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1. UvVOD



1.1. Oksidativni stres

Reaktivne kisikove vrste (ROS) ukljucene su u regulaciju mnogih fizioloSkih procesa.
Umjerena razina reaktivnih kisikovih vrsta kljucna je za normalnu funkciju stanica. Medutim,
s povisenjem ROS-ova iznad razine koja omogu¢ava normalnu stani¢nu homeostazu dolazi do
oStecenja bioloskih molekula (proteina, fosfolipida, nukleinskih kiselina) i eventualno do
stani¢ne smrti. Mitohondriji su jedni od glavnih izvora ROS-ova u stanici te ih produciraju i u
normalnim uvjetima. Kisikove vrste nisu nuzno S$tetne za stanicu i mogu sudjelovati u
signalnim 1 regulacijskim putevima. Za vrijeme razliitih stani¢nih stresova kao S$to je
hipoksija, reoksigenacija ili tretman toksi¢nim tvarima, ROS-ovi se proizvode u suvisku i
brzo se otpustaju u citoplazmu u kojoj imaju $tetan ucinak koji vodi do oksidativnog stresa i

stani¢nog oSte¢enja (Kuznetsov i sur., 2011).

Proizvodnja superoksidnih radikala u mitohondrijima primarno se odvija na dva
mjesta u elektronskom transportnom lancu. To su kompleks I i kompleks Il koji se smatra
glavnim mjestom proizvodnje ROS-ova (Turrens, 1997). Najranjivije mjesto u tom sustavu je
stvaranje slobodnih radikala semikinonskih aninonskih jedinki (‘Q— ) koje sudjeluju kao
posrednik u regeneraciji koenzima Q. Jednom stvorena, semikinonska anionska jednika
prenosi elektrone molekularnom kisiku te kao nusprodukt stvara superoksidne radikale
(Golubev, 1996).

S obzirom da mitohondriji proizvode najviSe energije u stanici te samim time troSe
glavninu intracelularnog kisika, potvrduje se Hermanova hipoteza povezanosti starenja i
slobodnih radikala: $to je veca razina metabolizma organizma, veca je proizvodnja ROS-ova
te je stoga kraci zivotni vijek organizma (Finkel i Holbrook, 2000). Kod nekih vrsta kao $to su
ptice 1 primati koji Zive duZe nego im to predvida njihova razina metabolizma, proizvodnja
ROS-ova je manja, Sto ukazuje da je proizvodnja ROS glavna poveznica s dugovjecnosti (Ku

i sur., 1993).

ROS obuhvacaju razli¢ite kemijske jednike ukljucujuéi superoksidne anione,
hidroksilne radikale i vodikov peroksid. Neke od njih, kao $to su superoksid i hidroksilni
radikali jako su nestabilni, dok je primjerice vodikov peroksid relativno dugovjecan. Takvi
slobodni radikali mogu biti stvarani egzogeno ili intracelularno iz velikog broja rali¢itih
izvora (Nemoto i sur., 2000). Citosolni enzimski sustavi doprinose oksidativnom stresu, medu

kojima je i obitel] NADPH oksidaza koje stvaraju superoksidne anione. S obzirom na
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ekspresiju specificne NADPH oksidaze moze doci do stani¢ne transformacije ili replikativnog
starenja (Suh i sur., 1999; Geiszt i sur., 2000).

Proizvodnji ROS suprotstavlja se vrlo kompleksan sustav obrane antioksidansa koji
ukljuc¢uju superoksid dismutazu (SOD), katalazu i glutation peroksidazu. SOD ubrzava
pretvorbu superoksida u vodikov peroksid, dok katalaza i glutation peroksidaza pretvaraju
vodikov peroksid u molekularni kisik i vodu. Razne ne-enzimatske molekule niske
molekularne mase takoder su vazne za prepoznavanje i neutralizaciju ROS-ova u koje se
ubrajaju askorbat, piruvat, flavonioidi, karotenoidi, te vjerojatno najvazniji glutation, prisutan

u stanici u milimolarnoj koncentraciji (Chae i sur., 1999).

Ravnoteza izmedu proizvodnje ROS i obrane antioksidansima odreduje stupanj
oksidativnog stresa. Posljedice stresa uklju¢uju modifikacije stani¢nih proteina, lipida i DNA.
Najznacajnija od njih je modifikacija proteina i stvaranje karbonilnih derivata (Stadtman,
1992). lako sve organske molekule i proteini mogu biti modificirani oksidativnim stresom,
odredena tkiva i specifi¢ne proteinske mete mogu biti posebno osjetljivi (Yan i sur., 1997;
Goto i sur., 1999). Zbog svoje blizine glavhom izvoru stvaranja ROS i zbog svojeg
ograni¢enog sustava DNA popravka, mitohondrijska DNA je osjetljivija na oksidativno

ostecenje od jezgrine DNA (Esposito i sur., 1999).

1.2. Rad mitohondrija

Osnovna razlika izmedu prokariota i eukariota je eukariotski genom unutar
membranozne jezgrine ovojnice s porama te postojanje mithondrija (Andersson i Kurland,
1999). Mitohondrij je organel obavijen s dvije membrane. Unutrasnja membrana obavija
matriks, a izmedu membrana je prisutan medumembranski prostor. Nabori unutarnje
membrane nazivaju se kriste i1 sluZe povecanju povrSine. Dinami¢no ponasSanje mitohondrija u
stanici rezultat je sloZene interakcije proteina vanjske membrane mitohondrija i citoskeleta

koji ukljuéuje filamente, mikrotubule i intermedijarne filamente (Scheffler, 2001).

Mitohondriji sadrze vlastitu DNA koja je neovisna od jezgrine DNA te se moze
samostalno replicirati. Vecina zivotinja ima malu mtDNA od oko 16.5 kb, dok najve¢u imaju
biljke od oko 350 kb (Boore, 1999). Mitohondrijski genom uglavnom kodira mali broj

proteina elektronskog transportnog lanca za kompleks I, 11l i IV te za sintezu ATPa u
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kompleksu V. MtDNA kodira 37 gena u koje spadaju 13 esencijalnih polipeptida za
oksidativnu fosforilaciju, 22 tRNA i dvije rRNA koji su vazni za sintezu proteina unutar
mitohondrija (Krishnan i sur., 2007). Postoji oko 1000 proteina koji sudjeluju u razli¢itim
biokemijskim putevima mitohondrija, a kodirani su genomom jezgre i uneseni su iz citosola:
sintetiziraju se na slobodnim ribosomima u citosolu te se usmjeravaju specifi¢nim signalima

za navodenje (Gabriel i sur., 2001).

Mitohondriji imaju vaznu ulogu u proizvodnji metaboli¢ke energije kod eukariota.
Najveci dio uporabljive energije, dobivene razgradnjom ugljikohidrata i masnih kiselina,
pretvara se u ATP u procesu oksidativne fosforilacije koji se zbiva na unutarnjoj membrani
mitohondrija. U citosolu procesom glikolize dolazi do pretvorbe glukoze u piruvat, a u
mitohondriju se njegovom kompletnom oksidacijom do CO: proizvodi veéina korisne
energije. Tijekom procesa glikolize i ciklusa limunske kiseline nastaje ukupno ¢etiri molekule
ATP, deset molekula NADH i dvije molekule FADH2. U ovom procesu dolazi do oksidacije
piruvata u koenzim A (CoA) koji se preko ciklusa limunske kiseline razgraduje do CO2. Sama
oksidacija piruvata povezana je s redukcijom NAD™ i FAD u NADH i FADH>. Elektroni iz
NADH i FADH:? prenose se na molekularni kisik i u tom procesu nastaje 32 do 34 molekula
ATP. Za sintezu ATP iz ADP na unutra$njoj membrani koristi se energija pohranjena u
gradijentu protona kroz membranu dobivena reakcijama prijenosa elektrona s NADH i
FADH; (Hatefi, 1985).

Energija se oslobada kroz stupnjeviti prijelaz elektrona od NADH do molekularnog
kisika preko serije nosafa koji Cine transportni lanac elektrona (Slika 1). Ti nosaci
organizirani su u cetiri kompleksa na unutarnjoj membrani mitohondrija. Za povezivanje
energijom bogate reakcije transporta elektrona 1 sinteze ATP sluZi peti kompleks proteina. U
kompleksu I elektroni s NADH ulaze u transportni lanac elektrona. Tamo se prenose s NADH
na flavin-mononukleoid, preko Zeljezo-sumpornog kompleksa na koenzim Q (ubikinon) s
popratnim oslobadanjem energije. Ubikinon zatim prenosi elektrone s kompleksa I na
kompleks 111 koji se sastoji od deset polipeptida gdje se elektroni prenose s citokoma b na
citokrom c takoder s popratnim oslobadajnem energije. Citokrom C prenosi elektrone s
kompleksa 111 na kompleks IV (citokrom-oksidazu) gdje na kraju prelaze na molekularni kisik
(Mitchell, 1979).
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Slika 1. Shematski prikaz transportnog lanca elektrona. Transportni lanac elektrona
koristi elektrone elektronskih nosac¢a za stvaranje kemijskog gradijenta koji se koristi za
oksidativnu fosforilaciju. (preuzeto i prilagodeni sa:
https://www.boundless.com/biology/textbooks/boundless-biology-textbook/cellular-
respiration-7/oxidative-phosphorylation-76/electron-transport-chain-362-11588/)

Slobodna energija dobivena prolaskom elektrona kroz kompleks I, 11'i IV Koristi se za
sintezu ATP. Kompleks II prima elektrone sa sukcinata, meduprodukta ciklusa limunske
kiseline, te se ovi elektroni prenose na FADHz, a zatim na ubikinon. S ubikinonana se dalje
prenose na kompleks 111 te potom na kompleks IV (Rastogi i Girvin, 1999). Prijenos elektrona
s FADH: nije povezan sa zna¢ajnim sniZzenjem slobodne energije pa tako ni sa sintezom ATP
(Cooper i Hausman, 2004). Zbog svoje blizine procesu oksidativne fosforilacije, mtDNA je
izrazito podlozna oSteéenjima uzrokovanim s ROS. lako se mitohondriji mogu oduprijeti
stvaranju ROS sa svojom antioksidansnom obranom, neki ROS-ovi ipak mogu nanijeti Stetu
(Krishnan i sur., 2007).

1.2.1. Kompleks I

Kompleks I je veliki enzimatski sustav s enzimom NADH dehidrogenazom. Sastoji od
proteina smjestenih na unutarnjoj membrani mitohondrija te je neobi¢nog L-oblika s jednim
dijelom u unutarnjoj membrani, a drugom u matriksu. Oblik je konzerviran kod svih vrsta, a

sama kompozicija proteina enzima kod eukariota i prokariota je zna¢ajno razliita. Zajednicko
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svim kompleksima | su 14 osnovnih podjedinica koje se dijele na dvije grupe. To su sedam
hidrofilnih podjedinica kodiranih u jezgri te sedam hidrofobnih podjedinica koje su kod
eukariota kodirane mitohondrijskim genomom. Kod sisavaca se kompleks | sastoji od 45-47
proteinskih podjedinica (kod covjeka 45) od kojih su 7 kodirani mitohondrijskim genomom

(ND1-ND6, NDA4L), dok je ostatak kodiran jezgrinim genomom (Greenamyre i sur., 2001).

Pocetak reakcije u elektronskom lancu zapocCinje vezanjem NADH molekule za
kompleks I i doniranjem dva elektrona. Dva elektrona ulaze u kompleks I putem prosteticke
grupe smjestene u kompleksu I, flavin mononukleotida (FMN). Zbog toga dolazi do redukcije
FMN u FMNH: te se elektroni zatim prenose serijom zeljezo-sumpornih kompleksa, druge
prosteticke grupe smjeStene u kompleksu I. Tijekom prolaska elektrona, cetiri protona
pumpaju se iz matriksa u medumembranski prostor. Naposlijetku, elektroni se prenose sa
zeljezo-sumpornog kompleksa na ubikinon smjesten u membrani. Redukcija ubikinona u
ubikinol (QH2) takoder doprinosi stvaranju protonskog gradijenta te se dva protona prenose iz
matriksa (Slika 2; Hirst, 2005). Konzervirani kofaktori kompleksa | su nekovalentno vezani
flavin mononukleoid (FMN) izveden iz vitamina B2 i osam Zeljezo-sumpor kompleksa
vezanih za hidrofilnu domenu. Vezno mjesto NADH smjesteno je u podjedinici od 51 kDa
pridruzeno flavinu. Kompleks I oksidira NADH (kako bi se obnovio NADY), reducira
ubikinon i prenosi protone duz unutarnje mitohondrijske membrane vazne za sintezu ATP.
Supstrati i kofaktori kompleksa | imaju najmanji potencijal u mitohondrijskom respiratornom
lancu pa zbog toga kompleks I uvelike doprinosi stvaranju ROS-ova (Hirst, 2010) te se smatra

primarnim izvorom superoksidnih aniona (Fato i sur., 2010).

Kompleks I moze biti inhibiran s preko 60 razli€itih spojeva, pocevsi s rotenonom, pa
sve do razlicitih sintetskih insekticida/akaricida. Svi inhibitori su grupirani u tri razreda s
obzirom na njihov efekt: razred A — antagonisti potpuno oksidiranog ubikinona (piericidin);
razred B — inhibitori zamjenjuju djelomi¢no reducirani ubisemikinon (rotenon); razred C —

antagonisti potpuno reduciranog ubikinola (kapsaicin; Hirst, 2010).
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Slika 2. Shematski prikaz kompleksa I. Oksidacija NADH i prijenos elektrona preko FMN i

Fe/S kompleksa te prijenos protona iz matriksa u medumembranski prostor (prilagodeno

prema Hirst, 2010).

1.3. Rotenon

Rotenon je flavonoid koji se moze izolirati iz korijena nekoliko biljaka (pr. Derris
scandens, D. elliptica, D. malaccensis; Miles, 2003). Spoj je bez boje i mirisa i obi¢no se
koristi kao prirodni insekticid, peticid i piscicid. Insekticid rotenon djeluje kao inhibitor
kompleksa | mitohondrijskog oksidativnog sustava te je jedan od najjacih ireverzibilnih
inhibitora tog kompleksa. Lako prolazi krvno-mozdanu barijeru jer je izuzetno lipofilan (Slika
3). Sprijecava transfer elektrona sa zeljezo-sumpornih komplesa u kompleksu | do ubikinona
te tako povecava stvaranje ubisemikinona, glavnog donora elektrona za stvaranje superoksida.
Rezultat toga je nagomilavanje elektrona u matriksu mitohondrija te stvaranje reaktivnih
kisikovih vrsta (Li i sur., 2003). Povecana razina ROS induciranih rotenonom moze ubrzati

skra¢ivanje telomera i oStecenje DNA $to vodi ka senescenciji (Marthandan i sur., 2015).

Zbog povecanja ROS, rotenon moze uzrokovati stani¢énu smrt kod vecine stani¢nih
linija, kod nekih uzrokujuci apoptozu, a kod nekih nekrozu. Inhibicijom kompleksa I takoder
dolazi do smanjenja nivoa stani¢cnog ATP c¢ija razina u stanici moze odredili hoce li do¢i do

apoptoze ili nekroze (Hsuan i sur., 2006).
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Slika 3. Molekula rotenona (prilagodeno prema Miles, 2003).

1.4. Dinamika rasta stanica u kulturi

Ograniceni zivotni vijek ljudskih diploidnih stanica in vitro, odnosno starenje kulture,
ovisi o broju stani¢nih dioba ili udvostruc¢enja populacije (engl. population doublings, PD), a
ne o vremenskom periodu tijekom kojeg su stanice bile uzgajane u kulturi. Ljudski diploidni
fibroblasti u kulturi mogu biti odrzavani kroz 40 do 60 dioba. Mlade i stare kulture koje su
uzgajane u esencijalnom nemitotickom stanju bez faktora rasta dovedene u Stanje mirovanja
prestaju s diobama. Medutim, ako se takvim stanicama koje su neko vrijeme provele u stanju
mirovanja ponovno omoguc¢i da nastave s rastom, napravit ¢e jednak broj dioba kao i stanice
koje su u kulturi rasle kontinuirano. Sli¢no inhibiciji rasta uskrac¢ivanjem faktora rasta,
inhibicija je rasta zamrzavanjem stanica u teku¢em dusiku nakon ¢ijeg odmrzavanja stanice

nastavljaju s daljnjim rastom u normalnim uvjetima (Dell'Orco i sur., 1974).

S obirom na vremensku razliku u duljini mitoze, neke stanice mogu proé¢i nekoliko
dioba, dok se ostale nijednom ne podijele. Ova vremenska razlika objasnjava se samim
vremenskim rasponom koji moze trajati od 15 sati do pet dana kod pojedinih stanica. Isto tako
kod stanica unutar iste kulture postoji odredena varijabilnost u diobenom potecijalu (Smith i
Hayflick, 1974). No, bez obzira na brzinu diobe, sve stani¢ne kulture u prvoj fazi prolaze

razdoblje brzog rasta u kojem se stanice intenzivno dijele. U drugoj fazi brzina rasta stanica se



postepeno smanjuje, dok u tre¢oj fazi rast u potpunosti prestaje ¢ime se doseze Hayflickov
limit (Hayflick, 1965).

S povecanjem broja udvostrucenja populacije Kulture dolazi do smanjenja ukupnog
diobenog potencijala te povecanja udjela starih stanica koje su izgubile mo¢ daljnjeg
dijeljenja. Bez obzira na trenutnu starost stanica, pojava starih stanica u kulturi je nasumicna
pa se one pojavljuju i u mladim kulturama (Smith i Whitney, 1980). Potencijal proliferacije
dvije stanice nastale iz iste mitoze moze varirati za vise od osam PD. Budu¢i da tijekom
vremena dolazi do akumulacije starih stanica u populaciji, stanice koje se dijele trebaju
kompenzirati dodatne PD i za stanice koje se ne dijele. Tako pojedine stanice naprave vise
stani¢nih dioba odnosno imaju ve¢i broj dioba pojedinih stanica (engl. cell generations, CG) u
odnosu na prosje¢ne vrijednosti cijele populacije. Zbog postepenog skracivanja telomera
tijekom svake diobe dolazi do smanjenja ukupnog diobenog potencijala, a zbog naglog
skra¢ivanja telomera zbog rekombinacije subtelomernog i telomernog podrucja dolazi do
nasumicnog starenja stanica u kulturi (Rubelj 1 sur., 1999). U konacnici stanice prestaju s
rastom te naposljetku ulaze u replikativno starenje koje karakterizira prestanak dioba stanica
(Hayflick i Moorehead, 1961).

Buduéi da skradivanje telomera odreduje diobeni potencijal, a kratke telomere
aktiviraju proces senescencije kao odgovor na ROS i mutacije, von Zglinicki (2002) predlaze
da telomere djeluju kao ,,strazari u sluc¢aju osteCenja genoma, za brojanje stani¢nih dioba te

za zaustavljanje stanica potencijalno tumorigeni¢nih, od daljnih dioba.

1.5. Struktura i funkcija telomera

Telomere su linearni sljedovi na krajevima eukariotskih kromosoma i igraju vaznu
ulogu u replikaciji 1 odrzavanju kromosoma. Eukariotske telomere sastoje se od ponavljaju¢ih
sljedova od pet do osam nukleotida, ¢esto bogatim s G. Slijed telomernih ponavljanja kod
vecine eukariota je heksanukleotid TTAGGG. Kod ¢ovjeka ti sljedovi se ponavljaju 500-3000
puta te variraju po veli¢ini u rasponu od 5-30 kb i uvijek zavrSavaju jednim jednolan¢anim
produzetkom. Na ove telomerne sekvence DNA vezu se razni proteini koji ¢uvaju krajeve
kromosoma od razgradnje ili medusobnog povezivanja (Cooper i Hausman, 2004). ProduZeni

3' kraj telomere sastoji se od jednolan¢anog produzetka bogatog s G, duzi je za 75-300



nukleotida od njegovog komplementarnog C-lanca te ima izuzetno vaznu ulogu u funkciji
telomera (Garvik, 1995; Makarov i sur., 1997).

Kod kraljeznjaka telomere imaju oblik petlje koju ¢ini njena dvolancana DNA.
Spomenuti jednolan¢ani 3' kraj telomernog lanca bogat s G formira telomernu petlju (t-petlja)
invazijom na dvolan¢anu DNA u subtelomernom i telomernom podrucju. Minimalna duljina
sekvence potrebna za stvaranje t-petlje je oko 1 kb, a zajedno s proteinima vaznim za
stabilizaciju telomere tvore suprastrukturu tzv. telosom. Telosom je izgraden od proteina koji
se vezu za dvolancanu i jednolananu telomernu DNA (Slika 4). Njihova uloga je zaStita
krajeva od razgradnje egzonukleazama, fuzije telomernih krajeva i stvaranje nezeljenih

formacija koje mogu narusiti integritet telomera (Wright 1 Zakain, 1995).

Slika 4. SloZena struktura telomere. Srediste telomernog kompleksa sastoji se od Sest
telomerna proteina koji vezu DNA koji su u interakciji s ostalim proteinskim faktorima
(hRapl, TIN2, TRF1, TRF2, PINX1, Potl, tankiraza 1) (prilagodeno prema Matuli¢ i sur.,
2007).

Odrzavanje telomera je esencijalno za zastitu kromosomskih krajeva i1 regulaciju
duljine telomera. Tijekom svakog stanicnog ciklusa se skrac¢uju. Prva kriticno skracena
telomera u stanici prepoznata je kao dvolan¢ani lom koji Salje signal za nepovratno
zaustavljanje stani¢nih dioba. Glavnu ulogu u regulaciji duljine ljudskih telomera igraju
proteini tzv. Selterinskog kompleksa. U sredistu tog kompleksa su TRF1 i TRF2. Protein
TRF1 se direktno veze za dvolan¢ani TTAGGG ponavljajuéi slijed te djeluje u interakciji s

njegovim proteinskim partnerima tankirazom 1, TIN2 i PINX1. TRF1 se kao dimer veZe na
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dvolan¢anu telomernu DNA i tako stabilizira t-petlju te sudjeluje u paralelnom sparivanju
telomera. Prekomjerna ekspresija TRF1 rezultira skra¢ivanjem telomera, dok njegovo
otpustanje s telomere, npr. prekomjernom ekspresijom tankiraze 1 koja ga modificira,
uzrokuje produljenje telomera (Loayza i de Lange, 2003). Homolog proteina TRF1, TRF2,
koji je prisutan s viSe od 100 kopija po kromosomskom kraju, primarno se veze na
dvolancanu telomernu DNA u D-petlji, inicira stvaranje t-petlje te je stiti i stabilizira. TRF2 se
udruzuje s hRapl i kompleksom MRN (Mrell-Rad50-NBS1). Zbog povecane ekspresije
TRF2 u stanici dolazi do progresivnog skracivanja telomera, a njegovom inhibicijom dolazi
do raspada t-petlje, oslobadanja 3' kraja i nastanka kromosomskih fuzija kovalentnim
spajanjem telomera raznih kromosoma, a time 1 nestabilnosti genoma. Zajednicka
karakteristika TRF1 i TRF2 je da se kao homodimeri vezu za dvolananu telomernu DNA
preko dvije domene Myb koja se nalazi na C-kraju svakog monomera. Razlika izmedu ova
dva proteina je u njihovim N-krajevima koji su bogati kiselim aminokiselinama kod TRF1 i

bazi¢nim aminokiselinama kod TRF2 (Stansel i sur., 2001; Matuli¢ i sur., 2007).

Vaznu ulogu u kontroli produljenja telomera pomocu telomeraze ima protein POT1
koji se preko TRF1 veze za jednolancani 3' kraj. POT1 usporeduje se s kvas¢evim proteinom
Cdc13 koji veze 1 regulira telomerazu. Primje¢eno je da mutirani oblik POT1 koji nema
domenu koja veze DNA ne uspijeva regulirati duljinu telomera te zbog toga dolazi do velikog
produljenja telomera. U strukturi telosoma jo§ se nalaze faktori koji sudjeluju u popravku

DNA, Ku i kompleks Mrel1-Rad50-NBS1 (Loayza i de Lange, 2003).

1.5.1. Skradivanje telomera

Kod normalnih stanica, telomere se skracuju prilikom svake replikacije zbog
nemoguc¢nosti DNA polimeraze da sintentizira same krajeve tromog lanca i prisutnosti 5'
egzonukleazne aktivnosti (Makarov i sur., 1997). Dokazano je da se prilikom svakog
stani¢nog ciklusa telomere skrate ~50-150 pb jer se krajevi telomera ne mogu u potpunosti
sintetizirati (Olovnikov, 1973). Zbog nesintetiziranog kraja jednolanc¢ane DNA svaka
molekula nakon replikacije kraca je na 5' kraju (Harley i sur., 1990) te se taj proces zove
,problem replikacije krajeva“ (engl. end replication problem). Duljina ljudskih telomera koje
u pocetku mogu u prosjeku biti duge oko 16 kb, sa starenjem se skrate na 4-7 kb. Zbog

skra¢enih telomera dolazi do replikativnog starenja: naruSavanje telomerne strukture Salje
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signal ostecenja DNA te prestaju daljnje diobe. Takvo stani¢no starenje moze pokrenuti samo
jedna kriticki skrac¢ena telomera u stanici koja je dovoljna da je mehanizam kontrole stani¢ne
diobe prepozna kao ostec¢enje DNA. Kao rezultat tog procesa dolazi do stani¢ne senescencije

posredstvom inhibitora stani¢nog ciklusa (Hemann i sur., 2001).

Postupno i1 naglo skra¢ivanje telomera dva su oblika skra¢ivanja telomera koji vode ka
starenju. Zbog nedovoljne duljine telomera ne moze se formirati t-petlja te tu prestaje zastita
krajeva kromosoma. Nedovoljno duge telomere poprimaju tzv. otvorenu konformaciju koju
kontrolni mehanizmi zatim prepoznaju kao oste¢enje DNA i zaustavljaju daljni stani¢ni ciklus

u fazi G1 pomocu tumor supresora, proteina p53 (De Lange, 2002).

S druge strane, naglo skra¢ivanje telomera dogada se nakon rekombinacije DNA ili
nukleazne digestije u podrucju subtelomerne i1 telomerne regije kromosoma. Rekombinacija
ukljucuje invaziju telomernog jednolancanog 3' kraja na subtelomernu/telomernu granicu
istog kromosoma ili na drugu subtelomernu/telomernu regiju. Nakon rekombinacije dvije
telomere dolazi do produzenja jedne i naglog skrad¢ivanja druge telomere (Slika 5), a nakon
rekombinacije na kraju jedne telomere i razrjeSenja Hollidayeve strukture nastaje skra¢ena
telomera 1 mala kruZzna telomerna DNA. Skracivanje jedne ili viSe telomera u stanici uzrokuje
iznenadno nastupanje stani¢nog starenja koje se naziva sindrom naglog starenja (engl. sudden
senescence syndrome, SSS). Zbog naglog starenja stanice naglo gube proliferacijski potencijal
i na kraju se trajno zaustavljaju u fazi G1 stani¢nog ciklusa (Rubelj i Vondracek, 1998).
Ukoliko dode do mutacija gena za p53 ili pRB stanice ne mogu biti zaustavljene u
proliferaciji te im genom postaje nestabilan i proces vodi u tzv. stani¢nu Krizu i smrt
apoptozom. Rijetko, pojedine stanice aktiviraju gen za komponente telomeraze ili
rekombinacijski mehanizam produljenja telomera te izbjegnu stani¢énu smrt i nastave se

dijeliti kao transformirane tumorske stanice (Greenberg, 2005).
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Slika 5. Rekombinacija izmedu dvije telomere. Nakon razrjeSenja strukture dolazi do
naglog skra¢ivanje jedne i produzenja druge telomere (prilagodeno prema: Rubelj i
Vondracek, 1998).

1.5.2. Odrzavanje telomera

Budu¢i da zbog kriti¢ne duljine telomera stanice mogu izgubiti Citave kromosome
kroz procese fuzije i prekrajanja kromosoma, velika veéina njih u kulturi umire zbog
masovnih oStecenja. Odrzanje telomera stanicama je od izuzetne vaznosti ako se misli na
imortalne tumorske stanice ili mati¢ne stanice koje bez ovog procesa ne bi mogle opstati.
Postoje dva mehanizma koja omoguéavaju odrzavanje telomera u stanici. To Su procesi

posredovani enzimom telomerazom i alternativno produzenje telomera (ALT-mehanizam).

Telomeraza je ribonukleoprotein koji produljuje telomernu DNA koriste¢i unutrasnju
RNA podjedinicu kao kalup (Slika 6). RNA podjedinica (hTR) s proteinskom katalitickom
podjedinicom hTERT ¢ini funkcionalan enzim. hTERT sintetizira telomernu DNA sa svoje
RNA podjedinice te je stoga reverzna transkriptaza. Za punu aktivnost telomeraze zasluzan je
I TP1 protein koji veze RNA (Greider i Blackburn, 1985). Pri produzivanju 3' kraja telomerne
DNA takoder se odvija i sinteza komplementarnog 5' lanca pomo¢u DNA polimeraze a
(Adams i Holm, 1996).
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Slika 6. Struktura telomeraze. Produljenje telomerne DNA odvija se pomo¢u RNA kalupa
dodavnjem nukleotida. (preuzeto i prilagodeno sa:
http://www.martinfrost.ws/htmlfiles/sept2008/cancer-telomerase.html)

Aktivnost telomeraze prisutna je kod velikog broja stanica s regeneracijskim
potencijalom (ljudske spolne stanice, hematopoetske maticne stanice, cervikalni keratinociti,
endometrijske stanice, intestinalne stanice kripte, stanice bazalnog sloja koze itd.), dok je kod
diferenciranih somatskih stanica inaktivna. Nasuprot somatskih stanica, imortalne tumorske
stanice karakterizira neograni¢eni broj dioba S§to im omogucuje aktivna telomeraza.
Telomeraza nije onkogen koji uzrokuje transformaciju zdravih stanica u maligne ve¢ im samo
omogucava neograni¢eni broj dioba (Couter i sur., 1992; Harley, 2002). RNA podjedinica
telomere hTR u normalnim i tumorskim stanicama je konstitutivno prisutna, a katalitiCka
podjedinica hTERT prisutna je u tumorskim stanicama nakon aktivacije promotora uslijed
mutacije i u nekim normalnim stanicama ¢ija je telomerazna aktivnost povremeno prisutna.
Nakon unosa gena hTERT u normalne stanice dolazi do rekonstrukcije aktivne telomeraze te

produzivanja telomera 1 besmrtnosti stanica (Bodnar 1 sur., 1998).

Zbog toga Sto telomeraza nije prisutna u somatskim stanicama, svakom njithovom
diobom one se priblizavaju senescenciji. Proces onkogeneze najceSée ovisi o stanicnoj
proliferaciji i izbjegavanju skracivanja telomera i starenju. Oko 85% svih ljudskih tumora
izbjegavanje senescencije osigurava pomocu telomeraze. Ostalih 15% tumorskih stanica svoju
duljinu telomera u odsutnosti telomeraze odrzavaju mehanizmom ALT (engl. alternative
lengthening of telomeres; Reddel, 2000). Jedna od karakteristika stanica s mehanizmom ALT
je heterogena duljina telomera koje su dulje i sa Sirim rasponom duljina (3-50 kb). Sljedec¢a

karakteristika je prisutnost ekstrakromosomske telomerne DNA koje moze poprimiti puno
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oblika, ukljucuju¢i dvolancane telomerne krugove (t-krugovi; Cesare i Griffith, 2004),
djelomi¢no jednolancéane krugove (C-bogate ili G-bogate krugove; Nabetani i Ishikawa,
2009), linearnu dvolan¢anu DNA i visoko molekularnu ,t-kompleksnu*“ DNA koja sadrzi
nenormalne i visoko razgranate strukture. Za stanice s mehanizmom ALT karakteristi¢na su i
nuklearna tjeleSsca PML (engl. ALT-asociated promyelocytic leukemia protein bodies), brze
promjene u duljini telomera te povecana ucestalost rekombinacije na telomerama (Cesare i
Reddel, 2010).

1.6. Stare stanice i putevi koje vode starenju

Progresivne diobe stanica i postupno skracivanja telomera sa svakim stani¢nim
ciklusom vode do starih stanica i replikativnog starenja. Stanice koje nemaju eksprimiranu
telomerazu ili pak imaju strogu regulaciju telomeraze, prije ili kasnije ¢e doc¢i do kraja svog
proliferativnog potencijala zbog barem jedne kriticko skracene nefunkcionalne telomere

(Shay i Wright, 2001).

Ulaskom u senescenciju stanice ne ugibaju. Vijabilnost i metabolicka aktivnost
karakteristike su starih stanica koje su 1 dalje podloZzne na signale iz okolisa te nisu sklone
programiranoj stani¢noj smrti. Zbog toga se takve stanice mogu godinama odrZavati u kulturi
uz redovito mijenjanje medija. Stare stanice zaustavljene su u fazi G1, a njihov daljnji rast ne

moze se pobuditi ni dodavanjem faktora rasta (Cristofalo i Pignolo, 1993).

Za stare stanice karakteristican je veéi obujam s vecom citoplazmom, lateralne
ekstenzije 1 povecanje granuliranosti zbog razli¢itih morfoloskih 1 biokemijskih procesa kroz
koje prolaze. Stare stanice pokazuju aktivnost beta galaktozidaze povezane sa starenjem (SA-
B-Gal engl. senescence associated beta galactosidase), lizosomske hidrolaze aktivne pri pH 6
(Dimiri i sur., 1995). Prilikom starenja stanica, dolazi i do promjene prepisivanja gena te do
povecane ekspresije pojedinih genskih produkata kao Sto su faktori rasta, citokini,
degradacijski enzimi, metaloproteinaze i kolagen. Jo$ jedna karakteristika je smanjena
sposobnost proizvodnje HSP (engl. heat shock proteins) te samim time smanjena sposobnost

regulacije pravilnog smatanja proteina (Campisi, 2000).

Geneticki putevi koji vode ka starenju izucavani su na razlikama normalnih i

imortalnih stanica. Ljudski geni odgovorni za starenje pronadeni su na kromosomima 1, 4 i 7
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(Murnane, 1994). Kad stanice udu u senescenciju ne dolazi samo do skra¢ivanja njihovih
telomera ve¢ i do promjene u stani¢nim kontrolnim putevima. Ulaskom u starenje stanicama
se smanjuje razina transkripcijskih faktora koji poticu rast stanice, a povecava se koli¢ina i
ekspresija inhibitorskih proteina stani¢nog ciklusa (Dimri i Campisi 1994). Najznacajnije
povecanje je u aktivnosti tumor supresora p53 koji u stanici djeluje kao transkripcijski
aktivator gena ukljucenih u inhibiciju stani¢nog ciklusa i apoptozu. U starim stanicama, 0Sim
pS3, takoder je poviSena razina proteina p21 i pl6 potrebnih za inhibiciju proteinskih kinaza
ovisnih o ciklinima, CDK (Bringold i Serrano, 2000; Campisi, 2000). Poznato je da se
stani¢na senescencija moze javiti neovisno o skrac¢ivanju telomera i to kao odgovor na
razli¢ite vrste stresa kao $to je aktivacija RAS ili RAF, hiperproliferativni signali aktivirani s
E2F1 ili ETS2, oksidativni stres, oSteCenje DNA ili indukcija tumor supresorskih proteina
ARF, p16 i PML (Itahana i sur., 2013).

1.7. Aktivnost SA-B-Gal

Kako bi se razumjela uloga stani¢ne senescencije kod tumora i starenja stanica bilo je
od izuzetne vaznosti razviti pouzdane biomarkere stani¢nog starenja. Stare stanice su velike, s
povecanim volumenom citoplazme i malom jezgrom te ne reagiraju na mitogene. Stoga se
stare stanice mogu identificirati nemoguénoséu sinteze DNA ili pomocu gena koji nemaju
normalnu ekspresiju. Bez obzira na ove spoznaje ipak postoji problem u identifikaciji starih
stanica u tkivu budu¢i da se one ne razlikuju od stanica u mirovanju ili terminalno
diferenciranih stanica. Stare stanice te njihova akumulacija u tkivu moze se histokemijski
detektirati kod snizenog pH (5-6) jer stare stanice imaju specifi¢no aktivnu [-galaktozidazu.
Ova B-galaktozidaza je specifi¢no aktivna samo kod starih stanica, ali ne i kod stanica u
mirovanju ili terminalno diferenciranih stanica (Itahana i sur., 2013). Pri pH 4, §to je ujedno i
optimalno za aktivnost lizosomalne B-galaktozidaze, jednako se boje i mlade i stare stanice.
Medutim, pri umjerenoj kiselosti na pH 6 obojat ¢e se samo stare stanice te je stoga ova
metoda nazvana SA-B-gal (senescence associated- -gal) (Dimir i sur., 1995). Za citokemijsku
detekciju starih stanica koristi se X-gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil-p-galaktozidaza) koji
cijepanjem s [-galaktozidazom prelazi u indol te stvara netopljivi plavi talog u
perinuklearnom podruc¢ju. SA-B-Gal koristi se za detekciju starih stanica in vivo i in vitro, te

se moze upotrijebiti kao pouzdani biljeg replikativnog starenja. Takav biljeg prisutan je kod
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ljudskih fibroblasta i keratinocita. Melanociti starijih ljudi u prvim fazama rasta u kulturi
imaju izrazito veliki rast te istovremeno pokazuju aktivnost SA-B-Gal veéu od 90%.
Aktivnost SA-B-Gal iskljucivo je povezana s fizioloSkom starosti stanice, a ne njezinom
kronolo$kom starosti (Debacq-Chainiaux i sur., 2009). Pokazano je da je aktivnost SA-B-Gal
popra¢ena s povecanjem lizosomalne mase u stanici. Povecana ekspesija gena GLB1 koji
kodira lizosomski enzim, doprinosi aktivnosti SA-B-Gal. Jedan od karakteristika stani¢nog
starenja je upravo i poviSena razina lizosomskih enzima i poveéana lizosomska aktivnost

(Itahana i sur., 2013).

1.8. Fluorescentna boja NAO

Svi membranski sustavi Zivih stanica jednako kao i umjetne membrane vrlo su
podlozne vezanju pojedinih fluorescentnih boja i proba. Takve probe su fluorescentni analozi
lipida i lipofilnih organskih boja koje posjeduju strukturu slicnu prirodnim biomolekulama.
10-N-nonil akridin oranz (NAO) veze se za mitohondrije te omogucéava proucavanje tih
organela. Sintentizira se iz akridin oranZ boje dodavanjem njegovog alifatskog lanca
varijabilne duljine kvatenarnom amonijaku (Slika 7). Ima drukéija svojstva vezanja za
strukture u odnosu na akridin oranz za kojeg se zna da se interkalira izmedu baza u

dvolan¢anoj nukleinskoj kiselini jezgre (Maftah i sur., 1989).

N
O - O
(CHS)ZN

+ f?l N(CHS]
Br (CH2)80H3

2

Slika 7. Struktura NAO (Maftah i sur., 1990).

NAO ulazi u mitohondrije i akumulira se na unutarnjoj membrani mitohondrija gdje se
veze za kardiolipin. Vezanje NAO za kardiolipin neovisno je o transmembranskom
potencijalu i energetskom stanju mitohondrija, za razliku od drugih proba. Boja NAO je

toksi¢na pri visokim koncentracijama i moze narusiti strukturu mitohondrijske membrane i
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funkciju mitohondrija. Ostaje u mitohondrijima ¢ak 1 nakon nekoliko ispiranja §to je Cini
ucinkovitom za prac¢enje mitohondrija tijekom izolacije i fuzije stanica. Vezan za kardiolipin i
akumuliran na unutarnjoj membrani mitohondrija, NAO apsorbira svjetlost valne duljine 495
nm te emitira maksimum svjetlosti kod valne duljine 519 nm. Jednom inkorporiran u
mitohondrije, ne prelazi na neobiljezene mitohondrije u drugim stanicama (Maftah 1 sur.,
1990). Najcesce se koristi istovremeno s bojom Rodaminl123 (Rh123) ili MitoTrackerom za
analizu mase mitohondrija, odnosno funkcije mitohondrija tijekom stani¢nih ciklusa. Koristi
se takoder za analizu mitohondrija protocnom citometrijom, karakterizaciju rezistencije na
lijekove (povezanu s P-glikoproteinom, P-gp) te za mjerenje promjena mitohondrijske mase

tijekom apoptoze (Cottet-Rousselle i sur., 2011).

1.9. Princip rada proto¢nog citometra

Proto¢na citometrija je tehnologija koja istovremeno mjeri i potom analizira nekoliko
fizickih karakteristika Cestica, najéeSce stanica, koje protjeu u tekucini kroz zraku svijetla.
Mjerena svojstva najées¢e ukljucuju relativnu veli¢inu Cestica, relativnu granuliranost ili
unutarnju kompleksnost te relativni fluorescentni intenzitet. Ove karakteristike odreduju se
pomocu opticko-elektronskog sustava koji biljeZi kako cestice ili stanice rasprSuju lasersko
svjetlo i emitiraju fluorescenciju. Svaka suspendirana Cestica veli¢ine od 0.2 do 150 pum je
prikladna za analizu.

Proto¢ni citometar sastoji se od tri glavna sustava: protonog, optickog 1
elektronickog. Proto¢ni sustav donosi Cestice u zraku lasera za analizu. Opticki sustav sastoji
se od lasera koji osvjetljava Cestice 1 optickih filtera koji usmjeravaju signal na odgovarajuce
detektore. Elektronicki sustav pretvara svjetlosni signal u elektronicki signal koji se potom
moze obraditi na racunalu.

RasprSenje svjetla dogada se kada cCestica odbija lasersko svjetlo. Jacina odbijene
svjetlosti ovisi o fizikalnim svojstvima Cestica, posebice veli€ini 1 unutarnjoj kompleksnosti
(membrane, jezra, granulirane tvorbe unutar stanice). Oblik stanice i topografija povrsine
takoder utjeCu na ukupno svjetlosno rasprSenje. Svjetlost rasprSena u smjeru laserske zrake
daje parametar FSC (engl. forward-scatteres light) koji je proporcionalan stani¢noj povrsini
ili veli¢ini Cestice. FCS parametar omogucava detekciju Cestica vecih od zadane veli¢ine

neovisno o njihovoj fluorescenciji. Svjetlost odbijena pod pravim kutom od smjera laserske
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zrake daje parametar SSC (engl. side-scattered light) koji je proporcionalan granuliranosti
stanice ili unutrasnjoj kompleksnoti stanice. Korelirana mjerenja FCS 1 SSC parametra
omogucuju diferencijaciju razli¢itih stanica u heterogenoj stani¢noj populaciji.

Fluorescentno antitijelo i fluorokrom mogu biti vezani na stanicu te dolazi do emisije
svjetlosti kad odgovarajuca laserska zraka ekscitira fluorokrom. Prilikom ekscitacije elektron
iz fluorescentnog antitijela prelazi u vise energetsko stanje, a pri svom spustanju u normalno
stanje emitira energiju kao foton svjetlosti. Ova tranzicija energije zove se fluorescencija.
Koli¢ina dobivenog fluorescentnog signala nakon analize proporcionalna je koliCini
fluorokroma u stanici.

Opticki sustav sastoji se od ekscitacijske i kolekcijske optike. Ekscitacijska optika
sastoji se od lasera i le¢a koji oblikuju i fokusiraju lasersku zraku. Kolekcijska optika sastoji
se od kolekcijskih le¢a koje sluze za sakupljanje emitiranog svjetla nastalog prilikom
interakcije Cestice 1 laserske zrake te sustava optickih ogledala i filtera. Jednom kada Cestica
prode kroz lasersko svjetlo, emitirani parametar SSC i fluorescencijski signali preusmjeravaju
se u fotomultiplicirajuce cijevi (PMT) veée osjetljivosti, dok manje osjetljive fotodiode (PD)
skupljaju jace signale FSC. Svi signali zatim se prenose na detektor sustavom ogledala i
optickih filtera.

Dobiveni svjetlosni signali ili fotoni pretvaraju se u elektronski signal (volte, V)
pomocu fotodetektora. Fotoni se u detektoru pretvaraju u proporcionalni broj elektrona koji se
umnazaju i stvaraju vecu elektri¢nu struju. Elektri¢na struja putuje do umnozivaca i pretvara
se u puls napona koji se pohranjuje u digitalnom obliku.

U racunalnom programu intenzitet signala pretvoren u elektri¢ni signal prikazuje se u
obliku linearne ili logaritamske funkcije. Jedan od nacina prikaza rezultata je u obliku
histograma koji daje podatak o ucestalosti pojedine skupine stanica u svakoj klasi intenziteta.
Ukoliko se zeli definirati podskupina podataka koristi se ograda (engl. gating). Ograda je
numericka ili graficka granica koja se koristi kako bi se definirale karakteristike Zeljenih
Cestica za daljnju analizu. Ako se u svakom uzorku Zeli analizirati ista subpopulacija stanica,
program omogucéuje pamcenje prvo postavljene ograde pa prilikom prolaska stanica kroz
lasersku zraku automatski odreduje da li stanice u uzorku zadovoljavaju zadane uvjete

(http://www.d.umn.edu/~biomed/flowcytometry/introflowcytometry.pdf).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANIJA
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Analizom rezultata 1 usporedbom kontrolnih s tretiranim stanicama do¢i ¢u do bitnih

zakljuCaka o utjecaju rastué¢ih koncentracija rotenona na kulturu normalnih Iljudskih

fibroblasta NFZ.

(i)

(iii)
(iv)

(v)

(vi)

Stoga su ciljevi mojeg diplomskog rada:

utvrditi je i za produzetak stani¢nih dioba i usporavanje gubitka telomera u uvjetima
smanjenog parcijalnog tlaka kisika odgovoran slabiji rad mitohondrija ili je za takav
efekt odgovorno direktno djelovanje samog molekularnog kisika;

odrediti osjetljivost normalnih ljudskih fibroblasta NFZ na rastu¢e koncentracije
rotenona;

analizirati utjecaj rotenona na brzinu rasta normalnih ljudskih fibroblasta NFZ;

pratiti dinamiku starenja normalnih ljudskih fibroblasta NFZ odredivanjem indeksa
obiljezavanja s SA-B-Gal;

pratiti prisutnost mitohondrija i njihovu masu kod kontrolnih stanica i stanica
tretiranih s rotenonom pomocu fluoroscentne mikroskopije i analize proto¢nim
citometrom;

pratiti dinamiku skra¢ivanja telomera kod kontrolnih stanica i stanica tretiranih s
rotenonom metodom Southern blot.
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3. MATERIJALI | METODE
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3.1. Kultura stanica

Naziv stani¢ne linije: NFZ — normalni Zenski fibroblasti
Organizam: Homo sapiens

Spol: Zenski

Tkivo: uho

Nadin rasta: adherentan

Stani¢ni produkti: fibrin, kolagen

Citogenetska svojstva: normalne stanice

Slika 8. Fibroblasti NFZ u kulturi pod faznim kontrastom.

Zamrznute stanice stani¢ne linije NFZ, nakon §to su izvadene iz tanka s tekuéim
dusikom, kratko sam uronio u vodu zagrijanu na 37 °C uz lagano protresenje. Stanice sam
prebacio u konusnu epruvetu i dodao 9 ml kompletnog medija (DMEM (Gibco) + 10% FCS
(Gibco). Zatim sam stanice istalozio centrifugiranjem (1000 rpm, 5 min), uklonio supernatant
i resuspendirao u 5 ml kompletnog medija (DMEM + 10% FCS). Kako bih sprije¢io
kontaminaciju u medij sam dodao kombinaciju antibiotika (25  pl/ml
Penicilin/Streptomicin/Amfotericin, 25:1 (BioWhittaker, Lonza). Suspenziju sam prebacio u

kultivacijsku bo¢icu povrsine 25 cm? (T25) u koju je prethodno stavljeno 5 ml medija. Stanice
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sam pohranio u inkubator s 5%-tnim CO2 na 37 °C. Nakon 24 h pod mikroskopom sam

provjerio jesu li se stanice prihvatile za podlogu kultivacijske bocice.

3.1.1. Uzgoj i rasadivanje stanica

Stanice sam uzgajao u mediju DMEM uz dodatak 10%-tnog FCS-a u kultivacijskim
bodicama povrsine 25 cm?, u inkubatoru s 5%-tnim CO,, na 37 °C. Stanice sam presadivao u
laminaru u sterilnim uvjetima kada bi dosegnule 90%-tnu konfluentnost. Pri presadivanju sam
prvo uklonio medij vakuum sisaljkom i isprao stanice s 5 ml fizioloSke otopine koju sam
takoder uklonio vakuum sisaljkom. Stanicama sam zatim dodao 0.5 ml tripsina i stavio ih na
inkubaciju 5 minuta na 37 °C. Lagano sam protresao boCicu da se sve stanice odvoje od
podloge i provjerio pod mikroskopom. Nakon odvajanja stanica, dodao sam 5 ml kompletnog
medija i aspirirao pipetom da se razbiju staniéne nakupine. Za brojanje stanica uzeo sam 0.5
ml dobro resuspendranih stanica i stavio ih u boc¢icu s 19.5 ml fizioloS8ke otopine, dobro
promijesao i brojao 3 puta brojacu Beckman Coulter Particle Count and Size Analyzer.
Izra¢unao sam srednju vrijednost i broj stanica po mililitru. Za daljnju upotrebu odredeni broj
stanica (10°) nasadio sam u nove kultivacijske bo¢ice povrsine 25 cm? uz odgovorajuéi
volumen medija, najéeS¢e 5 ml. IzraCunati broj stanica koristio sam za pracenje broja dioba

stanicne kulture.

3.2. Optimizacija koncentracije rotenona

Nasadio sam stanice (10°) u 6 bunariéa za uzgoj. Nakon §to su se stanice zalijepile za
podlogu nakon 24 h, isprao sam ih fizioloSkom otopinom i dodao 3 ml kompletnog medija.
Pripremio sam 100 mM mati¢nu otopinu rotenona u dimetilsulfoksidu (Sigma-Aldrich) koju
sam koristio za odredivanje osjetljivosti stanica u rasponu 10 nM, 1 nM, 101 nM, 102 nM, 10-
3 nM i 10* nM koncentracija rotenona. Nakon 96 h uklonio sam medij vakuum sisaljkom i
stanice isprao fizioloSkom otopinom te snimio pod svjetlosnim mikroskopom. Stani¢ni rast je

pracen kroz 8 dioba.
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3.2.1. Tretiranje stanica rotenonom

Nasadio sam stanice (10° u deset kultivacijskih bo¢ica povrsine 25 cm? s 5 ml
kompletnog medija. Kontrolnim stanicama dodao sam adekvatan volumen DMSO, a ostalim
stanicama 10 nM, 102 nM, 10° nM, 10* nM otopinu rotenona u DMSO-u u duplikatu.
Konac¢na koncentracija DMSO je 0.1%. (Tablica 1). Ove stanice koristio sam za sljedece

analize.

Tablica 1. Shema tretiranja stanica rotenonom.

10" nM otopina 102 nM otopina 102 nM otopina 101 nM otopina

Kontrola - DMSO rotenona u DMSO  rotenona u DMSO  rotenonau DMSO  rotenona u DMSO

10 nM otopina 10 nM otopina 102 nM otopina 10! nM otopina

Kontrola - DMSO rotenona u DMSO  rotenona u DMSO  rotenonau DMSO  rotenona u DMSO

3.3. Aktivnost SA-B-Gal

Uklonio sam medij vakuum sisaljkom i stanice isprao u PBS-u koji sam takoder
uklonio vakuum sisaljkom. Stanice sam fiksirao u otopini 1%-tnog glutaraldehida u DMEM-
u, 10 minuta na sobnoj temperaturi. Za to vrijeme pripremio sam otopinu za bojanje. Stanice
sam isprao 3 puta po 5 minuta u PBS-u i dodao im otopinu za bojanje (0.5 ml 20 mg/ml X-gal
(5-bromo-4-3-indolil-p-galaktozid) u dimetil formamidu, 2 ml 0.2M limunska kiselina/Na
fosfatni pufer (pH 6), 0.5 ml 100 mM otopina kalijevog ferocijanida KsFe(CN)sx3H20, 0.5
ml 100 mM otopina kalijevog fericijanida KsFe(CN)sx3H20, 0.36 ml 4 M otopina NaCl, 20
ul 1 M otopina MgCly, 6.18 ml dH20). Poklopljenu ploc¢icu sa 6 bunari¢a oblijepio sam po
rubovima parafilmom da sprijecim isparavanje. Inkubirao sam stanice na 37 °C u inkubatoru
bez CO», 19 sati. Nakon inkubacije stanice sam isprao 3 puta u PBS-u te ih dehidrirao
ispiranjem u otopini 70%-tnog etanola s 50 mM glicinom, 20 minuta na sobnoj temperaturi.

Pripremljene preparate ostavio sam da se suse na zraku na sobonoj temperaturi, a zatim brojao
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stanice na svjetlosnom mikroskopu pod faznim kontrastom. Postupak sam ponovio u nekoliko

navrata tijekom rasta stani¢ne kulture.

3.4. Vizualizacija mitohondrija fluorescentnim mikroskopom

U plocice sa 6 bunari¢a stavio sam pokrovna stakalca i na njih nasadio ~100 000
tretiranih i kontrolnih stanica u duplikatu kod odredenog broja dioba. Stanice sam inkubirao
na 37 °C u inkubatoru s 5%-tnim CO- kako bi se prihvatile za podlogu pokrovnog stakalca.
Nakon dva dana stanicama sam uklonio medij te ih obojao bojom Hoechst (20 mM, Sigma)
koja boja DNA stanice u plavo i probom MitoTracker Green FM (100 mM, Molecular
Probes) koja specifiéno boja mitohondrijsku membranu u zlatno zuto (1000 ul DMEM bez
fenol crveno + 2 kapi Hoechst + 0.1 pl MitoTracker Green FM). Stanice sam inkubirao 45
minuta na 37 °C, 5% COz te ih isprao fiziolo§kom otopinom u trajanju od 10 minuta. Plo¢ice
sa 6 bunari¢a omotao sam aluminijskom folijom kako bih obojane stanice zastitio od svjetla te
ih snimio fluorescentnim mikroskopom pod adekvatnim filterima. Slike sam preklopio u

programu ImageJ.

3.5. Analiza stanica na proto¢nom citometru

Stanice sam sakupio tripsinizacijom, istalozio centrifugiranjem 5 minuta na 1000 rpm,
odstranio medij i resuspendirao u 900 pl DMEM + 10% FCS te dodao 2100 pl pufera FACS
(dekomplementirani 4% FCS, 0.01% NaNs, u PBS-u). Nakon bojanja stanica s 20 mM NAO
u PBS-u (Molecular Probes) NAO koji se specificno veze za kardiolipin u mitohondrijima i
inkubacije 20 minuta u mraku, stanice su podvrgnute analizi na proto¢nom citometru. Svaki

uzorak sadrzavao je ~700 000 stanica.

Uzorci su analizirani protoénim citometrom (FACSCalibur, Becton Dickinson,
Mountain View, SAD) koji se sastoji od argonskog lasera, emisije pobudne valne duljine od
488 nm, crvenog diodnog lasera, emisije pobudne valne duljine od 635 nm te klasi¢nih
optickih filtera. Po svakom uzorku propusteno je 10 000 stanica, a uzorci su analizirani
postavljanjem ograde na histogramu s dvoparametarskim raspodjelom stanica i to prema
veli¢ini (engl. foward scatter, FCS) i zrnatosti (engl. side scatter, SSC). Dobiveni rezultati
analizirani su programom FlowJo v10.1 (FLOWJO, LLC, Data Analysis Software).
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3.6. Odredivanje duljine telomera

3.6.1. Izolacija genomske DNA

Genomsku DNA izolirao sam iz stanica koje su rasle u kulturi do potpune gustoce u
kultivacijskim bo¢icama povr§ine 75 cm?. Stanice su sakupljene, izbrojane, odreden im je broj
dioba i nakon toga su centrifugirane 5 minuta na 1000 rpm te su resuspendirane u 1 ml
kompletnog medija. Ponovno su centrifugirane 5 minuta na 2800 rpm, resuspendirane u 200
ul PBS-a te im je dodano 20 pl Proteinaze K (100 pg/ml, Sigma) i 4 ul RNaze A (100 mg/ml,
Sigma). Inkubacija je trajala 2 minute na sobnoj temperaturi. DNA je izolirana pomocu
Qiagen Dneasy Blood & Tissue Kit (kataloski broj 69506). Dodao sam 200 ul AL-pufera
(100 mM natrijev hidroksid i SDS), pomijesao na mjesalici da se dobije homogena smjesa i
inkubirao 10 minuta na 56 °C. Dodao sam 200 ul 96 %-tnog etanola i jo§ jednom promijesao.
Uzorke sam nanio na kolone koje se nalaze u sabirnim epruvetama i sve je centrifugirao 1
minutu na 8000 okr/min u stolnoj centrifugi. Kolone sam isprao centrifugiranjem s 500 nl
AW-1 pufera (40% izopropanol) (1 min. na 8000 rpm), a zatim s 500 ul AW-2 pufera (70%
etanol) (3 min. na 14 000 rpm). Dodao sam 200 ul AE-pufera (10 mM Tris-CL i 0.5 mM
EDTA,; pH 9.0) za eluiranje, inkubirao 1 minutu na sobnoj temperaturi te centrifugirao 1

minutu na 8000 okr/min.

3.6.2. Provjera kvalitete DNA gel elektroforezom

Otopio sam 0.5 g agaroze u 40 ml pufera 1XTAE (40 mM Tris acetat i 1 mM EDTA)
zagrijavanjem u mikrovalnoj pecénici i dodao 2.25 pl etidij-bromida (10 mg/ml) te tako
pripremio 1%-tni agarozni gel. Nakon $to se gel ohladio na ~40 °C, izlio sam otopinu u kalup
1 namjestio ¢esalj za jazice. Gotov gel stavio sam u kadicu za elektroforezu i prelio ga IXTAE
puferom. U 6 ul svakog uzorka za nanasanje bilo je: 1 ul pufera za nanoSenje, 1 pl uzorka
DNA i 4 ul dH20. U prvu jazicu dodao sam 3 ul markera, ljestvicu Bst fragmenta A DNA.
Elektroforeza je trajala ~30 minuta na 70 V. Signale sam detektirao pod UV lampom, a
rezultate fotografirao i analizirao programom GeneSnap 7.04. Iz dobivene slike ocijenila se
kvaliteta uzoraka DNA.
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3.6.3. Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije DNA

Ukoliko se izolirana DNA Zeli upotrijebiti za daljnje postupke, potrebno je odrediti
njezinu Cistocu. Stoga se uzorku odredi apsorbancija pri valnim duzinama 230 nm (pokazujje
onecis¢enje fenolom, ureom, aromatskim spojevima i sl.), 260 nm (apsorbancija nukleinskih
kiselina) i 280 nm (apsorbancija proteina). Ukoliko je omjer Azeo/Azg0 0d 1.8 do 2, to ukazuje
na dobro procis¢enu DNA. Uzorku se prema bazdarnoj krvulji odredi koncentracija DNA

(A260/=1.0; c=50 ul/ml).

Cisti pufer TE (Tris-EDTA) posluZio mi je kao slijepa proba. Mjerio sam omjer Azeo/2s0 da
odredim Cisto¢u izolirane DNA pomocu uredaja NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer
(Termo Scientific).

3.6.4. Cijepanje DNA restrikcijskim enzimima i elektroforeza u agaroznom gelu

Prema koncentraciji DNA odredenoj spektrofotometrijski, izraCunao sam potrebne
volumene uzoraka tako da svaki sadrzi 5 pg DNA. U epruvete sam stavio uzorke DNA, pufer
2, restrikcijske enzime Rsal i Hinfl (15 jedinica, Roche (Tablica 2) te ih ostavio preko noéi u
inkubatoru bez CO2 na 37 °C.

Tablica 2. Sadrzaj restrikcijskih smjesa za cijepanje DNA.

Kontrola 10“nM 10° nM 102 nM
Pufer 2 (ul) 18.55 17.6 42.60 22.10
DNA (ul) 164 156 381 196
Rsal (ul) 1.50 1.50 1.50 1.50
Hinfl (ul) 1.50 1.50 1.50 1.50
ukupno (pl) 185.50 176.60 426 221
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3.6.5. Koncentriranje DNA

Postupak:

Nakon $to sam uzorku otopljene DNA dodao 0.66 pl/100 ul DNA glikogen (20 pg/ul),
1/10 volumena 3M natrijeva acetata (NaAc), pH 5.2 i 2.5 volumena 96% hladni etanol
(Tablica 3), uzorke sam stavio na inkubaciju 2 sata na -80 °C. Uzorke sam zatim centrifugirao
30 minuta na 4 °C pri 13 000 rpm. Supernatant sam odlio i dodao 200 ul 70%-tnog hladnog
etanola te ponovno centrifugirao 15 minuta na 4 °C pri 13 000 rpm. Supernatant sam odlio,
talog upario u vakuumu uz rotiranje te DNA eluirao u 20 ul AE-pufera (10 mM Tris-CL i 0.5
mM EDTA,; pH 9.0).

Tablica 3. Sadrzaj smjese za pretaloZivanje DNA.

Kontrola 104 nM 103 nM 102 nM
DNA (ul) 185.50 176.60 426 221
glikogen (ul) 1.22 1.16 2.81 1.45
NaAc (ul) 18.55 17.66 42.60 22.10
etanol (pul) 463.80 441.50 1065 552.50

Nakon pretalozivanja DNA, jo$§ sam jednom izmjerio koncentraciju pretalozene DNA

spektrofotometrijski pomoc¢u NanoDrop uredaja.

DNA fragmenti su razdvojeni elektroforezom u 0.8% agaroznom gelu (1.92 g agaroze,
240 ml 1xTAE pufera, 10.8 ul EtBr). Kao biljeg molekularnih veli¢ina upotrijebljen je DNA
Molecular Weight marker II Dig (4 ul marker (0.12-23.1 kb) + 2 ul pufer za nanosenje
(6XLB + 6 ul 1xTAE pufer). U svaku jazicu stavio sam 20 ul DNA uzorka + 4 pul 6xLB.
Elektroforeza se odvijala u 1XTAE puferu + 60 ul EtBr pri naponu od 110 V tokom 3 sata te
sam razdvajanje fragmentirane DNA provjeravao pod UV svjetlom (LKB Transilluminator,
2001).

3.6.6. Hibridizacija po Southernu

Nakon elektroforeze gel sam stavio u kadicu na tresilicu u otopinu za depurinizaciju

(36% HCI) 5 minuta. Gel se zatim isprao u dH-0. Poslije ispiranja, uslijedila je denaturacija,
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2x 15 minuta uz lagano mijesanje u otopini za denaturaciju (0.5 M NaOH, 1.5 M NaCl). Gel je
ponovno ispran u dH20, a zatim je uslijedila neutralizacija 2x15 minuta u otopini za
neutralizaciju (0.5 M Tris HCI pH 7.5, 3 M NaCl). Gel sam na kraju stavio na ispiranje u
2xSSC puferu (NaCl, Na-Citrat<2H,0). Pozitivno nabijenu najlonsku membranu izrezao sam

prema veli¢ini gela i pripemio aparaturu za kapilarni prijenos (Slika 9).

Prijenos fragmenata DNA sa gela na membranu se odvijao preko noci na sobnoj

temperaturi u 20xSSC-u kako se DIG-obiljezeni marker ne bi raspao pri luznatom transferu.

\{ \ /F\ED x 8gC (otopina za
transfer)

Slika 9. Aparatura za kapilarni prijenos. (preuzeto i prilagodeno prema
http://www.biodynamics.co.jp/e/prd_use5.htm).

Sljede¢i dan membranu sam kratko isprao u 2xSSC puferu, a gel provjerio pod UV
svjetlom kako bih provjerio je li sva DNA uspje$no prenesena. Membrana je kratko isprana u
2xSSC puferu, posusena na Whatman papiru te zagrijana na 120 °C u sterilizatoru tijekom 30

minuta.

Membranu sam stavio u tubus za hibridizaciju stranom na kojoj je DNA okrenutom
prema unutra, ulio 17 ml predhibridizacijske otopine (0.25 M Na2HPO4 — pH 7.2, 1 mM
EDTA, 20% SDS, 0.5% reagens za blokiranje (Roche) zagrijane na ~60 °C te stavio na
predhibridizaciju 2 sata na 68 °C uz umjerenu rotaciju. Telomernu DNA, koju sam koristio
kao hibridizacijsku probu za dobivanje signala prosje¢nih telomernih duljina, obiljezio sam

dioksigeninom, pomoc¢u lan¢ane reakcije polimerazom bez kalupa (engl. non template PCR).
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Koristio sam pocetnice specificne za telomerni slijed DNA, tel4 (CCCTAA)s i tel5
(TTAGGG)4 (Tablica 4). Amplifikacija se odvijala prema sljedecem programu: denaturacija —
95 °C, 1 minuta, 30 ciklusa; hibridizacija primera — 55 °C, 1 minuta i 40 sekundu, 30 ciklusa;

elongacija— 72 °C, 1 minuta i 50 sekundi, 30 ciklusa; finalna elongacija — 72 °C, 7 minuta.

Tablica 4. Sastav reakcijske smjese u lan¢anoj reakciji polimerazom ukupnog volumena 50
ul.

PCR smjesa ul
Tel4 pocetnica 1
(10 uM)
Tel5 pocetnica
(10 uM)

10 x Taq pufer
20 mM dNTP
mix + dig-dUTP
25 mM MgCl,
Taq 0,5 U/ul

H20 31

wWw oo = o1

Pripremio sam hibridizacijsku otopinu otapanjem telomerne probe u
predhibridizacijskoj otopini. Telomernu probu, prije dodavanja u hibridizacijsku otopinu,
denaturirao sam zagrijavanjem 10 minuta na 100 °C. Nakon predhibridizacije, odmah sam
dodao hibridizacijsku otopinu kako ne bi doslo do renaturacije DNA te nastavio s

hibridizacijom preko no¢i na 68 °C.

Sljedeci dan isprao sam nespecificno vezanu probu 3x20 minuta u puferu za ispiranje
(20 MM Na2HPO4, 1 mM EDTA, 1% EDTA) koji je zagrijan na 65 °C (Roche).

Membranu sam isprao u puferu za ispiranje (0.1 M maleinska kiselina, 3 M NaCl, 0.3
% Tween20) 5 minuta uz lagano mijesanje te inkubirao u blokiraju¢em puferu (pufer za
ispiranje, 0.5 %-tni blokirajuéi reagens (Roche) 60 minuta na sobnoj temperaturi. Inkubaciju
sam nastavio u otopini koju sam pripremio dodavanjem 30 ml blokiraju¢eg pufera i 1.5 ul
anti-DIG-AP konjugata (5 ng/ul) sljede¢ih 30 minuta. Nevezana antitijela uklonio sam
ispiranjem membrane u puferu za ispiranje u novoj kadici 5x10 minuta te ju zatim inkubirao
2x5 minuta u supstratnom puferu (0.1 M Tris-HCI — pH 9.5, 0.1 M NaCl). Sva ispiranja radio

sam u kadici na tresilici.
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Sljedece korake radio sam u tamnoj komori u kojoj sam razrijedio CDP-Star (Roche,
0.25 mM) u supstratnom puferu (LM Tris HCI, pH 9.5; 1M NaCl) u omjeru 1:100 (3.5 ul
CDP-Star u 350 pl supstratnog pufera). Membranu sam prenio u plasticnu vrecicu i dodao
CDP-Star te ga dobro raspodijelio po cijeloj membrani. Visak tekuéine i zrak sam istisnuo,
zatalio plasti¢nu vre¢icu s membranom i inkubirao 10 minuta na sobnoj temperaturi. Pred kraj
inkubacije, uz crveno svijetlo, izrezao sam rentgenski film (Kodak) prikladnih dimenzija,
membranu stavio u kazetu i na nju pozicionirao film, sve zatvorio u kazeti za ekspoziciju

filmova te stavio na tamno mjesto 60 minuta.

Film sam razvio uranjanjem u univerzalni razvija¢ (EFKE) 10 minuta, kratkim
ispiranjem u vodi te uranjanjem u fiksir FR4 (EFKE) na 5 minuta. Nakon razvijanja, film sam

isprao obi¢nom i destiliranom vodom te ostavio da se susi na zraku.
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4. REZULTATI
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4.1. Osjetljivost normalnih ljudskih fibroblasta na rotenon

Buduc¢i da se pri odredenim koncentracijama rotenona, poznatim iz literature (Li i sur.,
2003), stanice ne dijele te naposlijetku odlaze u stani¢nu smrt, bilo je vazno odrediti
odgovarajuce koncentracije pri kojima stanice mogu odrzati homeostazu i proliferaciju. Kako
bih odredio koncentracije rotenona koje dozvoljavaju rast normalnih ljudskih fibroblasta
koristenih u ovom radu, 10° stanica s jednakim brojem dioba (PD 12.43) tretirao sam sa $est
rastuéih koncentracija rotenona (10 nM, 102 nM, 102 nM, 10 nM, 1 nM, 10 nM).

Nakon 96 sati rasta u kulturi stanice tretirane s 10 nM, 10° nM i 10 nM otopinom
rotenona su odrzale homeostazu i rast. Od tretiranih stanica najvecu gustocu postigle su
stanice tretirane 10 nM otopinom rotenona, zatim 10 nM otopinom rotenona, dok su stanice
u prisutnosti 102 nM rotenona rasle najsporije u odnosu na kontrolu. Preostale stanice
tretirane 10 nM, 1 nM i 10 nM otopinom rotenona nisu se podijelile i njihov se broj smanjio.
Stanice tretirane ovim koncentracijama rotenona odlazile su u stani¢nu smrt. Fibroblasti
tretirani 10 nM i 1 nM koncentracijom rotenona imali su najvec¢i pad broja stanica, dok se broj

onih tretiranih s 10 nM otopinom rotenona neznatno smanjio (Slika 10).

Za daljnje eksperimente odabrao sam 10* nM, 10° nM, 102 nM i 10% nM
koncentracije otopine rotenona koje su se pokazale kao odgovarajuée za tretiranje stanica i

pracenje dinamike njihovog rasta.
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Slika 10. Rast normalnih ljudskih fibroblasta u rastu¢im koncentracijama rotenona.
Stanice su slikane pod faznim kontrastom svjetlosnim mikroskopom. Stanice su tretirane kroz
razdoblje od 96 sati s otopinama rotenona rastué¢ih koncentracija: A) Kontrola, B) 10 nM, C)
10°nM, D) 102 nM, E) 101 nM, F) 1 nM, G) 10 nM.
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4.2. Dinamika rasta i senescencije fibroblasta u kulturi u prisutnosti

rotenona

Sa svrhom pracenja potencijala stani¢ne proliferacije normalnih fibroblasta pod
utjecajem rastuc¢ih koncentracija otopine rotenona, stanicama je prilikom svakog presadivanja

odreden broj dioba. Stanice su brojane u trenutku 80%-tne konfluencije.

Pracenjem stani¢nih dioba primjecen je trend razlike u brzini rasta pri pojedinim
koncentracijama rotenona u odnosu na kontrolne stanice. Stanice tretirane s 104 nM i 10° nM
otopinom rotenona imale su brzi rast u odnosu na kontrolu dok su stanice tretirane 102 nM
otopinom rotenona imale sporiji rast u odnosu na kontrolu. Stanice tretirane s 10 nM

otopinom rotenona nisu pokazale znacajniji rast te su bile zaustavljene u rastu (Slika 11).

Stare stanice koje su izgubile potencijal dioba mogu se identificirati i razlikovati od
stanica koje nisu usle u senescenciju po intenzivnom bojanju u plavo uz aktivnost SA-B-Gal.
Dinamika starenja stanica u kulturi tretiranih spomenutim koncentracijama rotenona prac¢ena
je pomocu indeksa obiljezavanja SA-B-Gal aktivnosti. Za tu svrhu stanice su tretirane
rastuéim koncentracijama otopine rotenona (10“ nM, 103 nM, 102 nM, 10 nM) kroz

odredeno razdoblje.

Tijekom praéenja Krivulje rasta, pri svakom presadivanju odreden je PD te je dio NFZ
stanica izdvojen za pracenje indeksa obiljezavanja s SA-B-Gal (Tablica 5). Nakon bojanja, za

statisticku analizu izbrojao sam > 400 stanica svakog uzorka stanica.

Tablica 5. Broj udvostruc¢enja populacije stanica kod kojih je mjeren SA-p-Gal.

Kontrola 10* nM 10° nM 102nM 10t nM

4.87 4.87 4.87 4.87 4.87
8.57 8.22 8.32 6.49

9.27 9.08 8.80

10.27 10.67 10.43

10.37 10.97 10.67
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S porastom broja dioba, indeks obiljezavanja s SA-B-Gal sve je viSe rastao u svim
uzorcima stanica. U senescenciju, te naposljetku u apoptozu uz 100%-tnu aktivnost SA-p-Gal
prvo su otisle stanice tretirane s 101 nM, a zatim i 102 nM rotenonom Kkoje su postigle 4.84,
odnosno 6.49 dioba. Stanice tretirane 10“ nM i 10 nM otopinom rotenona su se i dalje
dijelile te su imale nesto viSu aktivnost SA-B-Gal od stanica kontrole. Za stanice tretirane s
10* nM rotenonom aktivnost SA-B-Gal bila je 31% kod 10.97 dioba, a za stanice tretirane s
10" nM rotenonom 44% kod 10.67 dioba. Kod kontrolnih stanica, njih je 15% pokazalo

fenotip svojstven starim stanicama kod 10.37 dioba (Slika 12).

Takoder, s porastom koncentracija rotenona stani¢na aktivnost SA-B-Gal je rasla, a
kod dvije koncentracije bila je 100% veé¢ nakon svega 3 (101 nM), odnosno 4 (102 nM)
presadivanja (Slika 13). Kod takvih stanica mogle su se primijetiti i druge karakteristike starih
stanica osim perinuklearnog intenzivno plavog obojenja kao $to je znacajno povecéanje

stani¢ne povrsine, vece citoplazme te lateralne ekstenzije (Slika 14).

5 e

o =10 nM
0 | 102 nM

10 nM
37 == 104 nM
2 -
1 -
0 _
0 5 10 15 20 25

Dani

Slika 11. Krivulja rasta normalnih Zenskih fibroblasta tretiranih rastué¢im
koncentracijama rotenona. Stanice su pracene tijekom pet presadivanja. PD: broj
udvostruéenja populacije; K: kontrolne stanice; 10 nM: 10 nM otopina rotenona; 10 nM:
10 nM otopina rotenona; 102 nM: 107 otopina rotenona; 10X nM: 101 nM otopina rotenona.
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Slika 12. Aktivnosti SA-p-Gal kod stanica NZF u odnosu na broj udvostrudenja
populacije. Stanice su tretirane rotenonom i aktivnost SA-B-Gal detektirana kod
odgovarajuceg braja udvostruéenja. Stanice tretirane s 102 nM i 10 nM rotenonom
prestale su se dijeliti te su dosegle 100% aktivnost SA-B-Gal (oznaceno ¥). K: aktivnost SA-
B-Gal kod kontrolnih stanica; 10 nM: aktivnost SA-B-Gal kod stanica tretiranih 10* nM
otopinom rotenona; 10 nM: aktivnost SA-B-Gal kod stanica tretiranih 10° nM otopinom
rotenona; 10 nM: aktivnos SA-B-Gal kod stanica tretiranih 102 nM otopinom rotenona; 107
nM: aktivnost SA-B-Gal kod stanica tretiranih 10"t nM otopinom rotenona.

100%
90%
80%
70%
60%

50% =8==PD 17

SA-B-Gal

w=@==PD 23
40%

30%

20%

10%

0%

K 10 nM 107 nM 102 nM 10! nM

Koncentracije otopine rotenona

Slika 13. Aktivnost SA-B-Gal u ovisnosti o koncentraciji rotenona. Normalni Zenski
fibroblasti tretirani s rastu¢im koncentracijama rotenona. PD 17: aktivnost SA-B-Gal kod
stanica koje su prosle 17 populacijskih dioba; PD 23: aktivnost SA-B-Gal kod stanica koje su
prosle 23 populacijskih dioba.
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Slika 14. Aktivnost SA-B-Gal. Normalni Zenski fibroblasti tretirani rastu¢im
koncentracijama rotenona : A) Kontrola, B) 10 nM, C) 10 nM, D) 102 nM. Stanice s
tipicnim fenotipom SA-B-Gal oznacene su crvenom strelicom. Stanice su promatrane
svjetlosnim mikroskopom pod faznim kontrastom.

4.3. Ponasanje mitohondrija

4.3.1. Dvostruko bojanje i vizualizacija mitohondrija

Da bismo mogli vidjeti mitohondrije u tretiranim stanicama, koristio sam probu
MitoTracker Green FM koja specificno boji unutra$nju membranu mitohondrija. Za

vizualizaciju stani¢nih jezgara koristio sam boju Hoechst 33342.

Za bojanje 1 vizualizaciju mitohondrija koriStene su stanice kod razli¢itih PD (Tablica
6). Tijekom dvostrukog bojanja, a potom i vizualizacije, proba MitoTracker Green FM i boja
Hoechst ne interferiraju u apsorpciji/emisiji i lokaciji. MitoTracker Green FM fluorescira u

zeleno-zutom spektru, a Hoechst u plavo-ljubi¢astom spektru (Slika 15). Prilikom preklapanja
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slika dobivenih fluorescentnim mikroskopom dobivene kompozitne slike su vrlo jasne (Slika
16).

MitoTracker Green FM Hoechst 33342

Preklopljena slika

Slika 15. Mitohondriji obojani u Zuto probom MitoTracker Green FM i jezgre obojane
u plavo bojom Hoechst 33342. Preklopljena slika mitohondrija i jezgara.

Tablica 6. Broj udvostruc¢enja populacije stanica kod vizualizacije mitohondrija.

Kontrola 10 nM 10 nM 10? nM

23.52 22.65 22 19.32
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Slika 16. Stanice NFZ obojane MitoTracker Green i Hoechst 33342 snimljene
fluorescentnim mikroskopom. Slike A) kontrola, B) 10 nM, C) 10 nM, D) 102 nM
rotenon. Unutrasnje membrane mitohondrija obojane u zuto s MitoTracker Green FM, a
jezgre obojane u plavo s Hoechst 33342.

4.3.2. Kvantitativni prikaz mitohondrija u stanici

Za analizu mase mitohondrija u fibroblastima tretiranih razli¢itim koncentracijama
rotenona koriStena je boja NAO, a analizirane su proto¢nim citometrom FACSCalibur. Kako
bih izbjegao pozadinski Sum koji stvaraju nezive stanice i razne Cestice koje se mogu naci u
mediju, vazno je odrediti parametre veliCine (FCS-parametar) i granuliranosti (SSC-
parametar) zivih stanica te ih odvojiti od nezivih 1 raspadnutih stanica. Pomocu ova dva
parametra odredene su morfoloSke karakteristike populacije Zivih stanica koje su bile

oznacene ogradom te koje su bile uzete za daljnju analizu.
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Prije analize mase mitohondrija kontrolne stanice normalnih Zenskih fibroblasta te
stanice tretirane odredenim koncentracijama rotenona (10* nM, 10 nM, 10 nM) rasle su u
kulturi, a za samu analizu stanice su sakupljene, odreden im je broj dioba te su bojane
fluorescentnom bojom NAO koja specificno boja mitohondrije (Tablica 7). Analiza mase
mitohondrija na proto¢nom citometru napravljena je kod 24.5 dioba stani¢nih kultura kako je
opisano u Materijalima i metodama. Ovi rezultati su pokazali kako se ponasaju mitohondriji u

odnosu na rast i starenje stanica pod utjecajem rastu¢ih koncentracija rotenona.

Najveéi intenzitet boje NAO, a time i masu mitohondrija imale su kulture tretirane s
10 nM rotenonom (509.50), zatim 10" nM rotenonom (472), dok su stanice tretirane s 102
nM rotenonom imale manji intenzitet (425) u odnosu na kontrolne stanice s vrijedno$¢u 460
(Slika 17).

Tablica 7. Broj udvostrucenja populacije stanica kod analize proto¢nim citometrom

Kontrola 10* nM 10 nM 102 nM

24.60 24.60 24.40 24.30
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Slika 17. Analiza mase mitohondrija proto¢nim citometrom. A) U prikazu ,,Dot-plot*
odreduju se morfoloske karakteristike fibroblasta proto¢nim citometrom prema parametru
FCS (predstavlja veli¢inu stanice) i parametru SSC (predstavlja granuliranost). B) Intenzitet
fluorescentne boje NAO kod stanica tretiranih razli¢itim koncentracijama rotenona (10 nM,
10 nM, 102 nM). FL1-H: intenzitet fluorescencije boje NAO.
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Povecani broj dioba povezan je s masom mitohondrija. Rezultati pokazuju da se s
porastom brzine rasta stanica, masa mitohondrija povecava linearno. Prema tome, stanice
tretirane s 10 nM rotenonom su imale najveéu masu mitohondrija Uz najbrzi rast, druge po
masi mitohondrija bile su stanice tretirane s 10 nM rotenonom koje slijede stanice tretirane s
10% nM rotenonom. Najmanju masu mitohondrija imale su stanice tretirane s 102 nM
rotenonom Kkoje su ujedno imale i najsporiji rast. Kontrolne stanice imaju manju
mitohondrijsku masu u odnosu na stanice tretirane s 10 nM i 102 nM rotenonom, ali veéu od
stanica tretiranih s 102 nM rotenonom (Slika 18). Dakle, male koncentracije otopine rotenona

djeluju stimulativno na metabolizam mitohondrija i brzinu rasta NFZ fibroblasta.
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Slika 18. Odnos mase mitohondrija i brzine rasta NFZ fibroblasta tretiranih s rastué¢im
koncentracijama rotenona. PD/dan: broj udvostru¢avanja populacije stanica po danu.
Stanice tretirane rastu¢im koncentracijana rotenona: K) kontrolne stanice; 104nM: 10 nM
otopina rotenona; 10 nM: 10 nM otopina rotenona; 10 nM: 102 otopina rotenona; 10!
nM: 10! nM otopina rotenona.
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4.4. Dinamika skradivanja telomera

Vaznost skra¢ivanja telomera za potencijal stani¢ne proliferacije danas je dobro

poznata te se smatra najvaznijim mehanizmom kontrole rasta stanica u kulturi.

Sa svrhom pracenja utjecaja rastu¢ih koncentarcija rotenona na dinamiku skrac¢ivanja
telomera tijekom rasta normalnih zenskih fibroblasta u kulturi, izolirana je ukupna genomska
DNA kod priblizno 25 dioba (Tablica 8). Za hibridizaciju po Southernu upotrijebljena je
izolirana DNA kojoj je izmjerena koncentracija prije i nakon razgradivanja restrikcijskim
enzimima te koncentriranja DNA (Tablica 9 i 10). Hibridizacija se odvijala s telomernom
probom obiljezenom dioksigeninom, a telomerni fragmenti detektirani su pomocu

kemiluminiscencije (Slika 19).

AHindlll K 1 2 3
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4361
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Slika 19. Hibridizacija po Southernu telomernih fragmenata. DNA je izolirana iz stanica

tretiranih rastu¢im koncentracijama rotenona: K) kontrola, 1) 102 nM, 2) 10 nM, 3) 10“ nM
otopina rotenona. Lambda Hind I11: biljeg molekulske mase u broju parova baza.
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Tablica 8. Broj udvestrucenja populacija stanica iz kojih je izolirana DNA.

Kontrola 10* nM 102 nM 102 nM

PD 25.80 26 25.10 24.30

Tablica 9. Omjer A260/280 i koncentracija DNA uzoraka.

Kontrola  Kontrola  10%nM 10* nM 10°nM  10°nM  102nM  102%nM

Aagol 280 1.80 1.80 1.90 1.85 1.80 1.80 1.90 1.85
ul/ml 27.90 22.20 25.60 25.90 27.50 16.45 19.90 21.70

Tablica 10. Koncentracija pretaloZene DNA.

Kontrola 10* nM 102 nM 102 nM
ng/ml 3779.20 356.50 589.50 515.65
Aol 280 1.85 1.95 1.85 1.95
Mg u 20 pl AE- 7.50 7.10 11.70 10.30
pufera

Pomoc¢u racunalnog programa Image Master VDS Software koji pretvara gustocu
signala u numericke vrijednosti, denzitrometrirao sam sliku filma i dobio grafikone razdiobe
molekulske veli¢ine telomerne DNA (Slika 20). Denzitometrija jednoznac¢no pokazuje
unutarnji profil veliina telomera te je statistickom obradom denzitometrijskih podataka
odredena srednja vrijednost duljine telomera. Za denzitrometrijsko odredivanje srednje

vrijednosti telomera uzet jer raspon telomerne DNA od ~23 129 pb do ~3511 pb.

UocCen je trend smanjenja duzine telomera kod stanica tretiranih razliitim
koncentracijama rotenona. Nakon 7 dioba u otopinama rotenona stanice su napravile priblizno
jednak broj dioba u odnosu na kontrolne stanice. Prosje¢na duljina telomera kontrolnih stanica
bila je 7729.70 pb, stanica tretiranih s 10 nM rotenonom 7710.80 pb, 10 nM rotenonom
7330.10 pb i 10* nM rotenonom 6995 pb (Tablica 11). Prosje¢na duljina telomera stanica

tretiranih s 102 nM rotenonom se nije zna¢ajno smanjila (~20 pb), dok je opadanje u
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prosjeénoj duljini telomera kod stanica tretiranih s 10° nM i 10* nM rotenonom bilo
znacajnije te je iznosilo ~400 pb odnosno ~735 pb u odnosu na prosje¢nu duljinu telomera

kontrolnih stanica.
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Slika 20. Denzitometrijska analiza telomerne DNA tretiranih rastué¢im koncentacijma
rotenona. Vrijednost na ordinati predstavlja opti¢ku gustoc¢u, a vrijednost na apscisi
standardne molekulske tezine markera DIG-A Hindlll u broju parova baza (pb). Crveno —
kontrola, zeleno — 10 nM, naranéasto — 10" nM, plavo — 10" nM rotenon.

Tablica 11. Prosje¢ne duljine telomera kod stanica tretiranih rastu¢im koncentracijma

rotenona.
Kontrola 10 nM 10° nM 102 nM
Prosjetna duljina 7729.70 6995 7330.10 7710.80

telomera (pb)
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5. RASPRAVA
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Do danas su provedna mnoga istrazivanja o utjecaju rotenona, inhibitora
mitohondrijskog kompleksa I, na vijabilnost razli¢itih stanica. Rotenon inhibira prijenos
elektrona s kompleksa I do ubikinona te tako narusava homeostazu u transportnom lancu
elektrona u mitohondriju (Marthandan i sur., 2015). Ovaj slijed dogadaja moze dovesti do
povecanog stvaranja ROS-ova u mitohondrijima (Li i sur., 2003) koji uzrokuju reverzibilna ili
trajna oste¢enja na stanicnom nivou, a time i na nivou tkiva i organa. Ovakva pojava
oksidativnog stresa povezana je s ubrzanim skracivanjem telomera i naposlijetku vodi do
replikativnog starenja stanica te starenja na razini organizma (Richter i von Zglinicki, 2007).
Jednom pokrenut, ireverzibilni gubitak potencijala stani¢nih dioba oc€ituje se senescentnim
fenotipom stanica kojeg medu ostalom karakterizira i pove¢ano bojanje starih stanica u plavo,
odnosno povecéana aktivnost SA-B-Gal (von Zglinicki, 2002). U ovom istrazivanju istrazili
smo vijabilnost stanica normalnih Zenskih fibroblasta koje su pokazale razli¢it odgovor s

obzirom na rastu¢e koncentracije rotenona u kulturi.

Normalni Zenski fibroblasti koze vrlo su osjetljivi na rotenon. S obzirom na stanice
drugog tipa, stanice NFZ odlaze u apoptozu veé kod 102 nM koncentracije rotenona. Pri
veéim koncentracijama prezivljavaju te se stani¢ni rast ¢ak i ubrzava. Zbog inhibicije
respiratornog sustava mitohondrija pri ve¢im koncentracijama rotenona u kompleksu | dolazi
do apoptoze stanica. Otpornije stanice na rotenon su pluéni fibroblasti (MRC-5) Kkoji u
apoptozu odlaze tek nakon 10 pM koncentracije rotenona, a razlog tome smatra se stalna
izlozenost atmosferskom kisiku u plu¢ima (Marthandan i sur., 2015). Tumorske stanice
takoder su otpornije na rotenon, pa tako i stanice akutne promijelocitne leukemije (stani¢na
linija HL-60). Tek kod 500 nM koncentracije rotenona 96% HL-60 stanica ulazi u apoptozu
(Li i sur., 2003). Armstrong i sur. (2001) pokazali su da kod stanica ljudskog B limfoma
(stani¢na linija PW) uslijed otpustanja mitohondrijskog citokroma ¢ u citosol i aktivacije
kaspaze 3, povezanih sa stani¢nim arestom u fazi G2/M stani¢nog ciklusa, dolazi do apoptoze
kod stanica tretiranih koncentracijama rotenona od 1-5 uM. PW stanice tretirane s 10 uM
koncentracijom rotenona pokazale su slicnu vijabilnost kao i kontrolne stanice. Stani¢na smrt
kod stanica tiroidnog karcinoma (stani¢na linija TPC-1) tretiranih rotenonom povezana je s
fosforilacijom p53 na serinu 15 i1 njegovom povecenom aktivnoS¢u. Takoder povecava se
ekspresija inhibitora kinaze ovisne o ciklinu p21 u stanici (Gongalves i sur., 2011). Dokazano
je da s povecanjem koncentracije rotenona dolazi do povecanja aktivnosti kaspaze 3
(Giordano i usr., 2012). Smanjena produkcija ATP oksidativnom fosforilacijom zbog
inhibicije prijenosa protona i pretjerana akumulacija ROS-ova je klju¢an korak za aktivaciju
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apoptoze (Shaikh i Nicholson, 2009). Pri visokim koncentracijama, rotenon ima i sekundarno
toksi¢no djelovanje. Smatra se da stani¢ni zastoj u fazi Go/M moze biti direktna posljedica
inhibicije polimerizacije mikrotubula $to onemogucava stanici da normalno kompletira

stani¢ni ciklus prolaskom kroz mitozu (Barrientos i Moraes, 1999).

Uzgajane u kulturi, normalne ljudske stanice imaju reproducibilno ogranic¢en broj
dioba (Hayflick i Moorhead, 1961). U ranoj fazi kultivacije prolaze razdoblje brzog rasta koje
karakterizira i brzo dijeljenje stanica. Nakon odredenog broja dioba rast kulture se usporava te
se stanice naposlijetku trajno zaustave u G: fazi stani¢nog ciklusa. Taj proces naziva se
replikativno starenje prilikom kojeg stanice dosegnu Hayflickov limit (Hayflick 1965). Kroz
pet presadivanja u naSem eksperimentu primjecen je trend u diobenom potencijalu stanica
tretiranih rastuéim koncentracijama rotenona. Niske doze rotenona (10 i 10 nM) omogudéile
su ubrzani rast stani¢nih kultura normalnih Zenskih fibroblasta, dok se stanicama tretiranim
ve¢im dozama rast usporio ili su usle u apoptozu. Inhibicija kompleksa I u mitohondrijima
stimulira hipoksiju u stanici, smanjena je potro$nja kisika kao rezultat inhibicije mitohondrija,
iako je u uvjetima normoksije u kojima se stanice uzgajaju prisutnost kisika u stanici na
normalnoj razini. Pokazalo se da je doza rotenona potrebna za 40%-tno smanjenje potros$nje
kisika u mitohondrijima poklapa s dozom odgovornom za gubitak 50% vijabilnih stanica u
kulturi (Giordano i sur., 2012). U normalnim uvjetima u kulturi stanice rastu pri 20%-tnog
parcijalnog tlaka kisika, no u posebno konstruiranim inkubatorima taj se postotak moze
smanyjiti ili povecati. Parcijalni tlak kisika manji od 20%, narocito izmedu 5 i 10%, ubrzava
stani¢ni rast i povecava broj stani¢nih dioba prije zaustavljanja rasta za otprilike 25% tj. za
20-ak dioba (Packer i Fuehr, 1977), dok parcijalni tlak kisika veéi od 20% uzrokuje
usporavanje rasta i smanjenje broja stani¢nih dioba (von Zglinicki i sur., 1995). Za
produljenje replikativnog Zivota normalnih primarnih ljudskih diploidnih pluénih fibroblasta
(PHLF) u kulturi, Bell i sur. (2007) navode da je za taj proces odgovorna hipoksija uslijed
stvaranja ROS-ova. Nastali ROS-ovi u stanici zatim aktiviraju faktor HIF koji moze aktivirati
gen za hTERT, a telomerazna aktivnost omoguciti produljeni replikativni Zzivotni vijek
stanica. Dok povecana proizvodnja ROS kod stanica tretiranith ve¢im koncentracijama
rotenona uzrokuje velika ostecenja, u stanicama tretiranim niskim dozama rotenona stvara se
niza koli¢ina ROS. Takva smanjena razina ROS moze biti korisna i rezultirati produljenjem
stani¢nih dioba. Efekt se zove hormeza i govori da potencijalno Stetne tvari pri malim dozama
mogu imati korisno djelovanje. Gongalves i sur. (2011) uspjeli su inhibirati rast stanica TPC-1
nakon 24 sata tretmana s 5 M rotenonom. Inhibicija aktivnosti mitohondrijskog kompleksa |
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dovodi do aktivacije apoptoze i zbog smanjene prisutnosti ATP u stanici. Giordano i sur.
(2012) pokazali su da se kod stanica neuroblastoma (stani¢na linija SH-SY5Y) sinteza ATP u
potpunosti inhibira pri 100 nM koncentraciji rotenona. No, stanice tretirane niskim dozama
rotenona koje imaju produzeni stani¢ni ciklus ne idu u apoptozu. Ova je pojava povezana s
povecanom stopom glikolize kako bi se nadoknadila proizvodnja ATP onemogucenog

stvaranjem u transportnom lancu elektrona (Bagui i sur., 1999).

Stare stanice koje su prestale proliferirati ostaju vijabilne i prolaze razli¢ite morfoloske
1 biokemijske promjene. Njihove karakteristike su povecanje povrSine i volumena citoplazme,
lateralne ekstenzije, povecana granuliranost i povecana aktivnost lizosomske B-galaktozidaze
(Dimri 1 sur., 1995). Za pracenje dinamike starih stanica tretiranih rastu¢im koncentracijama
rotenona, kao biomarker koriStena je metoda odredivanja aktivnosti SA-B-Gal. S porastom
koncentracije rotenona kao i povecanjem broja dioba postotak plavih stanica je kontinuirano
rastao. Veci indeks obiljezavanja s SA-B-Gal u odnosu na kontrolne stanice imale su stanice
tretirane s rotenonom. Stanice tretirane manjim dozama (10 i 10" nM) su ujedno imale i veéi
broj dioba od kontrolnih. S druge strane, stanice tretirane veéim koncentracijama rotenona
(102 nM) imale su takoder veé¢i postotak SA-B-Gal, ali manji broj dioba od kontrole.
Marthandan i sur. (2015) pokazali su povecanje SA-B-Gal aktivnosti kod stanica MRC-5
tretiranih 100 nM otopinom rotenona. Stanice TPC-1 tretirane rotenonom nakon pet dana
pokazale su senescentni fenotip s povecanjem veli¢ine i1 poveéanom ekspresiom f-
galaktozidaze. MorfoloSko povecanje stani¢ne povrSine u direktnoj je vezi s prekomjernom
ekspresijom F-aktina (Gongalves i sur., 2011). Povec¢ana aktivnost SA-B-Gal kod stanica koje
imaju vedi diobeni potencijal moZe se objasniti snizenjem pH u stanici. Fibroblasti BHK-21
tretirani tijekom 15 minuta otopinom rotenona pokazali su pad citoplazmatskog pH za 0.25-
0.35 (Erecinksa i sur., 1995). Nadalje, zbog povecane stope glikolize u citosolu kako bi se
stvorio potrebni ATP, dolazi do stvaranja laktata i ekstracelularnog zakiseljavanja (Giordino i
sur., 2012), te svojim djelovanjem rotenon smanjuje sposobnost stanice da izbaci kiseline iz
stanice (Milner i sur., 2007). Ovakav kiseli signal mogao bi navesti 3-galaktozidazu da izade
iz lizosoma. Takoder moze do¢i do oSteenja membrane lizosoma zbog povecane koli¢ine
ROS-ova u stanici i otpustanja sadrzaja u citosol te oStecenja stani¢nih komponenti. Dodatno,
takav raspad lizosoma moze inducirati ,.kiselu upalu“ u citosolu uzrokuju¢i nekrozu (Boya i

Kroemer, 2008).

S obzirom da je rotenon inhibitor kompleksa | respiratornog sustava, procijenjen je

njegov efekt na masu mitohondrija. Za odredivanje mase mitohondrija proto€nim citometrom

o1


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167488911000085

koristena boja NAO, a dodatno za vizualizaciju mitohondrija fluorescentnim mikroskopom
koriStena je proba MitoTracker Green FM. Intenzitet NAO fluorescencije kod NFZ stanica
tretiranih rotenonom rastao je sa smanjenjem koncentracija otopine rotenona. Fluorescentni
intenzitet NAO podudara se sa stani¢nim rastom. Stanice kojima su se produzile stani¢ne
diobe imale su najveci intenzitet fluorescencije, dok je intenzitet fluorescencije stanica s
manjim stanicnim rastom u odnosu na kontrolu bio manji. Nakon tretmana stani¢ne linije
TPC-1 rotenonom intenzitet fluorescecnije NAO se povecao Sto je sugeriralo poveéanje mase
mitohondrija. Znac¢ajnom postotku stanica smanjio se membranski potencijal mitohondrija, no
drugim stanicama doSlo je do povecanja membranskog potencijala koji se objasnjava
stimulacijom mitohondrijske biogeneze (Gongalves i sur., 2011). Prilikom narusavanja
membranskog potencijala mitohondrija moze do¢i do nepravilne permeabilnosti membrana i
ulaska vode u matriks bogat proteinima. Povecanje volumena matriksa moze uzrokovati
puknuce vanjske membrane i otpustanje proteina, smjeStenih u medumembranskom prostoru,
u citosol. Otpustanjem u citosol citokrom ¢ i faktor indukcije apoptoze (AIF) aktiviraju
kaspaze vazne u aktivaciji apoptoze (Reed i sur., 1998). Tijekom hipoksije AMPK signalni
put aktivira ekspresiju transkripcijskog koaktivatora PGC-1a koji zatim inducira ekspresiju
klju¢nih gena povezanih s mitohondrijskom biogenezom. To su mitohondrijski DNA
transkripcijski faktor A (TFAM), aminolevulinska sintetaza (ALAS) i citokrom c. PGC-1a
aktivira nuklearni respiratorni faktor 2 (NRF2) te zajedno s njim aktivira NRF1. Jednom
aktivirani NRF1 i NRF2 aktiviraju TFAM koji je direktno odgovoran za transkripciju
mitohondrijalnih strukturnih proteina i proteina ukljuc¢enih u mtDNA transkripciju, translaciju

i popravak koji su kodirani u jezgri (Zhu i sur., 2010).

Svakim stani¢nim ciklusom dolazi do skrac¢ivanja telomera zbog nemoguénosti sinteze
krajeva telomera (Olovnikov, 1973). Prilikom svakog presadivanja stanica telomere se
skrac¢uju. Ovaj efekt je primjecen kod razli¢itih linija normalnih ljudskih fibroblasta in vitro
(Harley i sur., 1990). Uz proces postepenog skracivanja telomera uslijed stani¢nih dioba,
naglo skracivanje telomera dogada se rekombinacijom DNA na subtelomernoj i telomernoj
regiji (Rubelj i Vondracek, 1998). Prosje¢ne duljine telomera odredene su prema markeru
molekularnih tezina A Hindlll denzitometrijom telomernih signala fibroblasta tretiranih
rotenonom 1 matematickom obradom podataka. Dinamika skra¢ivanja telomera pratila je
brzinu rasta stanica tretiranih rastu¢im koncentracijama rotenona, brzi stanicni rast rezultirao
je ubrzanim skra¢ivanjem telomera. Prosje¢na duljina telomera stanica tretiranih s 10 nM

rotenonom skratile su se 734 pb, a 102 nM rotenonom skratile su se 399 pb vise nego
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kontrolne stanice, dok je kod preostale koncentracije rotenona skra¢ivanje telomera znatno
manje (Slike 19 i 20). Ovakvo skrac¢ivanje telomera moZze se povezati s brzinom dioba stanica.
Stanice koje su imale najbrzi rast napravile se najvise dioba te su stoga imale i najkrace
telomere. Richter i von Zglinicki (2007) predlozili su da postoji jaka eksponencijalna veza
izmedu stanicne proizvodnje ROS-ova 1 dinamike skra¢ivanja telomera. U nasem
eksperimentu najmanje dioba i najbrzi odlazak u apoptozu imale su stanice s najvecim
koncentracijama rotenona te su one napravile neznatan broj dioba. Velika razina ROS u tim
stanicama napravila je najviSe oStecenja i uzrokovala brzi odlazak u apoptozu. Preostale
stanice se nisu dijelile Sto se moZe primjetiti 1 na duljini telomera koja je sli¢na kontrolnim
stanicama. U tim stanicama koje su najbrze poprimile senescetni fenotip dolazi i do promjene
u popravku ostecenja DNA. Tijekom starenja dolazi do manje efikasnosti razli¢itih tipova
popravka ostecenja DNA: popravak krivo sparenih baza (MMR), popravak izrezivanjem baze
(BER), popravak izrezivanjem nukleotida (NER) i popravak dvolanc¢anih lomova (DSB) $to
uzrokuje nagomilavanje mutacija i oksidativnih lezija (Gorbunova i sur., 2007). Povecana
ekspresija tumor supresora p53 u stanici nema utjecaj na starenje uzrokovano skra¢ivanjem
telomera, ve¢ ima vaznu ulogu u uklanjanju stanica s oste¢enim telomerama (Garcia-Cao i
sur., 2006). Zbog razli¢itog kapaciteta antioksidativne obrane kod razli¢itih stani¢nih linija

dolazi do razlicite razine skracivanja telomera tijekom stresa (von Zglinicki, 2002).

Budu¢i da =znanje o utjecaju rotenona moze doprinijeti 1 u lijeCenju
neurodegenerativnih bolesti kao $to je Parkinsonova bolest (Shaikh 1 Nickolson, 2009),
potrebno je staviti naglasak na dodatna istrazivanja o specificnim djelovanjima rotenona na
razli¢ite stani¢ne linije, budué¢i da rezultati mogu varirati s obzirom na stani¢ni tip. Moje
istrazivanje moze dati samo neke podatke o utjecaju rotenona na normalne fibroblaste, no
potrebna su daljnja istrazivanja koja ¢e ukljuciti dodatne parametre kao S§to su mjerenje
membranskog potencijala mitohondrija, razine proizvodnje ROS-ova, aktivnosti lizosoma te

oSte¢enja DNA.
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6. ZAKLJUCCI
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U ovom radu sam odredivao osjetljivost normalnih Zenskih fibroblasta na rastuce

koncentracije rotenona. Rotenon utjece na rad mitohondrija §to se reflektira na dinamiku rasta

1 metabolizam stanica. Kombinacijom bojanja mitohondrija i proto¢ne citometrije analizirao

sam masu mitohondrija te metodom hibridizacije po Southernu provjerio duljinu telomera

kontrolnih i tretiranih stanica. 1z dobivenih rezultata mogu se izvu¢i sljede¢i zakljuéci:

(i)

(i)

(iii)

(iv)

v)

(vi)

Za efekt promjena u stanicnom rastu u uvjetima promjenjenog parcijalnog tlaka
kisika odgovoran je rad mitohondrija, a ne izravno molekularni kisik.
Koncentracije rotenona 102 nM, 102 nM i 10 nM omoguéavaju normalnim
zenskim fibroblastima da prezive i da se dijele, dok vec¢e koncentracije uzrokuju
stani¢nu smrt.

Promjena dinamike rasta stanica povezana je s razli¢itim koncentracijama
rotenona. Produzetak stani¢nih dioba prije starenja imale su stanice tretirane
najmanjim koncentracijam rotenona od 10 i 10° nM, dok su stanice tretirane
ve¢im koncentracijma rotenona od 1072 i 10"t nM imale manji broj dioba u odnosu
na kontrolne stanice.

Intenzivno bojanje u plavo kao posljedica aktivnosti SA-B-Gal povezano je s
dinamikom rasta stanica i mjera je starenja kulture. Aktivnost SA-pB-Gal raste s
porastom koncentracije rotenona.

Intenzitet fluorescencije boje NAO pokazuje podudarnost izmedu mase
mitohondrija 1 dinamike rasta stanica, pri ¢emu stanice koje imaju brZi rast imaju
vecu masu mitohondrija.

Postoji podudarnost izmedu dinamike skra¢ivanja telomera 1 dinamike rasta
stanica, pri ¢emu stanice koje imaju sporiji rast imaju duze telomere. Rezultati
ukazuju da rotenon nije uzrokovao ubrzano skraéivanje telomera kod normalnih

fibroblasta.
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