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Stranica s kraticama
A - adenin

Actf - aktin B (engl. actin f)
Akt - proteinska kinaza B (engl. protein kinase B/Akt )

ALD - alkoholna bolest jetre (engl. alcoholic liver
disease)

ALT - alanin transaminaza
AP-1 - protein aktivator 1 (engl. activator protein 1)

ASK1 - kinaza 1 koja regulira apoptotski signal (engl.
apoptosis signal-regulating kinase 1)

ATF/CRE element - aktivirajuéi transkripcijski ¢imbenik
/element koji odgovara na ciklicki AMP (engl. activating
transcription factor/cyclic AMP response element)

ATF4 - aktivirajuéi transkripcijski ¢imbenik 4 (activating
transcription factor 4)

ATF6 - aktivirajuéi transkripcijski cimbenik 6 (engl.
activating transcription factor 6)

B2m - beta 2 mikroglubulin (engl. beta-2 microglobulin)
Bcl2 - B-stani¢ni limfom 2 (engl. B-cell lymphoma 2 )

Bim - protein 11 nalik na Bcl2 (engl. Bcl-2-like protein
11)

BiP/GRP78 - imunoglobulin vezajuéi protein / 78 kD
protein reguliran glukozom (engl. binding
immunoglobulin protein / glucose-regulated protein 78
kD)

bZIP domena - domena bazi¢nog leucinskog zatvaraca
(engl. basic leucine zipper domain)

C - citozin
C - y kemokin (engl. y chemokine)
C - koncentracija u ng/pl

C/EBPy - CCAA/vezajuci protein pojacivac y (engl.
CCAAT/enhancer-binding protein y)

C/EBPB - CCAAT/vezajuéi protein pojacivac B (engl.
CCAAT/enhancer-binding protein [3)

C/EPBa - CCAAT/vezajudi protein pojacivac o (engl.
CCAAT/enhancer-binding protein a)

C57BL/6NCrl - visokosrodeni (engl. inbred) soj miseva
,,C57 crni 6* s mutacijama Cox7a2l®, Cyfip2MN, H2°

CC - B kemokin (engl. g chemokine)

CCR2 - C-C kemokinski receptor tip 2 (engl. C-C
chemokine receptor type 2)

CD68 - klaster diferencijacije 68 (engl. cluster of
differentiation 68)

cDNA - komplementarna DNA (engl. complementary
DNA)

CHOP/GADD153 - C/EBP homologni protein / gen 153-
induciranog zastoja rasta i DNA oStecenja ( engl. C/EBP

homologous protein / growth arrest- and DNA damage-
inducible gene 153)

ConA - Konvalin A (engl. Convaline A)

COPII — proteinski kompleks koji oslojava vezikule koje
prenose proteine s grubog ER-a do Golgijevog aparata

CRE - elementi ovisni o cAMP-u (engl. CAMP-response
elements)

CREBH - protein H koji se veze na CRE (engl. CRE-
binding protein H)

CRP - C reaktivni protein

Ct - ciklus prelaska praga (engl. threshold cycle)
CXC - o kemokin (engl. a chemokine)

CXC3 - 5 kemokin (engl. § chemokine)

CXCL1 - kemokinski (C-X-C motiv) ligand 1 (engl.
chemokine (C-X-C motif) ligand 1)

CXCL2 - kemokinski (C-X-C) ligand 2 (engl. chemokine
(C-X-C motif) ligand 2)

CXCR2 - kemokinski (C-X-C motiv) receptor 2 (engl.
chemokine (C-X-C motif) receptor 2)

DAF/CD55 - ¢imbenik ubrzavanja raspada / klaster
diferencijacije 55 (engl. decay-accelerating factor /
cluster of differentiation 55)

DAMP - molekularni obrasci povezani s o$tecenjem tkiva
(engl. damage-associated molecular patterns)

db/db - leptin-deficijentni, dijabeti¢ni (engl. db-diabetes)

DMI - medij za diferencijaciju | (engl. differentiation
medium 1)

DNA - deoksiribonukleinska kiselina (engl.
deoxyribonucleic acid)

dNTP - deoksinukleozid trifosfat (engl. deoxynucleoside
triphosphate)

DR5/TRAIL2 - receptor smrti 5 / TRAIL receptor 2
(engl. death receptor 5/ TRAIL receptor 2)

dsDNA - dvolancana DNA (engl. double stranded DNA )
b - manualni dilucijski faktor

E - efikasnost

EDEM - protein nalik a-manidozi koji poboljsava
degradaciju ER-a (engl. ER-degradation-enhancing-o-
mannidose-like protein)

elF2a - eukariotski ¢imbenik inicijacije 2 a (engl.
eukaryotic initiation factor 2 a)

ELR - glutaminska kiselina-leucin-arginin
ER - endoplazmatski retikul

ERAD - degradacija vezana uz ER (engl. ER-associated
degradation)

Erol - ER oksidoreduktin



Stranica s kraticama
ERSE - element odgovora na ER stres (engl. ER stress
response element)

F - uzvodna pocetnica (engl. forward primer)

FADD - protein povezan s Fas preko domene smrti (engl.

Fas-associated via death domain)
G - guanin

G6pc - kataliticka podjedinica glukoze-6-fosfataze (engl.
glucose-6-phosphatase catalytic subunit)

GADD34 - gen 34-induciranog zastoja rasta i DNA
ostecenja (engl. growth arrest- and DNA damage-
inducible gene 34)

GADPH - gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza (engl.
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase)

GAG - glikozaminoglikan

GALE - UDP-galaktoza 4-epimeraza (engl. UDP-
galactose 4-epimerase )

Gl - gastrointestinalni trakt
GLS - Golgijeve lokalizacijske sekvence
GOl - gen od interesa (engl. gene of interest)

GRP94 - 94 kD protein reguliran glukozom (engl.
glucose-regulated protein 94 kD)

GSH - glutation
HBYV - hepatitis B virus

HCC - hepatocelularni karcinom (engl. hepatocellular
carcinoma)

HcPC - progenitorne stanice HCC-a (engl. HCC
progenitor cells)

HCV - hepatitis C virus

Herp - protein ER-a induciran homocisteinom (engl.
homocysteine-induced ER protein)

HFD - prehrana s visokim udjelom masti (engl. high fat
diet)

HPRT - hipoksantin-guanin fosforiboziltransferaza (engl.

hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase)

HT29 - stani¢na linija ljudskog adenokarcinoma debelog
crijeva

I/R - ishemija/reperfuzija

ICAM-1/CD54 - unutarstani¢na adhezijska molekula 1 /
klaster diferencijacije 54 (engl. intercellular adhesion
molecule 1 / cluster of differentiation 54)

IKKB - IxB kinaza (engl. /xB kinase)
IL-1 - interleukin 1

IL-1P - interleukin 1

IL-2 - interleukin 2

IL-3 - interleukin 3

IL-4 - interleukin 4
IL-6 - interleukin 6
IL-8 - interleukin 8
INF-y - interferon y

IP3R - receptor inozitol trifosfata (engl. inositol
trisphosphate receptor)

IREla - enzim 1o koji zahtijeva inozitol (engl. inositol
requiring enzyme 1o)

IxB - | kappa B

JNK - ¢-Jun N-terminalna kinaza (engl. c-Jun N-terminal
kinase)

KO - utiSani gen (engl. gene knock out)
L929 - stanice miSjeg fibrosarkoma
LPS - lipopolisaharid

MAPK - proteinska kinaza aktivirana mitogenom (engl.
mitogen-activated protein kinase )

MCP1/CCL2 - monocitni kemoatraktantni protein 1/
kemokinski (C-C motiv) ligand 2 (engl. monocyte
chemoattractant protein 1 / chemokine (C-C motif) ligand
2)

MCP1KO -utisan MCP1 gen (engl. MCP1 knockout)

MCPIP - MCP inducirani protein (engl. MCP-induced
protein)

MHC-II - glavni sustav tkivne podudarnosti Il (engl.
major histocompatibility complex 1)

MRNA - glasnicka RNA (engl. messenger RNA)
MUC?2 - mucin 2
N - broj

NAFLD - nealkoholna masna bolest jetre (engl. non-
alcoholic fatty liver disease)

NASH - nealkoholni steatohepatitis

NF«B - nuklearni ¢imbenik kappa B (engl. nuclear factor
xappa B)

ob/ob - leptin-deficijentni, debeli (engl. ob-obese)

p38MAPK - proteinska kinaza aktivirana mitogenom p38
(engl. p38 mitogen-activated protein kinase)

P58'PK - inhibitor protein kinaze P58 (engl. protein kinase
inhibitor P58)

PCR - lan¢ana reakcija polimerazom (engl. polymerase
chain reaction)

PDGF - ¢imbenik rasta porijeklom iz trombocita (engl.
platelet-derived growth factor)

PEPCK - fosfoenolpiruvat karboksikinaza (engl.
phosphoenolpyruvate carboxykinase)

PERK - RNA proteinska kinaza sli¢na kinazi ER-a(engl.
protein kinase RNA-like ER kinase)



Stranica s kraticama

PGC-1a - koaktivator 1o gama receptora aktiviranog
proliferatorom peroksisoma (engl. peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator 1a)

PP1C - proteinska fosfataza 1C (engl. protein
phosphatase 1C)

PPAR - receptor aktiviran proliferatorom peroksisoma
(engl. peroxisome proliferator-activated receptor)

PPARY - receptor y aktiviran proliferatorom peroksisoma
(engl. peroxisome proliferator-activated receptor y)

PPARa - receptor a aktiviran proliferatorom peroksisoma
(engl. peroxisome proliferator-activated receptor a)

PQT - PrimerQuest Tool
R - nizvodna pocetnica (engl. reverse primer)
Rho - obitelj GTPaza

RIDD - regulirani raspad mRNA ovisan o IRE1 (engl.
regulated IRE1-dependent decay of mRNA)

RIP - regulirana intramembranska proteoliza (engl.
regulated intramembrane proteolysis)

RIP1 - proteinska kinaza 1 koja medudjeluje s
receptorom (engl. receptor-interacting protein kinase 1)

RNA - ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)

RNS - reaktivne dusikove vrste (engl. reactive nitrogen
species)

ROS - reaktivne kisikove vrste (engl. reactive oxygen
species)

RT - reverzna transkripcija

RT-PCR / gPCR - PCR u stvarnom vremenu /
kvantitativni PCR (engl. real-time PCR / quantitative
PCR)

S1P - proteaza na mjestu 1 (engl. site-1-protease )
S2P - proteaza na mjestu 2 (engl. site-2-protease)

SEM - standardna pogreska aritmeticke sredine (engl.
standard error of the mean)

SiRNA - mala interferiraju¢a RNA (engl. small
interfering RNA)

SIRT1 - sirtuin 1 (engl. sirtuin (silent mating type
information regulation 2 homolog) 1)

SODL1 - superoksid dismutaza 1 (engl. superoxide
dismutase 1)

SREBP1 - vrlo o¢uvani receptor eksprimiran u mozgu 1
(engl. super conserved receptor expressed in brain 1)

Mjerne jedinice:
% - postotak
° C - stupanj celzijus

g -gram

STNF - otopljeni TNF (engl. soluble TNF)
sXBP1 - prekrajeni XBP1 (engl. spliced XBP1)
T - timin

Ta - temperatura prijanjanja (engl. annealing
temperature)

Taq - lat. Thermus aquaticus

TFF - trolisni ¢imbenik (engl. trefoil factor)

TFF1 - trolisni ¢imbenik 1 (engl. trefoil factor 1)
TFF2 - trolisni ¢imbenik 2 (engl. trefoil factor 2)
TFF3 - trolisni ¢imbenik 3 (engl. trefoil factor 3)

TG - triglicerid

TLR - receptor nalik na Toll (engl. Toll-like receptor)

TLR4 - receptor 4 nalik na Toll (engl. Toll-like receptor
4)

Tm - temperatura taljenja (engl. melting temperature)
TNFR1 - TNF receptor 1
TNFR2 - TNF receptor 2

TNFa - ¢imbenik tumorske nekroze a (engl. tumor
necrosis _factor o)

TRADD - protein koji se veZe s TNFR1 preko domene
smrti (engl. TNFR1-associated death domain protein)

TRAF2 - ¢&imbenik 2 povezan s TNFR (engl. TNF
receptor associated factor 2)

UORF - uzvodni otvoreni okvir Citanja (engl. upstream
open reading frame)

UPR - odgovor na nesmotane proteine (engl. unfolded
protein response)

VEGF - vaskularno endotelni ¢imbenik rasta (engl.
vascular endothelial growth factor)

VLDL - lipoprotein vrlo niske gustoce (engl. very-low-
density lipoprotein)

WT - divlji tip (engl. wild type)

XBP1 - X-box vezajudi protein 1 (engl. X-box binding
protein 1)

ACt- delta Ct
AAC:- delta delta Ct

enuc - ekstincijski koeficijent / faktor nukleinske kiseline u
ng x cm/pl

kD - kilo Dalton
M - mol

mA - miliAmper



Stranica s kraticama
min - minuta

ml - mililitar

mm - milimetar

mM - milimolar

mm3 - milimetar kubni

ng - nanogram

Kemikalije:

APS - amonij persulfat

BPB - bromofenol plava (engl. bromophenol blue)
dH:0 - destilirana voda

EDTA - etilendiamintetraoctena kiselina

EtBr - etidij bromid

EtOH - etanol

MgCl2 - magnezijev klorid

mQ H20 - mili Q voda

pl - pocetnica 1

p2 - pocetnica 2

nm - nanometar

rpm - okretaj po minuti (engl. round per minute)
s - sekunda

ug - mikrogram

V - volt

ul - mikrolitar

PAGE - poliakrilamidni gel

RPE - pufer za ispiranje soli zaostalih od prethodnih
pufera

RLT - pufer za lizu stanica i tkiva prije RNA izolacije

RW1 - pufer s guanidinskim solima i etanolom za
ispiranje RNA vezane za membranu stupca

TBE - Tris / borna kiselina/ EDTA
TEMED - tetrametiletilendiamin
TRIS - tris(hidroksimetil)aminometan

BME - B-merkaptoetanol



1. Uvod

1.1. Endoplazmatski retikul

Endoplazmatski retikul (ER) razgranati je membranski sustav cjevéica i plosnatih
vrecica koje se protezu citosolom eukariotske stanice. CjevCice 1 vrecice medusobno su
povezane a njihova membrana je direktan produzetak jezgrine vanjske membrane. Prostor koji
se nalazi izmedu jezgrinih membrana i endoplazmatskog retikula naziva se lumenom i najcesce
zauzima 10% ukupnog volumena stanice. Otprilike polovica povrsine svih membrana prosjecne
zivotinjske stanice pripada endoplazmatskom retikulu. ER ima centralnu ulogu u sintezi lipida
i proteina te sluzi kao unutarstaniéna zaliha Ca%* iona koji su bitni za stani¢nu signalizaciju. On
je mjesto proizvodnje svih transmembranskih proteina i lipida Golgijevog aparata, lizosoma,
endosoma, sekretornih vezikula i stanicne membrane te se u njemu proizvodi vecina lipida
membrane mitohondrija i peroksisoma (Alberts i sur. 2014). Osim §to su razne funkcije ER-a
esencijalne svakoj stanici, njegova se struktura i koli¢ina u raznim stanicama razlikuje ovisno
o funkcionalnim potrebama same stanice. Dio ER-a koji je zaduZen za sintezu proteina te na
sebi s citosoli¢ne strane ima priljubljene ribosome naziva se hrapavim endoplazmatskim
retikulom. Hrapavi retikul je zastupljeniji u stanicama sa sekretornim funkcijama kao $to su
plazma stanice i 3 stanice gusterace. Dio ER-a bez ribosoma naziva se glatkim i on je obilan u
lipidima. Glavni stani¢ni tip u jetri, hepatocit, ima znatnu koli¢inu glatkog ER-a koji proizvodi
lipoproteinske Cestice koje prenose lipide krvotokom do ostalih dijelova tijela (Cooper i

Hausman, 2015).

1.2. Stres endoplazmatskog retikula

U eukariotskoj stanici ER je prvi odjeljak u sekretornom putu u kojem se sintetizira
otprilike trecina stani¢nog proteoma. Osim sinteze odgovoran je za modifikaciju i prijenos
proteina na odgovarajuca ciljna mjesta unutar sekretornog puta i izvanstani¢nog prostora (Hetz
i sur. 2013). U ER-u se proteini namataju u nativne konformacije i prolaze kroz niz
posttranslacijskih modifikacija, ukljuc¢uju¢i N-vezanu glikolizaciju, stvaranje intra- i

intermolekulskih disulfidnih veza, lipidaciju, hidroksilaciju i oligomerizaciju. U procesu
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kontrole kvalitete samo pravilno namotani proteini odlaze do Golgijevog kompleksa dok se
nepravilno namotani proteini zadrzavaju u ER-u kako bi zavrSili proces namatanja ili bili
oznaceni za degradaciju. MasSinerija za pravilno namatanje proteina sastoji se od 3 klase
proteina: foldaza, molekulskih Saperona, lektina kalneksina i kalretikulina te proteina EDEM-a
(engl. ER-degradation-enhancing-a-mannidose-like protein). Foldaze su enzimi Koji
kataliziraju korake u namatanju proteina kako bi ubrzali stopu namatanja. Molekulski $aperoni
olak$avaju namatanje tako Sto Stite nenamotane regije od okolnih proteina (Schroder i
Kauffman 2005). Lektini su Saperoni koji se vezu na oligosaharidne nastavke nepotpuno
namotanih proteina i zadrzavaju ih u ER-u. Usprkos pomo¢i molekulskih Saperona, mnogi
proteini koji se translociraju u ER ne uspiju posti¢i svoju pravu trodimenzionalnu konformaciju
te su naposljetku izba¢eni u citosol gdje su podvrgnuti degradaciji proteosomima (Alberts i sur.

2014).

Razni fizioloski stresori poput poveéane potrebe za sintezom proteina ili patoloski
stresori kao §to su mutirani proteini koji se ne mogu pravilno namotati u ER-u mogu dovesti do
neravnoteze izmedu potrebe i kapaciteta namatanja proteina u ER-u. Takva neravnoteza dovodi
do stresa endoplazmatskog retikula odnosno pretjeranog nakupljanja krivo namotanih i
nenamotanih proteina (Lin i sur. 2008). Stres mogu dodatno pogorsati perturbacije okolisa ER-
a kao Sto su promjene redoks stanja, kalcija ili neuspjesna posttranslacijska modifikacija
sekretornih proteina (Lai i sur. 2007). Niz adaptivnih mehanizama pod kolektivnim nazivom
,Lodgovor stanice na nenamoane proteine* (UPR - engl. unfolded protein response) pomaze
stanicama odrzati homeostazu pravilno namotanih, funkcionalnih proteina. UPR stanica
ukljucuje smanjenje sinteze proteina $to sprijeava daljnju akumulaciju nenamotanih proteina,
povecanu ekspresiju gena Saperona ER-a kako bi se povecao kapacitet namatanja te povecanu
ekspresiju gena za degradaciju vezanu uz ER (ERAD - engl. ER-associated degradation) sto
omogucuje razgradnju krivo namotanih proteina u proteosomima. Ukoliko stanica ne dostigne
stanje ravnoteze navedenim mehanizmima, dolazi do posljednjeg mehanizma odnosno
indukcije programirane stani¢ne smrti ili apoptoze kako bi se osigurala stani¢na homeostaza a

time i integritet organizma (Yoshida 2007).



1.3. Molekularni mehanizmi UPR-a

Tri su glavna senzora stresa koji kontroliraju UPR-ovisne odgovore: IREla (engl.
inositol requiring enzyme 1a), PERK (engl. protein kinase RNA-like ER kinase) i ATF6 (engl.
activating transcription factor 6). Ovi rezidentni transmembranski proteini ER-a prenose
informaciju o statusu namatanja proteina u lumenu ER-a do citoplazme i jezgre kako bi stanica
mogla reagirati na promijenjene uvjete u lumenu ER-a (Hetz i sur. 2013). U stanju bez stresa,
na sve tri luminalne domene senzora stresa, vezan je BiP (engl. binding immunoglobulin
protein), molekulski Saperon koji prepoznaje nepravilno namotane proteine i zadrzava ih u
lumenu ER-a. Prilikom stresa ER-a BiP se odvaja sa senzora $to dovodi do aktivacije IREla i

PERK putem transautofosforilacije i ATF6 putem proteolize (Malhi i Kaufman 2011).

IREla je transmembranski protein tipa I s dvojakom funkcijom, Ser/Thr protein
kinaznom i endoribonukleaznom aktivnosc¢u. To je ujedno i evolucijski najstarija grana UPR-
a, prisutna u svih eukariota. U sisavaca postoje dva oblika gena, /rela koji je Siroko eksprimiran
te Irelf Cija je ekspresija ogranicena na epitel crijeva (Schroder i Kaufman 2005). IREla
protein sastoji se od luminalne domene na N-kraju, transmembranske regije, i citosolne kinazne
i endoribonukleazne domene na C-kraju. Prilikom disocijacije BiP-a IREla dimerizira,
transautofosforilira i aktivira endoribonukleazu (RNAzu). Endoribonukleazna domena potom
katalizira nekonvencionalno prekrajanje Xbpl (engl. X-box binding protein 1) mRNA u
citoplazmi (Slika 1.a). Translacijom takve mRNA nastaje mocan transkripcijski faktor s
domenom leucinskog zatvaraca (bZIP domena) koji se u jezgri veze za ERSE promotor te potice
ekspresiju gena ukljucenih u biogenezu ER-a i degradaciju vezanu uz ER.Dodatno, u stanju
stresa ER-a, ATF6a pojacava ekspresiju Xbpl mRNA §to doprinosi vecoj koli¢ini supstrata za
IREla a time i1 vecoj koli¢ini transkripcijskog faktora. RNazna aktivnost IREla sudjeluje i u
degradaciji ostalih mRNA molekula koje se nadu u ER-u, kao i1 28S ribosomalnih jedinica §to
dovodi do translacijskog i transkripcijskog utiSavanja (Lai i sur. 2007). Takoder, IREal aktivira
TRAF2 i ASK1 koji posreduju u aktivaciji c-jun N-terminalne kinaze (JNK) i aktivaciji
nuklearnog ¢imbenika nekroze kappa B (NFxB) koji regulira niz gena ukljucenih u apoptozu i
imunoloski odgovor (Malhi i Kaufman 2011).

PERK je transmembranski protein tipa | s kinaznom domenom na citosolnoj strani.
Ekspresija PERK-a je sveprisutna a najizraZenija je u gusteraci (Malhi i Kaufman 2011).

Aktivacija PERK puta sli¢na je IRElo putu. Prilikom nakupljanja nepravilno namotanih



proteina u lumenu ER-a BiP disocira §to uzrokuje dimerizaciju i transautofosforilaciju.
Aktivirani PERK dalje fosforilira serinski ostatak 51 na alfa podjedinici eukariotskog faktora
inicijacije 2 (elF2a). elF2a je sveprisutan kofaktor potreban za sastavljanje 80S ribosoma na
inicijacijskom kodonu mRNA za pocetak sinteze proteina (Lin i sur. 2008). Fosforilirani oblik
elF2a ne moze efikasno zapodeti translaciju $to uzrokuje globalnu inhibiciju sinteze proteina
(Slika 1.b). Tijekom inhibicije kratko zivuci proteini se razgrade. Jedan od takvih proteina je i
ciklin D1 ¢ijom razgradnjom dolazi do zaustavljanje stanice u Gl fazi stanicnog ciklusa
(Schroder i Kaufman, 2005). S druge strane, fosforilirani oblik eIF2a inicira translaciju mRNA
koja sadrzi kratke uzvodne otvorene okvire Citanja (WORF) kakvi se nalaze na ATF4 mRNA.
ATF4 je transkripcijski faktor koji pojacava ekspresiju gena vezanih uz antioksidativni
odgovor, metabolizam aminokiselina i apoptoze preko C/EBP homolognog proteina (CHOP).
CHOP pojacava ekspresiju GADD34 proteina koji stvara kompleks s proteinskom fosfatazom
1C (PP1C) $to uzrokuje defosforilaciju elF2a 1 nastavak translacije proteina. Dodatno, kao
posljedica fosforiliranog elF2a i translacijskog utiSavanja smanjuje se sinteza IxB koji ima

inhibicijski efekt na NFkB transkripcijski faktor (Lai i sur. 2007).

ATF6a je transmembranski protein tipa I, s citoplazmatskim N-krajem koji sadrzi bZIP
motiv koji funkcionira kao transkripcijski faktor nakon regulirane intramembranske proteolize
(RIP) u stanicama pogodenim stresom ER-a. Rezidentni oblik ATF6a je 90 kDa te ima dvije
Golgijeve lokalizacijske sekvence (GLS) koje u stanju bez stresa prekriva BiP. Prilikom stresa
ER-a dolazi do disocijacije BiP-a radi ¢ega ATF60 ulazi u COPII vezikule i translocira se do
Golgijeva kompleksa (Lai i sur.) U Golgijevu kompleksu dio proteina na C-kraju presijeca S1P
(engl. site - 1 protease) dok membranski N-kraj presijeca S2P (engl. site - 2 protease) (Slika
1.c). Ovim proteolizama nastaje 50 kDa proteinski produkt koji se ispusta u citosol te dalje
odlazi u jezgru gdje djeluje kao mocan transkripcijski faktor koji se veZe na ATF/CRE elemente
i elemente odgovora na stres ER-a (ERSE). Uz to, ATF6a aktivira transkripciju komponentu
ERAD-a nakon heterodimerizacije s prekrajenim XBP1 (Malhi i Kaufman, 2011). Ostale mete
ATF60 su BiP, XBP1, CHOP, P58'"X i membranski protein Herp. U sisavaca postoji i drugi
oblik ATF6 proteina, ATF6f. Obje izoforme su pozitivni regulatori transkripcije rezidentnih

molekulskih Saperona i foldaza u ER-u (Schroder i Kaufman 2005).

U stanju produljenog stresa ER-a, cilj UPR-a mijenja se iz onog koji potice stani¢no
prezivljavanje u onaj koji vodi k apoptozi. U sva tri puta UPR-a identificirani su nizvodni

proteini s proapoptotskim u¢incima. Aktivacija IRE1a regrutira adaptorski protein TRAF2 Kkoji
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aktivira ASK1 ¢ije su nizvodne mete JNK 1 p38 mitogenom aktivirana proteinska kinaza
(MAPK) koji pokrecu apoptozu. JNK ima nekoliko proapoptotskih ucinaka, ukljucujuci
fosforilacijom induciranu aktivaciju proapoptotskog Bim-a, te inaktivaciju antiapoptotskih
Bcl2 proteina. p38 MAPK fosforilira i aktivira transkripcijski faktor CHOP koji uzrokuje
promjene u ekspresiji gena koji potpomazu apoptozi poput povecane ekspresije Bim-a i
TRAF2-a dok smanjuje ekspresiju Bcl2 proteina. Dokazano je kako i regulirani IRE1-ovisni
raspad mRNA (RIDD) smanjuje mRNA u ER-u stanica sisavaca. RIDD selektivno cilja i
razgraduje mRNA koje kodiraju za proteine koji sudjeluju u namatanju. Pretjerana aktivacija
signalnog puta RIDD-a moze uzrokovati stani¢nu smrt. CHOP je takoder meta PERK/eIF2a i
ATF6 puta. CHOP uzrokuje defosforilaciju elF2a te se translacija nastavlja i nativni proteini
mogu uci u ER kako bi prosli kroz oksidativno namatanje proteina. Ulazak novih proteina u ER
prerano, kada uvjeti stresa ER-a jo§ uvijek nisu razrijeSeni, moze uzrokovati Stvaranje
reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) sa Stetnim posljedicama. Ostale mete CHOP-a su kaspazom
aktivirani stani¢ni povrsinski receptori smrti iz TNFR porodice i ER oksidoreduktaza-1 (Erol).
Ero1 hiperoksidira ER i potice stani¢nu smrt a moze i aktivirati inozitol trifosfat receptor (IP3R)
$to stimulira pretjeran transport Ca* iz ER-a u mitohondrij a time i stani¢nu smrt (Malhi i
Kaufman 2011; Sano i Reed 2013).
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Slika 1. Tri glavna signalna puta stresa ER-a koji kontroliraju UPR: a) IRE1a put, b) PERK
put c) ATF6 put (prema Hetz i sur. 2013)



1.4. Uloga stresa ER-a u razvoju bolesti jetre

Razne bolesti mogu nastati kao posljedica neprepoznavanja i pretjeranog nakupljanja
krivo namotanih proteina te neprikladnog odgovora i nemogucnosti stanice da pravilno namota
proteine. Neprikladna aktivacija UPR puteva takoder moze biti Stetna jer moZze uzrokovati smrt
stanica ili prezivljenje stanica u patoloskim stanjima poput neoplasti¢ne transformacije i virusne
infekcije (Lin i sur. 2008). Za stres ER-a smatra se, a u nekim slucajevima je i dokazano, da
igra klju¢nu ulogu u neurodegenerativnim bolestima kao sto su Alzheimerova, Parkinsonova i
prionske Dbolesti, poliglutaminskim bolestima, amiotroficnoj lateralnoj sklerozi, sr¢anim i
mozdanim ishemijama, aterosklerozi, bipolarnom poremecaju, tumorima, dijabetesu,

autoimunim bolestima, retinopatijama i kardiovaskularnim bolestima (Chaudhari i sur. 2014)

Odgovor na stres ER-a i njegovo medusobno djelovanje s drugim stani¢nim organelima
igra vaznu ulogu u patogenezi bolesti u sekretornim stanicama bogatim ER-om (Dara i sur.
2011). Jetra predstavlja najvecu Zlijezdu u ljudskom tijelu, ima centralnu ulogu u regulaciji
metabolizma lipida i ugljikohidrata i odgovorna je za produkciju veéine proteina plazme. Velika
metabolicka aktivnost hepatocita zahtijeva efikasan proces namatanja sintetiziranih
poliproteina i brzo odstranjivanje nepravilnih i ostec¢enih (Kuscuoglu i sur. 2018). Hepatociti
su bogati hrapavim i glatkim ER-om te se u njima odvija sinteza i sekrecija proteina plazme,
sastavljanje 1 sekrecija lipoproteina i lipoproteina jako niske gustoe (VLDL), biosinteza
kolesterola te metabolizam ksenobiotika (Malhi i Kaufman 2011). U posljednja dva desetljeca
istrazen je doprinos stresa ER-a u raznim oblicima bolesti jetre. Jetra ima centralnu ulogu u
progresiji tzv. metaboli¢kog sindroma koji se odnosi na stanja $to nastaju kao posljedica
pretilosti (povisena razina Secera, triglicerida i kolesterola u krvi) te su ¢esto povezana s
ektopi¢nim skladistenjem triglicerida u jetri, poznatim kao nealkoholna bolest masne jetre
(NAFLD - engl. nonalcoholic fatty liver disease) (Rutkowski 2019). NAFLD je najée$ci oblik
jetrene bolesti u zapadnim zemljama a ¢ine ga dva oblika: nealkoholna masna jetra (NAFL —
engl. nonalcoholic fatty liver) i nealkoholni steatohepatitis (NASH — engl. nonalcoholic
steatohepatitis). NAFL definira masna jetra (steatoza) dok je NASH definiran steatozom,
hepatocelularnom ozljedom, bubrenjem hepatocita i upalom. Neki pacijenti s NAFLD-om
razviju NASH koji potencijalno dovodi do fibroze, ciroze i hepatocelularnog karcinoma (Slika
2). Steatoza jetre, steatohepatitis, fibroza i ciroza su karakteristi¢ni i za alkoholnu bolest jetre

(ALD - engl. alcohol liver disease) a stres ER-a je danas prihvacen kao jedan od glavnih
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mehanizama u njenoj patogenezi (Ji 2008). MiSevi hranjeni alkoholom pokazuju steatozu,
apoptozu i upalu kao i povecanje ekspresije gena UPR-a. Alkohol inhibira enzime sumpornog
aminokiselinskog metabolizma $to uzrokuje nakupljanje homocisteina koji inducira krivo
namatanje proteina sto dovodi do aktivacije stresa ER-a i indukcije steatoze (Dara i sur. 2011;
Zeeshan i sur. 2016). Nekoliko studija je pokazalo poveéanu ekspresiju markera stresa ER-a u
jetrama NASH-a u usporedbi s normalnim tkivima. Na primjer, ATF6 je poveéan u jetrama
NASH-a u usporedbi s normalnom jetrom, i razina Bip (GRP78) i GRP94, saperona ER-a
ukljucenih u stani¢no prezivljenje tijekom UPR-a, je znacajno smanjena u pacijenata s NASH-
om. Povecana produkcija ROS-a i smanjena antioksidativna aktivnost su primijeceni u

ljudskom NAFLD-u kao i u zivotinjskom modelu steatohepatitisa (Akazawa i Nakao 2018).

Razlic¢iti metabolicki uvjeti kao $to su akumulacija lipida, poviSena glukoza ili previsoke
razine citokina neki su od ¢imbenika koji mogu izazvati UPR s povisenom upalom. Signalni
putevi povezani s otpuStanjem upalnih citokina mogu izazvati stres ER-a i zapoceti ciklus koji
dovodi do disfunkcije tkiva i upalne patologije kao $to je primije¢eno u dijabetesu tipa 2 i
pretilosti. Fizicko vezanje senzora ER stresa s IRE1 i TRAF moze uzrokovati ekspresiju pro
upalnih citokina (Reverendo i sur. 2018). Tijekom stresa ER-a, IRE1a-XBP grana aktivira
TNFa. Istovremeno, PERK grana inicira stani¢nu upalnu kaskadu preko aktivacije JNK puta. I
aktivirani ATF6 povecava ekspresiju TNFa 1 signalizaciju NFkB. Poja¢ana JNK aktivacija
aktivira proupalne citokine i kemokine. Oni su glavni aktivatori makrofaga u blizini upale kao
i u cirkulaciji. Aktivirani makrofazi prozdiru adipocite i stvaraju strukture nalik krunama koje
su obiljezje pretilosti. Kao rezultat, slobodne masne kiseline (FFA - engl. free fatty acid) su
povisene a FFA koje su natalozene u jetri i mi§i¢ima induciraju stani¢nu disfunkciju. Tijekom
stresa ER-a, PERK inducira IKKp aktivaciju i posljedi¢no smanjuje produkciju adiponektina,
koji je glavni protuupalni citokin kojeg proizvode adipociti (Mohan i sur. 2019). Novi dokazi
pretpostavljaju kako je povecana apoptoza hepatocita (lipoapoptoza) kljuéni mehanizam koji
pridonosi upali jetre i fibrogenezi tijekom NASH-a (Akazawa i Nakao 2018). Mrtve hepatocite
fagocitiraju makrofazi $to dovodi do otpustanja proupalnih signala koji aktiviraju zvjezdaste
stanice 1 dolazi do fibroze. Dugolancane masne kiseline glavni su uzroci hepatocitne
lipoapoptoze. Pretilost 1 inzulinska rezistencija uzrokuju otpustanje povecane razine
cirkuliraju¢ih masnih kiselina iz adipocita u krvotok koje zatim zavrSe u hepatocitima. Za
hepatocite su toksi¢ne zasi¢ene masne kiseline koje smanjuju fluidnost membrane i slabe
pretvorbu u kapljice obogacene trigliceridima ali i slobodni kolesterol te bakterijski toksini iz

crijeva poput lipopolisaharida (LPS). Kao odgovor na lipotoksi¢nost, hepatociti skladiste
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povecane koli¢ine masnih kiselina kao netoksi¢ne trigliceride i javlja se steatoza (Akazawa i
Nakao 2018). Toksi¢ni lipidi izazivaju tzv. lipotoksic¢ni stres ER-a ili stres lipidnog dvosloja
koji dovodi do disfunkcije ER-a te posljedi¢ne hepatocelularne ozljede, upale i apoptoze (Song
i Malhi 2019).
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Slika 2. Shematski prikaz patofizioloske progresije nealkoholne masne bolesti jetre (NAFLD)
i alkoholne masne bolesti jetre (AFLD).




1.5. Uloga proteina TFF3, TNFa i kemokina MCP1 i CXCL1 u organizmu i
njihova uloga u jetri

1.5.1. TFF3 protein

Razni proteini imaju ulogu u homeostatskom odgovoru u stanicama jetre poput raznih
kemokina i malih molekula medu kojima je interesantan TFF3. O njegovoj ulozi u jetri se jos§
uvijek malo zna iako je gubitak ekspresije Tff3 gena u jetri jedan od najistaknutijih dogadaja u
ranoj fazi dijabetesa u multigenskom modelu dijabetesa kod TallyHo soja misa (Brown i sur.
2005). TFF3 pripada porodici malih peptida s domenom oblika trolista ,,trefoil* otkuda i potjece
njihov naziv (TFF - engl. trefoil family factor). TFF peptidi su grupa topivih proteina male
molekularne mase (7-12 kDa) s predominantnom ekspresijom u gastrointestinalnom (Gl)
traktu. U sisavaca, osim TFF3, postoje jo§ TFF1 i TFF2 peptidi. Geni su evolucijski vrlo dobro
ocuvani 1 nalaze se grupirani na istoj kromosomskoj regiji na kromosomu 17 u misa i
kromosomu 21 u ¢ovjeka (Okada i sur. 2004). TFF peptidi su izuzetno otporni na hidrolizu i
proteolizu zbog jako stabilne trolisne domene (Regalo i sur. 2005). Ona se sastoji od 42-43
aminokiselinska ostatka i sadrzi 6 cisteinskih ostataka koji tvore disulfidne veze na mjestima
1-5, 2-4 i 3-6. Tercijarna struktura koja proizlazi iz ovih veza ¢ini 3 petlje koje su medusobno
okomite jedna na drugu. TFF3 ima jednu trolisnu domenu i dodatni cisteinski ostatak s kojim
moze formirati homodimer (Thim i May 2005). Klju¢na uloga TFF peptida je obrana i
odrzavanje integriteta mukoze putem protektivnih i popravnih mehanizama. Inducirani su
ozljedom epitela 1 olakSavaju kratkoro€nu restituciju i dugoro€ne procese popravka, inhibiraju
apoptozu i poveéanjem mukozne barijere smanjuju pristup antigenima u epitelu koji je u

procesu popravka (Baus Longcar i sur. 2005).

TFF3 je najrasirenije eksprimiran od sva tri TFF peptida. Nalazi se u debelom i tankom
crijevu, zelucu, gusteraci, traheji, plu¢ima, slezeni i jetri (Xue 2013). Nalazi se, u velikim
koli¢inima, u teci zrelih vréastih stanica i1 luc¢i se na povrSinu mukoze duz tankog i debelog
crijeva zajedno s mucinom 2 (MUC?2) koji je odgovoran za reoloSka svojstva mukoznog sloja
(Taupin 2003). TFF3 je esencijalan za restituciju §to ukljucuje brzo prekidanje medustani¢nih
spojeva i veza stanica s izvanstani¢nim matriksom, dediferencijaciju i Sirenje okolnih stanica
kako bi pokrile ogoljelu mukozu. Pretpostavlja se kako TFF3 poboljsava stani¢nu migraciju
kroz modulaciju funkcije E-kadherin/katenin kompleksa (Baus Loncar i Giraud 2005). TFF3

sprjeCava apoptozu nakon raznih ozljeda u nizu stani¢nih linija $to je primjeceno i u Tff3
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deficitarnim (KO) Zivotinjama koje pokazuju osjetljivost na oSteCenje crijeva i poveéanu
apoptozu. TFF3 preko NF«B puta inducira ekspresiju DAF/CD55 ¢ime mozda ima ulogu u
zaStiti stanice od aktivacije komplementa u crijevnim epitelnim stanicama (Hoffman 2005;
Baus Loncar i Giraud 2005). Normalna ekspresija TFF3 ima protektivne i reparativne ucinke
dok je deregulacija TFF3 peptida uklju¢ena u patogenezu, proliferaciju, diferencijaciju,
invaziju, migraciju i apoptozu u razli¢itim tumorima. Pokazano je kako TFF3 smanjuje adheziju
izmedu stanica u stani¢noj liniji tumora kolona HT29 $§to moze doprinijeti malignitetu zbog
diseminacije tumorskih stanica (Regalo i sur. 2005). Prekomjerna TFF3 ckspresija je Cesto
primijecena u ljudskim tumorima poput raka zeluca, koze, gusterace, dojki i hepatocelularnom
karcinomu (HCC). TFF3 ekspresija je povisena u spontanom, onkogeno-transgenom i kemijski
induciranom HCC-u u misa kao i u ljudskim HCC-ima s visoko rizi¢nim faktorima (hepatitis
virus, ciroza, alkoholizam). Hipometilacija TFF3 promotorske regije i njegova pretjerana
ekspresija je ¢esto zamije¢ena u HCC-u (Okada i sur. 2004). Znacajna prisutnost TFF3 peptida
je iu slezeni, timusu, limfnim ¢vorovima i ko$tanoj srzi Sto implicira utjecaj TFF3 u modulaciji
upalnog odgovora. Upalni citokini IL-1B, IL-6 i TNFa su vazni regulatori ekspresije TFF
peptida te mogu inhibirati ekspresiju TFF3 (Baus Loncar i Giraud 2005). U stani¢noj liniji
humanog tumora kolona HT29 dokazano je da TNFa aktivira transkripcijski faktor NF«xB §to
dovodi do transkripcijske represije TFF3 (Baus Loncar i sur. 2003). S druge strane, pokazano
je kako protuupalni citokini IL-4 i IL-13 povecéavaju ekspresiju TFF3 u stani¢noj liniji raka
debelog crijeva (Baus Loncar i Giraud 2005). TFF3 je ukljuen u homeostazu glukoze i
inzulinsku osjetljivost te pretili (ob/ob) miSevi i miSevi hranjeni masnom hranom pokazuju
smanjenu ekspresiju Tff3 u jetri. Tff3 unesen adenovirusom u primarnu kulturu hepatocita i
pretile miSeve inhibira ekspresiju glukoneogenskih gena poput G6pc, PEPCK i PGC-1a sto
smanjuje razinu glukoze u krvi (Xue i sur. 2013). Da je ekspresija Tff3 u jetri bitna za
homeostazu glukoze pokazali su i Zhao i sur. (2017) koji su istrazivali kako GALE enzim u
jetri utjeCe na Tff3 ekspresiju. Prekomjerna ekspresija Gale povecava glukoneogenezu i
smanjuje toleranciju na glukozu dok gensko utiSavanje Gale poboljsava toleranciju na glukozu.
Produkti galaktoze nastali GALE enzimskom reakcijom dovode do inhibicije TFF3. Povecana
ekspresija Tff3 u jetri vraca toleranciju na glukozu u transgeni¢nih miseva s prekomjernom

ekspresijom Gale u jetri.

Sistemski nedostatak TFF3 utjece na sintezu i akumulaciju masnih kiselina u jetri.
Vecina enzima koji su klju¢ni u metabolizmu lipida su regulirani preko SIRT1 i nuklearnih

PPAR receptora Cija je ekspresija u miSeva s utiSanim Tff3 smanjena (Bujak i sur. 2018). Wu i
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sur. (2019) otkrili su kako TFF3 moze djelovati kao aktivator oksidacije masnih kiselina u jetri.
Prekomjerna ekspresija Tff3 stiti miSeve od jetrene steatoze kod dijabeti¢nih (db/db) i ob/ob
miseva povecanjem oksidacije masnih kiselina u jetri. Suprotno tome, sadrzaj triglicerida u jetri
normalnih miseva s utiSanim Tff3 genom je povecan, uslijed smanjene oksidacije masnih
kiselina, $to rezultira fenotipom masne jetre. Dodatno, TFF3 se moze vezati na promotorsku

regiju PPARa te pojacati njegovu ekspresiju a time i pojacati put oksidacije masnih kiselina.

1.5.2. TNFa

TNFa je multifunkcionalni citokin koji pripada superporodici ¢imbenika tumorske
nekroze, TNF. Clanovi te porodice podijeljeni su prema primarnoj sekvenci, funkciji i strukturi.
TNFa djeluje na endotelne stanice i leukocite na kojima poveéava izrazaj adhezijskih molekula.
Djeluje kemotakti¢no na neutrofile i monocite $to u konac¢nici dovodi do prianjanja upalnih
stanica 1 njihov prolazak u upaljeno podru¢je. U odgovoru na LPS 1 ostale bakterijske produkte
stvaraju se velike koli¢ine TNFa. Osim proupalnog djelovanja, TNFo ima i protutumorski
uc¢inak te mnogo imunomodulacijski u¢inaka kao §to su poveéavanje izrazaja MHC-I1 molekula
I receptora za IL-2 na limfocitima, indukcija citotoksi¢nih limfocita i sekrecija drugih citokina
(Andreis i sur. 2009). TNFa proizvode uglavnom makrofazi ali i razne druge stanice kao $to su
limfoidne stanice, mastociti, fibroblasti, neuroni i endotelne stanice (Schwabe i Brenner 2006).
Bioloske funkcije TNFa provode se putem 2 membranska receptora, TNFR1 i TNFR2. TNFR1
se aktivira otopljenim TNFa (STNF) dok je TNFR2 aktiviran vezanjem membranskog TNFa
(mTNFa). Nakon spajanja liganda, TNF receptori mijenjaju svoju konformaciju §to uzrokuje
regrutaciju adapterskih molekula koje zapocinju aktivaciju unutarstani¢nih signalnih puteva.
Unutarstani¢na domena TNFR1 sadrzi oCuvani protein-protein interakcijski motiv od 80-ak
aminokiselina (tzv. domena smrti) koji medudjeluje s adapterskom molekulom TRADD.
Aktivacija TNFR1 dovodi do aktivacije NF-kB, JNK i p38 MAPK preko RIP1 i TRAF2, dok

je aktivacija kaspaza i apoptoze posredovana preko FADD-a (Bradham i sur. 1998).

U jetri je TNFa ukljucen u patofiziologiju viralnog hepatitisa, alkoholne bolesti jetre,
nealkoholne bolesti masne jetre i ishemijsko-reperfuzijske (I/R) ozljede jetre. TNFa igra
dvojaku ulogu u jetri jer osim §to djeluje kao posrednik stani¢ne smrti, potie proliferaciju
hepatocita i regeneraciju jetre. TNFa snazno aktivira JNK koji fosforilira i aktivira
transkripcijske faktore, ¢lanove AP-1 porodice i inducira transkripciju AP-1 ovisnih gena od
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kojih su mnogi ukljuceni u regulaciju upale, proliferaciju i stani¢énu smrt. S druge strane, TNFa
aktivira transkripcijski faktor NFkB koji inducira ekspresiju gena ¢iji produkti mogu suzbiti
apoptozu. Putem regulacije ekspresije ciljnih gena, NFkB modulira apoptotske puteve
mitohondrija i receptora smrti. Ukoliko su antiapoptotski signali poput TRAF2 i NF«kB
blokirani, TNF-inducirana aktivacija kaspaze 8 dovodi do aktivacije proapoptotskih ¢lanova
Bcl2 homologne domene proteina, mitohondrijske depolarizacije, otpusStanja citokroma c i

aktivacije izvrSnih kaspaza (Schwabe i Brenner 2006).

Brojni antiapoptotski ali i nekoliko bitnih proapoptotskin gena poput TNFa su
inducirani NFkB-om. U odgovoru na stres ER-a u stanicama tretiranim tunikamicinom, IREla
putem TRAF2 formira kompleks s inhibitorom kB kinaze (IKK) sto dovodi do aktivacije NFxB.
Stres ER-a dovodi do snazne ekspresije TNFa preko IREla 1 NFkB te TNFa potice stani¢nu

smrt aktivacijom kaspaze 8 (Hu i sur. 2006).

U stanicama misjeg fibrosarkoma (L929) u kojima TNFa izaziva akumuaciju ROS-a i
stani¢nu smrt dokazano je kako TNFa inducira UPR na nacin ovisan o ROS-u. TNFa, kao i
tunikamicin, inducira fosforilaciju elF2a te ekspresiju GADD34 i XBP1 mRNA u L929
stanicama (Xue i sur. 2005). U nedostatku NF«xB aktivnosti moguca je prolongirana TNF-
inducirana aktivacija JNK (Schwabe i Brenner 2006). Aktivnost NFkB pojacava antioksidativni
odgovor i sprjecava stvaranje ROS-a i JNK aktivacije. Kod I/R ozljede, blokiranje jetrene
produkcije ROS-a putem povecane ekspresije SOD1 skoro u potpunosti sprijecava jetrenu
aktivaciju JNK i ozljedu. TNFa ne uzrokuje jetrenu ozljedu u normalnim hepatocitima u
organizmu zbog snazne aktivacije citoprotektivnih puteva kao $to je NFkB. Administracija
Konvalina A (ConA) uzrokuje hepatitis posredovan T stanicama s velikom hepatocelularnom
smréu bez potrebe blokiranja NFxB transkripcije. T limfociti koji infiltriraju u jetru
eksprimiraju velike koli¢ine TNFa na svojoj membrani §to uzrokuje jacu i prolongiranu

aktivaciju JNK zbog simultane aktivacije oba TNF receptora (Schwabe i Brenner 2006).

Povecani stres ER-a uocen je u prekancerogenim stanjima koji prethode razvoju HCC-

a, ukljucuju¢i HBV i HCV infekcije te NASH. Hepatocitno bubrenje, ispustanje ALT-a, jetreni
trigliceridi i kolesterol, kao i SREBP1 i JNK aktivacija, smanjeni su u miseva bez TNFR1. TNF
i ostali medijatori nastali zbog aktiviranih upalnih makrofaga, stimuliraju kompenzacijsku
hepatocitnu proliferaciju i prosiruju HCC progenitore (HcPC). Nadalje, TNF pogorsava upalni
mikrookoli§ te inducira ekspresiju kemokina i faktora rasta/citokina kao i samog TNFa.
Zajednicka akcija ovih faktora pridonosi razvoju NASH-nalik patologiji a NASH pridonosi
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progresiji HCC-a. TNF direktno stimulira rast HCC-a putem NFkB aktivacije ali dodatni
nizvodni TNFR1 efektori kao §to je JNK mogu pridonijeti rastu HCC-a ali i smrti hepatocita
(Nakagawa i sur. 2014).

1.5.3. Kemokini

Kemokini su mali heparin-vezajuci proteini koji ¢ine veliku porodicu peptida (60-100
aminokiselina). Strukturno su sli¢ni citokinima a glavna im je funkcija regulacija stani¢ne
migracije. Prema polozaju i broju cisteinskih ostataka na N-kraju molekule moze ih se podijeliti
u Cetiri potporodice: CXC, CC, CX3C i C. Sastoje se od 3 razli¢ite domene: jako fleksibilne N-
terminalne domene koja je ograni¢ena disulfidnim vezama izmedu N-terminalnih cisteina,
dugacke petlje koja se sastoji od 3 antiparalelnih B-petlji i a-heliksa koji prekriva 3-petlje.
Vecina kemokina je molekularne mase izmedu 8 1 12 kDa s 1 do 3 disulfidne veze a homologija
sekvenci je varijabilna (20-90 %). Kemokini pokre¢u kemotaksiju vezivanjem na specificne
povrSinske transmembranske receptore koji su povezani s heteromernim G proteinima cija
aktivacija dovodi do stvaranja inozitol trifosfata, ispusStanja unutarstani¢nog kalcija i aktivacije
proteinske kinaze C. Vezanje kemokina takoder aktivira porodicu Rho proteina, guanozin
trifosfat-veznih proteina, koji utjecu na stani¢nu pokretljivost putem regulacije aktinskih veznih
procesa kao Sto su stvaranje pseudopodija i membranskog nabiranja. Kemokini su grupirani i
prema dvjema glavnim funkcijskim potporodicama: upalni i homeostatski kemokini. Upalni
kemokini kontroliraju regrutaciju leukocita u upalnim i tkivnim ozljedama dok homeostatski
kemokini izvrSavaju svoje funkcije odrzavanja homeostaze poput navigacije leukocita prema i
unutar sekundarnih limfoidnih organa te u koS$tanoj srzi i timusu tijekom hematopoeze

(Deshman i sur. 2009; Melgarejo i sur. 2009).
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1.5.3.1. MCP1

MCP1 je ¢lan C-C klase B porodice kemokina i jedan je od glavnih ¢imbenika
ukljuc¢enih u inicijaciju upale. Kodiran je CCL2 genom koji se kod Covjeka nalazi na
kromosomu 17 a u misa na kromosomu 11. Njegova ekspresija regulirana je na transkripcijskoj
razini putem stimulatornih faktora kao $to su PDGF, IL-1, IL-4, TNFa, VEGF, bakterijski LPS
i INF-y (Yadav i sur. 2010). MCP1 potic¢e kemotaksiju i transendotelnu migraciju monocita
prema upalnim lezijama tako $to medudjeluje s membranskim CC kemokinskim receptorom 2
(CCR2) u monocitima. MCP1 povecava ekspresiju B2 integrina na monocitnoj stani¢noj
povrsini radi ¢ega dolazi do adhezije monocita na proteine izvanstani¢énog matriksa (Melgarejo
i sur. 2009). MCP1 se proizvodi konstitutivno ili nakon selektivne indukcije putem
oksidativnog stresa, citokina ili faktora rasta, u mnogim tipovima stanica poput fibroblasta,
astrocita, mikroglija, monocita, endotelnih, epitelnih, glatko-misi¢nih i mezangijskih stanica
(Rull i sur. 2010). Osim uloge u kemotaksiji MCP1 regulira produkciju proupalnih citokina i
adhezijskih molekula na monocitima/makrofazima zbog cega se sve vise istrazuje U raznim
kroni¢nim upalnim bolestima (Mandrekar i sur. 2011). Poveéana ekspresija uocena je kod
pacijenata s razli¢itim tipovima jetrene ozljede ali i u eksperimentalnim modelima akutne i
kroni¢ne ozljede jetre Sto ga €ini potencijalnom metom za razvoj novih lijekova (Dagouassat i

sur. 2010).

Metaboli¢ki poremecaji, viralni hepatitis ili konzumacija alkohola uzrokuju kroni¢nu
ozljedu jetre ¢ije su posljedice remodeliranje organa koje je obiljezeno fibrozom i steatozom.
Jetrena steatoza je takoder cesto zapazana u sistemi¢nim metaboli¢kim poremecéajima poput
dijabetesa, pretilosti i dislipidemiji. MCP1 koji je primarni ligand CCR2 receptora povecan je
u jetrama pacijenata s NASH-om i misjim modelima steatohepatitisa i fibroze. Inhibicija MCP1
smanjuje jetrene makrofage Sto rezultira u smanjenim razinama proupalnih citokina u

ozljedenoj jetri (Baeck i sur. 2012).

U db/db miseva i u WT miseva Koji su hranjeni masnom hranom uocena je poveéana
ekspresija MCP1 u masnom tkivu i plazmi. MCP1 povecava infiltraciju makrofaga u masno
tkivo, rezistenciju na inzulin i steatozu jetre povezanu s pretilo§¢u u miSeva. Inhibicija funkcije
MCP1 umanjuje rezistenciju na inzulin i steatozu kao i infiltraciju makrofaga u masno tkivo

pretilih miSeva (Kanda 1 sur. 20006).
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MCP1 je poveéan u Kuppferovim stanicama kao i u hepatocitima miseva hranjenih
alkoholom. Kroni¢na konzumacija alkohola inducira ostecenje jetre u miseva divljeg tipa dok
su MCP1KO misevi zasti¢eni od alkoholne ozljede jetre bez obzira na visoke razine alkohola i
endotoksina u krvi (Mandrekar i sur. 2011). Proupalni citokini TNFa, IL-18 i IL-6 kao i
aktivacijski biljezi makrofaga, ICAM-1 i CD68, su znacajno poviSeni U WT miSeva tretiranih
alkoholom u usporedbi s kontrolama, dok su MCPIKO misevi tretirani alkoholom u
nemogucnosti inducirati proupalne citokine u jetri. Nadalje, alkoholom inducirani oksidativni
stres i osjetljivost na LPS koji rezultiraju pojatanom ekspresijom proupalnih citokina inhibirani
su u MCP1KO miseva tretiranih alkoholom. PPARa i PPARY, bitni transkripcijski faktori u
metabolizmu i u upalnim odgovorima, poviseni su u alkoholom tretiranih MCP1KO miSeva.
Kroni¢na ozljeda jetre karakterizirana je steatozom a MCP1 inhibira indukciju i aktivaciju

PPARa ¢ime se otezava oksidacija masnih kiselina u jetri (Mandrekar i sur. 2011).

Mnoga istrazivanja pokazuju kako su stres ER-a i autofagija ukljucene u indukciju
upalnog odgovora i kako pridonose patogenezi kroni¢nih upalnih bolesti. Nedavno otkriveni
,,Zink finger* protein, MCP1 inducirani protein (MCPIP), inicira seriju signalnih dogadaja koji
uzrokuju oksidativni stres i stres ER-a koji dovode do autofagije koja moze rezultirati
stanicnom smrc¢u ili diferencijacijom stanica (Kolattukudy i Niu 2012). Prisilna ekspresija
MCPIP rezultira znacajnim poveéanjem transkripta i razine biljega stresa ER-a, GRP78 i IRE1
te autofagnog biljega beclina (Roy i Kolattukudy, 2012). MCPIP inducira adipogenezu §to
rezultira povecanjem broja adipocita koji pridonose pretilosti. MCPIP dovodi do stvaranja
ROS/RNS koji induciraju rane adipogenske transkripcijske ¢imbenike C/EBPp i C/EBPy koji
uzrokuju stres ER-a sto dovodi do autofagije i indukcije C/EPBa i PPARY koji su ukljuéeni u
adipogenezu. Utisavanje MCPIP-a smanjuje stres ER-a koji je uklju¢en u DMI-induciranu
adipogenezu dok utiSavanje IRE1 sa siRNA smanjuje razinu transkripta C/EBPa i PPARY §to
pokazuje vaznost UPR signalizacije u adipogenezi (Younce i Kolattukudy 2012) Dodatno,
MCPIP moze kontrolirati upalni odgovor inhibicijom NFxB aktivnosti putem svoje
deubikvitinazne domene ili degradacijom mRNA upalnih citokina putem svoje RNazne
domene (Kolattukudy i Niu 2012).
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1.5.3.2. CXCL1

CXCL1 ili kemokin deriviran iz keratinocita pripada podklasi CXC kemokina ¢iji
aminokiselinski slijed: glutaminska kiselina-leucin-arginin (ELR) prethodi prvom cisteinskom
ostatku CXC motiva (Vieira i sur. 2009). U organizmu CXCL1 ima dvostruku ulogu u imunom
odgovoru te je zasluzan za regrutaciju i aktivaciju neutrofila u borbi protiv infekcije. Prvo
usmjerava periferne neutrofilne na mjesto infekcije a zatim aktivira otpustanje proteaza i ROS-
a koji ubijaju mikrobe u tkivu (Sawant i sur. 2016). CXCL1 provodi svoju funkciju vezanjem
na CXCR2 receptore na neutrofilima i vezanjem na glikozaminoglikane (GAG) na endotelnim,
epitelnim stanicama i izvanstani¢cnom matriksu (Sawant i sur. 2016). Migracija neutrofila iz
krvnih Zila prema tkivu bitna je u udaljenoj ozljedi organa nakon pocetne septicne ili traumatske
ozljede u ljudi. Istrazivanja upala na animalnim modelima pokazala su kako neutrofili prolaze
bazalnu membranu krvnih Zila i migriraju u tkiva kako bi inducirali tkivnu ozljedu i posljedi¢nu
disfunkciju organa preko otpustanja ROS/RNS te proteaza. Dodatno, CXCL1 i njegovi blisko
povezani kemokini implicirani su kao kemotakti¢ni ili aktivirajué¢i ¢imbenici za bazofile,
eozinofile, monocite, glatke misi¢ne stanice i limfocite. U epidermi, CXCL1 igra ulogu u
regrutaciji upalnih stanica u zacjeljivanju rane nakon ozljede te igra ulogu u angiogenezi i

reepitelizaciji rana (Faleiros i sur. 2009).

Prepoznavanje mikroorganizama koji napadaju organizam i njihovih produkata su veliki
poticaj za aktivaciju urodenog imunoloskog odgovora putem receptora nalik na Toll (TLR).
Neutrofili igraju vaznu inicijalnu ulogu u kontroli infekcije, prvo putem fagocitoze
mikroorganizama a zatim otpustanjem medijatora koji privla¢e druge leukocite prema
ozlijedenom tkivu. TLR4-eksprimiraju¢i tkivni makrofazi otpustaju CXCL1 i CXCL2 nakon
stimulacije lipopolisaharidima koji su glavni sastojak membrana Gram-negativnih bakterija.
Mastociti takoder ispustaju ove kemokine putem granula ili kao novosintetizirane oblike nakon
stimulacije lipopolisaharidima te su odgovorni za inicijalno privlacenje neutrofila iz cirkulacije.
Jednom kada dodu do stimuliranog tkiva, neutrofili penetriraju na makrofag-ovisan nacin (De

Filippo i sur. 2013).

Infiltracija neutrofila je ukljucena u promicanje jetrene ozljede i razne tipove jetrenih
bolesti, ukljucujuci lijekovima ili alkoholom izazvanu ozljedu jetre.. Podaci mehanistickih
studija pokazuju kako alkohol u kombinaciji s masnom prehranom sinergisticki inducira

nitrozativni, mitohondrijski i stres ER-a te povecanje ekspresije hepatickog TLR4 §to sve skupa
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potpomaze razvoju steatohepatitisa. Palmitinska, olei¢na 1 linolei¢na kiselina povecavaju
ekspresiju Cxcll mRNA u misjim hepatocitima a masna hrana u kombinaciji s etanolom
rezultira u povec¢anim jetrenim i serumskim slobodnim masnim kiselinama. Blokada CXCL1 s
CXCLI neutraliziraju¢im antitijelom ili genskom delecijom Cxcll smanjuje neutrofilnu
infiltraciju i ozljedu jetre kod miSeva hranjenih masnom hranom i alkoholom. Nadalje,
ekspresija Cxcll mRNA je povecana u hepatocita, hepati¢nim stelatnim stanicama i endotelnim
stanicama izoliranim iz miseva hranjenim masnom hranom i alkoholom u usporedbi s misevima
koji su samo hranjeni masnom hranom $to dodatno potvrduje sinergisti¢ki u¢inak masne i

alkoholne ishrane na upalu i ozljedu jetre (Chang i sur. 2015).

CXCL1 je bitan u procesu ¢iS¢enja nekroticnih stanica u organizmu. Molekularni
obrasci povezani s o$tecenjem tkiva (DAMP) koje ispustaju nekroti¢ne stanice izazivaju upalni
odgovor koji olakSava ¢iS¢enje mrtvih stanica pri kojem je mobilizacija neutrofila jedan od
kljuénih koraka. Jetra je glavni izvor produkcije CXCL1 prilikom izazova s nekroti¢nim
stanicama. Za produkciju CXCLI1 bitna je interakcija izmedu hepatocita i Kupfferovih stanica
koji povisuju produkciju TNFa i aktiviraju NFkB u hepatocitima $to potice produkciju CXCLI

i mobilizaciju neutrofila prilikom stimulacije nekroti¢nim stanicama (Su i sur. 2018).

Vise studija pokazalo je vaznost CXCL1 u bolestima jetre. Kod modela glodavaca gdje
su misevi inokulirani adenovirusom modificiranim za izazivanje prekomjerne ekspresije
CXCL1, pretjerana ekspresija upalnih gena, ukljucujuéi IL-B i kalprotektina, u jetri odgovorna
je za upalnu ozljedu jetre i u konacénici nekrozu jetre (Faleiros i sur. 2009). Ekspresija CXCL1
je povisena 1 korelira s infiltracijom neutrofila 1 ozbiljnosti bolesti u pacijenata s alkoholnim
hepatitisom dok je ekspresija CXCL1 i njegovih receptora takoder povisena u jetrama pretilih

pacijenata s nealkoholnim steatohepatitisom (Chang i sur. 2015).

1.6. Metoda qPCR-a, teorija i razne vrste kemijskih reakcija, primjena i na¢ini
kvantifikacije

Lancana reakcija polimeraze (PCR - engl. polymerase chain reaction) je molekularna
tehnologija koja omogucuje brzo i jeftino umnazanje DNA fragmenata in vitro a razvio ju je
Nobelovac Kary Mullis 1980-ih godina. Od tada je postala jedna od osnovnih alata u

genetickom i molekularnom istrazivanju gdje su potrebne velike kolicine DNA za provedbu
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eksperimenata. PCR se temelji na seriji od 20 - 40 ciklusa grijanja i hladenja u svrhu ubrzanja
replikacije DNA putem enzimskih reakcija i stvaranja amplikona. Koli¢ina ciljnih sekvenci se
udvostruc¢ava svakim ciklusom S§to vodi do eksponencijalne amplifikacije. Za reakciju su
potrebni: jednolancani ili dvolancani DNA kalup, par oligonukleotidnih pocetnica, sva Cetiri
deoksiribonukleotidna trifosfata (dNTP), termostabilna DNA polimeraza i pufer s
magnezijevim ionima. Svaki PCR ciklus sastoji se od nekoliko temeljnih koraka: inicijacije,
denaturacije, vezanja pocetnica i elongacije. U reakciji inicijacije dostize se temperatura izmedu
94 - 96 °C na 2 - 10 minuta. Ovaj korak aktivira DNA polimeraze i reagense u reakciji ali i
denaturaciju kontaminanata ukoliko su prisutni u uzorku. Drugi korak je denaturacija u trajanju
od 20 - 30 sekundi gdje se na temperaturi od 94 - 98 °C denaturira dvolan¢ana DNA zbog
kidanja vodikovih veza izmedu lanaca. U sljede¢em koraku temperatura se shizuje na 50 - 65
°C na 20 - 40 sekundi kako bi doslo do vezanja komplementarnih pocetnica. Optimalna
temperatura za ovaj korak ovisi o temperaturi taljenja (Tm - engl. melting temperature)
pocetnica. Trm je temperatura pri kojoj se polovica DNA nalazi u dvolan¢anom a polovica u
jednolan¢anom obliku. Pocetnice se ne mogu vezati ukoliko je temperatura vezanja previsoka.
S druge strane, ako je temperatura preniska moze do¢i do ne specifi¢nog vezanja pocetnica i
amplifikacije. Najidealnija temperatura vezanja je obi¢no 3 - 5 °C ispod Tm pocetnica. U koraku
elongacije DNA polimeraza se veze na kompleks pocetnice i kalupa. DNA polimeraza vrsi
sintezu DNA dodavaju¢i dNTP-ove u 5 - 3' smjeru S§to stvara novosintetizirani lanac
komplementaran lancu kalupu. Temperatura ovog koraka ovisi 0 DNA polimerazi koja se
koristi. Uobi¢ajena Tag DNA polimeraza koja je otporna na toplinu idealno funkcionira na
temperaturama izmedu 72 - 78 °C. VVremensko trajanje ovisi o duljini originalnog kalupa i brzini
DNA polimeraze. Posljednja elongacija je korak gdje se u 5 - 15 minuta dovrSava sinteza
preostalih jednolan¢anih DNA nakon zadnjeg PCR ciklusa.

(https://old.abmgood.com/marketing/knowledge_base/polymerase_chain_reaction_gpcr.php)

Lanc¢ana reakcija polimeraze u stvarnom vremenu (RT-PCR - engl. real time PCR) ili
kvantitativni PCR (gPCR - engl. quantitative PCR) je metoda zasnovana na uobi¢ajenom PCR-
u gdje se prilikom svakog ciklusa detektiraju promjene u koncentraciji amplikona. gPCR
prikuplja podatke za vrijeme PCR umnazanja preko fluorescentnog signala kojeg emitira
specijalna proba ili boja koja se veze na DNA. Fluorescentni signal proporcionalan je koli¢ini
dobivenog PCR produkta tijekom svakog ciklusa

(https://old.abmgood.com/marketing/knowledge _base/polymerase_chain_reaction_qpcr.php).
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gPCR se cCesto koristi u dijagnosticke svrhe ili u bazicnim istrazivanjima. Kao
istrazivacko sredstvo, glavna primjena je u podrucjima fiziologije, patofiziologije i razvojne
biologije zbog moguénosti brzog i tocnog odredivanja ekspresije gena. qPCR se cesto
primjenjuje u modelnim organizmima gdje se promatra odgovor na vanjske stimulanse i stjece
uvid o potencijalnim promjenama u nivou proteina i funkciji. U klini¢koj molekularnoj
dijagnostici, gPCR se moze Koristiti za mjerenje bakterijskog i virusnog opterecenja kao i za
odredivanje i genotipizaciju patogenih virusa. U klinickoj onkologiji koristi se za odredivanje
statusa tumora. Koristi se i u industriji za kvantifikaciju mikrobiolo§kog optere¢enja u hrani,
detekciji fitopatogena te u odredivanju geneticki modificiranih organizama (Valasek i Repa,

2005).

U pravilnom funkcioniranju gPCR-a bitna je mogucnost detektiranja fluorescentnih
signala. Potrebna je odgovarajuca instrumentacija koja moze ekscitirati fluorescentne boje
(fluorofore) i detektirati valne duljine koje se pritom emitiraju. Instrument moze potaknuti
ekscitaciju na tri na¢ina: lampama, LED-icama, i laserima. Podaci se prikupljaju pomocéu
fotodetektora koji dopustaju prolaz samo Zeljenim valnim duljinama (vrh emisijskog spektra
fluorofora) u jednoj reakcijskoj smjesi. Drugi dio instrumenta sastoji se od uobicajenog PCR
termalnog bloka za umnazanje. Za gPCR je potreban i prikladan ra¢unalni software za pravilno
prikupljanje 1 analizu podataka. Kako se podaci prilikom umnaZanja prikupljaju, software za
analizu ilustrira graf umnazanja ili amplifikacije

(https://old.abmgood.com/marketing/knowledge_base/polymerase_chain_reaction_gpcr.php).

Postoji mnogo metoda za fluorescencijsko pracenje umnazanja DNA kod gPCR-a. Dvije
uobic¢ajene metode za detekciju PCR produkata u qPCR-u su specificne DNA probe s
fluoroforom poput TagMan-a i nespecifi¢ne interkalirajuce boje koja se veze na dvolanc¢anu
DNA (dsDNA - engl. double stranded DNA) poput SYBR Green I.

TagMan probe su dizajnirane da se veZu na ciljne sekvence na amplikonu. One sadrze
fluorescentnu reporter boju na 5' kraju 1 utiSivaca fluorescencije koji se nalazi na 3' kraju probe.
Blizina fluorofora i utiSivaca inhibira fluorofor od emitiranja fluorescencije. Tag DNA
polimeraza koja se koristi u TagMan metodi ima 5' - 3' egzonukleaznu aktivnost koja se
prilikom polimerizacije lanca iz pocetnica susrece s fluoroforom na 5' kraju probe i zamjenjuje
ga nukleotidima. Fluorofor koji se odvoji od utiSivaca emitira fluorescenciju koju detektira
instrument. Prednosti TagMan metode su vezanje proba na ciljne sekvence na DNA molekuli
Sto pridonosi specifi¢nosti metode. Dodatno, koriStenjem raznih fluorofora na probama, mogu
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se detektirati i pratiti razli¢iti amplikoni u jednoj reakcijskoj smjesi simultano. Nedostatak
metode je taj Sto je 5' - 3' egzonukleazna aktivnost presudna za pravilno funkcioniranje metode
te ne postoje alternative kojima bi se mogao kompenzirati gubitak signala u sluc¢aju kada uzorci
sadrze inhibitore DNA polimeraza

(https://old.abmgood.com/marketing/knowledge_base/polymerase_chain_reaction_gpcr.php).

SYBR Green metoda ovisi o interkaliraju¢oj SYBR Green | boji. Kada SYBR Green I nije
vezana na dsDNA emitira se jako malo fluorescencije a kada DNA polimeraza sintetizira
komplementarni lanac uzorka SYBR Green | se inkorporira u dsDNA i emitira jak fluorescentni
signal. Na pocetku svakog sljedeceg PCR umnazanja, fluorescentni signal se smanjuje jer se
dsDNA denaturira. Fluorescentni signal uzoraka prikuplja se na kraju elongacijskog koraka
svakog PCR umnazanja kako bi se odredila relativna promjena u amplificiranim produktima. S
obzirom da SYBR Green I nije specifiéna dSDNA vezujuéa boja, ona se veze na sve dvolanéane
fragmente §to onemogucuje razlikovanje zeljenih od nespecifi¢nih produkata koji nastaju PCR-
om. Ukljucivanje analize krivulje taljenja omogucuje razlikovanje amplificiranih produkata.
Krivulja taljenja je graf koji prikazuje fluorescenciju u ovisnosti o temperaturi. Kada je DNA
ugrijana, vodikove veze izmedu dva lanca slabe i pucaju $to se naziva DNA taljenje ili
denaturacija. Razlic¢iti DNA produkti imaju razli¢ite temperature taljenja, a metoda je dovoljno
osjetljiva da razlikuje amplikone ¢ija se Tm razlikuje u samo 2 °C. Denaturacijom DNA uzorka
inkorporirana SYBR Green | boja otpusta se U otopinu zbog ¢ega fluorescencija opada. Za
razliku od gel elektroforeze gdje se mogu razlikovati razli¢iti produkti ovisno o njihovoj
veli€ini, u analizi krivulje taljenja ¢ak 1 umnoZeni produkti sli¢nih veli¢ina se mogu razlikovati.
To se moZe postiéi zato §to razligiti gPCR produkti imaju razli¢it omjer GC/AT nukleotida. Cak
i kada je GC/AT sadrzaj slican izmedu dva amplikona, razli¢ita distribucija GC i AT imat ¢e
razli¢itu temperaturu taljenja. Prednost SYBR Green metode je u tome $to je ona lako dostupna
i jeftinija. Dodatno, SYBR Green metoda je fleksibilna kod DNA polimeraza koje se mogu
koristiti u reakciji. U slucaju da je jedna DNA polimeraza inhibirana, mogu se upotrijebiti
mnoge alternative kako bi se zaobisla inhibicija. Nedostaci su ve¢ spomenuta nespecificnost
metode radi Cega je potrebno Koristiti analizu krivulje taljenja, provjeriti produkte na gelu i

efikasnost svake PCR reakcije.
(https://old.abmgood.com/marketing/knowledge_base/polymerase_chain_reaction_gpcr.php.).

Za pracenje ekspresije gena, odnosno mRNA, qPCR se moze provesti u jednom koraku
ili u dva koraka. Kod gPCR-a u jednom koraku u tubici se odvijaju komplementarna DNA
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(cDNA - engl. complementary DNA) sinteza i PCR amplifikacija dok se kod qPCR-a u dva
koraka reverzna transkripcija (RT) i PCR amplifikacija odvijaju u 2 razli¢ite tubice. Prednost
gPCR-a u jednom koraku je ta Sto se obje enzimske reakcije odvijaju u jednoj tubici ¢ime se
minimaliziraju eksperimentalne varijacije. Nedostatak metode je taj $to se poc¢etna RNA vrlo
brzo razgradi ukoliko nije pravilno rukovana radi ¢ega metoda nije ba$ prikladna kada se isti
uzorak ispituje nekoliko puta u odredenom vremenskom periodu. gPCR u dva koraka razdvaja
RT od PCR-a s§to omogucuje nekoliko razli¢itih qPCR analiza na razrjedenjima jedne cDNA.
S obzirom da je proces reverzne transkripcije poznat po svojoj vrlo varijabilnoj reakcijskoj
efikasnosti, koristenje razrjedenja iste cDNA osigurava da reakcije iz slijede¢ih analiza imaju
istu koli¢inu kalupa kao 1 oni koji su analizirani ranije. Prednost je i ta $to su podaci u qPCR- u
dva koraka poprili¢no reproducibilni. Protokol gPCR-a u dva koraka je preferiran kada se
koristi DNA vezuju¢a boja poput SYBR Green | jer je lakSe eliminirati dimere pocetnica
manipulacijom temperatura taljenja. S druge strane, protokoli u dva koraka imaju veéu

mogucnost kontaminacije u qPCR-u (Wong i Medrano 2005).

Kako bi racunanje ekspresije gena bilo $to to¢nije, odnosno §to manja varijacija izmedu
uzoraka, potrebno je upotrijebiti razli¢ite strategije normalizacije. One ukljucuju normalizaciju
preko identi¢ne koli¢ine RNA koja se prevodi u cDNA te mjerenje razine ekspresije referentnog
gena. Idealni referentni gen bi trebao biti eksprimiran bez promjena u razli¢itim
eksperimentalnim uvjetima, razli¢itim tkivima ili tipovima stanica, razvojnim stadijima. S
obzirom da ne postoji gen koji zadovoljava navedene Kriterije, potrebno je utvrditi stabilnost
ekspresije kontrolnog gena za specificne potrebe eksperimenta prije njegovog koristenja za
normalizaciju. Kao referentni geni koriste se tzv. ,,housekeeping geni« koji su potrebni za
odrzavanje osnovnih stani¢nih funkcija te stoga imaju stabilnu i konstitutivnu ekspresiju. Cesto
koristeni su B-aktin, GAPDH, HPRT, tubulini, ciklofilin, aloumin i 18S ribosomalna RNA
(Wong i Medrano 2005; Huggett i sur. 2005).

gPCR se sastoji od 4 faze: linearna faza, rana eksponencijalna faza, log-linearna ili
eksponencijalna faza i plato faza. Tijekom linearne faze (prvih 10 - 15 ciklusa) fluorescencijska
emisija jos nije presla preko praga bazne fluorescencije. U ranoj eksponencijalnoj fazi, koli¢ina
fluorescencije dostize grani¢nu vrijednost fluorescencije gdje je ona znatno veca od bazne
fluorescencije. Ciklus u kojem se taj prelazak dogodi naziva se C: (engl. treshold cycle). Ct
vrijednost predstavlja pocetni broj kopija originalnog kalupa te se koristi pri racunanju

rezultata. Tijekom log-linearne faze PCR dostize svoju optimalnu amplifikaciju gdje se, u
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idealnim uvjetima, PCR produkti udvostruc¢e nakon svakog ciklusa. Na kraju, plato faza je
dostignuta kada reagensi postanu ograniCeni 1 intenzitet fluorescencije vise nije koristan za

racunanje podataka (Wong i Medrano 2005).

U gPCR-u postoje dvije vrste kvantifikacija: apsolutna i relativna. Apsolutna
kvantifikacija pruza to¢niju i vjerodostojniju metodu za odredivanje koli¢ine nukleinskih
kiselina, ali i mnogo zahtjevniju. C; vrijednosti, dobivene iz nepoznatog uzorka, usporeduju se
s vrijednostima Ct iz bazdarnih krivulja dobivenim preko serijskih razrjedenja uzoraka poznatih
koncentracija. Podaci se najceS¢e izrazavaju kao broj kopija po stanici. Kod relativne
kvantifikacije, promjene u ekspresiji gena u uzorku mjere se u odnosu na ekspresiju referentnog

gena i rezultat je zapravo omjer ciljnog i referentnog gena (Bustin i Nolan 2004).

Kod relativne kvantifikacije najcesce koristena metoda za analizu podataka je Livakova,
komparativna C; ili 22“* metoda. Ona pretpostavlja da se gen od interesa (GOI) i referentni
gen umnozavaju S efikasnosc¢u blizu 1 ili 100% te da su im medusobne efikasnosti u rangu od

5% (Livak i Schmittgen 2001). Za ovu metodu potrebno je odraditi slijedece korake:
1. Normalizirati C: (gena od interesa) s C; (referentnog gena)

° ACt(kontrola) = Ct(gen od interesa, kontrola) - Ct (referentni gen, kontrola)

°  AC; (uzorak) = Ct (gen od interesa, uzorak) - C; (referentni gen, uzorak)
2. Normalizirati ACy ispitivanog uzorka s ACt kontrole ili kalibratora

°  AACt= ACt(uzorak) - ACt (kontrola)
3. Izracunati omjer ekspresije ili razliku u ekspresiji

°  2°8ACt = omjer normalizirane ekspresije

gdje 2 predstavlja efikasnost umnazanja (E) jer se pretpostavlja kako se svakim PCR

ciklusom iz jedne molekule kalupa dobiju dvije molekule.

Onda kada efikasnosti reakcija gena od interesa i referentnog gena nisu sliéne koristi se

Pfafflova metoda koja se koristi slijede¢om jednadzbom:

(Egen od interesa)[ACt' genod interesa (kontrola—uzorak)]

Omjer ekspresije =

referentni gen)[ACt' referentni gen (kontrola—uzorak)]
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Pfafflova i Livakova metoda su usko povezane. Livakova metoda je zapravo posebni
sluc¢aj Pfafflove metode. Uvrstavanjem 100% efikasnosti, odnosno 2, u Pfafflovu jednadzbu

dobiva se:

[AC¢, gen od interesa (kontrola—uzorak)]

Omijer ekspresije = T

AC¢, referentni gen (kontrola—uzorak)]

= 2-[(Ct, gen od interesa (uzorak) — Ct, gen od interesa (kontrola)] - [(Ct, referentni gen (uzorak) — Ct, referentni gen (kontrola)]

= 2-AACt

(https://www.bio-rad.com/en-br/applications-technologies/what-real-time-pcr-
gpcr?1D=LUSO04W8UU)
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2. Cilj istrazivanja

Cilj istrazivanja ovog diplomskog rada bila je uspostava istrazivackih alata za pracenje
relativne ekspresije gena: Tff3, Tnfa, Mcpl i Cxcll u tkivu jetre miSeva divljeg tipa soja
C57BL6NCIrl.

Sljedeci cilj bio je pracenje njihove razine ekspresije u uvjetima stresa endoplazmatskog

retikula izazvanog tunikamicinom.
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3. Materijali i metode

3.1. Optimizacija gPCR testa za gene Tff3, Tnfa, Mcpl i Cxcll

Jedan od ciljeva ovoga rada bila je optimizacija gena od interesa i referentnih gena za
gPCR zasnovan na SYBR Green | kemiji. Kako se SYBR Green | boja veze na sve nastale
dvolancane produkte nuzna je pomna kontrola reakcijskih uvjeta koji osiguravaju nastanak
samo jednog specificnog ciljnog produkta. U tu sam svrhu etablirala, odnosno optimizirala
reakcije s obzirom na temperature vezanja pocetnica (Ta) te koncentraciju MgCl. u reakcijskoj
smjesi. Nastale produkte sam analizirala programom Krivulja taljenja (engl. Melting curve)
koji detektira temperaturu taljenja nastalih produkata. Produkti reakcija koji su pokazali jednu
temperaturu taljenja vjerojatno imaju jednu vrstu produkta ili vise njih s istom temperaturom
taljenja. Da bih to razlucila, uzorke sam dodatno razdvojila na 12% poliakrilamidnom gelu
visoke razlucivosti te sam nakon toga odabrala reakcijske uvjete koji daju samo jedan specifi¢ni
produkt. Kako se daljnja relativna kvantifikacija produkata zasniva na usporedbi ekspresije
ciljanog gena u dvije ili viSe grupa uzoraka u odnosu na referentne gene nuzno je osigurati da
je efikasnost reakcija umnazanja promatranih ciljanih produkata ciljnih i referentnih gena (engl.
house keeping genes) u rasponu od 95 - 110% efikasnosti. U tu svrhu sam provijerila efikasnosti
gPCR reakcija za odabrane uvjete te sam odabrala optimalne uvjete za svaki od ciljanih gena.
Ukratko, odabrani reakcijski uvjeti zadovoljavaju zahtjev da daju samo jedan specifi¢ni produkt

gPCR reakcije te da je efikasnost reakcija identi¢na, odnosno u rasponu od 95 - 110%.

Pocetnice sam dizajnirala PrimerQuest Tool-om ili sam ih odabrala prema izvorima iz
literature (Tablica 1.) te sam za njih morala odrediti optimalne uvjete PCR reakcije. Mijenjala
sam temperature vezanja pocetnica i koncentracije magnezija u reakcijskoj smjesi. Cilj je bio
dobiti barem jednu kombinaciju pocetnica za svaki gen od interesa. Nakon $to sam odredila
pocCetnice i uvjete reakcija koji daju specifican produkt na istima sam odredila i efikasnosti

gPCR reakcija.
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Tablica 1 Ukupna lista narucenih pocetnica za gene od interesa i referentne gene

Ime F' sekvenca R'sekvenca Tm Produkt lIzvor
pocetnice (°C)  (pb)
- olrll /]RI ¢ CTGAGTTCTGCAAAGGGAGAG CCTCAGGGAAGAATCTGGAAAG | 62 | 107 *q
nfa Fogggvz GTCTCAGAATGAGGCTGGATAAG CATTGCACCTCAGGGAAGAA 62 77 *q
Fogﬁgw TGGCCCAGACCCTCACACTCAG ACCCATCGGCTGGCACCACT 59 | 180 )
Focfl(/%';\lll GTGTCAACCACTGTGCTAGT CACACATGTCCTCACCCTAATAC | 62 102 *]
Cxell Fgr)z(/%\llz ATGGTAGTTCAGTTCTGCTTGT TAAGTGTCAACCACTGTGCTAG | 62 | 105 *q
Fgé,%';\lla ATCCAGAGCTTGAAGGTGTTG GTCTGTCTTCTTTCTCCGTTACTT | 60 171 *3
APl || CCTGGATCGGAACCAAATGA CGGGTCAACTTCACATTCAAAG | 62 9 *1
Mcpl Fo’\rAZC/:II:elvz CTCGGACTGTGATGCCTTAAT TGGATCCACACCTTGCATTTA 62 106 *]
Fo'\:'g?:jvg GAAGGAATGGGTCCAGACAT ACGGGTCAACTTCACATTCA 58 | 127 *4
Fo?lF/E?e’vl CCTGTCTCCAAGCCAATGTAT CAGGGCACATTTGGGATACT 62 105 *q
TH3
FOIZ';I';::‘:VZ GTCACATCGGAGCAGTGTAA GTCTCCTGCAGAGGTTTGA 62 | 11 *]
Actp .
cp | FonRev GCAAGCAGGAGTACGATGAG CCATGCCAATGTTGTCTCTT 58 147 5
Foﬁ;:lgivl TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAA | TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCC | 63 | 349 *6
B2M CCTGCAGAGTTAAGCATGACAGT | TCATGATGCTTGATCACATGTCT | 59 78 *7
B2m For/Rev
Foﬁaa’lwl CTGACCGGCCTGTATGCTAT CCGTTCTTCAGCATTTGGAT 58 | 146 *g

Imena pocetnica:

Forl/Revl - prva kombincija iz PQT
For2/Rev2 - druga kombinacija iz PQT
For3/Rev3 - kombinacije iz literature

*1 PrimerQuest Tool (PQT) https://eu.idtdna.com/PrimerQuest/Home/Index

*2 Overexpression of interleukin-1beta induces gastric inflammation and cancer and mobilizes myeloid-derived suppressor cells in mice
*3 CXCL1 can be regulated by IL-6 and promotes granulocyte adhesion to brain capillaries during bacterial toxin exposure and
encephalomyelitis

*4 http://www.cell.com/cms/attachment/2027288862/2045723604/mmc3.pdf

*5 Selection of housekeeping genes for use in quantitative reverse transcription PCR assays on the murine cornea

*6 Quantification of murine IFN-gamma mRNA and protein expression: impact of real-time kinetic RT-PCR using SYBR green | dye
*7 DOI: 10.1084/jem.20101545 / Differential regulation of human and murine P-selectin expression and function in vivo

*8 Identification of Sox3 downstream target genes using real-time reverse transcription polymerase chain reaction

Za koncentraciju MgCl. pripremila sam 3 glavne smjese, 2.5 mM, 3 mM i 3.5 mM

koncentraciju MgCl2 a potom i novu glavnu smjesu za gen Tff3 prema receptu iz tablice 2.
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Tablica 2. Sastojci i njihovi volumeni za pripremu koncentracija glavne smjese

2.5 mM 3mM 3.5mM DreamTaqg
smjesa
komponenta volumen za 1 volumen za 1 volumen za 1 komponenta volumen za 1
probu probu probu probu
H20 15,75 ul 1525 ul 14,75 l mQ H20 16,1225 pl
dNTP-ovi (5 .
mM svaka) 1l 1l 1 ul dNTP-ovi 2,5 ul
M-pufer 2,5ul 2,5ul 2,5u Taq pufer 2,5u
MgCl2 (25 mM) 2,5 ul 3ul 3,5ul pl/p2 2 ul
Taqgz 1l 1 ul 1l Taq 0,625 pl
SYBR Green SYBR Green
(1000%) 0,0025 pl 0,0025 pl 0,0025 ul (1000%) 0,0025 ul
ROX 100x% ROXx 100x%
. 25 ul 25 ul 25 ul . 25 ul
referentna boja 0.25 1 0.25 p 0.25 1 referentna boja 0.25 1
Ukupni voIL_Jmen 23l 23l 23l Ukupni voIL_Jmen 24l
glavne smjese glavne smjese

Za svaku PCR reakcijsku smjesu ¢iji su uvjeti bili ispitivani koristila sam 23 ul glavne
smjese (s finalnim koncentracijama MgCl od 2.5, 31 3.5 mM ), 1 ul F/R smjese pocetnica i 1
ul cDNA (10x razrjedenje) prethodno dobivenu RT-om. Za vrijeme pripremanja glavne smjese,
smrznute pocetnice 1 cDNA su se lagano topili na ledu. Sve reagense sam prije mijeSanja lagano
vorteksirala. Mikrotitarska plocica (96 jazica) je za vrijeme pripremanja reakcijskih smjesa bila
na ledu. Prvo sam otpipetirala glavnu smjesu, zatim pocetnice i cDNA koju sam pazljivo
otpipetirala u centar jaZice. Prije stavljanja u PCR masSinu plocicu sam prekrila adhezivnom
folijom koju sam dobro zapecatila i osigurala sa svih strana kako ne bi doslo do gubitka
reakcijskih smjesa tijekom PCR-a. Za raspored pipetiranja reakcijskih smjesa u plocici koristila
sam predlozak tablice na kojem sam prethodno smisleno organizirala raspored pocetnica za

gene od interesa, raspon temperatura vezanja pocetnica i koncentracije MgClo.

Plocicu s reakcijskim smjesama stavila sam u PCR masinu (Veriti 96 Well Thermal
Cycler Applied Biosystems) sa sljede¢im postavkama: pocetna denaturacija 95 °C kroz 3 min;
40 ciklusa: denaturacija 95 °C kroz 1 min; vezivanje pocetnica U rasponu temp. Od 54 - 66 °C

kroz 30 s; elongacija 75 °C kroz 30 s i zavrSna faza ¢uvanja 4 °C ().

Nakon umnazanja, provjeravala sam Krivulju taljenja dobivenih produkata u PCR
masini (7300 Real Time PCR System Applied Biosystems) putem programa 7300 System SDS
Software. Ispitivane reakcijske smjese koje su na krivulji taljenja pokazale dvije temperature
taljenja (dva vrha na krivulji) eliminirala sam jer su, osim umnaZzanja zeljenog produkta,

umnozile i dimere pocetnica (engl. primer dimer).
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3.1.1. Elektroforeza u poliakrilamidnom gelu

Reakcijske smjese koje su pokazale jednu temperaturu taljenja (jedan vrh na krivulji)

odabrala sam za daljnju analizu u 12 % poliakrilamidnom gelu (PAGE). Elektroforezom u gelu

razdvajaju se produkti reakcijske smjese te se preko gela moze vizualno provjeriti da li na jednoj

temperaturi taljenja nastaje samo jedan specifi¢an produkt ili ih nastaje vise. 12% PAGE

pomijesan je u falcon epruveti prema receptu iz tablice 3.

Tablica 3. Sastojci i njihovi volumeni za 12% PAGE

Volumen

Reagensi

za 2 gela

Volumen za 2 gela
(preporucljivo ako
curi

dH20 13,5 ml 17,55 ml
10x TBE * 7,5ml 9,75 ml
40% akrilamid 9mi 11,7 ml
Polimerizacija:

10% APS 300 pl 390 pl

TEMED 30 ul 39 ul
*10x TBE (pH 8.3) 1L

TRIS (121.14 g/mol) 1 M 1219
Eﬂorna kiselina (61.83 g/mol) 0.68 5349
EDTA (292.25) 20 mM 7449

Nakon mijeSanja, teku¢i gel sam izlila u prethodno postavljenu vertikalnu komoricu za

lijevanje. Polimerizirani gel stavila sam u aparat za vertikalnu elektroforezu (BioRad)
napunjenu 1x TBE puferom. U reakcijske smjese na plocici koje su putem krivulje taljenja

odabrane za daljnju analizu, otpipetirala sam 7 pl BFB boje. U prvu jazicu na gelu otpipetirala

sam 5 pl DNA standarda (engl. DNA ladder) a u ostale 20 ul uzorka. Postavke za elektroforezu

bile su sljedece: napon 100 V, struja 400 mA, vrijeme 180 min. Nakon elektroforeze, gel sam

uronila u 5% EtBr na 1 min. Gel je slikan u Syngene GBox i obraden u programu GeneSnap.

Slike gela pokazale su koji uzorci stvaraju samo jedan specifi¢an produkt u PCR umnaZzanju.
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3.1.2. Efikasnost amplifikacije

Nakon provjere na gelu i odabira uvjeta trebalo je provijeriti efikasnosti odabranih
reakcijskih uvjeta. Budu¢i da se PCR reakcija temelji na eksponencijalnom umnaZzanju,
efikasnost PCR reakcije od 1 ili 100% znaci da se Zeljeni produkt udvostrucuje svakim
ciklusom. PCR efikasnost je iznimno vazna kada se istrazuju koncentracije mRNA gena od
interesa u usporedbi s referentnim genima. Kako bi se geni mogli usporedivati, moraju biti
amplificirani s efikasnostima koje se mogu usporedivati kako bi rezultati bili $to to¢niji. Male
promjene u efikasnostima izmedu ciljanih i referentnih gena stvaraju krivi omjer ekspresija Sto
u konacnici dovodi do precjenjivanja ili podcjenjivanja stvarne pocetne koli¢ine mRNA. Za
odredivanje standardne krivulje preko Cijeg nagiba se izraCunava efikasnost, koristila sam
razrjedenja od 1:1 (1,5 pg cDNA) 1:10 (0,15 pg cDNA) 1:100 (0,015 pg cDNA) u tehnickim
triplikatima. Efikasnost je odredena u PCR masini (StepOnePlus™ Real-Time PCR System) u
programu StepOnePlus™ Software v2.3 prema sljede¢im postavkama: pocetna denaturacija 95
°C kroz 3 min; 40 ciklusa: denaturacija 95 °C kroz 1 min; vezivanje pocetnica U rasponu temp.
od 54 — 66 °C kroz 30 s; elongacija 75 °C kroz 30 s. Nakon obrade rezultata odabrani su
reakcijski uvijeti koji zadovoljavaju zahtjev da daju samo jedan specifi¢ni produkt gPCR
reakcije te da je efikasnost reakcija u rasponu od 100 + 5%.

3.2.Analiza relativne ekspresije gena Tff3, Tnfa, Mcpl i Cxcll

3.2.1. Uzorci

Za izvodenje eksperimentalnog dijela diplomskog rada koristila sam uzorke tkiva jetre
10 miSeva divljeg tipa soja C57TBL6NCrl (muZjaci starosti devet mjeseci) koji su uzgojeni u
okviru aktivnosti HRZZ projekta 1P-2016-06. Misevi su tretirani tunikamicinom (3 ug/g
tjelesne tezine) i zrtvovani 12 h nakon intraperitonealnog injiciranja tunikamicina ili njegova
otapala bez tunikamicina (kontrolna grupa). Tunikamicin je antibiotik koji sadrzi glukozamin
kojeg proizvodi Streptomyces lysosuperficus i djeluje protiv razli¢itih mikroorganizama poput
Gram-pozitivnih bakterija, gljivica, kvasaca i virusa. On inhibira sintezu N-glikoproteina u ER-
u eukariotske stanice sto dovodi do poremecene glikozilacije novosintetiziranih proteina a

samim time i do poremecaja u namatanju u ER-u.
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3.2.2. Izolacija RNA

Za izolaciju RNA iz tkiva jetre koriSten je set kemikalija Rneasy Mini Kit (QIAGEN).
Uzorke veli¢ine 3 mm?® homogenizirala sam i usitnila do praha pomocu tarionika i tucka uz
zalijevanje teku¢im duSikom na koji sam dodala RLT pufer za izolaciju RNA. RLT pufer
pomaze u spajanju RNA na silikonsku membranu a dodani R-merkaptoetanol (10 ul BME-a na

1 ml pufera) inaktivira RNAze. Epruvetice sam uskladistila na -80 °C do daljnje izolacije RNA.

Daljnja analiza ukljuéivala je otapanje uzoraka te nanoSenje na kolonicu za
homogeniziranje (QlAshredder spin column) uz centrifugiranje 14000 x g kroz 3 min.
Supernatante sam otpipetirala u nove epruvetice i u svaku dodala 1 volumen 50 % etanola (700
ul EtOH). Uzorke sam prebacila u RNeasy spin kolonice smjeStene u 2 ml tubicama i
centrifugirala (30 s na 8000 x g) uz obavezno uklanjanje propustene tekucine ispod kolonica.
U svaku RNeasy spin column-u stavila sam 350 ul RW1 pufera (ispire RNA sa silikonske
membrane) i centrifugirala 30 s na 8000 x g te odlila ostatak. Da bi se uklonilo nespecifi¢no
vezanje, u svaku RNeasy spin column-u, u samo srediSte membrane, otpipetirala sam 80 ul
DNase | inkubacijskog miksa i ostavila na sobnoj temperaturi 15 min. Nakon toga sam u
RNeasy spin column-u dodala 350 ul RW1 pufera i centrifugirala 30 s na 8000 x g i odlila
ostatak. Za daljnu proceduru pripremila sam RPE pufer kojeg sam dobila mijesajuéi 44 ml 96%
EtOH na 44 ml RPE (55 ml koncentrat). U svaki RNeasy spin column dodala sam po 500 pl
RPE pufera i centrifugirala 30 s na 8000 x g te odlila ostatak. Postupak ispiranja s 500 ul RPE
pufera ponovila sam centrifugiraju¢i 2 min na 8000 x g kako bi se membrana dobro isprala.
RNeasy spin columne prebacila sam u nove 2 ml epruvetice te centrifugirala 1 min na punoj
brzini (10 000 g ). Da bih eluirala RNA s kolone, RNeasy spin kolonice prebacila sam u nove
1.5 ml epruvetice te dodala mQ vodu bez RNaza (50-100 ul), ostavila da odstoji 5 min na sobnoj
temperaturi te centrifugirala 90 s na 8000 x g. lzoliranoj RNA odredila sam koncentraciju i

pohranila na -80C.
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3.2.3. Odredivanje koncentracije 1 prevodenje u cDNA

Koncentraciju i ¢isto¢u izolirane RNA odredila sam pomoc¢u spektrofotometra Implen
NanoPhotometer® NP80. Spektrofotometar koncentraciju ra¢una preko modificirane Beer-
Lambertove jednadbe: C = A260 x enyc x D gdje je C koncentracija u ng/pl, A260 absorbancija
pri 260 nm (10 mm put), B manualni dilucijski faktor, enc ekstincijski koeficijent/faktor
nukleinske kiseline u ngxcm/pl koji za RNA iznosi 40 ngxcm/pl. Prilikom ra¢unanja
koncentracije izracunata je i Cisto¢a svakog uzorka. Za raCunanje Cisto¢e koriste se omjeri
260/280 1 260/230. Kod RNA za omjer 260/280 prihvatljiva je vrijednost > 2.0 dok za omjer
260/230 > 2.0. Sve vrijednosti manje od toga upucuju na kontaminaciju RNA npr. proteinima i

raznim organskim molekulama.

Izolirana RNA je prevedena u cDNA pomocéu High-Capacity cDNA Reverse
Transcription seta kemikalija (Applied Biosystems-kataloski broj: 4374967) prema uputama
proizvodaca. Ukratko, napravila sam reakcijsku smjesu koja sadrzi odgovarajuci pufer,
nasumiéne podetnice, smjesu dNTPa, MultiScribe™ reverznu transkriptazu i vodu. Reakcijske
smjese su u PCR masini (Veriti 96 Well Thermal Cycler Applied Biosystems) izlozene
sljede¢im uvjetima: inkubacija na 25 °C kroz 10 min kako bi se nasumi¢ne pocetnice nakon
dodavanja enzima produljile; DNA polimerizacija na 37 °C, $to je optimalna reakcijska
temperatura enzima, kroz 120 min; deaktivacija enzima na 85 °C kroz 5 min i skladiStenje na 4

°C (o0). Nakon zavrsenog RT-a, uzorci su pohranjeni na -20 °C.

3.2.4. Kvantitativna lan¢ana reakcija polimerazom (qPCR)

Kada sam istrazila i odredila optimalne uvjete PCR reakcije za svaki od ciljanih gena i
referentnih gena, pripremila sam 3 mikrotitarske plo¢ice za qPCR analizu. Na svakoj su plocici
u triplikatima analizirani po 5 tretiranih i 5 kontrolnih uzoraka za 2 gena (geni od interesa: Tnfa
I Mcpl, Tff3 i Cxcll; referentni geni: Actf i B2m) te po 2 negativne kontrole za svaki gen. U
jazicu sam prvo ispipetirala glavnu smjesu (23 pl) s optimiziranom koncentracijom MgCl: te
za Tff3 glavnu smjesu koja je u sebi ve¢ sadrzavala pocetnice (24 ul). Zatim sam u svaku jaZicu
ispipetirala najoptimalnije pocetnice (1 pl) za svaki od gena a potom 1 vrlo paZljivo u sredinu
jazice cDNA (1 pl) koju sam prethodno razrijedila 10x. Reakcijski volumen svake jezice bio je

25 pl. Za negativne kontrole koriStena je glavna smjesa s optimalnim koncentracijama MgClz
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za svaki od gena (25 pl). Plocice sam zatim stavila u PCR masinu (StepOnePlus™ Real-Time
PCR System) te u programu StepOnePlus™ Software v2.3 podesila voZzenje qPCR reakcije
prema sljede¢im postavkama: inicijacija 95 °C kroz 3 min; 40 ciklusa: denaturacija 95 °C kroz
1 min; temperatura za vezivanje pocetnica 63 1 62°C za Tnfa i Mcpl; 60 i 61°C za Tff3 i Cxcl1
te Actfp 1 B2m kroz 30 s te elongacija 72 °C kroz 30 s.

3.2.5. Racunalna obrada podataka

Dobiveni rezultati obradeni su u programu REST 2009 te su vizualizirani pomocu

programa GraphPad Prism.

REST 2009 je programski alat kojeg su razvili M. Pfalff i QIAGEN za analizu podataka
genske ekspresije u qPCR pokusima. REST 2009 koristi matemati¢ke modele koji u obzir
uzimaju razli¢ite PCR efikasnosti gena od interesa i referentnih gena. Tradicionalna relativna
kvantifikacija omogucéuje procjenu ekspresije gena ali ne daje statistiCke podatke koji su
prikladni za robusnu usporedbu ekspresije u grupama tretiranih i kontrolnih uzoraka. Metode
integrirane randomizacije i bootstrap-a koristene u programu REST 2009 testiraju statisti¢ku
znacajnost izraCunatih omjera ekspresija i mogu se koristiti ¢ak i kada podaci ukljucuju strece

podatke (engl. outlier) (https://www.gene-quantification.de/rest-2009.html)

GraphPad Prism je komercijalni znanstveni 2D graficki i statisticki program koji
omogucuje jednostavno provodenje osnovnih statistickih testova i1 vizualizaciju podataka

(https://www.graphpad.com/scientific-software/prism/).
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4. Rezultati

4.1. Optimizacija qPCR testa za gene Tff3, Tnfa, Mcpl i Cxcll

Za svaki od pracenih gena (Tff3, Tnfa, Mcpl i Cxcll) dizajnirala sam 3-4 para pocetnica
koji su ispitani na odgovaraju¢im temperaturama ovisno o temperaturi taljenja pocetnica.
Reakcijske smjese istih su razdvojene na poliakrilamidnom gelu kako bi se vidjelo radi li se 0

produktima iste duljine.

Pocetnice i reakcijski uvjeti koji su i na 12% PAGE-u pokazali stvaranje samo jednog
specifiénog produkta, odabrani su za daljnju analizu efikasnosti umnazanja PCR reakcije
(Tablica 4). One pocetnice i uvjeti koji su na 12% PAGE-u pokazali stvaranje jednog produkta
(Slika 3) 1 efikasnost izmedu 95 - 110% (Tablica 5 i slike 4, 5, 6 i 7) odabrani su kao

najpogodniji za daljnju relativnu kvantifikaciju gena.

Tablica 4. Uvjeti reakcija i pocetnica koje su na 12% PAGE-u pokazale stvaranje jednog
produkta te su odabrane za provjeru efikasnosti

Gen Ime pocetnice Uvijeti koji daju specifi¢an
produkt
60 °C (3 mM MgCly)
SRS 61 °C (3 MM MgCly)
Tff3 .
R 65 °C (2.5 i 3 Mm MgCly)
58 - 62 °C (DreamTaq)
63°C (3 mM MgCly)
Tnfa IR 66 °C (2.5 MM MgCly)
60 °C (2.5 i 3 mM MgCly)
Mcpl FI/RL 62 °C (31 3.5 mM MgCl,)
F1/R1 61 °C (3.5 mM MgCl,)
Cxcll 62 °C (2.5 mM MgCly)
F2/R2 63 °C (3 mM MgCl,)
66 °C (3 MM MgCly)
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T13 Tnfo Mcpl Cxcll
F/R F2/R2 F1/R1 F1/R1

60 °C 2.5 mM 3mM 3.5mM
DreamTaq 63.°C 62 °C 61 °C

Slika 3. Prikaz odabranih uvjeta reakcija i pocetnica na 12% PAGE-u (K-kontrola, T-
tunikamicin)

Tablica 5. Uvjeti reakcija i pocetnica koje su nakon ispitivanja efikasnosti umnazanja
odabrane za gPCR analizu

an n - 0 DO
POCE C “He L
T3 F/IR 60 °C (DreamTaQ) }: gg’ggs 22 2 2 g
Tnfa F2/R2 63 °C (2.5 mM MgCly) l-|<- 3332’229 gg’g g g
Mcpl | FLRL | 62°C (3 mM MgCly) PT( 3226'22 22 2 E
) K 197,932 24 | 7.a
Cxcll | F1/R1 | 61°C (3.5mM MgCly) T | 98,379 19 [7.b
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Slika 4. Efikasnost reakcije za Tff3 (F/R, 60 °C, DreamTaq) kod kontrole (lijevo) i tretmana
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Slika 5. Efikasnost reakcije za Tnfo (F2/R2, 63 °C, 2.5 mM MgCl>) kod kontrole (lijevo) i

tretmana (desno)
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Slika 6. Efikasnost reakcije za Mcpl (F1/R1, 62 °C, 3 mM MgCl») kod kontrole (lijevo) i
tretmana (desno)
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Slika 7. Efikasnost reakcije za Cxcll (F1/R1, 61 °C, 3.5 MgCl.) kod kontrole (lijevo) i
tretmana (desno)
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4.2. Relativna ekspresija gena Tff3, Tnfa, Mcpl i Cxcll u jetri

Metodom gPCR-a odredena je relativna ekspresija gena u jetri miseva kojima je
jednokratko apliciran tunikamicin (12 h prije zrtvovanja) te netretiranith miSeva. Geni od
interesa (7//3, Tnfa, Mcpl i Cxcll) normalizirani su preko referentnih gena Actf i B2m. Omjer

relativne ekspresije izracunat je prema Pffalfovoj metodi koja se koristi jednadzbom:

(Egen od interesa)[ACt' gen od interesa (kontrola—uzorak)]

Omjer ekSPreSUE = referentnigen)[ACt’ referentni gen (kontrola—uzorak)]

U programu REST 2009 obradeni su rezultati dobiveni gPCR-om (Tablica 6) koji su
zatim u GraphPad Prism programu vizualizirani kao histogrami koji prikazuju omjer ekspresije
gena u kontrolnoj grupi i miSeva tretiranih tunikamicinom (Slike 8 i 9). Tretman tunikamicinom
je u tkivu jetre doveo do statisti¢ki zna¢ajnog povecanja gena Tnfa (6,6 puta), Mcpl (4,8 puta)

i Cxcll (62,1 puta) dok je razina Tff3 proteina smanjena ali bez statistickog znacaja.

Tablica 6. Promjena ekspresije gena 7ff3, Tnfa, Mcpl i Cxcll

Tff3 Tnfa Mcpl Cxcll
Ekspresija smanjenja | povecana | poveéana | povecana
Relatlvr_1_| omjer 11,857 6,598 4790 62,164
ekspresije gena
Apsolutna genska 6.598 4,790 62,164
regulacija ) 0,538 +3,14253 +1,50865 *31,11255
(Standardna gresSka)
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Slika 8. Prikaz omjera ekspresije gena Tff3, Tnfa, Mcpl i Cxcll izmedu kontrolne i tretirane
skupine miSeva. Statisticka znacajnost: *p < 0,05
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Slika 9. Prikaz omjera ekspresije svih gena
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5. Rasprava

Sve je visSe dokaza o utjecaju stresa ER-a na metabolicka tkiva poput gusterace,
hipotalamusa, masnog tkiva i jetre te njegovom utjecaju na inicijaciju i/ili progresiju bolesti
jetre. Ovim istrazivanjem Zelio se utvrditi u¢inak kemijski induciranog stresa na razinu

ekspresije relevantnih kemokina u WT soju miseva C57B16NCrl.

Stres ER-a uzrokovan primjenom tunikamicina moze uzrokovati steatozu i1 upalu jetre
miseva tj. brzi oblik NASH-a kod miseva (Lee i sur. 2012). Stres ER-a uzrokuje pojacanu
ekspresiju transaktivatora i enzima de novo lipogeneze te smanjenje enzima oksidacije masnih
kiselina i lipolize. Po izazivanju stresa ER-a u hepatocitima se stvaraju masne kapljice, te se
direktno pojacava de novo lipogeneza. Na osnovu tih rezultata brojni autori potvrdili su da stres
ER-a mozZe inicirati patoloske promjene ili pojacati progresiju steatoze (Malhi i Kaufman,
2011). Drugi aspekt djelovanja tunikamicinom izazvanog stresa ER-a je aktivacija upalnih
procesa. Npr. stres ER-a igra vaznu ulogu u indukciji upale diSnih puteva u neutrofil-
dominirajucoj astmi. Guo i sur. (2017) su u epitelnim stanicama bronhija misa tretiranih
tunikamicinom, osim stresa ER-a, pronasli i povi$enu razinu upalnih citokina poput IL-6, IL-8
i TNFa koji uzrokuju kroni¢nu upalu preko PERK-ATF4-CHOP puta.

Ovim istrazivanjem pokazano je kako tunikamicin u jetri povecava ekspresiju Tnfa,
Mcpl i Cxcll, dok je razina Tff3 genske ekspresije ostala nepromijenjena. Navedeni kemokini
su upalni kemokini te kontroliraju regrutaciju leukocita u upalnim i tkivnim ozljedama. Tretman
tunikamicinom izaziva stres ER-a te aktivira puteve UPR-a koji mogu dovesti do upale preko
aktivacije NFkB i CREBH-a, transkripcijskog faktora specifi¢nog za jetru. Aktivirani CREBH
izaziva ekspresiju proteina akutne faze kao §to su serumska amiloidna komponenta P i C
reaktivni protein koji u jetri mogu izazvati sistemsku upalu (Hasnain i sur. 2012; Kuscuoglu
2018). TFF3 je pronaden u mnogim tkivima imunoloskog sustava te se pretpostavlja kako je
uklju¢en u modulaciju imunoloSkog odgovora, a njegova ekspresija moze biti smanjena

djelovanjem upalnih citokina poput TNFa (Baus Loncar i Giraud 2005).

U odgovoru na bakterijski LPS stvaraju se velike koli¢ine TNFa koji ima kemotakti¢no
djelovanje te usmjerava stanice prema upalnom podru¢ju. TNFa aktivira NFkB ¢ijim
djelovanjem se moze sprijeciti apoptoza, §to u sluc¢aju kada dolazi do pretjeranog nakupljanja
nenamotanih proteina moze imati negativne posljedice. S druge strane, TNFa moze izazvati

nakupljanje ROS-a §to moze dovesti do prerane smrti stanice (Xue i sur. 2005). MCP1i CXCI1
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djeluju kemotakti¢no na monocite i neutrofile koje usmjeravaju u upaljena podrucja. MCPIP,
protein kojeg aktivira MCP1, uzrokuje oksidativni i stres ER-a koji mogu dovesti do smrti
stanice te kontrole upalnog odgovora inhibicijom NFxB (Kolattukudy i Niu 2012). CXCL1
djeluje na neutrofile, bitne stanice urodenog imunoloskog odgovora koje sudjeluju u akutnoj
fazi upale za Sto su i1 pozeljne, no u slucaju njihove pretjerane brojnosti i aktivnosti moze doc¢i
do ozbiljnih ostecenja tkiva. Dodatno, u odgovoru na nekroti¢ne stanice, hepatociti i
Kupfferove stanice povecavaju produkciju TNFa a time 1 aktivaciju NFxB §to potic¢e hepatocite

na produkciju CXCL1 ¢ime dolazi do jo$§ vece mobilizacije neutrofila (Su i sur. 2018).

Stres ER-a dovodi do jake ekspresije TNFao a njegovo blokiranje znac¢ajno smanjuje
stani¢nu smrt izazvanu stresom ER-a (Hu i sur. 2006). TNFa u 1.929 stani¢noj liniji povecava
ekspresiju Xbpl, jednog od glavnih transkripcijskih ¢imbenika UPR-a (Xue i sur. 2005). TNFa
pogorsava upalni mikrookolis te inducira ekspresiju kemokina i citokina koji pridonose razvoju
NASH patologiji (Nakagawa i sur. 2014). Kod kemokina MCP1, prisilna ekspresija MCPIP
dovodi do znacajnog povecéanja biljega stresa ER-a, BiP-a i IRE1. Dodatno, MCPIP inducira
adipogenezu §to rezultira pretilos¢éu. UtiSavanje MCPIP dovodi do smanjenja stresa ER-a koji
je uklju¢en u DMI-induciranu adipogenezu (Younce i Kolattukudy 2012). Masna ishrana i
alkohol sinergisticki induciraju stres ER-a. Povecana razina masnih kiselina pove¢ava CXCL1
ekspresiju u hepatocitima a time i neutrofilnu infiltraciju i ozljedu jetre (Chang i sur. 2015).
Stovise, aktivirani neutrofili ispustaju ROS/RNS te aktiviraju proteaze koje induciraju tkivnu

ozljedu i dodatno pogor$avaju stres ER-a (Faleiros i sur. 2009).

Uloga TNFa u jetri istrazena je na mnogim zivotinjskim modelima te pacijentima s
alkoholnom bolesti jetre i virusnim hepatitisom gdje je dokazano njegovo hepatotoksi¢no i
patogeno djelovanje. U raznim modelima ozljede jetre, TNFa igra klju¢nu ili aditivnu ulogu u
patogenezi akutne ozljede jetre. TNFa poti¢e apoptozu i/ili nekrozu hepatocita in Vvivo
(Bradham i sur. 1998). TNFa aktivira transkripcijski faktor NFkB koji inducira ekspresiju
mnogih gena ¢iji produkti mogu sprijeciti apoptozu ali i nekoliko bitnih proapoptotskih gena
medu kojima je i sam TNFa. TNFa jako aktivira JNK koji fosforilira transkripcijske faktore
pomazu prolongiranoj JNK aktivaciji kada je inhibiran odgovor NFxB c¢ije je djelovanje
antioksidativno. TNFa ne izaziva ozljedu jetre u normalnim hepatocitima in vivo zbog snazne
aktivacije i citoprotektivne uloge NFxB (Schwabe i Brenner 2006). TNFa djeluje na endotelne

stanice i leukocite na kojima povecava izrazaj adhezijskih molekula. Djeluje kemotakti¢no na
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neutrofile i monocite §to u konac¢nici dovodi do prianjanja upalnih stanica i njihov prolazak u
upaljeno podrucje. U ovom istrazivanju misevi trenirani tunikamicinom pokazali su povecanje
Tnfa ekspresije za 6,598 x u odnosu na kontrolu. Takva povecana ekspresija u skladu je s
prethodnim istrazivanjima koja pokazuju da stres ER-a inducira jaku ekspresiju TNFa. Kako je
dosad pokazano da stres ER-a inducira ranu ekspresiju TNFa u nekoliko stani¢nih linija
porijeklom iz epitela i embrionskih fibroblasta porijeklom iz mezenhima daje se naslutiti kako
je TNFa generalni stani¢ni odgovor na stres ER-a. TNFa proizvode mnoge stanice te on ima
visestruke uloge u stani¢nim odgovorima na $to upucuje konstitutivna eksprimiranost TNFR1
na mnogim stanicama. Stres ER-a smanjuje ekspresiju TRAF2 koji umanjuje aktivaciju NFxB
1 JNK sto pretvara TNFa iz slabog u jakog inducera apoptoze (Hu i sur. 2006). Dokazano je
kako TNFa moze izazvati UPR preko PERK-posredne elf2o fosforilacije te ATF6- i IRE1-
posredne indukcije XBP1 na ROS-ovisan naéin. Predtretman tunikamicinom znacajno
smanjuje TNFa-induciranu ROS akumulaciju i stani¢nu smrt u vise stani¢nih linija §to ukazuje
na to da u UPR-u sudjeluju geni koji sprje¢avaju akumulaciju ROS-a izazvanih s TNFa (Xue i
sur. 2005).

Ekspresija Mcpl u jetri C57BI6Crl miseva tretiranih tunikamicinom je povecana 4,8 x
u usporedbi s zivotinjama bez potaknutog stresa ER-a. MCP1 je glavni ¢imbenik u inicijaciji
upale, potice kemotaksiju i transendotelnu migraciju te regulira produkciju proupalnih citokina
i adhezijskih molekula na mnocitima/makrofazima zbog Cega se sve vise istrazuje U raznim

kroni¢nim upalnim bolestima (Mandrekar i sur. 2011)

Povecana ekspresija MCP1 primijecena je u pacijenata s razli¢itim tipovima bolesti jetre
te u eksperimentalnim modelima akutne i kroni¢ne ozljede jetre. Uloga MCPL1 je regrutiranje i
aktiviranje monocita/makrofaga te memorijskih T stanica 1 dendritickih stanica na mjesto
ozljede te regulacija njihove adhezije i proupalnih citokina. Pacijenti s jednostavnom steatozom
i pacijenti s NASH-om imaju povecanu razinu MCP1 u serumu u usporedbi s kontrolom
(Haukeland i sur. 2006). Ljudske studije i animalni modeli alkoholnog hepatitisa pokazuju kako
je MCP1 povecan u Kupfferovim stanicama i hepatocitima. Mcp1KO misevi pokazuju manju
razinu steatoznih promjena i oksidativnog stresa nakon izlaganja alkoholu i trigliceridima.
Dodatno, u Mcp1KO miseva inhibirana je ekspresija proupalnih citokina, ukljuc¢uju¢i TNFa,
koji pridonose ozljedi jetre. Uz to, jetreni TG su znacajno povecani u alkoholom hranjenih WT
miSeva u usporedbi s jednako hranjenom kontrolom i McplKO miSevima. Uz povecanu

ekspresiju Mcpl u jetri alkoholom hranjenih miSeva povecana je i razina Cxcll mRNA.
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ZnacCajka alkoholne ozljede jetre je alkoholom inducirani oksidativni stres i povecana
senzitizacija na LPS S§to rezultira u proupalnoj citokinskoj ekspresiji u jetri. LPS, citokini i
homocistein su jaki aktivatori ekspresije Mcpl u alkoholnoj ozljedi jetre (Mandrekar i sur.
2011). U genetski dijabeti¢nih (db/db) pretilih miSeva i miSeva hranjenih masnom hranom
povecéana je razina Mcpl i Tnfa mRNA S$to pridonosi infiltraciji makrofaga u masno tkivo,
inzulinskoj rezistenciji i steatozi jetre (Kanda i sur. 2006). MCP1 aktivira MCP1 inducirani
protein (MCPIP), transkripcijski faktor koji moze izazvati produkciju reaktivnih kisikovih i
dusikovih vrsta te uzrokovati stres ER-a. Stres ER-a potom dovodi do autofagije koja moze
rezultirati u stani¢noj smrti ili diferencijaciji ovisno o stanicnom kontekstu (Rull i sur. 2010).
Proupalni citokini, medu kojima MCP1 i TNFa, induciraju MCPIP koji posreduje u
angiogenezi. Prisilna ekspresija MCPIP rezultira u znaCajnom povecanju transkripta i
proteinske razine markera stresa ER-a, BiP i IRE1. Nadalje, cijepanje markera stresa ER-a,
ATF6 dovodi do transkripcijske aktivacije seta proteina akutne faze kao $to je CRP, ve¢ dobro
poznat marker sistemskog upalnog odgovora. CRP moze izazvati poveéanu ekspresiju MCP1
receptora i tako pridonijeti upali (Roy i Kolattukudy 2012; Kolattukudy i Niu 2012). Uz sve
navedene Cinjenice poklapa se i rezultat ovog istrazivanja gdje je stres ER-a povecao ekspresiju

Mcpl mRNA u jetri miseva tretiranih tunikamicinom za 4,79 x u odnosu na kontrolu.

Infiltracija neutrofila u tkiva smatra se vaznim procesom u patofiziologiji nekoliko
akutnih 1 kroni¢nih upalnih bolesti, ukljucuju¢i ozljedu jetre u raznim tipovima bolesti jetre.
CXCL1 i njegov receptor, CXCR2, klju¢ni su u migraciji neutrofila. U jetri je Cxcll mRNA
povecana viSe od 100 X u tretmanu s nekroticnim stanicama u usporedbi s kontrolom.
Kupfferove stanice povecavaju produkciju TNFa koji aktivira NFxB u hepatocitima 1 potice ih
na proizvodnju CXCL1 prilikom stimulacije nekroti¢nim stanicama. CXCL1 stimulira i TNFa,
produkciju u stanicama tkiva koje eksprimiraju CXCR2, ukljucujuéi makrofage 1 mastocite.
(Vieira i sur. 2009; De Filippo i sur. 2013; Su i sur. 2018). Osim regrutacije i aktivacije
neutrofila, CXCL1 imaju ulogu i u aktivaciji otpustanja proteaza i ROS-a (Sawant i sur. 2016).
Masna prehrana (HFD - engl. high fat diet) i alkohol pojacavaju ekspresiju Cxcll u jetri dok
blokada CXCL1 s neutraliziraju¢im antitijelom ili delecijom gena umanjuje HFD-etanol
induciranu hepati¢nu infiltraciju neutrofila i ozljedu. Pretjerana ekspresija Cxcll pojacava
steatohepatitis u HFD miSeva. Za alkohol i HFD se zna da sinergistic¢ki induciraju nitrozativni,
stres ER-a, mitohondrijski stres i pove¢anje TLR4 u jetri. Masna prehrana u kombinaciji s
konzumacijom alkohola inducira akutnu upalu i ozljedu jetre preko povecanja jetrenih i

serumskih slobodnih masnih kiselina. Nekoliko tipova slobodnih masnih kiselina direktno
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stimuliraju Cxcll1 ekspresiju u hepatocitima. Ekspresija Cxcll i CXCR2 je povecana u jetrama
pretilih pacijenata s NASH-om (Chang i sur. 2015). Rezultati prethodnih istrazivanja poklapaju
se s rezultatom ovog istrazivanja gdje je CXCL1 u jetri miseva tretiranih tunikamicinom
povecan ¢ak 62,164 x u usporedbi s kontrolom. Ova ekspresija je viSestruko veca od ekspresije
TNFo u tunikamicinom-induciranom stresu ER-a $to bi se moglo povezati s ¢injenicom da
TNFa poveéava ekspresiju Cxcll dok Trnfa ekspresiju moze umanjiti antioksidativno djelovanje

NF«B.

Dok je uloga gore navedenih kemokina uvelike poznata, o ulozi TFF3 u jetri joS se
uvijek jako malo zna. Ekspresija Tff3 u jetri bitna je za homeostazu glukoze $to su pokazali Xue
I sur. (2013) u ob/ob miseva kod kojih je ekspresija Tff3 u jetri bila smanjena te Zhao i sur.
(2017) koji su otkrili kako GALE enzim u jetri, koji smanjuje toleranciju na glukozu, utjece na
smanjenje Tff3 ekspresije u miSeva. Nadalje, nedostatak TFF3 u organizmu utjece na sintezu i
akumulaciju masnih kiselina u jetri (Bujak i sur. 2018) a Wu i sur. (2019) pokazali su kako
TFF3 djeluje kao aktivator oksidacije masnih kiselina u jetri te da njegova prekomjerna

ekspresija stiti db/db i ob/ob miseve od jetrene steatoze.

Tunikamicinom inducirani stres ER-a u vrcastim stanicama crijeva koje sadrze velike
koli¢ine TFF33 dovodi do poremecene sinteze mucina i znacajno smanjenjena Tff3 ekspresije
(Ren i sur. 2018). TFF3 je eksprimiran i u Zu¢nim kanalima normalne ljudske jetre te mu je
ekspresija povecana u bolesnim jetrama (Brown i sur. 2005). Ekspresija Tff3 smanjenja je u
jetrama ob/ob miSeva 1 HFD miSeva, odnosno miSeva s inzulinskom rezistencijom. Pojac¢ana
ekspresija Tff3 u jetrama db/db ili pretilih miSeva inhibira ekspresiju glukoneogenskih gena
¢ime se smanjuje razina glukoze u krvi i poboljSava tolerancija na glukozu $to umanjuje
hiperglikemiju (Xue i sur. 2013). Rezistencija na inzulin i dijabetes povecavaju stres ER-a u
jetri a stres ER-a mijenja se fizioloski ovisno o dostupnosti nutrijenata. Transkripcijsko
profiliranje identificiralo je TFF3 kao jednog od nizvodnih meta GALE za koji se smatra kako
je reguliran efektorom stresa ER-a, SXBP1. TFF3 je smanjen u jetri miSeva s pojacanom Gale
ekspresijom a povecan u GaleKO jetri miSeva. Povecana ekspresija Gale u jetri pojacava
glukoneogenezu i smanjuje toleranciju na glukozu dok povecana ekspresija Tff3 u jetri vraca
toleranciju na glukozu u miSeva s prekomjernom Gale ekspresijom (Zhu i sur. 2017). TFF3
moze funkcionirati kao aktivator oksidacije masnih kiselina u jetri jer se moze vezati na
promotorsku regiju PPARa te povecati ekspresiju gena koji sudjeluju u oksidaciji masnih

kiselina. Povecana ekspresija Tff3 pojacava oksidaciju masnih kiselina u jetri i §titi db/db i
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ob/ob miSeve od steatoze jetre. Suprotno, u jetrama miSeva s utiSanim Tff3 povecani su TG koji
rezultiraju u fenotipu masne jetre. Ekspresija Tff3 je znacajno smanjena u mnogim misjim
modelima NAFLD-a a povratak Tff3 ekspresije ublazava fenotip masne jetre (Wu i sur. 2019).
U odgovoru na ishemiju miokarda ekspresija Tff3 povecava se u hepatocitima i serumu.
Njegova supresija utiSavanjem gena preko siRNA pojacava infarkt miokarda a naknadna
administracija TFF3 ga umanjuje (Liu i sur. 2012). Nadalje, TFF3 djeluje protektivno i na
mozdanu ishemiju koja u miSeva uzrokuje povecanu sekreciju TFF3 u hepatocitima i serumu.
Parcijalna hepatektomija (~60% resekcija jetre) netom nakon mozdane I/R ozljede zna¢ajno
smanjuje serumsku razinu TFF3 §to ukazuje na doprinos jetre u povec¢anju serumskog TFF3. U
usporedbi s WT misem, Tff3 7/ miSevi pokazuju znacajno viSu aktivnost kaspaze 3 i razinu
stani¢ne smrti u ishemijskoj mozdanoj ozljedi. S druge strane, intravenozna administracija
rekombinantnog TFF3 uzrokuje preokret mozdanih promjena izazvanih TFF3 deficijencijom
(Liu i sur. 2013). U ovom eksperimentu tunikamicinom tretirani WT miSevi pokazali su manju
ekspresiju ali statisticki neznaajnu. SeSelja i sur. (2019) s novim modelom Tff3 7/
C57BL&NCrI miseva pokazali su kako TFF3 deficijencija nije presudna za stres ER-a koji je

akutno izazvan tunikamicinom.
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6. Zakljucak

1. Metode detekcije specificnih citokina su uspjeSno uspostavljene te su utvrdeni
optimalni reakcijski uvjeti za detekciju gena 773, Tnfa, Mcpl i Cxcll pomocu SYBR
Green | kemije.

2. Kvantitativnom lan¢anom reakcijom polimeraze utvrdeno je kako se u jetri

C57BL6NCr] miseva mijenja ekspresija kemokina pod utjecajem tunikamicina.

3. Statisticki znacajno povecala se ekspresija Tnfa (6,6 puta), Mcpl (4,8 puta) i Cxcll

(62,1 puta) dok je razina Tff3 proteina smanjena ali bez statistickog znacaja.

4. Dobiveni rezultati su u skladu s objavljenom literaturom.
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