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1. UVOD

Imunosni sustav ¢ini kompleksni splet specijaliziranih stanica, organa, tkiva i proteina koji
omogucuju zivot u neprestano promjenjivom okolisu. Makrofagi, kao stanice urodenog imunog sustava

s brojim ulogama u organizmu, pobuduju veliki interes znanstvenika.

Pocetkom dvadesetog stoljeca, prvi su puta opisani kao stanice fagocitirajuce aktivnosti (Liu i
sur. 2014). Tek je krajem 1990-tih uoCena je njihova visoka plasti¢nost i spektar populacija koje se osim
fenotipom razlikuju i funkcijom. Podjela na klasu M1 proupalnih makrofaga, aktiviranih klasi¢nim
putem, te klasu M2 protuupalnih makrofaga, aktiviranih alternativnim putem, pojednostavljena je
klasifikacija ovih imunosnih stanica po uzoru na klasifikaciju pomo¢nickih limfocita T na Tul i Tu2
stanice (Parisi i sur. 2018). Razlike u populacijama makrofaga posljedica su mikrokoli§nih uvjeta;
citokinskog milijea te fiziololskog stanja tkiva, koji uz modulaciju ekspresije gena mijenjaju i

metabolicki status stanica.

Proces upale koji zavrSava uspostavom homeostaze tkiva nakon uklanjanja izvora upale
zahtjeva odredeni vremenski slijed djelovanja imunosnih stanica. Makrofagi pritom prolaze polarizaciju
od M1 fenotipa temeljenom na ubijanju patogena i nova¢enju ostalih imunosnih stanica na mjesto upale,
prema M2 fenotipu koji potice proliferaciju stanica i popravak tkiva. Autoimune bolesti primjer su upala
kod kojih nedostaje razrjesenje; izvor upale jesu auto-antigeni koje je nemoguce ukloniti iz organizma
(Murray 2017). Poremecaj omjera M1 i M2 populacija makrofaga u tkivu jedno je od uocenih svojstva
nekih autoimunih bolesti. Povec¢ani udio M1 makrofaga te njihovih proupalnih produkata, uz manju
prisutnost M2 makrofaga, poti¢e oStecenja tkiva i dugotrajno zadrzavanje upale (Mohammadi i sur.
2018). Nije jo$ razjasnjeno jesu li poremecaji M1/M2 omjera uzrok autoimunih bolesti ili njihova
posljedica, no svojstvo plasti¢nosti populacija ¢ini ih potencijalnom metom u lijeCenju (Funes et al.,
2018). Ovaj zavrsni rad osvrnuti ¢e se na mehanizam polarizacije makrofaga, poremecaje polarizacije u

autoimunim bolestima te moguénost njihove modulacije u svrsi lijecenja.



2. PODRIJETLO MAKROFAGA

Prema nastanku, makrofage dijelimo na one embrionalnog podrijetla i makrofage monocitnog
podrijetla. Tijekom embrionalog razvoja eritrocitno-mijeloidni progenitori iz Zumanjcane vrece te
naknadno progenitorske stanice iz fetalne jetre premjestaju se u organe u nastajanju poput mozga, koze,
pluc¢a, gusterace i drugih. Ondje sudjeluju u organizaciji i remodeliranju tkiva, a zadrzavaju se i u

odrasloj dobi kada se samostalno odrzavaju proliferacijom, odnosno reaktivacijom stani¢nog ciklusa.

Monociti jesu mononuklearne stanice koje uz makrofage i dendriticke stanice pripadaju
mononuklearnom fagocitnom sustavu. Nastaju iz mijeloidne progenitorske stanice u fetalnoj jetri ili
kostanoj srzi nakon ¢ega cirkuliraju krvotokom. Osim §to mogu, ovisno o tkivu, zamijeniti tkivne
makrofage embrionalnog podrijetla na kraju zivotnog vijeka, na upalne signale diferenciraju u

makrofage, izlaze iz krvotoka i infiltriraju pogodena tkiva.

Usporedbom transkriptoma tkivnih makrofaga oba podrijetla uo¢ene su razlike u tek nekoliko

mRNA, a funkcionalno se ne mogu razluciti (Murray 2017).

3. POLARIZACIJA MAKROFAGA

Pojam polarizacije odnosi se na svojstvo plasticnosti populacija makrofaga; dinamicne
prilagodbe (adaptacije) stani€nog programa, a time i fenotipa, na uvijete u kojima se nalaze. Opce
prihvacena klasifikacija makrofaga dijeli ih u dvije klase; M1 i M2, prema tipu upalnih medijatora koje
izluCuju (Slika 1.). Ova klasifikacija pojednostavljuje stvarnu situaciju u tijelu te prikazuje opazanja in
vitro istrazivanja u pregenomskoj eri znanosti, periodu prije intenzivnih istrazivanja koja integriraju
analize genoma, transkriptoma 1 proteoma stanica (Ponzoni i sur. 2018.). Nazalost, bez
interdisciplinarnog pristupa ne mogu se oslikati multidimenzijski sustavi kao §to je imunosni (Murray

2017).

M1 skupinu makrofaga karakterizira proupalna aktivnost; stvaranje i luéenje proupalnih
citokina od kojih su neki tumorski ¢imbenik nekroze alfa (engl. ,, Tumor necrosis factor*, TNF-a.),
interleukini IL-1f, IL-6, IL-12 1 IL-18 te kemokini CCL5, CXCL9, CXCL10 i CXCLS5 kojima se potice
stani¢ni imunosni upalni odgovor. Njihova sposobnost predo¢avanja antigena pritom se poveca zbog
pojacane ekspresije gena glavnoga sustava tkivne snoSljivosti skupine 2. (engl. ,Major
histocompatibility complex class 11“, MHC 1I), koji se kod ¢ovjeka nazivaju geni HLA sustava (engl.
whuman leukocyte antigens*). Povecano eksprimiraju i kostimulatorske molekule CD40, CD80 ¢ime se
pojacava ucinak aktivacije limfocita Tul. Zbog povecane sinteze dusikovog oksida (NO) djelovanjem

inducibilne dusik oksid sintaze te stvaranja reaktivnih kisikovih oblika (ROS) direktno se ostecuju



fagocitirani mikroorganizmi i sprjeava proliferacija stranih stanica te vlastitih promijenjenih stanica
(Wang 1 sur. 2014). Diferencijacija makrofaga u ovu fenotipsku grupu potaknuta je mikrobnim
produktima kao Sto su lipopolisahardi (LPS), lipoteikoi¢na kiselina (LTH), granulocitni-makrofagni
stimuliraju¢i ¢imbenik (engl. ,.,granulocyte-macrophage colony-stimulatingfactor*“, GM-CSF) te citokin

interferon y (IFN-y).

Specificnosti protuupalnih makrofaga M2 skupine jesu poticanje razrjeSenja upale, obnova i
remodeliranje oStecenog tkiva, obrana od helminta te ukljucenosti u alergijske reakcije. Na povrsini
nose biljege CD36, transferinske receptore CD71 i CD163 te makrofagni manozni receptor (engl.
,»Macrophage mannose receptor”, MMR ili CD206). Odlikuje ih i povecana ekspresija enzima
arginaza-1 (Arg-1) te transglutaminaza 2 kojima poticu sintezu proteinskog izvanstani¢nog matriksa.
Ovu klasu dalje mozemo podijeliti na jo§ 4 skupine; M2a, M2b, M2¢, M2d, na temelju stimulansa koji
ih aktiviraju. Aktivacija citokinima IL-4, IL-13 usmjerava makrofage prema M2a fenotipu koji uklanja
ostecenja i luci protuupalni citokin transformirajuci cimbenik rasta-f (engl. ,, transforming growth factor
S, TGF B). M2b makrofagi vrSe regulatornu ulogu lu¢enjem glukokortikoida, IL-10, TGF-B, a
aktiviraju se imunokompleksima, LPS-om i citokinom IL-1. Skupinu regulatornih M2c¢ ¢ine makrofagi
M1 koji su deaktivirani djelovanjem glukokortikoida, IL-10 i CCL13, a TGF-B je njihov glavni izlu¢eni
medijator. TGF-p se pritom isti¢e u protuupalnom odgovoru smanjenjem sinteze NO i aktivacije
signalnog puta TGF-B/SMAD potrebnog za diferencijaciju regulatornih limfocita T (Di Benedetto i sur.
2019). Proangiogeni makrofagi M2d, aktivirani IL-6 i adenozinom A2a djeluju putem krvozilnog
endotelnog ¢imbenika rasta (VEGF) te epidermalnog ¢imbenika rasta (EGF) kojima poticu cijeljenje

tkiva (Mohammadi i sur. 2018; Thapa i Lee 2019).

Uz navedene glavne klase, danas se otkriva sve vise populacija makrofaga koje na temelju
profila genske ekspresije, odnosno preklapanja stani¢nih biljega ne mogu biti svrstane u postojece klase

¢ime je potvrdeno postojanje spektra populacija makrofaga.

U nekrotickim regijama tumorskih, u uvjetima hipoksije i manjka glukoze, prisutna je
populacija makrofaga nazvana tumoru pridruzeni makrofagi (engl. ,, tumor associated macrophages “,
TAM). Pretpostavlja se kako oni poti¢u remodeliranje strome i supresiju imunog sustava. Izlucuju
plazmin i katepsin B kojima pojacavaju invazivnost tumorskih stanica i uzrokuju metastaziranje. lako
su dugo vremena smatrani podtipom M2 klase zbog stvaranja IL10, karakterizira ih signalni put

aktivacije nalik M1 makrofagima te poprimaju neke proupalne znacajke.

Populacija makrofaga CD169", lokalizirana u kostanoj srzi, jetri, slezeni i limfnim ¢vorovima,
predstavlja zasebnu skupinu ukljuenu u procese eritropoeze, imunosne tolerancije te novacenja
prirodno ubilackih stanica (engl. ,, natural killer “, NK) u virusnim infekcijama. Trenutacno postoje dva
modela kojim se objasnjava njihova uloga u odrzavanju imunosne tolerancije; novacenje regulatornih

limfocita T 1 antigen predo¢nih stanica ekspresijom CCL22 kemokina te nakupljanje egzosoma iz



cirkulacijskog sustava koji sadrZzavaju autoantigene Cime sprjeCavaju aktivaciju autoreaktivnih

limfocita. Njihova akumulacija primijeena je u nekim bubreznim bolestima koje karakterizira

proteinurija i proliferacija glomerulnih stanica.

Makrofagi, takoder mogu poprimiti fenotip sa T stani¢nim receptorom (engl. ,, T’ cell recepor“,

TCR). Receptor TCRof" inducira se vrlo rano u diferencijaciji makrofaga iz mijeloidne progenitorske

stanice u prisutstvu citokina TNF-a, dok ekspresiju TCRyd" induciraju bakterijski produkti. Ove

populacije karakterizira velika sposobnost fagocitoze i ekspresija kemokina CCL2 kojim se privlace

monociti iz krvi (Kishore i sur. 2015).

Alternativno aktivirani
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Slika 1. Prikaz glavnih svojstava i stimulansa potrebnih za aktivaciju M2 i M1 fenotipa makrofaga.

Preuzeto 1 prilagodeno iz He i sur. 2020.



3.1. MEHANIZMI POLARIZACIJE MAKROFAGA

Poprimanje odredenih funkcijskih stani¢nih programa makrofaga ovisno je o patofizioloskom
statusu tkiva: metabolickim uvjetima, prisustvu mikrobnih antigena i imunomodulatora poput citokina
1 kemokina, koji se osim lokalno mijenjaju i u vremenu. U slucaju promijene uvjeta, svojstvo plasti¢nosti
odnosno funkcionalne adaptabilnosti, omogucéuje im usmjeravanje prema potrebnim ulogama (Funes i

sur. 2018).

Pokazno je kako hipoksija, povecana koncentracija mlije¢ne kiseline i reduciranih metabolita,
koji karakteriziraju oStecena tkiva i prisustvo tumorskih stanica, moduliraju funkciju makrofaga
aktiviraju¢i ¢imbenike inducirane hipoksijom (engl. ,,hypoxia-inducible factor, HIF) (Escribese i sur.
2012). Cimbenik HIF-2a stimulira obnovu izvanstani¢nog matriksa, dok HIF-1 poti¢e sintezu citokina

koji aktiviraju Tul limfocite, odnosno privlaci i poti¢e steCeni imunosni odgovor.

Na svojoj povrsini, makrofagi nose brojne receptore za identifikaciju citokina te receptore za
prepoznavanje patogenih obrazaca (engl. ,, pathogen-associated molecular patterns““, PAMP) kojima
prepoznaju mikrobne produkte. Nakon vezanja liganda na ove receptore, zapocinje kaskadni prijenos
signala unutar stanice koji zavrSava aktivacijom transkipcijskih ¢imbenika i njihovom translokacijom u
jezgru (Slika 2.). Interferon regulirajuci ¢imbenik, IRF te signalni prenositelji i transkipcijski aktivatori
STAT (engl. ,,signal transducer and activator of transcription*), su uz nuklearni ¢imbenik kappa B, NF-
kB, najces¢i transkripcijski ¢cimbenici koji moduliraju ekspresija gena ukljuc¢enih u imunosne odgovore.

Neki od njih, poput STAT1 i STAT6 te IRFS i IRF4, medusobno se iskljuc¢uju (Funes i sur. 2018).

Prema fenotipu M1 makrofagi se usmjeravaju transkripcijskim ¢imbenicima STAT1, IRF5, NF-
kB 1 aktivator protein 1, AP1. U slucaju STAT transkripcijskog ¢imbenika, signalna kaskada zapocinje
vezanjem interferona tipa 1 za pripadni receptor ¢ime se aktivira kaskada Janus kinaza, JAK. Vezanjem
liganda za receptore nalik Tollu (engl. ,, Toll like receptors “, TLR) posebice TLR4 kojim se detektira
LPS, signal se prenosi preko adaptorske molekule MyD88 do NF-«B , a adaptor TRIF vodi do aktivacije
IRF3 (Wang i sur. 2014). Transkripcijski ¢imbenik AP1, takoder je stimuliran aktivacijom TLR4
receptora i funkcija mu se preklapa s NF-«xB (Funes i sur. 2018; Schonthaler i sur. 2011). Aktivacija NF-
kB moguca je i putem receptora nalik NOD-u (engl. ,, NOD like receptors“, NLR) koji detektiraju
endogene Cimbenike oSte¢enja i motive peptidoglikana u stijenkama bakterija. Suprimiranje upalnog
odgovora inhibiranjem stvaranja M1 fenotipa makrofaga moguce je posti¢i djelovanjem obitelj
supresora citokinske signalizacije, (engl. ,,suppressor of cytokine signalling “, SOCS) ili inhibitornim
kinazama Axl, Tyro3 te Mer. Navedeni negativni regulatori poti¢u imunosupresivne uloge ¢ime se

aktivni makrofagi M1 usmjeravaju u M2 tip (Wang i sur. 2014).

Ukoliko u okolisu prevladavaju citokini IL-4, IL-13 dolazi do povecanja udjela M2 makrofaga.

Peroksisom proliferacijski aktivirani receptor vy (engl. ,, peroxisome proliferator activated receptor y*,



PPARY), za razliku od ostalih navedenih receptora, dio je jezgrinih receptora koje aktiviraju lipidne
molekule poput prostaglandina D2 te nije nuzan za diferencijaciju makrofaga, no poticanjem
oksidativnog metabolizma odrzava M2 fenotip (Wang i sur. 2014). Transkripcijski ¢imbenik CREB
(engl. ,,cAMP response element binding protein®) inhibira NF-xB i AP-1, a aktiviran je fosforilacijom
protein kinaze A nakon signalnog slijeda zapocetog vezanjem liganda za TLR4 receptor ili dektin-1

receptor (Wen i sur. 2010).

Osim indukcije transkripcije gena ukljucenih u sintezu citokina i imunomodulatora,
transkripcijski ¢imbenici poticu ekspresiju enzima potrebnih za modeliranje stupnja kondenzacije
nukleosoma. Regulacija ekspresije gena takoder je pod kontrolom epigeneticke kontrole transkripcije.
Ovi enzimi dodavanjem ili uklanjanjem novih funkcionalnih skupina na molekulu DNA, poput metilnih
1 acetilnih skupina, uz posttranslacijske promjene histona, posebice H3 i H4 histona, postiZu utiSavanje

ili pojacavanje ekspresije gena (Mohammadi i sur. 2018).

Enzimi histon acetilaze, HAT, provode acetilaciju lizina u histonima ¢ime smanjuju njihov
afinitet prema DNA molekuli. Slabije vezanje histona za DNA omogucuje laksi pristup proteinima
transkripcijskih mehanizama i ekspresiju gena. Suprotno djeluju enzimi histon deacetilaze, HDAC, koji

uklanjanjem acetilne skupine povecavaju afinitet histona za molekulu DNA.

Uz histone, HAT i HDAC modificiraju i druge proteine poput transkripcijskih ¢imbenika NF-
B, STAT-1, STAT-3 i HIF-1a ¢ime dodatno utjeCu na ispoljavanje fenotipa (Mohammadi i sur. 2018;
Parisi i sur. 2018). Tip I. HDAC enzima; HDAC1,2,3,8, aktivirani STAT1 ¢imbenikom, poticu ekspresiju
gena stimuliranih IFN, a onemogucuju aktivaciju NF-xB putem TLR receptora. Klasa 1la HDAC
enzima; HDACA4, 5, 719, pozitivno regulira ekspresiju proupalnih citokina i kemokina, dok HDACI11,
koji samostalno ¢ini HDAC klasu IV, poti¢e ekspresiju gena ukljucenih u predocavanje antigena

(Mohammadi i sur. 2018).

Epigeneteticka kontrola fenotipa makrofaga ukljucuje i posttranskripcijsku regulaciju malim
nekodiraju¢im jednolanc¢anim RNA; mikoRNA, miRNA. Usporedbom profila miRNA u M1 i M2
stanicama makrofaga miSeva i ljudi utvrdena je razlika ekspresije preko 100 razli¢itih miRNA molekula.
One onemogucuju translaciju u citoplazmi na temelju komplementarnog spajanja miRNA, unutar RISC
ribonukleoproteinskog kompleksa (engl. ,, RNA-induced silencing complex*) s 3' netranslatirajuéim
dijelom mRNA (Essandoh i sur. 2016). miRNA121 i miRNA 124 potic¢u ekspresiju M2 molekularnih
biljega, dok M1 fenotip poticu miRNA9,127,155, 223, uzrokujuci degradaciju mRNA odredenih enzima
ukljucenih u sintezu imunomodulatora ili mRNA transkripcijskih ¢imbenika (Piiper i sur. 2016; Stanciu

i sur. 2020).

Ovisno o tipu stimulansa u izvanstanicnom prostoru i njihovoj koncentraciji, moguca je

istovremena ekspresija proteina karakteristicnih za oba fenotipa. Razli¢iti profili genske ekspresije, kao



i pleiotropnost uklju¢enih gena rezultiraju stvaranjem spektra populacija makrofaga koji se tesko

razlucuje na isklju¢ivo M1 ili M2 fenotip (He i sur. 2020).
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Slika 2. Shematski prikaz biokemijskih signalnih puteva aktivacije transkripcije potrebnih za

usmjeravanje makrofaga u pojedine fenotipske populacije. Preuzeto i prilagodeno iz Liu i sur. 2014.



3.2.METABOLICKE KARATKERISTIKE POLARIZIRANIH MAKROFAGA

Za sintezu potrebnih imunomodulatora, enzima i rasta makrofaga potrebna je energija na Ciju
raspolozivost direktno utjeCe stanje tkiva. Lokalnom mikrookolisu, makrofagi prilagodavaju
katabolicke i1 anabolicke reakcije, odnosno metabolicki se reprogramiraju. Samo reprogramiranje
rezultat je pojacane ekspresije enzima nuznih za odvijanje metabolickih reakcija, a dobiveni metabolicki
produkti podrzavaju djelovanje odredenih transkipcijskih ¢imbenika. Temeljem metabolic¢kih analiza i
analiza transkriptoma in vitro aktiviranih makrofaga, uocene su jasne osobitosti M1 i M2 populacija

makrofaga.

Ukoliko izvan stanice postoji obilje glukoze ili je aktivacija makrofaga potaknuta LPS-om,
potice se glikoliti¢ki put za dobivanje ATP-a, adenozin trifosfata. Znac¢ajan je i put pentoza 5-fosfata
koji podrzava reducirajuci okoli§ potreban za biostintezu lipida proupalnog karaktera. Ciklus limunske
kiseline u tim stanicama isprekidan je s ciljem nakupljanja intermedijera citrata i sukcinata. Citrat osim
u biogenezi membranskih lipidnih vezikula i lipidnih imunomodulatora, sudjeluje u stvaranju velikih

koli¢ina dusikovog oksida koji djeluje protumikrobno i utiava oksidacijski put u mitohondriju.

M2 fenotip makrofaga do energije vecinski dolazi oksidacijom masnih kiselina i respiratornim
lancem u mitohondriju, no glikoliticki put se takoder odvija. Metabolizam aminokiselina glutamina i
arginina kljune su osobitosti alternativno aktiviranih makrofaga. Glutamin pogoduje regulatornoj
funkeciji poticuci stvaranje IL-10 i stanicnog biljega CD206. Za oblikovanje izvanstanicnog matriksa i
poticanje cijeljenja potreban je enzim arginaza 1 koji prevodi arginin u ornitin, metabolit uklju¢en u
biosintetski put aminokiseline prolin nuzne za stvaranje kolagena. No, arginin moZze posluZiti u stvaranju
dusikovog oksida pomocu enzima inducibilna sintaza dusikova oksida, ¢ime potice fenotip M1 (Wang i

sur. 2014).



4. AUTOIMUNE BOLESTI

Autoimune bolesti tip su patoloskih stanja s neuravnotezenim mehanizama uklanjanja uzroka
upalnih reakcija i regulacije imunosnog odgovora. Vlastiti antigeni, u ovom slucaju nazvani
autoantigeni, bivaju prepoznati od imunoglobulina ili T-stani¢nih receptora nastalih prilikom nasumicne
rekombinacije gena. Nepravilnosti u mehanizmima uspostave tolerancije; delecije autoreaktivnih
klonova, klonalne anergije ili inhibicije putem interakcije sa regulatornim imunosnim stanicama,
iniciraju upalni odgovor koji nije moguce razrijeSiti zbog stalnog prisustva autoantigena.
Autoreaktivnost imunoglobulina i T-stani¢nih receptora moze zahvatiti odredene organe ili se razvija

sustavni odgovor s obzirom na rasprostranjenost autoantigena (Sogkas i sur. n.d.).

Etiologija ovih kompleksnih bolesti ukljucuje kombinaciju genetickih i okoli$nih uzroka, no
njihova interakcija nije jo$ razjasnjena. Polimorfizam gena uklju¢enih u imunosni sustav, vanjski
stimulansi poput mikrobnih produkata, poremecaji mikrobioma uz defektne mehanizme regulacije
imunosnih stanica poticu aktivaciju autoreaktivnih limfocita T ili B. Nakon inicijacije upalnih odgovora
nastupa propagacija; okolno tkivo biva oSte¢eno i brojni se proteini modificiraju u nove epitope koji
poti¢u daljnju aktivaciju upalnog odgovora. Imunosna reakcija dodatno se pojacava nakupljanjem
efektorskih stanica stecene i adaptivne imunosti koje lu¢e imunosne medijatore i direktno uniStavaju
okolne stanice. Stadij rezolucije otezano se uspostavlja djelovanjem regulatornih stanica T i inhibicijskih
receptora CD28, CTLA-4 i PD-1 te Cesto dolazi do relapsa; povratka u upalno stanje (Rosenblum i sur.
2015).

Nemoguénost razrjeSavanja upalnog odgovora povezana je s neuravnotezenim omjerom M1 i
M2 fenotipa makrofaga u zahvacenim tkivima. U normalnim imunosnim upalnim odgovorima, nakon
dominacije M1 makrofaga nastupa povecanje udjela M2 makrofaga, no autoimune bolesti karakterizira
produljeno trajanje aktivnosti M1 fenotipa i manjak M2 fenotipa. Poremecaj diferencijacije i aktivacije
populacije makrofaga M2b i M2c, posebice su vazni zbog njihove sposobnosti inhibicije djelovanja
proupalnog TL12 i luenja regulatornih TL10 i TGF-B. M1 populacija makrofaga pritom uz proupalne
citokine i koaktivacijske signalne molekule na povrSini poti¢u aktivaciju stanica steCene i urodene
imunosti, a produljena proizvodnja ROS-a dodatno ostecuje lokalno tkivo (Di Benedetto i sur. 2019;

Funes i sur. 2018)

Zbog kompleksnosti upale, brojnosti ukljucenih efektorskih stanica i razlika u patologiji
autoimunih bolesti jo$ nije odredeno je li poremecaj ravnoteze M1/M2 njihova posljedica ili uzrok (Di

Benedetto i sur. 2019).
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4.1. POLARIZACIJA MAKROFAGA U REUMATOIDNOM ARTRITISU

Reumatoidni artritis (RA) je autoimuna bolest sinovialne membrane perifernih zglobova u kojoj
dolazi do progresivne erozije hrskavice i kostiju. Kao i kod svih autoimunih bolesti oboljeli prolaze kroz
faze remisije i relapsa, koju karakterizira stvaranje panusa; hiperplazije sinovijske membrane.
Pretpostavlja se kako inicijaciju upalnih procesa potice interakcija gena, posebice HLA-DR1 i HLA-
DRS5, te okolisnih ¢imbenika poput mikrobioma gastrointestinalnog sustava, udisanja dima i nanocestica
silike. Okolisni ¢imbenici pritom poticu citrulinizaciju proteina; pretvaranje arginina u cirulin, pogotovo
unutar histona, kolagena tipa II. i fibrinogena. Ovu posttranslacijsku modifikaciju kod nekih pacijenata

prati sinteza anti-ciklickih citruliniranih peptidnih protutijela koji mogu sluziti u dijagnosticiranju.

Upalne procese zapo€inju makrofagi u sinovialnoj membrani iznad vezivnog tkiva koji se
primarno aktiviraju TLR2 receptorima. Zatim slijedi infiltracija efektorskih imunosnih stanica u zglobnu
¢ahuru od kojih prvi dolaze neutrofili, a potom limfociti T, dendriticke stanice te monociti koji
diferenciraju u makrofage. Kljucne stanice u fazi progresije imunosnog odgovora jesu pridosli
makrofagi od kojih je ¢ak 68% M1 fenotipa. Citrulinirani proteini vezanjem za TLR protutijela putem
NF-xB aktiviraju sintezu IL-1p, IL-6 te TNF-a. Povecano se luce IL-12 i IL-23 aktivacijom puta IRFS5.
Stvoreni proupalni citokini poticu stvaranje metaloproteaza te aktivaciju osteoklasta i hondrocita koji
degradiraju okolnu hrskavica i kost. Poti¢e se i proliferacija sinovialnih fibroblasta te se privlace
limfociti Tyl7. Lokalno najzastupljeniji citokini su IL-1 i TNF-a kojima je potaknuto stvaranje

inducibilne sintaze NO, lipidnih imunomodulatora te aktivacija HAT enzima.

U stadiju remisije istice se populacija makrofaga MerTK" koji sudjeluju u odrzavanju
homeostaze. Za njih je karakteristicna pojaCana ekspresija transkripcijskih ¢imbenika koji poticu
stvaranje protuupalnih lipidnih medijatora i rezolvina. Molekularni biljeg MerTK jest receptorska
tirozin kinaza koja po aktivaciji poti¢e fagocitozu apoptotskih stanica u zglobnoj ¢ahuri (Di Benedetto

i sur. 2019; Cutolo i sur. 2022).

Danasnja istrazivanja na miSevima ukazuju na supresiju razvoja reumatoidnog artritisa
sprjeCavanjem rane aktivacije M1 makrofaga i usmjeravanjem u M2 fenotip. Citokin IL.-10 alternativno
aktivira makrofage u M2c fenotip, kao i citokin IL-9 koji dodatno aktivira Treg (Di Benedetto i sur.
2019).

4.2. POLARIZACIJA MAKROFAGA U ULCEROZNOM KOLITISU

Jedan od poremecaja gastrointestinalog sustava sa sve ¢e§¢om prevalencijom u populaciji jest
ulcerozni kolitis (UK), kroni¢na upala mukoze i submukoze u kolonu i rektumu. Kod oboljelih

zahvaceni dijelovi probavila postaju izbrazdani; stvaraju se plitki Cirevi. Etiologija ove upalne bolesti
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temelji se na interakciji okoli$nih ¢imbenika, nepravilno reguliranog imunosnog sustava, genetickih
¢imbenika i poremecajima epitelne barijere debelog crijeva. Od Chronove bolesti, koja moze zahvatiti
cijelu duljinu crijeva, razlikuje se prisustvom protu-neutrofilno citoplazamatskog protutijela (Kaur i

Goggolidou 2020).

Okidac¢ autoimunosti najvjerojatnije predstavlja disbioza mikrobioma uslijed dolaska patogenih
organizama koji dijele neke epitopske determinante s povrSinskim biljezima vrcastih stanica i s
mucinom. Zbog poremecene sinteze mucina, proteina ¢vrstih spojista i manjka kratkih masnih kiselina
koje luce komenzalne bakterije, epitelna barijera se perforira i stanjuje, a mikromiom prodire do lamnie
proprie. Lokalni makrofagi i antigen predo¢ne stanice ih prepoznaju, luce proupalne kemokine i citokine
Sto potiCe dolazak neutrofila, a naknadno limfocita T i monocita. Pridosli makrofagi usmjeravaju se u
M1 fenotip i poti¢u upalni odgovor stvaranjem TNF-a koji dodatno narusava epitelnu barijeru te IL-6,
IL-12 i IL-23. Kombinacija IL-23 i IL-6 usmjerava CD4" T limfocite u patogeni fenotip Tul7 koji
pojacano luci IFN-y i druge proupalne citokine. Ukoliko je zahva¢enom podrucju prisutan samo IL-6,
novonastali Ty17 su nepatogenog fenotipa kojeg karakterizira stvaranje imunosupresivnog citokina IL-
10. Ostecene epitelne stanice pridonose razvoju upalnog odgovara sprecavajuci aktivaciju Treg stanica

stvaranjem IL-367y koji dodatno potice fibrozu (Kaur i Goggolidou 2020).

Moguca strategija u lijeCenja ulceroznog kolitisa jest uspostavljanje tolerancije i popravljanje
mukoznog sloja debelog crijeva transplantacijom M2a fenotipa. M2a fenotip istovremeno promovira
diferencijaciju T limfocita u nepatogene Ty17 i Treg koji se inaCe aktiviraju suprotnim transkripcijskim
¢imbenikima STAT3 i STATS. Ovi transkripcijski ¢imbeniki medusobno su u kompeticiji za vezena

mjesta na promotorima, zbog ¢ega je rijetka istovremena prisutnost.
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5. MAKROFAGI KAO META U LJECENJU AUTOIMUNIH BOLESTI

Danasnje terapije autoimunih bolesti temelje se na upotrebi imunosupresivnih pripravaka kojima
se oslabljuje ¢itavi imunosni sustav, a pacijent postaje podlozan oportunistickim infekcijama i razvoju
tumorskih stanica. Novije terapije razvijaju se s ciljem inaktiviranja autoreaktivnih stanica ili ponovnom

uspostavom mehanizama tolerancije, ¢ime se smanjuju popratne nuspojave (Rosenblum i sur. 2012).

Makrofagi u lijeenju autoimunih bolesti predstavljaju dobru metu kao stanice ukljuc¢ene u proces
upale od njene inicijacije pa do njene rezolucije. Osim direktnog utjecaja na aktivaciju analozima
liganda receptora, moguca je modulacija lucenja imunomodulatora i citokina. Reprogramiranjem
populacija ili uklanjanjem pojedinih populacija makrofaga, odgada se inicijacija i ubrzava stadij
rezolucije upalnog procesa. Fenotip M2, pritom postaje Zeljeni zbog protuupalnih funkcija (He i sur.

2020; Ponzoni i sur. 2018).

Najveci problem s kojima se znanstvenici susrecu jest nepostojanje jasnih populacija makrofaga
kod kojih se biljezi M1 i M2 fenotipa ne preklapaju. Dinamicni uvjeti u tkivima, kao i razlike u kontekstu
upalnih odgovora, onemogucuju raspoznavanje makrofaga koje je potrebno modulirati za uspostavljanje

homeostaze (Ponzoni i sur. 2018).

Same metode primjene terapeutika takoder se mijenjaju. Sve viSe znanstvenika okrece se
nanotehnologiji; liposomskim nanocesticama, nanocesticama zlata i biopolimernim nanocesticama
kojima je moguce precizno dostaviti kemijske spojeve do Zeljenog tkiva. Liposomi, strukture zatvorene
slojevima fosfolipida, imaju najveci potencijal za buducu primjenu zbog direktne endocitoze u stanicu
gdje njihov sadrzaj biva ispusten nakon djelovanja lizosomalnih fosfolipaza. U tkiva zahvacenim
upalom krvne zile su proSirene i povecane permeabilnosti §to olakSava dolazak lizosoma (Ponzoni i sur.

n.d.).

5.1. REPROGRAMIRANJE MAKROFAGA

Posttranslacijskom regulacijom transkripcijskih ¢imbenika inhibitorima HDAC enzima ili

posttranskripcijskom regulacijom uz miRNA moguce je usmjeriti makrofage prema odredenoj funkciji.

Trenutacna istrazivanja miRNA vecinski se temelje se na miRNA223 koja inhibira otpustanje 1L-6
i IL-1PB potaknuto LPS-om. miRNA124 smanjuje proupalnu aktivnost M1 makrofaga djelujuéi na
STAT3 koji potice ekspresiju IL-6 te enzime potrebne za otpustanje TNFa. Liposomskim nanocesticama
moguce ih je dopremiti do makrofaga, ali problem predstavlja ciljanje specifi¢nih populacija makrofaga

u organizmu (Essandoh i sur. 2016; Piiper i sur. 2016; Stanciu i sur. 2020).
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Inhibitori HDAC enzima; valproi¢na kiselina (VPA), trihostatin (TSA) i natrijev butirat (SB),
suberoilanilid hidroksamaska kiselina (SAHA), jesu kemijski spojevi koji keliranjem cinka u aktivnom
mjestu inaktiviraju HDAC. Ovisno o ciljnom enzimu kojeg inhibiraju moguée je regulirati
transkripcijske ¢imbenike nuzne za diferencijaciju stanica, potaknuti proliferaciju ili apoptozu te
zaustaviti stani¢ni ciklus. Po prvi puta upotrebljeni su u tumorskim terapijama, no u novim
istrazivanjima koriste se u lijeCenju autoimunih bolesti oslabljivanjem upalnog odgovora

usmjeravanjem u makrofaga u M2 fenotip te aktivacijom Treg limfocita.

Za istrazivanja utjecaja HDAC inhibitora na M1/M2 omjera koriste se stani¢ne kulture misjih
makrofaga. Kod makrofaga tretiranih SB-om aktiviran je STAT6 ¢ime je postignuto pojacana ekspresija
Arg-1, a pojacalo se i lucenje citokina IL-10 i IL-4. Administracija VPA smanjila je ekspresiju
kostimulatornih molekula karakateristicnih za M1 fenotip; CD-40, CD-80 i CD-86 te sintezu proupalnih
citokina zbog inaktivacije acetiliranog STAT1 i NF-kB medusobnim vezanjem. Tretiranjem makrofaga
sa TSA je, uz povecanu ekspresiju povrsinskog biljega CD206, usmjerilo makrofage prema oksidativnoj
razgradnji masnih kiselina §to odgovara fenotipu M2. TSA je smanjio stvaranje NF-a, IL-1p, i IFN-y
potaknuto LPS-om (Mohammadi i sur. 2018).

Regulacija ekspresije gena moZe se posti¢i i blokiranjem aktivacije receptora ukljucenih u
unutarstani¢no signaliziranje ili transfekcijom stanica plazmidima koji nose informaciju za sintezu

protuupalnih citokina.

Monoklonalna protutijela na proupalne citokine analogna proupalnim citokinima ispituju se u
klinickim istrazivanjima raznih autoimunih bolesti. Adalimumab i infliksimab vezanjem za TNF-
sprjeavaju njegovo vezanje za receptor. Analozi citokina anti-IL-6 ili anti-IL-15 s druge strane, direktno
vezu citokinske receptore i tako sprjeCavaju aktivaciju transkripcijskih ¢imbenika. Transfekcijom
makrofaga sa plazmidnom DNA koja kodira IL-10 u nanocCesticama biopolimera alginata smanjen je
udio M1 fenotipa. U istrazivanju na Stakorima oboljelima od RA, intradermalnim ubrizgavanjem
nanocestica sa plazmidnom DNA uspjesno je povecana ekspresija IL-10 u zglobovima i smanjena jacCina

upalne reakcije (Jain i sur. 2015; He i sur. 2020).

5.2.INDUKCIJA APOPTOZE MAKROFAGA

Smanjenje upalnog imunosnog odgovora moguce je deplecijom ili indukcijom apoptoze

makrofaga M1 u zahva¢enom tkivu.

Klondronatske liposomske Cestice u makrofagima poticu apoptozu. Klondronat ili

diklormetilen-bifosfonat, koji ukoliko nije upakiran u nanocestice biva uklanjen ekskrecijom iz
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organizma, unutar makrofaga se preraduje u nehidrolizabilni analog ATP-a i poti¢e apoptozu (He 1 sur.

2020; Ponzoni i sur. 2018).

HDAC inhibitori, u prisustvu LPS-a i TNF-a koji oponasaju upalno stanje, mogu smanjenjem
ekspresije anti-apoptotskih proteina, u kulturama misjih makrofaga, uspje$no inducirati apoptozu
makrofaga. Administracija inhibitora TSA uzrokuje i1 stani¢cnu smrt u oksidacijskim uvjetima
blokiranjem transkripcijskih ¢imbenika uklju€enih u zaStitu makrofaga od oksidativnog stresa

(Mohammadi i sur. 2018).

6. ZAKLJUCAK

Najcesca klasifikacija makrofaga dijeli ih na M1 proupalni fenotip i M2 protuupalni fenotip, koji se
osim po molekularnim biljezima i izlu¢enim medijatorima razlikuju i metaboli¢im statusom. Danas se
sve vise naglasavaju nedostaci ove podjele s obzirom na kompleksnost uspostave stani¢nih programa
unutarstaniénom signalizacijom 1 moguénosc¢u istovremene ekspresije molekularnih biljega oba

fenotipa.

M1 fenotip zastupljeniji je u pocetnim stadijima upale kada djeluje citotoksicno i potice aktivaciju
ostalih stanica adaptivnog i steCenog imunosnog sustava. U zavrsnoj fazi upalnih reakcija povecan je
udio M2 fenotipa koji potice uspostavljanje homeostaze. Autoimune bolesti karakterizira otezano

razrjeSavanje upale koje je ponekad povezano povecanjem udjela M1 makrofaga.

Uspostavljanje omjera M1/M2 jedna je od mogucih strategija u lijeCenju autoimunih bolesti koja se
sve viSe istrazuje na laboratorijskim misevima i u klini¢kim istrazivanjima. Deplecijom M1 populacija
klondronatskim liposomskim Cesticama ili inhibitorima HDAC enzima moguce je direktno smanjiti
upalne reakcije, a usmjeravanjem prema M2 fenotipu omogucena je uspostava tolerancije i inaktivacija
proupalnih efektorskih stanica. Reprogramiranje M1 fenotipa moguce je i na razini aktivacije receptora,
posttranskripcijskom regulacijom miRNA ili posttranslacijom modifikacijom enzima HDAC

djelovanjem HDAC inhibitora.

Kao stanice prisutne u svim tkivima sa velikom sposobno$¢u polarizacije te reguliranja ste¢enog i
adaptivnog imunosnog odgovora, makrofagi predstavljaju odli¢ne protagoniste u lije¢enju autoimunih
bolesti. Preciznom modulacijom odredenih populacija makrofaga u zahvaéenim tkivima izbjeglo bi se
dosadas$nje koristenje imunosupresivnih lijekova s ozbiljnim nuspojavama. Veliki izazov pritom jest
smanjenje nespecificnog djelovanje terapije na ostale populacije makrofaga i dugoro¢nost rezultata s

obzirom na kontinuirano obnavljanje populacija cirkuliraju¢im monocitima.
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8. SAZETAK

Makrofagi su visoko plasti¢ne stanice koje s obzirom na okoliSne stimulanse prisutne u tkivu
mijenjaju fenotip i metabolizam. Jednom uspostavljeni stani¢ni programi makrofaga nisu konac¢ni vec¢

se dinamic¢no prilagodavaju novim uvjetima s ciljem odrzavanja homeostaze.

Iako u organizmu postoji spektar populacija makrofaga, pojednostavljeno ih mozemo grupirati u
proupalni M1 fenotip i protupalni fenotip M2 na temelju nacina aktivacije i profila genske ekspresije.
Poremecaji omjera M1 i M2 populacija uoCeni su u nekih autoimunih bolesti poput reumatoidnog
artritisa, sistemskog eritemskog lupusa i ulceroznog kolitisa. Manjak M2 makrofaga i produljena
aktivacija M1 makrofaga otezava uspostavu homeostaze pogodenih tkiva i smanjuje vrijeme izmedu

relapsa.

Najistaknutije metode lijeCenja autoimunih bolesti utiSavaju cjelokupni imunosni sustav, a
uspostava povoljnog omjera M1/M2 predstavlja perspektivni alternativni pristup. Induciranje stani¢ne
smrti M1 ili njihovo reprogramiranje u M2 pokazali su dobre rezultate u klini¢kim i laboratorijskim
istrazivanjima, no potrebno je daljnje razvijanje terapija s ve¢om specifi¢nosti u ciljanju subpopulacija

makrofaga.

9. SUMMARY

Macrophages are highly plastic cells who can change their fenotype and metabolism due to
environmental stimuli present in the tissue they enhabit. Cellular programs they have established are not

final and macrophages can adapt to new conditions with the aim of maintaining homeostasis.

There is a spectrum of macrophage populations but, due to their activation modes and gene
expression profiles, they can be diveded in two simplified groups; inflammatory M1 phenotype and anti-
inflammatory M2 phenotype. Ratio immbalances of M1 and M2 populations have been observed in
some autoimmune diseases such as rheumatoid arthritis, systemic lupus erythematosus and ulcerative
colitis. With decreased number of M2 macrophages and prolonged activation of M1 macrophages

establishment of homeostasis is delayed and time between relapses is reduced.

Nowadays, the most prominent methods for treating autoimmune diseases are based on
immunosuppressants. Alternative aproach could be reestablishment of favorable M1/M2 ratio.
Experiments showed promising results when researchers induced M1 cellular death or reprogrammed

them into M2 but further development of higher specificity in targeting certain populations is necessary.
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