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POPIS SKRACENICA I AKRONIMA

cNK stanice- konvencionalne prirodnoubilacke stanice (engl. conventional natural killer cells)

CT- kompjuterizirana tomografija (engl. computed tomography)

CCR6- c-c kemokinski receptor 6 (engl. c-c chemokine receptor 6)

CCL20- c-c kemokinski ligand 20 (engl. c-c chemokine ligand 20)

CXCL6- c-x-1 kemokinski ligand 6 (engl. c-x-c chemokine ligand 6)

CXCR6- ¢c-x-¢ kemokinski receptor 6 (engl. c-x-c chemokine receptor 6)

DAMP- molekularni obrasci povezani s oStecenjem stanice (engl. damage associated molecular patterns)
HSC- jetrene zvjezdaste stanice (engl. hepatic stellate cells)

ICAM-1- medustani¢na adhezijska molekula-1 (engl. intercellular adhesion molecule 1)

[FNy- interferon gama (engl. interferon gamma)

[LC- urodene limfoidne stanice (engl. innate lymphoid cells)

INKT- invariantne prirodnoubilacke stanice T (engl. invariant natural killer cells)

LrNK- jetrene prirodnoubilacke (engl. liver natural killer cells)

MAFLD- metabolicki uzrokovana bolest masne jetre (engl. metabolic associated fatty liver disease)
MAIT- invarijantne stanice T povezane s mukozom (engl. mucosal-associated invariant T cells)
MCD- metionin/kolin deficijentna dijeta (engl. methionine/choline deficient diet)

MCP-1- ¢imbenik koji privlaci makrofage (engl. macrophage chemotactic protein 1)

MMP- matriks metaloproteinaza (engl. matrix metalloproteinase)

MR- magnetna rezonanca (engl. magnetic resonance imaging)



MRE- magnetna rezonanta elastografija (engl. magnetic resonance elastography)

NASH- nealkoholni steatohepatitis (engl. nonalcoholic steatohepatits)

NCD- normokalori¢na dijeta (engl. normocaloric diet)

NF-«B- nuklearni faktor kappa B (engl. nuclear factor kappa B)

NK stanice- prirodnoubilacke stanice (engl. natural killer cells)

NKT stanice- prirodnoubilacke T stanice (engl. natural killer T cells)

PAMP- molekularni obrasci povezani s patogenima (engl. pathogen associated molecular patterns)

PD-1- programirani protein stani¢ne smrti 1 (engl. programmed cell death protein 1)

PDGF- ¢imbenik rasta trombocita (engl. platelet-derived growth factor)

RORyt- (engl. retinoic acid —related orphan receptor gamma t)

ROS- reaktivni kisikovi radikali (engl. reactive oxygen species)

TLR- (engl.toll like receptor)

TGFp- transformacijskog ¢imbenika rasta beta (engl. transforming growth factor beta)

TIMP- tkivni inhibitori metaloproteinaza (engl. tissue inhibitor of metalloproteinase)

TNFa- ¢imbenik nekroze tumora alfa (engl. tumor necrosis factor alpha)

VCAM-1- vaskularna stani¢na adhezijska molekula-1 (engl. vascular cell adhesion molecule 1)

aSMA- glatkomiSiéni aktin alfa (engl. alpha-smooth muscle actin)

y6T-stanice- gama delta limfociti T (engl. gamma delta T cells)



1.UVOD

1.1. Metaboli¢ki uzrokovana bolest masne jetre (MAFLD) i nealkoholni steatohepatitis (NASH)

Metabolicki uzrokovana bolest masne jetre (MAFLD) je najcesca kronicna bolest jetre. Pove-
zana je s pretiloS¢u, inzulinskom rezistencijom, SeCernom bolesti tipa 2, hiperlipidemijom, hipertenzi-
jom (1). MAFLD podrazumijeva Sirok spektar bolesti; od steatoze do nealkoholnog steatohepatitisa
(NASH) koji uz steatozu i infiltraciju upalnih stanica moze imati odredeni stupanj fibroze (2). NASH
je dakle progresivni oblik MAFLD-a kojeg uz steatozu prati i oSte¢enje hepatocita i upala. Zbog porasta
prevalencije te rizika od ciroze 1 hepatocelularnog karcinoma, NASH predstavlja znacajan javnozdrav-

stveni problemi (3).

MAFLD ukljucuje prisutnost makrovezikularne i mikrovezikularne steatoze bez znacajne kon-
zumacije alkohola. Za dijagnostiku se najcesce koriste tehnike poput ultrazvuka, kompjuterizirane to-
mografije (CT) 1 magnetske rezonance (MR). S obzirom da jetreni enzimi mogu biti urednih vrijedno-
sti, biokemijskom analizom krvi se ne moze potvrditi dijagnoza. Biopsija jetre je 1 dalje zlatni standard
za dokazivanje stadija jetrene bolesti, ali se zbog svoje invazivnosti sve vie daje prostora laboratorij-
skim nalazima koji ukazuju na disfunkciju jetre te neinvazivnim slikovnim metodama poput oslikava-

nje Fibroscanom i magnetnom rezonantnom elastografijom (MRE) (1).

1.2. Dosad poznati patofizioloski mehanizmi
1.2.1. Steatoza i lipotoksi¢nost

Patogeneza koja dovodi do MAFLD-a nije u potpunosti jasna. Nekoliko je klju¢nih dogadaja
u patofiziologiji NASH-a; steatoza, lipotoksi¢nost, oksidativni stres, aktivacija stanica imunosnog od-

govora, poremecaj intestinalne barijere te nastanak fibroze.



Pretili pacijenti 1 dijabeticari tipa 2 razvijaju inzulinsku rezistenciju koja dovodi do povecane
lipolize 1 hiperinzulinemije. Lipoliza u masnom tkivu uzrokuje povecanje razine slobodnih masnih
kiselina u krvi i njihovog ulaska u hepatocite (4). Inzulin direktno potice sintezu masnih kiselina putem
aktivacije mMTORC1-SREBP1 puta i ulaz glukoze koja se onda koristi za metabolizam, sintezu masnih

kiselina 1 sintezu glikogena (95).

U nastanku steatoze glavnu ulogu ima akumulacija masti u obliku slobodnih masnih kiselina,
diacilgicerola, slobodnog kolesterola, ceramida, fosfolipida i triglicerida u hepatocitima (1,3). Prekur-
sori triglicerida; masne kiseline i diacilgliceroli mogu djelovati lipotoksi¢no te ostetiti hepatocite. Iz
oStecenih hepatocita se otpustaju: ¢imbenik nekroze tumora alfa (engl. tumor necrosis factor alpha,
TNF-a), razni interleukini ( IL-1f, IL-18, IL-33), ¢imbenik koji privla¢i monocite (MCP-1), moleku-
larni obrasci povezani s o$teenjem stanice (engl. damage associated molecular patterns - DAMP) i dr.

koji aktiviraju i reguliraju urodeni i steeni imunosni odgovor (3).

1.2.2. Oksidativni stres

se odvija oksidacija masnih kiselina. Reaktivni kisikovi radikali (ROS) direktno oSte¢uju stanice putem
(per)oksidacije lipida, a indirektno putem indukcije stvaranja proupalnih citokina TNF-a, transforma-
cijskog ¢imbenika rasta beta (TGFB) 1 drugih proupalnih citokina te kroz indukciju ekspresije liganda
za Fas (FasL) na hepatocitima (4). Faktori oslobodeni iz oStecenih hepatocita kao $to su DAMP zajedno
sa moluekularnim obrascima povezanim s patogenima (engl. pathogen associated molecular patterns-
PAMP) putem TLR4 (engl. toll-like receptor 4) aktiviraju zvjezdaste jetrene stanice (Itove stanice) koje

proizvodeci kolagen poticu pretjerano cijeljenje i fibrozu jetre (1,2,6).



1.2.3. Crijevna barijera

Crijevna barijera regulira prolaz tvari dobivenih razgradnjom hrane probavnim enzimima i
djelovanjem bakterija iz crijeva u portalnu cirkulacija (2). Pretjerani rast i promjena sastava mikrobiota
crijeva opisana je u misjim modelima MAFLD-a, ali i u ljudi s NASH-om gdje je povezana s poveca-
nim razinama TNF-o 1 pove¢anom propusnosti crijevne barijere. TNF-o zajedno s IL-1B promovira
nastanak inzulinske rezistencije (7). Prehrana bogata mastima 1 fruktozom je vjerojatno odgovorna za
promjenu sastava mikrobiote crijeva (8). Povecana permeabilnost crijevne barijere dovodi do translo-
kacije bakterija, njihovih toksina i nusprodukata metabolizma u portalnu cirkulaciju te tako aktivira
upalni odgovor u jetri. Promjene u funkcionalnosti crijevne barijere primijeene su kod cak 40%
MAFLD pacijenata (2, 21). Smanjena funkcionalnost crijevne barijere zajedno s adipokinima iz masti
dovodi do smanjenja inzulinske osjetljivosti (1). Inzulinska rezistencija nadalje dovodi do lipolize u
masnom tkivu i oslobadanja masnih kiselina te njihovo Sirenje u mnoge organe medu kojima je i jetra.

U jetri se one taloZe u hepatocitima i stvaraju steatozu te djeluju lipotoksicno (9).

1.2.4. Fibroza

Fibroza jetre oznacava proces cijeljenja koji se gotovo uvijek javlja kao odgovor na ozljedu
(10). Iz oStecenih stanica jetre oslobadaju se ROS 1 sadrZaj stanica Sto aktivira Itove ili zvjezdaste
jetrene stanice (engl. hepatic stellate cells - HSC) 1 privlaci makrofage. Makrofazi i HSC luce proupalne
medijatore, privlace limfocite T i neutrofile. Iz aktiviranih makrofaga izlu¢eni TGFp potice diferenci-
jaciju HSC u miofibroblaste, a ¢imbenik rasta trombocita (PDGF) potice proliferaciju miofibroblasta.
Miofibroblasti nadalje izrazavaju glatkomiSi¢ni aktin (aSMA) 1 kolagen tipa 1. Pojacano odlaganje
matriksa i fibroza nastaju i zbog lucenja tkivnih inhibitora metaloproteinaza (TIMP) koji inhibiraju
matriks metaloproteinaze (MMP); proteoliticki enzim iz makrofaga koji razgraduje komponente eks-

tracelularnog matriksa. .



1.2.5. Uloga imunosnih stanica

Veliku ulogu u patogenezi NASH-a imaju stanice urodene imunosti u ¢emu najvise sudjeluju
prirodnoubilacke stanice (NK), prirodnoubilacke stanice T (NKT), urodene limfoidne stanice (ILC),
invarijantne stanice T povezane s mukozom (MAIT) i gama delta limfociti T (yoT). U patogenezi

NASH-a sudjeluju jos i makrofagi (Kupfferove stanice), HSC 1 hepatociti (3).

NK stanice ¢ine 30-50% limfocita u humanoj jetri, a samo 10% u jetri miSeva. Dva su osnovna
tipa; LrNK (jetrene prirodnoubilacke) i cNK (konvecionalne prirodnoubilacke) stanice. Pokazano je
da pretili ljudi imaju znacajno veci broj stanica NK u jetri, a u NASH-u posebice raste brojnost
NKG2D* NK stanica (3). Za takve NK stanice je dosad pokazano da zapravo djeluju protektivno i

inhibiraju fibrozu jer luce interferon gama (IFNy) koji inducira apoptozu jetrenih zvjezdastih stanica

(11).

NKT stanice ¢ine oko 30% jetrenih limfocita (11). Razlikujemo invarijantne (iNKT) i -nein-
varijante podtipove stanica NKT. Na miSevima je pokazano da dijeta bogata mastima i saharozom
potice apoptozu stanica NKT te time potice upalu jetre, Sto ukazuje na zastitnu ulogu tih stanica (3).
Misevi bez stanica NKT, a hranjeni hranom bogatom mastima imaju ve¢i rizik za razvoj steatoze 1
porast tjelesne tezine. S druge strane, u uznapredovalom NASH-u poveca se broj NKT u jetri (2,11).
Ukoliko se miSeve podvrgne prehrani s nedostatkom metionina 1 kolina dolazi do porasta stanica NKT
koje stvaraju osteopontin 1 ligand hedgehog Sto potice diferencijaciju miofibroblasta iz jetrenih zvjez-
dastih stanica (3). Ipak, uloga stanica NKT u fibrogenezi nije jo§ sasvim razja$njena. Poznato je da su
INKT u zdravoj jetri prisutne 1 u mirovanju, dok se kod ozljede jetre aktiviraju putem osi CXCR6-
CXCL16 te tada luce IFNy 1 IL-4. Naime, miSevi s nedostatkom receptora CXCR6 imaju smanjeno
stvaranje proupalnih citokina, smanjenju akumulaciju makrofaga te su rezistentni na fibrozu Sto ipak

upucuje na to da iste stanice mogu imati 1 poticajni u¢inak u procesu fibroze (2,11).

Urodene limfoidne stanice tipa 2 (ILC2) se nalaze u crijevu, kozi, plu¢ima, jetri te nekim

drugim perifernim tkivima. U fibroti¢noj jetri se nalaze u pove¢anom broju, ali istog fenotipa kao i u

4



nefibroti¢noj jetri. Kao reakcija na hepatocelularni stres i ekspresiju IL-33, aktiviraju se i stvaraju IL-
13 Sto aktivira jetrene zvjezdaste stanice 1 time sudjeluju u procesu nastanka fibroze jetre (3). S druge

strane, aktivirane ILC2 stanice smanjuju razinu TNF-o i tako smanjuju oStecenje jetre (11).

78 limfociti T su podskupina CD3" stanica T i &ine 15-25% limfocita T te 3-5% svih limfocita
u humanoj jetri (3,12). Aktiviraju se putem TLR receptora ili putem citokina (12,13). Najvise ih ima u
mukozi crijeva, ali obiluju i u jetri, krvi, dermisu te slezeni (12). Pri dijeti bogatoj mastima i ugljiko-
hidratima raste njihov broj pa tako i broj IL-17A-producirajudih stanica sto pridonosi razvoju steato-
hepatitisa, tj. dovodi do oStecenja jetre i poremecaja metabolizma glukoze. yOT stanice u masnom tkivu
pokrecu upalni odgovor preko monocita i smanjuju osjetljivost na inzulin. U steatohepatitisu y6 limfo-
citi T imaju povecanu ekspresiju PD-1 (programirani protein stani¢ne smrti 1), CD1d i CD36 (3). Me-
dutim, postoje i radovi koju pokazuju protektivan ucinak y3T. Tako je pokazano da se aktivacijom
CCR6-CCL20 kemokinske osi nakupljaju stanice ydT IL-17+ IL-22+ u jetri gdje postizu antifibroti¢ni

ucinak tako Sto poti¢u apoptozu jetrenih zvjezdastih stanica (11).

Invarijantne stanice T povezane s mukozom (MAIT stanice), (engl. mucosa associated
invariant T cells) ¢ine 20-50% svih limfocita T u humanoj jetri, a samo 0.6% u C57BL-6 misSeva
(3,14). One su veliki izvor raznih citokina; IFN-y, TNF-a i [L-17 putem kojeg aktiviraju zvjezdaste
jetrene stanice §to dovodi do fibroze. MiSevi s nedostatkom MAIT stanica su jako podlozZni bakterij-
skim 1 gljivicnim infekcijama, ali razvijaju manji stupanj fibroze Sto potvrduje ulogu istih stanica u
razvoju fibroze. Djeluju citotoksi¢no, u mirovanju stvaraju granzim A i K, a aktivne stvaraju grenzim
B i perforin kojima buse i ubijaju bakterije. S progresijom MAFLD-a njihov se broj u perifernoj krvi
smanjuje, a u jetri se koncetriraju oko steatoti¢nih hepatocita $to upucuje na translokaciju MAIT stanica
u jetru tijekom kronicne bolesti jetre, sa troSenjem zaliha istih na periferiji (14). Istrazivanja na ovim
stanicama takoder ukazuju na kontradiktorne rezultate. S jedne strane, pokazalo se da one poticu pro-

liferaciju te fibrinogenu i proupalnu ulogu miofibroblasta u jetri, a s druge strane u miSjem NASH-



modelu pri ishrani s nedostatkom metionina i kolina pokazalo se da poticu protuupalne M2 makrofage

te posredstvom IL-4 1 IL-10 djeluju protektivno na djelovanje upale u jetri (3,14).

U jetri razlikujemo dva tipa makrofaga; Kupfferove stanice (koje dominiraju u zdravoj jetri)
i makrofage nastale iz monocita. Kupfferove stanice se nalaze u sinusoidama $to znaci da su u izravnom
kontaktu s antigenima iz gastrointestinalnog trakta. Njihov broj pada u upali i fibrozi, dok s druge
strane broj makrofaga iz monocita raste kao odgovor na ozljedu. Oni pridonose razvoju fibroze tako

Sto aktiviraju miofibroblaste (2).

Pomagacki limfociti T 1 (Thl) stvaraju IFNy i IL-12; IFNy smanjuje odlaganje kolagena, a
zajedno s IL-12 smanjuje lucenje profibrogenih citokina iz Th2. Za razliku od tog antifibroti¢nog dje-

lovanja, pomagacki limfociti T 2 (Th2) poticu fibrozu (11).

Pomagacke limfociti T 17 luce interleukin 17 1 22 (IL-17 1 IL-22). Receptori za IL-17 se
nalaze na mnogobrojnim stanicama u jetri; monociti, Kupfferove, HSC 1 kolangiocitima. Aktivacijom
tih receptora povecava se sekrecija proupalnih citokina (IL-1B, IL-6, TNF 1 TGFf). IL-17 direktno
povecava sintezu kolagena u HSC. S druge strane, receptori za IL-22 nalaze se samo na hepatocitima

i njihovom aktivacijom povecava se preZivljavanje i proliferacija hepatocita (11).

Zvjezdaste jetrene stanice (HSC) su antigen prezentirajuce stanice koje su izvor slobodnih
kisikovih radikala, proupalnih citokina i kemokina te nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (NADPH);

oksidaze. Pridonose ozljedi jetre 1 smanjenju protupalnih citokina (IL-10, IFNy) (11).



1.3. Uloga prehrane

U raznim istrazivanjima koriSteni su razli¢iti zivotinjski modeli s prehranom koja bi trebala
oponagati nezdrave prehrambene navike ljudi koje dovode do metabolickog sindroma, steatoze jetre,
odnosno MAFLD-a i NASH-a. Neke od najcesce koristenih dijeta su dijeta s visokim udjelom masti,
dijeta bez kolina i metionina, dijeta bogata fruktozom i tzv. zapadnjacka dijeta (3,4). MiSevi hranjeni
HFD-om (engl. high fat diet) su pretili, u krvi imaju visoku razina triglicerida, alanin-aminotransferaze
(ALT-a) te TNF-q, inzulina i neutrofila u jetri te pokazuju fokalnog oSte¢enje hepatocita u jetri (4).

Nedostatak je Sto se razvija blaga upala i steatoza, te Sto izostaje fibroza (3,4).

MCD (metionin/kolin deficijentna dijeta) je dijeta siromasna metioninom i kolinom. Metionin
1 kolin su oboje nuzni za beta-oksidaciju i pakiranje triglicerida u VLDL. Ta dijeta pojacava upalni
odgovor; aktivira makrofage preko nuklearnog faktora kappa B (NF-«B), povecava razine TNF-a, IL-
6 1 TGF- te ekspresiju medustani¢ne adhezijske molekule-1 (engl. intercellular adhesion molecule 1,
ICAM-1), vaskularne stani¢ne adhezijske molekule-1 (engl. vascular cell adhesion molecule 1,
VCAM-1) i ¢cimbenika koji privlaci makrofage-1 (engl. macrophage chemotactic protein - MCP-1) §to
rezultira nakupljanjem neutrofila 1 makrofaga u jetru (4,15). Nedostatak ove dijete je Sto se biljeze

niske razine triglicerida, kolesterola, inzulina, leptina i glukoze $to ne ide u prilog ljudskom NASH-u
(16).

Zapadnjacka dijeta bogata je mastima, SeCerom i soli te kao takva izaziva metabolicki sindrom,
ali ne dovodi do porasta TNF-a, IL-6, and NF-xB. Najpovoljni rezultati su se dobili s Wistar Stakorima
koji su uz tu dijetu povremeno dobivali 1 ,,kafeterijsku hranu (krekeri, keksi, procesirano meso..) (4).
To je doprinijelo razvoju mikrovezikularne steatoze, steatohepatitisa te kroni¢ne upale kod Stakora Sto

dobro korelira s razvojem ljudskog MAFLD-a, ali ne i s fibrozom (4,16).

Fruktoza regulira ulaz glukoze i sintezu glikogena. Dijeta bogata fruktozom podize razinu tri-

glicerida putem povecane lipogeneze te tako u konacnici dovodi do povecanja tjelesne teZine, a u jetri
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namirnicama biljnog podrijetla i ribe, a manje mesa 1 mlije¢nih proizvoda te time nudi antioksidativna
1 protupalna svojstva mogla bi, odnosno trebala bi biti glavni preventivni pristup MAFLD-u (17). Po-

kazalo se da navedena dijeta moze smanjiti akumulaciju i napredovanje fibroze jetre (18).

2. SVRHA RADA

Metabolicki uzrokovana bolest masne jetre (MAFLD) danas je najcesca kronicna bolest jetre.
Ona predstavlja jetrenu manifestaciju metabolickog sindroma kojeg Cine centralna pretilost, hiperten-
zija, hiperglikemija ili Secerna bolest tip 2 1 hiperlipidemija. Ova bolest predstavlja pandemiju danas-
njeg razvijenog svijeta nastalu kao posljedica nezdravog sjedilackog nacina zivota. Rastuca prevalen-
cija, nedostatak terapije i mogucnost progresije u karcinom ¢ine ju znacajnim javnozdravstvenim pro-
blemom. Hepatocelularni karcinom i ciroza jetre uzrokovane MAFLD-om vodeca su indikacija za
transplantaciju jetre u svijetu. jetre. Inicijacija upale smatra se klju¢nim korakom za progresiju bolesti.
Svrha ovog rada bila je prouciti mehanizme rane aktivacije urodenog imunosnog odgovora i onih sta-

nica koje u njemu imaju najvazniju ulogu.



3. MATERIJALI I METODE

3.1. MiSevi

U svrhu ovog istrazivanja koriSten je misji model za NASH, odnosno misSevi koji su izlozeni
SSD-u (engl. steatosis and steatohepatitis diet). Kontrolna skupina miseva je bila na NCD-u (engl.
normocaloric diet ). SSD sadrzi 42% zasicenih masti, 22% fruktoze te 2% kolesterola. MiSevi hranjeni
sa SSD-om razvijaju steatozu koja progredira u NASH. Navedena dijeta oponasa nezdrave prehram-
bene navike Covjeka. U pokusima su koristeni knock-out sojevi miseva s nedostatkom receptora TCRS
te kontrolni C57BL/6 miSevi. Svi miSevi su uzgajani u Centru za uzgoj i inZenjering laboratorijskih
misSeva (LAMRI) u sklopu Medicinskog fakuteta SveuciliSta u Rijeci. Sva istraZivanja na Zivotinjama
provedena su sukladno bioetickim standardima 1 uz potvrdu Etickog povjerenstva Medicinskog fakul-

teta Rijeka.

3.2. Histoloski preparati

Tkiva su fiksirana u formalinu te uklopljena u parafin. U svrhu imunohistoloske analize tkivo
jetre je podvrgnuto procesu razotkrivanja antigena sa puferom Tris-EDTA (pH=9) u vodenoj kupelji
pri temperaturi od 97°C kroz 20 minuta. Za blokadu tkiva koriSteni su govedi serumski albumini (bovin
serum albumin). Nadalje je materijal podvrgnut indirektnoj metodi imunohistokemijskog bojanja. U tu
svrhu koriStena su primarna protutijela; misje anti-ljudsko protutijelo specificno za ljudski TCRd-sta-
ni¢ni receptore; (klon H-41 od tvrtke Santa Cruz, K2320) i magarece anti-ljudsko protutijelo specificno
za ljudski citokin IL-17A; (od tvrtke R&D, AF-317-NA). Nakon toga napravljen je blok endogene
peroksidaze komercijalnim kitom (proizvoda¢ Dako) te inkubacija sa sekundarnim protutijelima: poli-
klonsko ze¢je anti-misje IgG konjugirano s Alexa fluor 488 (od tvrtke Abcam, ab150125) i poliklonsko
kozje anti-magarece [gG konjugirano s Alexa Fluor 647 (od tvrtke Abcam, ab150135). Za kvantitativnu analizu

fibroze jetre odnosno depozita kolagena, materijal je obojen pikrosirius crvenilom. Kako bismo prika-



zali specificne promjene na jetri napravljene su histoloske analize jetrenih preparata bojanih hemato-
ksilin-eozin (HE) bojilom nakon 4, 8, 12 i 16. tjedna od pocetka SSD dijete. Imunoflorescentnim bo-

janjem oznaceni su i vizualizirani yo limfociti T te najzastupljeniji citokin IL-17A.

3.3. Stanicne linije

Iz jetre su razli¢itim vremenskim razmacima od pocetka primjene SSD dijete izolirani ukupni
jetreni limfociti gradijentom na perkolu. Stanice su stimulirane s PMA 1 ionomicinom in vitro kroz 4
sata te je odredena ucestalost stanica koje proizvode citokine. Proto¢nom citometrijom izdvojene su i

analizirane stanice od najveceg interesa; yo limfociti T 1 MAIT stanice.
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4. REZULTATI

4.1. Specifi¢ne histoloSke promjene na jetri miSeva hranjenih SSD-om

Analizirala sam histoloske preparate misje jetre u razlic¢itim razmacima (4, 8, 12 i 16 tjedana)
od pocetka SSD-a. SSD je dijeta bogata mastima, fruktozom i kolesterolom, a koristila se kako bi
oponasala nezdrave prehrambene navike u ljudi. Makroskopskim pregledom jetre utvrdila sam prom-
jene boje u zuckastu §to upucuje na nastanak steatoze. HistoloSkom analizom jetrenih preparata bojanih
hematoksilin-eozin bojanjem uocila sam specificne promjene koje su odgovarale razvoju MAFLD-a
odnosno NASH-a. Nakon 4 tjedna primjene SSD-a uocene su prve promjene na hepatocitima u smislu
povecanja njihove veli¢ine. Nakon osam tjedana pocelo je nakupljanje lipidnih kapljica u istim stani-
cama §to odgovara steatozi. Kasniji stadiji (nakon 12 tjedana) obiljezeni su infiltracijom imunosnih
stanica i nastankom upale. U zadnjem stadiju proucavanja histoloskih preparata jetre (nakon 16 tje-

dana) razvila se fibroza izmedu jetrenih stanica, prije svega periportalno (Slika 1).

NCD 4 tjedna 8 tjedana 12 tjedana 16 tjedana

Slika 1. Histololoski preparat jetre bojan hematoksilin-eozin bojilom (HE). Prikazan je u¢inak SSD-a na
jetru miSa. Nakon 4 tjedna prisutno je uvecanje hepatocita, nakon 8§ tjedana steatoza, nakon 12 tjedana u-
pala i nakon 16 tjedana fibroza.
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4.2. Uloga yo limfocita T i citokina IL-17A u promicanju upalnog odgovora u jetri

Iz jetre sam u razliCitim vremenskim razmacima od pocetka primjene SSD-a (2, 4, 8, 121 16
tjedana) izolirala ukupne jetrene limfocite centrifugiranjem s perkolom po principu odvajanja na gra-
dijentu gustoce. Stanice sam potom stimulirala in vitro s PMA i ionomicinom kroz 4 sata te odredila
ucestalost stanica koje proizvode citokine. Najzastupljeniji citokin medu izoliranim limfocitima bio je
IL-17A. Specifi¢no povecanje proizvodnje citokina IL-17A po SSD-u pokazali su samo jetreni limfo-
citi (Slika 2). Proto¢nom citometrijom sam potom identificirala stanice koje su najveci izvor citokina
IL-17A; yo limfociti T (Slika 3a). Uocila sam da je zastupljenost tih stanica puno veca u miseva koji

su primali SSD nego u onih na NCD-u (Slika 3b).

5 —_
= (CS57BL6/J NCD
4 -{ =W C57BL6/J SSD
IL-17A" (% zivih limfocjta) -
37 g o
2 *k o i
1 | N - - - l
0 T T T T T
2 4 8 12 16

Vrijeme (tjedni)

Slika 2. Razlika u zastupljenosti citokina IL-17A u miSeva na NCD-u i miSeva hranjenih SSD-om. Vidljiv je
progresivan rast razine citokina IL-17A u miSeva na SSD-u, u odnosu na miSeve na NCD-u gdje su te razine
manje, ve¢inom stalne i ne pokazuju zna¢ajan rast kroz vrijeme.
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Slika 3a i 3b. Razlika udjela stanica yd limfocita T izmedu kontrolne skupine miSeva na NCD-u i miSeva na
SSD-u te zastupljenosti istih unutar IL-17A producirajuéih stanica.

4.3. Uloga v0 limfociti T u nastanku fibroze jetre

Kako bih potvrdila hipotezu da su yd limfociti T vazni za pokretanje fibroze u jetri, usporedila
sam miseve s nedostatkom receptora TCRd (TCRd”" misevi) sa kontrolnim C57BL/6 misevima. Obje
vrste miseva hranjene su SSD-om u trajanju od 16 tjedana. Histoloski preparati su analizirani metodom
bojanja pikrosirijus crvenilom, a dobivene promjene su kvantificirane (Image J software). Analiza je
pokazala statisticki zna¢ajno smanjenu prisutnost fibroze u tkivu jetre TCRd”" miseva §to potvrdilo
nasu hipotezu da su 6 limfociti T izrazito bitni u mehanizmu inicijacije 1 progresije NASH-a (Slika

4a i 4b).
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Slika 4a. Histoloski preparati jetre bojani pikrosirius crvenilom u TCRd” i C57BL/6 miseva. Vidljiva je zna-
¢ajno veéa koli¢ina odlozenog kolagena u kontrolnih C57BL/6 u odnosu na TCRd”" miseve hranjenih SSD-om.
Obje vrste miSeva hranjene NCD-om ne razvijaju fibrozu.

Slika 4b. Razlika u udjelu kolagena u jetri izmedu C57BL/6 miSeva i TCRd"™ miSeva. Vecéi postotak kolagena
prisutan je u C57BL/6 miseva

4.4. Uloga MAIT stanica kao izvora citokina IL-17A

MAIT stanice su uz yo limfocite T takoder vrlo vazan izvor citokina IL-17A te pripadaju sku-
pini limfocita T sa svojstvima urodene imunosti. Ispostavilo se da je zastupljenost MAIT stanica veca
u TCRd”" miSevima u odnosu na C57BL/6. Takoder, MAIT stanica je nadeno znagajno vise u TCRd"”"
miSevima hranjenih SSD-om nego NCD-om (Slika 5). Daljnim istrazivanjem ispitan je potencijal ovih
stanica za lucenje citokina IL-17A tako $to je obojen tranksripcijski faktor RORyt (engl. retinoic acid—
related orphan receptor gamma t) koji predstavlja regulator za ovaj citokin. Analizom uz pomo¢ pro-
tocne citometrije ispostavilo se da MAIT stanice ¢ine vecinu stanica koje posjeduju navedeni trans-
kripcijski faktor (Slika 6). Da bi napravili korelaciju razvoja NASH-a u miSeva s razvojem NASH-a u

ljudi 1 da bi mogli utvrditi koje su stanice odgovorne za imunopatologiju progresije MAFLD-a u NASH
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u ljudi, histoloski sam analizirala ljudsku jetru. Ispostavilo se da u ljudskoj jetri nema znakova koloka-

lizacije stanica yOT i IL-17" stanica. (Slika 7).
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Slika 5. Zastupljenost MAIT stanica u jetri. Vise je istoimenih stanica u TCRd” miseva u odnosu na C57B
ali isto tako ih je vise u onih TCRd”" misevima na SSD-u u odnosu na NCD-u.

Ekspresija RORYS u razliitim
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Slika 6. Zastupljenost stanica koje izrazavaju transkripcijski faktora RORyt u jetri. RORyt je najviSe prisutan u
MAIT stanicama.
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Slika 7. Histoloski preparat ljudske jetre bojane imunoflorescentnim bojanjem. Vidljive su jezgre stanica
(plavo) od kojih yd limfociti T (zeleno) ne pokazuju kolokalizaciju sa stanicama koje luce citokin IL-17A (cr-
Veno).

5. RASPRAVA

MAFLD je goruéi javnozdravstveni problem danasnjice jer zahvaca sve ve¢i broj ljudi te nosi
potencijal za razvoj ciroze jetre i hepatocelularnog karcinoma koji nadalje predstavljaju indikaciju za
transplataciju jetre (19). Veliku ulogu u nastanku MAFLD-a ima nezdrava prehrana koja je u ovom
radu imitirana SSD-om koja je izazvala promjene u vidu uvecanja hepatocita, steatoze, upale i fibroze
kao kod ljudi. MiSevi su na SSD-u imali vie v limfocita T 1 MAIT stanica ve¢ nakon samo 2 tjedna
od pocetka dijete, vece razine IL-17A te znacajnije odlaganje kolagena. Citokin IL-17A koji je znacajno
te progresiju steatohepatitisa u karcinom (12). Mi smo ustvrdili da je vecina stanica koje proizvode
ovaj citokin upravo yd limfocit T. yd limfociti T zajedno s af T stanicama i neutrofilima stvarajuéi IL-
17 aktiviraju Kupfferove i HSC stanice te tako djeluju poticajno na nastanak fibroze (12,13). S druge
strane, oni o limfociti T koji izrazavaju CCR6, putem CCR6-CCL20 kemokinske osi koji se aktivira
nakon ozljede jetre, lu¢enjem IL-17 i IL-22 potic¢u apoptozu HSC putem Fas/Fas liganda i tako djeluju

antifibrogeno (11,12,13). Da se zakljuciti, da u¢inak yd limfocita T nije uvijek isti te da ovisi prije
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svega o njihovom fenotipu i citokinima koje luce. Tako yd limfociti T koji luce IL-17 mogu suprimirati

imunosne stanice, a one koje lu¢e IFNy mogu dovesti do apoptoze hepatocita (13).

Njihovo djelovanje na upalu ponovno moze biti zastitno, ali i proupalno (3,12,13,20). IL-17
stimuliraju¢i upalne stanice na proizvodnju upalnih kemokina i citokina indirektno izaziva upalu. An-
tagonistickim djelovanjem na IL-17 smanjuje se upala i progresija MAFLD-a u HCC (20,21). FGF21
( faktor rasta fibroblasta 21) koji se stvara u jetri kao posljedica metabolickog stresa, pretilosti, Sec¢erne
bolesti i sl. putem negativne povratne sprege djeluje na TLR4 signal iz hepatocita i tako inhibira stva-
ranje IL-17A. FGF21 bi stoga mogao postati terapijska metoda koja bi mogla zaustaviti progresiju

NASH-a u HCC (21).

Nadalje, ova studija istrazuje vaZznost MAIT stanica u patogenezi NASH-a u ljudi. Zastuplje-
nost navedenih stanica je veéa u TCRd”" miSeva hranjenih SSD-om nego istih mieva na NCD-u kako
pokazuje ovo istrazivanje. Mogu poticati proliferaciju te fibrogenu funkciju miofibroblasta putem MR1
(molekula povezana s MHC 1), a proupalnu funkciju istih stanica poti¢u lu¢enjem TNF 1 IL-17A
(3,14,22). Medutim, u miSeva na MCD-u se pokazalo da MAIT stanice (kojih je ponovno vise nego na
NCD-u) poticu protuupalne M2 makrofage te da posredstvom IL-4 1 IL-10 djeluju protektivno na nas-
tanak upale u jetri (3,14,23). To se protuupalno svojstvo MAIT stanica potvrdilo na Mr”” miSevima (s
manjkom MAIT stanica) koji su na istoj dijeti pokazali sklonost nastanku upale jetre (veca ekspresija
TNFa, nakupljanje M1 proupalnih makrofaga) i steatoze (22,23). Poticajno djelovanje na fibrozu do-
kazano je isto u miSeva s deficijencijom MAIT stanica koji su bili otporni na fibrozu (24,25). Fibroza
nastaje tako Sto one poticu proliferaciju HSC putem IL-17A 1 direktnog medustani¢nog kontakta

(24,25,26). Njihov uc¢inak u razlicitim imunoloSkim bolestima moZe dakle biti 1 Stetan 1 zaStitan.

Broj MAIT stanica u krvi se takoder u vecini kroni¢nih upalnih i autoimunosnih bolesti sma-
njuje Sto moZe biti posljedica njihove migracije u zahvacena tkiva ili povecane stanicne smrti (22). U
ciroti¢noj jetri je takoder smanjen broj MAIT stanica, ali dolazi do promjene njihovog fenotipa (postaju

CTLAA4+, PD-1+ 1 IL-17+) te do njihove redistribucije u fibroti¢ne septe (3,22,23,25). U pacijenata s
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MAFLD-om je manje cirkuliraju¢ih MAIT stanica, ali ih je viSe u jetri u odnosu na zdrave kontrolne
skupine te se nakupljaju oko steatoti¢nih hepatocita (22,23,26). Broj istih stanica raste u akutnoj fazi
nakon ozljede ili infekcije, ali prijelazom u kroni¢nu fazu njihov broj opada. Isto tako u MAFLD-u
jetra obiluje imunosnim stanicama i ta upala doseze vrhunac u NASH-u, da bi se u HCC ista suprimirala

(28).

U pretilih ljudi MAIT stanice pokazuju proupalno djelovanje u masnom tkivu i ileumu (29). U
masnom tkivu luce IL-17 $to izaziva inzulinsku rezistenciju (22). Dovode do promjena crijevne mik-
robiote ileuma $to potice upalu i tako remeti integritet crijevne barijere s posljediénom endotoksemijom
koja dalje inducira inzulinsku rezistenciju (28, 29). MAIT stanice su u ovom radu pokazale veliki po-
tencijal za proizvodnju IL-17 $to se dokazalo bojanjem transkripcijskog faktora RORyt ¢ime se dobilo
da su vecina stanica koja sadrze taj faktor upravo MAIT stanice. Navedeni faktor regulira ekspresiju
citokina IL-17 i razvoj TH17 stanica. Ekspresija RORyt mRNA raste u uznapredovalom HCC i to u
korelaciji s veli¢inom tumora. RORyt bi stoga mogao posluziti kao prognosticki faktor za uznapredo-
valu cirozu i razvoj HCC (24). S obzirom da je ljudska jetra, za razliku od misje, bogata MAIT stani-
cama (20-50% limfocita jetre), a siroma$na yd limfocitima T (3-5 % limfocita jetre) smatramo da bi
upravo one mogle biti odgovorne za inicijaciju upale u jetri 1 progresiju MAFLD-a u NASH, §to bi
koreliralo sa ulogom Yo limfocitima T u miSeva (3,14). Vise razlicitih istraZivanja je prepoznalo vaznost

MAIT stanica i njihovu mogucu terapijsku svrhu (27, 28, 29).
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6. ZAKLJUCAK

Inicijacija upalnog odgovora klju¢ni je dogadaj u progresiji MAFLD-a u NASH, cirozu i HCC.
Ovim istrazivanjem istice se centralna uloga v limfocita T u miSeva, odnosno MAIT stanica u ljudi, u
razvoju i daljnjem napredovanju MAFLD-a. Rezultati istrazivanja ukazuju na dvojaku funkciju obiju
stanica; ona moze biti u odredenom dijelu i zastitna i Stetna. Obje stanice sadrze sposobnost luc¢enja
citokina IL-17A, koji djeluje poticajno na stvaranje upale i fibroze, a progresivno raste tijekom prim-
jene SSD-a u ovom radu. MAIT stanice iy limfociti T direktno ili putem IL-17A poticu proliferaciju
HSC i tako dovode do fibroze (12,13,23,25,26). Uz njih fibrozu poticu i neke druge stanice poput NKT,
ILC2, Th2, Th17 i dr. Pocetak patogeneze ove bolesti je pretilost. U pretilih pacijenata dolazi do prom-
jena sastava crijevne mikrobiote (u ¢emu sudjeluju i MAIT stanice) $to narusava integritet crijevne
barijere te je povezano s ve¢im razinama TNF-a koji zajedno s IL-1p promovira nastanak inzulinske
rezistencije. Inzulinska rezistencija zacetak je metabolickog sindroma ¢ija je jetrena manifestacija
NASH. Ona potice lipolizu koja posljedi¢no dovodi do Sirenja i odlaganja masnih kiselina u hepatocite
jetre odnosno nastanak steatoze. Povecana propusnost crijeva dovodi do translokacije bakterija, endo-
toksina 1 Stetnih metabolita koji mogu izazvati upalu jetre. Zbog slozene patofiziologije pristup ovoj
bolesti zahtjeva multidisciplinarnost. Uz rani probir i dijagnostiku potrebna su i daljnja istrazivanja
koja bi nam omoguc¢ila daljnje razumijevanje patogeneze i otkrivanje vise terapijskih moguénosti. Za-
kljuéno, djelovanje MAIT stanica je Siroko te nije Stetno samo na razini jetre ve¢ i crijeva te cijelog
metaboli¢kog sustava. Stoga se mozZe pretpostaviti da ¢e one predstavljati u buduénosti novu terapijsku

metu u lijecenju MAFLD-a.
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7. SAZETAK

Nealkoholni steatohepatits je najcesca bolest jetre. Vaznost u prouc¢avanju mehanizama nas-
tanka ove bolesti lezi u rastucoj prevalenciji, mogucoj malignoj progresiji i nedostatnoj terapiji. Klju¢ni
patofizioloski dogadaji u nastanku NASH-a su steatoza i lipotoksi¢no djelovanje masnih kiselina, o-
ksidativni stres koji oStecuje hepatocite, pove¢ana propusnost crijevne barijere, upala koju ¢ine prido-
Sle stanice urodenog i steCenog imuniteta te odlaganje kolagena koje dovodi do fibroze. U progresiji
bolesti najvazniju ulogu imaju y6 limfociti T u miseva, $to najvjerojatnije odgovara MAIT stanicama
u Covjeka. Obje vrste stanica stvaraju citokin IL-17A ¢iji udio u jetri tijekom vremena progresivno

raste, a ¢ije je djelovanje dominantno poticajno na nastanak upale i fibroze.

Kljuéne rijeci: fibroza, upala, imunost, steatohepatitis

8. SUMMARY

Non-alcoholic steatohepatitis is the most common liver disease. The importance in studying
mechanisms of this disease lies in the growing prevalence, possible malignant progression and insuf-
ficient therapy. The key pathophysiological events in the development of NASH are steatosis and lipo-
toxicity of fatty acids, oxidative stress that damages hepatocytes, increased permeability of intestinal
barriers, inflammation made by innate and adaptive immune cells and collagen deposition leading to
fibrosis. The most important role in disease progression is played by ydT cells in mice, which most
likely corresponds to MAIT cells in humans. Both cell types produce cytokine IL-17A that increases
progressively over time and acts predominantly negative on the development of inflammation and fi-

brosis.

Key words: fibrosis, immunity, inflammation, steatohepatitis
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