Korelacija izmedu ekspresije iRNK za ATG5 i TNF u CD3+*CD4* T-Celijama
pacijenata sa MS. Relativna ekspresija ATG5 i TNF iRNK u odnosu na 18S RNK prikazana
je kao vrednost 2-ACt pomnoZena sa 107 (* oznacava statistiCku znacajnost).

41



Dr Irena Vukovié Petrovié doktorska disertacija Rezultati

4.6. Korelacija ATG5 iRNK sa stepenom onesposobljenosti obolelih od

MS

Pored analize povezanosti sa ekspresijom proinflamatornih citokina, ispitavali
smo i povezanost ekspresije ATG5 sa EDSS skorom, kao klinickim pokazateljem stepena
onesposobljenosti povezane sa MS. Nije nadena statisticki znacajna korelacija EDSS
skora sa ekspresijom ATG5 na nivou iRNK (Slika 13A) i proteina u CD3+*CD4* T-
limfocitima pacijenata sa MS (Slika 13B).
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Slika 13. Korelacija izmedu EDSS i ekspresije ATG5 na nivou iRNK (A) i proteina (B) u
CD3+*CD4* T-Celijama pacijenata sa MS. Relativna ekspresija ATG5 iRNK u odnosu na 18S
RNK prikazana je kao vrednost 2-ACt pomnoZena sa 107.
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4.7. Korelacija TNF iRNK sa stepenom onesposobljenosti obolelih od

MS

S obzirom da nije uocena statisti¢ki znacajna korelacija izmedu EDSSS skora
kao pokazatelja teZine bolesti i ekspresije ATG5 na nivou iRNK i proteina, analzirali smo
eventualnu povezanost EDSS skora sa ekspresijom TNF iRNK u CD3+CD4+ T-limfocitima
obolelih od MS. Takode, ni relativna ekspresija iRNK za TNF nije korelisala sa EDSS
skorom (Slika 14).
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Slika 14. Korelacija izmedu EDSS i ekspresije iRNK za TNF u CD3*CD4* T-Celijama
pacijenata sa MS. Relativna ekspresija TNF iRNK u odnosu na 18S RNK prikazana je kao
vrednost 2-2Ct pomnoZena sa 107.
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U ovoj doktorskoj disertaciji je analizirana ekspresija gena za proteine Kkoji
reguliSu autofagiju i za citokine za koje se pretpostavlja da imaju znacajnu ulogu u
patogenezi MS i to u MNCPK i subpopulacijama limfocita obolelih od MS i kontrolnih
ispitanika. Pored toga, u MNCPK i CD4* T-limfocitima pacijenata sa MS i kontrola
ispitivana je aktivnost bazalne autofagije, odnosno konverzija LC3 i nivoi SQSTM1 i
ATGS5 proteina. Uobicajeni uzorci u studijama koje analiziraju ekspresiju gena i proteina
kod obolelih od MS su periferna krv i likvor, iz kojih mogu da se izdvajaju MNCPK i
¢elijske subpopulacije. Imajuc¢i u vidu da je jedan od ciljeva ovakvih analiza identifikacija
potencijalnih biomarkera bolesti i posledicno Sto Sira primenljivost u neurolo$koj
praksi, dostupnost uzoraka i neinvazivnost u postupku uzimanja istih se ne sme
zanemariti. U tom smislu, uzorci periferne krvi imaju prednost, iako likvor bliZe oslikava
procese u samom CNS. lako je dosad za sve tipove imunskih ¢elija periferne krvi
pokazano da bar delom imaju ulogu u patogenezi MS, koriS¢enje meSovitih populacija
¢elija, kao $to je MNCPK, moze da ublazi razlike u obrascu ekspresije onih subpopulacija
koje se smatraju klju¢nim u patogenezi i progresiji bolesti. Stoga je ispitivanje ekspresije
gena i proteina u subopulacijama limfocita znacajna prednost dizajna nase studije. Ipak,
usled smanjene procentualne zastupljenosti CD8* T-limfocita i B-limfocita u poredenju
sa CD4+* T-limfocitima u perifernoj krvi svih ispitanika, u ovim populacijama ¢elija nije
bilo moguce ispitati ekspresiju svih gena i proteina analiziranih u CD4+ T-limfocitima.

Igci i sar. detektovali su razli¢itu ekspresiju nekoliko regulatora autofagije,
uklju¢ujuéi ULK1, BCL2 i FOX01 koji su ispitivani u na$oj studiji, u MNCPK MS pacijenata
i kontrola [139]. U na$oj studiji nije uocena razlika u ekspresiji ovih gena, ni na nivou
MNCPK, ni u sortiranim populacijama ¢elija. O¢igledno neslaganje u rezultatima se moZze
pripisati razlikama u dizajnu studija, pri ¢emu u nasem istrazivanju oboleli od MS nisu
bili ukljuceni u imunosupresivni/imunomodulatorni terapijski protokol i analiziran je
manji broj ispitanika. Kriterijum iskljucivanja pacijenata pod terapijom znacajan je zbog
sposobnosti terapeutika (IFN-f, metilprednizolon, dimetil fumarat i antidepresiva) da
moduliSu proces autofagije [142-148]. Pri tom, neki od lekova koji se koriste u terapiji
MS mogu da indukuju, a neki da inhibiraju autofagiju. Interferon-§3, kao jedna od
najznacajnijih terapijskih opcija u RRMS, indukuje autofagiju i posleditno ima
antiapoptotski efekat na tumorske celije [142]. Suprotno, metilprednizolon inhibicijom
autofagije i apoptoze pokazuje neuroprotektivna svojstva [143, 144]. Dimetil fumarat

pored inhibicije autofagije utice na smanjenu produkciju ROS i apoptozu u
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oligodendrocitima [146]. S obzirom na heterogenost pacijenata sa MS u pogledu
primljene terapije (u cilju leCenja osnovne bolesti i depresije) postavlja se pitanje da li se
razlika u ekspresiji ispitivanih gena koju navode Igci i sar. [139] moZe pripisati samoj
bolesti i/ili dejstvu lekova na proces autofagije. Imajuci u vidu uticaj lekova koriS¢enih u
terapiji MS na modulaciju autofagije, poredenje ekspresije autofagnih gena pre i nakon
razlic¢itih terapijskih protokola moglo bi doprineti boljem razumevanju ovih
kompleksnih interakcija. NaS$i rezultati pokazuju slicne nivoe SQSTM1 i stepena
konverzije LC3 kod obolelih od MS i kontrola, pa se moZe zakljuciti da bazalna autofagija
ipak nije izmenjena u T-limfocitima MS pacijenata.

U naSem istraZivanju ekspresija ATGS5 je bila poviSena u CD4+ i CD4- (CD8*) T-
limfocitima, ali ne i u MNCPK i B-limfocitima pacijenata sa MS u poredenju sa zdravim
kontrolama. PoviSena ekspresija ATG5 u navedenim subpopulacijama limfocita
najverovatnije nije bila povezana sa indukcijom autofagije, s obzirom da nisu uocene
promene u ekspresiji ostalih gena koji reguliSu autofagiju i proteina (LC3 i SQSTM1) koji
se koriste kao eksperimentalni pokazatelji aktivnosti samog procesa. Da bi se precizno
procenila aktivnost autofagije neophodno je da se odredi autofagni fluks koji je definisan
kao stepen degradacije autofagozoma [141]. U nasoj i velikom broju drugih studija, LC3
konverzija (LC3-I u LC3-II) detektovana imunoblot tehnikom koriS¢ena je za monitoring
autofagije zato Sto je koli¢ina LC3-II u korelaciji sa brojem autofagozoma. Medutim, LC3-
I se razgraduje u procesu autofagije, pa se poviSen nivo LC3 moZe javiti ne samo zbog
indukcije autofagije ve¢ i usled postojanja bloka u ovom procesu. Da bi se utvrdilo da li
postoji indukcija ili blok u autofagiji, odreduje se autofagni fluks poredenjem nivoa LC3-
I sa i bez inhibitora lizolomalnih proteaza [149]. lako postoje brojne metode za
odredivanje autofagnog fluksa u Celijskim kulturama [150] (pri ¢emu svaka metoda ima
svoje prednosti i ogranic¢enja), u ovom trenutku ne postoji ni jedan metod za adekvatno
merenje autofagnog fluksa i monitoring autofagije u humanim uzorcima ex vivo [141].
Takode, za odredivanje aktivnosti autofagije prati se i nivo ekspresije autofagnog
receptora SQSTM1 koji se selektivno razgraduje u autofagozomima. Odsustvo promene
u intracelularnoj koncentraciji SQSTM1, kao S$to je to bio slucaj sa kontrolnim i MS
uzorcima u na$oj studiji, ukazuje na neizmenjenu aktivnost autofagnog fluksa [141].

Pokazano je da su povecano preZivljavanje i proliferacija T-limfocita povezani sa
pojavom relapsa i progresijom MS [151]. Imajué¢i u vidu vaznu ulogu autofagije u

aktivaciji i homeostazi T-limfocita [152] ne iznenaduje podatak da deficit ATG5 (koji je
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zajedno sa ATG12 i ATG16 klju¢an u formiranju autofagozoma [153]) u T-limfocitima
misa dovodi do njihove smanjene proliferacije i prezivljavanja u in vivo uslovima [154].
Povrh toga, poviSena ekspresija ATG5 uocena je u T-limfocitima misa sa EAE, kao i u T-
limfocitima sa periferije i u CNS pacijenata sa aktivnom RRMS [126]. NaSi rezultati isticu
selektivno povecanu ekspresiju ATG5 na nivou iRNK (CD4+* i CD8* T-limfociti) i proteina
(CD4* T-limfociti), pri ¢emu nije detektovan porast autofagije u ovim celijskim
populacijama. Postoji sve viSe podataka o plejotropnoj ulozi ATG proteina koja nije
direktno vezana za uceSfe u odvijanju procesa autofagije [155]. Imaju¢i u vidu
evolutivnu konzerviranost autofagije [97], opravdano je oCekivati da uloge ATG proteina
nezavisne od autofagije koje su otkrivene na animalnim modelima postoje i kod ¢oveka.
Uloga ATG5 nezavisno od procesa autofagije je predmet brojnih istrazivanja. Na primer,
pokazano je da ATG5 CD4+ T-limfocita ima ulogu u odbrani od patogena tako Sto utice na
produkciju IL-2 i I[FN-y u odgovoru na Toksoplazmu gondi [156]. Pored toga, ATG5 u
aktiviranim makrofagima omogucava eliminaciju ovog parazita, nezavisno od formiranja
autofagozoma [157]. Takode, deficit ATG5 u neutrofilima, nezavisno od uticaja na
odvijanje autofagije, doveo je do povecane osetljivosti miSeva na infekciju izazvanu
Mycobaterium tuberculosis, dok je uticaj ostalih gena koji reguliSu autofagiju na
prezivljavanje inficiranih miSeva bio zanemarljiv [158]. Pored toga, ATG5 negativno
reguliSe signalne puteve nishodno od TLR i IL-1R tako $to mehanizmima nezavisnim od
autofagije sprecava formiranje agregata adapterskog proteina MyD88 (engl. myeloid
differentiation primary response 88) [159]. U T-limfocitima, ali i u drugim ¢elijskim
tipovima, pod dejstvom lekova koji oSte¢uju DNK (npr. cisplatin), dolazi do povecane
ekspresije ATG5. Ovako indukovana povecana ekspresija ATG5, nezavisno od autofagije,
dovodi do brojnih posledica: zastoja u G2 ili M fazi Celijskog ciklusa, abnormalne mitoze
(sa formiranjem multijedarnih celija) i prolongirane smrti Celije. Smatra se da ATG5
izaziva ove efekte nakon translokacije u nukleus i vezivanja za survivin i BIRC5 [160,
161]. Interesantno je da je survivin, anti-apoptotski protein, selektivno poviSen u T-
limfocitima obolelih od PPMS, ali ne i u drugim formama bolesti [162]. S obzirom da su u
nasoj studiji analizirani uzorci novodijagnostikovanih pacijenata bilo bi interesantno
napraviti longitudinalnu studiju u kojoj bi se pratio odnos ATG5 i survivina u daljem
toku razvoja bolesti kod istih pacijenata. Uloga ATG5 u indukciji apoptoze, nezavisno od
autofagije, tipa Ccelije i apoptotskog stimulusa, bazirana je na post-translacionoj

modifikaciji ovog proteina. Naime, nakon modifikacije u citosolu (pod dejstvom proteaza
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kalpain 1 i 2) fragment ATG5 ulazi u mitohondrije, vezuje se za antiapoptotski protein
Bcl-xl, dovodi do oslobadanja citohroma C i aktivacije kaspaza [163]. Sa druge strane,
pokazano je da inhibicija kalpaina i proteoliticke modifikacije ATG5 indukuje autofagiju
[164]. Interesantno je da osim indukcije apoptoze preko citohroma C, ATG5 sa ATG12 i
indukcijom autofagije moZe pokrenuti drugi oblik ¢elijske smrti. Tako je vezivanje ATG5
za FADD (engl.Fas-associated protein with death domain) praceno konverzijom LC3-I u
LC3-II u celijskoj smrti koju indukuje IFN-y [165]. Dakle, imaju¢i u vidu poviSenu
ekspresiju ATG5 u T-limfocitima pacijenata sa MS u nasoj studiji i razlicite uloge ATG5 u
citoplazmi (elongacija autofagozoma, signalni putevi), jedru (interakcije sa proteinima
koji reguliSu apoptozu) i mitohondrijama (oslobadanje citohroma C) potrebno je
detaljnije ispitati potencijalne funkcije ATG5 u (auto)imunosti.

Ekspresija gena za transkripcione faktore FOXO1 i 3 i ATF4 u na$oj studiji je bila
nesto visa u MNCPK i CD4+* T-limfocitima pacijenata sa MS u poredenju sa kontrolnim
ispitanicima, ali ova razlika nije dostigla statisticku znacajnost. Aktivnost ovih
transkripcioih faktora i njihova uloga u regulaciji autofagije nije odredena isklju¢ivo na
nivou iRNK koja je analizirana u naSem istraZivanju. Naime, aktivnost proteina iz FOXO
familije zavisi od njihove lokalizacije u razli¢itim ¢elijskim odeljcima, npr. FOXO1 se
nakon fosforilacije translocira u nukleus i utice na ekspresiju ATG gena [104]. Pored
toga, postoje i drugi transkripcioni faktori koji mogu uticati na ekspresiju ATG gena, a
nisu bili predmet ispitivanja u nasSoj studiji. Pokazano je da na ekspresiju ATG5, osim
FOXO01 i ATF4 [166] uticu i izoforma proteina p63 [167], GATA-1 [168] i drugi
transkripcioni faktori. Iako je regulacija transkripcije, koja je ispitivana i u nasoj studiji,
klju¢na u modulaciji autofagije, ne treba zanemariti ni druge mehanizme kao Sto su:
post-transkripciona kontrola (preko mikro-RNK), post-translacione modifikacije
(fosforilacija i ubikvitinacija) i epigenetska kontrola autofagije (acetilacija i metilacija
histona) [169]. U ATGS identifikovano je viSe ciljnih mesta upravo za fosforilaciju i
ubikvitinaciju ovog proteina [170].

Za razliku od T-limfocita, u naSem istrazivanju ekspresija iRNK za ATG5 u CD3-
CD19* B-limfocitima MS pacijenata bila je nesto niZa u poredenju sa kontrolnom grupom
ispitanika. Pengo i sar. su takode ukazali na niZi nivo autofagije u CD19+ B-limfocitima u
poredenju sa plazmocitima (CD19-), koji predstavljaju terminalni stadijum u
diferencijaciji ove populacije limfocita. Uo¢eno je da ATG5 omogucava odrzavanje

homeostaze plazmocita prvenstveno na nivou endoplazmatskog retikuluma i da deficit
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ATG5 dovodi do neadekvatne sekrecije antitela [171]. Osim toga, autofagija je, kao i kod
T-limfocita, vazna za prezivljavanje memorijskih B-limfocita [172]. SniZena ekspresija
ATGS5 u B-limfocitima moZe oslikavati niZi nivo bazalne autofagije, koji je ve¢ pokazan u
CD19* (Celijama i/ili ukazivati na jedinstvenu ulogu poviSenih nivoa ATG5 u T-
limfocitima. Moguce je da u naSim rezultatima sniZena ekspresija ATG5 u B-limfocitima
doprinosi izostanku znac¢ajno povisene ekspresije u MNCPK. Pored B-limfocita i druge
populacije ¢éelija koje pripadaju MNCPK (monociti, NK i NKT ¢elije), a nisu analizirane u
nasoj studiji, mogu uticati na ukupnu ekspresiju ATG5.

Analiza rezultata naSe studije je pokazala da je espresija ATG5 u CD4* T-
limfocitima bila u pozitivnoj korelaciji sa ekspresijom TNF, ukazuju¢i na potencijalni
znacaj ATG5 u proinflamatornoj ulozi T-limfocita u patogenezi MS. Ipak, nedovoljno
ispitana protektivna uloga TNF u MS namece oprez u tumacenju rezultata. Razliciti
efekti koji se pripisuju TNF delimi¢no se mogu objasniti postojanjem solubilne forme
citokina sa proinflamatornom, i transmembranske forme sa neuroprotektivnom ulogom
[173]. TNF pokazuje anti-inflamatorna svojstva vezivanjem za odgovarajuce receptore
(TNFR2) ¢ime se pospeSuje remijelinizacija [44]. Pored toga, neselektivna terapijska
neutralizacija TNF dovodi do povecane demijelinizacije i egzacerbacije bolesti [174].
Novija istraZivanja pokazala su da selektivna inhibicija solubilne forme TNF dovodi do
poboljSanja u EAE modelu i samim tim predstavlja osnov za ispitivanje novih anti-TNF
pristupa u terapiji MS [175]. Povezanost ATG5 i TNF na nivou genske ekspresije koja je
detektovana u nasoj studiji namece potrebu za daljim ispitivanjem potencijalne uloge
ATG5 u modulaciji pro- i anti-inflamatornih efekata TNF. Nedostatak povezanosti
ekspresije ATG5 sa drugim proinflamatornim citokinima (IFN-y, IL-17 i GM-CSF), istice
znacaj ATG5/TNF povezanosti, uz obazrivost zbog relativno malog uzorka u nasoj
studiji. Povezanost izmedu ATGS5 i TNF signalnog puta zapaZena je i u Kronovoj bolesti
(koja poseduje brojne karakteristike autoimunskih oboljenja), gde je pokazano da
odredeni polimorfizmi gena za ATG5 koreliSu sa odgovorom na primenjenu anti-TNF
terapiju [176]. Moguce je da TNF stimuliSe ekspresiju ATG5 u T-limfocitima, kao Sto je
veC pokazano u drugim tipovima celija [177, 178] ili su TNF i ATG5 regulisani istim
ekstracelularnim/intracelularnim signalima. Jedan od najznacajnijih intracelularnih
signalnih molekula u T-limfocitima - NF-kB [179, 180] je potencijalni biomarker
klinickog toka MS [181]. Deficit NF-kB kod misa dovodi do rezistencije na EAE, pri cemu

je ovaj transkripcioni faktor kljuan za aktivaciju i diferencijaciju autoreaktivnih T-
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limfocita specifi¢nih za MOG [182]. Pokazano je da je autofagija neophodna za aktivaciju
NF-kB. Naime, usled deficita ATG5 i ATG7 onemogucena je translokacija NF-kB u jedro
koju indukuje TNF [183]. Na ovom primeru se uoc¢ava povezanost TNF signalnog puta i
ATG5 sa NF-kB koji, prvenstveno zbog svoje uloge u Celijama imunskog sistema [184],
predstavlja potencijalnu terapijsku metu u MS [185]. Potencijalni odnos ekspresije TNF i
ATG5 u MS, kao i njegova uloga u nastanku i progresiji bolesti, vredan je daljeg
istraZivanja, ne samo sa ciljem boljeg razumevanja patogeneze MS ve¢ i zbog mogucnosti
razvijanja novih terapeutika zasnovanih na modulaciji autofagije i TNF.

Analizom naSih rezultata u CD4* T-limfocitima nije uocena razlika u ekspresiji
IFN-y, IL-17A i GM-CSF kod obolelih od MS u poredenju sa kontrolnim ispitanicima. U
skorijem istrazivanju uocen je povecan broj GM-CSF* T-limfocita iz periferne Kkrvi
obolelih od MS koji nisu leCeni imunosupresivnom terapijom u poredenju sa zdravim
kontrolama i obolelima na terapiji IFN- [186]. Razika u rezultatima moZe se pripisati
metodologiji imaju¢i u vidu da su T-limfociti u pomenutoj studiji prethodno stimulisani,
za razliku od T-limfocita analiziranih bez stimulacije u naSem istraZivanju. Osim toga,
pokazano je da je znatno veci broj GM-CSF*T-limfocita prisutan u lezijama moZdanog
tkiva obolelih od MS u poredenju sa T-limfocitima iz periferne krvi [186]. U istoj studiji,
GM-CSF* T-limfociti u moZdanim lezijama eksprimirali su i IFN-y i IL-17A znatno viSe od
¢elija izolovanih iz periferne krvi. Moguce je da se razlika u ekspresiji iRNK za GM-CSF,
IFN-y i IL-17A izmedu pacijenata sa MS i zdravih kontrola ne moZe uociti analizom T-
limfocita sa periferije ukoliko su T-limfociti obolelih od MS stimulisani da pojacano
sekretuju ove citokine u samom CNS. Imajudi u vidu potencijalno vaZzne i nedovoljno
ispitane uloge GM-CSF [42, 43], I[FN-y i IL-17A [48, 187] u patogenezi MS, ne treba
zanemariti ni ulogu drugih Celija, pored T-limfocita, kao mogucdi izvor ovih citokina [188,

189].

U klinickom radu sa pacijentima, biomarkeri koji bi se relativno lako odredivali a
pri tom imali prognosti¢ku vrednost bili bi dragoceni. Cesto se u tom smislu biologki
molekuli koreliSu sa klini¢ckim parametrima bolesti, kao Sto je EDSS skor. EDSS skor je
jedan od najceSce koriSCenih mernih instrumenata za procenu onesposobljenosti
pacijenata sa MS, Sto omogucava poredenje rezultata dobijenih u razli¢itim studijama
[190]. Pored ove ocigledne prednosti, pojedini autori isticu nedostatke EDSS: akcenat na

ambulantnom statusu, relativno smanjena senzitivnost u srednjim i visokim rangovima,
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odsustvo adekvatnih kognitivnih i vizuelnih komponenti [191], Sto namece potrebu za
uvodenjem novih skala za procenu progresije bolesti [192]. Analiza naSih rezultata nije
pokazala korelaciju izmedu ekspresije ATG5 i onesposobljenosti pacijenata izraZene
kroz EDSS skor. Obzirom da su u naSe istraZivanje uklju¢eni novooboleli pacijenti sa MS,
podaci o stepenu progresije bolesti, kao znacajan klinicki pokazatelj koji utiCe na kvalitet
Zivota bolesnika i na odluku o daljoj terapiji, nisu obuhvaceni dizajnom ove studije.
Imaju¢i to u vidu, iako u naSoj studiji ekspresija ATG5 nije bila povezana sa EDSS
obolelih od MS, neophodne su longitudinalne studije i detaljnija analiza koja c¢e
obuhvatiti ve¢i broj klinickih i paraklinickih parametara (nalaz na MRI) kako bi se
ispitala potencijalna korelacija ekspresije ATG5 i progresije MS. Takode su neophodna
detaljnija istrazivanja kako bi se utvrdila potencijalna uloga ATG5 u T-limfocitima u
patogenezi MS i da li monitoring/modulacija ATG5 ima dijagnosticki/terapijski

potencijal u ovoj bolesti.
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1. PoviSena ekspresija ATG5 na nivou gena i proteina u T-limfocitima pacijenata sa
MS nije pracena transkripcionom indukcijom autofagije i stimulacijom
proteoliticke aktivnosti zavisne od autofagije.

2. Korelacija ekspresije ATG5 i TNF ukazuje na mogucu ulogu ATG5 u

proinflamatornoj aktivnosti T-limfocita u MS.
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Spisak skracenica:

APC - antigen-prezentujuce Celije (engl. antigen-presenting cells)
ATF4 - (engl. activating transcription factor 4)

ATG - (engl. autophagy related genes)

BCL2 - (engl. B-cell lymphoma 2)

BCR - B-¢elijski receptor

BECN1 - beklin-1

BNIP - (engl. Bcl-2-related BH3-only protein)

cDNK - komplementarna DNK

CIS - klinicki izolovani sindrom (engl. clinically isolated syndrome)
CMV - citomegalovirus

CNS - centralni nervni sistem

DC - dendritske celije

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

EAE - eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis

EBV - Epstajn Bar virus

EDSS - prosirena skala statusa onesposobljenosti (engl. expanded disability status scale)
FADD - (engl.Fas-associated protein with death domain)

FOXO - (engl. Forkhead Box 0)

FoxP3 - (engl. forkhead box P3)

GABARAP - (engl. aminobutyric acid receptor-associated protein)
GM-CSF - faktor stimulacije kolonija granulocita i monocita (engl. granulocyte
macrophage colony stimulating factor)

HLA - humani leukocitni antigen (engl. human leukocyte antigen)
Hsc70 - (engl. heat shock cognate 70)

IBD - inflamatorna bolest creva (engl. inflammatory bowel disease)
IFN - interferon

IL - interleukin

iRNK - informaciona ribonukleinska kiselina

KCS - Klinic¢ki centar Srbije

KMB - krvno-moZdana barijera

LC3 - (engl. microtubule-associated protein light chain 3)

MBP - bazni protein mijelina (engl. myelin basic protein)



MFUB - Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu

MHC - glavni kompleks gena tkivne podudarnosti (engl. major histocompatibiliity
complex)

M-MuLV - (engl. Moloney Murine Leukemia Virus)

MNCPK - mononuklearne éelije periferne krvi

MOG - mijelin oligodendrocitni glikoprotein

MRI - magnetna rezonanca (engl. magnetic resonance imaging, MRI)
MS - multipla skleroza

MSSS - skor teZine multiple skleroze (engl. multiple sclerosis severity score)
MTORC1 - (engl. mechanistic target of rapamycin complex 1)
MyD88 - (engl. myeloid differentiation primary response 88)

NF-kB - nuklearni faktor - kB

NK - urodenoubilacke ¢elije (engl. natural killer cells)

NLR - (engl. Nod-like receptors)

NO - azot monoksid

PCR - polimerazna reakcija lan¢anog umnozavanja

PI - fosfatidilinozitol

PIK3C3 - kataliticka subjedinica tipa 3 PI3 kinaze

PPMS - primarno progresivna multipla skleroza

PRRs - (engl. pattern recognition receptors)

gPCR - kvantitativna polimerazna reakcija lan€anog umnoZavanja
RA - reumatoidni artritis

RB1CC1 - (engl. RB1-inducible coiled-coil 1)

RLR - (engl. RIG-like receptors)

RNK - ribonukleinska kiselina

ROK - reaktivni oblici kiseonika

RRMS - relapsno-remitentna multipla skleroza

SD - standardna devijacija

SLR - (sequestosome 1/ p62-like receptors)

SNP - polimorfizam pojedinacnih nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism)
SPMS - sekundarno-progresivna multipla skleroza

SQSTM1 - sekvestazom 1 (engl. sequestasome)

TCR - T-Celijski receptor (engl. T cell receptor)



TGF-f - faktor transformacije rasta-f (engl. transforming growth factor-f3)
Th - pomo¢nicki T-limfociti (engl. T helper)

TLR - receptor sli¢an Toll-u (engl. Toll-like receptor)

TNF - faktor nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor)

Treg - regulatorni T-limfociti

ULK - (engl. Unc-51-like kinase)

UVRAG - (engl. UV irradiation resistance-associated tumor suppressor gene)

ACt - ciklus praga detekcije (engl. treshold cycle)
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