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SAZETAK. Tijekom posljednjih petnaestak godina za istrazivanje uloge razli¢itih proteina i me-
hanizama nastanka bolesti primjenjuju se sistemski pristupi i analize kojima se istovremeno
prate globalne promjene razine ekspresije velikog broja gena i/ili proteina. Imajuc¢i na umu
sloZene interakcije na razini stanica i ¢injenicu kako je vecina bolesti multifaktorijalnog podri-
jetla, takav sistemski pristup najbolji je nain stjecanja uvida u funkciju nekog proteina i/ili
mehanizme nastanka bolesti. Proteini “Trefoil Factor Family” ili proteini TFF (TFF1,TFF2, TFF3)
otkriveni su prije vise od 25 godina, te je ubrzo postalo jasno kako je njihova uloga u orga-
nizmu iznimno kompleksna. Tek je sistemski pristup istraZivanju analize uloge proteina TFF2
razjasnio njegovu ulogu u organizmu pokazujuci vezu s imunoloskim sustavom.

Kljuéne rijeci: gastrointestinalna obrana, imunoloski sustav, proteini TFF, TFF2

ABSTRACT. In the last fifteen years a systemic approach has been widely implemented in
the investigation of different proteins’ function as well as to elucidate the mechanisms un-
derlying disease development. Simultaneous monitoring of global changes through gene ex-
pression studies combined with protein pattern analyses represents the best way to unveil
the function of some proteins and/or pathogenesis mechanisms for various disease espe-
cially when knowing that multiple interaction patterns are present inside the cells and that
causes of diseases are often multifactorial. Trefoil factor family proteins (TFFs) have been
discovered more than 25 years ago. It has soon become clear that their role in biological
systems is multifactorial and quite complex. A systemic approach to their analyses brought
out the role of TFF2 involvement in the processes relevant for the immune system.
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uvoD

“Trefoil Factor Family” proteini (TFF) kod Covjeka
predstavljaju male proteine veli¢ine 7 — 14 kDa koji
imaju tri disulfidne veze odgovorne za stvaranje
strukture slicne listu djeteline (engl. trefoil)* (slika
1), po ¢emu su proteini ove skupine i dobili svoje
ime. Ovakva im strukturna domena osigurava ot-
pornost na razgradnju zbog povecanja topline ili
pak kod djelovanja kiseline, odnosno raznih enzi-
ma. Ovi su proteini funkcionalno djelotvorni u obli-
ku monomera (TFF2) i dimera (TFF1i TFF3). Mjesto
njihove najvece ekspresije kod ¢ovjeka je probavni
trakt koji je ujedno i najveca povrsina ljudskog tije-
la kojom smo u neposrednom dodiru s vanjskim
svijetom. Protein TFF1 je eksprimiran u stanicama
povrsine Zelu¢ane mukoze?, dok je protein TFF2
prisutan u antralnim i pilori¢kim Zlijezdama Zeluca
te u Brunnerovim Zlijezdama tankoga crijeva®. Pro-
tein TFF3 sintetizira se u vréastim stanicama crije-
va*, a u nesto manjoj koli¢ini i u Zelucu®.

Epitel probavnog trakta stalno je izloZzen djelova-
nju razli¢itih mikroorganizama i njihovih produka-
ta te, kako bi odrZzavao homeostazu, proizvodi
spojeve koji ogranicavaju upalni proces i pomazu
odrzavanju cjelovitosti epitelne barijere. Meha-
nizmi djelovanja proteina TFF su raznoliki i uklju-
€uju ulogu jednostavne sekrecije pri cemu se vezu
na mucine, kao i ulogu kompleksnih proteina
ukljucenih u razlicite aspekte karcinogeneze (TFF1
je, primjerice, potencijalni tumor-supresorski
protein) i upalnih reakcija. Nedavno je otkriveno
kako proteini TFF2 i TFF3 sudjeluju u modulaciji
imunoloskog odgovora, stoga se postavlja i logic-
no pitanje njihove uloge u cijelom organizmu, a
ne samo u probavnom traktu.

Mukozni epitel probavnog sustava izloZen je uce-
stalim ozljedama koje uzrokuju upalne reakcije u
ozlijedenom tkivu. Nekontrolirani upalni procesi
mogu postati kronicni procesi koji su prepoznati
kao rizi¢ni cimbenik pri nastanku tumora u razlici-
tim organima®. Ta povezanost osobito je izrazena
u slucaju inflamatorne bolesti crijeva (IBD: ulce-
rozni kolitis i Chronova bolest). Ucestale ozljede
tkiva i njegova regeneracija uz prisustvo visoko
reaktivnih molekula kisika i dusika proizvedenih
od strane leukocita i ostalih fagocita povedavaju
ucestalost mutacija u molekulama DNA epitela ti-
jekom proliferacije, Sto povecava moguénost na-
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stanka tumora’. Proteini TFF kao glavni sekretorni
produkti epitela probavila imaju vaznu ulogu u
njegovoj homeostazi gdje sudjeluju u zastiti epi-
tela i mehanizmima njegova popravka.

OBRAMBENI SUSTAV PROBAVNOG TRAKTA

Sa svojom povrsinom od oko tristo metara kva-
dratnih mukoza probavnog trakta najveca je po-
vrSina ljudskoga tijela u dodiru (preko lumena
probavne cijevi) s okolinom. Jednoslojni epitel
ojacan Cvrstim spojevima i debelim slojem muku-

“Trefoil Factor Family” proteini (TFF) kod covjeka imaju
vise funkcija koje ukljuuju ulogu jednostavne sekrecije,
pri Cemu se vezu na mucine, ulogu kompleksnih proteina
ukljucenih u razlicite aspekte karcinogeneze te ulogu u
modulaciji imunoloskog odgovora. Najvrjedniji podaci o
funkciji proteina TFF2 dobiveni su uz pomoc tzv. knock-out
misjeg modela u kojem je gen za protein TFF2 inaktiviran.

sa i glikokaliksom® ima ulogu fizi¢ke prepreke pre-
ma vanjskom svijetu i istovremeno je mjesto se-
lektivne apsorpcije hranjivih tvari. Urodeni
imunoloski odgovor s brojnim nespecificnim me-
hanizmima obrane (primjerice Zelucana kiselina,
probavni enzimi, peristaltika, fagociti, cjelovitost
epitelnog sloja, antimikrobni protein i proteini
TFF) predstavljaju prvu liniju zaStite probavila®.
Imunoloski sustav mukoze crijeva je specifican u
odnosu na ostale dijelove probavila. Primarna
mjesta indukcije imunoloskog odgovora su brojne
limfoidne nakupine prisutne u mukozi crijeva (tzv.
Payerove ploce i limfoidni folikuli) u koje putuju
sve limfoidne stanice. Epitelne stanice crijeva
sprjecavaju prodor stranih antigena i olakSavaju
prezentaciju antigena imunoloskim stanicama pre-
ko receptora MHC Il. Specijalizirane stanice M, ra-
zasute medu epitelnim stanicama koje pokrivaju
folikule Payerovih ploca, ingestijom prenose unije-
te antigene i mikroorganizme iz lumena crijeva.
Dendriticke pak stanice subepitelne regije pred-
stavljaju glavne antigen-prezentirajuée stanice
koje veZu bakterijske produkte uz pomo¢ svojih
receptora TL (engl. toll like) i prezentiraju ih T-lim-
focitima koji pak pomazu pokretanje proizvodnje
IgA preko B-limfocita®. IgA je glavni imunoglobu-
lin mukoze koji potpomaze odlaganje antigena bez
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Slika 1. PredloZena sekundarna struktura humanih proteina TFF s disulfidnim vezama; cisteinski ostaci (otvoreni
krugovi) formiraju veze na polozaju 1-5, 2-4 i 3-6. Prema prijedlogu Thim L.

Figure 1. Proposed secondary structure of human TFF proteins with formed disulfide bonds between cysteins (open

circles) on positions 1-5, 2-4 i 3-6. Suggested by Thim L.
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Slika 2. Statisticki
znacajno modulirani

geni u TFF2 -/- miSeva.

Omijer signala 9 u
usporedbi izmedu
divljeg tipa i TFF2

-/- miSeva3*. Prikazani
su geni Ciji intenzitet
signal je >100 i ¢ija
promjena ekspresije
je znacajna i imaju
promjenu ekspresije
>1.6. Ekspresijski
uzorak gena
predstavljen je kao
nijanse crvene boje
(povecana ekspresija)
i zelene boje
(smanjena ekspresija).

Figure 2. Statistically
relevant modulated
gene expression in
TFF2 -/- mice. Ratio of
signals in nine
comparisons between
wild type and TFF2 -/-
mice 31, Represented
are genes with
intensity signals >100
with fold change >1.6.
Expression pattern is
showed by
appropriate intensity
of red (up regulated
expression) and green
(down regulated
expression) colour.

pokretanja kaskade sustava komplementa. Ovako
aktivirani B-limfociti migriraju iz Payerovih naku-
pina u mezentericke limfne ¢vorove i laminu pro-
piju gdje diferenciraju u plazma-stanice. Glavno
mjesto intestinalnog imunoloskog odgovora je la-
mina proprija u kojoj se nalaze brojne heterogene
nakupine limfoidnih i mijeloidnih stanica koje
kroz integrativni mehanizam proizvode specificne
kostimulatorne, adhezijske i efektorske molekule
kao Sto su to citokini®®.

Povrsina probavnog sustava je stalno izloZzena po-
tencijalno opasnim antigenima i tvarima koje su
jaki inicijatori imunoloskog odgovora. Fiziolosko
stanje mukoze probavila suzdrzana je upala gdje
brojni imunoloski mehanizmi balansiraju stanje iz-
medu sprjecavanja mikrobne invazije i sprje¢avanja
prekomjernog odgovora koji dovodi do kroni¢nih
upala. Za uspjesno odrzZavanje ravnoteze izmedu
ovih dvaju zahtjeva nuzina je cjelovitost mukozne
povrsine koju, uz ostalo, osiguravaju i proteini TFF.
Ekspresija proteina TFF povecava se zbog ozljeda
epitela? i pospjesuje kratkotrajne (restitucija) i du-
gotrajne (reepitelizacija Zlijezda) procese zacjeljenja
epitela. Proteini TFF potje¢u migraciju stanica®!,
inhibiraju apoptozu migrirajucih stanica’®, te pove-
¢avanjem viskoznosti mukusa umanjuju doticaj ob-
navljajuceg epitela sa Stetnim agensima®®?’. Isto-
vremeno, njihova ekspresija regulirana je uz pomoc¢
upalnih®® i protuupalnih citokina'®?!. Proteini TFF
prisutni su u probavnom sustavu, ali i u ostalim di-
jelovima organizma, pa tako i u imunoloskom su-
stavu (slezena, makrofazi i timus)?.
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FUNKCIJA TFF2 U IMUNOREGULACUI

Istrazivanja kojima je pracena lokalizacija radioak-
tivno obiljezenih proteina TFF pokazala su kako
TFF2-producirajuce stanice internaliziraju proteine
TFF i kao takve ih prezentiraju bazolateralno-re-
ceptoru. Ovo ukazuje na mogucu unakrsnu regula-
ciju i autoregulaciju sekrecije TFF i funkcionalnu
kompleksnost?*?*. Do danas je otkriveno nekoliko
interakcijskih partnera za TFF2. To su, prije svega,
protein beta podjedinica fibronektinskog recepto-
ral40 kDa, muclin 224 kDa ili CRP-duktin® te ga-
strokin-2%,

No, ni za jednog od njih nije pokazano da uistinu
posreduje djelovanju TFF2. Nedavno je otkriveno
kako TFF2 u tumorskim stanicama aktivira signalne
putove preko kemokinskog receptora CXCR4?’. Uz
to, TFF2 ima antiapoptoticku aktivnost?, djeluje
kao signalna molekula preko Erk1/2 te fosforilacije
c-Jun N-terminalne kinaze, dok mitogeni ucinak
TFF2 ovisi o aktivaciji EFK1/2 i protein kinaze
C (PKC)®.

Najvrjedniji podaci o funkciji proteina TFF2 dobi-
veni su pomocu tzv. knock-out misjeg modela u
kojem je gen za protein TFF2 inaktiviran®. Prvi re-
zultati pokazali su blagi fenotip kod TFF2 -/- mise-
va. Primijecena je dvostruko veca proizvodnja Ze-
lucane kiseline i smanjena proliferacija zelucane
mukoze. Usporedbe genske ekspresije u epitel-
nom tkivu probavila (slika 2) pokazale su kako ne-
dostatak TFF2 modulira ekspresiju brojnih gena
ukljucenih u prirodenu i ste¢enu imunost®!.

Ekspresija gena koji kodiraju proteosomalne po-
djedinice (LMP2, LMP7 i PSMB59), a ukljuceni su u
prezentacijski put MHC I, modulirana je tako da
povecava sadrzaj imunoproteasoma koji imaju po-
boljSanu prezentaciju antigena. Modulirana je i ek-
spresija podjedinice transportera TAP1, vaznog
kod unosa razgradenih antigena u endoplazmatski
retikulum (ER), kao i ekspresija gena BAG2 koji mo-
dulira aktivnost Saperonskih proteina u ER te po-
maze pravilno vezanje uz MHC | molekule. Nadalje,
nedostatak TFF2 znacajno je povisio razinu defen-
zina, urodenog antimikrobicidalnog proteina koji
je dio urodenog imunosnog odgovora (slika 3).
Istovremeno je bila povisena razina intestinalnog
proteina bogatog cisteinom (CRIP) koji je vazan re-
gulator populacije bijelih krvnih stanica® i regulira
citokinsku sintezu i imunoloski odgovor?3.

Vazan regulator upalnih procesa u probavnom
sustavu je dusikov oksid NO, koji pri akutnoj oz-
ljedi sintetizira konstitutivno aktivna NO sintetaza
(cNOS). NO pozitivno utjecCe na mukozu jer potje-
Ce protok krvi i oslobada razne lokalne reparativ-
ne molekule34. U kroni¢noj upali NO sintetizira in-
ducibilna NO sintetaza (iNOS) u infiltriraju¢im
makrofazima i neutrofilima®®, dajuéi slobodne ra-
dikale koji tesko osteéuju tkivo i indiciraju daljnju
upalu i daljnje ostecenje tkiva®.

Razina NO u enterocitima je normalno niska, a
njen je porast zbog iNOS aktivacije klju¢an po-
srednik zacjeljivanja epitela prije nastupanja
upalne reakcije® jer stimulirajudi restituciju, proi-

B T

Slika 3. Imunoreaktivnost anti-cryptdinl prosegmenta (preteca defenzina) u tankom crijevu (A) divljeg tipa miSeva
i TFF2 -/- miSevima (B)3'. Defenzinski preteca sintetizira se u Panetovim stanicama tankoga crijeva, a njegova

sinteza je povecana u crijevu TFF2 deficitarnih miseva.

Figure 3. Immunoreactivity of anti-cryptdinl pro-segment (defensin precursor) in small intestine (A) of wild type
mice and TFF2 -/- mice (B)*'. Defensine precursor is synthesized in Paneth cells of small intestine and its synthesis is

up regulated in intestine of TFF2 deficient mice.
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zvodnju mukusa i zastitu stanica, posreduje u ra-
noj reepitelizaciji*®. Egzogeni TFF2 dan Stakorima
u modelu kolitisa inhibira aktivhost mijeloperok-
sidaze i smanjuje upalnu infiltraciju®. TFF2 snaz-
no smanjuje regrutaciju leukocita u eksperimen-
talnom modelu crijevne upale jer smanjuje
adheziju leukocita za intestinalne venule®. Ove
¢injenice ukazuju na protuupalnu ulogu egzoge-
nog TFF2 kroz inhibiciju lokalne mobilizacije imu-
nolosgkih stanica u modelu kolitisa. TFF2 -/- miSevi
pokazali su upalnim modelima gastritisa (Helico-

Globalne metode analize kojima se istovremeno prate
promjene u razini ekspresije velikog broja gena i/ili pro-
teina sve se visSe koriste za razumijevanje funkcije nekog
proteina i/ili mehanizama nastanka bolesti. Upravo je si-
stemski pristup u istraZivanju uloge jednog proteina iz
obitelji TFF, tocnije proteina TFF2, razjasnio njegovu bio-
loSku funkciju i pokazao vezu s imunoloskim sustavom.

bacter felis infekcija) i kolitisa (dekstran natrij sul-
fat inducirani misevi) povecani upalni odgovor u
odnosu na normalne miseve*.

Detaljna analiza ekspresije otkrila je kako je TFF2
prisutan u stanicama slezene, peritonealnim ma-
krofazima i u limfocitima. Neaktivirani makrofazi
TFF2 -/- miSeva pokazali su hiperinflamatorni
uzorak genske ekspresije slican onom kod makro-
faga divljeg tipa miSeva kad ih se pobudi s IL1[3,
ukazujudi na ulogu TFF2 u negativnoj regulaciji si-
gnalnog puta preko receptora IL1 (IL-1R). Signali-
zacija preko IL-1R vazna je kod kroni¢nih upalnih
procesa probavnog trakta***? jer utjece na regula-
ciju raznih upalnih citokina i kemokina kao $to su
to, primjerice, TNFalpha, IL6, monocit kemoatrak-
tant protein 1, kao Sto moZe i poticati autosekre-
ciju IL1B. Progresija upalnih procesa Zeluca kroz
atrofiju i tumorske promjene u vezi je s ravnote-
Zom izmedu proupalnih i protuupalnih citokina,
gdje posebnu ulogu ima IL13*.

S obzirom na negativni u¢inak TFF2 na signalizaciju
IL-1R mozemo reci da je TFF2 vjerojatno jedan od
kljuénih regulatora signalnog sistema epitel-imu-
noloski sustav. Kao takav TFF2 je negativni regula-
tor gastrointestinalnih upalnih procesa i citokin-
skog odgovora imunoloskih stanica. TFF2 kontrolira
popravak mukoze probavila, a istovremeno i imu-
noloski odgovor limfocita i makrofaga.

http://hrcak.srce.hr/medicina

ZAKLJUCAK

Tek upotreba sistemskog pristupa analizi promje-
na na razini mukoze pokazala je $to se dogada na
molekularnoj razini u slucaju nedostatka proteina
TFF2 i na taj nacin ukazala na njegovu ulogu u
imunoloski relevantnim procesima. lako je prisut-
nost TFF2 u limfoidnim organima pokazana jo$
prije desetak godina®, razumijevanje njegove
to¢ne uloge omoguceno je tek sistemskim pristu-
pom analize uz pomo¢ misjeg modela TFF2 -/-,
Sto ukazuje na nuznost koristenja sistemskog pri-
stupa za analizu konkretnog bioloskog problema.
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