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Uloga HMGBI1 proteina u modifikaciji i integraciji signalnih puteva
apoptoze i autofagije u Celijama jetre pacova sa indukovanim
dijabetesom

Sazetak

Celijska smrt je jedan od uzroka patologkih promena u jetri tokom dijabetesa.
Protein koji moze imati vaznu ulogu u ovim procesima, bilo kao marker nekroze ili
aktivator signalnih puteva koji vode celijskoj smrti ili prezivljavanju, je HMGBI1. U
vancelijsku sredinu HMGB1 dospeva iz nekroti¢nih, oSteCenih celija i aktiviranih
imunskih celija. U ovoj doktorskoj disertaciji ispitivana je uloga ovog proteina u
odredivanju profila ¢elijske smrti u jetri pacova sa dijabetesom kroz njegov doprinos u
modulaciji procesa apoptoze i autofagije. Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da je
nivo HMGBI proteina u serumu i jetri pacova sa dijabetesom u korelaciji sa nivoom
osteCenja jetre i nekroze, Sto ga svrstava medu potencijalne bioloSke markere za
pracenje dijabeti¢nih komplikacija u jetri. Na aktivaciju procesa apoptoze i autofagije
HMGBI protein deluje dvojako, kroz aktivaciju nizvodnih signalnih puteva pokrenutih
interakcijama vancelijskog HMGBI1 sa TLR4 i RAGE receptorima, i kroz uticaj
citoplazmatskog HMGB1 na formiranje autofagozoma kroz interakcije sa Beklinoml.
Pokazano je da nivo vancelijskog HMGBI1 proteina i njegov doprinos profilu celijske
smrti u jetri zavisi od intenziteta prisutnog oksidativnog stresa. U uslovima
oksidativnog stresa prisutnog u nelecenom dijabetesu, HMGBI1 favorizuje puteve
apoptoze 1 doprinosi ¢éelijskoj smrti 1 oSte¢enju jetre. Smanjenjem oksidativnog stresa i
nivoa vancelijskog HMGB1 melatoninom ili etil piruvatom, favorizuje se delovanje
citoplazmatskog HMGB1 u pravcu protektivne autofagije 1 uklanjanja oStecenih
unutarcelijskih struktura. Ovi podaci ukazuju na terapeutski znacaj melatonina i etil
piruvata u regulaciji aktivnosti HMGBI1 u dijabetesu i na ulogu HMGBI1 proteina u

regulaciji i povezivanju apoptoze i autofagije.



Kljuéne re¢i: HMGBI protein, dijabetes, jetra, oksidativni stres, apoptoza, autofagija,

nekroza.

Naucna oblast: Biologija

UZa nauéna oblast: Molekularna biologija



The role of HMGBI1 protein in the modification and integration of
apoptosis and autophagy signaling pathways in liver cells of diabetic
rats

Abstract

Cell death underlies hepatic pathological changes in diabetes. HMGBI1 is a
protein with important roles in these changes, whether as a necrotic marker or a
pathway activator determining cell death or survival. HMGBI1 is released into the
extracellular space by damaged or necrotic cells and activated immune cells. The role of
HMGBI in determining the profile of cell death in the liver of diabetic rats was studied
by examining its role in the modulation of apoptosis and autophagy. The levels of
HMGBI protein in the serum and liver of diabetic rats correlate with the degree of
necrosis and liver damage, thus rendering HMGBI1 as a potential biological marker of
diabetic complications. To activate apoptosis and autophagy, HMGB1 protein acts by
stimulating downstream signaling pathways triggered by interactions of extracellular
HMGBI1 with TLR4 and RAGE receptors, and through the activity of cytoplasmic
HMGBI on the formation of autophagosomes via interaction with Beclinl, which has a
central role in autophagy. Extracellular expression of HMGBI1 and its contribution to
the cell death profile in the liver depends on the level of oxidative stress. In oxidative
stress accompanying untreated diabetes, HMGB1 promotes apoptosis and resulting liver
damage. The reduction of oxidative stress by melatonin and HMGBI release by ethyl
pyruvate stimulates the cytoprotective role of cytosolic HMGBI in autophagy activation
These results points to the therapeutic significance of melatonin and ethyl pyruvate in
the regulation of HMGBI activity in diabetes, and the role of HMGBI1 in the regulation
and interplay between apoptosis and autophagy.



Key words: HMGBI1 protein, diabetes, liver, oxidative stress, apoptosis, autophagy,
necrosis.
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1.UVOD

1.1. Diabetes mellitus

Prema Svetskoj zdravstvenoj organizaciji diabetes mellitus je metabolicki
poremecaj koga karakteriSe stanje hronic¢ne hiperglikemije uzrokovano delovanjem
genskih i mnogobrojnih faktora sredine koji najéesée deluju udruzeno (Mehnert, 1980).
Dijabetes je trenutno rangiran kao jedan od pet vodecih uzro¢nika smrti u svetu.
Prevalenca dijabetesa se brzo uvecava i svetska zdravstvena organizacije predvida da ¢e
se do 2030. god. broj obolelih od dijabetesa udvostruciti na svetskom nivou (Ozougwu i
sar., 2013).

Glavni dijagnosticki marker i uobicajena posledica neleCenog dijabetesa je
povisen nivo SecCera u krvi ili hiperglikemija. Hiperglikemija nastaje kao posledica
nedostatka hormona insulina ili izmenjenog odgovora na ovaj hormon usled cega je i
izvrSena podela dijabetesa na dva osnovna tipa: insulin zavisan dijabetes ili tip 1 (DT1)
koji nastaje usled smanjene ili potpuno obustavljene sinteze hormona insulina, i insulin
nezavisan dijabetes ili tip 2 (DT2) koji nastaje usled smanjene osetljivosti ¢elija ciljnih
tkiva na insulin (Ozougwu 1 sar., 2013). U osnovi, DT1 je autoimuno oboljenje koga
karakteriSe potpuni gubitak B ¢elija pankreasa koje proizvode insulin. Nestanak 3 ¢elija
u DT1 odvija se relativno brzo u poredenju sa smanjenjem broja funkcionalnih p ¢elija
u DT2 koga karakteriSe progresivan gubitak funkcionalnosti B ¢elija i postepeno
smanjenje njihovog broja (Cooke i Plotnick, 2008). Pored ovih osnovnih oblika poznati
su 1 drugi specifi¢ni oblici dijabetesa, poput gestacijskog dijabetesa koji se javlja tokom
trudno¢e kao posledica udruzenog dejstva nekih genetskih faktora i hormona koji
smanjuju osetljivost prema insulinu (Gilmartin i sar., 2008).

Glukoza predstavlja glavni izvor energije za Ccelije, 1 efikasan celijski
metabolizam zavisi od njene optimalne koncentracije u krvi koju reguliSe insulin.
Dejstvo insulina na brojne ¢elije, ukljucujuci nervne, misi¢ne i masne celije, kao glavne
potrosace glukoze, rezultuje apsorpcijom glukoze iz krvi. Insulin takode stimuliSe
deponovanje glukoze u jetri u vidu glikogena i sprecava oslobadanje endogene glukoze

iz ¢elija jetre kroz inhibiciju procesa razgradnje glikogena (glikogenolize) i de novo



sinteze glukoze (glukoneogeneze) iz masti 1 proteina (Meyer 1 sar., 2002). U skladu sa
tim, hiperglikemija koja nastaje kao posledica izmenjene regulacije glukoze u
organizmu predstavlja glavnu vezu izmedu dijabetesa i poremecaja koji nastaju tokom
dijabetesa, kao Sto su poremecaj u metabolizmu ugljenih hidrata, masti i proteina u
¢elijama (Giardino i sar., 1996). Kratkotrajna hiperglikemija dovodi do oste¢enja preko
mehanizma koji ukljucuje akutne promene u celijskom metabolizmu. Hroni¢no
izlaganje poviSenoj koncentraciji glukoze dovodi do kumulativnih promena kod
dugozive¢ih makromolekula u ¢eliji, koje zaostaju i nakon uspostavljene homeostaze
glukoze (Atkinson, 2012; EI-Osta i sar., 2008). Oste¢enjima na celijskom nivou
hiperglikemija uzrokuje funkcionalna 1 strukturna oSte¢enja mnogih organa i organskih
sistema. Gubitak glikemijske kontrole kod osoba koje boluju od dijabetesa povezan je
sa dugoro¢nim komplikacijama i sa povecanim rizikom od kardiovaskularnih, perifernih
vaskularnih i cerebrovaskularnih oboljenja (Paneni i sar., 2013) kao i od retinopatije,

nefropatije (Klein, 2006) i hepatopatije (Lall i sar., 2008).

AKUTNE PROMENE U ‘ ) KUMULATIVNE PROMEN
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Slika 1. Hiperglikemijom uslovljena oStecenja u ¢elijama koja vode disfunkciji organa.



1.1.1. Oksidativni stres u dijabetesu

Gotovo sav preuzet kiseonik redukcijom se u organizmu sisara prevodi u vodu
primanjem 4 elektrona od transportnog sistema elektrona u respiratornom lancu
smeStenom na unutra$njoj membrani mitohondrija (Liu i sar., 2002; Solaini i sar.,
2010). Energija oslobodena tokom ovog procesa se koristi za sintezu adenozin trifosfata
(eng. adenosine triphosphate, ATP). Transport elektrona je lanc¢ani proces koji kroz
redoks nosace respiratornog lanca (kompleksi I, TII i IV) zapocinje od vodonika i
zavrSava enzimskim kompleksom citohrom C oksidaze (Burton i Jauniaux, 2011).
Mitohondrijalni transportni lanac elektrona je jedan od najznacajnijih procesa u kome
zapocCinje stvaranje reaktivnih vrsta kiseonika (eng. reactive oxygen species, ROS).
Molekulski kiseonik, difuzno prisutan u ¢elijama, ¢vrsto je vezan za enzimski kompleks
citohrom C oksidaze. Medutim, poSto ta veza na prenosiocima elektrona koji su u
respiratornom lancu ispred sistema citohrom C oksidaze nije Cvrsta, neki od
transportovanih elektrona mogu da se prenose na molekulski kiseonik, §to dovodi do
nepotpune redukcije kiseonika i formiranja ROS. (Liu i sar., 2002; Solaini i sar., 2010;
Burton i sar., 2011).

U normalnim uslovima ¢elije neprestano proizvode ROS koje imaju vaznu ulogu
kao sekundarni glasnici u razli¢itim signalnim putevima. Medutim, njihova prekomerna
ili nekontrolisana produkcija dovodi do poremecaja u celijskom metabolizmu i do
ostecenja ¢elije (Solaini i sar., 2010; Asmat, 2016). S obzirom da su ROS nestabilni
molekuli ili delovi molekula koji imaju jedan ili vise nesparenih elektrona u spoljaSnjem
elektronskom omotacu, njihovo S$tetno delovanje potice iz potrebe da postignu
elektronsku stabilnost i zato reaguju sa prvim susednim stabilnim molekulom, uzimajuci
njegov elektron 1 stvarajuci novi slobodni radikal. Tako susedni molekul i sam postaje
nestabilan i dalje ulazi u reakcije sa drugim molekulima iz okruzenja $to dovodi do
ostecenja Celijskih komponenti (Asmat, 2016; Droge, 2002).

Hiperglikemija i nedostatak insulina, naruSavaju¢i metabolizam, stimuliSu
uvecanu proizvodnju ROS i dovode do smanjenja antioksidativne odbrane organizma
(Busik 1 sar., 2008; Brownlee, 2001). U takvim uslovima, normalna ravnoteza pro-
oksidativnog 1 anti-oksidativnog statusa celija je poremecena i dolazi do pojave
oksidativnog stresa (Busik i sar., 2008). Hiperglikemija deluje putem nekoliko

mehanizama koji indukuju pojavu oksidativnog stresa: remecenjem elektronskog



transportnog lanca u mitohondrijama §to dovodi do povecane produkcije ROS u ¢eliji;
povecanjem aktivnosti heksozamin biosintetickog puta (Brownlee, 2001; Kaneto i sar.,
2001); aktivacijom protein kinaze C (Brownlee, 2001; Inoguchi i sar., 2000; Geraldes i
King, 2010), uvecanjem sinteze poliola (Brownlee, 2001); autooksidacijom glukoze
(autooksidaciona glikacija), koja podrazumeva sposobnost glukoze da u neenzimskim
procesima reaguje sa proteinima dovodeci do redukcije molekulskog kiseonika u visoko
reaktivne produkte kiseonika (Brownlee, 2001; Yasui i Sakurai, 2000; Nowotny, 2015).
Takode, neenzimska glikacija proteina, pre svega vancelijske i unutaréelijske
superoksid dismutaze (eng. superoxide dismutase, SOD), kao i1 drugih enzima
antioksidativne zaStite rezultuje smanjivanjem njihove kataliticke funkcije (Negre-
Salvayre i sar., 2009; Yan i Harding, 1999). Smanjenje koncentracije redukovanog
glutationa zbog smanjenja aktivnosti glutation reduktaze jo$ jedna je posledica ovog
disbalansa (Robertson i Harmon, 2007). Niska koncentracija tiolnih jedinjenja, narocito
glutationa, dovodi do poremecaja u redoks c¢elijskoj signalizaciji i pozitivnoj regulaciji
aktivnosti transkripcionog faktora NF-kB (eng. nuclear factor-kappa B) odgovornog za
stimulaciju ekspresije gena ¢iji produkti odrzavaju prooksidativno stanje u celiji
(Robertson i Harmon, 2007). Oksidativna modifikacija strukturnih i funkcionalnih
metaloproteina (transferina, ceruloplazmina, SOD vodi ka njihovoj ubrzanoj razgradnji,
a oslobodeni metali, uklju¢ivanjem u Fentonovu reakciju, dovode do formiranja ROS
(Kang, 2013a; Giles i sar., 2003). Proces glikacije hemoglobina vodi ka formiranju
glikozilovanog hemoglobina (HbAlc), koji ima veliki afinitet za kiseonik i teze ga
otpusta, zbog Cega u perifernim tkivima nastaje hipoksija, ¢ime se pokrece aktivacija
ksantin oksidaze i drugih mehanizama koji iniciraju dalje stvaranje ROS (Nowotny,

2015).
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Slika 2. Mehanizmi nastanka oksidativnog stresa i ¢elijskog ostecenja tokom hiperglikemije
Pored aktivacije alternativnih puteva glukoze, hiperglikemija dovodi do oStec¢enja mitohondrija i
remecenja antioksidativne zastite, Sto rezultuje pojavom oksidativnog stresa, oSte¢enjem DNK,
lipida i posledi¢no cele ¢elije. Preuzeto i prilagodeno iz (Cilensek i sar., 2016 i iz Shimizu i sar.,
2012).

Sa jedne strane, oksidativni stres moze igrati znacajnu ulogu u nastanku
dijabetesa, odnosno biti uzrok njegove pojave vodeéi progresivnom propadanju 3 ¢elija
pankreasa zaduzenih za sintezu i sekreciju insulina, dok sa druge strane moze biti
posledica dijabeti¢nog stanja, odnosno hiperglikemije i kao takav vodi razvoju brojnih
komplikacija. ROS nastao u uslovima hiperglikemije oStecuje ¢elije na razliCite nacine.
Zavisno od intenziteta i obima, uvecana produkcija ROS moze voditi ka adaptivnom
odgovoru (indukciji antioksidativnih mehanizama odbrane) ili ozbiljnom remecenju
metabolizma celije (prekid DNK lanca, povecanje unutarcelijskog slobodnog kalcijuma,
oSte¢enja membranskih jonskih transportera i/ili drugih specificnih proteina i lipidne
peroksidacije) i posledicno aktivaciji signalnih puteva koji vode do celijske smrti
(Asmat, 2016; Brownlee, 2001).

Oksidativni stres predstavlja jedan od biohemijskih mehanizama kojim

poremeéen metabolizam glukoze ali i disregulacija Celijske signalizacije dovodi do



razvoja komplikacija u dijabetesu, indukujué¢i npr. dijabeticnu mikro i
makroangiopatiju. Upravo ove hroni¢ne komplikacije dijabetesa produbljuju hipoksiju u
perifernim tkivima i indukuju dalje generisanje ROS. Najveca oSte¢enja nastaju u onim
tkivima koja glukozu preuzimaju nezavisno od prisustva insulina, kao Sto su retina,
o¢no socivo, nervi, endotel krvnih sudova. Hiperglikemija, kod pacijenata sa DT2, utice
naroCito preko oksidativnog stresa na pojavu endotelne disfukcije, kao inicijalnog
dogadaja u razvoju ateroskleroze krvnih sudova, koja se mnogo brze razvija u odnosu
na nedijabeticare i znaCajno pogorSava nakon svakog novog izlaganja hiperglikemiji

(Asmat, 2016; Matough i sar., 2012).

1.1.2. Odabrane vrste visoko reaktivnih produkata Kkiseonika u
dijabetesu

Medu reaktivnim vrstama kiseonika koje su od posebnog znacaja za nastanak
dijabeti¢nih komplikacija izdvajaju se superoksid anjon radikal, vodonik peroksid i
hidroksil radikal.

Superoksid anjon radikal (O%) nastaje najveé¢im delom u respiratornom lancu
mitohondrija, ali moZe nastati i u okviru kraceg elektronskog transportnog lanca u
okviru endoplazmaticnog retikuluma tokom sinteze proteina (Burton i sar., 2011;
Cannio i sar., 2000). Naj¢es¢éa je produkovana vrsta slobodnih radikala u Zivim
organizmima, zbog Cega se ovaj reaktivni metabolit kiseonika uglavnom nalazi na
pocetku kaskade unutarcelijskog oksidativnog stresa (Cannio i sar., 2000). U ¢elijama je
vrlo toksi¢an za membranski sistem, jer oStecuje estarske veze izmedu masnih kiselina 1
glicerola, vode¢i ka osteéenju fosfolipida membrane. O* podleZe reakciji dismutacije u
kojoj se stvaraju kiseonik i vodonik peroksid, dok u reakciji sa vodonik peroksidom uz
prisustvo gvozda, indirektno produkuje hidroksil radikal (Fentonova reakcija). U vecoj
koncentraciji dovodi i do oStecenja DNK, lipidne peroksidacije i inaktivacije enzima
kao Sto su katalaza (eng. catalase, CAT), i glutation-peroksidaza (eng. glutathione
peroxidase, GSH-Px). U organizmu se uglavnom uklanja enzimski pomocu enzima
SOD (Noori, 2012).

Vodonik peroksid (H,O;) je najmanje reaktivan intermedijer redukcije kiseonika.
Ne poseduje nespareni elektron, pa u pravom smislu re¢i i nije slobodni radikal.

Hemijski moze nastati direktno dvoelektronskom redukcijom molekulskog kiseonika,



jednoelektronskom redukcijom 0%, ili enzimskom dismutacijom pod dejstvom SOD
(Wang i sar., 2012). Ima sposobnost da direktno oksiduje unutaréelijske komponente, a
ima i moguénost interakcije sa O, uz stvaranje visoko reaktivnog hidroksil radikala u
prisustvu gvozda (Giles i sar., 2003). Inkubacija celija sa H,O, izaziva oStecenje
¢elijske membrane i mobilisanje kalcijuma, a predstavlja i glavni oksidans koji moze da
ude u jedro i uzrokuje DNK ostecenja. Aktivnost H,O, se moze spreciti aktivnostima
CAT i GSH-Px koje ga razlazu, kao i delovanjem SOD koja uklanja O* (Noori, 2012;
Wang i sar., 2012).

Hidroksil radikal (OH") je najreaktivniji oblik ROS i u velikoj meri odgovoran za
citotoksi¢ne efekte oksidativnog stresa. Ovaj radikal ima izuzetno kratak poluzivot i
moze da interaguje sa svakim molekulom ili ¢elijskom stukturom sa kojima, ogranicen
samo brzinom svoje difuzije, moze da dode u kontakt. Vrseci oksidaciju polinezasic¢enih
masnih kiselina u bioloskim membranama, OH inicira lancani proces lipidne
peroksidacije, koji dalje vodi nastanku velikog broja slobodnih radikala. Jedan OH"
moze izazvati konverziju vise stotina molekula masnih kiselina u lipidne hidroperokside
koji dalje vode ka nastanku reaktivnijih produkata sa posledi¢nom destrukcijom
bioloskih membrana, membranskih proteina, receptora i enzima (Giles i sar., 2003).
CAT 1 helatori gvozda inhibiraju produkciju OH', pa samim tim i oSte¢enje membrane.
Lipidna peroksidacija predstavlja zavrSni stadijum oSte¢enja celijske membrane 1
dovodi do naruSavanja strukture celije Sto moze dovesti do oslobadanja celijskog
sadrzaja (Avery, 2011). Jedan od pokazatelja lipidne peroksidacije je malondialdehid
(MDA), jedan od produkata peroksidacije lipida ¢ija se detekcija veoma Cesto koristi za
odredivanje nivoa lipidne peroksidacije, odn. za procenu stepena oksidativnog stresa

(Avery, 2011).



1.1.3. Antioksidativna zastita u dijabetesu

Proces oksidativne modifikacije proteina, ugljenih hidrata, DNK i lipida, ima
bioloski karakter, ali ako se intenzivira predstavlja univerzalni mehanizam oSte¢enja
¢elije, posebno na nivou membrana. ROS ima brojne uloge u mnogim fizioloskim
procesima u ¢eliji, ali da bi se sprecilo njihovo prekomerno stvaranje, priroda je
uspostavila zastitni sistem koji je predstavljen skupom antioksidanasa u organizmu.
Prema Halliwellu i Gutteridge-u (2006) glavni kriterijum po kome neko jedinjenje
pripada antioksidativhom sistemu je sposobnost jedinjenja da u malim koncentracijama
u poredenju sa supstratom koji se oksiduje, znacajno odlozi ili spre¢i njegovu
oksidaciju. Ovom definicijom obuhvadeni su ne samo enzimi, ve¢ i neenzimske
komponente poput vitamina E, askorbata, p karotena, glutationa, i metal-vezujucéih
proteina, kao i odredene celijske organele (Halliwell i Gutteridge, 2007). Sistem zastite

od oksidacionih oste¢enja obuhvata:

1. Celijske organele (mitohondrije, lizozomi) koje odvajaju veée koli¢ine ROS od
ostatka celije ¢ime sprecavaju negativan efekat ovih molekula;

2. Celijske enzime kao §to su SOD, CAT, GSH-Px, glutation reduktaza (eng.
glutathione reductase, GR), glutation S-transferaza (eng. glutathione S-
transferase, GST)

3. Visokomolekulske endogene antioksidante (transferin, feritin, haptoglobin,
hemopeksin, albumin);

4. Niskomolekulske endogene antioksidante (glutation, vitamin C, vitamin E,
ubikvinon, [-karoteni, lipoi¢na kiselina, melatonin, bilirubin, flavonoidi,

mokracna kiselina).

Enzimi zastite od oksidativnih oStec¢enja ¢ine primarnu antioksidativnu zastitu,
dok neenzimski antioksidansi predstavljaju sekundarnu liniju odbrane. (Cadenas, 1989).
SOD je metaloprotein koji katalizuje dismutaciju O* u H,0, i molekulski kiseonik. Kod

sisara su identifikovane tri izoenzimske forme SOD:



1. Bakar, cink-zavisna SOD (CuZn SOD ili SOD1) — enzim prevashodno smesten
u citoplazmi ¢elija; najvecu aktivnost postize u mozgu, adrenalnim zlezdama,
jetri, srcu i bubrezima.

2. Mangan zavisna SOD (Mn SOD ili SOD2) — lokalizovana isklju¢ivo u
mitohondrijama aerobnih ¢elija.

3. Vancelijska SOD (eng. extracellular SOD, EC SOD ili SOD3) — ima veliki
afinitet za heparin i prvo je detektovana u humanoj plazmi, limfi, i
cerebrospinalnoj tecnosti (Fukai i Ushio-Fukai, 2011).

Osnovna bioloska aktivnost CAT 1 GSH-Px zasnovana je na razlaganju
toksicnog H,O,. CAT je prisutna u svim tkivima sisara, pri ¢emu se visokom aktivno$cu
ovog enzima posebno isticu jetra i eritrociti. U ¢elijama, CAT je pretezno lokalizovana
u peroksizomima i mitohondrijama gde katalizuje reakciju prevodenja H,O, do vode i
molekulskog kiseonika. GSH-Px je enzim koji zajedno sa GST-om i GR-om zauzima
centralno mesto u okviru glutation redoks ciklusa koji predstavlja glavni put redukcije
organskih hidroperoksida. GSH-Px katalizuje reakciju redukcije H,O, do vode ili
organskih hidroperoksida u alkohol u prisustvu redukovanog glutationa koji sluzi kao
davalac elektrona. Aktivhoséu GR vrsi se stalna regeneracija redukovanog glutationa,
budu¢i da GR redukuje oksidovani glutation u redukovani glutation uz prisustvo
redukovanog nikotinamid adenin dinukleotid fosfata (eng. nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate, NADPH). GST je multifunkcionalni enzim prisutan kod gotovo
svih aerobnih oranizama. Kod sisara je prisutan u svim tkivima, ali najvecu aktivnost
pokazuje u jetri. GST kataliSe konjugaciju redukovanog glutationa, preko sulthidrilnih
grupa, sa elektrofilnim centrima razli¢itih supstrata, koji mogu biti ksenobiotici ili
endogeni elektrofili kao i produkti oksidativnih oSte¢enja organizma. Formiranjem
konjugata nastaju hidrofilni metaboliti koji se mogu izluciti iz organizma (Ng i sar.,
2007; Beutler, 1982)

Jedan od najvaznijih neenzimskih antioksidanata, glutation, je tripeptid (gamma-
L-glutamil-L-cistein-glicin) koji mozZe da postoji u tiol-redukovanom (GSH) i disulfid-
oksidovanom (GSSG) obliku (Bridgeman i sar., 1991). Oko 95% unutarcelijskog
glutationa se nalazi u redukovanom obliku. GSH je ¢eliji neophodan u sintezi i
degradaciji proteina, formiranju dezoksiribonukleotidnih prekursora, u redukcionim

procesima, kao 1 u regulaciji aktivnosti enzima.



Mnogobrojna istrazivanja su pokazala da u dijabetesu dolazi do pada aktivnosti
antioksidativne zastite koju, pre svega, karakteriSe pad aktivnosti CAT i SOD i nivoa
GSH. Smanjena aktivnost CAT dovodi do oksidativnog stresa u § ¢elijama pankreasa i
njihovog ostecenja. Ove Celije su bogate mitohondrijama koje u ovakvim uslovima
postaju znacajan izvor ROS (Goéth i Eaton, 2000). Patel i sar (2013) su pokazali da
hiperglikemijom izazvano smanjenje aktivnosti ovog enzima u endotelijalnim ¢éelijama
dovodi do vecée produkcije H,O,, hiperpolarizacije mitohondrijalnih membrana i
smanjene espresije gena za CAT. Smanjenje aktivnosti CAT dovodi i do uvecanja DNK
ostecenja 1 povecane aktivnosti apoptotskih signalnih puteva u ¢elijama srca pacova sa
eksperimentalno izazvanim dijabetesom (Ivanovi¢-Mati¢ 1 sar., 2014). Pad nivoa i
aktivnosti SOD u krvi i dijabeti¢nim tkivima opisan je u brojnim radovima (Cilensek i
sar., 2016). Kim (2013) je pokazao da i kozu dijabeticara odlikuje mala koli¢ina
vancelijskog SOD, i zakljucio da je ova izoenzimska forma SOD odgovorna za njen
izmenjen metabolicki status. Smanjena aktivnost SOD opisana je i kod jetre pacova sa
dijabetesom (Manna i sar., 2010). Takode, pokazano je da smanjena aktivnost ovog
enzima u bubrezima doprinosi razvoju dijabeti¢ne nefropatije (Fujita i sar., 2009).
Smanjenje nivoa GSH smatra se jednim od bitnih faktora koji doprinose oksidavnim
ostecenjima DNK u dijabetesu (Dinger i sar., 2002). Abnormalni GSH status je ukljucen
u disfunkciju B celija pankreasa i1 patogenezu dijabeti¢nih komplikacija. Najcesce
opisane posledice smanjenja GSH/GSSG odnosa u dijabetesu su pojava hiperlipidemije,

inflamacije i narusen antioksidativan profil (Das i sar., 2012).

1.1.4. Poremecaji jetre tokom dijabetesa

Kao jedan od ciljnih organa delovanja insulina, jetra zauzima vazno mesto u
regulaciji homeostaze glukoze i medu prvim organima trpi posledice poremecaja
metabolizma ovog Secera (Leclercq i sar., 2007). Tokom dijabetesa, usled izostanka
insulinske signalizacije, jetra ne preuzima visak glukoze iz krvi, a sa druge strane nije u
stanju da registruje prisutnu hiperglikemiju i dodatno oslobada glukozu u cirkulaciju
kroz procese glikogenolize i glukoneogeneze. Poremeceni metabolizam glukoze dovodi
do oStecenja ovog organa usled aktivacije alternativnih puteva metabolizma glukoze i
pojave oksidativnog stresa u samim celijama jetre. Takode dolazi i do pojaCanog

preuzimanja slobodnih masnih kiselina iz krvi i sinteze triglicerida koji se akumuliraju u
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jetri (El-Kadek 1 El-Dan Ashmawy, 2015). Porast u koncentraciji triglicerida dovodi do
pojave mitohondrijalnog oksidativnog stresa i pojacane produkcije ROS u ¢elijama jetre
(Garcia-Compean i sar., 2009). Poznato je da sinteza ROS od strane aktiviranih
Kupferovih ¢elija jetre tokom odgovora na infekciju ima vaznu ulogu u osStecenju jetre
tokom dijabetesa, Sto smanjuje funkcionalnost ovog organa (Wei i sar., 2010). Medutim,
istrazivanja su pokazala da pored imunskih celija i parenhimske ¢éelije jetre doprinose
nastanku oksidativnog stresa tokom razlicitih patoloSkih stanja usled uvecane
produkcije ROS od strane oSte¢enih mitohondrija. (Bhogal i sar., 2010). Osobe sa
dijabetesom su usled ovakvih poremecaja u funkcionalnosti jetre podloZnije riziku

oboljevanja od hepatitisa, ciroze, karcinoma jetre i masne jetre (Lall 1 sar., 2008).

~| Nedostatak
insulina ili
insulinska

rezistencija

Hiperglikemija

|

|DNK ostecenjal
Oksidacija lipida

Ostecenje
mitohondrija

| Masna jetra

2 | N |

‘ ~— Inﬂa‘macija

* " |

[ Ciroza jetre |¢-eeemeeeee|__ Hepatitis | Rarcinonm
: jetre

Slika 3. Mehanizmi preko kojih oksidativni stres u dijabetesu dovodi do razlic¢itih bolesti jetre.
Preuzeto i prilagodeno iz (Li i sar., 2015).

Oksidativni stres koji nastaje u uslovima hiperglikemije dovodi do oksidativnih
promena u ¢elijama jetre i na nivou nukleinskih kiselina (DNK), kao i lipida i proteina
(Asmat, 2016). Oste¢enja DNK predstavljaju najozbiljniju posledicu oksidativnog stresa
u celiji jer mogu dovesti do pojave mutacija i genske nestabilnosti. Prekomerna
produkcija ROS dovodi do DNK osteéenja bilo direktnim putem kroz interakciju sa
bazama i formiranja oksidovanih produkata ili indirektno formiranjem lezija i prekida u

okviru DNK lanca (Imlay i sar., 1988). Najbolje opisana promena DNK uslovljena
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prisutnim oksidativnim stresom u celiji jeste oksidacija guanina koji je zbog svog
niskog redoks potencijala vrlo podlozan oksidativnim promenama. Glavni proizvodi
oksidacije su 8-hidroksiguanin i 8-hidroksiguanozin. Obe forme su vrlo mutagene i vrlo
kancerogene i mogu se upariti i sa cisteinom i sa adeninom formiraju¢i GC i AT zamene
u DNK lancu (Park i sar., 2001). ROS dovode i do ostecenja mitohondrijalne DNK
(mtDNK) ¢ime se naruSava transkripcija mtDNK i sinteze izmenjenih proteina koji
ulaze u sastav kompleksa mitohondrijalnog elektronskog transportnog lanca. To dovodi
do formiranja disfunkcionalnih mitohondrija koje pojacanu sintetiSu i oslobadaju ROS,
Sto vodi ka daljim oStecenjima ovih organela i cele celije 1 odrZavanja oksidativnog
stresa, sa Celijskom smréu kao krajnjim ishodom (Lenaz, 2012). Kako celije jetre
poseduju veliki broj mitohondrija jasno je da promene u funkcionalnosti ovih organela
znacajno doprinose osStecenjima celija jetre i remete funkcionalnost ¢itavog organa
tokom dijabetesa. (Lenaz, 2012; Degli Esposti i sar. 2012).

Proteini u ¢éelijama jetre takode trpe promene uslovljene oksidativnim stresom
koje dovode do inhibicije njihove aktivnosti, poja¢ane osetljivosti ka agregaciji,
otpornosti na proteolizu i umanjenog ili uve¢anog transporta iz i u ¢elije jetre (Yagmur
i sar., 2006; Ahmed i sar., 2004). Cistein i metionin su dve amino kiseline koje su
najosetljivije 1 mogu biti modifikovane od strane svih reaktivnih vrsta kiseonika
(Witko-Sarsat 1 sar., 1998). Kako cistein ulazi u sastav mnogih metabolickih enzima,
kinaza, fosfataza kao i regulatornih proteina, oksidativne modifikacije cisteina mogu
znacajno da izmene funkcije proteina u celiji (Witko-Sarsat i sar., 1998; Zuwata-
Jagielto i sar., 2009). Razli¢ite studije su pokazale da jetra ima znacajnu ulogu i u
uklanjanju oksidovanih proteina i da je nivo produkata oksidacije proteina
proporcionalan stepenu ostecenja jetre (Zuwata-Jagietto i sar., 2009).

ROS dovode i do promena u lipidima formirajuci produkte lipidne peroksidacije.
Kako je najveca koncentracija lipida u ¢elijskoj membrani, njihova oksidacija znacajno
naruSava integritet same Celije. (McAnuff i sar., 2005). Razli¢iti aldehidi koji
predstavljaju derivate lipidnih peroksida mogu biti indirektni pokazatelj kolicine
produkata lipidne peroksidacije jer ukazuju na stepen ostecenja usled oksidativnog
stresa, 1 na nivou tkiva i na nivou celija. Ovi aldehidi imaju duzi polu-zivot od vrlo
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, mogu slobodno cirkulisati kroz krvotok ili se inkorporirati

u lipoproteine menjaju¢i na taj nacin njihovu strukturu i funkiju. Produkti lipidne
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peroksidacije dovode do znacajnog uvecanja u MDA i reaktivnim supstancama
tiobarbituralne kiseline u jetri ljudi koji boluju od dijabetesa. Formiranje ovih produkata
menja propustljivost celijske membrane i dovodi do oSteCenja membranskih
komponenti. Takode, utice i na membranske enzime i aktivnost membranskih receptora
i dovodi do inflamacije i na kraju do ¢elijske smrti nekrotskim putem (McNuf i sar.,
2003).

Oksidativni stres kroz osteéenja na nivou DNK, proteina i lipida dovodi do
razliCitih poremecaja u ¢elijskom metabolizmu §to za posledicu moze imati poremecenu
proliferaciju ¢éelija jetre kao i ¢elijsku smrt. Ovi dogadaji leze u osnovi svih patoloskih

promena morfologije i funkcije jetre tokom dijabetesa (Garcia-Compean i sar., 2009).

1.2. Tipovi Celijske smrti

Smrt ¢elija moze da nastane delovanjem patoloskih cinilaca, kao $to su razli¢iti
fizicki 1 hemijski agensi, mikroorganizmi, ili usled nedostatka neophodnih nutrienata,
kada nastupi nepovratno ostecenje Celije. Medutim, pored ovakve izazvane, ,,slucajne”
smrti ¢elija, postoji i fizioloSka smrt ¢elija koja se zapaza u toku embrionalnog razvica,
tokom procesa diferencijacije i u procesima razvoja i regulacije imunskog sistema.
Komitet za nomenklaturu ¢elijske smrti (eng. the nomenclature committee on cell death,
NCCD) je 2009. god dao predlog da se ¢elija moze smatrati mrtvom ako pokazuje neki
od slede¢ih biohemijskih ili morfoloskih kriterijuma: i) gubitak integriteta celijske
mebrane, ii) fragmentaciju jedra i Citave Celije i formiranje diskretnih (apoptotskih)
telaSaca, i/ili iii) da je telasce ili fragmenti celije u in vivo sistemu, obuhvaéeno
susednom éelijom (Kroemer i sar., 2009). Celijska smrt se moze klasifikovati na osnovu
1) enzimoloskih kriterijuma — na smrt sa ili bez ucesc¢a nukleaza ili razli¢itih proteaza
poput kaspaza, kalpaina, katepsina i transglutaminaza; ii) sa funkcionalnog aspekta — na
programiranu ili nasumicnu (fiziolosku ili patolosku); iii) na osnovu imunoloskih
karakteristika — na imunogenu 1 neimunogenu. Na osnovu morfoloskih karakteristika,
smrt ¢elija se deli na tri tipa: tip I ¢elijsku smrt ili apoptozu, tip II ili autofagiju i ¢elijsku
smrt tipa III ili nekrozu (¢elijsko ubistvo). Dok se nekroza ispoljava u ekstremnim
nefizioloSkim uslovima, apoptoza i autofagija javljaju se u toku fizioloskih i u toku
patoloskih uslova. Osnovna razlika medu njima ogleda se u ¢injenici da tokom apoptoze

1 autofagije celija aktivno ucestvuje, odnosno da je za njihovo odvijanje potrebna
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energija, dok je nekroza pasivan tip ¢elijske smrti, koji nastaje usled kolapsa ¢elijskih
homeostatskih mehanizama. Zbog toga se za apoptozu i autofagiju ¢esto koristi termin
programirana smrt celija ili ¢elijsko samoubistvo. Medutim sve je vise dokaza koji
govore u prilog tome da i nekroza moze biti programirana. Kaskada biohemijskih
procesa je primeéena kod razli¢itih modela nekroze sugeriSu¢i postojanje
programiranog mehanizma u ¢eliji koja umire nekrozom. Iako ne postoji jasan
konsenzus, neki autori su predozili termin “nekroptoza” za ovaj vid kontrolisane
nekroze (Dunai i sar., 2011). Inhibicija odredenih enzima i procesa u samoj ¢eliji mogu
da zaustave nekrotske promene, Sto svedoc¢i u prilog da ti enzimi i procesi igraju aktivnu
ulogu u nekrozi. Konacno, inhibicija kaspaza, glavnih proteolitickih enzima apoptoze,
moze da dovede do promene éelijske smrti apoptozom u nekrozu ili u celijsku smrt

izazvanu autofagijom (Zieger i Groscurth, 2004).

Tipovi Geliske
smrti
/ Regulisana
celijska smit

ramirana |

Slika 4. Tipovi celijske smrti.Kod ¢éelija koja su izlozene ekstremnim uslovima sredine dolazi
do brzog gubika strukture i nekontrolisanog procesa umiranja koji se jo$ naziva i slucajna
¢elijska smrt. Sa druge strane, ¢elijska smrt moze biti genski kontrolisan proces i kao takva se
naziva regulisana celijska smrt. Termin programirana celijska smrt je podtip regulisane celijske
smrti. Preuzeto i prilagodeno iz (Galluzzi i sar., 2015).

Prema NCCD okarakterisani su i atipi¢ni modeli smrti ¢elija :

»Nekroptoza®™ (necroptosis), prvootkriveni programiran tip nekroze. Nekroptoza
predstavlja zastitni mehanizam celije od virusne infekcije omogucavajuci programiranu
¢elijsku smrt nezavisno od aktivacije kaspaza (Berghe i sar., 2014). Nekroptoza takode
predstavlja znacajan faktor u inflamatornim bolestima kao §to je Kronova bolest,

pankreatitis i sr¢ana insuficijencija. Aktivaciju ovog tipa regulisane nekroze indukuje
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faktor nekroze tumora a (eng. tumor necrosis factor a, TNFa). Signalni put nekroptoze
opisan je nakon otkrica protein kinaza ~ RIPKI1 (eng. receptor interacting
serine/threonine-protein kinase 1), i RIPK3 (eng. receptor interacting serine/threonine
kinase 3) koje su krucijalne za TNFa indukovanu regulisanu nekrozu (Holler i sar.,
2000). Produkcija TNFa tokom virusne infekcije stimuliSe TNFa receptor 1 (TNFR1).
Nakon vezivanja TNFa za receptor, TNFR1 pridruZen protein smrti aktivira i signalizira
RIPK1 proteinu koji regrutuje RIPK3 ¢ime se formira kompleks poznat joS i kao
nekrozom (Berghe i sar., 2014). Nekrozom zatim aktivira pro-nekroptotski protein
MLKL (eng. mixed lineage kinase domain-like protein) tako Sto ga fosforiliSe. MLKL
dovodi do nekroptoze tako S§to se ugraduje u lipidni dvosloj ¢elijske membrane 1
membrane organela Sto dovodi do oslobadanja c¢elijskog sadrzaja u vancelijski prostor
(Su i sar., 2014) i do ¢elijske smrti nekrotskog fenotipa.

,LParaptoza® (paraptosis) je tip programirane celijske smrti koji je indukovana
aktivacijom IGFIR (eng. insulin growth factor 1 receptor), i karakteriSe je izrazena
vakuolozacija citoplazme, bubrenje mitohondrija i endoplazmati¢nog retikuluma.
Proces se odvija u odsustvu kondenzacije hromatina i degradacije DNK, §to predstavlja
morfoloske odlike nekroze (Gibson i Kraus, 2012). Medutim, ovaj tip celijske smrti
karakteriSe translokacija jednog od fosfolipida, fosfatidilserina sa citoplazmati¢ne strane
na spoljasnju stranu celijske membrane (Andrabi i sar., 2008). Ova translokacija je
jedan od osnovnih biohemijskih markera apoptoze i predstavlja signal za fagocitozu §to
nije karakteristicno za tipicnu nekrotsku celiju. Nekrotske ¢éelije se mahom uklanjaju
pinocitozom ¢ime se omogucava smrt Celije bez propratne inflamacije. Smatra se da
paraptoza predstavlja neinflamatorni oblik ¢elijske smrti sa nekrotskim fenotipom
umiruce celije.

“Piroptoza” (pyroptosis) je vid celijske smrti monocita, makrofaga i dendritskih
¢elija inficiranih razli¢itim mikrobioloskim patogenima (Brennan i Cookson, 2000). Do
piroptoze dolazi usled stvaranja osmotskog pritiska od strane formiranih pora u
¢elijskoj membrani Cije je formiranje zavisno od prisustva aktivirane kaspaze 1. Za
kaspazu 1 je poznato da ne ucestvuje u procesu apoptoze ve¢ u imunskom odgovoru.
Ove pore dovode do promene u gradijentu Celijske membrane jer rasipaju celijske jone
¢ime se menja osmotski pritisak §to dovodi do brzog pucanja same ¢elije i izlivanja

sadrzaja u vancelijsku sredinu (Fink i Cookson, 2006)
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“Pironekroza” (pyromecrosis) je nekroticna smrt makrofaga inficiranih sa
Shigella-om koja se razlikuje od piroptoze po tome $to ne zahteva aktivaciju kaspaze 1
ali zavisi od proteina ASC (eng. apoptosis-associated speck-like protein) koji ulazi u
sastav inflamazoma, kao i od lizozomalnog proteina katepsina B. Kao rezultat aktivacije
pironekroze dolazi do aktivne sekrecije kasnih proinflamatornih citokina iz ¢éelija koji
dovode do pojave inflamacije (Dunai i sar., 2011).

“Mitotska katastrofa” (mitotic catastrophe) se deSava tokom ili neposredno
nakon neregularne mitoze, a moze voditi i u apoptozu i u nekrozu.

“Anoikis” (anoikis) je tip smrti Celije uzrokovane gubitkom njenih veza sa
okolnim ¢elijama, 1 ima identi¢ne molekularne mehanizme kao apoptoza.

“Ekscitotoksicnost” (excitotoxicity) je smrt ¢éelija specifican za neurone koji
nastaje usled dejstva ekscitatornih aminokiselina i preopterecenja citoplazme neurona
jonima kalcijuma. KarakteriSe je aktivacija signalnih puteva smrti celije koji se
poklapaju sa nekrozom ili apoptozom.

,Entoza“(entosis) je oblik ¢Eelijskog kanibalizma gde ¢elija obuhvati susednu

vitalnu ¢eliju koja na kraju umire unutar fagozoma (Kroemer i sar., 2009).

1.2.1. Klini¢ke implikacije ¢elijske smrti

Povreda ¢elija, nastala kao posledica delovanja bilo fizickih, biohemijskih ili
bioloskih agenasa ili zbog nedostatka vitalnih supstanci, indukuje ekspresiju gena ciji su
produkti aktivni u procesu adaptacije na nastali stres. Interakcijom delovanja
aktiviranog akutno faznog odgovora, proteina toplotnog stresa i antioksidativnih
mehanizama odreduje se sudbina delije. Unutarcelijski odgovor na povredu vodi
odredenim genskim ekspresijama koje su obic¢no specificne za tip ¢elija i povredu. Ovi
¢elijski odgovori su uglavnom citoprotektivni ali mogu stimulisati pojavu apoptoze
zavisno od intenziteta stresogenog signala. Ukoliko je intenzitet stresogenog stimulusa
toliko jak da utice na veliki broj celija, tada moze doéi i do nekroze sa prate¢im
inflamatornim odgovorom. Iz ovoga proizilazi da naruSavanje kontrolnih mehanizama
ovog sistema moze dovesti do pojave bolesti (Kam i Ferch, 2000).

Poznato je da redukujuéi agensi, antioksidanti, antitela naspram TNF, steroidni

antagonisti 1 inhibitori proteinske sinteze mogu regulisati apoptozu. Visegodi$njim
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istrazivanjima otkriveni su molekularni mehanizmi ukljuceni u poremecaje apoptoze i
oni sugeriSu da su mnoga hroni¢na oboljenja, poput kancera kao i poremecaji nastali
tokom fetalnog razvoja, posledica poremecene apoptoze i ¢elijskog prezivljavanja
(Thompson, 1995). Smanjena apoptoza koreliSe sa pojavom kancera, autoimunskim
poremecajima i virusnim infekcijama, dok je stimulacija apoptoze uocena u ishemi¢nim
tkivima 1 dovodi se u vezu sa kardiovaskularnim bolestima, infarktom miokarda,
Slogom, neurodegenerativnim bolestima (Parkinsonovom i Alchajmerovom bolesti) i
sepsom (Saikumar i sar., 1998; Iwahash i sar., 1997). Apoptoza je odgovorna za smrt
¢elija u razvicu, odrzavanje homeostaze tkiva, za atrofiju indukovanu endokrinim i
drugim stimulusima i za negativnu selekciju u imunom sistemu. Mnogi terapeutski
agensi primenjeni za leCenje kancera ispoljavaju svoje efekte kroz inicijaciju apoptoze
(Kam i Ferch, 2000). Takode, ROS poput O, H,0,, organskih peroksida i drugih
radikala, su vazni fizioloski efektori apoptoze (Circu i Aw, 2010). Apoptoza je bitna i za
odrzavanje normalnog funkcionisanja epitela creva (Hildeman i sar.,, 2003).
Deregulisana apoptoza je uocena u brojnim patoloskim stanjima gastrointestinalnog
trakta, poput ishemije/reperfuzuje, autoimunskih bolesti jetre, u hronicnom virusnom
hepatitisu, cirozi jetre i kanceru jetre (Wang i Lin, 2013). Zbog toga se javlja sve veca
potreba za boljim razumevanjem molekularnih dogadaja koji leze u osnovi kontrole i
odvijanja procesa apoptoze, ali i autofagije kojoj se poslednje decenije pridaje sve veca
paznja. Razlog lezi u tome Sto autofagija moze imati privremeno i zastitini efekat u
odgovoru na delovanje stresogenog stimulisa a sa druge strane moze biti 1 oblik ¢elijske
smrti 1 sve je viSe dokaza koji govore u prilog njene povezanosti sa apoptotskim

dogadajima u istoj ¢eliji.

1.2.2. Molekularna osnova procesa apoptoze

Odigravanje apoptoze se odvija kroz niz molekularnih dogadaja koji vode
¢elijskoj smrti uz izostanak inflamacije. Pre nego Sto celija odgovori na stimulus
apoptozom u njoj se deSavaju karakteristicne promene. U ranoj fazi ¢elijska piknoza je
vidljiva pod svetlosnim mikroskopom; celija se smanjuje, citoplazma postaje gusca i
ispunjena organelama koje su naizgled normalne, hromatin je kondenzovan. Celije

nastavljaju da se odupiru promenama i pakuju se u formaciju koja ¢e biti fagocitirana od
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strane makrofaga. Stoga, apoptotska celija podvrgava membranu karakteristicnim
promenama npr. translokaciji fosfatidilserina sa unutrasnje na spoljaSnju stranu
membrane omogucéavajuéi rano prepoznavanje takve ¢elije od strane okolnih makrofaga
Sto omogucava brzo uklanjanje ¢elije (Elmore, 2007). Na povrsini celije se pojavljuju
loptaste evaginacije, a u citoplazmi dolazi do degradacije proteina. Sav genetski
materijal se cepa na male fragmente DNK duzine 50 do 300 baznih parova, Citava celija
se raspada na mala, membranom obmotana telasca sa ili bez hromatina - apoptotska
tela, koja ¢e konacno biti fagocitirana od strane makrofaga ili okolnih ¢elija (Bortner i

sar., 1995).
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Slika 5. Morfoloske odlike apoptoze.Razlicite faze apoptotske Ccelijske smrti zapocinju
smanjenjem celije i kondenzacijom hromatina koja je pracena pupljenjem celijske membrane.
Promene se nastavljaju u pravcu raspadanja Celije i formiranja apoptotskih tela koja se zatim
uklanjaju od strane aktiviranih makrofaga. Izostanak oslobadanja sadrzaja ¢elije u spoljasnju
sredinu rezultuje u izostanku inflamacije. Preuzeto i prilagodeno iz (Abou-Ghalil i Johnny
Stiban, 2015).
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Slika 6. Elektromikrografski prikaz procesa apoptoze celije.(A); kariopiknoza (B); membrane

formira nabore, vakuole i ekstenzije (C); odvajanje apoptotskih telasaca (D, *); (E) Izgled
¢elije u kasnoj apoptozi. Preuzeto i prilagodeno iz (Bastian i sar., 2013).

Centralni dogadaj, ili tacka bez povratka u odigravanju apoptoze, jeste aktivacija
proteolitickog sistema kaspaza. Kaspaze ¢ine grupu aspartat specificnih cistein proteaza
i prisutne su u gotovo svim celijama u neaktivnoj formi proenzima odnosno kao
prokaspaze (Hengartner, 2000). Jednom aktivirane, seCenjem u okviru unutrasnjeg
proteolitickog mesta, ¢esto mogu aktivirati druge prokaspaze, Sto omoguéava aktivaciju
proteoliticke kaskade. Ova kaskada pojacava apoptotski signalni put i vodi do brze
¢elijske smrti (Hengartner, 2000). Iako su svi ¢lanovi familije kaspaza sline u
aminokiselinskoj sekvenci znacajno se razlikuju prema svojim fizioloskim ulogama. Do
danas, identifikovane subfamilije kaspaza su po svojoj bioloskoj ulozi podeljene na
inflamatorne (kaspaze 1,4, 51 13) i apoptotske (kaspaze , 3, 6, 7, 8, 7, 91 10). U okviru
apoptotskih razlikuju se inicijatorske kaspaze (kaspaza 2, 8, 9, 10), koje su odgovorne
za pokretanje kaskadne reakcije aktivacije kaspaza, i efektorne kaspaze (kaspaza 3, 6, 7)
koje proteoliticki seku celijske substrate (Kang i sar., 2002; Hu i sar., 1998).

Aktivacija apoptoze moze biti uslovljena razli¢itim stimulusima. Odgovor celije
na apoptotski signal zavisi od mnogih faktora a pre svega od vrste i jacine stimulusa,
odnosa pro- i anti-apoptotskih proteina, kao i faze ¢elijskog ciklusa (Wang i sar., 2013).
Ulazak celije u apoptozu moze biti posledica vezivanja nekog vancelijskog signala
(najcesce su to specificni liganidi) za komplementarne receptore na ¢elijskoj membrani,
nazvane receptorima smrti, koji dovode do aktivacije spolj$njeg puta apoptoze (Wang i
sar., 2004). Apoptozu mogu izazvati i unutarcelijski signali koji mogu biti negativni

(nedostatak faktora rasta, hormona, citokina i sli¢no) ili pozitivni (prisustvo DNK
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oStecenja, proteina sa neregularnom konformacijom ili agregacija proteina toksina,
virusa, kiseoni¢nih radikala). Ove signale primaju proteini u kompleksu
mitohondrijalnih pora i kao rezultat toga u citoplazmu izlaze proapoptotski faktori
(citohrom C i dr.). Pod uticajem tih faktora, u citoplazmi se pokrece aktivacija enzima
proteaza i kaspaza. Kaspaze odlaze u jedro gde zajedno sa endonukleazama cepaju
molekul DNK na fragmente, $to omogucava i morfolosku detekciju apoptoze. Ovi
dogadaji ¢ine okosnicu unutrasnjeg puta aktivacije apoptoze (Wang i sar., 2005; Saelens

i sar., 2004).

PUTEVI APOPTOZE

Spoljasnji put . Unutrasnji put
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Slika 7. Spoljasnji 1 unutra$nji put aktivacije apoptoze. Preuzeto i prilagodeno iz (Cuda i sar.,
2016).
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1.2.2.1. Spoljasnji put aktivacije apoptoze

Spoljasnji put apoptoze pokrece se preko receptora smrti koji se prostiru kroz
¢itavu Celijsku membranu, od njene spoljasnje do unutrasnje strane. Pripadaju porodici
TNF receptora (TNFR). Delovi receptora smrti smesteni u citoplazmi su veoma znacajni
u prevodenju signala iz spoljasnje sredine u ¢eliju i odpocinjanje apoptoze (Locksley i
sar., 2001). Zbog toga su ti citoplazmatski delovi oznaceni kao domeni smrti. Tokom
prevodenja vancelijskog signala prvi protein koji se pri tome aktivira jeste kaspaza 8
koja zatim izaziva kaskadnu aktivaciju drugih kaspaza. Naime, kada se specifi¢ni ligand
veze za TNF receptor {TNGa, FasL} dolazi do konformacione promene domena smrti
koji regrutuje razliCite apoptotske proteine i formira se signalni proteinski kompleks
koji indukuje smrt (eng. death-inducing signaling complex, DISC) (Ashkenazi i Dixit,
1998). DISC dovodi do autokataliticke aktivacije prokaspaze 8 koja aktivira efektorsku
kaspazu 3 nakon cega dolazi do apoptoze (Kischkel i sar., 1995). Neki od poznatih

liganata i njihovih receptora prikazani su u Tabeli 1.

Tabela 1. Ligandi i receptori spoljasnjeg puta aktivacije apopotoze

Ligandima indukovana apoptoza

Ligand Receptor
FasL Fas (CD9))
TNF TNFR

TRAIL TRAILR(DR4)

Najpoznatiji  ligandi koji vezivanjem za svoje receptore indukuju proces
apoptoze, predstavljaju TNFa (ligand za TNFR1 receptor) i Fas ligand (za receptor Fas
poznat i pod nazivima CD95 i APO-1). Vezivanje TNFo na TNFRI1 rezultuje
trimerizacijom Sto vodi ka vezivanju intracelularnog adaptornog molekula TRADD
(eng. tumor necrosis factor receptor type l-associated death domain protein) preko
interakcija sa domenom smrti. TRADD angazuje razliCite proteine na aktivirane
receptore. Angazovanje TRAF2 (eng. TNF receptor-associated factor 2) vodi ka
aktivaciji NFkB i JNK (eng. c-Jun N-terminal kinase) signalnog puta. Adaptorni protein

FADD (eng. fas-associated protein with death domain) je i direktno angazovan na Fas
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receptoru koji je do sada najviSe istrazen. Njegov ligand - transmembranski protein
CD95L ili FasL, moze biti u solubilnoj formi ili vezan za membranu. Najverovatnije je
da oba ova oblika CD95L-a mogu uputiti ¢eliju u apoptozu (Kataoka i sar., 1998).

Fas/CD95, prokaspaza 8 (neaktivan oblik kaspaze 8 koja je protein adaptor za
CD95) 1 CAP3 (za sada joS nepotpuno okarakterisan protein) ucestvuju u formiranju
DISC-a . Prokaspaza 8 je heterotetramer, ona se autokataliticki cepa i aktivira u DISC-u,
pri ¢emu se aktivne subjedinice pl10 i p18 oslobadaju u citoplazmu. Pretpostavlja se se
da upravo ove aktivirane subjedinice iniciraju seriju proteoliza §to dovodi do izvrSenja
apoptoze. Poznat je i TRAIL (eng. TNF related apoptosis inducing ligand, TRAIL)
ligand ¢ij1 su receptori DR4 1 DRS.

1.2.2.2. Unutra$nji put aktivacije apoptoze

Unutrasnji put aktivacije apoptoze ukljucuje Sirok spektar nereceptornih
stimulusa koji preko mitohondrija kao glavnih organela u ovom procesu dovode do
¢elijske smrti. Unutaréelijski stimulusi dovode do promena na unutrasnjoj
mitohondrijalnoj membrani §to rezultuje otvaranjem mitohondrijalne permeabilizacione
pore, gubitka mitohondrijalnog transmembranskog potencijala i oslobadanje dve glavne
grupe pro-apoptotskih proteina iz unutarmembranskog prostora u citoplazmu (Du i sar.,
2000).

Prvu grupu ¢ine citohrom C, Smac/DIABLO 1 serin proteaza HtrA2/Omi. Ovi
proteini aktiviraju kaspazno-zavisni mitohondrijalni put apoptoze. Citohrom C vezuje i
aktivira Apaf-1 kao i prokaspazu 9 ¢ime se forimira ,,apoptozom® (Chinnaiyan i sar.,
1999). Smac/DIABLO i HtrA2/Omi promoviSu apoptozu kroz inhibiciju anti-
apoptotskih proteina (Schimmer, 2004). Formirani apoptozom aktivira efektorsku
kaspazu 3 §to omogucava odigravanje apotoze.

Druga grupa pro-apoptotskih proteina, AIF (eng. apoptosis inducing factor),
endonukleaza G (EndoG) i CAD (eng. caspase-activated dnase, CAD) se oslobadaju iz
mitohondrija tokom apoptoze, ali ovo je kasni dogadaj koji se deSava nakon Sto celija
odluc¢i da umre. AIF se translocira u jedro gde dovodi do DNK fragmentacije i do
kondenzacije hromatina (Joza i sar., 2001). EndoG se takode translocira u jedro gde

seCe hromatin i formira oligonukleozomalne DNK fragmente (Li i sar., 2001). AIF i
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EndoG funkcionisu nezavisno od kaspazne aktivnosti. CAD se nakon secenja od strane
kaspaze 3 translocira u jedro i fragmentise DNK.

Rezultati eksperimentalnih istrazivanja na brojnim razli¢itim model sistemima su
pokazali da je proces apoptoze regulisan znacajnim brojem unutaréelijskih regulatora,
tzv. modulatora apoptoze. Proteini familije Bcl-2, protein p53, proteinski produkti
odredenih onkogena i gena regulatora celijskog ciklusa, zatim citohrom C, razni
transkripcioni regulatori, odredene klase fosfataza i kinaza predstavljaju samo neke od

poznatih modulatora ovog procesa (Elmore, 2007).

1.2.2.3. Uloga proteina familije Bcl-2 u regulaciji procesa apoptoze

Proteini Bcl-2 familije klju¢ni su unutaréelijski regulatori procesa apoptoze
(Cory i Adams, 2002). Prvootkriveni ¢lan familije Bcl-2 bio je protein Bcl-2 (eng. B-
cell leukemia/lymphoma 2). Bel-2 je unutarcelijski protein lokalizovan u membranama
mitohondrija, endoplazmati¢nog retikuluma i u spoljasnjoj membrani jedra. Nakon
proteina Bcl-2, otkrivena je Citava familija homolognih proteina od kojih neki imaju
stimulatorni, a drugi inhibitorni efekat na proces apoptoze. Kao interagujuéi partner
proteina Bcl-2, prvo otkriveni pro-apoptotski homolog bio je protein Bax (eng. Bcl-2-
associated X protein). To je unutaréelijski protein pretezno lociran u citoplazmi.
Clanovi Bcl-2 familije poseduju barem dva konzervirana Bcl-2 homologa domena. Ovi
im domeni omogucéavaju interakcije kako medusobno tako i sa drugim ¢lanovima
familije (Hockenbery i sar., 1991). Neki od anti-apoptotskih ¢lanova su Bel-2, Bel-XL,
Bcl-Xs, BAG a od pro-apoptotskih Bax, Bak, Bid, Bik. Znac¢ajnost ovih proteina se
ogleda u tome $to njihov balans u ¢eliji odlucuje o senzitivnosti ¢elije na apoptotski
stimulus i1 aktivaciju unutrasnjeg puta apoptoze (Cory i Adams, 2002). Glavni
mehanizam regulacije apoptoze od strane Bcl-2 familije jeste kontrolisanje oslobadanja
citohroma C iz mitohondrija usled promena u propustljivosti membrane ovih organela.
Pro-apoptotski Bcl-2 proteini su lokalizovani u citoplazmi gde reaguju kao senzori
celijskog stresa ili oSteCenja. Pro-apoptotski proteini Bax i Bak (eng. Bcl-2
antagonist/killer) koji poseduju tri Bcl-2 domena, su kritiéni faktori uveéanja
propustljivosti mitohondrijalne membrane i oslobadanja citohroma C. Tokom indukcije

procesa apoptoze, pod dejstvom apoptotskog stimulusa ovi proteini formiraju
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homodimere koji formiraju kanale na spoljasnjoj membrani mitohondrija kojim se
oslobada citohrom C. U slu¢ajevima kada je predominantno prisustvo proteina Bcl-2 u
¢eliji, vezivanjem za protein Bax, ovi molekuli inhibiraju formiranje mitohondrijalnih
membranskih kanala i oslobadanje citohroma C. Na osnovu ovih saznanja smatra se da
je glavna bioloska uloga proteina Bcl-2 u inhibiciji procesa apoptoze, kroz sposobnost
vezivanja za protein Bax i heterodimerizacionu neutralizaciju njegovog pro-apoptotskog
dejstva (Cory i Adams, 2002; Hockenbery i sar., 1991).

Drugi pro-apoptotski proteini poseduju samo jedan Bcl-2 homologi domen
(BH3), npr. Bim (eng. Bcl-2-like protein) i Bad (eng. Bcl-2 antagonist of cell death)
(Kim 1 sar., 2006). Ovi proteini sa jednim BH3 nakon detekcije apoptotskog signala
vezuju pro-apoptotske clanove Bcl-2 familije sa tri Bcl-2 domena, na taj nacin
omogucavajué¢i njihovu translokaciju na mitohondrije gde interaguju sa anti-
apoptotskim proteinima Bcl-2 familije kao §to je Bcl-2. Ove interakcije dovode do
konformacione promene i otvaranja permebilizacionih pora mitohondrija i oslobadanje
citohroma C. Proteini koji sadrze samo jedan BH3 domen, na dva nacina ostvaruju svoj
pro-apoptotski efekat. Proteini Bad i NOXA inaktiviraju anti-apoptotske ¢lanove svoje
familije procesom heterodimerizacije. Drugi clanovi ove podfamilije (Bid, Bim i
PUMA) direktno aktiviraju pro-apoptotske proteine Bax i Bak koji imaju sposobnost
formiranja kanala na spoljasnjim membranama mitohondrija (Kuwana i sar., 2005).
Pojedini autori smatraju da klju¢nu ulogu u regulaciji procesa apoptoze ¢elija sisara ima
protein Bcl-X. Alternativnom obradom primarnog transkripta gena BCL-X moguce je
dobiti dva razli¢ita proteina Bcl-X: duzi (Bcl-XL) i kraéi (Bcel-Xs). Protein Bcel-XL je
strukturno i funkcionalno sli¢an proteinu Bcl-2. Drugi protein Bcl-Xs u heterodimernoj
kombinaciji sa proteinom Bcl-2 funkcioniSe kao njegov dominantni inhibitor (Michels 1
sar., 2013).

Oslobadanje citohroma C je posledica aktivacije modulatora apoptoze dejstvom
unutarcelijskih signala smrti. Citohrom C je zbog svog pozitivnog dejstva na aktivaciju
kaspaze 3 dobio naziv Apaf-2 (eng. apoptotic protease activating factor 2). U prisustvu
adapterskog molekula - proteina Apaf-1, citohroma C i ATP-a dolazi do proteoliticke
aktivacije prokaspaze 9 (poznate i kao Apaf-3). Protein-protein interakciju Apaf-1 i

Apaf-3 omogucuju njihove homologe sekvence nazvane CARD (eng. caspase
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recruitment domains, CARDs). U odsustvu citohroma C ova interakcija je blokirana

zahvaljujuéi strukturnoj konformaciji molekula Apaf-1(Cai i sar., 1998).

AIF
Smac/DIABLO

Citochrom C

Bcl-2
Bad

Bel-xL

14-3-3  Bak Bcl-2
EaR

Apoptoza Homeostaza

Slika 8. Lokalizacija i interakcije proteina Bcl-2 familije u ¢eliji tokom apoptozeiu
normalnim uslovima.
Preuzeto i prilagodeno iz (Vanessa i sar., 2005).
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1.2.2.4. Proteoliza PARP-1 i njen znacaj u apoptozi

Nakon aktivacije, bez obzira da li signal potiCe sa receptora smrti ili iz
mitohondrija, inicijatorske kaspaze proteoliticki aktiviraju efektorske kaspaze.
Aktivacija ove proteolitiCke maSinerije kontrolisano sece ciljne proteine medu kojima su
i enzimi uklju¢eni u DNK reperaciju, poput PARP-a (eng. poly-ADP-ribose
polymerase), kao i enzimi ukljuceni u replikaciju DNK, kao §to je jedarni enzim DNK
topoizomeraza II. Ovi proteini najces¢e imaju jedno proteoliticko mesto specifi¢no za
kaspaze, pa proteolizom dolazi do njihove inaktivacije, Sto rezultuje morfoloskim i
biohemijskim promenama karakteristicnim za apoptozu. (Mason i sar., 1998).

PARP je relativno velika familija proteina koju €ini 17 strukturno i funkcionalno
razlic¢itih ¢lanova. Sve enzime ove grupe odlikuju 4 domena: DNK vezujuc¢i domen sa
dva cinkana prsta koji je odgovoran za vezivanje za DNK molekul i konformacione
promene; mesto secenja kaspazama; auto-modifikacioni domen neophodan za
oslobadanje proteina sa DNK nakon katalize i za inaktivaciju izazvanu secenjem; i
kataliticki domen bitan za procese polimerizacije. Aktivacija PARP-a se deSava usled
metabolickih, hemijskih i radijacijom nastalih oSte¢enja molekula DNK u vidu
jednolancanih prekida. Svoju funkciju ovaj protein ostvaruje detekcijom tih prekida 1
signalizacijom enzimskoj replikacionoj maSineriji, tako §to se N-terminus PARP
proteina vezuje za osteéeni DNK molekul, konformacijski menja i u prisustvu NAD" i
ATP-a zapocinje sintezu poli ADP riboznih (PAR) lanaca koji predstavljaju signal za
razlicite reparacione enzime poput DNK ligaze III i DNK polimeraze f, kao i za
,»scaffold” proteine odnose proteine skele (Mason i sar., 1994). Nakon popravke PAR
lanci se uklanjaju enzimom PARG (engl. poly (ADP ribose) glycohydrolase). U
nastojanju da popravi oStecenje, PARP povecano trosi ATP §to moze izazvati ¢elijsku
smrt nekrozom. Takode, pojacano stvaranje PAR-a stimuliSe oslobadanje faktora
indukcije apoptoze, AIF, iz mitohondrija i1 aktiviranje procesa nezavisnih od kaspaza
koji dovode do ¢elijske smrti (Ha and Snyder, 1999; Bouchard i sar., 2003).

Kako bi se sprecila nekontrolisana aktivnost PARP proteina kada je DNK
ostecenje nemoguce popraviti aktivira se apoptoza. Jedan od prvih proteina koji podleze
proteolizi tokom apoptoze je PARP-1. Ve¢ u ranim fazama apoptoze dolazi do
proteolitickog secenja PARP-1 nekom od kaspaza (3, 6 ili 7) na dve subjedinice

razli¢itih molekulskih masa: subjedinicu od 89 kDa koja sadrzi auto-modifikacioni i
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kataliticki domen, i manju subjedinicu od 24 kDa sa DNK-vezuju¢im domenom.
Ovakva proteoliza dovodi do razdvajanja DNK-vezujuéeg od Kkatalitickog domena
PARP-1, ¢ime se enzim u potpunosti inaktivira (Lazebnik i sar., 1994). Cilj rane
inaktivacije PARP-1 u apoptozi jeste da se ocuva energija u vidu ATP-a koja je
neophodna za odredene faze apoptotskog procesa ¢ime se sprecava nekrotska smrt i

pojava inflamacije (Ha and Snyder, 1999; Lazebnik i sar., 1994).

1.2.3. Autofagija

Dugo se smatralo da autofagija predstavlja programirani tip celijske smrti, ali u
zavisnosti od tipa stresogenog stimulusa koji je aktivira kao i stanja same Ccelije
autofagija moze obezbediti prezivljavanje Cdelije dok se homeostaza ponovo ne
uspostavi. (Kaur i Debnath, 2015). Autofagija se definiSe kao proces u kojem ¢elija
.jede samu sebe” odnosno predstavlja put degradacije proteina i drugih ¢elijskih
komponenti, naroCito za vreme stresa ili gladovanja. Za razliku od ubikvitin-
proteozomalnog sistema koji specificno obelezava i1 uklanja kratko ziveée proteine,
autofagija degraduje dugo ziveée proteine i1 organele kao Sto su endoplazmati¢ni
retikulum, mitohondrije, peroksizomi, jedro i ribozomi. (Mizushima i Klionsky, 2007;
Stolz i sar., 2014). Tako je autofagija zajedno sa ubikvitin-proteozomalnim sistemom
kljuéni mehanizam za ocuvanje proteinske homeostaze i pravilnog funkcionisanja
organela u ¢eliji. Zato se mora ista¢i da je na bazalnom nivou odredeni stepen aktivacije
autofagije u celiji znaCajan za degradaciju osStecenih i nefunkcionalnih proteina i
organela (Kaur i Debnath, 2015; Hara, 2006).

Poznato je da je bazalna autofagija neophodna za pravilno funkcionisanje jetre.
U uslovima gladovanja aktivacijom autofagije se ¢elijama jetre obezbeduju neophodni
nutrijenti 1 energija koji su neophodni za prezivljavanje do ponovnog uspostavljanja
ravnoteze. Stoga se poremecaji u procesu autofagije cesto dovode u vezu sa razlicitim
bolestima jetre ili kao uzrok ili kao posledica i neophodno je ispitati mehanizme koji
leze u osnovi poremecenih procesa autofagije u jetri kako bi se sprecila ili zaustavila

oStecenja ovog organa (Czaja i sar., 2013).
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Celijska smrt

Slika 9. Uloga autofagije u celijskoj smrti 1 prezivljavanju. U uslovima stresa, aktivirani su
mnogobrojni ¢elijski putevi koji mogu voditi smrti ili aktivaciji mehanizama koji omogucavaju
prezivljavanje kao Sto je autofagija. Ukoliko aktivirani odgovori na stres uspeju da uspostave
homeostazu ¢elija prezivljava. Ukoliko je stres previse jak celija umire bez obzira na aktivaciju
autofagije. Preuzeto i prilagodeno iz (Galluzzi i sar., 2008).

Autofagija se moze podeliti na tri tipa: makroautofagiju, mikroautofagiju i
Saperonima posredovanu autofagiju (Kaur i Debnath, 2015). Makroautofagija
podrazumeva formiranje dvomembranskih vezikula - autofagozoma koji preuzimaju
citoplazmatske proteine i organele zatim se transportuju do lizozoma i stapaju sa njima
formirajuéi autofagolizozome, u kojima sadrzaj biva degradovan od strane lizozomalnih
proteaza (Kaur 1 Debnath, 2015; Mizushima i Komatsu, 2011). Mikroautofagija
podrazumeva formiranje invaginacija lizozomalne membrane, $to rezultuje u direktnom
preuzimanju supstrata iz citoplazme koji bivaju degradovani lizozomalnim proteazama
(Li i Bao, 2012). Saperonima posredovana autofagija se razlikuje od prva dva tipa jer
sadrzaj nije degradovan u okviru vezikule. Umesto toga, proteini obeleZeni za ovaj tip
autofagije sadrze KFERQ sli¢ni pentapeptidni motiv koji je prepoznat od strane
citoplazmatskih Saperona — proteina toplotnog Soka HSP70 (eng. heat shock protein).
HSP70 promovise translokaciju obelezenih proteina preko lizozomalne membrane u
lumen lizozoma pomocu lizozomskog membranskog proteina (LAMP2A) receptora 8
(Cuervo i Wong, 2014). Kako je makroautofagija najces¢e prisutan i najvise ispitan tip

pod pojmom autofagija ¢e se u daljem tekstu smatrati makroautofagija.
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Slika 10. Tri tipa autofagije: makrofagija, mikrofagija i Saperonima posredovana autofagija.
Makrofagija podrazumeva fomiranje dvomembranske vezikule-autofagozoma u kome se nalazi
celijski sadrzaj za degradaciju. Mikroautofagija podrazumeva direktno unosSenje celijskog
sadrzaja u lizozome. Saperonima posredovana autofagija podrazumeva transport proteina u
lizozome posredstvom HSP70 i LAMP-2A proteina.Preuzeto i prilagodeno iz (Periyasamy-
Thandavan i sar., 2009).

1.2.3.1. Molekularne osnove makroautofagije/autofagije

Najraniji korak makrofagije odnosno autofagije, jeste odvajanje regiona
citoplazme u dvomembranske vezikule koje se nazivaju autofagozomi. Autofagozomi se
postepeno spajaju sa lizozomima, S$to dovodi do degradacije sadrzaja ovih vezikula.
(Xie i Klionsky, 2007; Lamb i sar., 2013) Formiranje autofagozoma ukljucuje tri
osnovna koraka: nukleacija (formiranje izolovane membrane autofagozoma), elongacija
(Sirenje 1 zatvaranje izolovane membrane sa obuhvacenim celijskim sadrzajem ¢ime se
formira autofagozom) i maturacija (spajanje autofagozoma sa lizozomima prilikom ¢ega
se formira autofagolizozom). Svi ovi procesi nalaze se pod strogom kontrolom Atg
(engl. autophagy related) proteina (Xie i Klionsky, 2007; Lamb i sar., 2013; Yang i
Klionsky, 2009).

Proces autofagije zapocinje sa formiranjem izolovane membrane, ili fagofore
koja najverovatnije nastaje od lipidnog dvosloja endoplazmati¢nog retikuluma i/ili
trans-Goldzi aparata i endozoma (Lamb i sar., 2013; Axe i sar., 2008), iako ta¢no

poreklo fagofore u ¢elijama sisara nije utvrdeno. Nije iskljuceno da se moze formirati i
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de novo. Formirana fagofora se Siri kako bi progutala celijski sadrzaj, kao §to su
proteinski agregati ili cele organele, na taj nacin odvajajuéi Celijski sadrzaj za
degradaciju. Kada se krajevi fagofore sa sadrzajem spoje formira se autofagozom. (Axe
i sar., 2008). Ispunjen autofagozom sazreva kroz fuziju sa lizozomom, usled ¢ega dolazi
do degradacije sadrzaja autofagozoma od strane lizozomalnih proteaza katepsina B i D.
Lizozomalne permeaze i transporteri izvoze amino kiseline i druge bio-produkte
degradacije nazad u citoplazmu gde mogu ponovo biti koriSéeni za sintezu
makromolekula i u procesima metabolizma (Kaur i Debnath, 2015; Mizushima, 2007).

Formiranje fagofore zahteva klasu III fosfatidilinozitol 3-kinaza. Najbolje
opisana kinaza iz ove klase je Vps34 (eng. vacuolar protein sorting) kinaza koja
ucestvuje u mnogim procesima formiranja membrana unutar éelije, a ukljucuje se u
autofagiju preko interakcije sa regulatornim proteinom Beklinl (Backer, 2008). Vps34
koristi samo fosfatidilinozitol kao supstrat da formira fosfatidil inozitol trifosfat
neophodan za elongaciju fagofore i regrutovanja drugih Atg proteina u procesu
formiranja autofagozoma (Xie 1 Klionsky, 2007; Backer, 2008). Interakcija Vps34 sa
Beklinl promovise kataliticku aktivnost ove kinaze i uvecanje nivoa fosfatidil inozitol
trifosfata. Vps34 kinaza i Beklinl interakcija je uslovljena signalima kao Sto su
dostupnost nutrijenata u mikrookolini. Kontrola aktivnosti Vps34 kinaze jeste
interakcija Beklinl sa Bcl-2 proteinom koja inhibira formiranje veze Beklinl sa Vps34
kinazom (Pattingre i sar., 2005). Interakcija Beklinl sa inhibitornim Bcl-2 omoguéena
je preko BH3 domena Beklinl proteina (Pattingre i sar., 2005; Maiuri i sar., 2007a).
Stoga Bcl-2 igra dvostruku ulogu u odredivanju sudbine celije u zavisnosti od
lokalizacije: ima ulogu u prezivljavanju jer na mitohondrijama sprecava izlazak
citohroma C i posledi¢no apoptozu i, u citoplazmi, interakcijom sa Beklinl inhibira
aktivaciju autofagije (Pattingre i sar., 2005).

Drugi ubikvitinu slican sistem koji ucestvuje u formiranju autofagozoma jeste
mikrotubularni pridruzeni protein lakog lanca 3 (eng. microtubule-associated protein
jednim od glavnih markera ovog procesa. LC3 je prisutan u gotovo svim celijama kao
citoplazmatski protein koji se prilikom aktivacije autofagije proteoliticki sece i obraduje
od strane cistein proteaza Atg4 i Atg7 i formira se aktivna LC3-I forma ovog proteina.

Zatim se ova forma konjuguje sa fosfatidiletanolaminom u LC3-II formu Sto katalizuje

30



Atg3 protein. Formiran LC3-II se zatim regrutuje i inkorporira u fagoforu (Kaur i
Debnath, 2015; Barth 1 sar., 2010). Na LC3-II protein inkorporiran u membranu
autofagozoma, se zatim vezuje p62 protein (poznat jos i kao sekvestrom 1) preko LC3
interagujuceg regiona (Tang i sar., 2010a). Sa druge strane p62 protein se vezuje kao
obeleziva¢ za one proteine ili organele koji su selektovani da se degraduju u procesu
autofagije pa je pad u njegovom nivou pokazatelj stepena aktivnosti autofagije u ¢eliji

(Mizushima i Klionsky, 2007; Tang i sar., 2010b; Bjorkoy i sar., 2009).
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Slika 11. Uloge Atg proteina u formiranju autofagozoma i funkciji lizozoma.
Preuzeto i prilagodeno iz (Liu i sar., 2013).

1.2.3.2. Selektivni oblici autofagije

Autofagija se najceSce posmatra kao neselektivni proces degradacije. Medutim,
pored neselektivne, nekoliko formi selektivne autofagije su identifikovane kao ucesnici
u uklanjanju oSteéenih organela i oznaCene su kao retikulo-fagija (uklanjanje
endoplazmati¢nog retikuluma), peroksifagija (uklanjanje peroksizoma), mitofagija
(uklanjanje mitohondrija), ribofagija (uklanjanje ribozoma). Selektivna autofagija nije
ograni¢ena samo na degradaciju organela. Lipidi (makrolipofagija), glikogen i patogeni

(ksenofagija) se takode selektivno degraduju autofagijom (Reggiori i sar., 2012).
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Slika 12. Selektivni oblici autofagije. Tip selektivne autofagije zavisi od receptora i adaptornih
proteina koji obelezavaju odgovaraju¢i sadrzaj za degradaciju u autofagozomima jer povezuju
sadrzaj sa Atg proteinima. Preuzeto i prilagodeno iz (Isakson i sar., 2013).

Mitohondrije su dinami¢ne organele koje konstanto ulaze u procese fuzije i fisije.
Ova dva suprotna procesa su neophodna za odrzavanje oblika, veli¢ine i broja
mitohondrija kao i njihove fizioloske funkcije. Fuzija omoguéava mesanje sadrzaja dve
bliske organele. Fisija omogucava distribuciju mitohondrija ¢erkama c¢elijama nakon
mitoze i takode predstavlja kontrolni mehanizam kada oStecene mitohondrije trebaju biti
ukonjenje selektivnom autofagijom. (Chan, 2012). Kako mitohondrijalna DNK ne
poseduje histone podloznija je 10 do 20 puta mutacijama od jedarne DNK a (Chan,
2012; Yakes i Van, 1997). Oksidativni stres dovodi do mitohondrijalnog ostecenja i
disfunkcije ¢ime takve mitohondrije bespotrebno hidrolizuju ATP, i takode same
postaju izvor uvecane produkcije ROS i dovode do aktivacije apoptoze oslobadanjem
pro-apototskih proteina u citoplazmu kao i do nekroze. Eliminacija ovako oSte¢enih
mitohondrija je klju¢na u zastiti ¢elije od posledica oksidativnog stresa (Yakes i Van,
1997)

Blagi oksidativni stres selektivno aktivira mitofagiju kako bi se uklonio visak
formiranih kiseoni¢nih radikala uz odsudstvo neselektivnog procesa autofagije. (Kiffin
2006; Frank i sar., 2012). Medutim u uslovima intenzivnog oksidativnog stresa dolazi
do snaZne oksidacije proteina i drugih ¢elijskih komponenti koji aktiviraju i selektivnu i
neselektivnu autofagiju. Nagomilavanje oksidovanog sadrzaja u citoplazmi ili u samim

lizozomima koji su se spojili sa autofagozomima dovodi do usporavanja u uklanjanju
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ovih komponenti. Prisustvo oksidovanog sadrzaja u velikim koli¢inama u lizozomima
dovodi do produkcije ROS koji naruSavaju integritet lizozomalne membrane §to dovodi
do pucanja ovih organela, curenja lizozomalnih proteaza u citoplazmu $to dovodi do

¢elijskog ostecenja i ¢elijske smrti (Kiffin 2006).

1.2.3.3. Pozitivna i negativna uloga autofagije u uslovima oksidativnog
stresa

Autofagija se generalno definiSe kao mehanizam koji celiji omogucava
prezivljavanje u uslovima razli€itih tipova stresa. Ukoliko dode do intenzivne aktivacije
ovog procesa nastupa celijska smrt koja se detektuje kroz veliki broj formiranih
autofagozoma uz odsustvo kondenzacije hromatina. lako je deregulacija autofagije
predlozena kao jedan od procesa koji doprinosi napretku pojedinih bolesti, najveéi broj
istrazivanja potvrduje protektivhu ulogu autofagije (Shen i sar., 2012). Aktivacija
autofagije u uslovima oksidativnog stresa moZze biti dvojaka: moze intezivirati ¢elijsku
povredu i1 dovesti do smrti ili posluziti kao citoprotektivni mehanizam koji uklanja
ostecene organele koje postaju izvor ROS, pa pored ve¢ postojec¢ih, moze predstavljati
jos jedan vid antioksidativne odbrane ¢elije (Shen i sar., 2012; Rosenfeldt i Ryan, 2011)

Celijska smrt posredovana aktivacijom autofagije tokom stanja u kojima
preovladuje oksidativni stres, nastaje kao posledica preterane degradacije celijskih
komponenti koje su neophodne za normalno funkcionisanje Ccelije. Takode,
permebilizacija membrane lizozoma, koja se deSava usled snazne aktivacije autofagije i
unosa oksidovanog sadrzaja u lizozome, dovodi do pucanja ovih organela, oslobadanja
ROS 1 lizozomalnih proteaza u citoplazmu i, posledi¢no, do ¢elijske smrti (Kiffin 2006;
Kagedal i sar., 2001). Tako npr. infekcija sa Mycobacterium tuberculosis dovodi do
celijske smrti makrofaga usled aktivacije autofagije izazvane uve¢anom produkcijom
ROS od strane oste¢enih mitohondrija (Shin i sar., 2010). Inhibicijom ekspresije gena za
Beklinl, ¢ime se onemogucdilo formiranje autofagozoma, poboljsalo se prezivljavanje
ovih ¢elija. Odumiranje dopaminergickih neurona postignuto inhibiranjem
mitohondrijalnog transportnog lanca razliCitim agensima dovelo je do uvecane
produkcije ROS i do aktivacije autofagije. Kako je propadanje ovih ¢celija

karakteristicno za Parkinsonovu bolest pretpostavlja se da u osnovi ovog poremecaja
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lezi (¢elijska smrt autofagijom. Sli¢no, dodavanje H,O, u celijsku kulturu
dopaminergi¢nih neurona dovelo je do c¢elijske smrti usled aktivacije autofagije.
(Castino i sar., 2011; Choi i sar., 2010)

Sa druge strane, pokazana je i protektivna uloga ovog procesa u uslovima
oksidativnog stresa. U U251 ¢elijama ljudskih glioma, pokazano je da H,O, aktivira
autofagiju, Sto je pra¢eno povecanom eksprimiranoscu Beklinl proteina i inhibicijom
signalnog puta mTOR (eng. mammalian target of rapamycin) proteina Sto je
omogucavalo prezivljavanje ovih celija, dok je blokiranje delovanja H,O, stimulisalo
apoptozu. Takode zabelezena je i protektivna uloga autofagije tokom starenja gde dolazi
do uvecane mitohondrijalne disfunkcije u mnogim tipovima celija. Kod starih pacova
¢elijska smrt kardiocita i neurona izazvana uveéanim formiranjem mitohondrijalnog
ROS umanjena je aktivacijom mitofagije (Li i sar., 2013). Inhibicijom autofagije
razliitim farmakoloskim agensima doSlo je do pojacanog odumiranja ovih delija.
Istrazivanja su pokazala da i tokom gladovanja, aktivirana autofagija obezbeduje celiji
neophodne nutrijente direktno razgradnjom celijskih komponenti i da gladovanjem
aktivirana autofagija zavisi od stepena formiranja mitohondrijalnog O* .(Chen i sar.,
2011). Formiranje ROS tokom ishemije reperfuzije omogucava prezivljavanje celija
jetre aktivacijom autofagije, ¢ijom inhibicijom se aktivira apoptotska celijska smrt.
(Bhogal i sar., 2012).

Uloga autofagije u celiji u uslovima oksidativnog stresa je i dalje poprilicno
nerazjasnjena. Da li ¢e autofagija dovesti do ¢elijske smrti ili omoguciti prezivljavanje
¢elije u mnogome zavisi od tipa celije, stepena oksidativnog stresa, ali i od stepena
aktivacije i selektivnosti procesa autofagije (Kiffin 2006; Filomeni i sar., 2015). Zato je
od velikog interesa upoznati mehanizme koji reguliSu dualnu prirodu autofagije 1 ¢ijom

modulacijom bi se menjao krajnji ishod ovog procesa.
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1.2.3.4. Povezanost apoptoze i autofagije

Veza izmedu apoptoze i autofagije je vrlo kompleksa jer u zavisnosti od tipa
stresogenog stimulusa i energetskog statusa ¢elije autofagija moze doprinositi adaptaciji
i ¢elijskom prezivljavanju i na taj nacin spreciti apoptozu dok sa druge strane moze
zajedno sa aktiviranom apoptozom dovesti do celijske smrti (Baehrecke, 2005).
Generalno, sli¢ni stimulusi mogu aktivirati 1 apoptozu i autofagiju ali priroda njihovog
odnosa kao i prevaga izmedu ova dva procesa zavisi od ispitivanog modela sistema.
Otkriveno je nekoliko signalnih puteva koji su ispitani na molekularnom nivou a koji
povezuju apoptozu i autofagiju (Maiuri i sar., 2007b). Ulogu klju¢nog regulatora veze
izmedu apoptoze i autofagije ima Beklinl protein (Kang i sar., 2011). U bazi¢nim
uslovima aktivnost Beklinl proteina u inicijaciji autofagije je inhibirana interakcijom
preko BH3 domena ovog proteina sa anti-apoptotskim Bcl-2 proteinom. Raskidanje ove
veze je esecijalno za aktivaciju autofagije i moze se odigrati preko nekoliko
mehanizama: kompeticijom za BH3 vezivno mesto Beklinl proteina izmedu anti-
apoptotskog Bcl-2 proteina i pro-apoptotskog Bad proteina (Sinha i Levine, 2008), §to
govori u prilog tome da stimulusi koji aktiviraju apoptozu dovode i do aktivacije
autofagije. Drugi mehanizam raskidanja Bcl-2/Beklinl kompleksa jeste fosforilacija
Bcl-2 proteina posredovana ERK (eng. extracellular signal-regulated kinase) kinazom,
kao odgovor na smanjenje dostupnosti nutrijenata ili prisustva oksidativnog stresa, ¢ime
je omoguéeno otpocinjanje procesa autofagije kao adaptivnog mehanizma (Tang i sar.,
2010a). Tre¢i mehanizam jeste kompeticija za BH3 vezivno mesto izmedu Bcl-2
proteina i drugih Beklinl vezuju¢ih proteina prisutnih u citoplazmi celije (UVRAG,
(eng. UV radiation resistance associated gene protein); Atgl4/Barkor; HMGBI).
Interakcijom sa ovim proteinima potencira se anti-apoptotsko stanje u ¢éeliji i aktivacija
autofagije kao citoprotektivnog mehanizma (Kang i sar., 2010; Liang i sar., 2006;).
Takode, formiranje homooligomera Beklinl proteina moze dovesti do disocijacije Bcl-2
proteina i otpoCinjanja procesa autofagije (Kang i sar., 2010). Pored Bcl-2 proteina
inhibitorno dejstvo na aktivnost Beklinl proteina ima i Bel-XL.

U uslovima kada je celijski stres takav da se prevazilaze citoprotektivni
mehanizmi ¢elije, dolazi do aktivacije apoptoze. Da bi se proces apoptoze nesmetano
odvijao ¢ime bi se izbegla nekrotska smrt i pojava inflamacije neophodno je da dode do

inhibicije autofagije S§to je postignuto proteolitickim seCenjem Beklinl proteina od
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strane efektorskih kaspaza. Wirwan i saradnici (2010) su pokazali da kaspaze 3, 7 1 8
proteoliticki seku Beklinl na dva mesta nizvodno od BH3 domena, ¢ime se formiraju
fragmenti od 37 1 35 kDa (C terminalni fragmenti Beklinl proteina). Ista grupa je
ukazala na to da formirani fragmenti Beklinl proteina ne pokazuju sposobnost
inicijacije autofagije ali zato pojaCavaju apoptotski signal jer se translociraju na
mitohondrije i dovode do oslobadanja pro-apoptotskih faktora u citoplazmu. Mutacijom
vezivnih mesta za efektorne kaspaze i izostanka secenja Beklinl proteina dovelo je do
nesmetanog odigravanja procesa autofagije bez obzira na aktivirane apoptotske
mehanizme u ¢eliji (Siddiqui i sar., 2015). Sto potvrduje tvrdnju da je Beklinl klju¢ni
protein koji povezuje procese apoptoze i autofagije.

Autofagija u odredenim uslovima moZe delovati u sadejstvu sa apoptozom.
Celijska smrt u izmenjenim v-Ha-ras éelijama postignuta je sa oba procesa. (Eum i Lee,
2011). Primenom inhibitora apoptoze FLIP (eng. flice inhibitory protein) koji sprecava
prenos apoptotskog signala sa receptora smrti dolazi i do izostanka aktivacije autofagije
usled kompeticije FLIP-a sa LC3 proteinom za interakciju sa Atg3 proteinom ¢ime se
naru$ava elongacija autofagozoma S$to poboljSava prezivljavanje v-Ha-ras ¢elija. (Lee i
sar., 2009). Ovi podaci govore u prilog tome da autofagija moze i doprinositi ¢elijskoj
smrti posredovanoj apoptozom .

Van svake sumnje, iako se radi o dva razli¢ita molekularna mehanizma, postoje
mnogobrojne veze izmedu procesa apoptoze i autofagije. Vrlo Cesto se u uslovima
¢elijskog stresa autofagija aktivira pre apoptoze. Ranija aktivacija autofagije moze imati
dva suprotna cilja. Sa jedne strane, autofagija omogucava celijsko prezivljavanje kroz
obezbedivanje neophodne energije degradacijom celijskih komponenti ¢ime se sprecava
ili odlaze aktivacija apoptoze. Sa druge strane, u odredenim uslovima autofagija sluzi da
odrzi optimalan nivo ATP-a u ¢eliji kako bi se proces apoptoze nesmetano odigrao ¢ime
doprinosi c¢elijskoj smrti. (Maiuri i sar., 2007b). Veza izmedu ova dva fundamentalna
¢elijska procesa nije jednostavna i u mnogome zavisi od tipa celije i stresa kome je

¢elija izlozena.
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Stres/stimulusi celijske smrti: TNF, TRAIL, Oksidativni stres, Nedostatak nutrijenata
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Slika 13. Molekularna povezanost apoptoze i autofagije. Beklinl predstavlja kljucnu tacku
ukrStanja procesa apopatoze i autofagije. Secenje Beklinl proteina od strane aktiviranih kaspaza
dovodi do inhibicije autofagije i pojacavanja signala apoptoze preko formiranog Beklinl-C
fragmenta. Bcl-2/Bcl-XL se ponaSaju kao inhibitori i apoptoze i autofagije. Preuzeto i
prilagodeno iz (Amelio i sar., 2011).
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1.2.4. Molekularna osnova nekroze

Nekroza se javlja kao posledica nefizioloskih stimulusa kao §to su mehanicka
oStecenja, toksini ili virusi i hipoksija, na koje ¢elija nije u stanju da odgovori i dolazi
do Celijske smrti. Ono $to razlikuje nekrozu od apoptoze i autofagije je veoma brz
gubitak potencijala ¢elijskih membrana, ili usled osteéenja ili usled promene funkcije
jonskih pumpi i kanala, §to dovodi do bubrenja organela i same ¢elije i Sto za posledicu

ima pucanje ¢elijske membrane i izlivanje ¢elijskog sadrzaja u vancelijsku sredinu.

Inflamacija

Normalna celija Fragmentacija hromatina, Pucanje membrane,
oticanje organela oslobadanje celijskog sadrzaja

Slika 14. Morfoloske odlike nekroze. Preuzeto i prilagodeno iz (Escobar i sar., 2015).

Nekroza se definiSe kao pasivan proces koji je rezultat metabolicke katastrofe
koji se ogleda u brzom gubitku ATP-a (Zong i Thompson, 2006) i tumaci se u
negativnom maniru jer je pracena inflamacijom. Razlikuje se nekoliko klju¢nih faktora

u ¢eliji koji posreduju u nekrotskoj smrti i oznaceni su kao medijatori nekroze.

1.2.4.1. Pad energetskog nivoa kao medijator nekroze

U c¢elijama do nekrotske smrti moze do¢i usled inhibicije mitohondrijalnog
respiratornog lanca (elektron transportnog lanca). Gubitak transmembranskog
potencijala unutrasnje membrane mitohondrija dovodi do nestanka protonskog
gradijenta i otvaranja mitohondrijalne permeabilizacione pore. Dokle god su pore
otvorene, ¢elija ne sintetiSe ATP u procesu oksidativne fosforilacije. Usled nedostatka

ATP-a, ¢elije koje se brzo dele nedostatak ATP-a nadoknaduju glikolizom, ali inhibicija
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glikolize dovodi do potpunog energetskog kolapsa i do ¢éelijske smrti nekrozom (Ohgoh
i sar., 2000). Uvecana aktivacija PARP-1 proteina je jedan od mehanizama preko koga
se inhibira glikoliza jer njegova preterana aktivnost dovodi do naglog pada u
koncentraciji NAD", koji je kofaktor i u procesu glikolize i u procesu oksidativne
fosforilacije koji obezbeduje ATP. Uvelana aktivhost PARP-1 proteina ima za
posledicu smanjenu produkciju ATP-a, a kao krajnja posledica je energetska katastrofa
u ¢eliji 1 nekrotska smrt (Baggetto, 1992). Kod ¢elija koje su podlegle nekrozi, PARP-1
pokazuje specifican obrazac degradacije na fragmente od 55 1 62 kDa (Baggetto, 1992;
Ha i Snyder, 1999).

1.2.4.2. Joni kalcijuma kao medijatori nekroze

Uvecan nivo jona kalcijuma (Ca*") u citoplazmi predstavlja jedan od centralnih
dogadaja u nekrozi. Ca" aktivira proteaze koje degraduju neophodne proteine za
odrzavanje vijabilnosti éelije. U normalnim fiziologkim uslovima veéina Ca’* je
deponovana u endoplazmati¢nom retikulumu. Promena u nivou Ca® u citoplazmi se
desava tokom oksidativnog stresa (Li i sar., 2010). Kada poraste koncentracija ovog
jona u citoplazmi, bilo usled oslobadanja iz endoplazmati¢nog retikuluma, bilo ulaskom
kroz ¢elijsku membranu, dolazi do pokretanja nekoliko procesa zavisnih od prisustva
Ca®" od kojih svaki moze dovesti do nekroze (Xu i sar., 2001). Porast u koncentraciji
Ca®" aktivira Ca®" zavisne proteaze koje degradiranjem ciljnih proteina dovode do
nekroze (Xuet i sar.,2001; Artal-Sanz i Tavernarkis, 2005). Takav enzim je kalpain koji
se u neaktivnoj formi nalazi u citoplazmi. Usled poveéanja koncentracije Ca*" dolazi do
translokacije na membrane organela 1 autokataliti¢ke aktivacije ovog enzima hidrolizom
(Zong i Thompson, 2006). Supstrati kalpaina su proteini citoskeleta, membranski
proteini, proteini jonskih pumpi i kanala, kinaze, fosfataze i fosfolipaze (Rami, 2003).
Na primer, kalpain degradira proteinski deo natrijum-kalcijumove pumpe, koja izbacuje
suvisni Ca®" iz ¢elije. Inhibicijom rada ove pumpe dolazi do neprestanog porasta Ca** u
citoplazmi (Bano 1 sar., 2005). Takode, pokazano je da se aktivirani kalpain translocira
na lizozome i ima znacajan uticaj na promenu permeabilnosti lizozomalne membrane
(Yamashima, 2000). Promena u permeabilnosti lizozomske membrane dovodi do

oslobadanja katepsina koji predstavljaju aspartil-, serin—, i cistein— proteaze koje u
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uslovima homeostaze ucestvuju u razgradnji fagocitiranog sadrzaja (Rawlings 1 Barrett,
1999). Kada se nadu u citosolu katepsini dolaze u kontakt sa proteinima koji inace ne
predstavljaju njihove supstrate i degradiraju ih §to dovodi do nekroze celije. Ovo je

poznato kao ,.kalpain-katepsin* hipoteza (Syntichaki i Tavernarakis, 2002).

1.2.4.3. Slobodni radikali kao medijatori nekroze

Ve¢ je reCeno da tokom oksidativnog stresa, ROS dovode do DNK ostecenja.
Kao odgovor na ova ostecenja moze doc¢i do hiperaktivacije PARP-1 proteina $to moze
dovesti do nekroze kako je ve¢ objasnjeno u tesktu gde se kao medijator nekroze navodi
energetski kolaps u ¢eliji (Ha i Snyder, 1999; Bouchard, 2003). Takode, ROS dovodi i
do oksidacije lipida Sto rezultuje u gubitku integriteta plazma membrane i ostalih
unutarcelijskih membrana. Oste¢enja plazma membrane lizozoma i endoplazmati¢nog
retikuluma dovode do oslobadanja lizozomalnih proteaza i povecanja u nivou citosolnog
Ca®’, koji predstavlja medijator nekroze i dovodi do aktivacije kalpaina
(Vanlangenakker i sar., 2008) Ovo ¢ini ROS kako uzrokom tako i vezom izmedu

razli¢itih mehanizama koji rezultuju nekrozom celije.

Celijski stres
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Slika 15. Medijatori nekroze. Nivo ROS i unutaréelijskog Ca®" su uveéani u nekrotskoj ¢eliji §to
ima za posledicu izmenjenu propustljivost éelijske membrane koje dovodi do oStecenja i
pucanja Celije. Preuzeto i prilagodeno iz (Escobar i sar., 2015).
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1.2.4.4. Programirana nekroza

Podela celijske smrti na programiranu i neprogramiranu podrazumeva jasno
razdvajanje aktivnog, energetski zavisnog procesa kao $to su apoptoza i autofagija, od
pasivnog nacina celijske smrti sa nekrotskom morfologijom. Medutim sve je viSe
podataka u danasnjoj literaturi gde se pominje termin programirana ili regulisana
nekroza koji se odvija po odredenom obrascu (Fink i Cookson, 2005).

Nekroza moze biti pokrenuta aktivacijom odredenih receptora na povrsini celije,
poput TNFa receptora (Laster i sar., 1988), koji dovodi do aktivacije molekularnih
mehanizama uklju¢enih u procese regulisane nekroze. Pronalazak unutarcelijskih
serpina, proteaznih inhibitora koji mogu da zaustave nekrozu izazvanu razliitim
stimulusima, govori u korist tome da nekroza moze biti regulisan, programiran proces,
aktiviran kao odgovor na stres (Luke i sar., 2007 Sun i sar., 2012). Jedan od klju¢nih
dogadaja u regulisanoj nekrozi jeste otvaranje tranzicione mitohondrijalne
permeabilizacione pore (eng. mitochondrial permeability transition pore, MPTP).
Pokazano je da je mitohondrijalni protein ciklofilin D zajedno sa translokatorom za
adenin nukleotide i nosa¢ima fosfata ukljucan u otvaranje MPTP i pokretanje regulisane
nekroze (Berghe i sar., 2014). Medutim za aktivnost ciklofilina D neophodno je da dode
do interakcije sa p53 proteinom koji se na odgovaraju¢i signal translocira u
mitohondrije. Ova interakcija dovodi do otvaranja MPTP $§to dovodi do gubitka
membranskog potencijala unutraSnje membrane mitohondrija, zaustavljanja sinteze
ATP-a i uveéane produkcije ROS. Uvecana produkcija ROS dalje aktivira celijske
mehanizme kao $to je aktivacija PARP-1 proteina koja dovodi do energetskog kolapsa i
¢elijske smrti nekrozom. Na primer, mehanizam koji ukljucuje p53, ciklofilin D i
PARP-1 protein dovodi do aktivacije regulisane nekroze koja je zabeleZena u akutnoj
povredi bubrega (Sun 1 sar., 2012). Neki od primera regulisane nekroze su nekroptoza,
partanatos, piroptoza, paraptoza (Berghe i sar., 2014).

Bez obzira da li se radi o slucajnoj ili regulisanoj nekrozi, poznato je da kada
dode do nekroze celije, u vanéelijsku sredinu se oslobadaju takozvani molekularni
markeri povezani sa oSteCenjem (eng. damage-associated molecular-pattern molekulu,
DAMP ili alarmini koji imaju proinflamatornu ulogu. DAMP molekuli mogu biti DNK,

RNK kao i razli¢iti unutarcelijski proteini koji su eksprimirani u razli¢itim tipovima
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¢elija 1 imaju razlic¢ite funkcije u homeostazi ¢elije. Neki od DAMP molekula su locirani
i u jedru i u citoplazmi (HMGBI1 proteini), samo u citoplazmi (S100 proteini),
egzozomima (proteini toplotnog Soka) kao i u vanéelijskom matriksu (hijaluronska
kiselina). Na osnovu porekla i mehanizma delovanja, proinflamatorni DAMP molekuli
se dele na one koje dodatno formiraju DAMP molekule od drugih vanéelijskih molekula
i na one koji direktno stimuliSu ¢elije imunskog sistema (Lotze i Tracey, 2005; Rock i
Kono, 2008). Stoga, prve Celije koje odumiru nekrozom usled traume ili infekcije
zapravo funkcioniSu kao senzori koji upozoravaju organizam da je neophodna aktivacija
odbrambenih ili reparativnih mehanizama. Ali uloga DAMP molekula moZe biti
dvojaka u zavisnosti od stepena oSteéenja. Na primer jedan od najvise ispitivanih
DAMP molekula, HMGBI1 protein, u uslovima slabijih oste¢enja ima ulogu u aktivaciji
imunskog odgovora koji vodi tkivnoj regeneraciji dok u slucaju vec¢ih oSteéenja
HMGBI dovodi do intenzivnog inflamatornog odgovora koji vodi ¢elijskoj smrti (Rosin
1 Okusa, 2011).

1.3. HMGBI1 protein

Pre viSe od cetrdeset godina (1973), otkrivena je grupa proteina koja je zbog
svoje mobilnosti u elektroforetskim poliakrilamidnim gelovima nazvana proteini visoke
mobilnosti ili HMG proteini (eng. high mobility group) (Goodwin i sar., 1973). Familiju
HMG proteina Cine tri subfamilije — HMGA, HMGB i HMGN. HMG proteini primarno
predstavljaju strukturne komponente specificnih regiona hromatina unutar kojih se
ponasaju kao arhitekturalni transkripcioni faktori koji regulisu genomsku stabilnost kroz
interakcije sa nukleotidima, histonima, regulatornim proteinaima transkripcije i drugim
hromozomalnim 1 jedarnim proteinima, i stvaranjem stereospecifi¢nih proteinskih
kompleksa direktno ili indirektno ucestvuju u regulaciji replikacije 1 transkripcije gena.
Medu HMG proteinima posebnu paznju privlaci clan HMGB subfamilije — HMGBI1
protein (eng. High mobility group box 1), poznat i kao HMG-1, amfoterin ili p30
(Rajeswari i Jain, 2002). HMGBI je postao predmet mnogih istrazivanja od kako je
1996. god. utvrdeno i njegovo vancéelijsko prisustvo i uloge drugacije od onih unutar
¢elije. HMGBI1 je prisutan u razliitim tkivima i njegovo najvece prisustvo je

detektovano u slezini i timusu, a potom u jetri i mozgu. Nivo HMGBI1 se uvecava u
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kanceru ali smanjuje tokom starenja (Kang i sar., 2013b). Neophodan je za Zivot jer
miSevi koji nemaju gen za HMGBI1 ubrzo po rodenju umiru usled defekta u regulaciji
transkripcije gena glukokortikoidnim receptorom i nemoguénosti da koriste glikogen iz
jetre (Calogero i sar., 1990). Takode, uvecanjem nivoa HMGBI proteina u srcu miseva
transgenim metodama, znacajno se uvecava prezivljavanje i zastita od infarkta (Kitahara
i sar., 2008). Nedostatak ovog proteina u pankreasu, jetri i makrofagama ¢ine miseve
sepsu (Yang i sar., 2010). Po svemu sudeci, spektar uloga ovog proteina i njegova
neophodnost u brojnim bioloskim procesima moze da varira i da zavisi od tipa celije.
Medutim, u svim ¢elijama HMGBI prelazi iz jedra u citoplazmu i obratno, i normalne
¢elije ga uglavnom akumuliraju u jedru gde se vezuje za hromatin i ima ulogu DNK
Saperona (Stros, 2010). HMGBI1 protein je ukljucen u modifikaciju i stabilizaciju
nukleozoma, regulaciju duzine telomera i odrzavanje hromozomalne stabilnosti. Pored
uloge u remodelovanju hromatina, HMGB1 ima bitnu ulogu i u kontroli regulacije
genske transkripcije, rekombinaciji i popravei DNK osteéenja. Ove uloge ostvaruje kroz
interakcije sa DNK ili drugim proteinima poput proteina p53, p73 i glukokortikoidnog
receptora (Bianchi i Beltrame, 2000).

U jedru Van celije U citoplazmi Na celijskoj membrani
( SR == \ [ — \ [ \
yAMaeD (HMGB1) (HMGB1) (HMGB1)
— A\ =
Do (O RAGE, TLRs, v ~O
_®@ Mac-1, CD138, b
_» r/_\) PPTP-{B, CXCR4, A “, l
@® CD24, TIM-3 .
g 'L Regulator .
| DNK Saperon J | DAMP signaling | | autofagije ) | Rastneurita

Slika 16. Funkcije HMGBI proteina. Preuzeto i prilagodeno iz (Chen i sar., 2013).

Subéelijska lokalizacija HMGBI proteina, a time i njegove uloge, zavise od tipa
¢elije, tkiva i prisustva stresogenih signala. Citoplazmatski HMGBI1 vezuje mnoge
proteine od kojih su neki ukljuceni u aktivaciju autofagije (Tang i sar., 2010a) ili
progresiju kancera. Pojedine ¢elije eksprimiraju HMGB1 u samom c¢elijskoj membrani.

Membranski HMGB1 kontroliSe rast neurita, hemotaksiju glatke muskulature kao i
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metastaze tumorskih Celija jer je utvrdeno da je njegov nivo povisen u nediferenciranim
¢elijama. HMGBI1 moze biti prisutan i u mitohondrijama (Tang i sar., 2011a; Bianchi i
Manfredi, 2007).

U vancéelijskoj sredini HMGB1 se ponasa kao DAMP molekul i proinflamatorni
citokin (Yang i sar., 2010; Tang i sar., 2010a). Vancelijski HMGBI1 interaguje sa
nekoliko receptora preko kojih koordinise razlicite éelijske odgovore kao Sto je
aktivacija imunog sistema, celijska migracija, ¢elijski rast, angiogeneza, aktivacija
mehanizama celijske smrti i prezivljavanje, i popravka oStecenog tkiva i regeneracija
(Erlandsson i Andersson, 2004). Vancelijski HMGB1 moze da formira heterokomplekse
sa drugim koaktivatorima imunskog sistema kao §to su interleukin 1p, C-X-C motiv
hemokin 12 (CXCL12), DNK, nukleozomi ili lipopolisaharidi (LPS) Sto dovodi do
udruzenog inflamatornog i imunoloskog odgovora (Wahamaa i sar., 2011). Nekoliko
istrazivanja ukazuju da je prevelika vancelijska akumulacija HMGBI proteina
citotoksi¢na i da vodi ¢elijskoj smrti apoptozom ili nekrozom, kao i tkivnim oStecenjima
(Kikuchi i sar., 2009). Vancelijski HMGBI ispoljava i antibakterijsku aktivnosti kao i
mitoticku. Ove vancelijske aktivnosti HMGBI1 proteina nisu posredovane njegovim
interakcijama sa receptorima, ve¢ zavise od njegovog redoks stanja i strukture (Tang i
sar., 2010b). Poznato je da HMGBI ima tri cisteinska ostatka (C23, C45 i C106).
Cys23/Cys45 u domenu A brzo formiraju intramolekulsku disulfidnu vezu u prisustvu
ROS. C106 u domenu B je neophodan za HMGBI1 jedarnu lokalizaciju jer mutacija na
ovoj poziciji potencira izlazak HMGBI iz jedra u citoplazmu. Redukovani HMGBI1 ima
snazniji afinitet vezivanja za DNK i prema Tangu i sar. (2011b) prisustvo ROS znacajno
smanjuje DNK vezujuce aktivnosti jedarnog HMGBI 1 potencira prelazak HMGB1 u
citoplazmu ¢elija (Tang i sar., 2010b; Venereau i sar., 2012).

Pored oksidacije, subcelijsku i vancelijsku lokalizaciju HMGBI proteina
odreduju 1 druge posttranslacione modifikacije poput acetilacije, fosforilacije,
glikozilacije 1 metilacije (Hoppe 1 sar., 2006). HMGBI1 poseduje dva signalna motiva
jedarne lokalizacije (eng. nuclear localisation signal, NLS) koja su odgovorna za
kontrolisani transport ovog proteina u i iz jedra ¢elija (Bonaldi i sar., 2003). Acetilacija i
fosforilacija u okviru ova dva motiva su ukljucene u transport HMGBI iz jedra u
citoplazmu 1 vanéelijsku sredinu. Citoplazmatski HMGBI1 se hiperacetiliS§e tokom

aktivacije monocita 1 makrofaga LPS-om. Hiperacetilovanom HMGBI je onemogucen
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transport u jedro zbog Cega se on pakuje u inflamazome i otpusta u vancelijsku sredinu
(Bonaldi i sar., 2003).

Novija istrazivanja su pokazala da HMGB1 moze biti N-glikozilovan na
atomima azota (N) asparaginskih ostatatka na poziciji 37 i 134 u okviru konsenzus
sekvence NxSS/T. Ovakva modifikacija takode ima bitnu ulogu u translokaciji HMGB1
proteina iz jedra u citoplazmu. (Kim i sar., 2016). HMGB1 mozZe biti modifikovan i
metilacijom. Metilacija menja konformaciju HMGBI1 proteina i slabi afinitet ovog
proteina ka DNK, $to dovodi do toga da se translocira u citoplazmu putem pasivne

difuzije iz jedra. (Ito i sar., 2007).
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Slika 17. Uloge HMGB1 u zavisnosti od njegovog redoks stanja. Preuzeto i prilagodeno iz (Lee
isar., 2014).

1.3.1. Mehanizmi oslobadanja HMGB1 u vancelijsku sredinu

HMGBI1 se oslobada u vancelijsku sredinu pomocu dva mehanizma. Prvi je,
pasivno oslobadanje iz oStecenih ili nekroti¢nih celija. U ovom sluc¢aju, HMGBI1 se
ponasa kao unutaréelijski marker nekroze, alarmin ili DAMP molekul, odabran od
strane urodenog imunskog sistema da ukazuje na prisustvo ostec¢enja tkiva i da pokrece

reparativni odgovor (Scaffidi i sar., 2002).
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Slika 18. Oslobadanje HMGBI1 proteina u vancéelijsku sredinu. U zivim ¢elijama HMGB1 ima
ulogu jedarnog, hromatin-vezujuceg proteina. Tokom apoptoze, HMGBI se ireverzibilno vezuje
za hromatin. Ako se apoptotske celije ne uklone na vreme od strane makrofaga, nastupa
sekundarna nekroza i oslobadanje HMGBI1 proteina u kompleksu sa nukleozomima. Tokom
nekroze dolazi do pasivnog oslobadanja HMGBI1 proteina u vanéelijsku sredinu. Preuzeto i
prilagodeno iz (Janko i sar., 2014.).

Drugi mehanizam oslobadanja HMGB1 proteina u vancelijsku sredinu je aktivna
sekrecija iz imunskih celija (monocita, tkivnih makrofaga, enterocita, epitelijalnih
¢elija, zrelih mijeloidnih 1 dendritskih ¢elija. Ovako osloboden HMGBI deluje slicno
kao proinflamatorni citokini koji koordiniSu inflamatorni odgovor na ishemiju,
opekotinu, infekciju ili sepsu i iniciraju regeneraciju tkiva (Bonaldi i sar., 2003; Youn i
Shin, 2006).

Kako HMGBI ne poseduje vodecu (lider) signal sekvencu ne moze biti otpusten
standardnim endoplazmatic¢ni retikulum/Goldzi sekretornim mehanizmom iz Celije, veé
HMGBI1 sekrecija iz makrofaga ili monocita zavisi od moguénosti njegovog
premestanja iz jedra u specificne citoplazmati¢ne organele, zvane inflamazomi (Vande
Walle i sar., 2011). Da bi doslo do inicijalne faze otpustanja HMGBI1, potrebno je da do
monocita dode neki inflamatorni signal, bilo spoljasnji kao Sto su razli¢iti PAMP (eng.
pathogen associated molecular patterns) molekuli, poput endotoksina, ili unutrasnji, kao
interferon vy, H,O,, interleukin 1 ili TNFa (Wang i sar., 1999). Ovi signali ¢e potom
izazvati posttranslacione modifikacije (acetilaciju ili fosforilaciju) na odgovaraju¢im
specificnim aminokiselinskim ostacima HMGBI1 proteina, §to omogucava njegovu
relokalizaciju iz jedra i akumulaciju u citoplazmi (Bonaldi i sar., 2003). Citoplazmati¢ni

HMGBI biva preuzet od strane inflamazoma i osloboden egzocitozom u vanéelijsku
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sredinu (Vande Walle i sar., 2011). U sluc¢aju ovakvog, regulisanog oslobadanja,
imunske celije sekretuju posttranslaciono modifikovane forme HMGBI, koje se
razlikuju od predominantno neizmenjenog HMGBI1 proteina poreklom iz nekroti¢nih
¢elija. Medutim, novije studije su pokazale da pored imunskih i neke neimunske celije
mogu aktivno oslobadati HMGBI1 protein. Na primer u in vifro studijama je pokazano
da parenhimske celije jetre, kada su izloZene stresu oslobadaju acetilisani HMGB1 u
vancelijsku sredinu, $to je pokazatelj njegove aktivne sekrecije (Evankovich i sar.,
2010).

Dugo se smatralo da HMGBI1 moze biti osloboden iz nekroti¢nih ali ne i iz
apoptotskih Celija, jer se tokom apoptoze HMGBI1 c¢vrsto vezuje za hromatin (Scaffidi i
sar., 2002). Novije studije ipak ukazuju na to da apoptotske celije takode oslobadaju
HMGBI u kasnim fazama apoptoze (faza koja se naziva i sekundarna nekroza) usled
raspada apoptotskih tela koje nisu preuzeta i ukonjenje od strane imunog sistema (Bell i
sar., 2006). Ovako osloboden HMGBI1 protein nalazi se vezan za DNK partikule i
dovodi do pojave imunske tolerancije. Autofagija takode reguliSe oslobadanje HMGB1
proteina. Kod stresiranih ¢elija kod kojih je doslo do aktivacije autofagije, selektivno se
oslobada HMGBI1 bez liziranja celijske mebrane ili klasicne nekroze (Thorburn i sar.,

2009).

1.3.2. HMGBI1 i unutarcelijski putevi signalne transdukcije

HMGBI je evolutivno oCuvan protein koji ima tri funkcionalna domena: dva bazna
DNK vezujuéa domena (oznaceni kao A i B) i kiseli karboksiterminalni domen
(oznacen sa C), preko koga HMGBI interaguje sa drugim proteinima. Veliki broj
naelektrisanih aminokiselinskih ostataka u okviru ovih domena omoguéavaju proteinu
bipolarne karakteristike. Upravo ove bipolarne osobine omoguéavaju njegovo vezivanje

za endogene i egzogene komponente (Weir i sar., 1993; Read i sar., 1993).
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Slika 19. Struktura HMGBI proteina- Preuzeto i prilagodeno iz (Chen i sar., 2013).
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Vancelijski HMGBI ostvaruje svoje brojne uloge preko specifi¢nih receptora na
povrsini ¢elija 1 uticaja na odredene signalne puteve u celiji. Do sada identifikovani
receptori preko kojih deluje HMGBI1 su receptori za krajnje produkte povisene glikacije
(eng. receptor for advanced glycation end products, RAGE), TLR (eng. Toll like
receptor) 2, 4 1 9, Mac-1, Sindekan-1 (CD138), Fosfakan protein-tirozin fosfat /B3,
Hemokin (C-X-C motiv) receptor 4 (CXCR4), CD24, T-¢elijski imunoglobulin mucin-3
(Erlandsson i Andersson, 2004).

Nekoliko istrazivanja je pokazalo da, u vancelijskoj sredini, B domen HMGBI1
proteina biva prepoznat od strane receptora TLR4 i RAGE i da igra vaznu ulogu u
mnogim proinflamatornim karakteristikama ovog proteina (Huttunen i Fages, 2002; Li i
sar., 2003). Nasuprot domenu B, precis¢en rekombinantni A domen nema ulogu u
proinflamatornim osobinama B domena, ve¢ samo umanjuje inflamatornu kaskadu i u in
vivo i u in vitro modelima (Wang i sar., 2004). Aminokiselinski niz B domena HMGB1
proteina na poziciji od 150 do 183 je odgovoran za vezivanje za RAGE receptor
(Huttunen i Fages, 2002), dok je niz od 89 do 108 odgovoran za vezivanje za TLR4 (Li
isar., 2003; Yang i sar., 2004).

Prvi otkriveni receptor za HMGBI1 je RAGE (Hori i sar.,, 1995). RAGE su
¢lanovi imunoglobinske superfamilije koji su eksprimirani u mnogim tipovima celija.
Vezivanje HMGB1 za RAGE dovodi do aktivacije unutarcelijskog prenosa signala, pri
c¢emu se aktiviraju NF-xB kao i MAPK (eng. mitogen activated protein kinases) signalni
putevi (Palumbo i sar., 2007). Aktivacija ovih fakora za posledicu ima produkciju i
otpustanje citokina, maturaciju i migraciju ¢elija imunskog sistema (Dumitriu i sar.,
2005). Aktivacija RAGE receptora od strane njegovih liganata vodi uveéanju
prezivljavanja jer signalni putevi posredovani ovim receptorom u uslovima smanjenog
prisustva nutrijenata ili kiseonika dovode do uvecanja autofagije, smanjenja apoptoze i
nekroze (Sparvero i sar., 2009)

Drugi vrlo bitni HMGBI receptori pripadaju familiji TLR receptora. Clanovi ove
familije pokazuju veliku unutarcelijsku i vanéelijsku slicnost, ali vezuju razlicite ligande
i aktiviraju razlicite signalne puteve. Iz ove familije, TLR2, TLR4 i TLRY receptori
imaju afinitet prema HMGBI1 kao svom ligandu. Prilikom vezivanja HMGBI1 za TLR2 i
TLR4 dolazi do aktivacije NF-B i MAPK signalnih puteva (Park i sar., 2006). HMGB1

takode dovodi i do hemotaksije inflamatornih celija do oSteéenog tkiva nezavisno od
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RAGE 1 TLR4 signalizacije preko formiranja kompleksa sa CXCL12 hemokinom i
indukcije prenosa signala sa CXCR4. Sve ove informacije ukazuju na Cinjenicu da
postoje specificne uloge HMGB1 receptora i na nivou tkiva i na nivou ¢elija ali odnos
medu ovim receptorima i1 preklapanje signalnih puteva pokrenutih sa njih nakon

vezivanja HMGBI proteina ostaju i dalje u velikoj meri nerazjasnjeni.
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Slika 20. Unutarcelijski signalni putevi posredovani interakcijama vancelijskog HMGBI1 sa
receptorima.
Preuzeto i prilagodeno iz (Lee i sar., 2014).

RAGE i TLR su vazni medijatori oksidativhog stresa i signali aktivirani
posredstvom ovih receptora implicirani su u mnogim hroni¢nim bolestima (Giacco,
2010). Ovi receptori su eksprimirani i na parenhimalnim i na neparenhimalnim tipovima
¢elija jetre i po literaturnim podacima od velike su vaznosti za biolosku aktivnost jetre i
indukciju imunog odgovora posredstvom HMGBI1 proteina. Ove interakcije su
okarakterisane u patogenezi odredenih patoloskih stanja jetre kao npr. u uslovima
ishemije (Andrassy i sar., 2008), hepatitisa izazvanog virusnom infekcijom, masnoj jetri
i kancerogenezi (Chen i sar., 2013).

TLR2 i 4 nisu samo sposobni da indukuju i amplifikuju inflamatorni odgovor
ve¢ imaju 1 bitnu ulogu u proliferaciji Celija, diferencijaciji 1 apoptozi (Lim 1 sar.,
2013) Tako npr. aktivacija TLR2 LPS-om promovise apoptozu. Poznato je da TLR4,

funkcionise kao protein ukljucen u dijabeti¢nu angiopatiju preko aktiviranja signalnih
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puteva koji aktiviraju transkripciju i sintezu inflamatornih faktora zbog ¢ega je TLR4
interesantan za izucavanje dijabetesa i nastanka njegovih komplikacija. TLR4
signalni putevi ispoljavaju efekte na ekspresiju pro- i anti-apoptotskih proteina Bax i
Bcl-2 ¢ime iniciraju apoptozu preko aktivacije TLR4/NFkB signalnih puteva (Wang i
sar., 2016)

1.3.3. Vanéelijski HMGBI1 i patoloska stanja

U vancelijskoj sredini prisutan HMGBI1 ispoljava koncentraciono-zavisnu
aktivnost. U niskoj koncentraciji HMGBI ima pozitivno dejstvo jer stimuluse imunski
odgovor kojim se ograni¢ava infekcija ili tkivno oStecenje i promovise tkivna
regeneracija. Medutim, prekomerno uvec¢anje nivoa HMGBI1 dovodi do nekontrolisanog
inflamatornog odgovora, koji dovodi do tkivnih i organskih osSte¢enja (Wang i sar.,
2004).

Pokazano je da uvecan nivo HMGBI1 proteina u serumu u korelaciji sa
inflamatornom patogenezom kod pacijenata sa miokardijalnom 1 cerebralnom
ishemijom, hepatitisom B, akutnim respiratornim sindromom, reumatoidnim artritisom,
bakterijskim meningitisom, hemoragi¢nim Sokom i kancerom pluca i prostate (Bianchi i
Beltrame, 2000). Sepsa je takode stanje koje karakteriSe prisustvo visoke serumske
koncentracije HMGBI1 (Goodwin i sar., 1973). Animalni modeli tesSke sepse i drugih
inflamatornih poremecaja ukazuju da se, za razliku od ,,ranih* proinflamatornih citokina
(TNF, IL1B) koji se produkuju u prvim minutima nakon stimulacije endotoksinima i
koji ponovo dostizu svoj bazalni nivo tokom prvih sati progresije bolesti, HMGBI
pojavljuje tek nakon 16-72 h i oslobada danima nakon izlaganja endotoksinu., zbog
¢ega je 1 oznacen kao ,,kasni* inflamatorni medijator (Goodwin i sar., 1973). HMGBI je
pronaden u serumu pacijenata i sa akutnom (sepsa) i sa hroni¢nom (reumatoidni artritis)
inflamacijom, Sto sugeriSe da je on uklju¢en u autoimune ili slabo adaptivne odgovore-
Korelacije su pronadene i u slucajevima kancera prostate, grudi i plu¢a. Vancelijski
HMGBI je doveden u vezu sa rastom tumora i metastazom iako jo§ uvek nije poznat
mehanizam kojim on to ostvaruje. Takode je pokazano da tokom razvojne faze DT,
interleukin-1 stimuliSe oslobadanje HMGBI1 iz nekrotskih B celija $to dovodi do
aktivacije makrofaga u Langerhansovim ostrvcima $to moze biti jedan od bitnih okidaca

za razvoj ove autoimune bolesti (Zhang i sar., 2009). Isto tako pokazano je da je
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HMGBI1 ukljucen u proces odbacivanja transplantiranih Langerhansovih ostrvaca na
jetru Sto danas predstavlja obecavajucu terapiju dijabeti¢nih pacijenata (Steer i sar.,
2006). Stoga se danas razvijaju strategije za utiSavanje inflamatornog odgovora
pokrenutog prisustvom vancelijskog HMGBI proteina. Istrazivanja su fokusirana na
dizajniranje farmakoloskih agenasa, poput etil piruvata i gliciricina, koji ¢e inhibirati
sekreciju HMGBI1. Tretman nikotinom, takode smanjuje serumski nivo HMGBI1
(Musumeci i sar., 2013).

Zbog svog vancelijskog prisustva i uloge signalnog molekula, HMGBI1 je u
fokusu mnogih istrazivanja zbog njegovih mogucih korisnih i/ili Stetnih efekata u
terapiji pacijenata sa razliitim oboljenjima. Korisni efekti se ispituju u svetlu
istrazivanja promena serumskog mnivoa HMGBI1 proteina kao potencijalnog
dijagnostickog i prognostickog markera. Kao imunostimulatorni protein, i protein koji
moze da indukuje autoimunski odgovor, ukoliko se sekretuje hroni¢no, HMGBI se
smatra terapeutskom metom u eksperimentalnim modelima infektivnih bolesti i bolesti
poput reumatoidnoig artritisa, akutnog respiratornog sindroma, sepse i kancera (Chen 1
sar.,, 2013). U dijabetesu, istrazivanja znacaja uloge HMGBI1 1 molekularnih
mehanizama pokrenutih ovim proteinom su na samom pocetku. Pretpostavlja se da bi
HMGBI osloboden iz ostecenih ili nekroti¢nih ¢elija jetre tokom dijabetesa mogao da
dovede do imunskog odgovora i nekontrolisane inflamacije, $to bi mozda doprinelo
napredovanju dijabeti¢nih komplikacija jetre i raznih bolesti. Isto tako pretpostavlja se
da bi on mogao da ima vaznu ulogu u odvijanju procesa apoptoze i autofagije i da bi
mogao da utiCe na sudbinu celija shodno svom nivou u vancelijskoj sredini i

sposobnosti da povezuje puteve ova dva, za ¢eliju bitna, procesa.
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2. HIPOTEZA I CILJEVI
ISTRAZIVANJA

Poremecena proliferacija celija i prisustvo razli¢itih tipova celijske smrti
(nekroze, apoptoze, autofagije)nalaze se u osnovi patoloskih promena morfologije i
funkcije jetre tokom dijabetesa. Jedan od proteina koji moze imati vaznu ulogu u
odredivanju funkcionalnog stanja jetre i sudbine njenih celija tokom dijabetesa, je
HMGBI protein. HMGBI je prvobitno okarakterisan kao nehistonski, DNK-vezujuci
protein sa ulogom u organizaciji hromatinske strukture i transkripciji. U odredenim
patoloskim situacijama HMGB1 se moze naci u vancelijskoj sredini u kojoj se ponasa
kao proinflamatorni citokin, aktivator imunskog sistema ali i signalnih puteva koji vode
¢elijskoj smrti 1/ili prezivljavanju.'U vancelijsku sredinu HMGB1 dospeva pasivno, iz
nekroti¢nih ili oste¢enih Celija, 1 aktivno, regulisanom sekrecijom iz ¢elija izlozenih
stresu 1 aktiviranih imunskih ¢elija.

Poznato je da u uslovima oksidativnog stresa Celije jetre in vitro izlucuju
HMGBI protein. HMGBI, vezivanjem u oksidovanom stanju za TLR 2/4 receptore,
moze ucestvovati u aktivaciji puteva apoptoze, a vezivanjem, u redukovanom stanju za
RAGE receptore, u aktivaciji procesa autofagije. Autofagija, osim $to moze dovesti do
smrti ¢elija sa oStecenim ili preterano aktivnim autofagnim mehanizmom, moze delovati
i citoprotektivno uklanjanjem oSte¢enih proteina i ofuvanjem energije u stresnim
uslovima. Smatra se da uklanjanjem oksidovanih proteina, autofagija predstavlja drugi
molekularni mehanizmi odgovorni za kontradiktornu ulogu autofagije u regulaciji
prezivljavanja i smrti ¢elija nisu u potpunosti poznati, iako je njihovo definisanje
neophodan preduslov za razvoj terapijskih strategija zasnovanih na modulaciji
autofagije. Nekroza, apoptoza i autofagija su Cesto regulisane slicnim signalnim
putevima, angazuju zajednicke organele, pa Cak i dele inicijatorske i1 efektorske
molekule kojima moze da pripada i HMGBI protein. Novija istrazivanja su pokazala
biolosku ulogu citoplazmatskog HMGBI1 proteina u endogenoj aktivaciji autofagije.
HMGBI se u uslovima celijskog stresa translocira iz jedra u citoplazmu i aktivno

ucestvuje u formiranju autofagozoma i odrzavanju autofagije. Kako je translokacija
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HMGBI proteina u citoplazmu i njegovo oslobadanje iz ¢elije zavisno od stepena
oksidativnog stresa, moguce je da HMGBI igra bitnu ulogu u modulaciji ravnoteze
izmedu puteva koji vode celijskoj smrti i onih koji obezbeduju prevazilazenje nastalih
ostecenja i oporavku jetre tokom dijabetesa.

Ako pretpostavimo da se u dijabetesu aktivira trajan proces otpustanja HMGB1
proteina kao odgovor na aktivaciju ¢éelijskih stresogenih signala oksidativnim stresom, i
njihova ponovna aktivacija parakrinim dejstvom HMGBI, to zna¢i da HMGB1 moze
biti vazan parakrini medijator disfunkcije jetre. Kako je za predikciju i prevenciju
pojave dijabeticnih komplikacija u jetri vazno identifikovati endogene molekule koji
svojim delovanjem mogu da doprinesu njenom oSteéenju, opsti cilj istrazivanja ove
doktorske disertacije jeste (i) ispitivanje uloge HMGBI1 proteina u regulaciji razli¢itih
tipova celijske smrti u jetri pacova sa dijabetesom i (ii) na koji nacin procesi celijske
smrti doprinose patoloSkim promenama u jetri. Ocekuje se da bi dobijeni rezultati mogli
da ukazu na nove potencijalne puteve terapeutskih strategija koje bi ukljucivale
modulaciju aktivnosti HMGB1proteina.

Da bi se ostvario opsti cilj, za neposredne ciljeve istrazivanja odredeno je da se
na model sistemu dijabetesa indukovanog jednokratnim injeciranjem streptozotocina,
kod muzjaka pacova soja Wistar u ¢elijama jetre ispitaju:

1. Korelacije izmedu stepena oStecenja jetre u dijabetesu sa oksidativnim stresom,
tipovima aktiviranih procesa celijske smrti i vancelijskim i citoplazmatskim
nivoima HMGBI1 proteina;

2. Interakcije HMGBI1 proteina sa TLR4 1 RAGE receptorima celija jetre u
dijabetesu, i promene koje nastaju u prisustvu melatonina kao antioksidansa ili
etil piruvata kao inhibitora aktivne sekrecije HMGBI1 proteina;

3. Uticaji interakcija HMGBI1 sa TLR4 receptorima na aktivaciju pro- i anti-
apoptotskih puteva u dijabetesu, u odsustvu ili prisustvu melatonina ili etil
piruvata;

4. Dijabetesom indukovane promene u nivou i aktivnosti proteina odgovornih za
formiranje autofagozoma (LC3-II, p62, Beklinl) i interakcije citoplazmatskog

HMGBI proteina sa Beklinl, u odsustvu ili prisustvu melatonina ili etil piruvata.
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5.

Odnos izmedu negativnih (pro-apototskih i pro-nekrotskih) i pozitivnih (u
protektivnoj autofagiji) efekata HMGBI1 proteina u dijabetesu, u odsustvu ili

prisustvu melatonina ili etil piruvata.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Primenjene hemijske supstance

3.1.1. Streptozotocin

Za izazivanje dijabetesa korisCen je streptozotocin (STZ, MP Biomedicals.
LLC). Rastvaranje STZ izvrSeno je u sveZem natrijum (Na)-citratnom puferu (0,1 mol/l,
pH 4,5 koji je odmah nakon pripreme injeciran pacovima jednokratno,
intraperitonealnim putem, u dozi od 65 mg/kg telesne mase pacova. Pacovi sa nivoom
glukoze u krvi visSim od 20 mmol/l, 48 h nakon injeciranja STZ-a su smatrani

dijabeti¢nim.
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Slika 21. Hemijska struktura streptozotocina.

STZ je derivat nitrozouree. On je citotoksicni analog glukoze Ccije se
dijabetogeno dejstvo zasniva na toksicnom dejstvu na B ¢elije pankreasa. U ove celije
STZ ulazi preko glukoznog transportera tipa 2 i podleze spontanom razlaganju pri cemu
nastaje reaktivni metilkarbonijum jon koji dovodi do alkilacije DNK i naruSavanje njene
strukture. Oste¢enje DNK indukuje preteranu aktivaciju PARP-1 proteina Sto dovodi do
smrti ¢elije usled energetskog gubitka. Osim toga povecana defosforilacija ATP-a posle
tretmana sa STZ povecava nivo supstrata za ksantin oksidazu $to rezultuje formiranjem
ROS, a posledi¢no stvaraju se H,O; i drugi radikali. Krajni rezultat je destrukcija -

¢elije pankreasa putem nekroze, i hipoinsulinemija i hiperglikemija (Lenzen, 2008).
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3.1.2. Melatonin

U cilju smanjenja stepena oksidativnog stresa kod pacova sa dijabetesom i
oksidativnog ostecenja celija jetre, koris¢en je melatonin (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA). Melatonin (eng. N-acetyl-5-methoxytryptamine) je endogeni hormon koji
uglavnom luci epifiza i primarna uloga mu je u regulaciji cirkadijalnog ritma. Melatonin
ima snazan antioksidativni potencijal jer je sposoban da direktno detoksifikuje slobodne
radikale, stiti jedarnu 1 mitohondrijalnu DNK i modifikuje aktivnost prooksidativnih i

antioksidativnih enzima (Anwar i Meki, 2003).
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Slika 22. Hemijska struktura melatonina

Rastvor melatonina je pripreman u 1% etanolu, na nedeljnom nivou. Na osnovu
podataka iz literature (Montilla i sar., 1998), dnevna primena melatonina u dozi od 0,2
mg/kg telesne mase efikasna je u zastiti dijabeti¢nih pacova od oksidativnog stresa. U
skladu sa tim, u tretmanu pacova melatoninom koriS¢ena je ova doza, koja je injecirana
intraperitonealno, jednom dnevno, u 9:00 casova. Tretman melatoninom je zapocet tri
dana pre iniciranja STZ 1 primena je nastavljena svakodnevno, do kraja

eksperimentalnog perioda.
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3.1.3. Etil-piruvat

Etil piruvat (EP) je derivat pirogrozdane kiseline i poznat je po svojoj ulozi u
stiSavanju inflamacije, izmedu ostalog i preko spre¢avanja aktivne sekrecije HMGBI1
proteina i smanjenja njegove ekspresije u vancelijskoj sredini. Za translokaciju HMGB1
proteina iz jedra u citoplazmu neophodna je njegova fosforilacija na serinskim ostacima
koja je posredovana aktivnostima dve kalcijum-zavisne kinaze, klasi¢ne protein kinaze
C i kalcijum/kalmodulin — zavisne kinaze tipa IV. Kako je EP helator Ca*", uklanjanjem
viska kalcijuma onemogucava se aktivnost kalcijum-zavisnih enzima 1 njima

posredovane aktivnosti u sekreciji HMGB1 proteina (Kim i sar., 2016).
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Slika 23. Hemijska struktura etil piruvata

U cilju smanjenja prisutnosti vancelijskog HMGBI1 proteina koriséen je EP
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), koji je je rastvaran u Ringerovom rastvoru. EP je
injeciran jednom dnevno, intraperitonealno u dozi od 80 mg/kg telesne mase, u finalnoj
zapremini od 400 ul (Liang i sar., 2009). Tretman je zapocet desetog dana od indukcije

dijabetesa STZ-om i trajao je do kraja eksperimentalnog perioda.
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3.2. Eksperimentalne Zivotinje, eksperimentalne grupe i
protokol

3.2.1. Eksperimentalne Zivotinje

U eksperimentalnom radu kori$¢eni su albino muzjaci pacova soja Wistar stari
oko 2 meseca, tezine 180 — 220 g, uzgajani u uzgajiliStu Instituta za BioloSka
istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢” u Beogradu. Eksperimentalne Zivotinje su gajene pod
kontrolisanim uslovima, na temperaturi oko 20-22 °C, vlaznosti vazduha 50-60% i
odrzavanju cirkadijalnog ritma (smene dana i noéi u trajanju od po 12 casova) . Sve
eksperimentalne procedure koje su sprovedene na Zivotinjama u ovoj tezi su odobrene
od strane Etickog komiteta Instituta za Bioloska istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢” (broj
odobrenja: 02-15/10) i u skladu su sa propisanim etickim normama (Guide for the care

and use of laboratory animals, objavljenog od strane US National Institute of Health).

3.2.2. Eksperimentalne grupe

Nakon §to je utvrdeno da kontrolni pacovi injecirani fizioloskim rastvorom, Na-
citratnim puferom, 1% etanolom ili Ringerovim rastvorom nisu pokazivali znacajne
razlike u pogledu svih ispitivanih parametara prikazanih u tezi, oformljeno je Sest
eksperimentalnih grupa: (K), kontrolna grupa koja je tretirana samo fizoloskim
rastvorom, n=15; (D), dijabeticna grupa, n=15; (K+M), grupa kontrolnih pacova
tretirana melatoninom, n=15; (D+M), grupa dijabeti¢nih pacova tretiranih melatoninom,
n=15; (K+EP) grupa kontrolnih pacova tretirana etil-piruvatom, n=10; (D+EP), grupa

dijabeti¢nih pacova tretirana etil-piruvatom, n=10.

3.2.3. Protokol

Nakon 4 nedelje od indukcije dijabetesa, kontrolni i tretirani pacovi su mereni i
odredivan je nivo glukoze iz uzorka krvi dobijenog iz repne vene, koris¢enjem ruc¢nog
glukometra (GlucoSure Plus, Apex Biotechnology Corp, Taiwan). Nakon toga
pristupilo se zrtvovanju dekapitacijom. Jedan deo krvi sakupljen je u epruvete radi

dobijanja seruma, a drugi deo u epruvete sa heparinom radi dobijanja plazme.
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Sakupljena krv ostavljena je 20 min na sobnoj temperaturu da koaguliSe a zatim
centrifugirana na 5,000 rpm (Eppendorf 5415 R centrifuga) 15 min. Serum, odnosno
plazma, dobijeni u vidu supernatanta iznad taloga krvnih ¢elija, su alikvotirani i cuvani
na -80°C do koriS¢enja. Uzorci seruma su koriS¢eni za odredivanje koncentracije
insulina, alanin (ALT), i aspartat (AST) aminotransferaza kao i za analizu nivoa
HMGBI proteina. Plazma je koriiéena za odredivanje koncentracije H,O,, O%i
tiobarbituratna kiselina — reagujuce supstance.

Odmah po dekapitaciji pristupljeno je brzoj izolaciji jetre pojedinac¢nih zivotinja,
merenju izolovanog tkiva i odvajanju dela tkiva za pripremu histoloSkih preparata,
komet eseja 1 pripremu homogenata za ispitivanje aktivnosti antioksidativnog sistema.

Ostatak tkiva je zamrznut u te€nom azotu i ostavljen na ¢uvanje na -80°C .

3.3. METODE

3.3.1. Odredivanje koncentracije insulina u serumu

Serumske koncentracije insulina odredivane su enzimskim imunoesejem (eng.
enzme linked immunossorbent assay, ELISA) prema prilozenom uputstvu proizvodaca
(Mercodia Rat Insulin ELISA, Upssala, Sweden). Princip procedure zasniva se na
direktnoj sendvic¢ tehnici u kojoj se koriste dva monoklonska antitela koja su specifi¢na
za razliite antigene determinante pacovskog insulinskog molekula. Za vreme
inkubacije insulin iz testiranog uzorka reaguje sa jedne strane sa anti-insulinskim
antitelom koje je vezano za dno bunari¢a u mikrotitar ploc¢i, a sa druge strane sa anti-
insulinskim antitelom konjugovanim sa peroksidazom iz rena koje se detektuje
reakcijom sa 3,3°,5,5 -tetrametilbenzidinom (TMB).

Svi rastvori su pripremani prema uputstvu proizvodaca (peroksidazom
konjugovano monoklonsko anti-insulin antitelo i pufer za ispiranje) i temperirani na
sobnu temperaturu pre upotrebe. U odgovarajuce bunari¢e mikrotitar ploce koji su
oblozeni antitelom na insulin dodavani su, po unapred utvrdenom redosledu, standardi
(0,15, 0,4, 1,0, 3,0, 5,5 pg/l) i ispitivani uzorci seruma u zapremini od 25 pl. Svi
standardni i1 uzorci nanoSeni su u triplikatu. U bunari¢e je zatim dodavano po 50 pl
rastvora enzimskog konjugata (peroksidazom konjugovano monoklonsko anti-insulin

antitelo) 1 vrSena je inkubacija u trajanju od 2 h na sobnoj temperaturi. Potom su svi
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bunari¢i ispirani 5 puta sa po 350 pl pufera za ispiranje. Nakon poslednjeg ispiranja
dodavano je po 200 ul substrata (TMB) u svaki bunari¢ i vrSena je inkubacija u trajanju
od 15 min. Reakcija je zaustavljena dodavanjem 50 pl stop rastvora, nakon Cega je u
ELISA c¢itaCu merena apsorbanca na 450nm. Na osnovu apsorbanci standarda formirana
je standardna kriva sa koje su ocitane vrednosti odgovarajucih koncentracija insulina u

ispitivanim serumima izrazene u pmol/l.

3.3.2. Odredivanje serumske koncentracije ALT i AST

Kataliticka koncentracija AST u serumu pacova je merena IFCC (eng.
international federation of clinical chemistry and laboratory medicine) metodom. U
reakciji transaminacije, izmedu L-Aspartata i 2-ketoglutarata nastaje oksalacetat.
Oksalacetat u sledecoj, indikatorskoj reakciji, katalizovanoj od strane malat
dehidrogenaze, oksiduje nikotinamid adenin dinukleotid (eng nicotinamide adenine
dinucleotide, NADH). U ovoj metodi promena brzine oksidacije NADH u indikatorskoj
reakciji je proporcionalna koncentraciji AST.

Kataliticka aktivnost ALT u serumu pacova je merena metodom IFCC. U
reakciji transaminacije, izmedu L-Alanina i 2-oksoglutarata nastaje piruvat. Piruvat u
sledec¢oj, indikatorskoj reakciji, katalizovanoj od strane laktat dehidrogenaze, oksiduje
NADH. U ovoj metodi promena brzine oksidacije NADH u indikatorskoj reakciji je
proporcionalna koncentraciji ALT.

Dobijene vrednosti za AST i ALT su izrazavane su u jedinicama/litru (U/1).

3.3.3. Odredivanje koncentracije O*, H,O, i TBARS u homogenatima
jetre

3.3.3.1. Odredivanje koncentracije O*

Odredivanje stvaranja O* u homogenatima tkiva zasniva se na redukciji nitro
plavo tetrazolijuma (NBT) do monoformazana dejstvom O, §to se koristi kao mera
stvaranja O”" u hemijskim i biologkim sistemima (Auclair i Voisin, 1985). Redukcija
NBT-a odvija se u dva koraka; kao nepotpuna redukcija do monoformazana: NBT + 0*

+ 2H+ — O, + monoformazan; kao kompletna redukcija NBT-hlorida do diformazana:
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NBT™" + 2CI" + 4¢” + 4H" — diformazan + 2HCI u oksidovanoj formi NBT je Zuta
supstanca rastvorljiva u vodi, dok je njegova redukcija u diformazan pra¢ena promenom
u intenzivnu plavu boju i smanjenjem rastvorljivosti. Reakcionu smesu ¢ine 1 mmol
NBT (rastvorenog u 0,05 mol fosfatnom puferu, pH 8,6 sa 0,1 mmol EDTA) i 0,1
mg/mL Zzelatina, koji NBT-formazan odrzava u rastvoru. Rastvor NBT je jedan h bio
izlozen dejstvu azota pod pritiskom, §to je imalo za cilj da smanji napon kiseonika u
medijumu. Reakcija je otpocinjala dodavanjem 0,05 mL uzorka u 1 mL reakcione
smeSe, a promena ekstinkcije pracena je u toku 5 min na talasnoj duzini 550 nm.

Stvaranje O izrazavano je kao nmol redukovanog NBT/min/mg proteina

3.3.3.2. Odredivanje koncentracije H,0,

Odredivanje koncentracije H,O, u homogenatima jetre je izvedena po metodi
Pick i Keisari (1980). Sveze tkivo jetre je homogenizovano u 250 mM sukrozi, 1 mM
EDTA i 50 mM Tris-HCI, pH 7,4. Homogenati su zatim centrifugirani 90 min na 100
000xg nakon cega je supernatant pazljivo odliven i kori§¢en za analizu koncentracije
H,0,. Esej je baziran na oksidaciji fenol crvene sa H,O; katalizovano peroksidazom
rena §to ima za rezultat formiranje jedinjenja sa poviSenom apsorbancom na 610 nm.
Smesa u kojoj se nalazi 0,1 ml svezeg homogenata jetre i 1 ml rastvora fenol crvenog je
inkubiran na sobnoj temperaturi 10 min. Reakcija je zaustavljena dodavanjem 1N
NaOH dok pH smese nije postigla 12,5. Apsorbanca uzorka je merena na 610 nm. H,O
je sluzila kao slepa proba. Koncentracija H,O; je izracunata iz standardne krive za H,O,

1 izrazavana u nmol/ml homogenata.

3.3.3.3. Odredivanje koncentracije TBARS

Intenzitet lipidne peroksidacije odredivan je u uzorcima homogenata jetre
(Ohkawa i sar., 1979). Princip metode je baziran na spektrofotometrijskom odredivanju
proizvoda lipidne peroksidacije (MDA) i tiobarbiturne kiseline (eng. thiobarbituric acid,
TBA) u kiseloj sredini na 532 nm. 10% homogenatu tkiva jetre pripremljenom u 1,15%
rastvoru KCI (0,1 ml) dodaje se 8,1% SDS (0,2 ml), 20% CH3;COOH, pH 3,5 (1,5 ml),
0,8% vodeni rastvor TBA (1,5 ml) i 0,7 ml dH20. Smesa je inkubirana na 95°C jedan h,

a zatim ohladena na sobnu temperaturu. Ohladenoj smesi dodaje se 5 ml n-butanola i
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piridina (15:1, v/v) i 1 ml dH20, uz jako meSanje. Uzorci se centrifugiraju 15 min na
3000 g pri ¢emu se odvajaju dva sloja. Koncentracija tiobarbituratna kiselina —
reagujuce supstance (eng. thiobarbituric acid reactive substances, TBARS) meri se u
obojenom sloju na talasnoj duzini 532 nm. Kao standard upotrebljava se
tetrametoksipropan (malonaldehid tetrametil acetal). Koncentracija TBARS izrazena je

u nmol/mg proteina.

3.3.4. Odredivanje DNK osteéenja u jetri pomocu komet eseja (eng.
SCGE - single cell gel electrophoresis)

Za procenu oStecenja DNK u celijama jetre koriSéen je alkalni komet esej po
metodi Singh-a (1988). Za komet esej koris¢ene su Celije jetre dobijene sukcesivnim
sitnjenjem tkiva u hladnom HBSS puferu (0,14 g/l CaCl,, 0,4 g/1 KCI, 0,06 g/l KH,POy,
0,1 g/l MgClLx6H,0, 0,1 g/l MgSO4x7H,0, 8,0 g/l NaCl, 0,35 g/l NaHCO3, 0,09 g/l
Na,HPO4x7H,0, 1,0 g/l D-glukoze ) koji je sadrzavao 20mM EDTA i 10% DMSO
(dimetilsulfoksid). Jetra je iseCena na krupne komade, ostavljena da se slegne, a pufer u
kome je secena je aspiriran. Na jetru je dodat svez pufer i ceo postupak je ponovljen.
Treci put je jetra isitnjena na fine komadice i iz suspenzije je uzeto 10 pl po uzorku.
Uzorak celijske suspenzije je pomeSan sa 75 ul 1% LMPA (eng. low melting point
agarose) koja je pretemperirana na 42 °C i uzorak je razliven ravnomernim
nakapavanjem na prethodno pripremljenu mikroskopsku plocicu. Priprema plocice se
sastoji u prekrivanju plocice 1,5% agarozom koja nakon susenja predstavlja tanak sloj
na koji se dalje nanosi uzorak. Obe vrste agaroze su napravljene u PBS puferu (20mM
Na,HPO4, 10mM KCI, 70mM KH,PO,4, 340 mM NaCl, pH 7,4). Nakon nanoSenja
uzorka u LMPA, mikroskopska plocica je prekrivena pokrovnim staklom i ostavljena 10
min da se agaroza stegne. Pokrovno staklo je uklonjeno i nanesen je jo$ jedan sloj 1%
LMPA, pokriven pokrovnim staklom koje je nakon stezanja agaroze uklonjeno.
Mikroskopske plocice su zatim stavljene u hladan pufer za lizu. (2,5 M NaCl, 100mM
EDTA, 10 mM Tris-HCI, 1% Triton X-100, 10% DMSO, pH 10,0) koja se odvijala dva
h na 4°C. Nakon lize, mikroskopske plocice su inkubirane u puferu za elektroforezu
(300 mM NaOH, 1mM EDTA, pH 13,0) 30 min na 4°C sa ciljem denaturacije DNK na
baznom pH. Mikroskopske plocice su zatim postavljene u sistem za elektroforezu, koja

je i8la 30 min na 0,01 kV i 139 mA. Nakon toga, plo€ice su isprane 3x5 min u puferu za
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neutralizaciju (0,4 Tris-HCI, pH 7.4) i bojene sa bojom za nukleinske kiseline SYBR
GREEN I (Sigma-Aldrich, S 9430). Komete su vizualizovane i fotografisane pomocu
fluorescentnog mikroskopa Leica DMLB (uvecanje 40x) koji je povezan sa CCD
kamerom.

Komete su klasifikovane vizuelnom metodom u 5 kategorija: 0, 1, 2, 3 i 4.
Kategoriji 0 pripadaju celije bez oStecenja kategorijama 1, 2 i 3 celije sa kratkom
srednjom 1 dugackom migracijom DNK, dok kategoriji 4 pripadaju celije sa veoma
velikim oSte¢enjima (mala glava i dugacak rep komete). Kvantifikacija parametara
kometa je uradena upotrebom kompjuterskog programa TriTekCometScore ™V Freeware
v1.5. Prikazan je parametar momenat repa — ,.tail moment” (proizvod duzine repa i

procenta DNK u repu komete). Sve vrednosti su date u arbitrarnim jedinicama.

3.3.5. Odredivanje aktivnosti enzima antioksidativne zaStite u jetri

Za merenje aktivnosti antioksidativnih enzima u jetri koris¢en je 10% homogenat
sveze jetre pripremljen u sukroznom puferu (250 mM sukroza, 1 mM EDTA, 50 mM
Tris-HCI, pH 7,4) koji je centrifugiran na 100,000xg (90 min, +4 °C) i supernatanti su

¢uvani na -80°C do koriS¢enja.

3.3.5.1. Odredivanje aktivnosti CAT

Aktivnost CAT je odredena po metodi Beutler-a (1982). Reakcija se zasniva na
stepenu degradacije H,O, aktivno$c¢u katalaze prisutne u uzorku. Reakcija se odigravala
u inkubacionoj smesi koja je sadrzala TE pufer pH 8.0 (1M TRIS -HCI pH 8,0, 5SmM
EDTA), homogenat jetre i 10 mM H,0,

U staklenu kivetu dodavano je 1,5 ml podesenog rastvora HO, u TE puferu i
uzorak (5-10ul). Reakcija je zapocinjala dodavanjem uzorka, a pad apsorbance je
pracen spektrofotometrijski na 230 nm u toku tri min na temperaturi od 25°C. Da bi se
izbeglo formiranje mehuri¢a tokom oslobadanja kiseonika u toku reakcije, vazno je da
koncentracija H,O, bude ta¢no 10 mM. Koncentracija H,O, je odredivana tako §to je
merena apsorbanca 0,9 ml 1 M TE pufera, pH 7,0 (razblazen sa destilovanom vodom u
odnosu 1:10) i dobijena je apsorbanca Al. Zatim je dodavano 0,1 ml 30% H,O,

(razblazen sa destilovanom vodom u odnosu 1:100) i izmerena je apsorbanca A2.
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Milimolarni ekstinkcioni koeficijent za vodonik peroksid na 230 nm iznosi 0,071, dok
je koncentracija razblazenog vodonik peroksida C=141 mmol (A2-A1l). Rastvor H,0,
koncentracije od 10 mmol dobijan je kada je H,O, razblazivan destilovanom vodom u
odnosu C/10.

Aktivnost CAT je izrazavana u jedinicama po miligramu proteina (U/mg
proteina). Jedinica aktivnosti katalaze je definisana kao broj milimolova H,0O,

redukovanih u min (pmol H,O»/min).

3.3.5.2. Odredivanje aktivnosti SOD

Aktivnost ukupnog SOD je merena epinefrinskom metodom (Misra i sar., 1972).
Metoda se bazira na merenju nivoa inhibicije autooksidacije epinefrina aktivnoséu SOD
prisutne u uzorku koji je rastvoren u 50mM Na karbonatnom puferu pH 10,2.
Spektrofotometrijski se pratilo smanjenje brzine autooksidacije adrenalina koja je
zavisna od super oksid anjon radikala koga uklanja SOD.

U staklenu kivetu dodavano je 3 ml Na karbonatnog pufera, uzorak i koli¢ina
podesenog rastvora adrenalina. Apsorbanca je dobijena ocitavanjem na 480 nm, na
temperaturi od 25 °C tokom 10 min a ocitavanje se vrSilo na svaki min. Za
izracunavanje vrednosti SOD koristila se vrednost promene apsorbance uzorka prema
slepoj probi (3 ml Na karbonatnog pufera + koli¢ina adrenalina ¢ija je promena
apsorbance u opsegu od 0,020 do 0,022) Jedinica aktivnosti SOD definiSe se kao
koli¢ina enzima koja izaziva 50% inhibicije autooksidacije adrenalina u linearnom delu
promene apsorbance.

Aktivnost SOD za tkivo jetre predstavlja ukupnu aktivnost ovog enzima koga
¢ine CuZnSOD i MnSOD. Aktivnost SOD izrazavana je u jedinicama po miligramu

proteina (U/mg proteina).

3.3.5.3.  Odredivanje aktivnosti GST

Aktivnost GST je odredena spektrofotometrijski po metodi Habig-a (1974) koja
se bazira na reakciji 1-hloro-2,4-dinitrobenzena (CDNB) sa -SH grupom GSH koja je
katalizovana GST-om koji je prisutan u uzorku. Reakciona smesa, koja je sadrzala 0,5

M fosfatni pufer pH 6,5 (KH,PO, 1 K;HPO4), 30 mM CDNB u destilovanoj vodi je prvo
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inkubirana na 37°C 5 min, a reakcija je zapoceta dodavanjem homogenata jetre i 20mM
GSH.

U kvarcnu kivetu dodavano je 1,5 ml destilovane vode, 0,1 ml CDNB-a, 0,6 ml
fosfatnog pufera, 0,3 ml GSH, a reakcija je zapocinjala dodavanjem uzorka jetre i GSH.
Povecanje promene apsorbance praceno je spektrofotometrijski prema slepoj probi
(dodavani su svi rastvori kao za analizu sem uzorka) na talasnoj duzini od 340 nm na
temperaturi od 25 °C svakih 30 s tokom tri min.

Aktivnost GST u jetri je izrazena u nanomolima GSH utroSenih u min na mg

proteina (nmol GSH/min/mg proteinaOU/mg proteina).

3.3.6. Priprema ukupnog homogenata jetre

Ukupni homogenat jetre pripreman je prema proceduri Choi i Waxman (1999).
Tkivo jetre (200mg) je mehanicki usitnjeno a zatim homogenizovano u ru¢nom
staklenom homogenizeru na +4°C, u puferu za homogenizaciju (10 mM Tris-HCI pH
7,6, 1 mM EDTA, 250 mM sukroza) koji je sadrzao meSavinu proteaznih i fosfataznih
inhibitora (5 mg/ml aprotinin, 0,1 mM PMSF, 1 mM NaVOs;, 5 mg/ml leupeptin).
Dobijeni homogenati jetre su centrifugirani na 3,000xg, 20 min na +4°C u Eppendorf

5415 R centrifugi. Odvojeni supernatant alikvotiran je i ¢uvan na -80°C do upotrebe.

3.3.7. Priprema citosolne i mitohondrijalne frakcije celija jetre

Tkivo jetre je mehanicki usitnjeno a zatim homogenizovano u ru¢nom staklenom
homogenizeru na +4°C, u puferu za homogenizaciju (20 mM Tris pH 7,0, 1 mM EDTA,
10% glicerol, 50 mM NaCL, 2 mM DTT, 20mM Na-fosfatni pufer) koji je sadrzao
mesSavinu proteaznih i fosfataznih inhibitora (5 mg/ml aprotinin, 0,1 mM PMSF, 1 mM
NaVOs;, 5 mg/ml leupeptin). Ovako dobijeni homogenati su centrifugirani na 3,000xg
15 min na +4°C. Dobijeni supernatant se koristio za izolaciju citosolne i
mitohondrijalne frakcije. Prvo je supernatant centrifugiran na 11,000xg na +4°C.
Novodobijeni supernatant (SN2) se koristio za dobijanje citosolne a talog za dobijanje
mitohondrijalne frakcije. SN2 je centrifugiran na 100,000xg, na +4°C, u trajanju od 60
min ¢ime je dobijena Cista frakcija citosola koja je alikvotirana i ¢uvana na -80°C do

upotrebe.
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Talog je ispran u 500 pl pufera za homogenizaciju, a zatim centrifugiran 20mina
na 12 000xg na+4°C. Nakon toga talog je resuspendovan u 500 pl pufera za liziranje
mitohondrija (50 mM TRIS-HCI pH 7,4, 5% glicerol, ImM EDTA, 5 mM DTT, 0,05%
Triton X-100) koji je sadrzao meSavinu proteaznih i fosfataznih inhibitora (5 mg/ml
aprotinin, 0,1 mM PMSF, 1 mM NaVOs, 5 mg/ml leupeptin). Nakon inkubacije od 30
min na +4°C talog je dodatno centrifugiran na 15,000xg ¢ime je dobijena Cista frakcija
mitohondrija u supernatantu koji je alikvotiran. Dalje analize mitohondrijalne frakcije

su uradene odmah nakon izolacije zbog brzog propadanja uzorka.

3.3.8. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracije proteina u ukupnim homogenatima jetre, citosolnom i
mitohondrijalnim frakcijama odredivane su po metodi Lowry-a i sar. (1951). Metoda se
zasniva na biuretskoj reakciji peptidnih veza proteina i kupri jona u alkalnoj sredini i
reakciji fosfomolibdensko-fosfovolframovog reagensa sa tirozinom 1 triptofanom
sadrzanim u proteinima. Uzorak proteina zapremine 5-10 pl razblazen je vodom do
finalne zapremine od 200 pl i pomeSan sa 3 ml sveze pripremljenog rastvora koji se
dobija meSanjem 1 ml 1% CuSO4x5H20, 1 ml 2% K-Na-tartarata i 98 ml 2% Na,CO3
u 0,1 N NaOH. Nakon inkubiranja smese 15 min na sobnoj temperaturi, uzorcima je
dodat Folinov reagens razblazen u odnosu 1:2 (v/v). Posle 30 min, koliko je potrebno da
se razvije boja, merene su apsorbance uzoraka na 720 nm napram "slepe" probe, na
spektrofotometru (Shimatzu UV-160). Koncentracije proteina ocitavane su sa
standardne prave (A720) u funkciji koncentracije proteina, konstruisane polazeci od

standardnih koncentracija serumskog albumina goveceta.

3.3.9. Elektroforeza proteina u poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE)

Za razdvajanje i karakterizaciju proteina prema molekulskim masama koris¢ena
je tehnika jednodimenzionalne elektroforeze u poliakrilamidnom gelu, u prisustvu Na-
dodecisulfata (SDS-PAGE), koju je opisao Laemmli (1970). Gel za razdvajanje je bio
12% poliakrilamidni gel u 375 mM Tris-HCI, pH 8.8, 0,1% SDS, 0,05% APS i 0,1%
TEMED. Pufer za elektroforezu je bio 192mM glicin, 25 mM Tris-HCI (pH 8,3) 1 0,1%

SDS. Serumi koji su analizirani ovom metodom su razblazivani u odnosu 1:100 u
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5Xpuferu za uzorke (500mM Tris-HCI, pH 6,8, 10%SDS, 5% B-merkaptoetanol, 50%
glicerol) i kuvani 3 min na 95°C, a zatim je iz razblazenja uzimano 20 pl po uzorku za
elektroforetsko razdvajanje. Proteini iz ukupnog homogenata, citosolne i
mitohondrijalne frakcije su rastvarani odnosu 1:1 u 2X Laemli puferu za denaturaciju
proteina (2% SDS, 62.5 mM Tris-HCI, pH 6.8, 5% B-merkaptoetanol i 8.8% glicerol) a
zatim kuvani 3 min na 95°C. Pufer za elektroforezu je bio 192 mM glicin, 25 mM Tris-
HCI, pH 8,3 1 0.1% SDS. Elektroforeza je trajala ukupno jedan h na voltazi od 0,12 kV
kroz gel za skoncentrisavanje i na 0,15kV kroz gel za razdvajanje. Za elektroforezu je
koriS¢en BioRad sistem (Mini-PROTEAN 1II, Electrophoresis Cell.). Nakon

elektroforeze, proteini sa gelova su prenoSeni na membrane.

3.3.10. Prenos proteina na membrane

Proteini razdvojeni na jednodimenzionalnoj SDS-PAGE preneti su na
odgovaraju¢e membrane pod uticajem elektricne struje po metodi Burnette-a (1981).
Koris¢ene su polivinildifluorid (PVDF ) membrane (polyvinylidene difluoride, Hybond-
P, RPN303F, Amersham Pharmacia Biotech), koje su optimizirane za prenos proteina.
Prenos je raden u mini aparatu za transfer (Bio-Rad, Mini Trans-Blot Electrophoretic
Transfer Cell). Neposredno po zavrSetku elektroforeze, gelovi i membrane odgovarajuce
veli¢ine potopljeni su nezavisno u ohladeni pufer za prenos u sastavu: 25 mM Tris-HCI,
pH 8,3, 192 mM glicin, 20% metanol. Nakon 30 min, gel i membrana poloZeni su u
sendvi¢ od filter papira (Whatman 3MM) i sundera i postavljeni u aparat za transfer.
Pod uticajem konstantne struje prenos je iSao preko noc¢i na 0,030 kV i 0,06A. Po
zavrSenom prenosu, filteri su bojeni Ponceau-om: 1% Ponceau-S u 5% siréetnoj
kiselini, a gelovi Coomassie-plavim, kako bi se proverili ispravnost transfera i

elektroforeze.

3.3.11. Imunoblot analiza proteina

Imunoblot analiza proteina radena je po modifikovanoj metodi Towbin-a i sar.
(1979). Membrane sa prenetim proteinima ispirane su 2 do 3 puta u trajanju od 10 min,
u 0,2% rastvoru Tween 20 u TBS puferu (20 mM Tris-HCI, pH 7,6, 150 mM NaCl),

skra¢eno TBS-T. Nakon ispiranja, membrane su blokirane u rastvoru za blokiranje u
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sastavu: 5% nemasno mleko u prahu, izuzev ukoliko su membrane probane sa fosfo
antitelima kada se koristio serum govecfeta u TBS-T puferu umesto mleka u istim
procentima (Blotto, sc-2325, Santa Cruz Biotechnology) rastvoreno u TBS-T puferu, 45
min, na sobnoj temperaturi, uz lagano mesanje. Membrane su zatim ispirani sa dve brze
izmene pufera, pa 1x15 min, 2x5 min u TBS-T. Potom su inkubirani sa primarnim
antitelom, razblazenim u odgovaraju¢em odnosu, u 3% mleku ili serumu goveceta u
zavisnosti od antitela u TBS-T puferu, 1:30 h na sobnoj temperaturi, uz lagano mesanje.
Po zavrSenoj inkubaciji, membrane su ispirane sa dve brze izmene pufera, zatim 1x15,
2x5 min u TBS-T. Nakon ispiranja, membrane su inkubirane sa odgovarajué¢im
sekundarnim antitelom koje je konjugovano peroksidazom iz rena u odgovarajuéem
razblazenju, u rastvoru 3% mleka u TBS-T, 1 h na sobnoj temperaturi, uz lagano
mesSanje. Nevezana antitela su uklonjena ispiranjem nekoliko puta u TBS-T (1x15, 4x5
min). Nakon toga, radena je vizuelizacija nagradenih antigen-antitelo kompleksa
bojenjem membrana luminol reagensom (Western Blotting Chemiluminescence
Luminol Reagent, Solution A and Solution B, Santa Cruz Biotechnology, sc-2048) i
stavljanjem pod filmove (Hyperfilm ECL, Santa Cruz Biotechnology, RPN 3103 K)
prema uputstvima proizvodaca. Za ponovno koris¢enje iste membrane za drugo antitelo,
membrana je inkubirana 35 min na 50°C u puferu za striping (100mM b-
Mercaptoethanol, 2%SDS 62,5 mM Tris-HCI pH 6,8), zatim isprana tri puta po 30 min
u TBS-T puferu, blokirana u rastvoru 10% mleka u TBS-T 10 minuta a zatim inkubirana
sa drugim antitelom po istom principu.

Kvantifikacija proteina je uradena u programu TotalLab (Phoretix) v1.1 i

izrazena kao relativna vrednost.
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Tabela 2. Podaci o primarnim antitelima koris¢enim u Western imunoblot analizi

Antigen x;)slzl?ligl;;l Poreklo Proizvodac Razblazenje
HMGBI 29 zecije Abcam 1:1000
PARP-1 116 zecije Santa Cruz 1:1000
p85-PARP-1 85 zecije Proomega 1:1000
Bax 25 zecije Cell signaling 1:1000
Bcl-2 28 zecije Cell signaling | 1:1000
Beklinl 60 zecije Sigma-Aldrich | 1:1000
Akt 1/2/3 60 zecCije Santa Cruz 1:1000
p-Akt 60 zecije Santa Cruz 1:750
INK 46,54 misije Santa Cruz 1:1000
p-JNK 46 kozije Santa Cruz 1:750
ERK 42,44 zecije Santa Cruz 1:1000
p-ERK 42,44 zecije Santa Cruz 1:750
citohrom C 12 misije Santa Cruz 1:1250
prokaspaza3 32 zecije Santa Cruz 1:750
kaspaza3 19,17 zecije Cell signaling 1:1000
LC3 19,17 zeCije Sigma-Aldrich | 1:1000
p62 62 zecije Cell Signaling | 1:1000
3 aktin 44 zecije Abcam 1:2000
COX 1V 17 zecije Sigma-Aldrich | 1:1000
3.3.12. Imunoprecipitacija

Ova metoda omogucava izdvajanje proteina iz proteinske frakcije ili ¢elijskog
lizata. Zasniva se na interakciji Zeljenog proteina sa odgovaraju¢im antitelom koji grade
kompleks. Odvajanje formiranog kompleksa od ostalih proteina omoguéava se
dodavanjem specificnog nesolubilnog proteina, oznacenog kao Protein A ili Protein G,
koji vezuje antitelo. Proteini A i G konjugovani su sa nesolubilnim matriksom koji moze
biti agaroza ili sefaroza. Centrifugiranjem se formira talog koji sadrzi kompleks antigen-
antitelo-Protein A/G, iz kojeg se antigen oslobada u supernatantu nakon kuvanja u
puferu sa SDS-om i centrifugiranja. Izdvojeni supernatant koji sadrzi
imunoprecipitovani protein kao i proteine koji su sa njim u interakciji, razdvaja se na
SDS-PAGE i dalje analizira imunoblot-om. Metoda ima primenu u izuCavanju:
biohemijskih osobina proteina, posttranslacionih modifikacija, protein-protein
interakcija.

U ovom doktoratu imunoprecipitacija je uradena pod uslovima opisanim kod

Uskokovi¢ i sar. (2012). Proteini homogenata jetre i citoplazmatski proteini (200 ug)
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inkubirani su sa 2 pg primarnog misijeg anti-HMGB1 (Sigma-Aldrich) i zecijeg
Beklinl antitela (Sigma-Aldrich) u hladnom puferu za imunoprecipitaciju (10mM
TRIS-HCL, pH 7,6, 4mM EDTA, i 50 mM NaCl) u koji su dodati inhibitori proteaza i
fosfataza (5 mg/ml aprotinin, 0,1 mM PMSF, 1 mM NaVOs;, 5 mg/ml leupeptin), u
finalnoj zapremini od 800 ul ,preko no¢i, na 4°C. Sutradan su prvo pripremljene
agarozne kuglice kuplovane sa A/G proteinom (Santa Cruz Biotechnology sc-2003).
Kuglice su pripremljene ispiranjem tri puta u hladnom puferu za imunoprecipitaciju uz
centrifugiranje (9300 g, 1 min, 4°C). Isprane kuglice (50 pl) su zatim prebacene u
epruvete od 1,5 ml i na njih je nalivena kompletna smeSa prethodno inkubiranih
proteina sa antitelom. Inkubacija je nastavljena 1h na +4°C, na rotirajucoj platformi.
Nakon inkubacije uzorak je centrifugiran ( 9300xg, 1 min, 4°C). Supernatant je pazljivo
odliven, a talog kuglica je ispran pet puta sa po 500 pl hladnog pufera za
imunoprecipitaciju, centrifugiranjem (9300xg, 1 min, 4°C). Nakon poslednjeg ispiranja
supernatant je pazljivo otklonjen, a na talog koji predstavlja imunoprecipitovane
proteine, je dodato 50 ul pufera za uzorke (2% SDS, 0,0625 M Tris-HCI, pH 6.,8), 5% f-
merkaptoetanol i1 8,8% glicerol). Zatim je talog vorteksovan i zagrevan na 100°C, 10
min. Nakon zagrevanja uzorak je centrifugiran (9300xg, 2 min, sobna temperatura).
Nakon ovakve pripreme uzorak je spreman za nanoSenje na gel, elektroforetsko

razdvajanje i imunoblot analizu.

3.3.13. Histoloska priprema tkiva

3.3.13.1. HistoloSka priprema tkiva za svetlosnu i konfokalnu
mikroskopiju

Isecci tkiva jetre fiksirani u Bouen-ovom rastvoru (48 h), dehidratisani su
rastu¢im koncentracijama etanola (30%, 50%, 70%, 96% 1 100%); prosvetljavani
ksilolom; ukalupljeni u parafin i seCeni na kliznom mikrotomu marke Leica (Germany)
pri debljini histoloskih rezova od Spum. Od svakog kalupa iseCen je odgovarajuéi broj

susednih preseka tkiva, koji su koris¢eni za dalje analize.
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3.3.13.1.1. Hematoksilin-eozin (HE) bojenje histoloSkih preparata

Za prikazivanje strukturnih promena u morfologiji jetre i1 prisustva nekroze
kori$éenja je metoda hematoksilin-eozin bojenja. Hematoksilin je bazna (pozitivna) boja
koja vezuje bazofilne supstance (DNK, RNK) i daje tamno plavo ili ljubic¢asto obojenje.
Eozin je kisela (negativna) boja koja se vezuje za acidofilne supstance (proteini) i daje
crveno ili roze obojenje.

Nakon deparafinizacije histoloskih preparata u ksilolu, i rehidratacije u seriji
etanola opadajuc¢e koncentracije(100%, 96%, 70%), preparat je ostavljen u vodi do
obezbojavanja. Zatim se preparat boji u rastvoru hematoksilina 5 min, ispere vodom i
boji u rastvoru eozina 5 min. Nakon toga se vr$i dehidratacija u seriji etanola rastuce
kocentracije i ksililola i montira se pokrovno staklo. Za vizuelizaciju je koris¢en
svetlosni mikroskop marke Opton ( Zeiss, Germany)

Stepen degeneracije ¢elija jetre i nekroze odredivan je po metodi Lobenhofer-a i
sar. (2006): 1 — minimalne promene (manje od 5% celija), 2 — umerene promene (5-
25% celija), 3 — jake promene (26-50% celija) i 4 — intenzivne promene (preko 50%

celija).

3.3.13.1.2. Kolokalizaciona analiza histoloSkih preparata

Za prikazivanje prostornog preklapanja dva proteina obeleZenih razlicitim
fluoroforama, koje imaju razliCite talasne duzine emisije, koriS¢ena je metoda
kolokalizacije koja je vizualizovana koris¢enjem konfokalog mikroskopa.

Histoloski preparati su blokirani sa 2% govedim serum albuminom (BSA) u
puferu fosfatnih soli (PBS: 137 mM NaCl, 2 mM KCI, 10 mM Na,HPO,, 1,8 mM

KH,PO,) na sobnoj temperaturi. Nakon blokiranja, preparati su inkubirani sa ze¢ijim

PBS-u) preko no¢i na 4°C. Tkivni preseci su nakon toga isprani tri puta sa PBS-om i
inkubirani, u mraku, sa sekundarnim antitelima (Alexa Fluor 555 goat anti-rabbit IgG
(H+ L) i Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG (H + L), LifeTechnologies), razblazenim
1:1000 u 0,5% BSA u PBS-u, dva h na sobnoj temperaturi. Preparati su zatim isprani tri
puta PBS-om i preliveni polivinil alkoholom (Mowiol- Sigma Aldrich, 81381).

Vizuelizacija je izvrSena na Leica TSC SP8 konfokalnom mikroskopu (Leica

71



Microsystems) koji je opremljen sa 488/522 nm laserom i 63/1.4 NA imerzionim
socivima. Analiza kolokalizacije obavljena je u ImagelJ softveru (NIH, USA) i stepen
kolokalizacije izmedu Beklinl i HMGBI1 proteina je meren pomocu Pirsonovog
koeficijenta korelacije (PCC). PCC meri snagu linearne veze izmedu intenziteta
fluorecence dveju slika i na osnovu toga im dodeljuje vrednost od 1 (savrSena pozitivna
korelacija) do -1 (savrSena inverzna korelacija), sa 0 vrednoscu koja predstavlja

nasumicnu distribuciju. (Manders i sar., 1992).

3.3.13.2. HistoloSka priprema tkiva za elektronsku mikroskopiju

Isecci tkiva jetre, veli¢ine 1 x 1mm fiksirani su u rastvoru 2.5% glutaraldehidu u
100 mM Sorensovom fosfatnom puferu (pomesati 71,5 ml 100 mM Na,HPOj, i 28,5 ml
100 mM KH,PO,4 kako bi se dobio pH 7,2); dodatno fiksirani u rastvoru 2% osmijum
tetrahidroksida u 0,IM  Sorensovom fosfathom puferu; dehidrirani rastu¢im
koncentracijama etanola (30%, 50%, 70%, 96% 1 100%) 1 uronjeni u Araldit (Fluka,
Nemacka). Ultra tanki preseci dobijeni su secenjem na Leica UC6 mikrotomu (Leica
Microsystems, Nemacka) pomocu dijamantskih nozeva (Diatome). Ultra tanki preseci
su zatim optoCeni u bakarnu mrezu i kontrastrirani pomocu uranil acetata i olovo II
acetata (Leica EM STAIN, Leica Microsystems, Nemacka).

Preseci su ispitani na Philips CM12 transmisionom elektronskom mikroskopu.
(Philips/FEI, Holandija) opremljenim sa digitalnom kamerom SIS Mega View III
(Olympus Soft Imaging Solutions, Nemacka).

3.3.14. In vivo detekciju apoptoze koriS¢enjem Apo-TRACE
molekula

Apo-TRACE je mali, netoksic¢ni, organski molekul koji spada u ApoSense
familiju komponenti male molekulske mase, koje se koriste za vizualizaciju celijske
smrti in vivo. ApoSense komponente prepoznaju promene u potencijalu celijske
membrane i rearanZman u njenim fosfolipidima, $to su glavne karakteristike apoptoze u
¢elijama. Nakon ubrizgavanja in vivo, ApoSense komponente se akumuliraju u
citoplazmi apoptotskih celija. Fluorescentno obelezen Apo-TRACE molekul se ekscitira

na 328 nm a emituje fluorescenciju na 563 nm.
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Za in vivo detekciju apoptoze u jetri kontrolnih i pacova sa dijabetesom, u
prisustvu ili odsustvu melatonina, koriSéen je komercijalno nabavljen komplet ( Apo-
TRACE In Vivo Apoptosis Detection Kit , CS1120, Sigma-Aldrich). U po 5 pacova iz
ispitivanih eksperimentalnih grupa, je intravenozno injeciran otopljen Apo-TRACE
rastvor (110 mg/kg), i nakon 2 h Zivotinje su zrtvovane. Po zrtvovanju, izolovane jetre
su brzo obavijene aluminijumskom folijom da bi se zastitile od svetlosti i zamrzavane
su u te¢nom azotu jedan h. Jetre su potom ¢uvane na -80°C, minimum 16 h pre dalje
preparacije za vizualizaciju. Nakon toga su se zamrznute jetre sekle na 5 pM i isecci su
postavljani na mikroskopsko staklo 1 prekriveni pokrovnim staklom Tako pripremljeni
preparati su analizirani pod fluorescentnim mikroskopom (Zeiss Axiovert fluorescence
microscope, Sjedinjene Americke drzave), opremljenim sa kamerom i objektivom (EC

Plan-Apochromat).

3.3.15. Statisticka obrada podataka

Sve vrednosti su izrazene kao srednja vrednost + statisticka gresSka. Razlika
izmedu odgovarajuéih srednjih vrednosti odredena je pomocu jednostrane ANOVE sa
post-hoc Mann-Whitney U testom. P vrednosti manje od 0,05 su se smatrale statisticki

znacajnim.
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4. REZULTATI

4.1. Protektivni efekti tretmana melatoninom ili etil
piruvatom kod pacova sa eksperimentalno izazvanim
dijabetesom

4.1.1. Prezivljavanje Zivotinja

Procenat prezivljavanja Wistar pacova tokom perioda od cetiri nedelje nakon
indukcije dijabetesa jednokratnim injeciranjem STZ u dozi od 65 mg/kg telesne mase
iznosio je 78%. Svakodnevni tretman dijabeti¢nih pacova melatoninom (0,2 mg/kg) ili

etil piruvatom (80 mg/kg) pokazao je 100% preZivljavanje tokom ispitivanog perioda.
p gkg)p J p y

4.1.2. Uticaj melatonina i etil piruvata na odrZavanje telesne mase i
tezine jetre kod pacova sa dijabetesom

U Tabeli 3. prikazane su promene telesne mase i tezine jetre (izraZzene kroz apsolutnu
(g) 1 relativnu (% od telesne mase) vrednost kontrolnih 1 dijabeticnih pacova nakon
tretmana melatoninom ili etil piruvatom. Tretman kontrolnih grupa pacova melatoninom
ili etil piruvatom nije doveo do znacajnih promena ni u jednom od merenih parametara
(Tabela 3.). U poredenju sa kontrolnim pacovima, dijabetes dovodi do pada telesne
mase pacova za oko 46% (p<0,05), smanjenja apsolutne tezine jetre za oko 30%
(p<0,05), 1 do uveéanja relativne tezine jetre 1,3 puta (p<0,05). Tretman dijabeticnih
pacova melatoninom doveo je do manjeg pada telesne mase (30%, p<0,05), manjeg
smanjenja apsolutne tezine jetre (17%, p<0,05) i blagog uvecanja relativne tezine jetre u
poredenju sa kontrolnim pacovima. Tretman dijabeticnih pacova etil piruvatom
karakteriSe manji pad telesne mase (19,5%, p<0,05) i nepromenjena relativna tezina
jetre u poredenju sa kontrolnim vrednostima, dok je apsolutna tezina jetre i dalje

smanjena za oko 30% (p<0,05).

74



Tabela 3. Promene telesne mase i tezine jetre pacova sa dijabetesom, tretiranih melatoninom ili

etil piruvatom

K K+M K+EP D D+M D+EP

TELESNA 345+15 340+6 347+11 185+10° 24240 278,1+6*°
MASA (g)

APSOLUTNA b
TEZINA 12,309 122408  12,79+0,6 8,6+03"  10,3£0,7**  8,71+0,8"

JETRE (g)

RELATIVNA b
TEZINA 35401 3,550,1 | 37302  4,6£02°  42+02°  3,1303

JETRA (%)

Telesna masa i tezina jetre su odredivane na kraju Cetvrte nedelje od tretmana sa STZ, pri cemu
je tezina jetre predstavljena kao apsolutna (g) 1 relativna (% od telesne mase). K — kontrolna
grupa, K+M — kontrolna grupa tretirana melatoninom, K+EP — kontrolna grupa tretirana etil
piruvatom, D — dijabeti¢na grupa, D+M — dijabeti¢na grupa tretirana melatoninom, D+EP —
dijabeti¢na grupa tretirana etil piruvatom. Sve vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost +
standardna greska; a, p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom; b, p<0,05 u poredenju sa
dijabetiénom grupom.

4.1.3. Uticaj melatonina i etil piruvata na nivo insulina i glukoze

U okviru kontrolnih grupa, tretman melatoninom ili etil piruvatom nije doveo do
znacajnih promena u koncentraciji glukoze i insulina. Dijabetes je pra¢en padom
koncentracije insulina za oko 68% (p<0,05) i sa viSe od Sestostrukim povecanjem nivoa
glukoze u krvi (oko 6,3 puta, p<0,05) u odnosu na odgovarajuce kontrolne vrednosti
(Tabela 4.). Tretman melatoninom nije znacajno uticao na ove promene. Tretman
dijabeti¢nih pacova etil piruvatom doveo je samo do manjeg pada koncentracije insulina

(za oko 50%, p<0,05).
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Tabela 4. Promene koncentracija insulina i glukoze u serumu pacova sa dijabetesom tretiranih

melatoninom ili etil piruvatom

K K+M K+EP D D+M D+EP

I?ISUIL/II;V 1646,8+81  1698+76  1609+73  526,3+22* 5853428  823,4+53°
pmo

GLUKOZA 5,840,2 5,1+0,3 5,6+0,5 34,743,2°  29.4+1,8" | 29,1427

(mmol/T)

K — kontrolna grupa, K+M — kontrolna grupa tretirana melatoninom, K+EP — kontrolna grupa
tretirana etil piruvatom, D — dijabeti¢na grupa, D+M — dijabeti¢na grupa tretirana melatoninom,
D+EP — dijabeticna grupa tretirana etil piruvatom. Sve vrednosti su predstavljene kao srednja
vrednost + standardna greska; a, p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom; b, p<0,05 u
poredenju sa dijabeti¢nom grupom.

4.1.4. Uticaj melatonina i etil piruvata na vrednosti serumskih
markera oSteCenja jetre

Serumske vrednosti dve za jetru specificne transaminaze, ALT i AST, koriste se
kao serumski markeri oSte¢enja/inflamacije jetre. U Tabeli 5. prikazane su vrednosti
serumskih aminotransferaza kod kontrolnih i dijabeti¢nih pacova, kao i kod kontrolnih i
dijabeti¢nih pacova tretiranih melatoninom 1ili etil piruvatom. Tretman kontrolnih
pacova melatoninom ili etil piruvatom nije doveo do znacajnih promena ni u jednom od
merenih parametara. U serumu dijabeti¢nih pacova uoceno je statisticki znacajno
uvecanje vrednosti obe transaminaze u odnosu na odgovarajué¢e kontrolne vrednosti.
Vrednost ALT je povecana 3,5 puta (p<0,05), a AST 2,4 puta (p<0,05). Tretman
dijabeti¢nih pacova i melatoninom 1i etil piruvatom doveo je do znacajnog smanjenja
aktivnosti prisustva obe transaminaze. Specificna enzimska aktivnost ALT je pala za
oko 43% (p<0,05) u obe tretirane dijabeticne grupe. Melatonin je kod dijabeti¢nih
pacova izazvao pad AST vrednosti za 39% (p<0,05), a etil piruvat za 53% (p<0,05).
Dobijene ALT 1 AST vrednosti nakon ispitivanih tretmana nedvosmisleno ukazuju na

poboljSanje opsteg stanja jetre pacova sa dijabetesom.

76



Tabela 5. Promene specifi¢nih aktivnosti aminotransferaza AST i ALT u serumu kod

dijabeti¢nih pacova tretiranih melatoninom ili etil piruvatom

K K+M K+EP D D+M D+EP

‘&JI;E 49,3£2,7 48,6+2,5 58,4+£2.5 171,5£6,4°  93,5t11** 98,713

?US/IT) 186,7+18,4  189,3+12,2 = 223,710 = 4512422°  275,5+13% = 211,1+15°

K — kontrolna grupa, K+M — kontrolna grupa tretirana melatoninom, K+EP — kontrolna grupa
tretirana etil piruvatom, D — dijabeti¢na grupa, D+M — dijabeti¢na grupa tretirana melatoninom,
D+EP — dijabeti¢na grupa tretirana etil piruvatom. Sve vrednosti su predstavljene kao srednja
vrednost + standardna greSka; a, p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom; b, p<0,05 u
poredenju sa dijabeticnom grupom.

4.1.5. Antioksidativan efekat melatonina u jetri pacova sa dijabetesom

Tokom dijabetesa hiperglikemija dovodi do povecanja produkcije ROS i pada
aktivnosti antioksidativnih enzima $to dovodi do pojave oksidativnog stresa. Kako je
antioksidativna aktivnost melatonina poznata, ispitivan je njegov efekat na oksidativni
status jetre pacova sa dijabetesom. Ovaj efekat je najpre pracen preko promena u
koncentraciji 0%, H,0,, nivoa lipidne peroksidacije, a potom i preko promena u

aktivnosti antioksidativnih enzima.

4.1.5.1. Uticaj melatonina na nivo O, H,0, i TBARS

O” vazi za “primarni” radikal koji interaguju¢i sa drugim molekulima generie
“sekundarne” reaktivne kiseoni¢ne vrste. U jetri dijabeti¢nih pacova koncentracija 0* je
uvecéana 2,8 puta (p<0,05) u odnosu na kontrolni nivo (Tabela 6.). Tretman dijabeti¢nih
pacova melatoninom doveo je do smanjenja nivoa 0% u jetri za oko 32% (p<0,05).
H,0, je reaktivna kiseoni¢na vrsta, koja u ekstracelijskoj sredini moze uc¢i u Fentonovu
reakciju gde se kao produkt reakcije dobija visoko reaktivni hidroksil radikal, koji
reaguju¢i sa makromolekulima uzrokuje njihova oStecenja. U jetri pacova sa
dijabetesom koncentracija H>O, raste 2,2 puta (p<0,05) u odnosu na kontrolne vrednosti
(Tabela 6.). Tretman dijabeticnih pacova sa melatoninom dovodi do smanjenja

koncentracije H,O, za 30% (p<0,05).
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reaktivnih vrsta, odredivana je TBARS kao pokazatelj nivoa prisutne lipidne
peroksidacije (Tabela 6.). Koncentracija TBARS je u jetri dijabeti¢nih pacova bila
uvecana 1,5 puta (p<0,05) u odnosu na kontrolne vrednosti, §to ukazuje na oksidativne
promene lipida koji mogu dovesti do narusavanja integriteta membrana organela i samih
¢elija Sto posledicno vodi osteéenju jetre. Tretman dijabeti¢nih pacova melatoninom je

znacajno umanjio koncentraciju TBARS dovode¢i je na kontrolni nivo (Tabela 6.).

Tabela 6. Vrednosti koncentracija O*, H,0, i TBARS-a u jetri dijabeti¢nih pacova i nakon
tretmana melatoninom

K K+M D D+M
o* 66,5 £3,5 64,3+2,1 189,4+6,3*  127,743,3°
(nmoINBT/min/mg proteina)
H,0, 72.,4+4.1 71,943,1  159.4+14,5*  108,7+9,1°
(nmol/ml)
TBARS 11,2+1,08 10,4+1,4 17,2+1,3 12,140,8°

(nmol MDA/mg proteina)

K — kontrolna grupa, K+M — kontrolna grupa tretirana melatoninom, D — dijabeti¢na grupa,
D+M — dijabeti¢na grupa tretirana melatoninom. Sve vrednosti su predstavljene kao srednja
vrednost + standardna greSka; a, p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom; b, p<0,05 u
poredenju sa dijabeticnom grupom.

4.1.5.2. Uticaj melatonina na aktivnost antioksidativnih enzima

Sa ciljem da se utvrdi stepen antioksidativne zastite u jetri pacova sa dijabetesom
nakon tretmana melatoninom kao antioksidansom, ispitivane su aktivnosti CAT, GST i
superoksid dismutaze SOD. U jetri dijabeti¢nih pacova sva tri ispitivana antioksidativna
enzima ispoljavaju pad u aktivnosti (Slika 24.). Aktivnost CAT je umanjena za 35%
(p<0,05) u odnosu na kontrolne vrednosti, GST za 30% (p<0,05), a aktivnost ukupne
SOD za 37% (p<0,05). Tretman dijabeticnih pacova melatoninom pracéen je
poboljSanjem aktivnosti antioksidativnih enzima. Aktivnost CAT je uvecana 1,24 puta

(p<0,05), GST 1,2 puta (p<0,05) i ukupne SOD 1,4 puta (p<0,05).

78



700+ W CAT

B GST
a
1004 I I
K D

B SODx10
Slika 24. Promene aktivnosti CAT, GST i SOD u jetri pacova sa dijabetesom nakon tretmana
melatoninom K — kontrolna grupa, K+M — kontrolna grupa tretirana melatoninom, D —
dijabeticna grupa, D+M - dijabeticna grupa tretirana melatoninom. Sve vrednosti su
predstavljene kao srednja vrednost = standardna greska; a, p<0,05 u poredenju sa kontrolnom
grupom; b, p<0,05 u poredenju sa dijabeticnom grupom.
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4.1.6. Uticaj melatonina na stepen DNK oSteéenja u Celijama jetre
pacova sa dijabetesom

Pojacano formiranje i akumulacija ROS u dijabetesu, kao i pad antioksidativne
zastite mogu dovesti do pojave DNK ostecenja. KoriSéenjem tzv. komet eseja ispitivan
je stepen DNK ostecenja u celijama jetre dijabeticnih pacova i promene koje nastaju
tokom tretmana melatoninom (Slika 25.).

Tokom elektroforetskog razdvajanja, oste¢eni DNK fragmenti putuju iz jedra u
pravcu katode (u smeru struje) ¢ime se formiraju strukture koje podseéaju na komete.
Koli¢ina DNK prisutna u repu komete, ukazuje na intenzitet DNK oStecenja. Uocava se
da je najveéi broj celija jetri kontrolnih pacova i kontrolnih pacova tretiranih
melatoninom bio bez repa komete (Slika 25A.). Na osnovu ovog podatka moze se
zakljuciti da u ovim celijama nema DNK oStecenja. Kod celija jetri pacova sa
dijabetesom velika koli¢ina DNK nalazila se u repu komete sto ukazuje na visok nivo
dvolancanih prekida na DNK. Analizom momenta repa komete, koji predstavlja
proizvod duzine repa i procenta DNK u repu komete, uoc¢eno uvec¢anje DNK ostecenja u
dijabeti¢noj jetri je 47 puta (p<0,05) u poredenju sa kontrolnim celijama (Slika 25B.).

Smanjenje oksidativnog stresa melatoninom znacéajno je smanjio koli¢inu DNK u repu
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kometa ¢elija jetri dijabeti¢nih pacova odnosno smanjuje DNK osSte¢enja. Analiza

momenta repa ukazuje da je ovo DNK ostecenje smanjeno za 77% (p<0,05).

B[
i
i
i)
2
b
§
g
Q
s
) ke . I lj
K+M D DM

Slika 25. DNK ostecenja u jetri pacova sa dijabetesom i efekat melatonina A. Reprezentativne
slike DNK oste¢enja utvrdene pomoc¢u komet eseja. B. Procena DNK oStec¢enja koris¢enjem
momenta repa kao parametra DNK ostec¢enja. Prikazana je srednja vrednost + standardna greska
momenta repa kometa dobijenih iz tri nezavisna eksprimenta. K — kontrolna grupa, K+M —
kontrolna grupa tretirana melatoninom, D — dijabeticna grupa, D+M - dijabeticna grupa
tretirana melatoninom. Sve vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna greska;
a, p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom; b, p<0,05 u poredenju sa dijabeticnom grupom.
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4.2. Prisutvo nekroze i vancelijskog HMGBI1 proteina u jetri
dijabeti¢nih pacova

4.2.1. Utvrdivanje prisustva nekroze histoloSkom analizom preseka
tkiva jetre

Ukoliko oksidativni stres dovede do takvih oSteCenja DNK 1 drugih
makromolekula da su ¢elijski odbrambeni mehanizmi nadjacani oStec¢enjima, dolazi do
¢elijske smrti nekrozom ili apoptozom (Asmat, 2016). Kod dijabeti¢nih pacova uo¢eno
je odstupanje u organizaciji tkiva jetre. Na presecima tkiva jetre dijabeti¢nih pacova koji
su tretirani melatoninom ovakva odstupanja su umanjena, a normalna struktura jetre je

ocuvana (Slika 26.).

Slika 26. Preseci tkiva jetre pacova. Reprezentativne slike preseka tkiva jetre. K — kontrolna
grupa, K+M — kontrolna grupa tretirana melatoninom, D — dijabeti¢na grupa, D+M — dijabeti¢na
grupa tretirana melatoninom. /7, nekroza; P, degeneracija éelija jetre. Uvecanje x400.
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HistoloSkom analizom utvrdeno je da su najuocljivije promene u jetri
dijabeti¢nih pacova hidropsna degeneracija ¢elija (stepen 4, oSte¢enje>50%) i prisustvo
nekroze (stepen 2, zastupljenost nekroze 5-25%). Hidropsna degeneracija nastaje usled
poremecaja u propustljivosti ¢elijske membrane nastale oStecenjem u lipidnom dvosloju
kada dolazi do nekontrolisanog ulaska vode i Na" §to se manifestuje bubrenjem éelije.
Ove promene su karakteristicne za cCelije predodredene za nekrotsku smrt. Prisutne
nekroze se manifestuju kao karioliza, koja je viSe izrazena, i karioreksa. Karioliza
predstavlja potpunu dezintegraciju jedra umiruce celije usled enzimatske degradacije
endonukleazama (Lobenhofer i sar., 2006). Nakon kariolize cela ¢elija se uniformno
boji eozinom. Karioreksa se definiSe kao destruktivna fragmentacija jedra umiruce
¢elije u kojima se nakon ovog procesa hromatin neravnomerno rasporeduje po
citoplazmi. Nekroze su u celijama jetre fokalne, jasno ograniCene na mesta zariSta
nekroze, 1 difuzno rasporedene bez posebne mikroanatomske lokalizacije. Tretman
dijabeti¢nih pacova sa melatoninom smanjuje stepen hidropsne degeneracije celija jetre
na 1 (<5%) kao i procenat nekroznih ¢elija na manje od 5% (Tabela 7.). Ovo ukazuje
na postojanje jasne korelacije izmedu stepena oksidativnog stresa i nivoa degenerativnih

promena u celiji koje rezultuju njenom smréu.

Tabela 7. Stepen hidropsne degeneracije ¢elija jetre pacova i nekroze u uslovima dijabetesa i
tretmana melatoninom

K K+M D D+M

. 1 1 4 1

Degeneracija
¢elija jetre

<5% <5% >50% <5%

0 0 2 1

Nekroza

0% 0% 5-25% <5%

Promene su odredivane po metodi Lobenhofer i sar. (2006) : 1 — minimalne promene (manje od
5% celija), 2 — umerene promene (5-25% celija), 3 — jake promene (26-50% Ccelija) 1 4 —
intenzivne promene (preko 50% celija). K — kontrolna grupa, K+M — kontrolna grupa
tretirana melatoninom, D — dijabeticna grupa, D+M — dijabeti¢na grupa tretirana
melatoninom.
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4.2.2. Imunoblot analiza PARP-1 proteina kao molekularnog markera
nekroze, u ¢elijama jetre pacova sa dijabetesom

Tokom nekroze dolazi do aktivacije proteaza i selektivne proteolize pojedinih
ciljnih proteina. Profil degradacije odredenih proteina moze da ukaze na tip celijske
smrti. Kako tokom oksidativnog stresa dolazi do DNK oStec¢enja, nastali prekidi u DNK
lancu dovode do aktivacije PARP-1 proteina u cilju popravke nastalog ostecenja (de
Murcia i sar., 1994). Medutim, u situaciji kada je stepen DNK ostecenja veliki, dolazi
do preterane aktivacije PARP-1 proteina §to dovodi do energetskog kolapsa u ¢eliji i
posledi¢no do nekrotske smrti. U ¢éelijama kod kojih je aktivirana nekroza, PARP-1
pokazuje specifican obrazac degradacije na proteoliticke, tzv. ,,nekrotske” fragmente,
¢ije su molekulske mase 55 kDa i 62 kDa. Sa ciljem da se dodatno ispita prisutnost
nekroze 1 na molekularnom nivou, analiziran je PARP-1 protein i obrazac njegovog
seCenja u jetri dijabeti¢nih pacova.

U poredenju sa kontrolnim pacovima, imunoblot analizom homogenata jetre
dijabeti¢nih pacova detektovano je uvecano prisustvo (2,9 puta, p<0,05) intaktnog
PARP-1 proteina na poziciji molekulske mase od 116 kDa (Slika 27A.). Takode,
detektovano je prisustvo fragmenata PARP-1 proteina na poziciji molekulskih masa od
55 kDa i1 62 kDa koji nisu detektovani kod kontrolnih Zivotinja, i fragment na poziciji
molekulske mase 85 kDa. Tretman dijabeticnih pacova melatoninom doveo je do
znacajnog smanjenja relativnog prisustva intaktnog PARP-1 proteina (za 50% u odnosu
na dijabeticnu grupu, p<0,05) kao i do smanjenja prisustva nekrotskih PARP-1
fragmenata. Prisustvo PARP-1 fragmenta od 55 kDa je smanjeno za 80% (p<0,05) , dok
fragment od 62 kDa nije detektovan (Slika 27B.) Ovi rezultati su ukazali na to
dasnizavanje stepena oksidativnog stresa tretmanom melatoninom umanjuje stepen

nekrotske celijske smrti, kao $to je pokazala i histoloska analiza jetre.
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Slika 27. Imunoblot analiza proteina homogenata jetre pacova na prisustvo PARP-1 nekrotskih
fragmenata p55 i p62 (A) sa grafickim prikazom rezultata njihove kvantifikacije (B). Prikazani
rezultati kvantifikacije predstavljaju srednju vrednost dobijenu iz najmanje tri nezavisna
eksperimenta. K — kontrolna grupa, K+M — kontrolna grupa tretirana melatoninom, D —
dijabeti¢na grupa, D+M — dijabeti¢na grupa tretirana melatoninom. Sve vrednosti su
predstavljene kao srednja vrednost &+ standardna greska; a, p<0,05 u poredenju sa kontrolnom
grupom; b, p<0,05 u poredenju sa dijabeticnom grupom.

4.2.3. Imunoblot analiza HMGBI1 proteina kao molekularnog markera
nekroze u jetri pacova sa dijabetesom

Ukoliko je ¢elija umrla nekrozom, iz nje se u vancelijsku sredinu osloboden
sadrzaj koji ukljucuje i tzv. markere nekroze kojima pripada i HMGBI1 protein.
Metodom imunoblot analize seruma dijabeti¢nih pacova detektovano je 2,2 puta
(p<0,05) vece prisustvo HMGBI1 proteina u odnosu na serum kontrolnih pacova (Slika
28A.). Tretman melatoninom nije znacajno uticao na relativni nivo HMGBI proteina u
serumu kontrolne grupe. Tretman dijabeti¢nih pacova melatoninom smanjio je nivo
HMGBI proteina u serumu za 30% (p<0,05). Imunoblot analizom homogenata jetre
dijabeti¢nih pacova (Slika 28B.) detektovano je uvecenje prisutnosti HMGB1 proteina
za oko 2,4 puta (p<0,05) u poredenju sa kontrolnom grupom pacova. Tretman kontrolne
grupe melatoninom nije znac¢ajno uticao na nivo HMGB1 proteina u homogenatu jetre
dok je tretman dijabeticnih pacova melatoninom smanjio nivo prisutnog HMGBI

proteina za 35% (p<0,05).
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Slika 28. Imunoblot analiza seruma (A) i homogenata jetre pacova (B) na prisustvo HMGBI1
proteina sa grafickim prikazom rezultata kvantifikacije dobijenih promena. Rezultati
kvantifikacije su dobijeni iz najmanje tri nezavisna eksperimenta i predstavljeni su kao srednja
vrednost. K — kontrolna grupa, K+M — kontrolna grupa tretirana melatoninom, D — dijabeti¢na
grupa, D+M — dijabeti¢na grupa tretirana melatoninom. Sve vrednosti su predstavljene kao
srednja vrednost + standardna greska; a, p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom; b, p<0,05 u
poredenju sa dijabeticnom grupom.

4.3. Prisustvo apoptoze u ¢elijama jetre dijabeti¢nih pacova i
uloga HMGBI1 proteina u regulaciji ovog procesa

4.3.1. In vivo detekcija prisustva apoptoze u jetri pacova sa
dijabetesom

Za analizu prisustva apoptoze u jetri pacova sa dijabetesom koriScen je fluorescentno
obelezen Apo-Trace molekul koji ima sposobnost da prepozna apoptotsku celiju i
akumulira se u njenoj citoplazmi. Analizom histoloskih preparata tkiva jetre iz pacova
kojima je in vivo injeciran Apo TRACE pokazano je da u kontrolnim uzorcima i
uzorcima iz pacova tretiranih melatoninom, veéina ¢elija nije bila obojena (Slika 29.).
U preparatima jetre dijabeti¢nih pacova uoceno je prisustvo velikog broja fluorescentno

obojenih ¢elija §to ukazuje na znacajno prisustvo ¢elija u apoptozi. U preparatima jetre
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dijabeti¢nih pacova tretiranih melatoninom, detektovano je znacCajno smanjenje broja
fluorescentno obojenih ¢elija u poredenju sa dijabeticnim uzorcima, §to govori u prilog
tome da smanjenje oksidativnog stresa u dijabetesu ima za posledicu i smanjenje

¢elijske smrti apoptozom.

Slika 29. In vivo detekcija apoptoze u jetri pacova koris¢enjem fluorescentno obelezenog Apo-
TRACE molekula. Reprezentativni fluorescentni mikrografi preseka jetre su izabrani iz sve
cetiri eksperimentalne grupe. K — kontrolna grupa, K+M - kontrolna grupa tretirana
melatoninom, D — dijabeti¢cna grupa, D+M — dijabeticna grupa tretirana melatoninom.
Uvecanjex400, razmer 25 pm.
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4.3.2. U¢es¢ce HMGBI proteina u aktivaciji apoptotske signalizacije u
jetri pacova sa dijabetesom

Uvecan nivo HMGBI1 proteina u serumu i homogenatima jetre pacova sa
dijabetesom, kao i prisustvo nekroze, ukazuju na permanentno oslobadanje HMGBI
proteina u vancelijsku sredinu tokom dijabetesa, gde posredstvom interakcija sa
razli¢itim receptorima, ovaj protein moze uticati na odredene signalne puteve. Jedan od
puteva koji moze biti aktiviran HMGBI1 proteinom je unutra$nji, mitohondrijalni put
apoptoze u c¢elijama, preko aktivacije JNK proteina. Ova uloga HMGBI1 ostvaruje se
preko njegovih interakcija sa TLR4 receptorom. Kako je prisutnost apoptoze u
dijabetesu smanjena u uslovima hroni¢nog tretmana melatoninom, §to je u korelaciji i sa
smanjenim nivoom HMGBI proteina u serumu i homogenatima jetre, ova osobina
melatonina je iskoriS¢ena za analizu uticaja HMGBI1 proteina na aktivaciju apoptotske

signalizacije u dijabetesu.

4.3.2.1. Interakcije HMGBI1 proteina sa TLR4 receptorom

U cilju analize u¢es¢éa HMGBI1 proteina u aktivaciji apoptotske signalizacije u
dijabeti¢noj jetri, najpre su ispitivane njegove interakcije sa TLR4 receptorom.
Imunoprecipitovan HMGBI1 protein iz jednakih koli¢ina ukupnih homogenata jetre
pacova podvrgnut je analizi na prisustvo TLR4 kori§¢enjem metode imunoblota. Kao
Sto se sa Slike 30. moZe videti, interakcije izmedu HMGBI1 i TLR4 receptora su 3,8
puta (p<0,05) vise zastupljene u jetri pacova sa dijabetesom nego u jetri kontrolnih
pacova 1 pacova tretiranih samo melatoninom. Tretman dijabeticnih pacova
melatoninom pracen je padom HMGBI1/TLR4 interakcija za 53% (p<0,05) Sto se moze

objasniti uocenim smanjenjem prisutnosti HMGBI1 proteina u homogenatima jetre.
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Slika 30. Interakcije HMGBI1 proteina sa TLR4 receptorom. Nakon imunoprecipitacije HMGB1
proteina iz ukupnih homogenata jetri pacova koris¢éenjem anti-HMGBI1 antitela, dobijeni
precipitati su elektroforetski razdvojeni, preneti na PVDF membranu i analizirani metodom
imunoblota na prisustvo protein-protein interakcija koriS¢enjem anti-TLR4 antitela. K —
kontrolna grupa, K+M — kontrolna grupa tretirana melatoninom, D — dijabeti¢na grupa, D+M —
dijabetic¢na grupa tretirana melatoninom. Sve vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost £
standardna greska; a, p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom; b, p<0,05 u poredenju sa
dijabeti¢nom grupom.

4.3.2.2. Promene u aktivnosti JNK signalnog puta posredovanog
HMGBI1/TLR4 interakcijama

JNK pripada MAPK familiji kinaza koje su ukljucene u regulaciju celijske
proliferacije, diferencijacije i apoptoze. Da li ¢e aktivacija JNK voditi u proliferaciju ili
apoptozu zavisi od tipa ¢elije i vrste stimulusa (Sabapathy i sar., 2001). JNK se aktivira
fosforilacijom na tirozinu nakon aktivacije razli¢itih receptora, medu kojima je 1 TLR4
(Maedea, 2010). Aktivirana JNK kinaza moZe uticati 1 na spolja$nji i na unutrasnji
signalni put apoptoze zahvaljujuéi svojoj sposobnosti da interaguje i modulise aktivnost
razlicitih pro- i anti-apoptotskih proteina.

Kako bi se ispitala promena u nivou i aktivnosti JNK kinaze u jetri dijabeti¢nih
pacova radena je imunoblot analiza homogenata jetre sa odgovaraju¢im antitelima na
JNK i fosfo (p)-JNK. Anti-JNK antitelo detektovalo je dve izoforme, molekulske mase
54 kDa i 46 kDa, dok je antitelo naspram p-JNK detektovalo samo izoformu od 46 kDa
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(Slika 31A.). Tako se prisutnost ukupne JNK nije znacajno promenila ni u jednoj od
Cetiri ispitivane eksperimentalne grupe, njena aktivnost jeste §to se vidi kroz uvecanje
odnosa p-JNK/JNK kinaze detekotvanog kod dijabeticne grupe pacova (Slika 31B.).
Aktivnost JNK kinaze je 3,8 puta (p<0,05) veca u jetri pacova sa dijabetesom nego u
kontrolnim jetrama. Ovo povecéanje aktivnosti JNK kinaze je u korelaciji sa uvecanjem
HMGBI1/TLR4 interakcija koje takode iznosi 3,8 puta u dijabeti¢noj jetri (Slika 30.).
Tretman dijabeti¢nih pacova melatoninom doveo je do znacajnog pada u aktivnosti JINK
(69%, p<0,05 ) sto je u skladu sa smanjenjem stepena interakcije HMGBI1 proteina sa

TLR4 detektovanog kod ove grupe pacova.
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Slika 31. Imunoblot analiza proteina ukupnih homogenata jetre pacova na prisustvo JNK i p-
JNK (A) sa grafickim prikazom odnosa fosforilisane (p-JNK) i ukupne JNK kinaze (B).
Prikazani rezultati kvantifikacije predstavljaju srednju vrednost dobijenu iz najmanje tri
nezavisna eksperimenta K — kontrolna grupa, K+M — kontrolna grupa tretirana melatoninom, D
— dijabeticna grupa, D+M — dijabeti¢na grupa tretirana melatoninom. Sve vrednosti su
predstavljene kao srednja vrednost + standardna greska; a, p<0,05 u poredenju sa kontrolnom
grupom; b, p<0,05 u poredenju sa dijabeticnom grupom.
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4.3.2.3. Aktivacija mitohondrijalnog puta apoptoze posredovanog
HMGBI1/TLR4 interakcijama i aktivacijom JNK

Aktivacija JNK igra vaznu ulogu u translokaciji proapoptotskog Bax proteina iz
citoplazme na mitohondrije, $to dovodi do otvaranja mitohondrijalnih pora, oslobadanja
citohroma C u citoplazmu, aktivacije odgovaraju¢ih kaspaza i indukcije zavrsne faze
apoptoze. Imunoblot analiza citoplazmatske 1 mitohondrijalne frakcije celija jetri
dijabeti¢nih pacova detektovala je 5,9 puta (p<0,05) vece prisustvo Bax proteina u
mitohondrijalnoj frakciji ¢elija jetre dijabeticnih pacova u poredenju sa kontrolnim
vrednostima (Slika 32B.). Tretman dijabeticnih pacova melatoninom doveo je do
smanjenja translokacije Bax proteina iz citoplazme na mitohondrije (36%, p<0,05), Sto
je u korelaciji sa uo¢enim smanjenjem HMGB1/TLR4 posredovane aktivacije JNK

kinaze kod ovih uzoraka.
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Slika 32. Imunoblot analiza proteina citoplazmatske (ct) i mitohondrijalne (mt) frakcije ¢elija
jetre pacova na prisustvo Bax proteina (A) sa grafickim prikazom kvantifikacije dobijenih
promena (B). Prikazani rezultati kvantifikacije predstavljaju srednju vrednost dobijenu iz
najmanje tri nezavisna eksperimenta. K — kontrolna grupa, K+M — kontrolna grupa tretirana
melatoninom, D — dijabeti¢na grupa, D+M — dijabeti¢na grupa tretirana melatoninom. Sve
vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna greska; a, p<0,05 u poredenju sa
kontrolnom grupom; b, p<0,05 u poredenju sa dijabeti¢nom grupom.
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Imunoblot analiza prisustva citohroma C u citoplazmatskoj i mitohondrijalnoj
frakciji ¢éelija jetre pokazala je da tokom dijabetesa dolazi do znacajnog oslobadanja
citohroma C iz mitohondrija (Slika 33.), obzirom da je u citoplazmatskoj frakciji
detektovano povecanje nivoa citohroma C od 24 puta (p<0,05) dok je njegova prisutnost
u mitohondrijalnoj frakciji smanjena za 53% (p<0,05). Tretman dijabeti¢nih pacova
melatoninom doveo je do manjeg oslobadanja citohroma C u citoplazmu (54%, p<0,05)
u poredenju sa dijabeti¢nim pacovima $to je u skladu sa smanjenjem translokacije Bax

proteina na mitohondrije.
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Slika 33. Imunoblot analiza proteina citoplazmatske (ct) i mitohondrijalne (mt) frakcije ¢elija
jetre pacova na prisustvo citohroma C, Cit C (A) sa grafickim prikazom kvantifikacije dobijenih
promena (B). Prikazani rezultati kvantifikacije predstavljaju srednju vrednost dobijenu iz
najmanje tri nezavisna eksperimenta K — kontrolna grupa, K+M — kontrolna grupa tretirana
melatoninom, D — dijabeti¢na grupa, D+M — dijabeti¢na grupa tretirana melatoninom. Sve
vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost = standardna greska; a, p<0,05 u poredenju sa
kontrolnom grupom; b, p<0,05 u poredenju sa dijabeticnom grupom.

Prisustvo citohroma C u citoplazmi moze dovesti do formiranja Apaf-1
kompleksa koji proteoliticki sece prokaspazu 3 i prevodi je u aktivnu formu, kaspazu 3,
koja je odgovorna za izvrSnu fazu apoptoze. Imunoblot analiza homogenata jetre
dijabeti¢nih pacova detektovala je smanjenje prisustva prokaspaze 3 za 55% (p<0,05) u

poredenju sa kontrolnim uzorcima, i uvecanje prisustva aktivne kaspaze 3 (Slika 34B.)

91



koja se javlja u vidu dve izoforme molekulskih masa 17 kDa i 19 kDa. Izoforma od 17
kDa (p17) uvecana je 40 puta (p<0,05) u poredenju sa kontrolnim vrednostima, a p19
4,5 puta (p<0,05). Tretman dijabeti¢nih Zivotinja melatoninom smanjuje proteoliticko
cepanje prokaspaze, obzirom da je imunoblot analiza detektovala vece prisustvo
prokaspaze 3 (1,3 puta, p<0,05) u poredenju sa grupom dijabeti¢nih pacova, i smanjeno
prisustvo (p<0,05 ) kaspaza 3 izoformi (p17 izoforma je bila smanjena za 71%, a p19 za

31%).
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Slika 34. Imunoblot analiza proteina ukupnih homogenata jetre pacova na prisustvo prokaspaze
3 i kaspaze 3 (A) sa grafickim prikazom rezultata kvantifikacije dobijenih promena (B).
Prikazani rezultati kvantifikacije predstavljaju srednju vrednost dobijenu iz najmanje tri
nezavisna eksperimenta. K — kontrolna grupa, K+M — kontrolna grupa tretirana melatoninom, D
— dijabeticna grupa, D+M — dijabetina grupa tretirana melatoninom. Sve vrednosti su
predstavljene kao srednja vrednost + standardna greska; a, p<0,05 u poredenju sa kontrolnom
grupom; b, p<0,05 u poredenju sa dijabeticnom grupom.

Kako bi potvrdili aktivnost kaspaze 3 1 prisustvo apoptoze, iskoristili smo
saznanje da aktivirana kaspaza 3 deaktivira PARP-1 njegovom proteolitickom
degradacijom na fragment molekulske mase 85 kDa, koji je oznacen kao ,,apoptotski‘.
Degradacijom PARP-1 na ovaj nacin, u ¢eliji se sprecava njegova preterana aktivacija.
Imunoblot metodom, koris¢enjem antitela naspram p85 PARP-1 fragmenta, analizirani

su ukupni homogenati jetre pacova (Slika 35.). Imunoblot analiza detektovala je slabo
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prisustvo ovog fragmenta u homogenatima jetre kontrolnih pacova, sa ili bez tretmana
sa melatoninom, i znac¢ajno uveéanje prisustva ovog fragmenta (10,7 puta, p<0,05 ) u
homogenatima jetre pacova sa dijabetesom. Kod dijabeti¢nih pacova tretiranih

melatoninom prisutnost p85 PARP-1 fragmenta bila je na kontrolnom nivou.
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Slika 35. Imunoblot analiza proteina ukupnih homogenata jetre pacova na prisustvo apoptoskog
p85 PARP-1 fragmenta (A) sa grafickim prikazom kvantifikacije dobijenih promena (B).
Prikazani rezultati kvantifikacije predstavljaju srednju vrednost dobijenu iz najmanje tri
nezavisna eksperimenta. K — kontrolna grupa, K+M — kontrolna grupa tretirana melatoninom, D
— dijabeticna grupa, D+M - dijabeti¢cna grupa tretirana melatoninom. Sve vrednosti su
predstavljene kao srednja vrednost + standardna greska; a, p<0,05 u poredenju sa kontrolnom
grupom; b, p<0,05 u poredenju sa dijabeticnom grupom.

4.3.2.4. Analiza odnosa Bax/Bcl2 kao markera prisustva apoptoze

Odvijanje apoptoze karakteriSe uveéan odnos pro-apoptotskog Bax i anti-
apoptotskog Bcl-2 proteina. Ekspresija gena za Bcl-2 je pod kontrolom Akt kinaze i
njome posredovanog signalnog puta; na ovaj nain aktivirana Akt je uklju¢ena u
prezivljavanje celija u stresogenim uslovima. Akt se aktivira fosforilacijom na
serinskim 1 treoninskim aminokiselinskim ostacima i njena aktivacija zavisi i od

aktivacije TLR4 receptora.
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Imunoblot analiza ukupnih homogenata jetre pacova pokazala je da tokom
dijabetesa dolazi do znaCajnog poveéanja prisustva Bax proteina (2 puta, p<0,05) i
smanjenja prisustva Bcl-2 proteina za 30% u poredenju sa kontrolom. Ovakvo prisustvo
rezultuje u znacajno povecanom odnosu Bax/Bcl-2 (2,6 puta, p<0,05) u dijabeticnim
uzorcima, §to govori u prilog postojanja uvecane prisutnosti apoptoze (Slika 36B.).

Tretman dijabeti¢nih pacova melatoninom smanjuje Bax/Bcl-2 odnos za 35% (p<0,05).
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Slika 36. Imunoblot analiza proteina ukupnih homogenata jetre pacova na prisustvo Bax, Bcl-2,
Akt i p-Akt (A) Graficki prikaz odnosa Bax/Bcl-2 (B) i p-Akt/Akt (C). Prikazani rezultati
kvantifikacije predstavljaju srednju vrednost dobijenu iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. K
— kontrolna grupa, K+M — kontrolna grupa tretirana melatoninom, D — dijabeti¢na grupa, D+M
— dijabeti¢na grupa tretirana melatoninom. Sve vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost
+ standardna greska; a, p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom; b, p<0,05 u poredenju sa
dijabeti¢nom grupom.
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Smanjeno prisustvo Bcl-2 proteina u jetri pacova sa dijabetesom pokusali smo da
objasnimo preko aktivnosti Akt kinaze. Imunoblot analiza prisutnosti i aktivacije Akt
kinaze u ukupnim homogenatima jetre pacova pokazala je da se prisutnost ukupne Akt
nije statisticki znacajno menjala ni u jednoj od Cetiri ispitivane eksperimentalne grupe
(Slika 36A.), iako je detektovan izvestan porast u homogenatima jetre dijabeti¢nih
pacova. Nasuprot skoro neizmenjenoj prisutnosti, imunoblot analiza je detektovala,
uporedenju sa kontrolnim vrednostima, smanjenu aktivnosti Akt za oko 50% (p<0,05),
u jetri pacova sa dijabetesom prikazanu kroz odnos p-Akt/Akt (Slika 36B.). Tretman
dijabeti¢nih pacova melatoninom doveo je do manjeg opadanja njene aktivnosti (za
30%) u poredenju sa kontrolnim vrednostima. Ovi rezultati ukazuju da srazmerno svojoj
prisutnosti u vancelijskoj sredini, interakcije HMGBI1 proteina sa TLR4 receptorom
mogu da stiSavaju odbrambene kapacitete celija koji su posredovani Akt signalnim

putem i da favorizuju procese ¢elijskog umiranja.

4.3.3. Inhibicija sekrecije HMGBI1 proteina etil piruvatom i apoptotska
signalizacija u jetri pacova sa dijabetesom

Prikazane promene prisustva 1 aktivnosti komponenti  unutrasnjeg,
mitohondrijalnog puta apoptoze jasno koreliSu sa prisustvom HMGBI1 proteina i
njegovim interakcijama sa TLR4 1 ukazuju na to da je HMGBI jedan od ucesnika u
apoptotskim putevima tokom dijabetesa. Potvrda ovakvom zaklju¢ku osnazena je
rezultatima dobijenim nakon hroni¢nog tretmana dijabeti¢nih pacova sa melatoninom,
kada je pokazano da smanjenje nivoa vancelijskog HMGB1 proteina i njegovih
interakcija sa TLR4 prati smanjena aktivacija apoptotskog puta pokrenutog preko JNK
kinaze 1 apoptoze. S obzirom da melatonin smanjuje vancelijsko prisustvo HMGBI1
proteina indirektno, smanjenjem oksidativnog stresa, DNK osSte¢enja i smrti celija
nekrozom, da bi se potvrdili dobijeni rezultati i zakljuccei, dijabeti¢ni pacovi su tretirani
inhibitorom aktivne sekrecije HMGBI proteina, etil piruvatom, i pracene su promene u

apoptotskoj signalizaciji posredovanoj HMGB1/TLR4 interakcijama.
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4.3.3.1. Prisustvo HMGBI1 proteina u serumu i jetri pacova sa dijabetesom
nakon tretmana sa etil piruvatom

Imunoblot analiza seruma i ukupnih homogenata jetri kontrolnih pacova tretiranih etil
piruvatom nije detektovala znacajne promene u nivou HMGBI1 proteina (Slika 37A.,
B.). Tretman dijabeticnih pacova etil piruvatom doveo je do smanjenja prisutnosti
HMGBI proteina u serumu za 79% (p<0,05) u poredenju sa dijabeticnom grupom
pacova, i do smanjenja nivoa HMGBI1 proteina u homogenatima jetre za oko 20%

(p<0,05).
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Slika 37. Imunoblot analiza seruma (A) i homogenata jetre pacova (B) na prisustvo HMGBI
proteina sa grafickim prikazom rezultata kvantifikacije dobijenih promena. Rezultati
kvantifikacije su dobijeni iz najmanje tri nezavisna eksperimenta i predstavljeni su kao srednja
vrednost. K — kontrolna grupa, K+EP — kontrolna grupa tretirana etil piruvatom, D — dijabeti¢na
grupa, D+EP — dijabeti¢na grupa tretirana etil piruvatom. Sve vrednosti su predstavljene kao
srednja vrednost + standardna greska; a, p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom; b, p<0,05 u
poredenju sa dijabeticnom grupom.
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4.3.3.2. Uticaj etil piruvata na nivo interakcija HMGBI1 proteina sa
TLR4

Analiza interakcija HMGBI proteina sa TLR4 pokazala je da tretman kontrolnih
pacova etil piruvatom ne dovodi do promena u nivou HMGB1/TLR4 interakcija, dok

kod pacova sa dijabetesom smanjuje njihove interakcije za 71% (p<0,05) (Slika 38.)
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Slika 38. Interakcije HMGBI proteina sa TLR4 receptorom. Nakon imunoprecipitacije HMGB1
proteina iz ukupnih homogenata jetri pacova koriS¢enjem anti-HMGBI1 antitela, dobijeni
precipitati su elektroforetski razdvojeni, preneti na PVDF membranu i analizirani metodom
imunoblota na prisustvo protein-protein interakcija koris¢enjem anti-TLR4 antitela. K —
kontrolna grupa, K+EP — kontrolna grupa tretirana etil piruvatom, D — dijabeti¢na grupa, D+EP
— dijabeti¢na grupa tretirana etil piruvatom. Sve vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost
+ standardna greska; a, p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom; b, p<0,05 u poredenju sa
dijabetiénom grupom.

4.3.3.3. Inhibicija HMGBI sekrecije i promene u aktivnosti JNK
signalnog puta apoptoze

Imunoblot analiza ukupnih homogenata jetre sa odgovaraju¢im antitelima na
JNK i p-JNK protein pokazala je da se prisutnost ukupne JNK nije znacajno menjala ni
kod kontrolnih ni kod dijabeti¢nih pacova tretiranih etil piruvatom, dok je aktivnost

JNK kod dijabeti¢ne grupe smanjena za 56%, p<0,05 (Slika 39B.).
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Slika 39. Imunoblot analiza proteina ukupnih homogenata jetre pacova na prisustvo JNK i p-
JNK (A) sa grafickim prikazom odnosa p-JINK/JNK (B). Prikazani rezultati kvantifikacije
predstavljaju srednju vrednost dobijenu iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. K — kontrolna
grupa, K+EP — kontrolna grupa tretirana etil piruvatom, D — dijabeti¢na grupa, D+EP —
dijabeti¢na grupa tretirana etil piruvatom. Sve vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost +
standardna greska; a, p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom; b, p<0,05 u poredenju sa
dijabetiénom grupom.

Imunoblot analiza citoplazmatske i mitohondrijalne frakcije celija jetri
dijabeti¢nih pacova na prisustvo Bax proteina (Slika 40B.), pokazala je da smanjenje
aktivacije JNK prati smanjenje translokacije Bax proteina iz citoplazme na mitohondrije

za oko 51% (p<0,05).
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Slika 40. Imunoblot analiza proteina citoplazmatske (ct) i mitohondrijalne (mt) frakcije éelija
jetre pacova na prisustvo Bax proteina (A) sa grafickim prikazom rezultata kvantifikacije
dobijenih promena (B). Prikazani rezultati kvantifikacije predstavljaju srednju vrednost
dobijenu iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. K — kontrolna grupa, K+EP — kontrolna grupa
tretirana etil piruvatom, D — dijabeti¢na grupa, D+EP — dijabeticna grupa tretirana etil
piruvatom. Sve vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna greska; a, p<0,05 u
poredenju sa kontrolnom grupom; b, p<0,05 u poredenju sa dijabeticnom grupom.

Smanjenje prisustva Bax proteina na mitohondrijama celija jetri pacova sa
dijabetesom, nakon tretmana sa etil piruvatom, ima za posledicu manje oslobadanje
citohroma C iz mitohondrija u citoplazmu, §to se ogleda u smanjenju prisustva
citohroma C u citoplazmatskoj frakciji za oko 50% (p<0,05%) u poredenju sa

dijabeti¢nom, netretiranom grupom (Slika 41B.)
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Slika 41. Imunoblot analiza proteina citoplazmatske (ct) frakcije ¢elija jetre pacova na prisustvo
citohroma C, Cit C (A) sa grafickim prikazom kvantifikacije dobijenih promena (B). Prikazani
rezultati kvantifikacije predstavljaju srednju vrednost dobijenu iz najmanje tri nezavisna
eksperimenta. K — kontrolna grupa, K+EP — kontrolna grupa tretirana etil piruvatom, D —
dijabeticna grupa, D+EP — dijabeticna grupa tretirana etil piruvatom. Sve vrednosti su
predstavljene kao srednja vrednost + standardna greska; a, p<0,05 u poredenju sa kontrolnom
grupom; b, p<0,05 u poredenju sa dijabeticnom grupom.

Smanjenje u nivou citoplazmatskog citohroma C u citoplazmi ¢elija jetre usled
tretmana dijabeti¢nih pacova etil piruvatom dovodi i do smanjenja prisutnosti aktivne

forme kaspaze 3 i to p17 za 69% (p<0,05%), a p19 za 30% (p<0,05%) (Slika 42B.).
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Slika 42. Imunoblot analiza proteina ukupnih homogenata jetre pacova na prisustvo kaspaze 3
(A) sa grafickim prikazom rezultata kvantifikacije dobijenih promena (B). Prikazani rezultati
kvantifikacije predstavljaju srednju vrednost dobijenu iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. K
— kontrolna grupa, K+EP — kontrolna grupa tretirana etil piruvatom, D — dijabeti¢na grupa,
D+EP — dijabeti¢na grupa tretirana etil piruvatom. Sve vrednosti su predstavljene kao srednja
vrednost + standardna greska; a, p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom; b, p<0,05 u
poredenju sa dijabeti¢nom grupom.

Uticaj kaspaze 3 na izvrSenje apoptoze pracen je promenom prisustva p85
PARP-1 apoptotskog fragmenta. Tretman dijabeti¢nih pacova sa etil piruvatom

karakteriSe slabo prisustvo p85 fragmenta u ukupnim homogenatima jetre (Slika 43.).
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Slika 43. Imunoblot analiza proteina ukupnih homogenata jetre pacova na prisustvo apoptoskog
p85 PARP-1 fragmenta (A) sa grafickim prikazom rezultata kvantifikacije dobijenih promena
(B). Prikazani rezultati kvantifikacije predstavljaju srednju vrednost dobijenu iz najmanje tri
nezavisna eksperimenta. K — kontrolna grupa, K+EP — kontrolna grupa tretirana etil piruvatom,
D — dijabeti¢na grupa, D+EP — dijabeti¢na grupa tretirana etil piruvatom. Sve vrednosti su
predstavljene kao srednja vrednost + standardna greska; a, p<0,05 u poredenju sa kontrolnom
grupom; b, p<0,05 u poredenju sa dijabeticnom grupom.

4.3.3.4. Promene odnosa Bax/Bcl2 u uslovima tretmana pacova sa
dijabetesom etil piruvatom

Imunoblot analiza homogenata jetre pacova na prisustvo ukupnih Bax i Bcl-2
proteina pokazala je da tokom tretmana pacova sa dijabetesom dolazi do smanjenja
prisustva pro-apoptotskog Bax proteina za 40% (p<0,05%) i1 uvecanja prisustva anti-
apoptotskog Bcl-2 proteina za 25% (p<0,05%). Ovakva promena njihovog prisustva se
odrazava i1 na njihov odnos koji je smanjen za oko 53%, p<0,05% (Slika 44B.) Ovaj
rezultat govori u prilog smanjenju aktivacije unutraSnjeg puta apoptoze i apoptoze

uopste.
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Slika 44. Imunoblot analiza proteina ukupnih homogenata jetre pacova na prisustvo Bax, Bcl-2,
Akt i p-Akt (A) Graficki prikaz odnosa Bax/Bcl-2 (B) i p-Akt/Akt (C). Prikazani rezultati
kvantifikacije predstavljaju srednju vrednost dobijenu iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. K
— kontrolna grupa, K+EP — kontrolna grupa tretirana etil piruvatom, D — dijabeti¢na grupa,
D+EP — dijabeti¢na grupa tretirana etil piruvatom. Sve vrednosti su predstavljene kao srednja
vrednost + standardna greska; a, p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom; b, p<0,05 u

poredenju sa dijabeticnom grupom.

Smanjenje aktivacije JNK signalnog puta izazvanog smanjenjem prisustva
vancelijskog HMGBI1 proteina i njegovih interakcija sa TLR4, ima za posledicu
odrzanje aktivnosti Akt kinaze koja je vazna komponenta signalnih puteva ukljucenih u
prezivljavanje celija. lako nema promena u ukupnoj prisutnosti Akt kinaze, njena

aktivnost je na kontrolnom nivou kod pacova sa dijabetesom tretiranih etil piruvatom
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Sto se vidi kroz odnos p-Akt/Akt kinaze (Slika 44A.). Ovaj rezultat ukazuje da
srazmerno svojoj prisutnosti i nivou interakcija sa TLR4, HMGBI ucestvuje u
odredivanju odnosa aktivacije puteva koji vode celijskoj smrti i puteva koji vode
prezivljavanju. Prikazani rezultati upucuju na zakljucak da permanentno uvecanje
prisustva HMGBI1 proteina u vancelijskoj sredini doprinosi uvecanoj prisutnosti

apoptoze u jetri pacova sa dijabetesom.

4.4. Prisutnost autofagije u ¢elijama jetre dijabeti¢nih
pacova i uloga HMGBI1 proteina

4.4.1. Prisustvo autofagije u jetri dijabeti¢nih pacova

4.4.1.1. Analiza prisustva autofagije transmisionom elektronskom
mikroskopijom

Autofagija, ima citoprotektivnu ulogu ali moze dovesti do smrti ¢elije u slucaju
neadekvatne ili poviSene aktivacije. lako uloga autofagije u dijabetesu nije jo§ sasvim
jasna, ima podataka koji govore u prilog tome da disfunkcionalna autofagija pracena
prisustvom nefunkcionalnih mitohondrija moze biti bitan faktor u razvoju i prevenciji
dijabetesa (Jung i sar., 2010). Prisustvo autofagije u jetri pacova sa dijabetesom
ispitivano je najpre koriS¢enjem transmisione elektronske mikroskopije koja je
detektovala prisustvo unutarcelijskih oStecenja, pre svega mitohondrija, i prisustvo
autofagozoma, glavne morfoloske karakteristike aktiviranog procesa autofagije (Slika
45A.). Subcelijska oste¢enja se vidno smanjuju sa snizavanjem stepena oksidativnog
stresa postignutim tretmanom dijabeticnih pacova sa melatoninom (Slika 45A.).
Struktura mitohondrija je uglavnom ocuvana, a poboljSanje u strukturi jetre praceno je i
uvecanim prisustvom formiranih autofagozoma (Slika 45B.) i autofagolizozoma (Slika

45C.).
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Slika 45. Autofagija u jetri dijabeti¢nih pacova (A) Reprezentativni elektronske mikrografije
preseka jetre izabrane iz sve Cetiri eksperimentalne grupe: K — kontrolna grupa, K+M —
kontrolna grupa tretirana melatoninom, D — dijabeti¢na grupa, D+M — dijabeti¢na grupa
tretirana melatoninom. U jetri dijabeti¢nih pacova uocava se znacajno oStecenje hepatocita,
naro¢ito mitohondrija. Isecci u gornjem levom uglu ukazuju na mitohondrijalne promene.
Tretman melatoninom karakteriSe manji broj oste¢enih mitohondrija i veée prisustvo autofagije
videne kroz vecle prisustvo autofagozoma; (B) /7, autofagozomi u D+M; (C) P,
autofagolizozomi u D+M A; razmer: 5um; uveli¢anje isecka x15000. B i C; razmer: 1 pm. Mt —
mitohondrije; J — jedro.
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4.4.1.2. Analiza prisustva autofagije preko LC3-II markera autofagije i
degradacije p62

U aktivaciji 1 regulaciji procesa autofagije ucestvuju proizvodi Atg gena, medu
kojima su najbitniji i najceSce koriSéeni kao markeri ovog procesa Atg6 ili Beklinl i
Atg8 ili LC3. Beklinl je neophodan za formiranje autofagozoma, dok LC3 ucestvuje u
sazrevanju autofagozoma, pri cemu prelazi iz solubilne citoplazmatske forme-LC3-I u
LC3-II formu koja se ugraduje u membranu autofagozoma (Mizushima, 2007). Za dalju
analizu prisustva autofagije u dijabetesu i promena koje nastaju u uslovima tretmana
melatoninom, analizirano je prisustvo LC3-II proteina u citoplazmatskoj frakciji ¢elija

jetre pacova.
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Slika 46. Imunoblot analiza citoplazmatske frakcije ¢elija jetre pacova na prisustvo LC3-I1 1 p62
(A) sa grafickim prikazom kvantifikacije dobijenih promena (B). Prikazani rezultati
kvantifikacije predstavljaju srednju vrednost dobijenu iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. K
— kontrolna grupa, K+M — kontrolna grupa tretirana melatoninom, D — dijabeti¢na grupa, D+M
— dijabeti¢na grupa tretirana melatoninom. Sve vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost
+ standardna greska; a, p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom; b, p<0,05 u poredenju sa
dijabeti¢nom grupom.
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Imunoblot analiza citoplazmatske frakcije celija jetre detektovala je 3,2 puta
(p<0,05) vece prisustvo LC3-II forme u jetri pacova sa dijabetesom u poredenju sa
kontrolnim vrednostima (Slika 46B.). Prisustvo LC3-II forme je dodatno uvecano u
citoplazmi ¢elija jetre dijabeti¢nih pacova koji su tretirani melatoninom gde je prisustvo
LC3-II forme 4,8 puta (p<0,05) vece u poredenju sa kontrolnim vrednostima.

Aktivnost procesa autofagije pracena je i kroz stepen degradacije p62 proteina
koji predstavlja signalni protein ukljucen u transport proteina obelezenih za degradaciju
u proteazomima 1 jedan je od prvih proteina koji se degraduju u autofagolizozomima
kada se proces autofagije odigrava pravilno. Imunoblot analiza prisustva p62 (Slika
46A.) je pokazala neznacajno povecanje nivoa ovog proteina u citoplazmatskoj frakciji
¢elija jetre dijabeti¢nih pacova (Slika 46B.). Tretman dijabeti¢nih pacova melatoninom
doveo je do smanjenja prisustva p62 za 42% (p<0,05) u poredenju sa vrednostima u
dijabeti¢noj grupi. Vece prisustvo autofagozoma, aktivne degradacije p62 i akumulacije
LC3-1II forme jasno govore u prilog zakljucku da tretman sa melatoninom intenzivira
aktivaciju autofagije. Sa druge strane, neznacajna promena degradacije p62 ukazuje na

moguce prisustvo nedovoljne ili defektne autofagije u dijabetesu.

v w7

4.4.2. Ucées¢e HMGBI proteina u aktivaciji autofagije u jetri pacova sa
dijabetesom

4.4.2.1. Interakcije HMGBI1 proteina sa RAGE receptorom

Vancelijski prisutan HMGBI1 protein moze ucestvovati u pokretanju procesa
autofagije u celiji preko svojih interakcija sa RAGE receptorom i njime aktiviranim
signalnim putevima ERK kinaze. Shodno ovome, najpre su analizirane interakcije
HMGBI1 proteina sa RAGE receptorom u ispitivanim eksperimentalnim uslovima.
Imunoprecipitovan HMGBI1 protein iz jednakih koli¢ina ukupnih homogenata jetre
pacova podvrgnut je analizi na prisustvo RAGE receptora koriSéenjem metode
imunoblota. Kao $to se moze videti (Slika 47.), interakcije izmedu HMGBI1 i RAGE
receptora su 2,6 puta (p<0,05) viSe zastupljene u jetri pacova sa dijabetesom nego u jetri
kontrolnih pacova i pacova tretiranih samo melatoninom. Tretman dijabeti¢nih pacova

melatoninom nije doveo do znacajnog smanjenja interakcija.
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Slika 47. Interakcije HMGBI1 proteina sa RAGE receptorom. Nakon imunoprecipitacije
HMGBI1 proteina iz ukupnih homogenata jetri pacova koriS¢enjem anti-HMGBI antitela,
dobijeni precipitati su elektroforetski razdvojeni, preneti na PVDF membranu i analizirani
metodom imunoblota na prisustvo protein-protein interakcija koris¢enjem anti-RAGE antitela.
K — kontrolna grupa, K+M — kontrolna grupa tretirana melatoninom, D — dijabeti¢na grupa,
D+M - dijabeticna grupa tretirana melatoninom. Sve vrednosti su predstavljene kao srednja
vrednost + standardna greska; a, p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom.

4.4.2.2. Promene u aktivnosti ERK kinaze posredovane HMGB1/RAGE
interakcijama

U fizioloskim uslovima, aktivnost citoplazmatskog Beklinl proteina, jednog od
glavnih faktora inicijacije autofagije, je inhibirana interakcijom sa Bcl-2 proteinom.
Fosforilacija Beklinl ili Bcl-2 proteina, dovodi do njihove disocijacije i oslobadanja
Beklinl proteina ¢ime on postaje dostupan za interakcije sa drugim proteinima,
ucesnicima u formiranju autofagozoma. Do fosforilacije Bcl-2 proteina u citoplazmi
dolazi posredstvom aktivirane ERK kinaze. Kako se ERK kinaza aktivira fosforilacijom
na tirozinu, nakon vezivanja za aktivirani RAGE receptor, sa ciljem da se ispita
aktivnost ERK kinaze u jetri pacova sa dijabetesom i dobijene promene povezu sa
vezivanjem HMGBI1 proteina za RAGE receptor, radena je imunoblot analiza na
prisustvo ukupne i fosforilisane odnosno aktivne forme ERK kinaze. Poliklonskim

antitelom na ERK i p-ERK, ovaj protein je detektovan u svim analiziranim uzorcima u
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vidu izoformi od 42 kDa i 44 kDa (Slika 48A.). Poredenjem prisustva ERK izoformi u
citoplazmatskoj frakciji ¢elija jetre izolovanih iz kontrolnih i dijabeti¢nih pacova kao i
jetri kontrolnih i1 dijabeti¢nih pacova tretiranih melatoninom, razlike nisu uocene.
Medutim, detektovan je porast aktivnosti ERK u jetri pacova sa dijabetesom, s obzirom
da je fosforilacija ERK izoforme od 44 kDa uvecéana 2,8 puta (p<0,05) a izoforme od 42
kDa 20 puta (p<0,05) u poredenju sa kontrolnim vrednostima, §to je dovelo do porasta
odnosa p-ERK/ERK (Slika 48B.). Tretman dijabeti¢nih pacova melatoninom nije uticao
na uveéanu aktivnost ERK kinaze §to koreliSe sa skoro nepromenjenim nivoom

HMGBI interakcija sa RAGE receptorom.
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Slika 48. Imunoblot analiza citoplazmatske frakcije celija jetre pacova na prisustvo ERK 1 p-
ERK (A) sa grafickim prikazom pERK/ERK odnosa (B). Prikazani rezultati kvantifikacije
predstavljaju srednju vrednost dobijenu iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. K — kontrolna
grupa, K+M — kontrolna grupa tretirana melatoninom, D — dijabeti¢na grupa, D+M — dijabeti¢na
grupa tretirana melatoninom. Sve vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna
greska; a, p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom.
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4.4.2.3. Uticaj aktivacije ERK-a na protein-protein interakcije Beklin1 i
Bcl-2 proteina u jetri pacova sa dijabetesom

Kako bi se ispitalo da li aktivacija ERK kinaze u uslovima dijabetesa dovodi do
promene u nivou interakcije izmedu Beklinl i njegovog inhibitora, Bcl-2 proteina,
uradena je imunoprecipitacija Beklinl proteina iz citoplazmatske frakcije celija jetri
kontrolnih, dijabeti¢nih, 1 kontrolnih 1 dijabeti¢nih pacova tretiranih melatoninom.
Nakon toga su imunoblotom analizirane protein-protein interakcije izmedu Beklinl
proteina i Bcl-2, koriSéenjem antitela naspram Bcl-2. Dobijeni rezultati su pokazali da
dolazi do smanjenja interakcija izmedu ova dva proteina u citoplazmi jetre dijabeti¢nih
pacova (Slika 49.). U citoplazmatskoj frakciji ¢elija jetri dijabeti¢nih pacova tretiranih

melatoninom interakcija izmedu Beklinl i Bel-2 proteina kao da nema.
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Slika 49. Interakcije Beklinl proteina sa Bcl-2 u citoplazmi celija jetre. Nakon
imunoprecipitacije HMGBI1 proteina iz ukupnih homogenata jetri pacova koriS¢enjem anti-
Beklinl antitela, dobijeni precipitati su elektroforetski razdvojeni, preneti na PVDF membranu i
analizirani metodom imunoblota na prisustvo protein-protein interakcija koris¢enjem anti-Bcl-2
antitela. K — kontrolna grupa, K+M — kontrolna grupa tretirana melatoninom, D — dijabeti¢na
grupa, D+M — dijabeti¢na grupa tretirana melatoninom.

4.4.2.4. Analiza interakcija izmedu Beklinl i HMGBI1 proteina u jetri
pacova sa dijabetesom

HMGBI1 u citoplazmi ¢elija ima znacajnu ulogu u inicijaciji procesa autofagije,
odnosno u regulaciji formiranja autofagozoma. Ulogu u ovom procesu HMGBI
ostvaruje kroz direktnu interakciju sa Beklinl proteinom, kompeticijom za mesto
vezivanja Bcl-2 proteina. Imunoblot analizom citoplazmatskih frakcija celija jetre
kontrolnih, dijabeti¢nih, kao i kontrolnih i dijabeti¢nih pacova tretiranih melatoninom,
detektovan je Beklinl protein na poziciji molekulske mase 60 kDa, ali i dve dodatne

proteinske trake na poziciji molekulske mase od 35 kDa i 37 kDa koje su znacajno
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prisutne (p35 kDa je uvecana 5,7 puta, a p35 2,8 puta u poredenju sa kontrolom,
p<0,05) kod dijabeti¢nih pacova (Slika 50A.). Nivo p60 Beklinl proteina je blago
povisen u dijabeticnim grupama ali neznacajno. Fragmenti od 35 i 37 kDa su kod

dijabeti¢nih zivotinja tretiranih melatoninom svedeni na kontrolni nivo (Slika 50B.).
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Slika 50. Imunoblot analiza citoplazmatske frakcije celija jetre pacova na prisustvo Beklinl
proteina (A) sa grafickim prikazom rezultata kvantifikacije dobijenih promena (B). Prikazani
rezultati kvantifikacije predstavljaju srednju vrednost dobijenu iz najmanje tri nezavisna
eksperimenta. K+M — kontrolna grupa tretirana melatoninom, D — dijabeti¢na grupa, D+M —
dijabeti¢na grupa tretirana melatoninom. Sve vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost £
standardna greska; a, p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom; b, p<0,05 u poredenju sa
dijabeti¢nom grupom.

Imunoblot analizom prisustva HMGBI1 proteina u citoplazmatskoj frakciji ¢elija
jetre detektovano je 2,5 puta (p<0,05) veée prisustvo HMGBI1 proteina u citoplazmi
jetre dijabeti¢nih pacova u poredenju sa kontrolnim uzorcima (Slika 51B.). U uslovima
tretmana dijabeti¢nih pacova melatoninom prisustvo HMGBI proteina je smanjeno za
21% (p<0,05), ali je i dalje znacajno vecée (oko 2 puta) kada se uporedi sa kontrolnim

vrednostima.
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Slika 51. Imunoblot analiza citoplazmatske frakcija celija jetre pacova na prisustvo HMGBI
proteina (A) sa grafickim prikazom kvantifikacije dobijenih promena (B). Prikazani rezultati
kvantifikacije predstavljaju srednju vrednost dobijenu iz najmanje tri nezavisna eksperimenta.
K+M - kontrolna grupa tretirana melatoninom, D — dijabeti¢na grupa, D+M — dijabeti¢na grupa
tretirana melatoninom. Sve vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost = standardna greska;
a, p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom; b, p<0,05 u poredenju sa dijabeticnom grupom.

Interakcije izmedu HMGBI1 1 Beklinl proteina u citoplazmi c¢elija jetre
ispitivanih eksperimetalnih grupa analizirane su metodama imunoprecipitacije i
kolokalizacije. Za analizu protein-protein interakcija, HMGBI je imunoprecipitovan iz
citoplazmatskih frakcija a potom analiziran na prisustvo Beklinl metodom imunoblota
koris¢enjem anti-Beklinl antitela. Rezultati (Slika 52.) pokazuju skoro potpuno
odsustvo interakcija izmedu HMGBI1 i1 Beklinl proteina u citoplazmi celija jetre
kontrolnih pacova i kontrolnih pacova tretiranih melatoninom dok je u uzorcima
dijabeti¢nih pacova detektovano prisustvo ovih interakcija. Tretman dijabeti¢nih pacova

melatoninom povecava nivo ovih interakcija.
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Slika 52. Interakcije HMGBI1 sa Beklinl proteinom u citoplazmi celija jetre pacova. Nakon
imunoprecipitacije HMGB1 proteina iz ukupnih homogenata jetri pacova kori§¢enjem anti-
HMGBI antitela, dobijeni precipitati su elektroforetski razdvojeni, preneti na PVDF membranu
i analizirani metodom imunoblota na prisustvo protein-protein interakcija koris¢enjem anti-
Beklinl antitela. K+M — kontrolna grupa tretirana melatoninom, D — dijabeti¢na grupa, D+M —
dijabeti¢na grupa tretirana melatoninom.

U prilog postojanja detektovanih interakcija izmedu HMGBI1 i Beklinl proteina
idu rezultati analize verovatnoce preklapanja prisustva ispitivanih proteina na istom
mestu u Celiji, dobijeni metodom kolokalizacije (Slika 53.). Vrednosti Pirsonovog
koeficijenta ukazuju na visok stepen kolokalizacije izmedu HMGBI1 1 Beklinl proteina
u jetri dijabeticnih pacova tretiranih melatoninom (0,7034+0,021) i slab stepen
kolokalizacije u jetri dijabeti¢nih pacova (0,305+0,062) s obzirom da je njegova
vrednost ispod 0,5. Kod kontrolnih zivotinja kao i kod onih tretiranih samo

melatoninom preklapanje je nasumicno.
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Slika 53. Kolokalizacija HMGBI1 i Beklinl proteina u jetri pacova. HMGBI1 je obelezen
zelenom fluorescentnom bojom, a Beklinl protein crvenom. Kolokalizacija ova dva proteina
fluorescira zuto a nastala je kao rezultat preklapanja pojedinacnih slika sa obelezenim HMGBI i
Beklinl proteinom. Kvantifikacija stepena preklapanja izmedu ova dva proteina je izrazena kao
Pirsonov koeficijent korelacije . Minimalna » vrednost za znacajan stepen kolokalizacije iznosi
0,5. K+M — kontrolna grupa tretirana melatoninom, D — dijabeti¢na grupa, D+M — dijabeti¢na
grupa tretirana melatoninom.
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4.4.3. Inhibicija sekrecije HMGBI1 proteina etil piruvatom i promene u
aktivaciji autofagije u jetri pacova sa dijabetesom

4.4.3.1. Analiza prisustva autofagije transmisionom elektronskom
mikroskopijom

Transmisionom elektronskom mikroskopijom pokazano je da u toku tretmana
dijabeti¢nih pacova etil piruvatom dolazi do znac¢ajnog smanjenja subcelijskih oStecenja
i prisustva autofagozoma u jetri (Slika 54A., B.). Analiza elektronskih mikrografa
navodi na zakljucak da etil piruvat verovatno pospesuje poslednji korak mitofagije-
degradaciju ostecenih mitohondrija u lizozomalnom sistemu §to dovodi do ublazavanja

posledica dijabetesa (Slika 54C.).

Slika 54. Reprezentativni elektronski mikrografi preseka jetre izabrani iz sve Cetiri
eksperimentalne grupe (A): K — kontrolna grupa, K+EP — kontrolna grupa tretirana etil
piruvatom, D — dijabeti¢na grupa, D+EP — dijabeti¢na grupa tretirana etil piruvatom. Tretman
dijabeti¢nih pacova etil piruvatom doveo je do znacajnog smanjenja subcelijskih oStecenja; (B.)
autofagni profili kod dijabeti¢nih Zivotinja sa i bez tretmana etil piruvatom /7, autofagozomi;
(C.) ~2, autofagozomi; P, autofagolizozomi u D+EP A; razmer: 5 um; B. i C; razmer 1 pm. J-
jedro.
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4.4.3.2. Analiza prisustva autofagije preko LC3-II markera autofagije

Imunoblot analiza citoplazmatske frakcije ¢elija jetre pacova sa dijabetesom koji
su tretirani etil piruvatom detektovala je smanjenje prisustva LC3-II forme za 35%

(p<0,05) u poredenju sa vrednostima kod dijabeti¢ne grupe (Slika 55B.).
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Slika 55. Imunoblot analiza citoplazmatske frakcije ¢elija jetre pacova na prisustvo LC3-II (A)
sa grafickim prikazom kvantifikacije dobijenih promena (B). Prikazani rezultati kvantifikacije
predstavljaju srednju vrednost dobijenu iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. . K — kontrolna
grupa, K+EP — kontrolna grupa tretirana etil piruvatom, D — dijabeti¢cna grupa, D+EP —
dijabeti¢na grupa tretirana etil piruvatom. Sve vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost +

standardna greska; a, p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom; b, p<0,05 u poredenju sa
dijabeti¢nom grupom.

Rezultati dobijeni elektronskom mikroskopijom kao i analizom prisustva LC3-I1
forme ukazuju da kod pacova sa dijabetesom tretman etil piruvatom dovodi do

smanjenja nivoa autofagije u jetri.
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4.4.3.3. Uticaj etil piruvata na interakcije izmedu HMGB1 i RAGE u jetri
pacova sa dijabetesom

Koimunoprecipitaciona analiza interakcija izmedu HMGBI1 proteina i RAGE
receptora pokazala je da tretman kontrolnih pacova etil piruvatom ne dovodi do
promena u nivou njihovih interakcija, dok je kod dijabeti¢nih pacova detektovala
smanjenje nivoa njihovih interakcije za 75%, p<0,05 (Slika 56.). Ovo smanjenje moze

biti posledica smanjenja ukupnog nivoa HMGB1 detektovanog u serumu (Slika 37A..)
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Slika 56. Interakcije HMGBI1 proteina sa RAGE receptorom. Nakon imunoprecipitacije
HMGBI1 proteina iz ukupnih homogenata jetri pacova koriS¢éenjem anti-HMGBI antitela,
dobijeni precipitati su elektroforetski razdvojeni, preneti na PVDF membranu i analizirani
metodom imunoblota na prisustvo protein-protein interakcija kori§¢enjem anti-RAGE antitela. .
K - kontrolna grupa, K+EP — kontrolna grupa tretirana etil piruvatom, D — dijabeti¢na grupa,
D+EP — dijabeti¢na grupa tretirana etil piruvatom. Sve vrednosti su predstavljene kao srednja
vrednost + standardna greska; a, p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom; b, p<0,05 u
poredenju sa dijabeti¢nom grupom.
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4.4.3.4. Uticaj etil piruvata na HMGB1/RAGE posredovanu aktivaciju
ERK signalnog puta

Imunoblot analiza citoplazmatske frakcije ¢elija jetre na prisutnost i aktivnost
ERK kinaze pokazala je da tretman etil piruvatom ne dovodi do promena u prisutnosti
ukupne ERK kinaze ni kod kontrolnih ni kod dijabeti¢nih pacova (Slika 57.), ali dovodi
do smanjenja uvecane aktivnosti ERK izoformi u jetri pacova sa dijabetesom (p-p44 za
35%, a p42 za 20% ; p<0,05) Sto rezultuje smanjenjem odnosa p-ERK/ERK u

citoplazmi ¢elija jetre dijabticnih pacova tretiranih etil piruvatom.
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Slika 57. Imunoblot analiza citoplazmatske frakcije ¢elija jetre pacova na prisustvo ERK i p-
ERK (A) sa grafickim prikazom odnosa p-ERK/ERK (B). Prikazani rezultati kvantifikacije
predstavljaju srednju vrednost dobijenu iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. . K — kontrolna
grupa, K+EP — kontrolna grupa tretirana etil piruvatom, D — dijabeti¢na grupa, D+EP —
dijabeti¢na grupa tretirana etil piruvatom. Sve vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost +
standardna greska; a, p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom; b, p<0,05 u poredenju sa
dijabeti¢nom grupom.
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4.4.3.5. Analiza interakcija izmedu Beklinl i Bcl-2 proteina u jetri pacova
sa dijabetesom nakon tretmana etil puruvatom

Koimunoprecipitaciona analiza interakcija izmedu Beklinl proteina i Bcl-2 u
citoplazmi celija jetre, pokazala je da tretman kontrolnih pacova etil piruvatom ne
dovodi do promena u nivou njihovih interakcija. U citoplazmi jetre pacova sa
dijabetesom koji su tretirani etil piruvatom, detektovan je izvestan porast interakcija
izmedu Beklinl i Bcl-2 proteina u poredenju sa dijabeticnom grupom kod kojih je nivo

njihovih interakcija nizi u odnosu na kontrolne pacove (Slika 58.).
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Slika 58. Interakcije Beklinl proteina sa Bcl-2 u citoplazmi ¢elija jetre. Nakon
imunoprecipitacije HMGB1 proteina iz ukupnih homogenata jetri pacova kori§¢enjem anti-
Beklinl antitela, dobijeni precipitati su elektroforetski razdvojeni, preneti na PVDF membranu i
analizirani metodom imunoblota na prisustvo protein-protein interakcija koris¢enjem anti-Bcl-2
antitela. K — kontrolna grupa, K+EP — kontrolna grupa tretirana etil piruvatom, D — dijabeti¢na
grupa, D+EP — dijabeti¢na grupa tretirana etil piruvatom.
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4.4.3.6. Analiza interakcija izmedu Beklinl i HMGBI1 proteina u jetri
pacova sa dijabetesom nakon tretmana etil puruvatom

Imunoblot analiza citoplazmatske frakcije ¢elija jetre pokazala je da tretman etil
piruvatom ne dovodi do promene u nivou Beklinl proteina kod kontrolnih pacova, dok
kod dijabeti¢nih pacova smanjuje prisustvo p60 Beklinl proteina za oko 50% (p<0,05),
kao 1 prisustvo p35 i p37 izoformi do kontrolnog nivoa (Slika 59B.).
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Slika 59. Imunoblot analiza proteina citoplazme celija jetre pacova na prisustvo Beklinal (A),
sa grafickim prikazom kvantifikacije dobijenih promena (B). Prikazani rezultati kvantifikacije
predstavljaju srednju vrednost dobijenu iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. K — kontrolna
grupa, K+EP — kontrolna grupa tretirana etil piruvatom, D — dijabeti¢na grupa, D+EP —
dijabeti¢na grupa tretirana etil piruvatom. Sve vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost +
standardna greska; a, p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom; b, p<0,05 u poredenju sa
dijabeti¢nom grupom.
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Imunoblot analiza citoplazmatske frakcije celija jetre pacova na prisustvo
HMGBI proteina pokazala je da tretman etil piruvatom ne dovodi do promena u nivou
detektovanog HMGB1 proteina ni kod kontrolnih ni kod dijabeti¢nih pacova. Prisutnost
HMGBI proteina je i dalje oko 2,5 puta veca (p<0,05) kod dijabeti¢nih grupa u odnosu
na odgovarajuce kontrolne grupe (Slika 60B.).
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Slika 60. Imunoblot analiza citoplazmatske frakcije ¢elija jetre pacova na prisustvo HMGBI1
proteina (A) sa grafickim prikazom kvantifikacije dobijenih promena (B). Prikazani rezultati
kvantifikacije predstavljaju srednju vrednost dobijenu iz najmanje tri nezavisna eksperimenta. .
K - kontrolna grupa, K+EP — kontrolna grupa tretirana etil piruvatom, D — dijabeti¢na grupa,
D+EP — dijabeticna grupa tretirana etil piruvatom. Sve vrednosti su predstavljene kao srednja
vrednost + standardna greska; a, p<0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom;.

Analiza interakcija izmedu HMGBI1 1 Beklinl proteina pokazala je da tretman
etil piruvatom nije znacajno uticao na nivo njihovih interakcija u jetri kontrolnih
pacova, ali je smanjio stepen njihovih interakcije u citoplazmi ¢éelija jetre dijabeti¢nih
pacova (Slika 61.). Ovaj rezultat je u saglasnosti sa uofenim smanjenjem prisustva
Beklinl proteina kod ove eksperimentalne grupe, kao i smanjenjem disocijacije Bcl-2

proteina sa Beklinl.

121



IP:HMGB1

Hvce1
Beklin1 4 b #h
K K+tEP D D+EP

Slika 61. Interakcije izmedu HMGBI 1 Beklinl proteina u citoplazmi ¢elija jetre pacova. Nakon
imunoprecipitacije HMGB1 proteina iz ukupnih homogenata jetri pacova kori§éenjem anti-
HMGBI antitela, dobijeni precipitati su elektroforetski razdvojeni, preneti na PVDF membranu
i analizirani metodom imunoblota na prisustvo protein-protein interakcija koriséenjem anti-
Beklinl antitela. . K — kontrolna grupa, K+EP — kontrolna grupa tretirana etil piruvatom, D —
dijabeti¢na grupa, D+EP — dijabeti¢na grupa tretirana etil piruvatom.

Prikazani rezultati govore u prilog u¢es¢a HMGBI proteina u realizaciji procesa
autofagije preko aktivacije signalnih puteva pokrenutih sa RAGE receptora i preko
ucestvovanja u formiranju autofagozoma. Takode, rezultati ukazuju da od nivoa
prisustva HMGBI proteina u vandelijskoj sredini zavisi intenzitet autofagije. U prilog
ovom zakljuCku govore oprecni rezultati tretmana dobijeni sa dijabeticnim grupama
tretiranim melatoninom ili etil piruvatom. Tretman melatoninom je doveo do manjeg
smanjenja vancelijske prisutnosti HMGBI1 proteina u poredenju sa tretmanom etil
piruvatom, §to je bilo praceno uvecanjem prisustva autofagije u jetri pacova sa
dijabetesom. Dobijene razlike pratila je razliCita aktivacija ERK kinaze, ali 1 JNK i Akt
kinaza koje su kontrolisane aktivacijom sa TLR4 receptora. Ovaj podatak ukazuje na
postojanje zajednickih ucesnika signalizacije autofagije i apoptoze. Na osnovu

prikazane Slike 62 klju¢ni korak u odredivanju intenziteta autofagije je disocijacija Bcl-

2 sa Beklinl proteina.
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Slika 62. Potencijalni model zajednicke regulacije puteva apoptoze i autofagije od strane
HMGBI proteina u celijama jetre tokom dijabetesa. p — fosfo grupa; CitC — citohrom C;
cBeklinl — apoptotski fragmenti Beklinl proteina.
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Kod dijabeti¢nih pacova 1 ako dolazi do disocijacije Bcl-2 proteina sa Beklinl
aktivirana kaspaza 3 se¢e Beklinl na apototske fragmente ¢ime se gubi sposobnost ovog
proteina da aktivira formiranje autofagozoma kroz interakciju sa citoplazmatskim
HMGBI. Kod tretmana i melatoninom i etil piruvatom utiSana je aktivnost kaspaze 3 i
kod tretmana melatoninom disocijacija Bcl-2 je skoro potpuna dok je ona mnogo manje
izrazena kod tretmana sa etil piruvatom,. To ima za posledicu manje prisustvo
autofagozoma u jetri pacova sa dijabetesom tretiranim etil piruvatom. Disocijacija Bcl-2
sa Beklinl je najverovatnije posledica njegove fosforilisanosti posredovane ERK
kinazom ali 1 JNK ¢iju aktivnost reguliSe vancelijski HMGBI1 preko interakcija sa TLR4
1 RAGE. Ovaj podatak upucéuje na zakljucak da, mozda, ravnotezu kapaciteta aktivacije
izmedu ovih kinaza odreduje stepen fosforilisanosti Bcl-2 i njegovih interakcija sa
Beklinl (Slika 62.). Ovo pak upucuje na to da ravnotezu izmedu stepena aktivacije
TLR4 i RAGE receptora odreduju aktivacije ERK, JNK i Akt kinaza. Poredenjem
interakcija izmedu HMGBI 1 TLR4 sa interakcijama izmedu HMGBI1 i RAGE uocava
se veée vezivanje HMGB1 sa RAGE receptorima u toku tretmana dijabeti¢nih pacova
sa melatoninom. Tretman sa etil piruvatom dodatno umanjuje stepen interakcije
HMGBI proteina sa TLR4, a sa druge strane znacajno smanjuje vezivanje za RAGE u

poredenju sa dijabeticnim pacovima tretiranih melatoninom (Slika 63.).
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Slika 63. Uticaj melatonina (A) i etil piruvata (B) na nivo interakcija HMGBI proteina sa TLR4
1 RAGE receptorima u jetri dijabeti¢nih pacova. K — kontrolna grupa, K+EP — kontrolna grupa
tretirana etil piruvatom, D — dijabeticna grupa, D+EP — dijabeticna grupa tretirana etil
piruvatom. Sve vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna greska; a, p<0,05 u
poredenju sa kontrolnom grupom; b, p<0,05 u poredenju sa dijabeticnom grupom.
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5. DISKUSIJA

Osnovni zadatak ovog istrazivanja bio je utvrdivanje uloge HMGBI1 u
modifikaciji 1 integraciji puteva apoptoze i autofagije u jetri dijabeticnih pacova.
Poznato je da je vancelijski HMGB1 marker nekroze i da je ovaj protein preko TLR4 i
RAGE receptora moze da reguliSe aktivaciju apoptoze i autofagije u ¢eliji (Thang i sar.,
2010a). Kako dijabetes karakteriSe stanje hroni¢ne hiperglikemije koja dovodi do
pojave hroni¢nog oksidativnog stresa u jetri, a oksidativni stres moze izazvati razlicite
tipove celijske smrti usled promena izazivanih u celijskom metabolizmu (Brownlee,
2001), ispitana je moguca uloga HMGBI1 u odredivanju profila ¢elijske smrti kroz
njegove uloge u modulaciji signalnih puteva apoptoze i autofagije u jetri pacova sa
dijabetesom.

Nakon izlaganja Stetnom delovanju oksidativnog stresa izazvanog prisustvom
hiperglikemije, neimune i imune celije jetre aktiviraju adaptivne odgovore, ukljucujuci
autofagiju, kako bi povratile ravnotezno stanje. Ukoliko takav odgovor postane
nedovoljan, stresirane celije podlezu apoptozi ili nekrozi tokom koje dolazi do
oslobadanja HMGBI1 i drugih DAMP proteina u vancelijsko okruzenje. Vezujuci se za
specificne receptore prisutne na povrsini neimunskih i imunskih ¢éelija jetre, ovi proteini
mogu pokrenuti kaskadu molekularnih dogadaja putem koji, povezujuci inflamaciju i
¢elijsku smrt, mogu uticati na intenzitet tkivnog oste¢enja (Brenner i sar., 2013).

Rezultati ove doktorske disertacije su pokazali da je nivo vancelijskog HMGBI
proteina u serumu i jetri pacova sa dijabetesom u korelaciji sa nivoom ostecenja jetre i
prisutne nekroze. Ovaj podatak je potvrdio njegovu ulogu kao nekrotskog markera i
pretpostavku da kao takav moze biti iskoriSéen za prac¢enje patoloskih pojava i razvoja
dijabeti¢nih komplikacija. Dalji rezultati su pokazali dvostruko delovanje HMGBI1
proteina na odnos prisutne apoptoze i autofagije. Dvostruko delovanje se manisfestuje
kroz 1) uticaj vancelijski prisutnog HMGBI proteina na aktivaciju procesa apoptoze i
autofagije preko vezivanja za receptore TLR4 i RAGE na povrsini Celija jetre i
aktivaciju nizvodnih signalnih puteva i ii) uticaj HMGB1 proteina iz citoplazme, u kojoj
kroz interakcije sa dostupnim Beklinl proteinom ucestvuje u formiranju autofagozoma i

realizaciji autofagije. Pokazano je i da nivo vancelijske prisutnosti HMGBI1 proteina i
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njegov doprinos profilu Celijske smrti u jetri, izrazenom kroz odnos apoptoze i
autofagije, zavisi od intenziteta prisutnog oksidativnog stresa. Na ovaj nacin je dat jos§
jedan doprinos karakterizaciji HMGB1 kao proteina osetljivog na redoks stanje. S tim u
vezi pokazano je da u uslovima oksidativnog stresa prisutnog u neleCenom dijabetesu,
HMGBI protein favorizuje puteve apoptoze i doprinosi ¢elijskoj smrti i oStecenju jetre,
dok u wuslovima blago prisutnog oksidativnog stresa, njegovo delovanje je
citoprotektivno jer favorizuje aktivaciju autofagije i uklanjanje osteénih unutaréelijskih
struktura.

Na postojanje oSteéenja i patoloskih promena u jetri pacova sa dijabetesom
ukazali su nalazi poput smanjenja apsolutne i relativne mase jetre, uveéano prisustvo
transaminaza ALT i AST u serumu, uveéano prisustvo O>, H,0, i stepena lipidne
peroksidacije u serumu i jetri, kao i pad aktivnosti antioksidativnih enzima. Komet
esejem detektovano je i znacajno prisustvo DNK oSteé¢enja u ¢éelijama jetre , dok su
histopatoloske analize ustanovile promene u strukturi jetre i znacajno prisustvo
nekrotskih ¢elija. Snizavanjem stepena oksidativnog stresa tretmanom melatoninom,
koji nije znacajno uticao na nivo insulina i glukoze, doslo je do znacajnog smanjenja
DNK ostecenja i stepena nekroze u jetri dijabeti¢nih pacova. Istovremeno je uoceno na
histoloSkim preparatima da je doSlo do normalizacije morfoloSke strukture jetre, $to je
bilo praceno i manjim nivoom ALT i AST u serumu i normalizacijom apsolutne i
relativne mase jetre. Sve ove promene nedvosmisleno govore u prilog tome da
oksidativni stres u jetri dijabeti¢nih pacova znacajno doprinosi poremecaju njene
funkcionalnosti, §to je u saglasnosti i sa brojnim literaturnim podacima (Loria i sar.,
2013). Osim toga, prisustvo nekroze govori u prilog postojanja takvog intenziteta
oksidativnog stresa sa kojim celije jetre ocigledno ne mogu da se izbore, $to onda vodi u
¢elijsku smrt (Ryter i sar., 2007). Ovaj zaklju¢ak dodatno potvrduju rezultati koji
pokazuju da u uslovima redukovanog oksidativnog stresa dolazi do znacajnog
smanjenja kako prisutnosti tako i degradacije PARP-1 protena na nekrotske fragmente
od 551 62 kDa. Naime, PARP-1 je jedan od klju¢nih proteina od ¢ije aktivnosti zavisi
da li ¢e celija i¢i u praveu prezivljavanja ili smrti, apoptozom ili nekrozom.
Hiperaktivacija PARP-1 proteina dovodi do progresivnog gubitka ATP i posledi¢no do
nekroze ¢elije i pojave specificnih nekrotskih fragmenata PARP-1 (Ha i Snyder, 1999).

Ovi fragmenti su detektovani u ukupnim homogenatima jetre dijabeticnih pacova i
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njihova se relativna prisutnost znaCajno smanjuje u uslovima melatoninom
posredovanog smanjenja stepena oksidativnog stresa. Mehanizam delovanja aktiviranog
PARP-1 proteina ukljucuje i njegov uticaj na relokalizaciju HMGBI1 proteina iz jedra u
citoplazmu celija (Ditsworth, i sar., 2007), §to se postize PARilacijom HMGBI proteina
(Ditsworth, i sar., 2007, Yang i sar., 2014). Zajedno sa uvecanim stepenom nekroze i
uvecanim prisustvom PARP-1 proteina i njegovih nekrotskih fragmenata koji su
posredni pokazatelji hiperaktivacije ovog proteina, u serumu dijabeticnih pacova
detektovana je i uvecana prisutnost HMGBI1 proteina i u serumu i u déelijama jetre
dijabeti¢nih pacova. Sa smanjenjem stepena oksidativnog stresa, tretmanom dijabeti¢nih
pacova melatoninom, doslo je ne samo do snizavanja prisustva nekrotskih fragmenata
PARP-1 proteina ve¢ i do znacajnog smanjenja vancelijskog nivoa HMGBI1 proteina.
Ovo smanjenje je u saglasnosti sa umanjenjim stepenom DNK oStecenja i stepenom
nekroze kod ove eksperimentalne grupe.

Istrazivanja su pokazala da apoptotske celije takode mogu otpustati HMGBI1
protein u vancelijsku sredinu (Bell 1 sar., 2006) kao i da autofagija moze regulisati
oslobadanje HMGBI1 proteina (Thorburn i sar., 2009). Razli¢iti nacini oslobadanja
HMGBI proteina u vanéelijsku sredinu u zavisnosti od tipa ¢elijske smrti nisu ni danas
dobro definisani niti kako razli¢it vid oslobadanja HMGBI proteina utie tice na
odrzavanje ovih procesa. Do sada, ipak, najveéi broj prikupljenih podataka govori u
prilog tome da neimune celije, poput onih u jetri, otpustaju HMGB1 pasivnim putem
kao posledica nekrotske smrti (Scaffidi i sar., 2002). Medutim, direktnom inhibicijom
aktivnog oslobadanja HMGBI1 proteina hroni¢nom primenom etil piruvata, nivo
HMGBI proteina u serumu dijabeti¢nih pacova je sveden na kontrolni nivo, $to govori u
prilog tome da i regulisano oslobadanje od strane apoptotskih ¢elija ili ¢elija u kojima je
aktivirana autofagija imaju znacajan uticaj na prisutnost HMGBI1 u vancelijskoj sredini.

U literaturi je poznato da oksidativni stres predstavlja vrlo znac¢ajan mehanizam
regulacije translokacije HMGBI1 proteina iz jedra u citoplazmu i njegovog oslobadanja
van celije, kao i da dovodi do promena u aktivhosti HMGBI1 proteina preko
oksidativnih modifikacija specificnih cisteinskih ostataka na pozicijama 23, 45 i 106
(Yang i sar., 2012). Smanjenjem oksidativnog stresa tretmanom dijabeti¢nih pacova
melatoninom detektovano je znacajno smanjenje prisustva vancelijskog, ali i HMGBI

proteina u Cdelijama jetre dijabeticnih pacova, Sto potvrduje povezanost izmedu
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pomenutih dogadaja i ulogu HMGBI1 proteina kao redoks senzora u ¢eliji. Takode, s
obzirom na smanjenu prisutnost nekroze i oSteCenja jetre, iz ovih rezultata se moze
zakljuciti da se zastitno dejstvo melatonina na jetru ogleda i u indirektnoj regulaciji
lokalizacije i nivoa eksprimiranosti HMGBI1 proteina. Tretman etil piruvatom iako je
sprecio oslobadanje HMGBI proteina nije imao toliko uticaja na promene nivoa ovog
proteina u ¢elijama jetre ali je doveo do smanjenja nivoa oStecenja jetre, Sto je pokazano
smanjenjem prisustva transaminaza u serumu kao i o¢uvanom morfologijom c¢elija jetre,
Sto je detektovano elektronskom mikroskopijom. Iz ovoga proizilazi da, primarno, nivo
HMGBI1 proteina u vandelijskoj sredini odreduje sudbinu ¢elija u nepovoljnim
uslovima.

Prisustvo nekroze i njome izazvano uvecano prisustvo HMGBI1 proteina u
vancelijskoj prooksidativnoj sredini u dijabetesu, omogucava ovom proteinu da
parakrino uéestvuje u razli¢itim unutaréelijskim procesima, uklju¢ujuéi apoptozu i
autofagiju. Da dijabetes dovodi do pojave apoptoze u jetri pokazano je od strane drugih
autora (Paul i sar., 2009) ali i u okviru ove doktorske disertacije. Svoju ulogu u
pomenutim procesima HMGBI1 moze da ostvaruje kroz interakciju sa RAGE 1 TLR4
receporima koji su prisutni na povrsini, kako imunskih ¢elija tako i parenhimskih ¢elija
jetre. Poznato je da u zavisnosti od oksidativnog stanja specifi¢nih cisteinskih ostataka
HMGBI proteina, zavisi i njegov afinitet prema ovim receptorima (Tang i sar., 2010b).
Redukovani vancelijski HMGB1 se vezuje primarno za RAGE ali ne i za TLR4
receptore, 1 aktivira Beklinl-zavisnu autofagiju, dok oksidovani HMGBI1 ima afinitet
prema TLR4 receptorima preko kojih pokreé¢e signalnu kaskadu koja rezultuje
aktivacijom unutrasnjeg, mitohondrijalnog puta apoptoze. Rezultati istrazivanja u
okviru ove doktorske disertacije su pokazali da u jetri dijabeti¢nih pacova dolazi do
znacajnog uvecanja nivoa interakcija vancelijskog HMGBI proteina i sa TLR4 i sa
RAGE receptorima. Poznato je da interakcija HMGBI1 sa TLR4 receptorima dovodi do
uvecanog stepena fosforilacije JNK kinaze koja je neophodna za njenu aktivaciju (Ding
i sar., 2013). Aktivirana JNK kinaza promovise unutrasnji put aktivacije apoptoze jer
dovodi do translokacije Bax proteina na mitohondrije i posledi¢no, do oslobadanja
citohroma C u citoplazmu i aktivacije efektorske kaspaze 3 koja vodi do apoptoze. U
ovoj disertaciji je pokazano da porast u interakciji vancelijskog HMGBI proteina sa

TLR4 dovodi do porasta aktivnosti JNK kinaze 1 aktivacije unutraSnjeg
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mitohondrijalnog puta apoptoze. Ali, pored JNK kinaze, ligand-zavisna aktivacija TLR4
receptora reguliSe i aktivnost Akt kinaze koja aktivira puteve prezivljavanja tako §to
inhibira translokaciju Bax proteina na mitohondrije (Boucher i sar., 2014) i uveéava
transkripciju gena za Bcel-2 (Pugazhenthi i sar., 2000). Pojedine studije su pokazale da
TLR4 aktivira Akt kinazu i nizvodni signalni put koji vodi prezivljavanju malignih
¢elija razlicitih tipova kancera (Doan i sar., 2009, Yesudhas i sar., 2014) dok su drugi
istraziva¢i pokazali da aktivacija TLR4 receptora dovodi do pada u fosforilaciji,
odnosno aktivnosti Akt kinaze, S$to rezultira uveéanim stepenom apoptoze u c¢elijama
jetre pacova nakon tretmana bakterijskim lipopolisaharidom (Zhang i sar., 2015).
Ovakva dualnost u regulaciji Akt kinaze bi se mogla objasniti razliitim model
sistemima kao i razli¢itim tkivima na kojima su ispitivanja vrsena. Takode poznato je da
aktivirani putevi pokrenuti sa TLR4 receptora u mnogome zavise od tipa liganda koji se
za receptore vezao (Erridge, 2010). Vancelijski HMGBI, vezivanjem za TLR4,
potencira aktivaciju JNK kinaze i apoptozu u eksperimentalnom modelu ishemije i
reperfuzije srca koja dovodi do pojave oksidativnog stresa (Ding i sar., 2013, Ding i sar.
2013), a smanjenjem prisutnosti HMGBI1 u serumu se smanjuje povreda srca preko
uvecanja aktivacije Akt signalnog puta (Zhu i Fang 2011). Sadi i sar. (2015) su pokazali
da u ¢elijama jetre pacova kojima je dijabeti¢no stanje izazvano STZ-om dolazi do pada
u fosforilaciji Akt proteina Sto je u korelaciji sa rezultatima prikazanim u ovoj
disertaciji. Kako je dijabetes stanje u kome preovladuje oksidativni stres, a pad u
aktivnosti Akt kinaze je blisko povezana sa uvecanim stepenom celijske smrti
apoptozom u uslovima oksidativnog stresa (Maiese, 2007), moglo bi se zakljuciti da u
jetri pacova tokom dijabetesa, HMGB1/TLR4 interakcija favorizuje JNK signalni put i
aktivaciju apoptoze, a sa druge strane ima inhibitorno dejstvo na Akt signalni put i
prezivljavanje ¢éelija. Ovo je i potvrdeno detektovanom promenom u ravnotezi odnosa
Bax i Bcl-2 proteina. Poznato je da od Bax/Bcl-2 odnosa zavisi da li ¢e ¢elija preziveti
ili u¢i u proces celijskog umiranja apotozom (Neuman, 2001). U jetri dijabeti¢nih
pacova ovaj je odnos pomeren u pravcu pro-apoptotskih proteina. Potvrda ovakvom
zakljuCku jeste i da sa snizavanjem stepena oksidativhog stresa tretmanom
melatoniniom, smanjuje apoptotska aktivnosti u jetri dijabeti¢nih pacova. U literaturi je
poznato da melatonin poseduje anti-apoptotsko dejstvo, ali molekularni mehanizmi

uklju€eni u regulaciju aktivnosti apoptoze melatoninom su i dalje nedovoljno poznati
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(Radogna i sar., 2010; Singhal i sar., 2011). U ovoj doktorskoj disertaciji pokazano je da
tretman melatoninom indirektno, preko stiSavanja oksidativnog stresa, smanjuje
prisustvo vancelijskog HMGBI1 §to rezultuje znacajnim umanjenjem interakcije
HMGBI proteina sa TLR4 receptorima u jetri dijabeti¢nih pacova. Smanjenje ove
interakcije odrazilo se na stiSavanje apoptoze pokrenutim JNK kinazom, §to je i
vizuelno detektovano. Sa druge strane, doslo je do uvecanja u fosforilaciji Akt kinaze
¢ime se Bax/Bcl-2 ravnoteza pomerila u pravcu prezivljavanja. Iz priloZzenog se moze
zakljuciti da se anti-apoptotsko dejstvo melatonina u jetri dijabeti¢nih pacova ostvaruje i
preko uticaja na nivo interakcija HMGBI1 proteina sa TLR4. Konacan zakljucak o ulozi
HMGBI proteina u aktivaciji apoptoze je dobijen tretiranjem dijabeti¢nih Zivotinja etil
piruvatom ¢ime se gotovo u potpunosti sprecilo oslobadanje HMGBI proteina u
vancelijsku sredinu Sto je znacajno smanjilo nivo HMGBI1/TLR4 interakcija, JNK
aktivnost, Bax/Bcl-2 odnos za oko 50%, dok je Akt aktivnost ostala skoro na
kontrolnom nivou. Usled ovakvih promena doslo je do zna¢ajnog stiSavanja unutraSnjeg
puta apoptoze u jetri dijabeti¢nih pacova. Dobijeni rezultati su jasan pokazatelj da u
stanjima u kome je prisutan oksidativni stres, vancelijski prisutan HMGBI1 protein
predstavlja jedan od klju¢nih aktivatora apoptoze u jetri pacova.

Prisustvo apoptoze u jetri pacova sa dijabetesom analizirano je preko prisustva
apoptotskog fragmenta PARP-1 proteina. Kako je ve¢ u uvodu receno (Lazebnik i sar.,
1994), PARP-1 se inaktivira secenjem na fragment od 89 kDa u ranim koracima
apoptoze od strane aktivirane kaspaze 3, kako bi se sprecio nepotreban gubitak ATP-a
izazvan nekontrolisanom aktivno$¢éu ovog enzima. Kako HMGBI dovodi do aktivacije
unutras$njeg mitohondrijalnog puta apoptoze i prevodenja neaktivne prokaspaze 3 u
aktivnu formu, kaspazu 3 kojoj je PARP-1 supstrat delovanja, moguce je da PARP-1 i
vancelijski prisutan HMGB1 imaju negativno regulisan odnos. Poznato je da uvecana
aktivnost PARP-1 proteina dovodi do oslobadanje HMGB1 iz umiruce celije tako Sto ga
modifikuje PARilacijom (Yang i sar., 2014), a kako vancelijski HMGBI1 preko TLR4
receptora aktivira mitohondrijalni put apoptoze moze se pretpostaviti da oslobodeni
HMGBI ima ulogu u ogranicavanju preterane aktivnosti PARP-1 koji moZe dovesti do
nekroze. Moguée je da na ovaj na¢in HMGBI protein reguliSe ravnotezu izmedu
nekroze i apoptoze u korist apoptoze Cime se menja profil Celijske smrti iz

nekontrolisanog u regulisan, programiran tip, ¢ime bi se makar delimi¢no utiSala
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oksidativnim stresom uslovljena inflamacija u jetri tokom trajanja dijabetesa. Ovakva
pretpostavka je interesantna jer se, do sada, prisustvo HMGBI1 u vanéelijskoj sredini
uglavnom povezivalo sa odrZzavanjem inflamacije (Wang i sar., 2004) dok ovi rezultati
navode na njegovu ulogu u njenom stiSavanju. Tretmani melatoninon ili etil piruvatom,
kojima je postignuto indirektno ili direktno smanjenje prisustva vancelijskog HMGBI
proteina u jetri pacova sa dijabetesom, doveli su do znacajnog pada u prisustvu
apoptotskog fragmenta PARP-1 proteina. Iz ovako dobijenih rezultata se moze
pretpostaviti da HMGBI kroz regulaciju unutra$njeg puta apotoze ima udela u kontroli
energetskog statusa celija jetre kroz inaktivaciju PARP-1 proteina.

Sa druge strane, autofagija moze imati znacajnu ulogu u prezivljavanju celija u
uslovima oksidativnog stresa jer uklanja oSte¢ene mitohondrije koje su najveci izvor
ROS u ¢eliji (Green i sar., 2011). Ovo je od posebnog znacaja za jetru, jer razni
poremecaji funkcionalnosti ovog organa nastaju usled akumulacije disfunkcionalnih
mitohondrija i uveéane produkcije ROS (Martel, 2012), $to dovodi do ¢elijske smrti i
postepeno do disfunkcije organa.

U ovoj doktorskoj disertaciji ispitivali smo prisustvo autofagije koris¢enjem
razlicitih pristupa. Njeno prisustvo u jetri dijabeti¢nih pacova potvrdili smo koris¢enjem
elektronske mikroskopije, a stepen njene aktivacije i funkcionalnog znacaja preko
odredivanja nivoa LC3-II proteina, kombinacije prisustva ovog proteina i p62, i kroz
interakcije Beklinl proteina sa citoplazmatskim HMGBI1 proteinom. Ovi pristupi su
odabrani zbog istrazivanja Tanga i sar. (2011b) koji su pokazali da HMGBI1 protein
utice, makar delimi¢no, na nivo autofagije regulisu¢i LC3-II ekspresiju, degradaciju p62
1 sazrevanje autofagozoma. Tokom sazrevanja autofagozoma LC3-II sa spoljasnje
membrane autofagozoma biva iseCen i recikliran, dok onaj na unutra$njoj membrani,
zajedno sa citoplazmatskim komponentama koje okruzuju autofagozom, biva
degradovan u lizozomima. Protein p62 je ubikvitin vezujuéi protein za koga je
pokazano da kolokalizuje sa ubikvitinisanim proteinskim agregatima u mnogim
neurodegenerativnim bolestima i proteinopatijama u jetri (Bjorkoy i sar., 2009). Ovaj
protein je lokalizovan na autofagozomima preko interakcija sa LC3-II i tokom
autofagije biva konstantno degradovan od strano autofagolizozomalnog sistema
(Komatsu i Ichimura, 2010). Posledi¢no, aktivacija autofagije vodi padu prisustva p62

proteina, dok njegova eventualna akumulacija ukazuje na prisustvo narusene ili
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defektne autofagije i smanjenje njene aktivnosti. Prema Klionskom i sar. (2012), LC3-II
nivo prisutnosti sam po sebi, ne mora striktno da ukazuje na aktivaciju autofagije. Vise
je strazivanja , ukljucujuc¢i i ono na jetri pacijenata sa nealkoholnom masnom jetrom
(Gonzalez-Rodriguez i sar., 2014) koja su pokazala da prisustvo defektne ili inhibirane
autofagije prati uvecano prisustvo i LC3-II i proteina p62. Iz ovog razloga je sugerisano
da bi kombinacija proteinskog nivoa oba ova proteina mogla da reflektuje stvarnu
aktivaciju autofagije.

U okviru ove doktorske disertacije detektovano je znacajno uvecano prisustvo
LC3-1I forme proteina u ¢elijama jetre dijabeti¢nih pacova. Takode, detektovana je i
uvecana prisutnost HMGBI1 proteina u citoplazmi ¢elija jetre Sto je ukazivalo da ovaj
protein moze da koordiniSe formiranje autofagozoma kroz interakciju sa Beklinl
proteinom (Kang i sar., 2010). Medutim, da bi do interakcije izmedu ova dva proteina
doslo, neophodno je da Beklinl bude osloboden od svog inhibitornog partnera, Bel-2
proteina. Jedan od mehanizama raskidanja veze izmedu ova dva proteina je fosforilacija
Bcl-2 proteina indukovana od strane ERK kinaze koja se moze aktivirati aktivacijom
RAGE receptora nakon vezivanja vanéelijskog HMGBI proteina (Thang i sar., 2010a).
U ovoj disertaciji pokazano je da uveéana interakcija vancelijskog HMGBI1 proteina sa
RAGE receptorima dovodi do uvecane fosforilacije, odnosno aktivacije ERK kinaze $to
je praceno oslobadanjem Beklinal od Bcel-2 proteina i uve¢anjem Beklinl interakcija sa
citoplazmatskim HMGBI1 proteinom. Tang i sar. (2011b) su pokazali da prisustvo
HMGBI1 u citoplazmi ¢elija dovodi do se¢enja LC3 proteina u LC3-II formu koja se
ugraduje u membranu autofagozoma. Potvrda ovome jeste podatak da nedostatak
HMGBI u citoplazmi u uslovima oksidativnog stresa dovodi do inhibicije formiranja
LC3-II forme proteina (Tang i sar., 2011b). Isti autori su pokazali da je akumulacija
p62 proteina prisutna u onim celijama u kojima je autofagija umanjena ili inhibirana.
Protein p62 se preko LC3-II proteina vezuje za membranu autofagozoma, a sa druge
strane se kovalentno vezuje za Celijski sadrzaj koji je oznacen za degradaciju u
autofagolizozomima, i usled toga je jedan od prvih pokazatelja aktivne lizozomalne
degradacije u procesu autofagije jer medu prvima biva degradovan u ovim organelama
(Bjorkoy 1 sar., 2009). Medutim, iako je u ¢elijama jetre dijabeti¢nih pacova doslo do
akumulacije LC3-II forme kao i do interakcije citoplazmatskog HMGBI1 sa Beklinl

proteinom, oSteenja jetre nisu spreCena niti umanjena. Kada se analizirala ekspresija
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p62 u ovoj eksperimentalnoj grupi primeceno je da ne dolazi do pada u nivou ovog
proteina u citoplazmi, ve¢ da je njegova eksprimiranost blago povisena u odnosu na
kontrolnu grupu. Ovakvi rezultati ukazuju na moguénost da je autofagija u jetri
dijabeti¢nih pacova poremecena ili defektna Sto moze da vodi nagomilavanju ostec¢enih
proteina i organela, apoptotskoj smrti i uvecanju ostecenja jetre. Ovakav zakljucak je u
saglasnosti sa detektovanim promenama u jetri pacova sa dijabetesom i objasnjava
visok nivo prisutnosti apoptotske smrti. Mogucée objasnjenje lezi u proteolitickom
secenju Beklinl proteina. Novija istrazivanja su pokazala da Beklinl, takode predstavlja
supstrat za kaspazu 3. Kaspaza 3 sece Beklinl na apoptotske fragmente od 37 i 35 kDa
koji ne poseduju potencijal da indukuju autofagiju ali su u stanju da pojacaju apoptotski
signal relokalizacijom u mitohondrije gde omogucavaju oslobadanje citohroma C
(Wirawan 1 sar., 2010). U ovoj disertaciji je pokazano znacajno uvecano prisustvo
dodatnih fragmenata Beklinl proteina u citoplazmi ¢elija jetre dijabeti¢nih pacova koji
su odgovaraju¢e molekulske mase kao specifi¢ni apoptotski fragmenti ovog proteina.
Ovi detektovani fragmenti bi mogli biti rezultat proteoliticke degradacije Beklinl
proteina od strane kaspaze 3 ¢ime se smanjuje njegova sposobnost da inicira autofagiju.
Dodatno, analiza protein-protein interakcija je pokazala da do interakcije sa HMGBI1
dolazi samo izmedu intaktnog Beklinl proteina, Sto ukazuje na to da bez obzira §to je
doslo do akumulacije HMGBI1 proteina u citoplazmi celija jetre dijabeti¢nih pacova,
apoptotsko secenje Beklinl smanjuje nivo interakcija sa dostupnim citoplazmatskim
HMGBI1 proteinom i verovatno i sa drugim proteinima koji ucestvuju u inicijaciji
autofagije. Ovakve promene najverovatnije dovode do smanjenja nivoa funkcionalne
autofagije i njenog citoprotektivnog dejstva tokom dijabetesa. Potvrda ovakvoj hipotezi
je 1to, da iako dolazi do pocetnih koraka u inicijaciji autofagije koja se ogleda u se¢enju
LC3-I proteina u LC3-II formu, u ¢elijama jetre dijabeticnih pacova detektovani su
sporadi¢ni autofagozomi koji najverovatnije nisu dovoljni da  sprece pojavu
funkcionalnih i strukturnih oStec¢enja jetre u dijabetesu. Kako HMGBI1 preko interakcije
sa TLR4 receptorima dovodi do aktivacije unutrasnjeg apoptotskog puta i kaspaze 3,
moglo bi se zakljuciti da i pored interakcije vanéelijskog HMGBI1 proteina sa RAGE
receptorima koja vodi do inicijacije autofagije, HMGB1/TLR4 interakcija u ¢elijama
jetre dijabeti¢nih pacova negativno reguliSe aktivaciju ovog procesa kroz favorizovanje

apoptotskog secenja Beklinl proteina.
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Smanjenje oksidativnog stresa tretmanom dijabeticnih pacova melatoninom
dovelo je do znacajnog pada u interakciji vancelijskog HMGBI1 sa TLR4 receptorima
ali ne i sa RAGE receptorima u jetri dijabeti¢nih pacova. Ovakve promene su
najverovatnije u vezi sa redoks stanjem HMGBI1 proteina prisutnog u vancelijskoj
sredini, gde smanjenje prisustva ROS najverovatnije dovodi do promena u odnosu
izmedu redukovane i oksidovane forme HMGBI1, uvecavajuci prisustvo redukovanog
HMGBI1 proteina koji interaguje samo sa RAGE receptorima. Usled neizmenjene
reakcije HMGBI1 sa RAGE receptorima u uslovima umanjenog oksidativnog stresa,
aktivnost ERK kinaze se nije promenila u poredenju sa dijabeticnim pacovima i
omogucavala je disocijaciju Bcl-2 proteina sa Beklinal 1 nesmetanu interakciju izmedu
Beklinl i HMGBI proteina. Takode, iako je doslo do izvesnog smanjenja u nivou
citoplazmatskog HMGB1 proteina u poredenju sa dijabeticnim pacovima, njegov nivo
je i dalje ostao znacajno povisen u poredenju sa kontrolom §to se moze objasniti kroz
redoks status 3 cisteinska ostatka ovog proteina. U uslovima blagog oksidativnog stresa,
cisteini na poziciji 23 i 45 formiraju disulfidni most, dok cistein na poziciji 106 ostaje
redukovan. Mutacija cisteina na ovoj poziciji dovodi do pada u aktivaciji autofagije
kada se poredi sa neizmenjenim HMGBI1 proteinom ¢iji je cistein na poziciji 106
redukovan (Tang i sar., 2010b) Isti autori su pokazali da je blag oksidativni stres
znacajan za translokaciju HMGBI iz jedra u citoplazmu i1 da ovakav semi-oksidovan
HMGBI protein ucestvuje u inicijaciji autofagije zavisne od Beklinl proteina. Ovo
moze posluziti kao objasnjenje zasto se HMGBI1 zadrzava u citoplazmi celija jetre
dijabeti¢nih pacova uprkos smanjenju stepena oksidativnog stresa. Kako tretman sa
melatoninom dovodi do smanjenja apoptotskog signala posredovanog HMGBI1/TLR4
interkcijom, dok je signal za aktivaciju autofagije posredovan interakcijom HMGBI1 sa
RAGE 1 dalje prisutan, ¢ak i u vecoj meri kod dijabeti¢nih pacova tretiranih
melatoninom, dolazi do promene ravnoteze izmedu ova dva procesa. Kao rezultat
ovakvih dogadaja smanjuje se odnos apoptoze prema autofagiji i favorizuje se
prezivljavanje nepovoljnih uslova. U prilog ovome govore i promene u aktivnosti
kaspaze 3 u jetri dijabeticnih pacova tretiranih melatoninom koja je znacajno smanjena,
Sto je smanjilo i seCenje Beklinl proteina obzirom da se u citoplazmi jetre dijabeti¢nih
pacova tretiranih melatoninom nisu detektovali dodatni fragmenti ovog proteina. Stoga

je inicijacija autofagije kroz interakciju HMGBI 1 Beklinl proteina mogla nesmetano da
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se odvija §to je i potvrdeno imunoprecipitacionom i kolokalizaciinom analizom. U isto
vreme detektovano je i znacajno smanjeno prisustvo p62 proteina u éelijama jetre Sto
govori u prilog postojanja aktivne degradacije celijskih komponenti u procesu
autofagije. Konacno, elektronska mikrografija jetre dijabeti¢nih pacova tretiranih
melatoninom ukazuje na uvecano prisustvo autofagozoma koji selektivno uklanjaju
ostecene mitohondrije. Kako su osteéenje mitohondrije glavni unutarcelijski izvor ROS,
njihovim uklanjanjem kroz aktivaciju i odrzavanje autofagije kao citoprotektivnog
mehanizma se odrzava normalna struktura i funkcija Celija jetre u blazim uslovima
oksidativnog stresa.

Poznato je da melatonin ima 1 aktivnu ulogu u modulaciji autofagije, bilo kao
inhibitor ili aktivator, zavisno od koris¢enog model sistema (Esrefoglu i sar., 2006),
medutim mehanizmi koji leze u osnovi regulacije aktivnosti autofagije melatoninom
nisu u potpunosti razjas$njeni. Luchetti 1 sar. (2009) su pokazali da se anti-apoptotsko
dejstvo melatonina u U937 ¢elijskoj liniji ogleda u odrzavanju aktivnosti ERK
signalnog puta kao citoprotektivnog mehanizma i stiSavanju aktivnosti JNK kinaze.
Rezultati u ovoj doktorskoj disertaciji su pokazali da u ¢elijama jetre dijabeti¢nih
pacova tretiranih melatoninom, usled stiSavanja HMGBI1 interakcije sa TLR4
receptorima, a odrzavanjem HMGB1/RAGE interakcija, dolazi do istih promena koje su
zabelezili Luchetti i sar. u svom model sistemu. Literaturni podaci zajedno sa dobijenim
rezultatima u ovoj disertaciji navode na zakljucak da se zastitno dejstvo melatonina u
uslovima oksidativnog stresa koji vladaju u dijabetesu, pored direktnog uklanjanja ROS,
ogleda i u stiSavanju apoptoze preko stiSavanja aktivnosti JNK kinaze koja je
posredovana HMGB1/TLR4 interakcijama, i u aktivaciji protektivne autofagije,
pogotovo mitofagije, kroz favorizovanje HMGB1/RAGE interakcija.

U ovoj doktorskoj disertaciji pokazano je da tretman dijabeti¢nih pacova etil
piruvatom skoro u potpunosti inhibira oslobadanje HMGBI1 proteina kod dijabeti¢nih
pacova. Usled toga, nivo interakcija HMGB1 kako sa TLR4 tako i sa RAGE
receptorima je na nivou koji se detektuje u jetri kontrolnih pacova. Nivo
citoplazmatskog HMGBI1 ostao je neizmenjen u poredenju sa dijabeticnim pacovima,
ali su stiSani putevi kako apoptoze tako i autofagije Sto je dodatan pokazatelj da
vancelijski prisutan HMGBI1 protein ima klju¢nu ulogu u modulaciji ova dva procesa u

jetri. Medutim, nivo aktivacije ERK kinaze u jetri dijabeti¢nih pacova tretiranih sa etil
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piruvatom , iako snizen u odnosu na dijabeticnu grupu, i dalje je bio znacajno povisen u
poredenju sa kontrolnom grupom, dok je interakcija izmedu Bcl-2 i Beklinl proteina
izrazenija nego kod dijabeticnih pacova. Kako interakcija izmedu Beklinl i Bcl-2
proteina dovodi do umanjenog stepena interakcije Beklinl sa citoplazmatskim HMGB1
proteinom, to ukazuje na postojanje i drugog moguceg puta regulacije aktivacije
autofagije u jetri dijabeti¢nih pacova. Podaci iz literature govore da pored ERK kinaze,
u fosforilaciji Bcl-2 proteina moze ucestvovati i JNK kinaza (Yamamoto i sar., 1999).
Tretman etil piruvatom je u jetri dijabeticnih pacova preko inhibicije oslobadanja
HMGBI 1 interakcije ovog proteina sa TLR4 znafajno smanjio aktivnost JNK kinaze i
doveo aktivnost Akt kinaze na kontrolni nivo §to najverovatnije menja ravnotezu u
pravcu stiSavanja procesa ne samo apoptoze ve¢ i autofagije. Ovi rezultati ukazuju na
to, da ne samo HMGBI1 koji se vezao za RAGE, ve¢ i frakcija vezana za TLR4, moze
da utice na stepen aktivacije autofagije.

Literaturni podaci govore u prilog ¢injenici da Bcl-2 protein pored anti-
apoptotske uloge ima znacajnu ulogu u inhibiciji procesa autofagije jer sprecava
interakciju citoplazmatskog HMGBI1 proteina sa Beklinl (Zhou i sar., 2010). Kako je
fosforilacija Bel-2 u dijabetesu , prema dobijenim rezultatima u okviru ove disertacije,
najverovatnije regulisana aktiviranim signalnim putevima pokrenutih interakcijama
vancelijskog HMGBI1 proteina kako sa RAGE tako i sa TLR4 receptorima, moZe se
zakljuciti da vancelijski prisutan HMGB1 protein ima vrlo znacajnu ulogu u regulaciji
aktivacije autofagije kako negativno, jer kroz aktivaciju kaspaze 3 inicira secenje
Beklinl proteina na apoptotske fragmente, tako i1 pozitivno, jer preko receptora
omogucava disocijaciju inhibitornog Bcl-2 proteina sa Beklinl. Usled toga
citoplazmatski prisutan HMGB1 moze, kroz interakciju sa Beklinl proteinom, zapoceti
proces formiranja autofagozoma.

Dodatno objasnjenje za smanjenu aktivnosti mitofagije u jetri dijabeti¢nih
pacova koji su tretirani etil piruvatom mozda lezi i u tome da je sam etil piruvat doveo
do pada u prisustvu intaktnog Beklin1 proteina kao i do pada u nivou LC3-II forme, pa
pored pojacane interakcije sa Bcl-2 smanjila se i frakcija Beklinl proteina koja kroz
interakcije sa citoplazmatskim HMGB1 moze ucestvovati u formiranju autofagozoma,
Sto rezultuje u smanjenom broju ovih organela. Sli¢ne rezultate su dobili i Shen i

saradnici (2013) koji su ispitivali uticaj etil piruvata u jetri nakon ishemije i reperfuzije.
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StiSavanje autofagije i u ovom slucaju je bilo praceno padom u nivou Beklinl i LC3-II
proteina kao i izostankom signalizacije sa HMGBI/RAGE. Medutim, i u jetri
dijabeti¢nih pacova tretiranih etil piruvatom dolazi do interakcije citoplazmatskog
HMGBI sa Beklinl proteinom iako su spoljasnji signalni putevi aktivirani vancelijski
prisutnim HMGBI, koji favorizuju ovu interakciju, utiSani. Moguée objasnjenje lezi u
tome da se nivo citoplazmatskog HMGBI1 proteina u celijama jetre dijabeti¢nih
zivotinja tretiranih etil piruvatom nije smanjio u odnosu na netretirane dijabeti¢ne
pacove. Visok nivo prisutnog HMGBI u citoplazmi moze u¢i u direktnu kompeticiju sa
Bcl-2 za vezivna mesta na Beklinl proteinu bez ikakvih posttranslacionih modifikacija
(Kang i sar., 2011) i inicirati poCetne korake u aktivaciji procesa autofagije. Kako suiu
jetri dijabeticnih pacova tretiranih etil piruvatom detektovani autofagozomi koji
uklanjaju ostec¢enje mitohondrije moze se pretpostaviti da prisustvo aktivne mitofagije
kod ovih zivotinja govori o znacajnosti ovog procesa u ocuvanju céelija jetre u uslovima
oksidativnog stresa u dijabetesu.

Rezultati iz ove doktorske disertacije ukazuju na to da od lokalizacije i
interakcija HMGBI proteina zavisi i njegov doprinos u procesima apoptoze i autofagije.
HMGBI ucestvuje u aktivaciji unutrasnjeg puta apoptoze preko interakcije sa TLR4
receptorima i doprinosi ¢elijskom umiranju §to dovodi do oStecenja jetre dok kroz
stimulaciju selektivne mitofagije HMGBI1 kroz interakcije sa RAGE u vancelijskoj
sredini 1 sa Beklinl proteinom u citoplazmi ima citoprotektivnu ulogu. Ravnoteza ova
dva procesa pokrenuta istim proteinom diktira sudbinu celija jetre tokom dijabetesa.
Odnos u aktivaciji ova dva procesa pokrenuta HMGBI1 proteinom zavisi od stepena
oksidativnog stresa. U uslovima jaceg, hroni¢nog oksidativnog stresa koji je prisutan u
dijabetesu vancelijski HMGB1 favorizuje apoptozu naspram autofagije dok u uslovima
blazeg favorizuje citoprotetivnu autofagiju. Kako je u svrhu snizavanja oksidativnog
stresa koris¢en melatonin moguce je da je modulacija HMGB1 aktivnosti u procesima
apoptoze i autofagije mehanizam preko koga melatonin istovremeno inhibira apoptozu a
stimuliSe autofagiju u ¢emu se, makar delom, ogleda njegova zastitna uloga u jetri
tokom dijabetesa. Tretman etil piruvatom je pokazao da pored HMGBI1/RAGE
interakcije i HMGB1/TLR4 interakcija ima dvojaku ulogu u modulaciji autofagije. Sa
jedne strane inhibira inicijaciju ovog procesa kroz favorizovanje secenja Beklinl

proteina na fragmente, a sa druge strane ucestvuje u njegovom oslobadanju od
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inhibitora Bcl-2 proteina kroz favorizovanje njegove fosforilacije JNK kinazom. Ovi
rezultati prvi put ukazuju na to da u modulaciji autofagije ne ucestvuje iskljuéivo
HMGBI protein vezan za RAGE ve¢ i frakcija koja je vezana za TLR4 receptore.
Takode tretman dijabeticnih Zivotinja etil piruvatom je ukazao da citoplazmatski
HMGB1 moze direktno inicirati aktivaciju funkcionalne protektivne autofagije
(mitofagije) kroz kompeticiju sa Bcl-2 za vezivanje za Beklinl protein.

lako se HMGBI1 smatra vrlo interesantnim kao meta za terapiju razlicitih
patoloskih stanja, njegova znacajna uloga u poremecajima jetre je tek u skorije vreme
privukla paznju. Rezultati iz ove doktorske disertacije ukazuju na to da vancelijsko
prisustvo kao i mogucée redoks stanje HMGB1 proteina igra bitnu ulogu u balansu
izmedu apoptoze i autofagije u uslovima oksidativnog stresa, Sto moZe imati bitan uticaj
u ravnotezi izmedu ¢elijske smrti 1 prezivljavanja celija jetre u bolestima u ¢ijoj osnovi

lezi oksidativni stres kao §to je to slucaj sa dijabetesom.
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6. ZAKLJUCCI

1. Jetru pacova sa dijabetesom, koji je indukovan streptozotocinom,
karakteriSu morfoloske i funkcionalne promene, prisustvo oksidativnog stresa,
uvecan stepen DNK oStecenja, smrt ¢elija nekrozom i1 apoptozom i defektna
autofagija. Navedene promene su u korelaciji sa uvecanim prisustvom HMGBI

proteina u serumu i jetri i njegovom akumulacijom u citoplazmi ¢elija.

2. Hroni¢ni  tretman pacova sa dijabetesom melatoninom kao
antioksidansom, indirektno smanjuje nivo HMGBI1 proteina u serumu, jetri i
citoplazmi celija, §to je pradeno normalizacijom strukture i funkcije jetre,
smanjenjem DNK oStecenja, znaCajnim smanjenjem prisustva celijske smrti
nekrozom i apoptozom, i uvecanim prisustvom protektivne autofagije, odnosno

mitofagije.

3. Hroni¢ni tretman pacova sa dijabetesom etil piruvatom, kao inhibitorom
oslobadanja HMGBI proteina iz ¢elija, znacajno smanjuje nivo HMGBI1 proteina
u serumu i jetri Sto je praeno normalizacijom strukture i funkcije jetre,

smanjenjem aktivnosti unutrasnjeg apoptotskog puta i autofagije.

4. Aktivnost unutrasnjeg puta apoptoze u jetri pacova sa dijabetesom zavisi
od stepena prisutnog oksidativnog stresa, nivoa vancelijskog HMGBI1 proteina i
njegovih interakcija sa TLR4 receptorom na povrsini ¢elija kojima se reguliSe

aktivacija JNK kinaze i signalnog puta koji vodi aktivaciji kaspaze 3.

5. Prisustvo defektne autofagije u jetri pacova sa dijabetesom najverovatnije
je rezultat smanjenja nivoa funkcionalnog Beklin1 proteina i njegovih interakcija
sa citoplazmatskim HMGBI1 proteinom, usled proteolitickog secenja Beklinl
kaspazom 3 koja se delom aktivira signalnim putevima pokrenutim interakcijom

HMGBI proteina sa TLR4.

6. Smanjenje nivoa oksidativnog stresa u jetri pacova sa dijabetesom, i

pored smanjenja nivoa vancelijskog HMGBI1 proteina, dovodi do povecanja
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interakcija prisutnog HMGB1 sa RAGE receptorima i smanjenja interakcija sa
TLR4. Ovo vodi smanjenoj aktivaciji kaspaze 3, apoptozi i se¢enju Beklinl, i
omogucava da aktivirana ERK kinaza sa RAGE receptora oslobodi Beklinl od
njegovog inhibitora Bcl-2 proteina i ucini ga funkcionalnim za interakcije sa

citoplazmatskim HMGBI proteinom i za formiranje autofagozoma.

7. U regulaciji aktivacije autofagije u jetri pacova sa dijabetesom HMGBI
protein ucestvuje na dva nacina: kroz interakcije vancelijskog HMGB1 sa RAGE
1 TLR4 i aktivaciju nizvodnih signalnih puteva koji se ukrstaju i kroz interakcije

citoplazmatskog HMGBI1 sa Beklinl proteinom.

8. Na osnovu molekularnih mehanizama delovanja vancelijskog i
citoplazmatskog HMGBI1 proteina moze se zakljuciti da najveci uticaj na
modulaciju odnosa izmedu apoptoze i autofagije, odnosno profil ¢elijske smrti u
jetri pacova sa dijabetesom, ima vancelijski HMGBI, §to ovaj protein Cini

potencijalnom terapeutskom metom.

9. Oksidativnim stresom uslovljene interakcije HMGBI proteina sa RAGE i
TLR4 receptorima govore u prilog postojanja oksidativnih modifikacija na
HMGBI proteinu i upucuje na zakljucak da od njegovog redoks stanja zavisi i
njegov doprinos ¢elijskoj smrti i/ili prezivljavanju u jetri tokom dijabetesa. Vecée
prisustvo oksidativnog stresa, i najverovatnije vece prisustvo oksidovanog
HMGBI1 proteina, ¢ini da HMGBI1 favorizuje aktivaciju apoptoze naspram
autofagije, dok u uslovima slabog oksidativnhog stresa i veceg prisustva

redukovanog HMGB1, HMGBI1 favorizuje protektivnu autofagiju.
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