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1 UVOD

1.1 APOPTOZA

Apoptoza je poseban oblik stanicne smrti nuzan za razvoj organizma i odrzavanja
stani¢ne homeostaze, tj. ravnoteze izmedu gubitka i stvaranja stanica normalnog tkiva tijekom
zivota. 1972. godine Kerr i suradnici jasno su je, na osnovi morfoloskih karakteristika,
odvojili od druge vrste stani¢ne smrti, nekroze, te potvrdili njezinu pojavnost u odraslom
organizmu, a koja se nastavlja sve do smrti. Apoptoza pojedina¢nih stanica traje od 6 do 24
sata (EImore, 2007; Zlender, 2006; Zlender, 2003).

Apoptoza moze nastati zbog slabljenja ili izostanka (pozitivnih) signala potrebnih za
prezivljavanje stanica ili zbog primanja (negativnih) signala (Zlender, 2003). Kontinuirana
signalizacija ¢imbenicima rasta, hormonima, citokinima, ali i meduodnos izmedu dvije
susjedne stanice te izmedu stanice i matriksa potrebni su kako ne bi doslo do pokretanja
procesa programirane stani¢ne smrti ili apoptoze (Vermes i sur., 2000). Stanice pokrecu
apoptozu u sklopu razlicitih fizioloskih procesa ili zbog patoloskih osStecenja stanice
(uzrokovanih razli¢itim vanjskim ili unutrasnjim ¢imbenicima), zbog ¢ega one postaju opasne

i/ili nekorisne za organizam (Elmore, 2007; Zlender, 2003).

Premali broj apoptoza u organizmu moZe dovesti do malignih bolesti, limfo-
proliferativnih bolesti, otpornosti prema kemoterapiji, u¢estalosti virusnih infekcija ili pojave
autoimunih bolesti. Prevelik broj apoptoza u organizmu moze dovesti do deficijencije

imuniteta te degenerativnih stanja (Elmore, 2007; Vermes i sur., 2000).

Nekroza ili akutna patoloSka smrt jest proces koji nastaje nakon opseznih kemijskih,
biokemijskih, mehanickih i slicnih oSte¢enja stanice. Nekroza je okarakterizirana bubrenjem i
puknu¢em stanicne membrane 1 organela, dolazi do izlijevanja stani¢nog sadrzZaja 1 na taj
nacin do oneciSc¢enja i upalnih promjena okolnog tkiva (Karlovié¢ i Buljan, 2008). Apoptoza se
razlikuje od nekroze morfoloski, biokemijski i molekularno (Vermes i sur., 2000). Katkad isti
uzrok u nekom tkivu dovodi do istodobne pojave i nekroze i apoptoze. Hoce li ¢e stanica
umrijeti apoptozom ili nekrozom ovisi o koncentraciji nekog Stetnog ¢imbenika ili duZini
trajanja njegovog djelovanja, tipu oste¢enja uzrokovanim navedenim ¢imbenicima, te o vrsti

stanica (Karlovi¢ i Buljan, 2008).

Apoptoti¢ne stanice podlijezu nizu vidljivih morfoloSkih promjena na putu do svoje

smrti. Pojave koje karakteriziraju stanice u apoptozi su: 1. kondenzacija kromatina i stvaranje



mjehuri¢a na membranama, 2. kidanje molekule deoksiribonukleinske kiseline (DNA, engl.
deoxyribonucleic acid) na ulomke veli¢ine nukleosoma, 3. razlaganje citoskeleta i formiranje
apoptotickih tjelesaca (Slika 1.) (Petrik i sur, 2003a). Makrofagi i susjedne stanice odmah
prepoznaju i fagocitiraju takve apoptoti¢ne stanice i stani¢ne fragmente, tako da se stanice
koje umiru apoptozom ucinkovito uklanjaju iz tkiva, ne izazivajuci upalni proces. Tijekom
apoptoze fosfatidilserin (PS, engl. phosphatidylserine) se premjesta na stani¢énu povrsinu gdje
ga prepoznaju specificni receptori izrazeni na fagocitima (Cooper i sur., 2010; Kujundzi¢ i
sur., 2003; Zlender, 2003).
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Slika 1. Morfoloske promjene u apoptozi (preuzeto i prilagodeno prema:
http://lemcephalgia.com/acem-primary-exam-notes/physiology/basic-physiology/cell-

growthinjury-necrosis/).

U sisavaca su opisana dva glavna puta programirane stanicne smrti, unutarnji i
vanjski, a oba u konacnici rezultiraju aktivacijom izvrSnih kaspaza. Apoptoza pokrenuta
putem “receptora smrti” uobicajeno se naziva vanjskim putem, za razliku od unutarnjeg puta
koji ovisi o opem metabolicCkom Stanju stanice i signalima prenosenim kroz mitohondrije
(Jankovi¢ i Markoti¢, 2007). lako je nacin aktivacije ovih putova razli¢it, izmedu njih postoji
povezanost, a na kraju, oba puta izazivaju karakteristi¢ne biokemijske i strukturne promjene

stanice svojstvene apoptozi (Karlovi¢ i Buljan, 2008).
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1.1.1 Kaspaze: izvrsitelji apoptoze

Kaspaze su proteaze koje imaju cisteinske (Cys) ostatke na svojim aktivnim mjestima
i kidaju proteinski supstrat iza aspartata (Asp). Do sada je otkriveno i identificirano 14 takvih
enzima u sisavaca. Dijele se na one koje su potrebne za dozrijevanje citokina, kao $to su
kaspaze 1, 4 i 5, i one koje su izravno uklju¢ene u proces apoptoze. Kaspaze, koje sudjeluju u
procesu apoptoze, prema strukturnim i funkcijskim obiljezjima dijele se u dvije skupine:
inicijacijske kaspaze (kaspaze 8, 9 i 10) i izvrSne kaspaze (kaspaze 3, 6 i 7) (Cooper i sur.,
2010; Jankovi¢ i Markoti¢, 2007). Kaspaze su konac¢ni efektori ili izvrSitelji programirane
stani¢ne smrti koji uzrokuju apoptozu kidanjem vise od stotinu razli¢itih ciljnih proteina u
stanici. Jedna od kljuénih meta kaspaza je inhibitor DNaze koji je u svom aktivnom obliku
odgovoran za fragmentaciju jezgrine DNA. Sve se kaspaze sintetiziraju kao inaktivne pretece,
a pretvaraju se u aktivni oblik proteolitickim kidanjem koje kataliziraju druge kaspaze.
Inicijatorske kaspaze aktiviraju se kao izravni odgovor na signale koji uzrokuju apoptozu.
Inicijatorske kaspaze tada kidaju i aktiviraju efektorske kaspaze koje su odgovorne za
razgradnju ciljnih stani¢nih proteina koji posreduju u dogadajima apoptoze (Cooper i sur.,
2010).

1.1.2 Vanjski mehanizam pokretanja apoptoze

Vanjski put aktiviraju ligandi vezanjem na receptore smrti. Ti receptori mogu biti
razli¢iti, a pripadaju receptorskoj obitelji tumorskih nekrotiziraju¢ih faktora (TNF,
engl. tumor necrosis factor). TNF-receptorska obitelj skupina je membranskih proteina koja
se proteze od vanjske do unutrasnje povrSine membrana stanica. U njih se ubrajaju receptor za
Fas (CD95, Apol), receptori za ligand koji inducira apoptozu povezan s TNF (TRAIL-R1 i
TRAIL-R2, engl. TNF-related apoptosis inducing ligand receptor 1 i 2) i receptor za sam
faktor tumorske nekroze (TNFR-1, engl. tumor necrosis factor receptor). Vezanjem liganada
(FasL/CD95, TNF, TRAIL) na pripadajuéi receptor smrti dolazi do trimerizacije receptora i
regrutacije adaptorskih proteina i stvaranja signalnog kompleksa koji inducira smrt (DISC,
engl. death inducing signaling complex). Citoplazmatski dijelovi receptora nazivaju se
domene smrti (DD, engl. death domain). Pozicioniranjem prokaspaze 8 i/ili 10 proksimalno u
DISC-u putem efektorske domene smrti (DED, engl. death effector domain) dolazi do
aktivacije navedenih kaspaza. Razina aktivacije kaspaze 8 upravlja daljnjim slijedom
dogadaja. Ukoliko je razina dovoljna, dolazi do izravne aktivacije kaspaze 3 i posljedi¢ne
smrti stanice (Slika 3.). U slucaju nedovoljne koli¢ine aktivirane kaspaze 8, apoptoza se

nastavlja amplifikacijom kroz mitohondrije i to putem aktivacije proteina Bid (Jankovi¢ i



Markoti¢, 2007; Zlender, 2003). Nakon vezivanja liganada na receptore, na taj kompleks vezu
se molekule prilagodbe i inicijacijske kaspaze (kaspaza-8 i kaspaza-10). To dovodi do
aktivacije prokaspaza, do kidanja izvrsnih kaspaza 3 i1 7, kidanja jezgrine DNA u fragmente
veli¢ine oko 200 parova baza, tzv. ,ljestve®, te kona¢no do osobitih strukturnih promjena
(Slika 2.) (Karlovi¢ i Buljan, 2008).

Slika 2. Prikaz gel-clektroforeze DNA iz apoptoti¢ne stanice, tzv. “ljestve” (preuzeto prema:
http://www.abcam.com/apoptotic-dna-ladder-isolation-kit-ab65627.html).

1.1.3 Unutarnji mehanizam pokretanja apoptoze

U slucajevima kada je oSte¢enje DNA uzrok pokretanja smrti stanice klju¢ni protein
jest p53 koji je u normalnim stanicama prisutan u inaktivnom obliku. Sposobnost p53 da
zaustavi proliferaciju stanica jest njegova funkcija tumorskoga supresora. Mnogi tumori
odnosno tumorske stanice imaju mutiran gen za sintezu p53 proteina. Oste¢enja DNA poticu
transkripcijsku aktivnost p53 i njegovo nakupljanje u stanici, a posljedicno dolazi do
zaustavljanja stani¢nog ciklusa u Gl-fazi i popravljanja ostecene DNA ili do pokretanja
apoptoze stanice ako su ta oSteéenja nepopravljiva (Zlender, 2003).

Unutarnji put moze aktivirati osSte¢enje DNA, nedostatak hormona rasta, prisutnost
dvolancane RNA (dsRNA, engl. double stranded ribonucleic acid), kemoterapijski agensi ili
virusna infekcija (Jankovi¢ i Markoti¢, 2007). Unutarnji put zapoCinje otvaranjem pora na
mitohondrijskoj membrani, otpuStanjem citokroma c¢ (i drugih proteina) iz mitohondrija,
stvaranjem Apaf-1 ¢imbenika (engl. apoptotic protease activating factor) te stvaranjem

apoptosoma (Slika 3.) (Karlovi¢ i Buljan, 2008). Apoptosom je sastavljen od citokroma c,



kaspaze-9 i Apaf-1 Cimbenika. Taj je kompleks zaduZen za aktivaciju prokaspaze-9 i
pokretanje izvrs$nih kaspaza. Unutarnji apoptoti¢ki put ovisan je o adenozin-trifosfatu (ATP,
engl. adenosine triphosphate) (Jankovi¢ i Markoti¢, 2007). Kljuéni u regulaciji apoptoze,
odnosno prezivljenja stanica, su ¢lanovi obitelji protein B limfoma tipa 2 (Bcl-2, engl. B cell
limphom 2 protein). Bcl-2 proteini obuhvacaju proapoptotske (Bax, Bak, Bad, Bid, Bik) i
antiapoptotske (Bcl-2, Bcl-X;, Mcl-1) proteine (Karlovi¢ i Buljan, 2008). Omjer
proapoptotskih 1 antiapoptotskih ¢imbenika odreduje osjetljivost stanice na apoptozu
(Zlender, 2003). Bcl-2 proteini kontroliraju (izravno ili vezivanjem na proapoptotske
proteine) propusnost mitohondrija oblikovanjem pora na vanjskoj membrani ili reguliranjem
otvaranja i zatvaranja pora za propusnost (engl. permeability pores) (Karlovi¢ i Buljan, 2008).
Bax sadrzava mjesta za vezanje p53 proteina tako da je njegova funkcija i regulirana ovisno 0
oste¢enju DNA i porastu p53 u citosolu stanice (Zlender, 2003).
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Slika 3. Prikaz unutarnjeg i vanjskog puta apoptoze (preuzeto i prilagodeno prema:
https://www.hindawi.com/journals/bmri/2014/616149/fig1/).

1.2 DETEKCIJA APOPTOZE
Kod testova koji se koriste za detekciju apoptoze, smatra se da je osim kvantifikacije
opsega apoptoze, vazno i moci razlikovati razli¢ite putove apoptoze. Metode koje se koriste

za detekciju prisutnosti apoptoze mogu se podijeliti u skupine:

1. morfoloske tehnike


https://www.hindawi.com/journals/bmri/2014/616149/fig1/

2. imunohistokemijske tehnike
3. biokemijske tehnike

4. imunoloske tehnike

5. tehnike molekularne biologije

Postoje preklapanja u znacCajkama razli¢itih vrsta smrti stanice, stoga jedna metoda
nije dovoljna za potvrdu apoptoze. No, te metode ne smiju biti iz iste skupine. Npr. ako se
detekcija apoptoze bazira na morfoloSkom izgledu jezgre, potvrda se provodi biokemijskom
metodom kao $to je agarozna gel elektroforeza kojom se dokazuje kidanje DNA (Ulukaya i
sur., 2011).

1.2.1 Morfoloske tehnike

Vecina strukturnih promjena moze se detektirati pomocu svjetlosnog mikroskopa. U in
vitro uvjetima prilikom detekcije apoptoze na kulturama stanica, ¢esto se uvode dodatni
testovi i boje (MTT test, tripansko plavilo, Giemsa, hematoksilin) koje omogucavaju laksu
diferencijaciju zivih stanica, u odnosu na one u kojima Su zapoceli procesi stanicnog umiranja
(Ulukaya i sur., 2011; Zlender, 2006). MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolij
bromid) test je prvi homogeni test vijabilnosti stanica. Zive stanice s aktivnim
metabolizomom konvertiraju MTT u ljubi€asto obojeni formazan koji apsorbira na 570 nm.
Kada stanice umiru, gube mogucnost konverzije MTT-a u formazan. Na taj nac¢in promjena
boje pomaze pri raspoznavanju zivih stanica (Riss i sur., 2016). Bojenjem stanica tripanskim
plavilom, zive stanice ostaju neobojane, dok se one mrtve oboje plavo. Ovim postupkom ne
mogu se razlikovati nekroti€ne od apoptoti¢nih stanica. Metoda bojenja stanica Giemsa
bojom, brza je i jeftina metoda kojom se promatra morfologija stanice. Sli¢no toj metodi,
postoji 1 metoda bojenja hematoksilinom, pri ¢emu se takoder promatra stani¢na morfologija
(Ulukaya i sur., 2011).

Pomocu fluorescentne mikroskopije moze se bolje uociti razlika izmedu zivih i mrtvih
stanica (Ulukaya i sur., 2011). Fluorescentna mikroskopija takoder se u velikoj mjeri koristi
pri detektiranju brojnih morfoloskih 1 biokemijskih apoptotickih promjena koje se mogu
vizualizirati specifiénim fluorokromima (Zlender, 2006). Kod ove vrste mikroskopije koriste
se sljedece boje: Hoechst, propidijev jodid i akridin oranz. Stanice se obojaju Hoechst 33342
bojom prilikom promjena u organizaciji lipidnog sloja. Promjene u organizaciji lipida
dogadaju se u ranoj fazi apoptoze, prije ostalih apoptotskih promjena, ¢ime se omogucuje

osjetljiva i rana detekcija apoptoze (Schmid i sur., 2007). Propidijevim jodidom obojaju se
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nekroti¢ne stanice, dok apoptoti¢ne ostaju neobojane. Razlog tome je intaktnost membrane
koje apoptoti¢ne stanice imaju, ali ne i nekroti¢ne stanice (Ulukaya i sur., 2011). Akridin
oranz je metakromatski fluorokrom koji razli¢ito oboji dvostruke lomove DNA (zelena
fluorescencija) naspram jednostrukih lomova (crvena florescencija). Na osnovi toga moguce
je pratiti promjene u kondenzaciji i denaturaciji kromatina tijekom apoptoze (Ulukaya i sur.,
2011; Zlender, 2006).

Kod proucavanja apoptoze, elektronski mikroskop smatra se “zlatnim standardom” jer
su morfoloske promjene najuodljivije (Ulukaya i sur., 2011). Velika prednost elektronske
mikroskopije je njena visoka osjetljivost. MorfoloSke promjene mogu se otkriti na
unutarstani¢noj razini, pri ¢emu se povecava osjetljivost i specifi¢nost u odnosu na svjetlosnu
mikroskopiju. OteZavajuce okolnosti ove tehnike su zahtjevne pripreme materijala i ograni¢en
broj stanica koje se mogu istrazivati. Elektronska mikroskopija je specificna i osjetljiva
tehnika, ali samo kao kvalitativna metoda u otkrivanju apoptoze (Petrik i sur., 2003a).

Fazno-kontrastnim mikroskopom detektiraju se umrle plutaju¢e stanice u stani¢noj
kulturi, a to je moguce jer se one za razliku od zivih odvoje od stijenki posudice gdje stanice
rastu (Ulukaya i sur., 2011).

1.2.2 Imunohistokemijske tehnike

Aneksin V obiljezen sa fluorescentnom bojom kao $to je fluorescein izocijanat (FITC,
engl. fluorescein-isothiocyanate) detektira fosfatidilserin koji se translocira na vanjsku stranu
membrane. Aneksin V je protein iz skupine aneksina koji oznacen fluorescentnim bojama
specificno veze fosfatidilserin. Bojanje aneksinom V je vrlo specificna metoda, osobito u
pocetnoj fazi apoptoze kada je ocuvana cjelovitost stanicne membrane, jer nakon
fragmentacije DNA postupno dolazi i do promjene propusnosti staniéne membrane. Jednako
tako aneksin V ¢e se vezati i na fosfatidilserin s unutrasnje membrane ako je narusena njezina
cjelovitost, kao primjerice u slu¢aju nekroze stanice (Ulukaya i sur., 2011; Zlender, 2006;
Petrik i sur., 2003a).

TUNEL (engl. terminal deoxynucleotidyl transferaseMediated dUTP nick and
labeling) se koristi za oznacavanje jednostrukih i dvostrukih prekida lanca pomocu
terminalne deoksiribonukleotidil-transferaze (Zlender, 2003). TUNEL metoda omoguéuje
detekciju apoptoze na razini jedne stanice, a kao uzorak mogu se Kkoristiti suspenzija stanica,
stanice koStane srzi, tkiva uklopljena u parafinski blok ili fiksirana u formalinu, uzorak
dobiven biopsijom, limfociti i leukemi¢ne stanice iz periferne krvi (Watanabe i sur., 1999;

Roche, 2012). Stani¢ne jezgre u kojima je doSlo do fragmentiranja DNA, TUNEL-pozitivne



jezgre, emitiraju zuto-zelenu fluorescenciju (Petrik i sur., 2003b). TUNEL podrazumijeva
obiljezavanje 3'-OH krajeva pomocu nukleotida oznacenog fluorescein-izotiocijanatom,
stvaranjem kompleksa fluorescein-deoksiuridin-trifosfat (dUTP, engl. 2"-deoxyuridine 5-
triphosphate) (Zlender, 2006). Osjetljivost TUNEL metode limitirana je detekcijom kasne
apoptoze kod koje se dogada intranukleosomalna degradacija DNA. TUNEL metodom ne
obojaju samo apoptoti¢ne stanice, ve¢ i neke nekroti¢ne stanice. Proucavanje apoptoze i
nekroze u jetri pokazalo je kako TUNEL moze dovesti do pogresnog zakljucka ako ju
koristimo kao metodu evaluacije na¢ina smrti stanice (Watanabe i sur., 1999).

Aktivnost kaspaze moze se odrediti imunohistokemijskim tehnikama, koriste¢i
antitijela protiv neoepitopa, koji se otkrivaju nakon proteoliticke aktivacije kaspaza. Nadalje,
aktivnost kaspaza moze se detektirati primjenom antitijela koja prepoznaju samo veé
degradirane stani¢ne supstrate kaspaza. U novije vrijeme opisana su antitijela koja prepoznaju
razgradeni citokeratin 18, aktin i poli-ADP-riboza-polimeraze (PARP, engl. poly (ADP-
ribose) polymerase) (Petrik i sur., 2003a).

1.2.3 Biokemijske tehnike

Tijekom apoptoze aktivirane endonukleaze kidaju molekule DNA u ulomke koje su po
veli¢ini viSekratnici 180-200 parova baza (zbog kidanja DNA izmedu nukleosoma).
Fragmentirana DNA u stanicama koje su podvrgnute apoptozi mogu se proucavati razli¢itim
tehnikama gel-elektroforeze kao $to su konvencionalna gel-elektroforeza i elektroforeza u
pulsiraju¢em polju. Nakon provedene konvencionalne elektroforeze na agaroznom gelu ovi
fragmenti DNA izgledaju poput “ljestvi”. Ograni¢avajué¢a okolnost ove metode je ta da je
potrebno imati relativno velik broj stanica u apoptozi kako bi se degradacijski produkti mogli
opaziti. Kod elektroforeze u pulsiraju¢em polju, promjenom elektricnog polja izmedu parova
elektroda, visokomolekularna DNA i DNA veli¢ine kromosoma od 200 do preko 12000 kb
mogu se odvojiti jer se mogu reorijentirati i razli¢ito pomicati kroz pore agaroznog gela.
(Archana i sur., 2013; Petrik i sur., 2003a).

Razvijeno je mnogo tehnika za identifikaciju, kvantifikaciju i karakterizaciju
apoptoze, no protocna citometrija je metoda izbora za proucavanje apoptoticne kaskade u
Ssvezi sa stani¢nim tipom, poticajem i vremenom trajanja apoptoze (Vermes i sur., 2000). Bilo
koji povrsinski protein, Cija se ekspresija mijenja tijekom apoptoze, moze se odredivati
proto¢nom citometrijom uz pomo¢ antitijela obiljeZzenih fluorescentnom bojom (Ulukaya i
sur., 2011). Proto¢na citometrija omogucéava analizu velikog broja stanica u vrlo kratkom

vremenu. Postupci manipuliranja sa stanicama u veéini sluc¢ajeva vrlo su jednostavni (Petrik i



sur., 2003a). Prednost ove metode je moguénost kombiniranja detekcije svjetlosnih signala,
detektora prednjeg rasprSenja (FSC, engl. forward-angle light scatter) i detektora bo¢nog
rasprSenja (SSC, engl. side-angel light scatter) s analizom stani¢nih pokazatelja u obliku
fluorescentno obiljezenih antitijela (Vermes i sur., 2000). Kako su apoptoti¢ne stanice
kondenzirane (suprotno od nekroti¢nih stanica koje nabubre), to rezultira smanjenjem
rasprivanja svjetla, a bocno se rasprSivanje slabo povecava. Kod ove tehnike kao uzorak

koristimo suspenziju stanica (Petrik i sur., 2003a).

1.2.4 Imunokemijske tehnike

M30 antigen, odnosno degradiran citokeratin 18, novi je biopokazatelj apoptoze. Moze
se kvatitativno odrediti ELISA testom (engl. enzyme-linked immunosorbent assay) (Ulukaya i
sur., 2011). Citoplazmatski fragmenti DNA (mono- i oligonukleosomalni) mogu se takoder
detektirati pomocu ELISA metode, koriste¢i monoklonska protutijela za DNA i histone.
Aktivnost efektorskih kaspaza koje kidaju vitalne dijelove stanice, koristi se za detekciju
apoptoze, pri ¢emu najvecu primjenu i pouzdanost ima lamin B. Lamin A, B i C su glavni
strukturni proteini jezgrine ovojnice smjesteni na njenoj unutrasnjoj strani. Njihova razgradnja
tijekom apoptoze uzrokuje strukturne promjene jezgre i kona¢no gubitak njenog integriteta i
fragmentaciju. Pomocu antitijela za lamin B moguce je imunohistokemijski odrediti pozitivan
signal, tj. prstenasto obojenje kod stanica koje nisu u apoptozi i negativan signal kod stanica
koje su u kasnijoj fazi apoptoze (Zlender, 2006).

Fluorometrijskom metodom odredujemo aktivnost kaspaza (npr. kaspaze-3 ili
kaspaze-9) u kulturi stanica. Aktivne kaspaze iz stani¢nog lizata najprije se vezu specifi¢nim
antitijelima na mikrotitarsku plo¢icu. Zatim se dodaje supstrat kojeg degradiraju kaspaze.
Intenzitet fluorescencije ovisi o aktivnosti kaspaze u uzorku (Ulukaya i sur., 2011).

1.2.5 Tehnike molekularne biologije

DNA microarray je nova i relativno skupa metodologija kojom se u jednoj reakciji
odjednom moze detektirati mnogo gena vezanih za apoptozu. Neke tvrtke su predstavile nove
i ucinkovite metode za detekciju gena vezanih uz apopotozu. Primjer tome je mogucénost
analiziranja 84 gena/dijelova gena u jednoj reakciji odjednom koriste¢i mikrotitarsku plocicu
od 96 jazica uz pomo¢ RT-PCR-a. Zbog toga $to apoptoza zauzima vrlo vazno mjesto u
medicini, o¢ekuje se velika promjena medicinske prakse u buducnosti otkrivanjem gena

relevantnih za apoptozu uz pomoc¢ metoda analiza genske ekspresije (Ulukaya i sur., 2011).



1.3 PROTEINI TOPLINSKOG STRESA

Proteini toplinskog stresa (Hsp, engl. heat shock protein) otkriveni su kao skupina
proteina koji su snazno inducirani toplinskim Sokom te ostalim kemijskim i fizickim stresom
kod velikog broja vrsta. Neki proteini iz ove velike obitelji djeluju kao molekularni Saperoni,
proteini koji sudjeluju u procesu nabiranja, strukturiranja drugih proteina kako u fizioloskim
uvjetima tako i u uvjetima stresa (Ciocca i Calderwood, 2005). Pojam saperon prvi su
upotrijebili Ron Laskey i suradnici da bi opisali protein (nukleoplazmin) koji je bio potreban
za stvaranje nukleosoma iz histona i DNA (Cooper i sur., 2010). Hsp se mogu Klasificirati
prema relativnoj molekulskoj masi u nekoliko podobitelji: obitelj Hsp 110, obitelj Hsp 90,
obitelj Hsp 70, Hsp 60 i obitelj malih Hsp-ova (Goloudina i sur., 2012 ). Hsp djeluju kao
katalizatori koji olak$avaju udruzivanje, a da se pri tome ne ugraduju u kompleks. Vazno je
uociti da ne prenose dodatne informacije potrebne za smatanje polipeptida u njihove pravilne
trodimenzionalne konformacije ve¢ da je krajnja konformacija proteina odredena iskljucivo
slijedom aminokiselina. U odsutnosti ovih proteina, nesmotani ili djelomi¢no smotani
polipeptidni lanci bili bi nestabilni unutar stanice, pabi se smatali nepravilno ili bi se
agregirali u netopljive komplekse. Vezanje Hsp-a stabilizira aminoterminalni dio u nesmotanoj
konformaciji sve dok preostali dio polipeptidnog lanca ne bude sintetiziran, odnosno dok se

dovrseni protein ne bude mogao pravilno smotati (Cooper i sur., 2010).

Hsp su povecano eksprimirani kod Sirokog spektra humanih tumora i ukljuceni su u
proliferaciju, diferencijaciju, invaziju te metastaziranje tumorskih stanica. lako sama razina
Hsp-a nije informativna na razini dijagnostike tumora, oni su korisni biopokazatelji za
karcinogenezu u nekim tkivima i signal stupnja diferencijacije i agresivnosti nekih oblika
tumora, kao i odgovora na antitumorsku terapiju (Sherman i Multhoff, 2015). Transkripcija
gena za Hsp zahtijeva aktiviran heat shock transkripcijski faktor 1 (HSF1, engl. heat shock
factor 1). Uoceno je da je povisena transkripcija hsp gena povezana s veCom invazivnoséu
tumora i njihovoj sklonosti metastaziranju. Upletenost Hsp-a u progresiju tumora i odgovor na
terapiju dovelo je do uspjesne ciljane terapije koja ima dva glavna cilja: (1) farmakolosku
izmjenu ekspresije hsp gena ili aktivnosti molekulskih Saperona i (2) koristenje Hsp-a kod
antitumorskih cjepiva, iskoriStavajuci njihovu sposobnost da djeluju kao imunoloski adjuvansi

(Ciocca i Calderwood, 2005).
1.3.1 Hsp 90

Heat shock protein 90 (Hsp90) je molekularni $aperon ovisan o ATP-u Koji je

esencijalan kod eukariota. Potreban je za aktivaciju i stabilizaciju Sirokog spektra proteina (LI
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i Buchner, 2012). Udio Hsp90 u citoplazmi iznosi 1-2 %, a moze se povecati stresom do 4-6
% ukupnih proteina u citoplazmi (Goetz i sur., 2003). Strukturno, Hsp90 je fleksibilni dimer,
a svaki monomer sastavljen je od 3 razli¢ite domene koje imaju razli¢ite konformacije (Li i
Buchner, 2012). Poznato je da je N-terminalna domena vazna za hidrolizu ATP-a u adenozin
difosfat (ADP, engl. adenosine diphosphate) (Den i Lu, 2012). Kako bi postigao svoju
funkciju, Hsp 90 djeluje s velikom skupinom kofaktora, nazvanim ko-saperoni. Ko-saperoni
formiraju definirane binarne ili ternarne komplekse s Hsp90, koji olaksavaju sazrijevanje
drugih proteina klijenata. Posttranslacijske modifikacije Hsp90, kao $to su fosforilacija i
acetilacija, pruzaju drugi nivo regulacije. One utjecu na konformacijski ciklus, interakciju sa

ko-saperonima i komunikaciju unutar domene (Li i Buchner, 2012).

Nakon brzog vezanja ATP-a, Hsp90 polako zauzima polozaj prvog intermedijarnog
stanja (11), u kojem je poklopac za ATP zatvoren, ali N-domene su jo$ uvijek otvorene. N-
terminalna dimerizacija dovodi do stvaranja drugog intermedijarnog stanja (12), gdje se M-
domena premjeSta i dolazi u interakciju s N-domenom. Zatim Hsp90 dostize potpuno
zatvoreno stanje u kojem ATP hidrolizira. Nakon hidrolize ATP-a, N-domena disocira,
oslobada se ADP i anorganski fosfat (Pi), te se Hsp90 ponovno vra¢a u otvorenu
konformaciju (Li i Buchner, 2012). lako je vezanje supstrata za Hsp90 neovisno o ATP-u,
otpustanje supstrata zahtijeva hidrolizu molekule ATP-a. Ciklus vezanja supstrata za Hsp90 i
otpustanja tih istih supstrata zahtijeva interakciju sa ko-Saperonima Hop, p23 i Cdc37
(Morimoto i Nollen, 2002). Postoje dvije izoforme Hsp90 kod ljudi, a i B izoforme, koje
pokazuju visoku homologiju u strukturi i bez velikih razlika u njihovoj aktivnosti (Goetz i
sur., 2003).

Postoji vise od 175 proteina s kojima Hsp-i stupaju u interakciju i uklju¢uju u mnoge
stanicne putove (npr. kontrola stani¢nog ciklusa, proliferativna/antiproliferativna
signalizacija) (Den i Lu, 2012). Vecina proteina klijenata Hsp90 su proteini koji sudjeluju u
prijenosu signala, ukljucujuci receptore steroidnih hormona (npr. androgeni, estrogenski
receptori), razliCite proteinske kinaze (npr. Akt, MEK), te strukturne proteine (npr. tubulin,
aktin) (Den i Lu, 2012; Cooper i sur., 2010; Morimoto i Nollen, 2002).

Farmakoloska inhibicija Hsp90 destabilizira protein i dovodi do degradacije putem
proteasoma. Zbog toga Sto je Hsp90 uklju¢en u viSe kljuénih putova kriticnih za
preZivljavanje stanica, njegova inhibicija u viSe tumorskih modela Zivotinja postiZe znacajne
rezultate kod antitumorske terapije (Den i Lu, 2012). Jo§ od 1980.-ih godina poznato je da

geldanamicin (GA; NSC 122750) ima antitumorska svojstva. U pocetku se mislilo da je
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njegova funkcija blokiranja kinaza, no daljnja istrazivanja su otkrila kako GA blokira vezanje
ATP-a na Hsp90 u njegovoj aktivnoj konformaciji. Analog geldanamicina, 17-
(dimetilaminoetilamino) -17-demetoksigeldanamicin (DMAG; NSC 707.545), hidrofilni je
GA derivat koji se mozZe davati oralno uz dobru biodostupnost i bolju aktivnost in vitro i in
vivo nego njegov prethodnik 17-(alilamino)-17 -demetoksigeldanamicin (17-AAG) (Koll i
sur., 2008). 17-AAG i DMAG se vezu na ATP/ADP vezujuce mjesto na Hsp90, inhibirajuéi
vezanje ATP-a i samim time i funkciju Saperona. Time se uzrokuje pogre$no savijanje,
poliubikvitinilacija i degradacija proteina klijenata Hsp 90. Posljedica tih dogadaja su
zaustavljanje stani¢nog ciklusa i apoptoza (Rao i sur., 2009). DMAG se pokazao ucinkovit
kao samostalna terapija kod tumora, ali i u kombinaciji s kemoterapijom (Den i Lu, 2012).
Trenutno postoji 10 razlicitih inhibitora Hsp90 proteina, koji su u razli¢itim fazama klinickih
ispitivanja (Li i Buchner, 2012).

1.4 RNA INTERFERENCIJA

Transkripcija je proces u jezgri kojim RNA-polimeraza Il prepisuje slijed gena sa
DNA i nastaje glasnicka RNA, mRNA (engl. messenger RNA). Translacijom mRNA nastaju
proteini, komponente stanice koje sudjeluju u mnogim procesima. Kako bi se mRNA prevela
u protein, mMRNA se prvo mora premjestiti iz jezgre u citoplazmu. Ribosomi, koji se nalaze na
endoplazmatskom retikulumu ili slobodni u citoplazmi, prevode mMRNA u proteinski lanac.
Taj proces RNA interferencija pokuSava inhibirati (Chery, 2016).

RNA interferencija (RNAI, engl. RNA interference) je stani¢ni put utiSavanja
ekspresije gena na razini mMRNA (Cioca i sur., 2003). Cijeli proces utisavanja ekspresije gena
je jednostavan, brz i u¢inkovit, a prisutan je u razli¢itim organizmima (Agrawal i sur., 2003;
Cooper i sur., 2010). RNAI je prvi put otkriven u nematoda Caenorhabditis elegans, ali je
prisutna i u mnogim drugim organizmima poput vo¢ne musice (Drosophila melanogaster),
kukaca, protozoa i hidra i ¢ini se da predstavlja drevni put. Kako su razne istrazivacke skupine
uvidale tragove da stanice imaju neki novi na¢in da se iskljuce ili "utiSavaju" geni, ovaj je
fenomen dobio niz imena kao $to su kosupresija, guSenje, utiSavanje gena, te RNAi. RNAI je
uklju€ena u stanicni mehanizam obrane protiv virusa i u premjestanje transpozona u genomu
(Cioca i sur., 2003).

RNAI je obi¢no pokrenuta endogenom malom interferiraju¢om RNA (SIRNA, engl.
small interfering RNA) no takoder moze biti aktivirana injektiranjem egzogene dvolancane

RNA. Kako stanice sisavaca ne mogu pocijepati dsSRNA na male interferiraju¢e RNA,
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injekcija dugacke dsRNA pokrece otpusStanje interferona. Kasnije je otkriveno da 21
nukleotid dugacke RNA molekule mogu uz pomo¢ mehanizma RNAI utisati gene u Stanicama
sisavaca. Postoje tri vrste malih RNA koje mogu utisati mRNA u citoplazmi mehanizmom
RNAI: piwi-RNA (piRNAs), mikroRNA (miRNA, engl. microRNA) i siRNA (Chery, 2016).
Posljedica razgradnje RNA na kratke RNA koje aktiviraju ribonukleaze je utiSavanje
gena (Agrawal i sur., 2003). Osnovni mehanizam RNAI je razdvajanje i kidanje dvolancane
RNA (dsRNA) koja odgovara specifi¢noj sekvenci gena na kratke dijelove koji se nazivaju
interferiraju¢e RNA. Te interferirajuée RNA aktiviraju degradaciju mRNA koja odgovara
njihovoj sekvenci. Brojne genetske i biokemijske analize otkrile su da se mehanizam
utiSavanja gena RNA interferencijom odvija u dva koraka. Prvi korak ukljucuje kidanje
dsRNA na male interferiraju¢e RNA (siRNA), veli¢ine od 21 do 25 nukleotida, putem
aktivnosti RNaze I11. U drugom koraku, siRNA se veze na kompleks RNaze, RNA-induciran
stiSavajuci kompleks (RISC, engl. RNA-induced silencing complex) koji razgraduje mRNA.
Nekoliko kljuénih komponenti uklju¢enih u RNAi poput Dicer-a, RNA-ovisne-RNA-
polimeraze, helikaze i dSRNA-endonukleaze pronadene su kod razli¢itih organizama (Slika
4.) (Agrawal i sur., 2003). U ovom radu koristen je mehanizam RNA interferencije uz pomo¢
siRNA, tako da ¢e naglasak biti stavljen na siRNA 1 njeno procesuiranje, prednosti i mane pri

dostavljanju u stanice, te potencijal siRNA kao lijeka.
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Slika 4. Mehanizam RNA interferencije (preuzeto i prilagodeno prema:
https://legumelaboratory.wordpress.com/2015/08/28/rna-interference-sprays-as-an-
alternative-to-transgenic-agriculture/).
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1.4.1 siRNA

Dvolan¢ana mala inteferiraju¢éa RNA (SIRNA) inkorporira se u RISC kompleks,
poslije ¢ega ATP-ovisna helikaza odmota dupleks, omogucujué¢i jednoj od uzvojnica da
samostalno prepozna glasnicku RNA (mRNA). Vodec¢a uzvojnica siRNA komplementarna je
MRNA, a zaostaju¢a uzvojnica pruza stabilnost dsSRNA. Ago 2 (Argonaute 2 protein), dio
RISC kompleksa, odabire koja ¢e od dvije uzvojnice biti vodeéa, dok drugu uzvojnicu
razgraduje 1 udaljuje od RISC kompleksa. Ago 2 se sastoji od dvije razliCite domene: Piwi
domane i PAZ domene (Piwi-Argonaute-Zwille), koje se vezu na 5" i 3" kraj vodece
uzvojnice (Matokanovi¢ i Barisi¢, 2009). Nakon $to se siRNA vezala za ciljnu mRNA s
potpunom komplementarno$éu, Ago2 kida mRNA 10 ili 11 nukleotida nizvodno od 5° kraja
gdje se vodeca uzvojnica vezala (Chery, 2016).

UtiSavanje gena pomoc¢u SIRNA koja se transfekcijom unosi u stanice kod sisavaca je
dugotrajna. UtiSavanje gena ovisi o broju siRNA molekula ubacenih u stanicu, te se broj
dupleksa po stanici smanjuje kako se stanica dijeli. Kod mnogih bolesti, posebno karcinoma,
koje su karakterizirane nekontroliranom diobom stanica, ponovna supresija ciljnog gena je
nuzna kako bi se sprijecila progresija bolesti. Terapija siRNA uvjetuje ponovnu transfekciju
stanica utiSavaju¢om SIRNA. Kako je upotreba siRNA postala sve rasirenija, bazi¢na struktura
ucinkovite siRNA definira se kao dvolan¢ana mala RNA koja prosje¢no sadrzi 21 nukleotid, a
2 nukleotida strse na 3"kraju (Matokanovi¢ i Barisi¢, 2009).

Izazovi koje sa sobom nosi tehnologija utiSavanja gena uz pomo¢ siRNA molekula
ukljucuju off-target ucinke, ucinkovitost terapije, dostavu siRNA molekule te aktivaciju
imunosnog sustava. Kada se odabere specifican gen, ciljna sekvenca mora biti identificirana
kako bi se postiglo uspjesno utiSavanje gena s minimalnim off-target u¢incima. SiRNA bi
trebala biti potpuno komplementara mRNA. Off-target ucinci dolaze do izrazaja u dvije
situacije. Prva opisuje vezanje SIRNA na neku drugu mRNA s nedovoljnom
komplementarno$c¢u i time Se utiSava neka druga mRNA. Druga situacija predstavlja ulazak
siRNA u endogeni miRNA sustav, koji tolerira nepotpuno sparivanje za ciljnu mRNA izvan
podrucja djelovanja miRNA na mRNA slijedu, utiSavajuc¢i tu mRNA. Najveci problem RNAi
su ovi off-target ucinci. Oni se dogadaju jer siRNA moze ciljati viSe mRNA zbog toga §to
tolerira nekoliko krivo sparenih baza prilikom sparivanja sa mRNA. Jedna krivo sparena baza
izmedu siRNA 1 ciljne mRNA moze znacajno smanjiti ucinkovitost specificnog utiSavanja.
No, s druge strane, siRNA moze utisati ekspresiju drugih gena koji sadrze regiju gena koja je

parcijalno komplementarna (Chery, 2016; Matokanovi¢ i Barisi¢, 2009).
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Ciljanje siRNA na identi¢nu regiju na mRNA moze imati varirajuéu ucinkovitost.
Postoji vise razloga zasto je to tako, a neki od njih su kemijske modifikacije sSiRNA, stabilnost
hibrida siRNA i ciljne sekvence, termodinamika integracije SIRNA u RISC kompleks (Chery,
2016). RNA molekule su nestabilne, a samim time ih je teSko dostaviti u ciljana tkiva u
dovoljnim koli¢inama zbog bubreZnog klirensa i degradacije nukleazama u krvotoku. Prijenos
I dostava siRNA je limitirana brzom degradacijom, nedovoljnim ulaskom u ciljane stanice,
nemogucnosti prolaska kroz bioloske barijere, te ulaskom siRNA u nezeljena tkiva i stanice
Sto dovodi do nezeljenog utiSavanja gena i toksi¢nosti (Shahabipour i sur., 2016).

Dostava SiRNA moze se odvijati na viSe nacina: 1. uz upotrebu kemijskih
modifikacija, 2. uz pomo¢ viralnih vektora, egzosoma, lipidnih nanocestica (LNP, engl. lipid
nanoparticle) 3. elektroporacijom, 4. topickim gelovima, 5. kompleksiranjem s
atelokolagenom, kitozanom, polietiliminom (PEI, engl. polyethylenimine), kolesterolom, te
litoholnom ili lauri¢cnom kiselinom (Shahabipour i sur., 2016; Zatsepin i sur., 2016;
Matokanovi¢ i Barisi¢, 2009).

Iako dostava siRNA putem virusa postize dugotrajno utiSavanje gena u ciljnom tkivu,
viralni vektori uzrokuju probleme poput toksi¢nosti i imunostimulacije. Zbog svoje unikatne
veli¢ine, strukturalnih i funkcionalnih karakteristika, egzosomi su postali vazan novi nacin
dostave za bioloske terapeutike 1 dijagnosticke molekule, ukljucujuci siRNA i rekombinantne
proteine. Prednost dostave siRNA putem egzosoma: inherentan prolazak kroz bioloske
barijere i mogucnost izbjegavanja fagocitoze od strane retikulo-endotelnog sustava,
biokompatibilnost, netoksi¢nost, imunoloska inertnost (Shahabipour i sur., 2016). Nacin
prijenosa utemeljen na uporabi kationskih lipida (liposomi i LNP-ovi) najc¢esce je koristen put
dostave RNA za neviralne vektore. LNP su sastavljeni od kationskih lipida i kolesterola. Kako
bi se smanjila glomerularna filtracija, renalni klirens i aktivacija imunosnog sustava, treba
paziti na veli¢inu (od 50-100 nm) i vanjski naboj LNP. Najces¢i nacin aplikacije siRNA

uklopljene u LNP je intravenski nacin (Zatsepin i sur., 2016).
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2 OBRAZLOZENJE TEME

Apoptoza je programirana stani¢na smrt, a moze nastati zbog slabljenja ili izostanka

(pozitivnih) signala potrebnih za prezivljavanje stanica ili zbog primanja (negativnih) signala.

Hsp su proteini toplinskog Soka koji sudjeluju u vise procesa u stanici koji su nuzni za
normalni rast i razvoj same stanice. Hsp su povecano izrazeni kod velikog broja humanih
tumora i ukljuceni su u proliferaciju, diferencijaciju, invaziju te metastaziranje tumorskih

stanica. Hsp90 potreban je za aktivaciju i stabilizaciju mnogih stani¢nih proteina.

Inhibicijom Hsp90 u stanici se nakupljaju nepravilno smotani proteini i stanici
nedostaju proteini kako bi normalno funkcionirala. Time se poti¢e ulazak stanice u apoptozu.
Ovaj mehanizam je zanimljiv kod lijecenja tumora kada je cilj selektivno inhibirati Hsp90 u

tumorskim stanicama, ¢ime se potice apoptoza tumorskih stanica.

Cilj ovog rada je utvrdivanje apoptoze u THP-1 stanicama, od kojih su neke tretirane
DMAG-om u razli¢itim koncentracijama, a nekima je RNA interferencijom utiSana mRNA za
Hsp90. THP-1 je stani¢na linija humanih monocita iz pacijenta s akutnom monocitnom

leukemijom. DMAG, analog geldanamicina, inhibitor je Hsp90.

Postoje o i B izomer Hsp90. DMAG inhibira i a i § izomer, dok je SIRNA dizajnirana
za uti$avanje samo o izomera. Opseg apoptoze odreduje se dvjema metodama, a to su bojanje

stanica tripanskim plavilom i TUNEL reakcijom.

Bojenjem stanica tripanskim plavilom obojaju se mrtve stanice, dok one Zive ostaju
neobojene. Pomoc¢u hemocitometra stanice se broje pod mikroskopom u odredenom
volumenu stani¢ne suspenzije. Negativna strana ove metode je ta §to se ovom metodom ne

mogu razlikovati stanice umrle apoptozom od onih umrlih nekrozom.

TUNEL reakcijom fluorescentno se oznacavaju zavrSeci pokidane DNA u jezgri, Sto
se kasnije promatra pod fluorescentnim mikroskopom na staklenoj predmetnici. Ovom se
metodom specificno oboje stanice umrle apoptozom, §to je prednost ove metode nad bojanjem

stanica tripanskim plavilom.
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3 MATERIJALI | METODE

3.1 MATERIJALI

3.1.1 Kemikalije
e Trypan Blue (SIGMA CHEMICAL. St. Luis)
e Enzimska otopina (Roche)
e Otopina za oznacavanje (Roche)
e PBS pufer
e Paraformaldehid 4%

e Otopina Triton X-100 0,1% i Na-citrata 0,1%

3.1.2 Oprema
e \Vortex
e epruvete od 1,5 mL (Eppendorf)

e vlazna i tamna komora

3.1.3 Stanicne linije

THP-1 je stani¢na linija humanih monocita iz pacijenta s akutnom monocitnom

leukemijom (Bowdish, 2011).

3.1.4 Opis priprave korisStenih otopina

Na-citrat 0,1%, pripravlja se na taj nacin da se odvaze 1 gram Na-citrata u prahu i
mijeSanjem rastopi u odmjernoj tikvici od 100 mL u malo destilirane vode. Triton X-100, 0,1
%, pripravlja se tako da se automatskom pipetom uzme volumen tekucine Tritona X-100 od
94 uL i doda u odmjernu tikvicu u kojoj je prethodno dodan Na-citrat. Zadnji korak priprave

ove otopine je dodavanje destilirane vode do crte, odnosno do volumena od 100 mL.

3.2 METODE
3.2.1 Procjena preZivljenja stanica bojanjem tripanskim plavilom

Dodaje se 0,5 ml 0,4% otopine tripanskog plavila (SIGMA CHEMICAL. St. Luis) 0,3
mL PBS i1 0,2 mL suspenzije stanica u epruvetu. Promijesa se 1 inkubira 10 minuta na sobnoj
temperaturi. Stanice se broje promatranjem pod svjetlosnim mikroskopom. Zive stanice ostaju

neobojane, dok se one mrtve oboje plavo. Ovim postupkom ne mogu se razlikovati nekroti¢ne
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od apoptoti¢nih stanica. Pomo¢u hemocitometra (Slika 5.) stanice se broje pod mikroskopom
U odredenom malom volumenu stani¢ne suspenzije. Uz poznavanje veli¢ine kvadrati¢a i
koli¢ine pripremljene suspenzije moze se izracunati broj (koncentracija) stanica u suspenziji.
Pod malim povecanjem mrezica hemocitometra se sastoji od 9 velikih kvadrata i izgleda na

sljedec¢i nadin:

gornji lijevi gornji desni
kvadrant kvadrant

-

P

= rf \ qaAnsfil .
komorice
za uzorke

donji lijevi - onji desni
kvadrant kvadrant
stanice koje se nalaze na G /
. . = —> o
gornjem i desnom rubu se broje ]
Qo
o |¢g® op®
_; °ob: ‘C;:n)g‘b;;ﬁ - o
o °ol0q o
D B M
K3 'o L)
stanice koje se nalaze na donjem _» &Y 2% 320" 1 4 %8
i lijevom rubu se ne broje .. 2de°g
0

Slika 5. Hemocitometar. Stanice se broje u 4 velika kvadrata nazna¢ena slovima C, D, Ei F.

C, D, E i F su kvadrati sa 16 manjih kvadrata (preuzeto i prilagodeno prema:
http://bitesizebio.com/13687/cell-counting-with-a-hemocytometer-easy-as-1-2-3/).
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Prostor izmedu dobro postavljene pokrovnice i predmetnice iznosi 0,1 mm. DuZina i
Sirina svakog od 9 velikih kvadrata iznosi 1 mm. Prema tome, iznad svakog velikog kvadrata

nalazi se ukupni volumen od 10 mL tekuéine.
1mmx1mmx0,1mm=021mm?
=0,0001 cm?®

=10* mL

Kapljica stani¢ne suspenzije uzme se s automatskom pipetom. Vrh pipete se postavi uz
rub pokrovnice i tekucina kapilarnim efektom ulazi ispod stakalaca (Slika 6. i 7.). Tekuc¢ina
mora ispuniti prostor, ali ne smije izlaziti izvan stakalaca. Racun: Stanice se broje (n) u 4
kvadrata (C, D, E i F) pod mikroskopom te se izracunava srednja vrijednost (n,). Umnozak
srednje vrijednosti broja stanica (n,) s 1 x 10* izrazava broj stanica / mL suspenzije: broj

stanica / mL suspenzije = (n,) x 10*

Slika 6. Prikaz stavljanja uzorka automatskom pipetom (preuzeto prema:
http://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/protocols/biology/cell-

quantification.html).

pokrovnica
potporanj za

tani
pokrovnicu / staniea

ll_;x_l_lﬁ

komorica za brojanje

Slika 7. Prikaz polozaja pokrovnice na hemocitometru (preuzeto prema:

http://www.wikiwand.com/en/Hemocytometer).
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Stanice se moraju izbrojati kroz 10-20 minuta nakon dodatka tripanskog plavila.
Ukoliko prode 30 minuta od dodatka tripanskog plavila postoji mogucnost pogreske pri

zbrajanju mrtvih stanica jer se tada bojaju i zive stanice.

3.2.2 TUNEL reakcija

Uzorci sa stanicama ispiru se tri puta PBS puferom i suspenzije se prilagode na 2x10’
stanica/mL. Uzima se 100 pL iz svakog uzorka suspenzije stanica i stavlja se u male epruvete
od 1,5 mL. Dodaje se 100 uL svjeZe pripremljene otopine za fiksaciju (paraformaldehid 4%)
u svaku epruvetu (u omjeru 1:1). Suspenzije se resuspendiraju i inkubiraju 60 minuta na
temperaturi izmedu +15 1 +25 °C. Uzorci se centrifugiraju 10 minuta na 300 g, zatim se
pipetira 80 pL supernatanta sa vrha i baca se. Stanice se ispiru s 200 pL PBS-a. Uzorci se
centrifugiraju 10 minuta na 300 g, zatim se odpipetira i baci 200 pL supernatanta. Stanice se
resuspendiraju u 100 pL otopine za permeabilizaciju (otopina Tritona X-100 0,1% u Na-

citrata 0,1%) i ostavi 2 minute na ledu (+2 do +8 °C).

Pomijesaju se enzimska otopina i otopina za oznacavanje DNA te se dobiva TUNEL
reakcijska otopina. Stanice se ispiru dodatkom 500 puL PBS-a i epruvete se centrifugiraju 10
minuta na 300 g. Odvoji se 500 pL supernatanta i baca se. Dodaje se 50 uL TUNEL
reakcijske otopine. Stalak s epruvetama oblozi se folijom i inkubira u vlaznoj i tamnoj komori
60 minuta pri 37 °C. Stanice se ispiru dodatkom 950 pL PBS-a, epruvete se centrifugiraju, te
se odvoji 950 pL supernatanta koji se baci. Stanice se prebacuju u nove epruvete i dodaje se
100 pL PBS-a. Uzorci se analiziraju pod fluorescentnom mikroskopom. Za analizu
fluorescentnom mikroskopijom Koristi se ekscitacijska valna duljina u rasponu od 450-500 nm
(488 nm), a detekcijski raspon valnih duljina iznosi 515-565 nm (zelena) (Upute uz test
komplet za TUNEL reakciju, Roche 2012).
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4 REZULTATI | RASPRAVA

4.1 REZULTATI

4.1.1 Rezultati dobiveni bojenjem THP-1 stanica tripanskim plavilom

Tablica 1. Prikaz dobivenih rezultata uzoraka koji su bojani tripanskim plavilom.

uzorci

uzorak br. 1
uzorak br. 2

uzorak br. 3
uzorak br. 4

uzorak br. 5
uzorak br. 6

uzorak br. 7
uzorak br. 8

uzorak br. 9
uzorak br. 10

uzorak br. 11
uzorak br. 12

uzorak br. 13
uzorak br. 14
uzorak br. 15
uzorak br. 16
uzorak br. 17
uzorak br. 18

broj sati nakon kojih su stanice fiksirane

24h

48h

mrtve stanice/mL

Zive stanice/mL

ukupan broj stanica/mL

% mrtvih stanica

9,5%10* 3*10* 12,25*10"° 77,6
0 6,375*10" 6,375%10" 0
0 0,75*10" 0,75*10" 0
1,875*10" 6,75*10" 8,625*10" 21,7

19,125*10"

19,125*10"

o o
o o o

9,375*10" 9,375*10"
0,75*10" 7,5%10* 8,25%10" 9,1
0 10,5*10" 10,5*10" 0
0,75*10" 8,625*10" 9,375*10" 8
0 9*10* 9*10*
2,25%10* 9,75*10" 12*10" 18,8
0 14,625*10" 14,625*10" 0
0,75*10" 0 0,75*10" 100
0,375*10" 7,875*10" 8,25%10" 4,5
0,75*10* 7,875%10" 8,625%10" 8,7
1,5*10 12,375*10" 13,875*10" 10,8
0 56,625*10" 56,625*10" 0
0,75*10" 25,875*10" 26,625*10" 2,8
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Srednja vrijednosti kontrolnih THP-1 uzoraka nakon 24 h iznosi 8,7 %, a nakon 48 h 6

%, dok jedan uzorak odskace (100 %) i zanemaren je pri ovom izra¢unu.

Uzorak THP-1 stanica koje su tretirane siRNA molekulama i fiksiran nakon 24 h
pokazuje visok postotak mrtvih stanica, a on iznosi 77,6 %. U uzorku THP-1 stanica koje su

takoder tretirane siRNA molekulama, ali je fiksiran nakon 48 h, nisu pronadene mrtve stanice.

Dva su uzorka tretirana nespecificnom RNA i sluze kao negativna kontrola, kako bi se
evidentirao utjecaj postupka, ukoliko ga ima, te da se moze procijeniti utjecaj specificnog
utiSavanja (siRNA). Jedan od uzoraka fiksiran je nakon 24 h i u njemu nisu pronadene mrtve

stanice, a drugi uzorak nakon 48 h i kod njega je postotak mrtvih stanica iznosio 21,7 %.

Kod oba uzorka THP-1 stanica tretiranih 0,5 pM DMAG-om, od kojih je jedan
fiksiran nakon 24 h, a drugi nakon 48 h, nisu identificirane mrtve stanice.

U uzorcima THP-1 stanica koje su tretirane 2 i 3 uM DMAG-om i koji su fiksirani
nakon 24 h, utvrden je priblizno isti postotak mrtvih stanica (9,1% i 8%). U uzorku THP-1
stanica tretiranih 5 pM DMAG-om Kkoji je fiksiran nakon 24 h, utvrdeno je 18,8 % mrtvih

stanica.

U uzorcima THP-1 stanica koje su tretirane 2, 31 5 uM DMAG-om i koji su fiksirani

nakon 24 h, nisu identificirane mrtve stanice.
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Slika 8. Prikaz zivih stanica tretiranih sa tripanskim plavilom. Stanice su promatrane
svjetlosnim mikroskopom pod povec¢anjem od 100x.

Slika 9. Prikaz Zzivih stanica tretiranih sa tripanskim plavilom. Stanice su promatrane
svjetlosnim mikroskopom pod povecanjem od 100x.
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Slika 10. Prikaz zivih i mrtvih stanica tretiranih sa tripanskim plavilom. Stanice su promatrane
svjetlosnim mikroskopom pod povecanjem od 100x.

4.1.2 Rezultati dobiveni TUNEL reakcijom

TUNEL reakcijom nisu identificirane apoptoti¢ne stanice. Uzorci u kojima je putem
bojenja tripanskim plavilom dokazan veliki broj mrtvih stanica i u kojima se ocekivao porast
apoptotskih stanica, ponovljeno su bojani TUNEL reakcijom. Medutim, apoptoza nije bila
detektirana niti nakon ponovljenih pokusa.

S obzirom na nemoguénost identifikacije THP-1 stanica u apoptozi, TUNEL metoda
je ponovljena u uzorcima krvi bogatim leukocitima. Primjeri prilozenih mikrografija (Slike
11.-14)) u parovima prikazuju isto vidno polje stanica krvi gledano pod svjetlosnim i
fluorescentnim mikroskopom uz primjenu TUNEL metode.
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Slika 11. Mikrografija prikazuje uzorak krvi bogat leukocitima, promatrano pod svjetlosnim
mikroskopom pod povecanjem od 400x. ZaokruZena stanica je apoptoticna stanica, koja na
Slici 12. pokazuje fluorescenciju.

Slika 12. Mikrografija prikazuje uzorak krvi bogat leukocitima, promatrano pod
fluorescentnim mikroskopom pod povecanjem od 400x. Fluorescentno obojana stanica je
leukociti u apoptozi.
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Slika 13. Mikrografija prikazuje uzorak krvi bogat leukocitima, promatrano pod svjetlosnim
mikroskopom pod povecanjem od 400x. Zaokruzene stanice su apoptoti¢ne stanice, koje na
Slici 14. pokazuju fluorescenciju.

Slika 14. Mikrografija prikazuje uzorak Kkrvi bogat leukocitima, promatrano pod
fluorescentnim mikroskopom pod povecanjem od 400x. Fluorescentno obojane stanice su
leukociti u apoptozi.
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4.2 RASPRAVA
Cilj ovog rada bio je utvrditi pojavu apoptoze u THP-1 stanicama, od kojih su neke
tretirane DMAG-om u razli¢itim koncentracijama, a nekima je RNA interferencijom utiSana

MRNA za Hsp90 iz citosola.

Postupkom bojenja stanica tripanskim plavilom ne mogu se razlikovati nekroticne od

apoptoti¢nih stanica. Prema tome, rezultati su izrazeni kao mrtve stanice, a ne apoptoticne.

Medu uzorcima s kontrolnim THP-1 stanicama jedan uzorak je odskakao po broju
mrtvih stanica, a iznosio je 100 %. Pretpostavlja se da je razlog tome premali broj stanica, koji
iznosi nekoliko puta manje u odnosu na ostale kontrolne uzorke. Taj uzorak se zanemaruje.
Srednja vrijednosti kontrolnih THP-1 uzoraka nakon 24 h iznosi 8,7 %, a nakon 48 h 6 %.

U uzorku THP-1 stanica koje su tretirane RNAi-om (inhibicija o izomera Hsp90) i
koji je fiksiran nakon 24 h, utvrden je najveci postotak mrtvih stanica (77,6 %). U uzorku
THP-1 stanica koje su takoder tretirane RNAi-om, ali je fiksiran nakon 48 h, nisu utvrdene

mrtve stanice.

U uzorku u kojem su THP-1 stanice tretirane sa NK RNA i koji je fiksiran nakon 24 h,

nisu pronadene mrtve stanice. To ukazuje da nema nespecifi¢cnog vezanja dodane molekule
RNA za ciljnu mRNA. Kod uzorka u koji je dodana NK RNA, a koji je fiksiran nakon 48 h,

pronaden je odredeni postotak mrtvih stanica.

27



90
20 77,6
70
60
50

40

30

postotak mrtvih stanica

21,7
20

8,7
10 6

o 0
N

kontrolni uzorak kontrolni uzorak siRNA nakon 24 siRNA nakon 48 NKRNA nakon NK RNA nakon
nakon 24 h nakon 48 h h h 24 h 48 h

uzorci

Graf 1. Graficki prikaz ovisnosti broja mrtvih stanica o vrsti (RNAi i NK RNA) i trajanju
tretmana.

DMAG inhibira i a i B izomer Hsp90. Kod oba uzorka THP-1 stanica tretiranih 0,5
UM DMAG-om, od kojih je jedan fiksiran nakon 24 h, a drugi nakon 48 h, nisu identificirane

mrtve stanice.

U uzorcima THP-1 stanica koje su tretirane 2 i 3 pM DMAG-om i koji su fiksirani
nakon 24 h, utvrden je priblizno isti postotak mrtvih stanica (9,1 % i 8 %). U uzorku THP-1
stanica tretiranih 5 uM DMAG-om koji je fiksiran nakon 24 h, identificirano je 18,8 % mrtvih

stanica.

U uzorcima THP-1 stanica koje su tretirane 2, 31 5 pM DMAG-om i koji su fiksirani

nakon 48 h, nisu identificirane mrtve stanice.

Postotak mrtvih stanica raste s koncentracijom DMAG-a kojim su stanice bile

izloZene, a to se bolje vidi u uzorcima koji su bili tretirani 24 h.
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Graf 2. Graficki prikaz ovisnosti trajanja izlozenosti stanica DMAG-U.

Obzirom da je postupak oznacavanja kompleksan i uklju¢uje mnogo reagensa mogucéi
su lazno negativni rezultati pa je stoga neophodno ukljuciti pozitivnu i negativnu kontrolu.
lako je TUNEL jedna od najspecifi¢nijih metoda za detekciju apoptoze postoji moguénost
lazno pozitivnog oznacavanja lomova DNA stanica koje nisu u apoptozi (nekroti¢ne stanice,
Okazaki fragmenti u S-fazi stani¢nog ciklusa), medutim njihov broj je znatno manji od broja
fragmenata apoptotickih stanica (Zlender, 2006). S obzirom da niti nakon ponovljenih
TUNEL reakcija na odredenim uzorcima nije uo¢ena fluorescencija, pretpostavlja se da je

razlog tome premali broj stanica u stani¢énim suspenzijama.

Kombinacijom morfoloskih i biokemijskih metoda, odnosno odredivanjem vise
parametara za isti uzorak, moZe se znatno povecati osjetljivost i specifinost mjerenja te

kvalitetnije procijeniti proces apoptoze u tkivima i kulturama stanica (Petrik i sur., 2003a).
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5 ZAKLJUCCI

e Tretman THP-1 stanica sSiRNA molekulama uzrokuje smrt u 77,6 % stanica nakon 24
h.

e U uzorku THP-1 stanica koje su tretirane SIRNA molekulama i koji je fiksiran nakon

48 h, nisu identificirane mrtve stanice.

e U uzorcima THP-1 stanica tretiranih 0,5 pM DMAG-om nakon 24 h nisu

identificirane mrtve stanice.

e Usporedbom uzoraka fiksiranih nakon 24 h, uzorci THP-1 stanica tretiranih 5 uM
DMAG-om pokazale su puno veéi postotak mrtvih stanica (18,8 %) nego uzorci
stanica tretiranih sa 2 i 3 uM DMAG-a, koje su pokazale medusobno podjednak
ucinak (9,1 % i 8 %).

e Tretman THP-1 stanica razli¢itim koncentracijama DMAG-a (0,5 uM, 2 uM, 3 uM i 5

UM) tijekom 48 h nije uzrokovao umiranje stanica.

e U uzorku THP-1 stanica u koji je dodana NK RNA, a koji je fiksiran nakon 24 h, nisu

identificirane mrtve stanice.

e Tretman THP-1 stanica nespecificnom DNA tijekom 48 h uzrokuje smrt 21,7 %

stanica.
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7 SAZETAK / SUMMARY

7.1 SAZETAK

Apoptoza je poseban oblik stani¢ne smrti nuzan za razvoj organizma i odrzavanja
stani¢ne homeostaze, tj. ravnoteze izmedu gubitka i stvaranja stanica normalnog tkiva tijekom
zivota. Hsp su proteini toplinskog Soka koji sudjeluju u vise procesa u stanici koji su nuzni za
normalni rast i razvoj same stanice. Inhibicijom Hsp90 u stanici se nakupljaju nepravilno
smotani proteini 1 stanici nedostaju proteini kako bi normalno funkcionirala. Time se potice
ulazak stanice u apoptozu. DMAG inhibira i o i B izomer, dok je siRNA dizajnirana za
utiSavanje samo a izomera. Cilj ovog rada je utvrdivanje apoptoze u THP-1 stanicama, od
kojih su neke tretirane sa DMAG-om u razli¢itim koncentracijama, a nekima je RNA
interferencijom utiSana mRNA za Hsp90 iz citosola. Opseg stani¢ne smrti i apoptoze odreduje
se dvjema metodama, a to su bojanje stanica tripanskim plavilom i TUNEL reakcijom.
TUNEL reakcijom nisu identificirane apoptoti¢ne stanice, niti nakon ponovljenog mjerenja. U
uzorku THP-1 stanica, bojanih sa tripanskim plavilom, koje su tretirane siRNA molekulama i
koji je fiksiran nakon 24 h, utvrdeno je 77,6 % mrtvih stanica. Postotak mrtvih THP-1 stanica

bojanih tripanskim plavilom raste sa koncentracijom DMAG-a kojim su stanice bile izlozene.
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7.2 SUMMARY

Apoptosis is a special form of cell death, necessary for the development of an
organism and maintenance of cellular homeostasis, that is the equilibrium between the loss
and generation of normal-tissue cells during life. Hsp are the heat shock proteins which
participate in several cellular processes, which are necessary for the normal growth and
development of the cell itself. In the case of inhibition of Hsp90 the incorrectly folded
proteins accumulate in the cell and the cell lacks the proteins to function normally. The
transition of a cell to apoptosis is thereby induced. DMAG inhibits both a and  isomers,
while siRNA is designed to destroy only o isomers. The aim of this thesis is to establish the
apoptosis in THP-1 cells, of which some were treated with DMAG in various concentrations,
and for some the mRNA level of cytosolic Hsp90 was silenced by RNA interference. The
scale of cell death and apoptosis is determined by two methods, and those are cell coloration
by Trypan Blue and TUNEL reaction. The TUNEL reaction has not identified any apoptotic
cells, even not after repeated measurement. In the sample of THP-1 cells, coloured by Trypan
Blue, which were treated by by siRNA molecules, and which was fixed after 24 hours, 77.6%
dead cells were found. The percentage of dead THP-1 cells coloured by Trypan Blue
increases with the DMAG concentration to which the cells had been exposed.
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8 PRILOZI
POPIS KRATICA:

ADP- adenozin difosfat (engl. adenosine diphosphate)

Ago 2- Argonaute 2 protein

ATP- adenozin trifosfat (engl. adenosine triphosphate)

DD- domena smrti (engl. death domain)

DED- efektorske domene smrti (engl. death effector domain)

DISC- signalni kompleks koji inducira smrt (engl. death inducing signaling complex).
DMAG- 17- (dimetilaminoetilamino) -17-demetoksigeldanamicin

DNA- deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)
dsRNA- dvostrukouzvojita RNA (engl. double-stranded RNA)

dUTP- deoksiuridin-trifosfat (engl. 2"-deoxyuridine, 5" -triphosphate)
ELISA-enzimski imunotest na ¢vrstoj fazi (engl. enzyme-linked immunosorbent assay)
FITC- fluorescein izotiocijanat (engl. fluorescein-isothiocyanate)

FSC- detektor prednjeg rasprsenja (engl. forward scatter channel)

HSF1- heat shock transkripcijski faktor 1 (engl. heat shock factor 1)

Hsp- protein toplinskog Soka (engl. heat shock protein)

LNP- lipidne nanocestice (engl. lipid nanoparticle)

miRNA- mikroRNA (engl. microRNA)

MRNA.- glasnicka RNA (engl. messenger RNA)

PARP- poli-ADP-riboza-polimeraza (engl. poly (ADP-ribose) polymerase)
PAZ- Piwi-Argonaute-Zwille

PEI- polietilenimin (engl. polyethylenimine)

PiIRNA- piwi-RNA

PS- fosfatidilserin (engl. phosphatidylserine)

RISC- RNA-induciran stisavajuc¢i kompleks (engl. RNA-induced silencing complex)
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RNA- ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)

RNAI- RNA interferencija (engl. RNA interference)

SIRNA- mala interferiraju¢a RNA (engl. small interefring RNA)

SSC- detektor bo¢nog rasprsenja (engl. side scatter channel)

TNF- tumor nekrotizirajuéi faktor (engl. tumor necrosis factor)

TNFR- receptor za tumor nekrotiziraju¢i faktor (engl. tumor necrosis factor receptor)
TRAIL-1- engl. TNF-related apoptosis inducing ligand receptor 1

TRAIL-2- engl. TNF-related apoptosis inducing ligand receptor 2

TUNEL- engl. terminal deoxyribonucleotidyl transferasemediated dUTP nick and

labelling)
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