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Oja Prelovsek’

Vpliv dejavnika tumorske nekroze-o na
izlocanje interlevkina-6 iz cloveske miSice
v kulturi?

The Influence of Tumor Necrosis Factor-o on the Secretion
of Interleukin-6 from the Cultured Human Muscle

IZVLECEK

KLJUCNE BESEDE: mioblasti skeletnih misic — uinki zdravil — sekrecila, tumorska nekroza faktor, interlevkin-6

Dejavnik tumorske nekroze-o. (TNF-o) je pleiotropni citokin, ki kot del kompleksnega cito-
kinskega sistema uravnava sintezo in ekspresijo drugih citokinov in njihovih receptorjev prek
aktivacije citokinskih kaskad. Namen nase naloge je bil prouciti u¢inek TNF-o na izloCanje
interlevkina-6 (IL-6) iz ¢loveske miSice v kulturi, in sicer na stopnjah pred fuzijo mioblastov
v misi¢ne cevcice in po njej. Kulturam, pripravljenim iz satelitskih celic, ki smo jih izolirali
iz kosckov skeletnih misic, ki se po doktrini odstranijo in zavrZejo pri nekaterih ortopedskih
operacijah, smo dajali TNF-o v treh razli¢nih koncentracijah. Ugotovili smo, da TNF-o kon-
centracijsko odvisno pospesuje izplavljanje IL-6. Koli¢ine izplavljenega IL-6 so bile v primeru
misi¢nih cevcic vecje kot v primeru mioblastov, kar kaze na odvisnost u¢inka TNF-o od stop-
nje misicne diferenciacije. Prisotnost receptorjev za TNF-a smo dokazali s tehniko Western
blot. Morebitne pospesene apoptoze, ki smo jo ugotavljali s fragmentacijo DNA, nismo ugo-
tovili. Nasi rezultati podpirajo domnevo o aktivni vlogi skeletne misice pri citokinskem
signaliziranju v kriti¢nih klini¢nih stanjih.

ABSTRACT

KEY WORDS: myoblasts skeletal — drug effects — secretion, tumor necrosis factor, interleukin-6

Tumor necrosis factor-o. (TNF-) is a pleiotropic cytokine which, as a part of complex cytokine
system, controls the synthesis and expression of other cytokines and their receptors through
the activation of cytokine cascades. The aim of our study was to test the effects of TNF-o. on
the secretion of interleukin-6 (IL-6) from cultured human muscle. We studied these effects
before and after the fusion of myoblasts into multinucleated myotubes. Cultures, prepared
from satellite cells isolated from the muscle pieces routinely discarded at some orthopaedic
operations were treated with TNF-o. at three different concentrations. We found that TNF-o
increases the IL-6 secretion in a concentration dependent manner. Quantitatively, secretion
from myotubes exceeded the secretion from myoblasts indicating that secretion is differen-
tiation stage-dependent. The presence of TNF-o receptor was confirmed by Western blot.
Apoptosis, followed by DNA fragmentation, remained unchanged. Our results support the
concept that skeletal muscles actively participate in cytokine signalling in critical clinical con-
ditions.

1 0ja Prelovek, univ. dipl. biol., mlada raziskovalka, Laboratorij za molekularno nevrobiologijo, Institut
za patolosko fiziologijo, Medicinska fakulteta, Zaloska 4, 1000 Ljubljana.
2 Delo je bilo nagrajeno s Krkino nagrado za studente v letu 2003.
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uvobD

Razvoj skeletne misice in
njena vioga v imunskih
reakcijah

Skeletne misice predstavljajo velik del mase
Cloveskega organizma. Dolgo casa je veljalo,
da ima to tkivo le pasivno vlogo v razli¢nih
imunskih in drugih obrambnih reakcijah, ki
se odvijajo na ravni celotnega organizma.
Novejse raziskave pa vse bolj poudarjajo aktiv-
no vlogo skeletnih misic vimunskih reakcijah,
predvsem v smislu njihove sposobnosti sin-
tetiziranja in izlo¢anja razli¢nih dejavnikov,
ki sodelujejo pri tej obrambi, med katerimi so
tudi regulacijski proteini, imenovani citoki-
ni. Sposobnost skeletnih misic, da sodelujejo
pri citokinskem signaliziranju, bi utegnila
razloZiti za zdaj $e nejasno patofiziologijo mio-
pati¢nih sprememb, ki spremljajo nekatera
kriti¢na stanja, kot so septi¢ni $ok, hiperter-
mija in kaheksija. Pri uravnavanju sinteze in
izlo¢anja citokinov ima pomembno vlogo
dejavnik tumorske nekroze-a (angl. »tumor
necrosis factor o«, TNF-0). Za ta pleiotropni
citokin je znano, da ima v organizmu vlogo
koordinacije obrambnih mehanizmov imun-
skega sistema proti vdoru tujih patogenov.

Skeletna misi¢na vlakna so mezodermal-
nega izvora. Razvoj misic od izvornih celic do
miSi¢nega vlakna poteka prek vec stopenj,
s postopnim vklju¢evanjem misi¢no specific-
nih genov, t.i. miogenov, kot so myf-5, myf-6,
myoD, miogenin in drugi (1, 2). Produkti teh
miogenov so regulatorji transkripcije, ki
usmerijo celico v smer diferenciacije v misic-
no vlakno. Predstopnjo v razvoju skeletnih
misi¢nih celic imenujemo mioblast, ki je
enojedrna celica. Po obdobju intenzivnih
delitev mioblasti preidejo v proces zlivanja
celic - fuzijo, ki vodi do nastanka ve¢jedrnih
misi¢nih cevk (misicni sincicij). Po fuziji pri-
de do oZiv€enja miSi¢ne cevcice, temu pa sledi
dolgotrajen proces razvoja oziroma zorenja
misi¢ne cevcice v konéno funkcionalno obli-
ko misi¢nega vlakna. Fuzija in oZivcenje sta
osnovna mejnika v razvoju skeletne misice.
Zanju so znacilne velike spremembe pri izra-
Zanju genov, kar vodi do sinteze razli¢nih, za
misi¢no vlakno znacilnih proteinov.

V procesu miSicne regeneracije gre za
podoben proces, kjer imajo kljuen pomen
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satelitske celice. Satelitske celice so t.i. spe-
¢i mioblasti, ki po procesu fuzije ostanejo na
stopnji enojedrne celice in so vse Zivljenje
v tesni povezavi z miSicnim vlaknom (3).
Ohranijo zmozZnost delitve, njihova prolife-
racija, ki poteka enako kot med misicno
ontogenezo v embrionalnem razvoju, je pove-
¢ana v primeru poskodbe ali ob hudih fizi¢nih
naporih. Delitveni potencial satelitskih celic
uporabimo pri pripravi celi¢nih kultur miob-
lastov (4).

Sinteza in struktura TNF-o ter
njegova vioga v reakcijah
naravne imunosti

TNF-a je eden glavnih mediatorjev akutne-
ga vnetnega odgovora; Se posebej to velja,
kadar so povzrocitelji gramnegativne bakte-
rije in drugi infektivni mikrobi. Prav zaradi
svojega delovanja pa je odgovoren tudi za
mnoge sistemske zaplete, ki jih povzrocijo
hude okuzZbe. Prvi¢ so TNF-a. prepoznali kot
substanco, ki se je po obdelavi misi z bakte-
rijskim lipopolisaharidom (endotoksinom)
pojavila v serumu teh Zivali, kar je povzro¢i-
lo nekrozo tumorjev in vivo. Sklepali so, da
TNF-o.uravnava z endotoksinom povzroc¢eno
nekrozo tumorjev in da je morda odgovoren
za supresijo transformiranih celic zaradi akti-
vacije makrofagov (5).

Glavni vir TNF-o. v krvi so aktivirani
mononuklearni fagociti, torej nevtrofilci, krv-
ni monociti in razli¢ne celice mononuklear-
nega fagocitnega sistema, ki so porazdeljene
povsod po telesu (tkivni makrofagi, Kupffer-
jeve celice jeter, mikroglijske celice moZganov
in fagociti ledvic). Zadnje raziskave pa so
pokazale, da ga sintetizira in izloCa tudi vrsta
drugih celic, od katerih ene sodelujejo pri
imunskem odzivu, npr. aktivirani limfociti T,
celice NK in mastociti (6), druge pa, vsaj po
klasi¢ni predstavi, ne. Tako so Starkie in sode-
lavci (7) ugotovili, da koncentracija TNF-o
v plazmi po dolgotrajni misi¢ni aktivnosti
(npr. teku) naraste, izvor tega TNF-o pa gre,
kot so ugotovili, prej kot kroZe¢im monocitom,
pripisati skeletnim misicam.

V mononuklearnih fagocitih se TNF-ou
sintetizira kot membranski protein, ki se
izrazi kot homotrimer (velikost vsake podeno-
te je 17 kDa). Membranske metaloproteinaze
proteoliticno odcepijo vsako od posameznih
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podenot homotrimerja s plazmaleme. Pro-
tein, ki se na ta nacin sprosti, je topna oblika
TNF-0, ki potuje po krvi kot stabilen homo-
trimer velikosti 51 kDa. Nativen TNF-o naj bi
po svoji molekularni strukturi imel trikotno
piramidalno obliko. Vezavna mesta za receptor-
je so na bazi piramide, kar omogoca so¢asno
vezavo ene molekule na vec receptorjev (8).

Od Sstevilnih u¢inkov TNF-o je soraz-
merno dobro raziskano njegovo delovanje
med vnetno reakcijo. Glavna vloga TNF-o.
v tem procesu je privlacevanje nevtrofilcev
in monocitov na mesto okuzbe in aktivacija
teh celic za opravljanje naloge odstranitve
mikrobov. TNF-o posreduje ta u¢inek preko
razliénih mehanizmov na celice Zilnega endo-
telija in levkocite.

Delovanje TNF-o. na endotelij in levkoci-
te je klju¢no za lokalni vnetni odgovor na
okuzbo z mikrobi. Ce so koli¢ine TNF-ot neza-
dostne, se pomembno zmanjsa sposobnost
organizma obvladati okuzbo, kar se je poka-
zalo pri Zivalih, ki so jim vbrizgali protitelesa
proti TNF-a (9), kot tudi pri misih, ki so jim
odstranili gen za TNF-a (10). Poleg sodelo-
vanja TNF-o v lokalnih vnetnih reakcijah so
njegovi ucinki znani tudi pri reakcijah, ki so
Skodljive za organizem, npr. pri avtoimunih
boleznih (6, 9).

TNF-o vpliva predvsem na tri tipe mezen-
himskih celic: adipocite, fagocite in skeletne
misice (11). Pomen teh vplivov za organizem
bi lahko bil mobilizacija lipidnih rezerv, pove-
Canje fagocitoze in priprava satelitskih celic
na odgovor na poskodbo v smislu misi¢ne
regeneracije.

Hude okuZbe z gramnegativnimi, pa tudi
z grampozitivnimi bakterijami in kvasovka-
mi, predstavljajo mocan drazljaj za produkcijo
TNF-a in drugih citokinov. Kadar se citoki-
ni izlo¢ajo v vedjih koli¢inah, lahko vstopijo
v krvni obtok in delujejo endokrino, ¢emur
lahko sledi Sok. Pogost vzrok Soka je sepsa —
takrat govorimo o septicnem $oku. Novejse
raziskave kaZejo, da je z endotoksini posre-
dovana aktivacija mononuklearnih fagocitov
in posledi¢no spros¢anje TNF-a kljuc¢en dogo-
dek v patogenezi septi¢nega Soka (12). Kot
smo Ze omenili, ta citokin vpliva na sintezo
in izlo¢anje sekundarnih sporocevalcev, med
njimi tudi prostaglandinov in trombocite-ak-
tivirajo¢ih dejavnikov. Pojave, ki spremljajo

septicni Sok, kot so tahikardija, metabolna aci-
doza, hemokoncentracija in hipotenzija, lahko
sprozimo z vbrizganjem TNF-o v poskusne
zivali (12), kar so ugotovili pri podganah in
psih (13, 14). S protitelesi proti TNF-o lahko
te pojave preprecimo (9). Visoke koncentra-
cije TNF-at so povezane z visoko umrljivostjo
bolnikov s septi¢nim $okom. Raziskave kine-
tike citokinov med septikemijo so tudi
pokazale, da 15 minut potem, ko doseZe
serumska koncentracija TNF-o vrh, pride
do povecanja serumskega interlevkina 6
(IL-6) (16).

Vpliv TNF-o na skeletne misice

Svoje celi¢ne ucinke, kot so diferenciacija,
proliferacija in celi¢no preZivetje oz. citotok-
sicnost, sprozi TNF-o. prek dveh receptorjev:
TNF-receptorja 1in TNF-receptorja 2 (TNF-R1
in TNF-R2). TNF-R1 je znan tudi pod ozna-
ko p55TNFR, ker naj bi imel maso nekje pri
55kDa, TNF-R2 pa so zaradi mase med 70 in
80kDa poimenovali tudi p75TNFR. Po veza-
vi TNF-o0 na TNF-R1 in TNF-R2 pride do
aktivacije Stevilnih kinaznih poti. Raziskave
so pokazale, da TNF-o aktivira jedrni dejav-
nik-kB (NF-xB za angl. »nuclear factor-xB«),
ki je klju¢ni dejavnik pri uravnavanju indu-
cibilnega izrazanja mnogih genov. Visoke
koncentracije TNF-o povzrocijo programira-
no celi¢no smrt v razmerah in vitro in v in vivo.
Dodatek TNF-o. v koncentraciji 20 ng/ml kul-
turam migjih skeletnih mioblastov je mo¢no
povecal delez apoptoti¢nih celic s fragmen-
tirano DNA (17). Ko med sepso pride do
povisanja koncentracije TNF-o v plazmi, pri-
de do pospesenega odmiranja hitrih skeletnih
misic, medtem ko so poasne manj podvrze-
ne apoptozi (18). S poskusi na podganjih
kardiomiocitih je bilo potrjeno tudi, da je
s TNF-o. posredovana apoptoza, ki spremlja
mnoge bolezni srca, posledica spro$canja
stingolipidov. TNF-ot naj bi v tem primeru
deloval prek TNF-R1 (19).

Miller in sodelavci (11) so proucevali
vpliv TNF-o na ¢lovesko miogenezo in vitro.
Mioblaste in misi¢ne cevcice so v pogojih in
vitro obdelali s TNF-o in ugotovili, da sta veza-
va TNF-o in njegovi uc¢inki odvisna od tega,
v kateri od teh dveh razvojnih stopen;j je misi-
ca. Ker je za TNF-o. znano, da ima pri sesalcih
vlogo v odgovoru na stres in v patogenezi endo-
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toksi¢nega Soka, avtorji razlagajo svoje ugo-
tovitve tako, da v primeru poskodbe miSice
TNF-o inhibira diferenciacijo hitro delecih se
satelitskih celic in pospesuje njihovo proli-
feracijo (17). Na ta nacin se zagotovi vec
prekurzorskih celic za miSi¢no regeneracijo,
Ze diferencirano misi¢no tkivo pa se ohranja.
Po nekaterih ugotovitvah naj bi bil v meha-
nizme, prek katerih TNF-a vpliva na razvoj
skeletne misice, vpleten tudi IL-6. Tako se
domneva, da je in vitro proliferacija satelitskih
celic ¢loveske miSice nadzorovana z avtokri-
nim izlocanjem IL-6 (20). Vnetje je kljucen
odgovor na poskodbo in je nujen za regene-
racijo miSice (21). V poskodovani misici, pri
Duchennovi misi¢ni distrofiji in vnetnih mio-
patijah je ekspresija TNF-o. povedana (22). Za
nestimulirane misi¢ne celice pa ni znacilno
konstitutivno izraZzanje TNF-o in IL-1 (23).
V intaktnih skeletnih misicah se TNF-o ne
izraZa, kar pomeni, da njegova vloga ni vzdr-
Zevanje homeostaze (10).

IL-6 kot odgovor na misiéno
aktivnost in njegove bioloske
vioge

Doslej je veljalo, da je IL-6 citokin z imuno-
modulativnimi ucinki, katerega glavni vir
naj bi bile celice, ki neposredno sodelujejo pri
imunskem odzivu. Raziskave, ki so pokazale,
da se raven IL-6 v obtoku med telesno aktiv-
nostjo poveca tudi do 100-krat, pa govorijo
v prid razlagi, da se IL-6 izloca tudi iz skelet-
nih misic (24). Nekateri raziskovalci so trdili,
da naj bi bila poviSana raven IL-6 v obtoku
posledica poskodbe misice (25) in odgovora
imunskih celic, vendar so novejse raziskave
jasno pokazale, da Ze sama miSi¢na kréenja
brez kakr$nekoli poskodbe inducirajo znatno
povisanje IL-6 v plazmi (26). Bioloske vloge
misi¢nega IL-6 so proliferacija (20) in sode-
lovanje v vzdrZevanju homeostaze ogljikovih
hidratov - ko upadejo zaloge glikogena v misi-
cah, se zviSa koncentracija IL-6 mRNA, njeno
prepisovanje v jedru in izlo¢anje proteinov iz
skeletne miSice (27). Z naras$canjem kon-
centracije IL-6 v miSici pa pada koncentracija
misi¢nega glikogena, kar kaze na vlogo IL-6
pri vzdrZevanju glukozne presnove v misici
med aktivnostjo.

Poleg glukoregulatorne vloge se domne-
va, da je IL-6 v skeletnih miSicah vpleten tudi
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v druge metabolne procese. So¢asno s pove-
¢anim izloCanjem glukoze iz jeter se je med
infuzijo IL-6 pojavilo tudi zvianje koncentra-
cije prostih mascobnih kislin v krvi. Ker pa je
v tej raziskavi pri preiskovancih prislo tudi do
povecanja krvnega adrenalina, za katerega je
znana lipoliti¢na aktivnost, avtorji niso mogli
zakljuditi, da deluje IL-6 neposedno na adi-
pocite (26).

Vpliv TNF-o na izloéanje IL-6

TNF-o in IL-6 sta tesno povezana, saj TNF-o.
spodbuja produkcijo IL-6 (6). Studije in vitro (28)
in in vivo (29) so pokazale, da IL-6 povratno
zavre produkcijo TNF-o. Na modelu hepati-
tisa pri glodalcih je bilo ugotovljeno, da je
TNF-o kljucen za razvoj poskodbe jeter in da
IL-6 zadCiti tkivo preko razlicnih mehanizmov,
vklju¢no z inhibicijo produkcije TNF-o. (29).
Novejse raziskave so pokazale, da tudi pri ¢lo-
veku miSi¢na aktivnost in z njo povezano
povidanje IL-6 ter infuzija rekombinantnega
humanega IL-6 inhibirata produkcijo TNF-o,
ki jo je sprozila endotoksemija (30).

NAMEN DELA IN HIPOTEZI

Raziskovalno podrocje raziskovalne naloge je
v §irSem smislu vloga ¢loveske skeletne misi-
ce pri obrambnem odgovoru organizma in
preucevanje molekularnih mehanizmov, ki
v tem oziru uravnavajo delovanje skeletne
miSice. Sposobnost TNF-q,, da se specificno
vpleta v ekspresijo misi¢nih beljakovin ob raz-
licnih stopnjah razvoja skeletne misice, bi
utegnila pojasniti tudi vlogo TNF-o pri spre-
membah v skeletni misici, ki se dogajajo
v stanjih, kot so vnetje, septi¢ni ok, kahek-
sija in hipertermija. Patofiziologija omenjenih
miopati¢nih sprememb je nejasna. Kot raz-
laga so se v preteklosti omenjale periferne
nevropatije in motnje v Zivéno-misicnem pre-
nosu, danes pa se poudarja aktivna vloga
samih skeletnih miSic. Odlo¢ili smo se preve-
riti naslednji dve hipotezi:

1. Izlocanje IL-6 iz ¢cloveske misice v kultu-
ri se uravnava s TNF-o in se poveca pri
vi§jih koncentracijah TNF-c.

2. S TNF-oinducirano izlo¢anje IL-6 je izra-
zitej$e na visji stopnji diferenciacije skeletne
miSice.
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METODE IN MATERIALI
Priprava kultur éloveskih misic

Poskuse smo opravili v Laboratoriju za misic-
ne kulture na Institutu za patolosko fiziologijo
MF v Ljubljani. Za vse poskuse, ki smo jih
izvedli, je bilo pridobljeno dovoljenje eti¢ne
komisije v Sloveniji (Komisija za medicinsko
etiko pri Ministrstvu za zdravstvo Republike
Slovenije, $t. 63/01/99).

Pri delu s ¢loveskim tkivom smo upo-
Stevali vse varnostne ukrepe, ki jih zahteva
tako delo (Pravilnik o delu z bioloskim ma-
terialom, Uradni list: 04/2002, 18/01/2002).
V opisanih poskusih smo uporabili koscke
Cloveske misice abductor hallucis, ki se po dok-
trini odstranijo pri operacijah ekvinovarusa.
Dobili smo jih v sodelovanju z asist. dr. Jane-
zom Brecljem z Ortopedske klinike Klinicnega
centra v Ljubljani.

Koscke misic, ki smo jih uporabili kot vir
satelitskih celic, smo pred obdelavo shranili
v 15 ml rastnega medija z minimalno sesta-
vo (angl. »Minimal Essential Medium«, MEM)
(Gibco, Maryland, ZDA) z dodanim 15 %
teledjim serumom (angl. »Fetal Bovine Serums,
FBS) (Gibco, Maryland, ZDA) pri 4 °C. Tki-
vo smo pred pripravo celi¢nih kultur oéistili
veziva in drugih primesi in razrezali na manj-
$e, 0,5 do 1 mm velike ko$cke. Koscke tkiva
smo nato tripsinizirali (0,25 % tripsin (Gibco,
Maryland, ZDA) v raztopini EBSS (angl.
»Earl Balanced Salt Solution«, EBSS) pri 37 °C,
Cas tega postopka pa je bil odvisen od kolici-
ne tkiva. Tripsinizirane misi¢ne satelitske
celice smo gojili do klonalne gostote v petri-
jevkah (d = 100 mm) in to v mediju MEM
z dodanim 15 % FBS in drugimi substancami.
Petrijevke smo prenesli v inkubator z nasice-
no vlago (T =37 °C) in meSanico zraka in 5%
CO,. Po dveh do treh tednih rasti brez menja-
ve medija in pred fuzijo mioblastov v miSi¢ne
cevCice smo locili mioblastne kolonije od
fibroblastnih in jih nadalje gojili v posodah
za celi¢ne kulture (75 cm?). Ko je rast dose-
gla konfluentnost in pred fuzijo mioblastov,
smo celice tripsinizirali in prenesli v posode
(d =35mm) z vstavljenim krovnim stekelcem.
Krovna stekelca smo pred tem prevlekli
z meSanico Zelatine (Sigma, Missouri, ZDA)
in krvne plazme v razmerju 1:2.

Obdelava celiénih kultur
s TNF-c

Cloveske miicne celice smo obdelali s TNF-o.
na dveh stopnjah razvoja: na stopnji miobla-
stov in na stopnji misicnih cevcic.

Mioblasti preidejo v konfluentno rast po
desetih dneh od zacetka kulture. Primernost
kulture (konfluentna rast, morfologija celic,
odsotnost okuzbe) za obdelavo s TNF-o. smo
dolocili s fazno-kontrastno mikroskopijo.
Medij (MEM) smo do pridobitve kulture mio-
blastov in do pridobitve kulture cevéic menjali
na tri dni. Homogena monokultura misi¢nih
cevcic pa je dosezena po treh tednih od zacet-
ka kulture. Kriterij za dobro kulturo migi¢nih
cevlic je poleg morfologije in odsotnosti
okuzbe miogeni indeks, ki je definiran kot
povprecno Stevilo jeder na misi¢no cevcico.

Pred obdelavo s TNF-o smo iz gojitvenih
posodic odstranili prvotni medij, nato pa
dodali medij (MEM) z dodanim ¢loveskim
TNF-o (Sigma, Missouri, ZDA), in sicer v kon-
centracijah 1ng/ml, 10 ng/ml in 100ng/ml.
V vsako posodico smo dodali 1,5 ml medija
z dodanim TNF-o in kulture inkubirali 24 ur.
Po 24-urni obdelavi smo zbrali vzorce medi-
ja (supernatant) in celic za analizo.

Poskuse s TNF-o. smo opravili na kultu-
rah treh razli¢nih darovalcev (n = 3) cloveskega
misicnega tkiva, kontrolne poskuse pa na
kulturah $tirih darovalcev (n = 4). Celice iz
kultur vsakega od teh darovalcev smo pred
poskusom (24-urno obdelavo s TNF-o. oz.
24-urna inkubacija v MEM za kontrolo) raz-
delili v 6 posodic (d = 36 mm), ki so torej
predstavljale paralelne poskuse. Tako smo za
obdelavo s TNF-o naredili 3 x 6 poskusov za
vsako koncentracijo TNF-a, za kontrolo pa
4 x 6 poskusov.

Zbiranje supernatanta in celic
za nadaljnje analize

Po koncani 24-urni obdelavi smo iz gojitve-
nih posodic vzeli supernatante, jih takoj
zamrznili na —=70 °C in tako shranili za kasnej-
$e merjenje laktatne dehidrogenaze (LDH) in
izlo¢enega IL-6.

Misicne celice, ki so ostale po odstranitvi
supernatanta, smo uporabili za ugotavljanje
gostote celic, analizo Western-blot in ugotav-
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ljanje fragmentacije DNA kot posledico apop-
toze.

Andadliziranje supernatanta
Analiza koli¢ine IL-6

Analiza koli¢ine IL-6 v supernatantu je bila
opravljena z metodo ELISA (angl. »enzy-
me-linked immunosorbent assay«) na Institutu
za mikrobiologijo in imunologijo MF v sode-
lovanju z dr. Branko Wraber. Postopek poteka
takole: na ploscico (nosilec reakcije) se nanese
z biotinom oznacena protitelesa proti cloves-
kemu IL-6 (Endogen Inc., ZDA), ki se jim
doda Ze pripravljene standardne raztopine
z znanimi koli¢inami IL-6, s pomocjo katerih
se nato napravi umeritveno krivuljo in tako
doloci koli¢ino IL-6 v testnih vzorcih. Testne
vzorce so predhodno red¢ili 1:100 in 1:1000
v MEM. Sledi dvourna inkubacija pri sobni
temperaturi in spiranje nevezanih primarnih
protiteles s pufrom. Nato se doda v pufru
red¢ena sekundarna protitelesa, oznacena
s streptavidinom (streptavidin se s $tirimi
mesti veZe na biotin). Na ta protitelesa je veza-
na peroksidaza iz hrena (angl. »horseradish
peroxidase«, HRP), ki reagira s kasneje dodanim
tetrametil benzidinom. Inkubacija s sekundar-
nimi protitelesi traja 30 minut pri sobni
temperaturi. Spiranju s pufrom sledi dodaja-
nje substrata tetrametil benzidina (TMB).
Reakcija s substratom poteka 30 minut v temi
pri sobni temperaturi. Reakcijo se ustavi
s spiranjem nosilca z raztopino »stop«. Absor-
banco se od¢ita pri 450-550nm in se iz
umeritvene krivulje izratuna koncentracije
IL-6. Kon¢no koncentracijo IL-6 se nato pre-
racuna na doloceno Stevilo jeder.

Analiza laktatne dehidrogenaze

Laktatna dehidrogenaza (LDH) je citosolni
encim, ki se sintetizira v vecjih koli¢inah
v tkivih, ki so velik porabnik energije, kot so
skeletne misice, sréna miSica ter mozgani.
V Klini¢ni praksi se LDH pogosto uporablja
kot oznacevalec nekroze tkiv. Njegovo prisot-
nost v krvi se testira z obcutljivimi metodami.
V bolezenskih stanjih izmerjeni nivoji LDH
v plazmi se gibljejo v razredu nekaj 100 IU/1,
dosezejo pa tudi koncentracije, vi§je od
10001U/1. V mikrokatalih izraZene normalne
koncentracije LDH so 0,17-2,08 pkat/1 plaz-
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me (vir: Cerne D). Koli¢ina LDH v supernatan-
tu (EC 1.1.1.27) je bila izmerjena z encimatsko
metodo na aparaturi Vitros 950 (Ortho-Cli-
nical Diagnostics, Neckardgemiind, Nemcija)
v Urgentnem biokemi¢nem laboratoriju Kli-
ni¢nega centra, v sodelovanju z dr. Darkom
Cernetom. Koli¢ina LDH v vseh zbranih posa-
meznih vzorcih supernatantov po koncu
obdelave s TNF-q, je bila dolo¢ena isto¢asno
v eni seriji meritev. Vzorci so bili pred mer-
jenjem shranjeni pri =70 °C najvec¢ mesec dni.
Za vsak vzorec so bile izvedene tri vzpored-
ne meritve, verjetnost napake trojne dolocitve
vrednosti je bila pod 2,1 %.

Analiziranje celi¢ne frakcije

Dolocanje gostote celic v kulturi

Celotno $tevilo celic v kulturah mioblastov in
v kulturah miSi¢nih cevcic smo dolo¢ili tako,
da smo njihova jedra obarvali s fluorescenc-
nim barvilom Hoechst 33258 (Molecular
Probes, Oregon, ZDA). Celice, ki so predhod-
no rasle na krovnih stekelcih, smo pred
10-minutnim fiksiranjem z raztopino 4%
PFA (paraformaldehid, pH 7; Sigma, St. Louis,
MO, ZDA) za kratek cas spirali z na 37 °C
ogretim fosfatnim pufrom (PBS) (1,3 M NaCl,
70 mM NaZHPO4Y 30mM NaH,PO,; pH 7,4).
Fiksaciji je sledilo 2- do 3-kratno spiranje po
10 minut s PBS in petminutna inkubacija
v raztopini barvila Hoechst 33258 (1 ug/ml
v PBS). Ta je potekala v za to pripravljenih
vlaznih kopelih. Nato smo krovna stekelca spi-
rali 2- do 3-krat po 10 minut v PBS-u in jih
vklopili v 70 % glicerol ter pritrdili na objektna
stekelca. Jedra smo opazovali s fluorescent-
no mikroskopijo z ultravijoli¢nim filtrom
(A=365nm). Za vsako kulturo in koncentra-
cijo TNF-o0 smo presteli jedra v 20 vidnih
poljih, izrac¢unali povprecno Stevilo jeder na
povrsino vidnega polja in preracunali Stevi-
lo jeder na povrsino posodice.

Analiza receptorjev za TNF-o s tehniko
Western blot

Konstitutivno in od TNF-o. odvisno izrazanje
TNF-R2 v misi¢nih celicah na stopnji miobla-
stov in na stopnji misi¢nih cevcic smo testirali
s tehniko Western blot. Tehnika omogoca tudi
semikvantitativno primerjavo koli¢ine dolo-
Cenega proteina med posameznimi vzorci
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proteinov. V tem smislu smo ocenili prisot-
nost TNF-R2 v nasih vzorcih. V Zepke gela smo
vzporedno nanesli vzorce proteinov neobde-
lanih kontrolnih kultur in vzorce proteinov
kultur, obdelanih s TNF-¢.. Nane$ena masa
proteinov v posameznem Zepku je bila 50 pg.

Vzorce celic iz kultur za analizo Western
blot smo najprej takoj po odstranitvi medija in
kratkem spiranju z na 37 °C ogretim PBS-om
prenesli na led ter lizirali in homogenizirali
v pufru (20mM TRIS pH = 7,4), ki je vseboval
10% saharozo, 1 mM EDTA, 1% Triton-X-100,
in 0,1 mM PMSF. Dodani so bili tudi inhibitor-
ji proteinaz: leupeptin, aprotinin in pepstatin
(vsi proizvajalca Sigma, Missouri, ZDA), vsi
v koncentracijah 10 ug/ml. Temperatura
pufra je bila 4 °C. Tkivo smo homogenizira-
1i 30 minut na ledu. Po lizi in homogenizaciji
smo netopne ostanke celic odstranili s cen-
trifugiranjem pri 13000 x g in pri -4 °C za
10 minut. Po centrifugiranju smo odstranili
supernatante, jih shranili na =20 °Cin posto-
pek Se enkrat ponovili na ostanku celic. Tako
pridobljeni supernatant smo zdruzili s prvim.
V zdruZenemu supernatantu smo dolocili
koncentracijo proteinov po Lowryjevi meto-
di s kompletom za dolocevanje proteinov
(Sigma, Missouri, ZDA). Absorpcijo smo
izmerili pri valovni dolZini 750 nm. Najpre;j
smo naredili umeritveno krivuljo z vzorci zna-
ne koncentracije beljakovin, nato smo izmerili
absorpcijo pri nasem beljakovinskem vzorcu.
Koncentracijo proteinov v nasih superna-
tantih smo dolodili s pomodjo ustrezne
umeritvene krivulje.

Trideset do petdeset mikrogramov prote-
inov iz vsakega vzorca smo lo¢ili z elektrofo-
rezo 10% SDS-PAGE, nakar smo jih iz gela
prenesli na membrano PVDF (Immobilon,
Millipore, Massachusetts, ZDA). Pred detek-
cijo smo membrano inkubirali 30 min v pufru
»blocking«, ki smo ga pripravili v 1xPBS-u
z dodatkom 3 % I-Block (Tropix, Massachus-
sets, ZDA) in 3 % Tween-20 (Sigma, Missou-
ri, ZDA). Sledila je 60-minutna inkubacija
s primarnimi protitelesi, specifi¢nimi za
receptor TNF-R2 (StressGen Biotehnologies
Corp., Victoria, Kanada), ki smo jih red¢ili
v razmerju 1:250 v pufru »blocking«. Nato
smo membrano spirali 3-krat po 5 minut
v pufru »blocking«. Sledila je 60-minutna
inkubacija s sekundarnimi protitelesi, konju-

giranimi z alkalno fosfatazo (DAKO, Glo-
strup, Danska). Protitelesa so bila razredce-
na 1:1000 v pufru »blocking«. Inkubaciji je
sledilo spiranje znova v pufru »blocking, nakar
smo membrano spirali $e v 1 x pufru »assay«
(Tropix, Massachussets, ZDA). Na membra-
no smo nato nanesli tanek sloj raztopine
»CDP-Star« (Tropix, Masachussets, ZDA) in po
petminutni inkubaciji dali membrano v pro-
zorno vrecko. Kemiluminescenco, ki se raz-
vije v reakciji s tem substratom, smo merili
prek pocrnitve rentgenskega filma (Kodak,
X-OMAT, ZDA), ki smo ga izpostavili kemi-
luminescenci za 20 sekund v temnici. Rent-
genski film smo 3 minute razvijali v razvijalcu
IIford PQ Univerzal (Ilford, Mobberley, Angli-
ja), razred¢enem 1:10 v vodi. Za tem smo film
spirali 5min v vodi in fiksirali 4 minute
v fiksativu Ilford Hypam (Ilford, Mobberley,
Anglija), razredéenem 1:4 v vodi. Po konca-
ni fiksaciji smo film sprali v vodi in posusili.

Analiza fragmentacije DNA

Izolacijo celokupne DNA smo naredili z upora-
bo kompleta reagentov za izolacijo genomske
DNA (Promega, Wisconsin, ZDA) po priloZe-
nih navodilih proizvajalca. Elektroforeza
DNA je potekala v 1% agaroznem gelu, pri-
pravljenem iz agaroze (Sigma, Missouri, ZDA)
in pufra TAE (tris acetat EDTA) z dodatkom
etidijevega bromida. V vsak Zepek smo nane-
sli 20 ul vzorca z razli¢nimi koncentracijami
DNA, redc¢enimi v destilirani vodi.

Statistiéne metode

Za statisticno vrednotenje rezultatov smo
uporabili program SPSS Version 10 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, ZDA). Rezultate smo primerja-
li s Studentovim t-testom za neodvisne vzorce,
pri Cemer smo razlike $teli za statisticno zna-
Cilne, Ce je bila vrednost p<0,05 ali manj.

REZULTATI
Opis in razvoj kultur

Za poskuse, v katerih smo merili vpliv TNF-o,
smo uporabili tri razlicne misi¢ne kulture, ki
so izhajale iz satelitskih celic treh razli¢nih
darovalcev. Pred samim poskusom smo pre-
verili, kaksne so fuzijske sposobnosti celic. Na
ta nacin smo Ze predhodno izlocili tiste celic-
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Kulture mioblastov

fluorescentna
mikroskopija
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Kulture migicnih ceviic

faznokontrastna
mikroskopija

Slika 1. Prikaz kultur. Kultura mioblasto, opazovana po enem tednu s fazno-kontrastno (4) in fluorescencno mikroskopijo (B). Kuk
tura misicnih cevcic, opazovana po treh tednih s fazno-kontrastno (C) in fluorescencno mikroskopijo (D).

ne linije, kjer je bila fuzijska sposobnost nizka.
V nadaljnjih poskusih smo uporabili le tiste
linije, ki so pokazale dobro fuzijsko sposobnost.
Homogenost kultur in fuzijsko sposobnost
smo preverjali s fazno-kontrastno mikrosko-
pijo. Obdelavo mioblastnih kultur s TNF-o
smo priceli takrat, ko so le-te dosegle konf-
luentno rast (slika 1). Za zrele kulture misi¢nih
cev¢ic smo smatrali tiste kulture, kjer je bila
vecina celic fuziranih in je bil miogeni indeks
(povprecno Stevilo jeder na misi¢no cevéico)
vsaj 4 in kjer je od pricetka fuzije pa do
obdelave v kulturi minilo vsaj 10 dni.

Andliza prisotnosti receptorjev
za TNF-a

Po elektroforetski locitvi proteinov, prenosu
na PVDF-membrano in izpostavitvi membra-

ne primarnim in sekundarnim protitelesom
ter razvijanju produkta smo v vseh kolonah
z nane$enimi vzorci proteinov nasli dobro
viden specificen signal (slika 2). S pomocjo
beljakovinskih oznacevalcev smo ocenili veli-
kost proteina v nasSem signalu med 67 kDa in
97 kDa. Ta velikost ustreza dejanski velikosti
beljakovine TNF-R2, ki je po podatkih iz lite-
rature 75 kDa.

Ker smo v vse Zepke nanesli enako maso
proteinov, lahko s primerjavo intenzitete sig-
nalov ocenimo relativne koli¢ine specifi¢nega
proteina v vzorcih. Primerjava intenzitete sig-
nalov nam pokaZe, da je intenziteta barvanja
v kontrolnem vzorcu mioblastov Sibkejsa kot
v kontrolnem vzorcu misi¢nih cevdic, iz Cesar
lahko ocenimo, da je v normalnih razmerah
koli¢ina TNF-R2 vecja v misi¢nih cevcicah kot

Kulture mioblastov

Kulture misicnih cevéic

Kontrola ~ TNF1
97kDa =

67kDa =

TNF10  TNF100

e . —— S w— = = = TNF-R2

Kontrola ~ TNF1 TNF10  TNF100

Slika 2. Kolicine TNF-R2 v vzorcih proteinoy, izofiranih iz neobdelanih in s TNF-oz obdelanih kultur mioblastov in misichih cevcic, dolo-
Cene z metodo Western blot. Na start so bile nanesene enake mase profeinov (50 ug) za vse vzorce.
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v mioblastih. Primerjava signalov med kon-
trolnimi in obdelanimi kulturami pa pokaze,
da so v primeru mioblastnih kultur signali
v obdelanih kulturah intenzivnejsi kot v kon-
trolni kulturi, ¢esar pa ne moremo redi za
kulture miSi¢nih cevdic, kjer smo ugotovili pri
kulturi, obdelani z 100 ng/ml TNF-o, celo §ib-
kejsi signal kot v kontrolni kulturi (slika 2).

Izloéanje IL-6 iz kultur

misiénih celic

Izlo¢anje IL-6 v kulturah mioblastov
Koli¢ino IL-6, ki se izlo¢i iz kultur miSi¢nih
celic, smo ugotavljali z metodo ELISA. Kolici-
no izlo¢enega IL-6 v kontrolnih, neobdelanih
kulturah mioblastov smo primerjali s kolic¢i-
no izlocenega IL-6 v kulturah mioblastov, ki
smo jih 24 ur obdelovali z razli¢nimi koncen-
tracijami TNF-o.. V vzorcih supernatantov,
odvzetih iz kontrolnih kultur mioblastov,
smo izmerili povprecno 156,9 +6,5 pg IL-6/10*
jeder. V vseh vzorcih, odvzetih iz s TNF-o
obdelanih kultur, smo nasli statisti¢no zna-
¢ilno vedjo koli¢ino izloenega IL-6. Koli¢ina
izloCenega IL-6 v kulturi mioblastov, obdela-
nih z 1ng/ml TNF-a, (254,8+30,9 pg/10*
jeder), je bila 1,6-krat vecja kot v kontrolni kul-
turi. V kulturah, obdelanih z 10ng/ml TNF-q, je
bila koli¢ina izlo¢enega IL-6 (602,6+ 67,9 pg/10*
jeder) 3,9-krat, v kulturah s 100 ng/ml TNF-o.
(664,2+222,0pg/10*jeder) pa 4,2-krat veja
kot v kontrolnih kulturah (slika 3A). Pri-
merjava koli¢in izloCenega IL-6 glede na
razli¢ne koncentracije TNF-o. nam je pokaza-
la statisti¢no znacilno razliko, ko smo
primerjali u¢inke TNF-o. pri koncentracijah
1ng/mlin 10 ng/ml in 100 ng/ml (slika 3A).

Izlo¢anje IL-6 v kulturah misi¢nih cevéic

Tudi v kulturah misi¢nih cevcic smo potrdi-
li od odmerka TNF-a odvisno izlo¢anje IL-6.
Neobdelane cevéice so izlocile povpred-
no 350,5+ 78,1 pg/10* jeder. Po obdelavi
z 1ng/ml TNF-o.je bilo izlo¢anje 2,8-krat vec-
je (996,6+241,2 pg/10* jeder), po obdelavi
z10ng/ml pa kar 6,2-krat vedje (2167,9 £401,9
pg/10%jeder) v primerjavi s kontrolo. Kultu-
re cevéic, obdelane s 100 ng/ml TNF-o,, pa so
izlo¢ile 1550,1+209,3 pg/10* jeder, kar je
4,4-krat ve¢ od kontrolnih, vendar 1,4-krat
manj od kultur cevcic, obdelanih z 10 ng/ml

TNF-o (slika 3B). V primerjavi s kontrolo smo
ugotovili statisticno znacilen porast v izloCanju
IL-6 po obdelavi z vsemi tremi koncentraci-
jami TNF-a.. Ko smo primerjali izlo¢anje IL-6
glede na posamezne koncentracije TNF-o,
smo ugotovili statistiéno znacilno razliko
med koncentracijama 1ng/ml in 10 ng/ml.
Med koncentracijama 1ng/ml in 100 ng/ml
pa razlika ni statisti¢no znacilna (slika 3B).

Primerjava med koli¢inami IL-6, ki se

izlo¢ijo iz mioblastov in iz misi¢nih cevéic
Kontrolne misi¢ne cevdice so izlocale 2,2-krat
ve¢ IL-6 od kontrolnih mioblastov. Pri vseh

A 1000 =
t 1
—= 800 (n=3)
£ 1
S 600
S a0 (=3
s (n=3) :
= 01 "= ﬁ
L
Konola ~ TNF1  TNF10  TNF100
B 3000 BT
2500
E a0 (n 3
(=3
S 1500 n=3)
2 1000
= 500 (n=4)
0, -
Kontola ~ TNF1 TNF10  TNF100
C 3000
t
2500
£ 200 %
; 1500+ *
2 1000
= 5001
oL = ri
Kontrola ~ TNF1  TNF10  TNF100
] Mioblasti I Misiéne ceviice

Slika 3. Vpliv razlicnih koncentracif TNF-oc na izlocanje I1-6 iz kuk
ture mioblastov (4) in kulture misicnih cevcic (B) cloveske
skeletne misice fer primerjava stopnje izlocanja IL-6 med miob-
lasti in misicnimi- cevéicami (C). % p<0,05; 1 p<0,01;
1 p<0,007. Oznake nad stolpci pomenijo primerjave s kontro-
lo; oznaka na ¢rti pomeni primerjavo med stolpcema.
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Slika 4. Vpliv TNF-cx na sprostanje LDH iz mioblastov in iz misic-
nih cevcic. Znak * pri s TNF 100 obdelanimi mioblasti pomeni
statisticino znacilen porast LDH (p< 0,05) glede na kontrolne miob-
laste. Na stopnji misicnih cevcic ni statisticno znacilnih razlik med
obdelanimi in kontrolnimi vzorci.

kulturah misi¢nih cevdic, ki smo jih obdela-
li s TNF-0, je bila koli¢ina izlocenega IL-6
vedja kot v obdelanih kulturah mioblastov.
Tako so pri obdelavi z 1 ng/ml TNF-o. cevdi-
ce izlocale 3,9-krat ve¢ IL-6, pri obdelavi
z 10 ng/ml TNF-o 3,4-krat vec, pri obdelavi
s 100 ng/ml TNF-o pa 2,3-krat vec¢ IL-6 kot
mioblasti. V vseh primerih je bila razlika
statisti¢no znacilna.

Koléina LDH v supernatantih

Encimska aktivnost LDH v supernatantih,
testirana z metodo Vitros 950 v Urgentnem
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laboratoriju Klini¢nega centra v Ljubljani, je
bila v ve¢ vzorcih pod mejo detekcije. Vredno-
sti v pkat/l smo preracunali na pkat/10% jeder.
Na stopnji mioblastov je bila v kontrolnih vzorcih
dolo¢ena koncentracija 0,035 +0,0003 pkat/10*
jeder, v obdelanih pa 0,023 £0,001 pkat/10*
jeder pri TNF-o. 1ng/ml; 0,033 0,001 pkat/10*
jeder pri TNF-a. 10ng/ml in 0,056+0,010
pkat/10% jeder pri TNF-0: 100 ng/ml. Statistic-
no znacilen porast koncentracije LDH smo
ugotovili le pri kulturi mioblastov, in sicer
med kontrolno kulturo in kulturo, ki smo jo
obdelali s TNF-o. v koncentraciji 100 ng/ml
(slika 4). Na stopnji misi¢nih cev¢ic so bile
povprecne koncentracije LDH v vseh kultu-
rah sicer visje kot v kulturah mioblastov,
vendar pa med kontrolnimi in obdelanimi
kulturami misi¢nih cevcic ni bilo statisti¢no
znacdilnih razlik (slika 4).

Ugotavljanje morebiine apop-
toze po ohdelavi s TNF-o

V sedaniji fazi raziskav smo ugotavljali apopto-
z0 z metodo fragmentacije DNA. S postopkom
elektroforeze celokupne DNA, ki smo jo izoli-
rali iz vzorcev celic posameznih kultur, nismo
potrdili za apoptozo znacilnih fragmentov
DNA. DNA je nefragmentirana ostala na
startu tako v kontrolnih poskusih kot tudi
v poskusih, kjer so bile kulture obdelane
s TNF-a.. Med vzorci mioblastov in vzorci
misi¢nih cevéic pri tem ni bilo razlik. Treba

Stand.

DNA

Lambda Apoptoza v celiéni kulturi
Fco R Kulture mioblastov Kulture migiénih ceveic (Tomei in Cope, 1991)

4. Kontrola ~ TNF1

TNF10 TNF100 Kontrola TNF1

TNFT0  TNF 100

Konirola Apopt. Nekr.

Slika 5. Elektroforeza DNA iz misicnih celic v kulturah. V nobenem vzorcu niso vidni fragmenti. Primer iz vira Tomei in Cope (31) kaZe

pozitivno kontrolo apoptoticnih celic.
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pa je dodati, da nam iz $e nepojasnjenih
vzrokov ni uspel poizkus pozitivne kontrole,
kjer smo apoptozo sprozili z dimetilsulfoksi-
dom in staurosporinom. Na sliki 5 je za
primerjavo prikazana pozitivna kontrola iz
vira Tomei in Cope (31).

RAZPRAVLJANJE

V nasih poskusih smo uporabili in vitro model
cloveske skeletne misice. Ta model ima pred
nekaterimi drugi metodami in modeli vrsto
prednosti. Tako npr. daje mozZnost natan¢nega
uravnavanja in nadzorovanja poskusnih raz-
mer in s tem natanc¢no kontrolo celi¢nega
okolja. Prednost je tudi fenotipska podobnost
celic, sorazmerno nizka pa je tudi cena teh
poskusov. Ne nazadnje ni potrebe po Zrtvova-
nju in bolecem ravnanju s poskusnimi
Zivalmi, ko pa gre za ¢lovesko miSico, pa je
model in vitro sploh edini, ki za take posku-
se pride v postev.

Svoje ucinke TNF-a. prozi prek dveh recep-
torjev: TNF-R1 in TNF-R2 (32). V tej nalogi
smo ugotavljali zgolj prisotnost TNF-R2
v misi¢ni kulturi, ker naj bi bil predvsem pre-
ko tega receptorja posredovan ucinek TNF-o.
na prepisovanje genov prek aktivacije NF-kB
(33), kar naj bi v kon¢ni fazi vplivalo tudi na
izlocanje IL-6. Za delovanje TNF-o. prek TNF-R1
so namre¢ verjetnejsi proapoptotski uc¢inki po
signalni poti, ki naj bi prek vezave TRADD
(angl. »T'NF receptor — associated death domain«—
TRADD) aktivirala kaspazo 8. Nasi poskusi so
potrdili prisotnost TNF-R2 v kontrolnih in
obdelanih kulturah, iz éesar lahko sklepamo,
da so u¢inki TNF-o na izlo¢anje IL-6, ki smo
jih ugotovili v nasih poskusih, posledica
aktivacije TNF-R2, ne moremo pa izkljuciti
moznosti, da je za del u¢inkov odgovorna tudi
aktivacija TNF-R1.

Semikvantitativna analiza Western blot
kaze na nekoliko povisano izrazanje TNF-R2
v obdelanih v primerjavi s kontrolnimi kul-
turami, kar pa velja bolj za niZje koncentracije
TNF-0.in bolj za mioblaste kot za misi¢ne cevci-
ce, kjer je izrazanje pri koncentraciji 100 ng/ml
celo manje kot v kontrolnih cevcicah. Pove-
Cano izraZzanje TNF-R2 pod vplivom TNF-ou
so ugotovili tudi Zhang in sodelavci (34)
v kvantitativnih Studijah indukcije citokinskih
receptorjev na tkivu skeletnih misic in v kul-

turi misi¢nih cevcic glodalcev. Za TNF-R1
avtorji take indukcije niso ugotovili. Podoben
rezultat so Kalthoff in sodelavci (35) dobili
v ¢loveskih malignih epitelijskih celicah, kjer
so ugotovili, da TNF-o. poveca ekspresijo
TNF-R2, ne pa tudi TNF-R1. Ve¢ja raven
TNF-R2 v kontrolnih misi¢nih cevcicah v pri-
merjavi s kontrolnimi mioblasti je verjetno
posledica na splo$no drugac¢ne ravni ekspre-
sije genov na tej razvojni stopnji (2).

Odmerki TNF-o, ki smo jih uporabili
v nasih poskusih, so bili izbrani na osnovi posku-
sov, ki so jih objavili drugi avtorji (23, 34).
V razmerah in vivo v primeru sepse so bile
izmerjene plazemske koncentracije TNF-ou
v razredu nekaj ng/ml (36), bazalna raven
TNF-o. v plazmi pa je v razredu pikogra-
mov (37).

Tudi koli¢ine IL-6, ki smo jih izmerili
v nasih poskusih, so primerljive z rezultati
drugih $tudij. S testom ELISA so ugotovili
konstitutivno izlocanje IL-6 iz ¢loveskih miob-
lastov v kulturi, po obdelavi s TNF-o. pa se je
raven izlo¢anja povecala (38), kombinacija
TNF-o in IFN-y pa je raven izlo¢enega IL-6
povecala kar za osemkrat. Podobne $tudije na
misi¢nih cevcicah $e niso bilo opravljene, zato
primerjava z nasimi rezultati ni moZna.

Za preverjanje hipoteze, da je izloc¢anje
IL-6 odvisno od razvojne stopnje miSi¢nih
celic, je bilo treba rezultate, izraZene v pg/ml,
za mioblaste in misi¢ne cevcice prera¢unati
na skupni imenovalec, ki ga v nasih poskusih
predstavlja Stevilo jeder. Sami podatki o kon-
centracijah (pg/ml) nam namrec ne podajo
realnega razmerja med izlocanjem IL-6 na
stopnji misi¢nih cevéic in izlo¢anjem IL-6 na
stopnji mioblastov, saj bi bile razlike lahko
odsev vedjega Stevila jeder in s tem genskih
produktov v volumski enoti mii¢nih cevéic,
ne pa povecane sinteze ob posameznem
jedru v miSi¢nem sinciciju, kar naj bi bil uci-
nek TNF-o.

Primerjava izlo¢anja IL-6 pod vplivom
TNF-0. med mioblasti in misi¢nimi cev¢ica-
mi nam je potrdila, da se obe razvojni stopnji
razlikujeta v odzivih na dolocene signale
okolja. O tem razpravljajo tudi drugi avtorji:
Tako Mantegazza in sodelavci (39) menijo, da
je stopnja diferenciacije misi¢nih celic pomem-
ben dejavnik pri sposobnosti misi¢nih celic,
da sintetizirajo molekule imunskega sistema,
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kot so npr. citokini. Nekateri avtorji tudi menijo,
daje TNF-o zmoZen razlikovati med nedife-
renciranimi in diferenciranimi misi¢nimi
celicami in se na ta nacin usmerjeno vplesti
v ekspresijo misi¢nih beljakovin ob razli¢nih
stopnjah razvoja skeletne misice (11, 40).

Aktivnost LDH, ki je v nasi $tudiji sluzi-
la kot pokazatelj morebitne poskodbe celi¢nih
membran, ki bi nastala zaradi destruktivnega
delovanja TNF-o. v brezceli¢nih superna-
tantih, je bila majhna in v razredu 1 pkat/l,
v nekaterih vzorcih pa celo pod mejo detek-
cije, ki je pri nasi metodi 0,85 pkat/l. Rezultat
kaZe na to, da v prisotnosti TNF-a v nasih
poskusnih razmerah in v uporabljenih kon-
centracijah ni prislo do poskodb membran
misi¢nih celic, kar bi v nacelu prav tako lahko
razlozilo vedje koli¢ine IL-6 in drugih molekul
v supernatantu. Rahel dvig LDH v primerjavi
s kontrolo je bil opazen le v kulturi miobla-
stov, ki smo jo obdelali z najvisjo koncentracijo
(100 ng/ml) TNF-a, kjer pa izlo¢anje IL-6 ni
bilo statisti¢no znacilno zvecano glede na niz-
jo (10 ng/1) koncentracijo.

TNF-0.bi lahko, poleg ugotovljenih ucin-
kov, povzrocil tudi apoptozo. Z naso metodo
nismo uspeli dokazati fragmentacije DNA,
znacilne za apoptozo (31). Fragmentacije
DNA nam ni uspelo pokazati niti v pozitivni
kontroli, kjer smo mii¢ne celice obdelali
z DMSO in staurosporinom. Vzrok je lahko
v izboru gela, ki ni omogocil locitve 180-200bp
dolgih fragmentov, ki so znacilni za apopto-
zo. Uporabljen 1% agarozni gel namrec zadrzi
le fragmente, vedje od 200 bp, manjsih pa ne.
V nadaljnjih $tudijah bi bilo za ugotavljanje
apoptoze primerneje uporabiti metodo
TUNEL (angl. »TdT-mediated dUTP nick end
labeling<) in novej$o metodo, t.i. kometni test
na minigelu (19). Po drugi strani pa nasa ugo-
tovitev ni presenetljiva, saj je znano, da se
apoptoti¢ni uc¢inek TNF-o izrazito dvigne
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