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1 UVOD

1.1 Apoptoza

Apoptoza je fizioloSki proces koji je takoder poznat pod nazivom programirana
stanicna smrt (PCD) te je uvijek prisutan pri razvoju stanica i postoji kao normalni
mehanizam u Zivotnom ciklusu svakog viSestani¢nog organizma.

Apoptoza je potrebna ako stanice u bilo kojem trenutku zivotnog ciklusa ne
mogu obaviti svoju normalnu funkciju, ako je nastao suviSak stanica odredenog tipa
(koje predstavljaju opasnost za prezivljavanje organizma) te ako je u odredenom
stupnju razvoja doSlo do nepravilnog ponasanja stanica. Za vrijeme apoptoze stanice
prolaze kroz razne strukturalne ali i biokemijske promjene kao Sto su bubrenje,
skupljanje cijele stanice, rascjepljivanje jezgre, kondenzacija kromatina i
rascjepljivanje kromosomske DNA. Sve te promijene se uglavhom dogadaju u
odredenoj stanici i to tako da ne dolazi do oStec¢enja okolnih stanica koje ne prolaze
kroz proces apoptoze. Makrofagi recikliraju apoptoti¢ne stanice procesom fagocitoze
uz precizno ophodenje sa sadrzajem stanica jer u protivnom moze doci do velikih
oStecenja okolnih stanica i tkiva. Apoptoza je genetiCki kontroliran proces koji ima
jednu od najvaznijih uloga u embriogenezi, metamorfozi stanica i prirodnoj stani¢noj
ravnotezi (Srivastava R. i sur. 2007). Molekule koje sudjeluju u signalnim putovima
staniCne smrti su naj¢esée potencijalne mete za kliniCku primjenu lijekova pri lijecenju
imunoloskih, neuroloskih, infekcijskih, upalnih i tumorskih oboljenja.

Zbog navedenih osobina proces apoptoze je u posljednjih nekoliko desetljeca
postao veliko podrudje intenzivnog istrazivanja. lako razli€iti vanjski podrazaji mogu
utjecati na aktivaciju apoptoze, regulacija ovog procesa se odvija kroz dva glavna
puta aktivacije i to pomocu ,povrSinskih receptora smrti“ (1.1.1) (eng. cell surface

death receptors) te pomocu mitohondrijskog puta aktivacije (1.1.2).



1.1.1 Aktivacija apoptoze pomoc¢u povrsinskih receptora

Receptori na povrsini stanica aktiviraju apoptozu prijenosom signala u stanicu
nakon vezanja nekog od liganada kao Sto su Fas-ligand, tumor nekrotski faktor alfa
(TNF-alfa) i TNF vezani aktivator apoptoze (TRAIL, Zhang i sur. 2005). Ova tri
liganda su proteini koji su €lanovi TNF superobitelji proteina. Takvi ligandi imaju
vaznu ulogu pri aktivaciji kaskade raznih kaspaza koje mogu aktivirati u vremenskom
razdoblju od samo nekoliko sekundi (Dash Phil. 2007).

Nakon vezanja liganda dolazi do konformacijskih promjena na unutarstani¢nim
domenama receptora. Ove promijene uzrokuju otkrivanje ,domene smrti“ (eng. death
domain) koja je vazna za aktivaciju i vezanje kompleksa razliCitih apoptoti¢nih
proteina koji ¢e prenijeti signal dalje unutar stanice. Nastali kompleks proteina se jo$
naziva i signalni kompleks smrti (DISC). Posljednji korak u aktivaciji inicijalnog
stupnja apoptoze je vezanje jedne od inicijacijskih pro-kaspaza, uglavhom je to
kaspaza 8, za DISC kompleks (Zhang i sur. 2005). TNF je pripadnik citokina koji
nastaju u timocitima i aktiviranim makrofazima kao odgovor na infekciju. Ovaj citokin
moze djelovati na razliCite nacCine ovisno o stanicama koje aktivira, ali svim
mehanizmima njegovog djelovanja je zajedniCko da se prvo mora aktivirati TNF
receptor 1 (TNFR1, Slika 1). Kod nekih vrsta stanica aktivacija TNFR1 uzrokuje
aktivaciju transkripcijskih faktora kao Sto su NF- kB i AP-1 Sto dalje dovodi do
indukcije Sirokog spektra gena (Sionov i sur. 2006). lako TNF, kod nekih tipova
stanica moZze inducirati apoptozu, ¢esto vezanje liganada za receptor nije samo po
sebi dovoljno za takvu reakciju. Za razliku od vezanja TNF-a, Fas-ligand moze

samostalno pokrenuti apoptozu odredenih tipova stanica.
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Slika 1. Prikaz TNF receptora 1 (TNFR 1) i pripadajucih sastavnih domena koje Cine

ovaj transmembranski kompleks. (Web 1.)

Vezanje liganda, u ovom slu€aju TNF-alfa, za receptor uzrokuje trimerizaciju i
priblizavanje unutarstani¢nih domena smrti. Takva konformacijska promjena na
receptorskim domenama smrti dalje omogucuje vezanje unutarstanicne adaptorne
molekule TRADD (protein povezan sa domenom smrti TNF receptora 1). Uloga
TRADD-a je omoguciti vezanje razli€itih proteina za aktivirani receptor. Jedna od
takvih molekula je transkripcijski faktor NF-kB ali i aktivacija JNK signalnog puta. JNK
signalni put ima vaznu ulogu u diferencijaciji T-limfocita i apoptozi stanica, a ovakav
signalni put je aktiviran pomoc¢u grupe kinaza koje se aktiviraju pomocu mitogenika.
TRADD takoder moze reagirati sa Fas proteinom povezanim sa domenom smrti
(FADD) koji onda inducira apoptozu tako Sto autokatalitiCki veze pro-kaspazu 8.
Kaspaze kao grupa molekula imaju veoma vaznu ulogu u inicijacijskoj ali i u izvrsnoj
fazi apoptoze. Ova grupa proteina spada u obitelj cisteinskih proteaza koje unutar
stanice uobiCajeno postoje kao neaktivni oblici ili zimogeni (G.Melino i D. Vaux,
2010). Zimogeni se po aktivaciji prevode u aktivne enzime koji onda mogu dovesti do

aktivacije apoptoze.



Indukcija apoptoze preko povrsinskih receptora uglavnom rezultira aktivacijom
nekih od inicijacijskih kaspaza, kao Sto su kaspaza 8 ili kaspaza 10. Ove inicijacijske
kaspaze zatim pokreCu kaskadnu aktivaciju izvrSnih kaspaza npr. kaspaza 3 ili

kaspaza 7.

1.1.2 Mitohondrijski put aktivacije apoptoze

Mitohondriji, takoder igraju vaznu ulogu u regulaciji stani€ne smrti. Ovi organeli
sadrzavaju veliki broj pro-apoptoticnih proteina kao Sto su inducirajuci faktor
apoptoze (AlF), Smac/Diablo i citokrom ¢ (Zhang i sur. 2005). Ovakvi faktori se po
aktivaciji otpustaju iz mitohondrija nakon ¢ega slijedi formiranje propusne
transmembranske (PT) pore u mitohondrijskoj membrani. Takve pore se formiraju
pomocu pro-apoptoti¢nih proteina koji pripadaju Bcl-2 obitelji proteina, a takoder
mogu biti aktivirani apoptoti€nim signalima kao Sto su stres stanice, nedostatak
hormona rasta i oStec¢enja stanice slobodnim radikalima.

Mitohondriji imaju vaznu ulogu u pojaCavanju signala koji je nastao aktivacijom
receptora smrti i to tako Sto nakon aktivacije kaspaze 8 dolazi do povecanja
aktivnosti pro-apoptoticnog Bcl-2 proteina Bid. Bcl-2 proteini predstavljaju obitelj
proteina koja je zaduZena za odgovor stanice na aktivaciju apoptoze. Neki od
Clanova ove obitelji kao $to su Bcl-2 i bcl-XL su anti-apoptoti¢ni dok su drugi, kao Sto
su Bad, Bax i Bid, pro-apoptoti¢ni (Gross i sur. 1999). Bcl-2 ¢lanovi su gradeni od
Cetiri konzervirane homologne domene (BH domene) koje su organizirane i nazvane
BH1, BH2, BH3 i BH4 te predstavljaju alfa-helikalne segmente ovih proteina. Mnogi
od anti-apoptotinih proteina pokazuju strogu konzerviranost u aminokiselinskom
sljedu sve Cetiri BH domene dok pro-apoptotiCni proteini pokazuju slabu
konzerviranost prve alfa-helikalne domene, BH4 (Slika 2). Kod pro-apoptoti¢nih
proteina glavnu ulogu ima BH3 domena. Kod Bcl-2 proteina postoji i jedna hidrofobna
domena na karboksilnom zavrSetku proteina koja sluzi kako bi se ovi proteini mogli
ugraditi u membranu raznih organela pa tako i mitohondrija (Gross i sur. 1999). U
odsutnosti signala za aktivaciju stani€ne smrti anti-apoptoti¢ni proteini se uglavnom
nalaze u membrani mitohondrija, endoplazmatskoj mrezici (ER) i jezgrinoj membrani

dok su pro-apoptoti€ni proteini uglavnom lokalizirani u citoplazmi ili citoskeletu.
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Slika 2. Bcl-2 obitelj proteina sa pripadajucim pro i anti — apoptoticnim ¢lanovima i

njihovim BH domenama (Web 2.).

Bcl-2 proteini imaju konzervirane karboksilne krajeve transmembranskih regija
koje su zaduzene za smjestaj proteina i njihovu aktivnost u citosolnom dijelu jezgre,
vanjske mitohondrijske ovojnice i endoplazmatske mrezice. Takva struktura je dovela
do spoznaje i razvoja ideje da su ovi proteini transmembranski kanali koji mogu
poticati ili usporiti protok molekula koje uzrokuju aktivaciju kaspaza (Strasser i sur.
2000). Nadalje, nakon $to dode do signala smrti pro-apoptoti¢ni proteini koji sadrze
samo BH3 domenu, kao Sto su Bim i Bid, mogu se premjestiti na mitohondrijsku
vanjsku membranu gdje se nalaze uglavhom samo anti-apoptoti¢ni ¢lanovi Bcl-2
obitelji. Takvo premjestanje BH3 proteina naruSava ravnotezu pro i anti-apoptoti¢nih
proteina na membrani mitohondrija $to najéeSée dovodi stvaranja PT pore i
ispustanja pro-apoptotiCnih molekula iz unutarmembranskog prostora mitohondrija.

Otpustanje citokroma c, dATP, apoptoticnog faktora aktivacije kaspaza 1
(Apaf-1) i pro-kaspaze 9 moze dovesti do nastajanja kompleksa molekula kojeg
nazivamo apoptosomom (Slika 3). Ovaj kompleks sluzi kako bi se pokrenula kaskada

kaspaza i inducirala apoptoza (Gross i sur. 1999).
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Slika 3. Mitohondrijski put pokretanja kaskadne reakcije kaspaza pomocu formiranja

apoptosoma. (Web 3.)

1.2 Uloga programirane stani¢ne smrti u sazrijevanju T — limfocita

Apoptoza ima vaznu ulogu u svim bioloSkim procesima koji se odvijaju unutar
timocita. U slu€aju da tokom razvoja tj. sazrijevanja T — limfocita dode do nastajanja
klonova koji imaju nerazvijeni ili autoreaktivni receptor (TCR), takvi klonovi se
uklanjaju apoptozom jer su nefunkcionalni i ne mogu obavljati svoje zadace. Takoder
apoptoza ima zadacu uklanjati efektorske limfocite T nakon imunoloSkog odgovora
na infekcije.

Sam razvoj timocita pocinje seobom multipotentne matiCne stanice iz koStane
srzi u timus. Ovakve stanice periodi¢no ulaze u timus te se tamo dalje diferenciraju u
tri razvojna stadija: CD4°CD8” dvostruko — negativni (DN) stadij, CD4"CD8" dvostruko
— pozitivni (DP) stadij, CD4"CD8 i CD4 CD8" jednostruko pozitivni (SP) stadij (Zhang
i sur. 2005). VecCina DP timocita ne izrazavaju pravilne TCR tj. takvi receptori ne



mogu prepoznati kompleks vlastitih antigena i proteina glavhog kompleksa tkivne
podudarnosti (MHC) te zbog takve pogreSke moraju biti podvrgnuti apoptozi. Takva
apoptoza se pokre¢e pomocu endogenih glukokortikoida koji nastaju u epitelnim
stanicama timusa (Ashwell i sur. 2000). Timociti koji izraZzavaju receptore sa slabim
afinitetom takoder su podlozni apoptozi kako bi se osigurao funkcionalni repertoar
TCR na povrSini stanice. Vecina timocita prolazi proces pozitivhe selekcije koja
kasnije onda dovodi do povecane ekspresije Bcl-2 proteina na povrsini stanica. Kako
bi se sprijeCilo nastajanje autoreaktivnih timocita, stanice moraju proéi kroz proces

negativne selekcije.

1.3 Glukokortikoidi i aktivacija glukokortikoidnih receptora

Glukokortikoidi (GC) su grupa steroidnih hormona koji mogu biti iznimno
korisni u lijeCenju razlicitih tipova hematoloskih, autoimunih i upalnih bolesti. Njihova
klinicka upotreba proizlazi iz sposobnosti GC-a da induciraju apoptozu timocita i
leukemijskih stanica (Sionov i sur. 2006). Kako bi ispunili ovu zadacu, glukokortikoidi
se moraju prvo vezati za glukokortikoidni receptor (GR). Receptori se nalaze u
citosolu vezani za veliki kompleks proteina toplinskog stresa (HSP) i imunofilina.

GC receptori pripadaju velikoj superobitelji proteina u koju spadaju i drugi
receptori raznih hormona poput steroidnog, tiroidnog hormona, vitamina D3,
retinoi€ne kiseline i receptora za Nur77 (Ashwell i sur. 2000.). Strukturalno GR se
sastoji od dvije transaktivacijske domene, jedne na karboksilnom i jedne na amino
zavrsetku, cink — prsti DNA vezuju¢e domene (DBD) i karboksi terminalne ligand
vezuju¢e domene (LBD). Po vezanju liganda za GR, dolazi do odvajanja receptora iz
kompleksa sa HSP i imunofilinima, Sto omogucuje premjestanje receptora prema
jezgri ili mitohondriju. Nakon premjeStanja GR moze mijenjati gensku ekspresiju
obaju organela ili pak krenuti nekim negenskim putem. Transaktivacija ili
transrepresija viSe razliCitih gena se moZe odvijati tek nakon vezanja DBD domene
za element osjetljiv na utjecaj glukokortikoida (GRE) (Slika 4). Takvim signalom
glukokortikoidi mogu mijenjati ravnotezu izmedu pro — apoptotitnih i anti —
apoptoti¢nih gena. lako je naj¢eSée slu€aj da GR izravno dovodi do transaktivacije
gena, postoji i odredena komunikacija izmedu GR i drugih transkripcijskih faktora koji

onda medusobno mogu promijeniti bioloSku aktivnost. Tako je opisana interakcija



izmedu GR i aktivatorskog proteina 1 (AP - 1). Uglavhom ovi faktori medusobno

antagoniziraju transkripcijsku aktivnost.
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Slika 4. Aktivacijski put apoptoze putem glukokortikoidnih receptora. (Web 4.)

Drugi nuklearni faktori koji se vezu za GR i mijenjaju njegovu aktivnost su NF-kB i
CREB te signalni i transkripcijski faktori STAT3 i STATS.

Bez obzira na mehanizam odgovoran za aktivhost GR-a, komunikacija izmedu
GR i drugih transkripcijskih faktora pruza bogato okruzenje za zajedniCku (pozitivnu ili
negativnu) regulaciju glukokortikoidnih ili nekih drugih signalnih putova (Ashwell i sur.
2000).



1.4 Apoptoza timocita inducirana glukokortikoidima

Glukokortikoidi imaju vaznu ulogu u razvoju timocita i selekciji njihovih
prekursora. Ne samo da glukokortikoidi imaju utjecaja na razvoj timocita nego
epitelne stanice timusa same proizvode glukokortikoide ovisno o starosti stanica, sto
pokazuje da se timociti nalaze u okoliSu koji je jako bogat glukokortikoidima. DP
stanice su najosjetljivija subpopulacija timocita, na utjecaj glukokortikoida, no ipak
one izrazavaju najmanju ekspresiju GR na proteinskoj razini ali i na razini mRNA
(Talaber i sur. 2009), Sto se bitno razlikuje ako ih usporedimo sa drugim razvojnim
stadijima timocita.

Postoje mnogobrojni dokazi koji nam govore kako su DP stanice jedno od
glavnih mjesta djelovanja glukokortikoida na razvoj timocita. U ovoj fazi stanice
reagiraju sa kompleksom vlastitog peptida i MHC proteina te ovisno o jacini takvog
signala stanice mogu biti pozitivno ili negativnho odabrane. Odluku o ovakvom odabiru
stanica pruza medusobna interakcija glukokortikoida i TCR receptora. Oni timociti koji
vezu ovaj kompleks sa velikim afinitetom prolaze kroz proces negativne selekcije tj.
prolaze kroz apoptozu jer je TCR signal snazniji od GC signala. U odredenim
sluCajevima afinitet za kompleks je jako nizak i tada je GC signal snazniji i stanice se
takoder podvrgavaju negativnhom odabiru. Ako stanice izrazavaju umjeren afinitet
prema kompleksu peptida i MHC proteina tada su TCR i GC signal podjednako
snazni i stanice su tada pozitivno odabrane te se dalje razvijaju prema zrelim
timocitima (Harold i sur. 2006).

Ovakav model aktivacije apoptoze tj. diferencijacije timocita se naziva
zajednickim antagonizmom i predloZili su ga Vaccio i Ashwell, 2000. godine. Takoder
ovaj mehanizam, od trenutka predlaganja pa do danas, nailazi na argumente koji ga

potvrduju ali i one koji ga opovrgavaju.



2 CILJ RADA

Cili ovoga rada je dokazati premjeStanje glukokortikoidnog receptora u
mitohondrije inducirano glukokortikoidima, istraziti utjecaj glukokortikoida na
ekspresiju mitohondrijskin gena te utvrditi mogu i glukokortikoidi inducirati BH3
prodomenu Bcl-2 obitelji proteina.
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3 MATERIJALII METODE

3.1 Izolacija prsne Zlijezde

U svrhu ovoga diplomskog rada Zrtvovani su Cetiri tjedna stari C57BL/6 crni
miSevi. Odabrana je ova vrsta miSa jer je to jedna od najrasirenijih vrsta koja sluzi za
istrazivanje te ima pogodne karakteristike i za ovu vrstu eksperimenta. Sekcijom miSa
je izolirana prsna Zlijezda te je isprana u fizioloskoj otopini (TEVA, Debrecen) i nakon
toga mehanicki usitnjena kroz metalnu mrezicu. Timociti su zatim otopljeni u RPMI
1640 mediju (Sigma-Aldrich, USA) i centrifugirani na 1000 okretaja po minuti. RPMI
medij sadrzi: 1% piruvata, 1% streptomicina i penicilina (antibiotici), 1% glutamina i
10% fetalnog govedeg seruma (FCS).

3.2 Izolacija mitohondrijske frakcije

Za potrebe western blot analize potrebno je izolirati mitohondrijsku frakciju iz
otopine stanica. Broj stanica koje su koristene za tretmane je iznosio izmedu 10 i
2x10’ stanica po uzorku te su uzorci od 1ml rasporedeni na plogicama sa dvanaest
bunarcica i tretirane sa 1pl: Dimetil — sulfoksida (DMSO, Sigma- Aldrich), 0.1 pM
deksametazona (Dex, Sigma — Aldrich, USA), 0.3 uM 9 — cis retinoidnom kiselinom
(9cisRA, Sigma — Aldrich), te kombinacijom 0.1 pM Dex i 0.3 pyM 9cisRA. Nakon
dodavanja glukokortikoida i retinoida uzorci su inkubirani trideset minuta u inkubatoru
na 37°C, 5%CO;, i 95% zraka. Po zavrSetku inkubacije uzorci su sakupljeni u
Eppendorf tubice od 1.5 ml te su podvrgnute izolaciji mitohondrijske frakcije pomocu
kita za izolaciju (Thermo Scientific, num. 89874). ZavrSetkom rada sa kitom dobivene
su citosolna, nuklearna i mitohondrijska frakcija koje su se dalje koristile za western

blot analizu.
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3.3 Western blot analiza

Western blotting je analitictka metoda te je takoder poznat pod nazivom
imunoblotting ili protein blotting. Ova metoda je jedna od najraSirenijih metoda u
molekularnoj biologiji i u znanstvenim istrazivanjima, a ima tri faze. Prva faze je
elektroforeza pomocu koje se proteini razdvajaju na osnovu njihovih fizikalnih
osobina (Claire Moore, 2009). Za ovaj diplomski rad koristena je denaturirajuca
elektroforeza te su proteini razdvojeni samo na osnovu svoje molekularne mase.
Takvo razdvajanje je omogucio natrijev — dodecil sulfat koji proteinima daje negativni
naboj. SljedecCa faza je prijenos proteina iz gela na ¢vrstu podlogu $to je u ovom
slu€aju predstavljala nitrocelulozna membrana. Takav prijenos proteina omoguéuje
lak$e rukovanje sa proteinima, a nakon prijenosa membrana se blokira sa otopinom
mlijeka u prahu. Treci korak je nanoSenje primarnih i sekundarnih antitijela koja nam
omogucuju detektiranje odredenog proteina na membrani uz pomo¢ supstrata
pomoc¢u kojeg mozemo vidjeti polozaj zeljenog proteina u odnosu na standardni
marker.

U svrhu ovoga eksperimenta koriStena je mitohondrijska frakcija za pripremu
uzoraka koji se nanose na gel kako bi se mogla obaviti elektroforeza. Natrijev —
dodecil sulfat (SDS) poliakrilamidni gel je koristen za denaturiraju¢u elektroforezu
koja predstavlja prvi korak u western blot analizi te ja takav korak napravljen na Bio —
Rad sustavu za elektroforezu. Na 12% SDS — poli-akrilamidni gel su nanoSeni uzorci
tretirani sa glukokortikoidima i retinoidima i to tako da je u svaki odjeljak na gelu
naneseno 30 ul uzorka sa 5 ul proteinskog markera (Pageruler plus — prestained
protein ladder, Thermo Scientific). Elektroforeza je zatim napravljena u puferu za
elektroforezu pH vrijednosti 8.3, nakon Cega je gel bio spreman za prijenos proteina
na membranu koji je takoder napravljen na Bio-Rad sustavu u vremenu od jednog
sata.

Nakon prijenosa proteina, membrana je blokirana sa 5% otopine nemasnog mlijeka u
prahu, u vremenu od jednog sata. Poslije blokiranja membrane dodaju se primarna
antitijela sa 1% otopinom nemasnog mlijeka u prahu u omjeru 1:2000. U tu svrhu
koriStena su primarna protutijela: ze€ja poliklonska IgG protutijela glukokortikoidnog
receptora (GR) (Santa Cruz Biotechnology, USA), zecja poliklonska protutijela IgG
Hsp 60 (Santa Cruz Biotechnology, USA) i kozja poliklonska IgG protutijela za Lamin
B (Santa Cruz Biotechnology, USA). Membrana je zatim isprana nekoliko puta u Tris
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otopini pufera (TBS, Sigma-Aldrich, USA) u koji je dodan TWEEN (Sigma — Aldrich,
USA). Nakon koraka ispiranja na membranu su dodana sekundarna protutijela
konjugirana sa peroksidazama. KoriStena su protu — kozja IgG (Sigma — Aldrich, UK)
i protu — zecja IgG (Sigma — Aldrich, USA) protutijela u omjeru 1:2000 sa 1% otopine
nemasnog mlijeka u prahu. Kompleks antigen — protutijelo je dokazan sa
kemoluminiscentnim supstratom (Milipore, USA) te su zatim rendgenske snimke
snimljene u tamnoj komori pomo¢u KODAK Medical X ray processor 102 uredaja.

3.4 RNA izolacija i kvantitativna analiza mRNA ekspresije CO1 i
ND1 gena

LancCana reakcija polimerazom (PCR) u stvarnom vremenu je metoda koja se
temelji na mjerenju fluorescencije koja je izravno proporcionalna koliini umnozenog
produkta u reakciji. Ova metoda se bitno razlikuje od obi¢ne PCR metode jer se
detekcije i mjerenje umnazanja produkta odvijaju u stvarnom vremenu tijeka reakcije.
Takvim mjerenjem se smanjila mogucnost kontaminacije uzoraka jer viSe nema
koraka detekcije gdje se ponovno mora otvarati tubica sa uzorkom.

Prvi korak kod ove metode je izolacija DNA ili RNA koja se obavlja pomodu
Trizol reagensa ili nekim od komercijalnih kitova. Ovaj prvi korak je ujedno i najvazniji
korak jer kvaliteta izolacije RNA ili DNA izravno utjeCu na toCnost detekcije i
kvantifikaciju umnozenog produkta. Kako je RNA predstavljala poCetni materijal kod
izrade ovoga testa potrebno je napraviti korak reverzne transkripcije (RT) kako bi
dobili cDNA koja se zatim koristi za treéi korak, tj. za kvantitativhu analizu ekspresije
mitohondrijskih gena. U ovom treéem koraku testa uredaj prati reakciju umnazanja te
kada ona dosegne svoju eksponencijalnu fazu, uredaj zabiljezi vrijednost ciklusa ili
CT vrijednost. CT vrijednost nam govori koliko vremena je potrebno da reakcija dode
u eksponencijalnu fazu. Povrh toga moZemo zakljuciti da je ekspresija odredenog
gena veca kada reakcija ranije dosegne eksponencijalnu fazu. CT vrijednost se zatim
koristi kako bi se kvantificirala ekspresija ispitivanih gena.

Za test je prvo potrebno izolirati prsnu Zlijezdu te tretirati uzorke sa
glukokortikoidima i retinoidima. Nakon inkubacije uzoraka u trajanju od 1 i 2 sata,
izdvojena je ukupna RNA stanica pomocu trizol reagensa (MRC, Biotech). Sljededi
korak je reverzna transkripcija kod koje je koristeno 200ng ukupne RNA po uzorku
kako bi se sintetizirala cDNA. Reverzna transkripcija je obavljena tako da je prvi
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ciklus podesen za 30 minuta na 42°C, a zatim 5 minuta na 72°C koriste¢i cDNA
reverznu transkripciju visokog kapaciteta (ABI). Nakon toga koliCina transkripata je
odredena pomocu Tagman proba. Test je proveden na ABI Prism 7900 uredaju te je
koristen sljedeéi program od 40 ciklusa: 94°C u trajanju od 12 sekundi i zatim se
temperatura smanjuje na 60°C i na toj temperaturi se odvija test jednu minutu. Svi

uzorci su bili standardizirani u odnosu na ciklofilin A (Sigma — Aldrich, USA).

3.5 Protoc¢na citometrija i Bcl-2 oznac¢avanje proteina

ProtoCna citometrija predstavlja metodu koja omogucava analizu velikog broja
stanica u nekoj populaciji stanica i to tako da se stanice analiziraju zasebno. Analiza
se temelji na mjerenju rasprSenja svijetlosti, fluorescencije i mjerenja absorbance.
Ova zanimljiva metoda pruza mogucnost prac¢enja velikog broja parametara ali i
rasporeda tih parametara u populaciji stanica. Testom je moguce mijeriti osobine
stanica poput njihove veliCine, membranskog potencijala i unutarstani¢ne pH
vrijednosti te je takoder moguce pratiti i neke parametre na razini DNA, proteina,
povrSinskih receptora pa C€ak i mjerenje koncentracije kalcija u stanici. Najveca
primjena ove metode odnosi se na mjerenje fluorescencije pa je tako i postavljen
eksperiment u svrhu izrade ovog diplomskog rada. Kod ispitivanja karakterisitka
odredenih komponenti stanica, u ovom sluc¢aju Bcl-2 proteina, potrebno je pripremiti
uzorke prije samog testiranja na citometru. Priprema zahtjeva odredene korake:
fiksacija, oznaCavanje proteina i nekoliko koraka ispiranja (Rieseberg i sur. 2001.).

Ponovno je potrebno obaviti izolaciju prsne Zlijezde te su obavljeni tretmani sa
glukokortikoidima i retinoidima u trajanju od 2, 4 i 6 sati. Nakon tretmana uzorci su
isprani ledeno hladnom otopinom fosfatnog pufera (PBS) (Sigma — Aldrich, USA) i
centrifugirani 5 minuta na 4000 o/min uz temperaturu od 4°C. Potom je talog otopljen
u puferu za fiksaciju i permeabilizaciju (BD biosciences, USA), te su uzorci spremljeni
na ledu oko pola sata. Po zavrSetku mirovanja stanice su isprane nekoliko puta sa
puferom za ispiranje i ponovno centrifugirane 5 minuta na 4000 o/min i 4°C. Nakon
toga je uslijedilo ispiranje sa otopinom pufera i primarnog protutijela za Bcl-2 BH3
domenu proteina (Abgent, USA) te su uzorci podvrgnuti centrifugiranju od jednog
sata na 1500 o/min na 4°C. Po zavrSetku centrifugiranja uzorcima je dodano

sekundarno antitijelo (Anti — rabbit — FITE. Sigma — Aldrich, USA) te je obavljeno
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centrifugiranje u trajanju od 2 sata pod istim uvjetima kao centrifugiranje u
prethodnom koraku. Uzorci se zatim isperu u puferu za ispiranje te se takoder talog
otopi u PBS-u kako bi se mogao Koristiti za analizu na protocnom citometru (FACS
Calibur, BD biosciences). Podaci su ocitani iz proto€nog citometra pomocéu software-
a WinMDI 2.9.
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4 REZULTATI

4.1 Western blot analiza

Jedan od cilieva ovog diplomskog rada je bio dokazati premjeStanje

glukokortikoidnog receptora u mitohondrije pod utjecajem glukokortikoida i retinoida.
U tu svrhu upotrjebljena je denaturirajuca elektroforeza i western blot analiza te su
uzorci bili inkubirani 30 minuta sa 1uM Dex, 1.3 1uM 9cisRA i kombinacijom Dex i

9cisRA.
R - '
|
S Lamin B
%)
i
Hsp60

Tretmani

Slika 5. Rendgenska snimka na kojoj su prikazani uzorci tretirani sa dimetil —
sulfoksidom (DMSQO), deksametazonom (Dex), 9 — cis retinoidnom kiselinom
(9cisRA) i kombinacijom Dex i 9cisRA. Uzorci su testirani sa Lamin-om B i Hsp60.
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Ovi tretmani pokazuju premjestanje glukokortikoidnog receptora u mitohondrije
pod utjecajem glukokortikoida i retinoida (Slika 5). Ovakvo premjestanje se dogodilo
u veoma kratkom vremenskom roku od samo 30 minuta. Lamin B je koriSten kao
kontrola nanoSenja uzoraka te kako bi se pokazala Cisto¢a nanesenih uzoraka dok je

Hsp60 posluZio kao kontrola za koli€inu nanesenih uzoraka na gel.

4.2 Kvantitativna analiza ekspresije mitohondrijskih CO1 i ND1
gena

Ova metoda je posluzila kako bi se odredio utjecaj glukokortikoida i retinoida na
ekspresiju mitohondrijskih gena u timocitima miSa. U tu svrhu testirani su geni za
citokrom c - oksidazu | i NADH-dehidrogenazu | jer su ova dva enzima veoma vazna
za proces oksidativne fosforilacije a samim time i prezivljavanje timocita.

Rezultati ovakve analize pokazali su da uzorci tretirani sa 0.1 yM Dex u
vremenu od jednog sata, imaju povecanu ekspresiju za CO1 i ND1 gene i to za 1.6
puta vecu od ekspresije koju pokazuje kontrola. Za razliku od uzoraka tretiranih samo
jedan sat, uzorci sa tretmanom od dva sata pokazuju povecanje ekspresije za 2.7
puta (Slika 6). Kombinacija tretmana sa 0.1 yM Dex i 0.3uM, 3uM 9cisRA ili Am580
takoder pokazuje povecanje ekspresije ovih gena za 2.5 puta za tretmane od jednog
sata dok tretmani od dva sata pokazuju povecanje za 3.5 puta. (Slika 6).

17



= 1h

ND1

—2h

14

i
tind

I B % = & & %y

ulBoI{ID/IAON 10D

uab ueinsa)

. 1h

—zh

=t
il

~ By xo, y, Mo
0 ey
H ] 5 hn&.‘m &‘Q x&.
) J fu@w n+oo. \%Q
Jv@@a ,..nun m@uma
_ L Ty, %, Yog
j J. m.x.T@ uwsm &U.
— | @Gm. ¢ Py
Ys, iy, U, O
— 0.&3‘ m_n.ﬂ a2, .@Q
o 8 0@ h.,nuﬁ .T@Q 0&#\&6
- 4o "0y, My,
T T T T T Q K_0

uiYoIHID/IAN ‘10D

uab einsa)

Tretmani

Tretmani

Slika 6. Prikaz ekspresije gena za citokrom ¢ - oksidazu | (CO1) i NADH-dehidrogenazu | (ND1) nakon tretmana sa

deksametazonom (Dex) i kombinacijom Dex sa 9 — cis retinoidne kiseline (9cisRA) i Am580 u vremenu od jednog i dva

sata. Svi uzorci su zatim testirani pomocu inhibitora GR receptora.
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Uzorci tretirani sa 10uM Ru486 pokazuju smanjenje ekspresije gena u odnosu
na uzorke koji nisu bili dodatno tretirani sa Ru486. Kombinacija tretmana sa 0.3/3uM
9cisRA, 0.1uM Dex i 10uM Ru486 u trajanju od jednog sata pokazuje smanjenje od
2.7 puta dok isti tretmani u vremenu od dva sta pokazuju smanjenje od 1.8 puta
(Slika 6). Ekspresija CO1 gena se poveCava u uzorcima koji su tretirani sa
kombinacijom od 10, 1, 0.1uM LG268 i 0.1uM Dex i to za 2.1 puta u uzorcima od
jednog sata te oko 3.2 puta u uzorcima tretiranim dva sata. To povecanje je
prikazano u odnosu na kontrolne uzorke. Takoder se ocCituje povecanje ekspresije za
ND1 gene kod istih tretmana i to za 1.5 puta u jednosatnim tretmanima i 3 puta u
dvosatnim tretmanima (Slika 7).
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Slika 7. Prikaz ekspresije gena za citokrom c - oksidazu | (CO1) i NADH-dehidrogenazu | (ND1 u uzorcima tretiranim sa

deksametazonom (Dex), LG268 i Ru486 u vremenskom razdoblju od jednog i dva sata.
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Ista kombinacija tretmana je zatim bila testirana dodatno sa 10uM i 1uM Ru486.
Takvi tretmani sa 10uM Ru486 su pokazali smanjenje ekspresije CO1 gena za Cak
3.2 puta u vremenu od jednog sata dok su dvosatni tretmani pokazali smanjenje od
2.6 puta, u odnosu na tretmane bez Ru486. Uzorci sa 1uM koncentracijom Ru486 u
vremenu od jednog sata pokazuju smanjenje od 2.2 puta dok u vremenu od dva sata
to smanjenje je iznosilo 2.5 puta (Slika 7). Iste osobine pokazuju uzorci na kojima je
testirana ekspresija ND1 gena. Tako 2.5 puta smanjenje ekspresije pokazuju uzorci
tretirani sa koncentracijom od 10uM Ru486 i to u jednosatnom tretmanu dok je u
dvosatnom tretmanu ta ekspresija bila 1.6 puta smanjena u odnosu na uzorak bez
Ru486. Koncentracija od 1uM Ru486 uspjela je smanijiti ekspresiju ND1 gena za 1.4
puta u vremenu od jednog sata dok je u vremenu od dva sata to smanjenje iznosilo
1.7 puta (Slika 7).

4.3 Protoéna citometrija i ozna¢avanje Bcl-2 BH3 domene proteina

Mogu li glukokortikoidi aktivirati BH3 domenu Bcl-2 obitelji proteina te samim
time i inducirati apoptozu, bilo je pitanje koje predstavlja jedan od ciljeva ovog
diplomskog rada. Kako bi ta hipoteza bila dokazana koriStena je metoda protocne
citometrije na uzorcima koji su tretirani sa kombinacijom 2.5 ng/ml PMA i 0.5 pM/mi
ionomicina, tretman 0.1 yM deksametazona i tretman sa kombinacijom 0.1 yM/ml
Dex i 0.1 yM/ml Ru486 u inkubaciskim razdobljima od 2, 4 i 6 sati (Slika 8).
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Slika 8. Proto¢na citometrija koja prikazuje utijecaj PMA i ionomicina, deksametazona
(Dex) te kombinacije deksametazona (Dex) i Ru486 na oznacene BH3 domene Bcl-2
proteina. Vidi se utjecaj deksametazona (Dex) u vremenskim razdobljima od 2, 4 i 6

sati.

Kod dvosatnog tretmana niti jedan uzorak nije pokazao promjenu u fluorescenciji
u odnosu na kontrolu (crveni graf), te time niti jedan tretman nije uspio aktivirati BH3
domenu. Tretmani deksametazonom i kombinacijom PMA/lonomicina u vremenu od
Cetiri sata pokazuju povecanje fluorescencije u odnosu na kontrolu dok u istom
vremenu uzorak sa kombinacijom deksametazona i Ru486 ne pokazuje takav pomak
u fluorescenciji (Slika 8). Takav pomak u fluorescenciji pokazuje povecanu
uspjeSnost oznaCavanja BH3 domene. Takoder uzorci tretirani Sest sati pokazuju isti
pomak u fluorescenciji kao i uzorci tretirani Cetiri sata. Takvi rezultati nam pokazuju
da glukokortikoidi mogu aktivirati BH3 domenu i da je takva aktivacija ovisna o duzini

izlozenosti stanica tretmanu.
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5 RASPRAVA

Posljednja tri desetlje¢a napravljen je veliki broj znanstvenih radova na temu
molekularnih mehanizama apoptoze (Zhang i sur. 2005). lako je jako puno radova
pokusSalo razjasniti ovu pojavu, puno viSe je nepoznanica koje trebaju dodatno
istrazivanje. Stoga je i u ovom radu glavni cilj bio pokazati kako glukokortikoidi mogu
utjecati na mitohondrijski put aktivacije apoptoze.

Talaber i suradnici (2009.) su pokazali da pod utjecajem glukokortikoida dolazi
do premjestanja GC receptora u mitohondrije po vezanju liganda. Identi¢an rezultat je
pokazala western blot analiza na timocitima miSa, ucinjena u svrhu izrade ovog
diplomskog rada (Slika 5). Pokazali smo da su mitohondriji, uz jezgru, glavni organeli
pomocu kojih glukokortikoidi mogu kontrolirati apoptozu. Takoder naSi su pokusi
pokazali da se premjesStanje dogada u vrlo kratkom vremenskom razdoblju te iz toga
mozemo zakljuCiti da je aktivacija ovim putem regulirana drugacije od nuklearne
aktivacije. | ove spoznaje potvrduju rezultati Talabera i suradnika (2009.). Takoder
Sionov i suradnici (2006.) pokazuju da premjestanje GC receptora u mitohondrije ali
ne i u jezgru predstavlja jedan od glavnih mehanizama aktivacije apoptoze kod
krvotvornih stanica. Ovakva saznanja imaju veliku vaznost kod primjene
glukokortikoida u lijeCenju raznih autoimunih i leukemijskih oboljenja. Retinoidi kao
Sto su 9cisRA takoder mogu pospjesiti premjeStanje GC receptora u mitohondrije Sto
je takoder potvrdeno western blot analizom u ovom radu (Slika 5).

Sljedeéi cilj istrazivanja u ovom diplomskom radu bio je pokazati kako
glukokortikoidi i retinoidi utjeCu na ekspresiju nekih mitohondrijskih gena. Kako bi
testirali ovu hipotezu, analiziran je utjecaj glukokortikoida i retinoida na ekspresiju
CO1 i ND1 mitohondrijskih gena. Ovi geni kodiraju enzime citokrom ¢ oksidazu | i
NADH - dehidrogenazu |, koji imaju vaznu ulogu u oksidativnoj fosforilaciji te samim
time su vazni za normalnu funkciju mitohondrija i sintezu ATP molekula. Koristeci
QPCR ili PCR u stvarnom vremenu, ekspresija ovih gena je testirana sa
deksametazonom, 9cisRA, Am580, LG268 i Ru486 koji je antagonist za GC u
odnosu na njihov receptor (Slike 6 i 7). Dex kao i retinoidi poveéavaju ekspresiju
testiranih mitohondrijskih gena i to tako da je ekspresija ve¢a $to je tretman trajao
duZe kao Sto je sluCaj kod dvosatnog tretmana uzoraka (Slike 6 i 7). Ovakvi rezultati
su potvrdili da se GC receptor moze premjestiti u mitohondrije ali da to premjestanje

moze utjecati na aktivaciju apoptoze, preko mitohondrija, na razini gena. Kako bi
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dokazali da je do povecanja ekspresije zaista doslo zbog utjecaja glukokortikoida
uzorci su testirani i sa Ru486 ili mifepristone koji djeluje kao antagonist
glukokortikoidnog receptora. Kako su uzorci tretirani sa Ru486 pokazali smanjenje
ekspresije za ova dva testirana gena, mozemo zakljuciti da se zaista i radi o utjecaju
glukokortikoida na ekspresiju mitohondrijskih gena i aktivaciju apoptoze.

Nadalje, da bi dokazali aktivaciju BH3 domene glukokortikoidima upotrjebljena je
metoda protoCne citometrije i Bcl — 2 BH3 oznacCavanje proteina (Slika 8). Bcl-2 BH3
proteini su pro-apopototicni proteini koji kad su aktivirani prolaze kroz razne
konformacijske promijene te na taj nacin se otkriva BH3 domena ovih proteina (Gross
i sur. 1999). Ovakvo izlaganje BH3 domene moze se detektirati pomocu specificnog
oznaCavanja ove domene te povecanja u fluorescenciji. Povecanje je dokazano kod
uzoraka tretiranih sa Dex i kombinacijom PMA/lonomicina i to za uzorke tretirane 4 ili
6 sati (Slika 8). Primijenjena kombinacija PMA/lonomicina se uglavhom Kkoristi za
aktivaciju citokina kao $to su perforin i IL-2 koji takoder mogu pospjeSiti apoptozu.
Uzorci tretirani sa Ru486 ne pokazuju povecanje fluorescencije jer je Ru486 inhibirao
utjecaj glukokortikoida. Dobiveni rezultati su pokazali da glukokortikoidi mogu

aktivirati pro-apoptoti¢ne proteine i inducirati apoptozu timocita.
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6 GLAVNI REZULTATI | ZAKLJUCAK

6.1 Glavni rezultati

Ovim radom je dokazano premjeStanje glukokortikoidnog receptora u
mitohondrije, u prisutnosti liganda, a takoder je dokazano da tome procesu mogu
pomodi i retinoidi. Premjestanje se deSava u vrlo kratkom vremenu izlaganja $to dalje
pokazuje da se opisana aktivacija odvija negenskom regulacijom.

Glukokortikoidi povecCavaju ekspresiju mitohondrijskin gena, €emu takoder
pridonose retinoidi. Reakcija je ovisna o vremenu izlaganja stanica glukokortikoidima:
dulje izlaganje rezultira ve¢om ekspresijom.

Pro-apoptoti¢ni proteini kao Sto su proteini koji posjeduju samo BH3 domenu
mogu biti aktivirani glukokortikoidima. Aktivacija je takoder ovisna o vremenu

izlaganja stanica.

6.2 Zakljuéak

|z ovoga eksperimenta mozZemo zaklju€iti da postoji univerzalni mehanizam
aktivacije apoptoze kao odgovor stanice na razliCite aktivatore. Takoder mozemo
zakljuCiti da aktivacija apoptoze osim na razini gena moze teci i nekim negenskim
putovima. Premjestanje GC receptora u mitohondrije je pokazalo da je mitohondrijski

put aktivacije drugacije reguliran nego aktivacija koja se odvija preko jezgre.
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9 TABLICA SKRACENICA

Programmed cell death — programirana stani¢na smrt

PCD
TNF —alfa Tumor necrosis factor alpha — Tumor nekrotski faktor alfa
TRAIL TNF related apoptosis inducing ligand — TNF vezani aktivator apoptoze
DISC Death inducing signaling complex — Signalni kompleks smrti
TRADD TNFR associated protein with death domain — protein povezan sa
domenom smrti TNF receptora
FADD Fas associated protein with death domain — Fas protein povezan sa
domenom smrti
AIF Apoptosis inducing factor — Faktor indukcije apoptoze
PT pora Permeability transition pore — Propusna transmembranska pora
Apaf 1l Apoptotic protease activating factor 1 — Apoptoticni faktor aktivacije
kaspaza 1
TCR T — cell receptor — receptor limfocita T
MHC Glavni kompleks tkivne podudarnosti
GC Glukokortikidi
GR Glukokortikoidni receptor
HSP Heat shock protein — Proteini toplinskog stresa
DBD DNA biding domain — DNA vezuju¢a domena
LBD Ligand biding domain — Ligand vezuju¢a domena
GRE Glucocorticoid responsive element — Element osjetljiv na glukokortikoide
AP -1 Activator protein 1 — Aktivatorski protein 1
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