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Sveucilista u Zagrebu, A. Kovaciéa 1, Zagreb, Hrvatska

Galektin-3, lektin koji specificno prepoznaje p-galaktozidne strukture, djeluje kao jak
proinflamatorni signal koji modulira staniénu proliferaciju i adheziju, kemotaksiju,
fagocitozu te sintezu upalnih medijatora. Mnoge tvari s imunomodulatornim djelovanjem
djeluju na signalne puteve u kojima sudjeluju i transkripcijski faktori ¢ija su vezna mjesta
prisutna u promotorskoj regiji gena za galektin-3 (LGALS3). Zbog ¢este uporabe ovih tvari u
terapijske svrhe te vaznosti galektina-3 u fiziologiji stanica monocitno-makrofagne loze, u
ovom je radu ispitan utjecaj nesteroidnih (aspirina i indometacina) i steroidnih
(hidrokortizona i deksametazona) tvari s imunomodulatornim djelovanjem primijenjenih u
razli¢itim terapijskim rasponima na ekspresiju LGALS3 i galektina-3 u nediferenciranim i
diferenciranim stanicama monocitne stani¢ne linije THP-1 tijekom 72-satnog kultiviranja.
Niti jedna od ispitanih tvari u primijenjenim koncentracijama tijekom 72 sata kultiviranja
nije citotoksi¢no djelovala na stanice. Kolicina mRNA za galektin-3 odredena je primjenom
metode RT-PCR pracene analizom na uredaju AbiPrism 310 Genetic Analyser, a koli¢ina
galektina-3 u stani¢nim homogenatima Western-imunoblot metodom. Rezultati su pokazali
da ispitivane tvari mijenjaju ekspresiju LGALS3 i galektina-3 te da njihovi ucinci ovise o
diferenciranosti stanica, koncentraciji primijenjene tvari kao i vremenu izlaganja. U
nediferenciranim stanicama sve ispitane tvari svih primijenjenih koncentracija inhibiraju
ekspresiju i LGALS3 i galektina-3, a inhibitorni je uc¢inak u korelaciji s vrcemenom izlaganja.
Tijekom 48-satne preobrazbe nediferenciranih stanica u diferencirane, dolazi do snazne
indukcije ekspresije i LGALS3 (3 puta) i galektina-3 (3,5 puta). U diferenciranim stanicama
sve ispitivane tvari u pocetku inhibiraju ekspresiju LGALS3 nakon ¢ega dolazi do uspostave
konstitutivne razine mRNA, dok na proteinskoj razini dugotrajnije izlaganje ispitivanim
tvarima poti¢e ekspresiju galektina-3. U oba sluc¢aja, intenzitet promjena kao i njihov
vremenski slijed ovise o vrsti i koncentraciji primijenjene tvari. Na temelju dobivenih
rezultata moguce je zakljuciti da primijenjene tvari s imunomodulatornim djelovanjem
utjeCu na razliite signalne puteve kao i mehanizme regulacije ekspresije galektina-3 na
genskoj i proteinskoj razini, a da promjene ovise o vrsti i koncentraciji tvari te vremenu
izlozenosti, kao i o diferencijacijskom stupnju stanica. Dobiveni rezultati predstavljaju vazan
korak u razumijevanju djelovanja tvari s imunomodulatornim djelovanjem na galektin-3 u
stanicama monocitno-makrofagne loze, a time i na njihove brojne fiziolo§ke funkcije.

(117 stranica/40 slika/8 tablica/181 literaturnih navoda/jezik izvornika: hrvatski)
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Galectin-3, a (B-galactoside binding lectin, acts as a strong pro-inflammatory signal that
modulates cell proliferation and adhesion, chemotaxis, phagocytosis and synthesis of
inflammatory mediators. Many immunomodulatory drugs affect signaling pathways that
comprise transcriptional factors which binding sites are present in the promoter region of
galectin-3 gene (LGALS3). Because of the frequent therapeutic application of
immunomodulatory drugs and the importance of galectin-3 in the physiology of monocytes
and macrophages, we investigated effects of non-steroidal (aspirin and indomethacin) and
steroidal (hydrocortisone and dexamethasone) immunomodulatory drugs, applied in
different therapeutic ranges, on the expression of LGALS3 and galectin-3 in non-
differentiated and differentiated cells of monocytic THP-1 cell-line during 72 hours of
cultivation. None of the studied drugs in applied concentrations during 72 hours of
cultivation had cytotoxic effect on the cells.

The targeted mRNA level was evaluated using relative RT-PCR technique and analysis on
the AbiPrism 310 Genetic Analyser. Galectin-3 expression in cell homogenates was
determined by western-immunoblot analysis. The results showed that the chosen
immunomodulatory drugs affect LGALS3 and galectin-3 expression and that their effects
depend on cell differentiation level, concentration of the applied drug, as well as time of
exposure. In undifferentiated cells all of the studied drugs (in all applied concentrations)
inhibit expression of LGALS3 and galectin-3, and inhibitory effect correlates with time of
exposure. Differentiation of monocytic THP-1 cells into macrophages during 48-hours
strongly induces expression of LGALS3 (3 times) and galectin-3 (3,5 times). In differentiated
cells, all studied drugs inhibited LGALS3 expression at the beginning, but during further
incubation constitutive level of galectin-3 mRNA was reestablished. On the protein level,
prolonged exposure to all applied drugs induce galectin-3 expression. Intensity and time-
course of both, mRNA and protein level changes depend on drug type and on applied
concentration. These findings indicate that the applied immunomodulatory drugs affect
different signaling pathways and mechanisms of regulation of galectin-3, on both mRNA
and protein level. The changes depend on drug type and concentration, time of exposure as
well as cell differentiation level. The results obtained in this study represent important step
in the understanding of the effects of immunomodulatory drugs on galectin-3 in
monocytes/macrophages, hence on their numerous physiological roles.
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1. Uvod

Glikozilacija je proces enzimskog pripajanja oligosaharidnih struktura
proteinima ili lipidima pri ¢emu nastaju glikokonjugati — glikoproteini,
proteoglikani, glikozilfosfatidil inozitol sidra ili glikolipidi. Prisutnost
glikanskih struktura na glikokonjugatima utjece na njihovu veli¢inu,
stabilnost, naboj i antigena svojstva.

Zbog svoje iznimne strukturne raznolikosti glikani predstavljaju idealan
medij za pohranu bioloskih informacija. Molekule koje mogu "protumaciti"
te informacije su lektini, fizioloSki receptori glikana. Nalazimo ih u
mikroorganizmima, biljkama i Zivotinjama. Prepoznavanje ugljikohidrata
lektinom temelji se na specificnim interakcijama domene koja prepoznaje
ugljikohidrate (engl. carbohydrate recognition domain, CRD) i
ugljikohidrata. Lektinska vezna mjesta su niskog afiniteta, ali su brojna i
visoke specificnosti. Lektini su prvi put otkriveni u biljaka krajem proslog
stoljeca, te su, nedugo nakon otkrica, klasificirani u skupine ovisno o
ugljikohidratnim strukturama koje prepoznaju. Razvojem molekularne
biologije stvoren je temelj za novi nacin klasifikacije lektina, ovisno o
njihovoj strukturnoj homologiji i evolucijskoj povezanosti. Biljni su lektini
podijeljeni prema biljnim vrstama iz kojih su izolirani — lektini mahunarki i
lektini Zzitarica. Zivotinjski su lektini na osnovi aminokiselinskog slijeda
dijela molekule koji prepoznaje ugljikohidrate podijeljeni u cetiri skupine:
tip C, tip S, tip P te tip I lektina (Tablica 1.1).

Tablica 1.1 Obitelji zivotinjskih lektina

Lektini Dosafdvpoznatl Ovisnost o Ca2* Specificnost
broj clanova
tip C <20 + razli¢ita
tipS >14 : - ~ B-Gal, poli-LacNAc
tipP 2 : +/- : Man-6-P
tipl | >5 - razli¢ita

Brojni se bioloski procesi, kao Sto su oplodnja, embrionalni razvoj,
diferencijacija, adhezija i imuni odgovor temelje na visokospecificnim
interakcijama oligosaharidnih struktura glikokonjugata i lektina.

1.1 GALEKTINI

Galektini su lektini koje karakterizira specificno prepoznavanje [3-
galaktozidnih  jedinica  glikokonjugata te veliki broj ocuvanih
aminokiselinskih ostataka unutar domene odgovorne za prepoznavanje
ugljikohidrata [1]. Do danas je poznato 14 razlicitih galektina sisavaca, a
mnogi su galektini izolirani i iz drugih kraljeSnjaka, bezkraljeSnjaka (kao Sto
su nematode i insekti) pa c¢ak i iz protista (spuzvi i gljiva)[2]. Kako se
prvotno smatralo da je za punu aktivnost ovih lektina potrebna prisutnost
reducirajucih agensa (tiola), njihov je stari naziv bio lektini tipa S. Kasnije je
utvrdeno da to ne vrijedi za sve clanove ove obitelji te su nazvani
galektinima [3]. Svi galektini sadrze barem jednu domenu CRD izgradenu
od oko 130 aminokiselina, od kojih su mnoge visokooCuvane. Prema
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strukturnim obiljezjima podijeljeni su u tri skupine: proto-tip, kimera-tip i
tandem-tip (Slika 1.1).

CRD CRD CRD CRD
Proto-tip Kimera-tip Tandem-tip
Galektini Galektin Galektini

1257 10 11 13 14 3 4689 12

Slika 1.1 Strukture galektina. Proto-tip sadrzi jednu domenu CRD, kimera-tip
sadrzi jednu domenu CRD povezanu s domenom bogatom prolinom i glicinom, a
tandem-tip sadrzi dvije CRD domene.

Vecina je galektina smjeStena u citosolu; medutim, neki od njih nalaze se i
u jezgri i u izvanstanicnom prostoru, premda ne sadrze sljedove
karakteristicne za upucivanje proteina izvan stanice niti transmembransku
domenu. Njihova to¢na uloga nije joS u potpunosti razjaSnjena, ali je
poznato da mnogi galektini sudjeluju u odrzavanju homeostaze
modulirajuci stani¢ni rast, kontrolirajuc¢i stani¢ni ciklus te inducirajudi ili
inibirajuci apoptozu [4].

1.1.1 GALEKTIN-3
1.1.1.1 Strukturna obiljezja galektina-3

Prije no Sto usvojeno danasSnje nazivlje, galektin-3 bio je poznat i pod
imenom CBP30/35 [5], Mac-2 [6], L-29 [7], L-34 [8], LBP [9] i eBP [10].
Galektin-3 je monomer relativne molekulske mase 26 200 do 30 300, ovisno
o vrsti iz koje je izoliran, premda se pribliZzna molekulska masa, odredena
denaturiraju¢om SDS-poliakrilamidnom elektroforezom, ¢ini veca (29-35
kDa). Humani je galektin-3 izgraden od 249 aminokiselina, miSji od 264, a
Stakorski od 262 aminokiselina, koje tvore tri strukturno razlicite domene:
malu N-terminalnu domenu, domenu koja sadrzi ponavljajuce elemente i C-
terminalnu domenu koja je odgovorna za lektinsku aktivnost galektina-3.
Mala N-terminalna domena izgradena je od 12 aminokiselina i vjerojatno je
odgovorna za izlucCivanje galektina-3 iz stanice, obzirom da delecija prvih 11
aminokiselina sprecava njegovu sekreciju [11]. Galektin-3 moze biti
fosforiliran na polozaju Ser® i Serl?, s time da je viSe od 90% fosfata
prisutno na Ser®, a manje od 10% na Ser!? [12]. Nefosforilirani oblik
galektina-3 (pI 8,7) prisutan je iskljucivo u jezgri, a fosforilirani (pI 8,2) u
jezgri i citoplazmi [13]. Cini se da je fosforilacija Ser6 nuzan preduvjet za
antiapoptozno djelovanje galektina-3 [14, 15]. Fosforilacijom se medutim
smanjuje afinitet vezanja glikoproteinskih liganada na galektin-3 [16-18].
Galektin-3 (izoliran iz stani¢nih ekstrakata) acetiliran je na svom N-
terminalnom kraju [19].

Na malu N-terminalnu domenu nastavlja se domena izgradena od 8-13
ponavljajucih motiva, strukture nalik kolagenu. Nazvana je domena bogata
glicinom i prolinom, s obzirom na to da je slijed aminokiselina u motivu: -
Pro-Gly-Ala-Tyr-Pro-Gly-X-X-X- (gdje X predstavlja bilo koju aminokiselinu).
Taj visokoocuvani slijed aminokiselina je ~25% istovjetan slijedu nekih
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heterogenih nuklearnih ribonukleoproteinskih (hnRNP) kompleksa. Cini se
da ova domena sudjeluje u stvaranju dimera ili visokouredenih oligomera
[20] koji omogucavaju multivalentne interakcije neophodne za bioloSku
aktivnost galektina-3. Ujedno je supstrat za djelovanje metaloproteinaza -2 i
-9 (MMP). Kidanjem veze Ala®2-Tyr63 djelovanjem MMP nastaje fragment
galektina-3 velicine 22 kDa s ocuvanom lektinskom aktivnoscu, ali
smanjenom mogucnoScu stvaranja homoagregata.

Domena koja prepoznaje ugljikohidrate obuhvaca ~130 aminokiselina C-
terminalnog dijela galektina-3. Sadrzi hidrofilna i hidrofobna podrucja, te je
stoga globularne prirode. Gradena je od 12 -lanaca organiziranih u dvije -
nabrane ploce [21] (Slika 1.2).

N-terminalna
domena

_.,-r',-

laktoza

Slika 1.2 Struktura galektina-3. Domena koja prepoznaje ugljikohidrate
(prikazana u kompleksu s laktozom) izgradena je od 12 p-lanaca (zeleno)
organiziranih u dvije f-nabrane ploce. Hipotetska konformacija dijela N-terminalne
domene prikazana je plavom bojom [22].

C-terminalna domena djelomi¢no je (<30%) homologna BH1 domeni
proteina antiapoptoznog faktora Bcl-2. Cini se da je slijed NWGR (Asn-Trp-
Gly-Arg), prisutan u CRD galektina-3 kao i u BH1 domeni Bcl-2, odgovoran
za antiapoptozno djelovanje oba proteina. Domena CRD vjerojatno ima
ulogu i prilikom stvaranja oligomera galektina-3 [23, 24].

1.1.1.2 LGALS3 - gen za galektin-3

Galektin-3 je kodiran genom LGALS3 (engl lectin, galactoside-binding,
soluble), smjestenom kod ljudi na kromosomu 14, lokusu q21-q22 [25].
LGALSS3 je izgraden od priblizno 17 kb, koje su organizirane u Sest eksona i
pet introna. Postoje dva mjesta pocetka transkripcije, nazvana +1la i +1b,
koja se nalaze 52, odnosno 50 nukleotida (nt) uzvodno od spoja ekson I —
intron 1. Pocetno mjesto translacije nalazi se u eksonu II. Domena bogata
prolinom i glicinom kodirana je unutar eksona III, dok je slijed koji kodira
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C-terminalnu domenu (CRD) smjeSten u potpunosti unutar eksona V.
Genski fragment koji obuhvaca slijed od -836 nt do +141 nt (relativnho od
+1a) ima snaznu promotorsku aktivnost. U promotorskoj je regiji smjeSteno
visSe “GC box” motiva za vezanje posvuda prisutnog transkripcijskog faktora
Spl, Sto je osobina promotora konstitutivno eksprimiranih (engl.
housekeeping) gena. No kako ekspresija LGALS3 raste prilikom odgovora
stanica na stimulaciju serumom, LGALS3 se smatra genom ranog odgovora
(engl. immediate early gene). Regija koja odgovara na aktivaciju serumom
smjeStena je izmedu -513 i -339 nt i izmedu -339 i -229 nt; dodatna
aktivacijska regija smjeStena je izmedu -105 i —15 nt. U promotorskoj regiji
identificirani su sljedovi za vezanje mnogih transkripcijskih faktora,
primjerice Spl, AP-1, NF-kB i CREB (engl. cAMP-response element binding
factor). Sazrijevanjem pre-mRNA u miSjim fibroblastima 3T3 nastaju dva
oblika mRNA, koji se razlikuju u 27 bp neprevedenog slijeda eksona I, a u
protein se prevode jednakom ucestaloscu [26, 27]. ZnacCenje alternativnog
sazrijevanja do danas nije objasSnjeno [28], premda je utvrdeno da na taj
naCin mogu nastati forme galektina-3 (velic¢ine 36 kDa) koje sadrze
transmembransku domenu [28]. LGALS3 je neobicno graden-unutar njega
se nalazi joS jedan gen, galig. Naime, drugi intron unutar LGALS3 sadrzi
interni promotor, Cijom se aktivacijom stvaraju dva transkripta. Oni zbog
pomaknutog okvira c¢itanja kodiraju proteine u potpunosti razlicite od
galektina-3 [29].

(-836)
TCCAGGCCAGCAGATT GGTGAGGGCCTGCTTTCTGGTTCACAGAGGGAGCCTTCTGGCTG

CAAGGTGGAAGTGGCAAGGGGACTCTCTCCGGCCTCTTTTATTAAGGCACCAATCTCATTCAC
CCTA TCACTTCCCAAGGCCTCACTTCCTAATACATCACGTGAGGGTTAGGATTTCAACATATG
GC Box 1

AAC GGCGGGATATAAACATTCAGACTATAGCACCCTGACAGTAAAA TAATAACTTATCTC

ITTCTTCCAACAAAAAGATAAGG AAAGGAGGGTATATATATATATATAATGTGAATTTCCTGTG

TAAAATGTGTTAAAGAGTTGTCTGATTATTGCTTTATAAGGGAATTGCTTTGAGACTAGGCCTATTGATCTA

GAATAAGTAGTCAATTTGTAGTCAGTTCCCTAGGGAATAGACATTGAAAAGATTTTTGGTTTTGTATTCTAC
AP-1/SIE box AP-1/bHLH box GC Box 2
AAATAAAGCAACCTA”IITAATTGAA’I”I‘CCTC TCAGCGAATTC I[ I CACTCAGGTGATTC TGATTCT] IGGAGAGGGCGG

GGCAGACGCGGCICGCAGCCCAGdTCCCGGGAGCGCCACGGAACCTAACGGTGGCAGCGGAGGTCGC

AP 1 NF kB
GCCCCICGTGCICCGCGCTCTCCCCGTAGGGAGCTTICATGGTC GCGGCTCGGGGTC
N kB GC Box 3
TCAGGCCGGCGC GGGCTCGC AGCCTGGTCCGGGGAGAGGACTGGCTGGCAGGGGC( rE “"CGCCCC
GC Box 4 GC Box 5

GCOTCGGGAGAIGGCGGGCCGGGCGGGGCTGGGAGTATTTGAGGCTCGGAGCCACCGCCCCGCCHG

GCCCGCAGCACCTCCTCGCCAGCAGCAGCCGTCCGGAGCCAGCCAACGAGCGGTGAGCTGCGCGGGG

CGCGGGGGACGCGGCTCCGGCCGGGCAGGGGAGAGGGCGCCCGGGCGCTGCTTGGGGCGCGGTCC
(+141)
CGGAGAGGGT

Slika 1.3 Slijed nukleotida promotorske regije ljudskog LGALSS.
Prikazani slijed proteze se od -836 nt uzvodno i +141 nt nizvodno od mjesta
pocetka transkripcije (+1a). Mjesta vezanja transkripcijskih faktora obiljezena su
bojama. U sekvencama “AP-1/SIE box” i “AP-1/bHLH box” niz DNA za vezanje
transkripcijskog faktora AP-1 podvucen je jednostrukom linijom, dok je niz za
vezanje SIE, odnosno bHLH podvucen dvostrukom linijom. ([25]).
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Ekspresija LGALS3 se mijenja pod utjecajem razli¢itih stimulansa. Ovisno o
tipu stimulansa, aktiviraju se ili inhibiraju pojedini transkripcijski faktori
koji se mogu vezati na promotorske regije LGALS3 [30, 31]. O signalnim
putevima kojima se regulira ekspresija LGALS3 zna se vrlo malo. Nedavna
su istrazivanja pokazala da u regulaciji ekspresije galektina-3 u
makrofagima vaznu ulogu ima signalni put protein kinaza aktiviranih
mitogenima (Ras/MEKK1/MKK]1) kojim se aktivira transkripcijski faktor
AP-1 [32].

1.1.1.3 Stanicna raspodjela galektina-3

Galektin-3 eksprimiraju razli¢ite stanicne vrste, primjerice fagocitni
leukociti (monociti, makrofagi, dendritske stanice, mastociti i neutrofili)
epitelne stanice, fibroblasti i aktivirani limfociti T, kao i velik broj tumorskih
stanica [33]. Prisutnost galektina-3 utvrdena je u gotovo svim stani¢nim
odjeljcima, ovisno o tipu stanice. U jezgri se galektin-3 nalazi u
fosforiliranom i nefosforiliranom obliku [13, 34]. U sklopu
ribonukleoproteinskog kompleksa, neovisno o svojoj lektinskoj aktivnosti
(premda pomocu domene CRD) veze jednolancanu DNA ili RNA te djeluje
kao ¢imbenik sazrijevanja pre-mRNA [35]. Cini se da galektin-3 moze ¢cak
modulirati transkripcijsku aktivnost pojedinih transkripcijskih faktora [36].
Galektin-3 nalazimo i u mitohondrijima [37], u fagosomima makrofaga i
egzosomima dendritskih stanica [38, 39]. U vecini stanica galektin-3 nalazi
se mahom u citosolu, iskljucivo u fosforiliranom obliku. Moze se u razliCitoj
mjeri izlucivati u izvanstanicni prostor, te se potom vezati na izvanstanicne
glikoproteine kao i na membranske receptore okolnih stanica ili stanice iz
koje je izlucen. Po vezanju liganada, galektin-3 moze oligomerizirati.

1.1.1.4 Sekrecija galektina-3

Kapacitet sekrecije galektina-3 pojedinih tipova stanica je jako razlicit.
Primjerice, mirujuc¢i miSji makrofagi WEHI-3 izlucuju izrazito malo (ako
uopce) galektina-3, stanice BHK [40] i MDCK [41] 10-15%, makrofagi
J774.2 30-45% [40], a stanice CHO-K1 gotovo 100% ukupne koli¢ine
galektina-3 [42]. Sekrecija galektina-3 ovisna je i o razvojnom stupnju i
aktiviranosti stanice. Mirujuc¢i makrofagi izluc¢uju malo, a makrofagi
potaknuti tioglikolatom cak 30-40% galektina-3. Galektin-3, kao ni drugi
galektini, ne sadrzi signalne sljedove za upucivanje u endoplazmatski
retikulum niti transmembransku domenu. Istrazivanja temeljena na
primjeni inhibitora razlic¢itih sekretornih puteva pokazala su da se galektin-
3 ne izlucuje klasi¢nim sekretornim putem kroz endoplazmatski retikulum i
Golgijev aparat (Tablica 1.2).
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Tablica 1.2 Utjecaj razlic¢itih tvari na sekreciju galektina-3 [43].

e1s Relativna sekrecija*
Cilj Tretman BHK MDCK
toplinski Sok 42°C + +
brefeldin A NP NP
put ER-Golgi monezin + +
18-20°C NP -
unos Ca?* A23187 + +
endo/egzocitoza metilamin - NP
nedostatak seruma -
citokalazin B NP
citoskelet kolhicin NP
nokodazol -
mdr sustav vsarapami‘l NP
ciklosporin +
* = izrazeno u odnosu na kontrolu pri 37°C
NP = nema promjene, + = povecana sekrecija, - = smanjena sekrecija

mdr sustav = sustav kojim se ostvaruje otpornost na razli¢ite lijekove (engl. multi
drug resistant system)

Zasad joS nije u potpunosti poznat nacin sekrecije galektina-3, ali postoje
naznake da se on izlucuje procesom ektocitoze — nakon nakupljanja
galektina-3 uz stanicnu membranu, stvaraju se pupovi membrane unutar
kojih se nalazi galektin-3. Oni se odjeljuju od membrane kao izvanstanic¢ne
vezikule iz kojih se, nakon naruSavanja njihove strukture, oslobada
galektin-3 [43]. Sekrecija se galektina-3 u nekim stanicama moze ostvariti i
putem vezikula koje se stapaju sa stanicnom membranom [39, 44] ili
izravnom translokacijom posredovanom transmembranskim prijenosnicima
[41, 42].

1.1.1.5 Specificnost galektina-3 prema ugljikohidratnim
strukturama

Galektin-3, kao i ostali galektini, prepoznaje i veze galaktozu. Interakcije
izmedu domene koja prepoznaje ugljikohidrate i galaktoze su slabe, s
konstantom disocijacije mikromolarnog reda velic¢ina. Galektin-3 pokazuje
medutim puno veci afinitet vezanja za laktozu i N-acetillaktozamin, kao i za
mnoge druge oligosaharide koji sadrze galaktozu (Tablica 1.3).
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Tablica 1.3 Relativni afiniteti vezanja galektina-3 na glikoligande [45].

| Ligand Relativan afinitet*
Lac 1,0%* 1,0%**
LacNAc 6,6
2’-aFuc-Lac 3,0
3-aGal-LacNAc 23,3
3,6 LacNAcy-Lac 29,1
3-aGalNAc-(2-aFuc)-Gal 16,7
3’-aGalNAc-(2-aFuc)-Gal 17,3
3’-NAc-LacNAc 11,6
3’-NBzl-LacNAc 97,6
3’-Nsuc-LacNAc 105,0
3’-N(4-MeO-F4-Blz)-LacNAc 311,0

* izmjereno pri 25-26°C
** jizmjereno mikrokalorimetrijom [46]
*** jzmjereno postupkom ELISA [47]

Premda je galektin-3 monomer koji sadrzi samo jedno vezno mjesto za
ugljikohidrate, moze se pozitivno kooperativno vezati na svoje
glikoproteinske ligande. Kineticka mjerenja su pokazala da se vezanje odvija
u dva koraka: brzo vezanje malog afiniteta prati sporo vezanje visokog
afiniteta [47]. Nedavna su istrazivanja pokazala da se visoki afinitet postize
stvaranjem multivalentnog lektinskog kompleksa, putem interakcija izmedu
N-terminalnih dijelova molekula galektina-3. Vecina do danas poznatih
liganada galektina-3 su membranski ili izvanstanicni glikoproteini na koje
se galektin-3 veze nakon Sto se izlu€i iz stanice. Valja medutim naglasiti da
s unutarstanicnim ligandima (osim s citokeratinom i CBP70) galektin-3
ostvaruje interakcije neovisne o lektinskoj aktivnosti.

1.1.1.6 Uloge galektina-3

To¢na wuloga galektina-3 nije poznata, no promjene njegove ekspresije,
stani¢nog smjestaja i sekrecije uocene su tijekom embrionalnog razvoja,
karcinogeneze, metastaziranja tumora, imunim reakcijama, odnosno
procesima koji se temelje na medudjelovanju stanica, stanica i
izvanstanicnog matriksa te prijenosu signala [45, 48-50]|. Galektin-3
sudjeluje u regulaciji rasta stanica, inhibiciji apoptoze i procesiranju pre-
mRNA [51]. Ligandi galektina-3 te funkcije posredovane njegovim vezanjem
prikazani su u tablici 1.4.
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Tablica 1.4 Ligandi galektina-3.

| Ligand Funkcija posredovana vezanjem galektina-3
*Bcel-2 antiapoptozno djelovanje [52]
*Gemin4 procesiranje pre-mRNA [S53]
*CBP70 nepoznata [54]
*Chrp nepoznata [55]

*Alix/ AIP-1

antiapoptozno djelovanje? [39]

*TTF-1 (transkripcijski
faktor specifican za §titnjacu)

aktivacija [36]

*citokeratin

nepoznata [56]

laminin adhezija stanica na izvanstanic¢ni matriks [57, 58]
kolagen IV adhezija stanica na izvanstanic¢ni matriks [59]
fibronektin vitronektin adhezija stanica na izvanstani¢ni matriks [60, 61]
henzin odrzava diferencijaciju epitelnih stanica [62]
elastin adhezija stanica na elastin [63]

medustanicna adhezija i adhezija stanica na
Mac-2BP (gp 90) izvanstanicni ma‘criksJ [64, 65] J
kubilin adhezija i endocitoza [66]

MP20 protein lece

adhezija stanica na izvanstani¢ni matriks [67]

mucini karcinoma kolona

medustani¢na adhezija i adhezija stanica na
izvanstanic¢ni matriks [68, 69]

karcino-embrionski
antigen (CEA)

medustani¢na adhezija i adhezija stanica na
izvanstanic¢ni matriks [69]

produkti glikacije (AGE)

posreduyje endocitozi AGE [70, 71]

integrini o131

adhezija stanica na izvanstanic¢ni matriks [59, 72]

oaMB1 (CD11b/CD18,
Mac-1 antigen) (humani
makrofagi)

adhezija stanica na izvanstani¢ni matriks [73, 74]

CD66a/CD66b (humani
neutrofili)

potice aktivaciju NADH oksidaze i adheziju stanica
na izvanstani¢ni matriks [75]

CD98 (stanice Jurkat)

potic¢e unos izvanstani¢nog Ca?* i modulira
adheziju stanica na izvanstani¢ni matriks [76]

CD4*/CD8* (limfociti T)

inhibira apoptozu i modulira adheziju stanica na
izvanstanicni matriks [22, 77]

FcgRII (stanice humane
eozinofilne leukemije)

smanjuje ekspresiju gena za IL-5 [78]

NCA-160 (humani neutrofili)

potice oksidativni prasak u neutrofilima [79]

adhezijske molekule
neuralnih stanica (NCAM),
MAG, L1

adhezija stanica na izvanstani¢ni matriks [80]

IgE (stanice §takorske
bazofilne leukemije)

potice degranulaciju i otpustanje serotonina [81,
82]

Lamp-1, Lamp-2
(tumorske stanice)

medustani¢na adhezija i adhezija stanica na
izvanstanicni matriks [69, 83]

Lipopolisaharid (LPS)
(bakterije)

adhezija patogenih organizama na stanice i
izvanstanic¢ni matriks [84]

* oznacCava unutarstanic¢ne ligande
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1.1.1.7 Galektin-3 u imunom odgovoru

U imunim su procesima uloge galektin-3, bilo ovisne ili neovisne o njegovoj
lektinskoj aktivnosti, brojne. Izmedu ostalog, on modulira apoptozu,
stani¢cnu adheziju i kemotaksiju imunih stanica. Jak je proinflamatorni
signal [48, 85], te aktivira mastocite i bazofile, a modulira i aktivaciju
limfocita T. Pregled uloge galektina-3 u imunom odgovoru prikazan je u
tablici 1.5.

Tablica 1.5 Funkcije galektina-3 u imunom odgovoru.

Funkcija

Medustani¢na adhezija ili interakcije stanice i patogena

Sudjeluje u adheziji neutrofila na laminin [86]
Posreduje adheziji neutrofila na vaskularne endotelne stanice [87]
Sudjeluje u adheziji P. aeruginosa na endotelne stanice mreznice [84]

Prijenos signala putem nakupljanja receptora

Potice unos Ca2*u limfocite T i monocite [76, 88]

Izaziva oksidativni prasak u makrofagima i neutrofilima [79, 89, 90]
Povecava stvaranje IL-1 u monocitima [91]

Zapocinje degranulaciju mastocita [82]

Smanjuje ekspresiju IL-5 u leukocitima [78, 92]

Kemoatraktant je za monocite i makrofage [88]

Kemoatraktant je za endotelne stanice [93]

Potice stvaranje kapilara i inducira angiogenezu [93]

Inducira regrutaciju leukocita in vivo [94]

Imunoregulacija putem povrSinskih reSetki multivalentnih galektina-3

Povecava prag aktivacije limfocita T [95]
Inhibira proliferaciju stanica kostane srsi potaknutu GM-CSF [96]

1.1.1.8 Galektin-3 u autoimunim bolestima

Za aktivaciju limfocita T potrebno je nakupljanje barem minimalnog broja
receptorima na limfocitima T (TCR, engl. T-cell receptors). Nedostatak
enzima (1,6 N-acetilglukozaminiltransferaze V (Mgat5) onemogucava
stvaranje oligosaharidnih struktura na TCR na koje se inace veze galektin-
3. Uloga je galektina-3 vezanog na TCR ogranicavanje lateralne mobilnosti
TCR. Ukoliko galektin-3 nije vezan na TCR, olakSava se nakupljanje TCR i
samim tim aktivacija limfocita T. MiSevi kojima nedostaje Mgat5 (tj. MgatS-/-
miSevi) imaju autoimunu bolest bubrega, pojacani odgodeni tip
hipersenzitivnosti te povecanu podloznost eksperimentalno izazvanom
autoimunom encefalomijelitisu [97]. Sprecavanje vezanja galektina-3 na
TCR postignuto pre-tretmanom limfocita T s laktozom stvara fenokopiju
MgatS-/- nakupljanja TCR. Ti podaci pokazuju da galektin-3 igra vaznu
ulogu u ogranicavanju regrutacije kompleksa TCR na mjestu prezentacije
antigena te da smanjeno vezanje galektina-3 na TCR povecava podloZnost
autoimunim bolestima, kao Sto je multipla skleroza [95].
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U pacijenata koji boluju od reumatoidnog artritisa utvrdena je povecana
koncentracija galektina-3 u serumu i sinovijalnoj tekucini [98], koja korelira
s poremecenom apoptozom limfocita T [99].

Autoantitijela na galektin-3 ne postoje u ljudi koji boluju od reumatoidnog
artritisa, ali je njihova prisutnost utvrdena u serumu ljudi koji boluju od
sistemskog lupusa eritematozusa, poliomiozitisa/dermatomiozitisa [100] te
Kronove bolesti [101].

1.1.1.9 Galektin-3 u tumorima

Prisutnost galektina-3 utvrdena je na mnogim vrstama tumorskih stanica,
neovisno o tome da li su tumori nastali spontano ili su izazvani virusima,
zraCenjem ili kemijskim agensima. To¢nu ulogu galektina-3 u tumorskim
stanicama, kao ni u drugim bioloSkim sustavima, nije moguce definirati, ali
je poznato da galektin-3 sudjeluje u sljedec¢im procesima bitnim za
progresiju i metastaziranje tumora:
. potice adheziju stani¢ne linije tumora dojke Evsa-T na laminin,
fibronektin, vitronektin [102]
« potice adheziju stanicne linije tumora dojke BT549 na laminin,
kolagen IV [103]
. inhibira adheziju stanica tumora dojke, prostate, melanoma,
fibrosarkoma na laminin, kolagen IV, fibronektin [S9]
« povecava ekspresiju integrina a6f1 u stanicnoj liniji BT549 [103]
« povecava ekspresiju integrina a4p7 u stanicnoj liniji Evsa-T [102]
. smanjuje ekspresiju integrina f1 u stani¢noj liniji MDA-MB-231
[104]
. Stiti stanice stani¢ne linije BT549 od apoptoze [14, 1035]
. posreduje homotipskoj agregaciji izoliranih tumorskih stanica [106]
. veze antigen T i posreduje adheziji tumorskih stanica na endotel [106,
107]
« stimulira neovaskularizaciju in vitro [102]

Povecana ekspresija galektina-3 utvrdena je u stanicama karcinoma
skvamoznih stanica glave i vrata [108], karcinoma zeluca [109],
anaplasti¢nog velikostani¢cnog limfoma [110] te tumora srediSnjeg zivCanog
sustava [111] u odnosu na ekspresiju u zdravom tkivu. PoviSenu koli¢inu
galektina-3 eksprimiraju i stanice malignih neoplazmi Stitnjace u odnosu na
zdravo tkivo, ali i u odnosu na benigne adenome Stitnjace te se galektin-3
smatra markerom prema kojem je moguce razlikovati maligne od benignih
neoplazmi Stitnjace [112]. Takoder je ustanovljeno da metastatsko tkivo
eksprimira vece koli¢ine galektina-3 od primarnih tumora [113]. Povecanje
razine cirkulirajuceg galektina-3 povezano je s prisutnosScéu udaljenih
metastaza [114]. Negativha korelacija izmedu ekspresije galektina-3 i
progresije tumora utvrdena je medutim u stanicama karcinoma dojke [115],
jajnika i prostate [116], do¢im su podaci za stanice tumora kolona
kontradiktorni [113, 117, 118].
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1.2 UPALA

Upala je strogo reguliran fizioloSki proces koji je od kljucne vaznosti za
odrzavanje homeostaze. Mogu ga izazvati razliciti signali kao Sto su infekcija
patogenima, fizicka ozljeda ili UV zracenje.

Simptomi su upale crvenilo, oticanje, vrucica, bol i oStecena funkcionalnost
Sto nastaje kao posljedica oStecenja tkiva i perfuzije terminalnih kapilara
usljed eksudacije plazme u medustanicni prostor zbog povecane
permeabilnosti kapilara. Ujedno dolazi i do stimulacije receptora boli. Te
reakcije ovise o otpusStanju medijatora kao Sto su histamin, serotonin,
prostaglandini i kinini. Nakon inicijalne reakcije upalni se produkti prenose
s mjesta upale krvlju ili dolazi do okoncanja upalne reakcije. Eksudacija
plazme Cesto je pracena emigracijom krvnih stanica, primjerice granulocita i
monocita u medustanicni prostor kao i proliferacijom makrofaga i
fibroblasta. Svi su ti dogadaju vazni za odrzavanje homeostaze, ali ponekad
mogu uzrokovati nastanak upalnih bolesti, primjerice kroni¢nog
reumatoidnog artritisa.

Upalni je odgovor pracen nakupljanjem limfocita T, plazma stanica,
monocita, makrofaga, neutrofila i trombocita, koji, kao i tkivne endotelne
stanice i fibroblasti, izluc¢uju mnostvo lipida, faktora rasta, citokina i enzima
koji uzrokuju lokalno osStecenje tkiva, a ponekad i proliferaciju i fibrozu.
Leukociti se na mjestu ozljede nakupljaju privuceni citokinima, kemokinima
i drugim medijatorima upale. Takoder dolazi do indukcije enzima kao $to su
ciklooksigenaza-2 (COX-2) i duSik-oksid-sintaze ¢iji produkti (prostaglandini
i dusSikov oksid) poticu lokalan protok krvi. Molekule koje poticu stvaranje
citokina i drugih proteina upalnog odgovora su mikrobni produkti
(primjerice, lipopolisaharid-LPS) i sami citokini (primjerice, IL-1, TNF-a, IL-
17 i IL-18). Te molekule, vezucéi se na razliCite receptore aktiviraju cetiri
osnovna unutarstani¢na signalna puta kojima se kontrolira ekspresija gena
ukljuc¢enih u upalni odgovor na transkripcijskoj i post-transkripcijskoj
razini [119, 120]. To su:

1) signalni put protein kinaza kojim se aktivira transkripcijski faktor NF-

KB (engl. nuclear factor kappa B)

2) signalni putevi protein kinaza aktiviranih mitogenima (engl. mitogen-
activated protein kinase, MAPK):

a) signalni put kinaze regulirane izvanstani¢nim signalima (engl.
extracellular-signal-regulated kinase, ERK)

b) signalni put c-Jun N-terminalne kinaze (engl c-Jun-N-terminal
kinase, JNK) odnosno protein kinaze aktivirane stresom (engl
stress-activated-protein-kinase, SAPK)

c) signalni put kinaze p38

Svi ti putevi vjerojatno reguliraju proces transkripcije, a signalni put kinaze
p38 ima i dodatnu vaznu ulogu u post-transkripcijskoj regulaciji jer utjece
na stabilnost mRNA gena koji sudjeluju u upalnom odgovoru [121-123].

Koji ¢ce se signalni putevi aktivirati, u kojoj mjeri i na koji nacin, ovisi o tipu
izvanstani¢nog poticaja, kao i vrsti i razvojnom stupnju stanice. Osim toga,
valja uzeti u obzir da se signalni putevi ispreplicu te stoga jedna molekula
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1. Uvod

moze biti ukljucena u regulaciju viSe signalnih puteva a razliCiti signalni
putevi u konacnici mogu regulirati ekspresiju i/ili aktivnost iste molekule.

1.2.1 SIGNALNI PUTEVI PROTEIN KINAZA AKTIVIRANIH
MITOGENIMA (MAPK)

Tri su osnovne skupine MAPK u stanicama sisavaca koje se aktiviraju u
upalnom odgovoru: kinaza regulirana izvanstanicnim signalima (ERK), c-
Jun N-terminalna kinaza (JNK) odnosno protein kinaza aktivirana stresom
(SAPK), te kinaza p38.

Osnovna je znacajka signalnih puteva protein kinaza aktiviranih
mitogenima ocuvan trokomponentni model aktivacije, a sastoji se od tri
kinaze u slijedu koje se medusobno aktiviraju (Slika 1.4).

MAPKKK Raf MEKK MLK ASK1
MAPKK MEK1 MEK2 MKK7 MKK4 MKK3 MKK8
l N
MAPK ERK JNK p38
RSK MSK MAPKAPK3 MAPKAPK2

Slika 1.4 Shema trokomponentnog modela aktivacije MAPK. Kaskada MAPK
sastoji se od tri kinaze u slijedu koje se medusobno aktiviraju. Pojedine MAPKKK
su cesto komponente viSe signalnih puteva. MAPKK selektivno fosforiliraju
pojedine MAPK, osim MKK4, koja osim JNK moze aktivirati i p38. MAPK mogu
fosforilirati transkripcijske faktore ili kinaze koje potom fosforiliraju transkripcijske
faktore (kratice: MKKK-kinaza kinaze protein kinaze aktivirane mitogenima, MKK-
kinaza protein kinaze aktivirane mitogenima, MAPK — protein kinaza aktivirana
mitogenima) [124].

Prva kinaza u slijedu je kinaza kinaze MAPK (MAPKKK) koja se aktivira ili
fosforilacijom kinazom kinaze kinaze MAPK (MAPKKKK) ili interakcijom s
malim proteinima iz obitelji Ras ili Rho koji vezu GTP. MAPKKK fosforilira i
aktivira sljedecu kinazu u nizu, kinazu MAPK (MAPKK). MAPK su posljednje
kinaze u nizu koje uglavnom fosforiliraju brojne transkripcijske faktore (TF),
ali i mnoge druge supstrate, poput protein kinaza, fosfolipaza te proteina
citoskeleta. Do danas je u stanicama sisavaca identificirano 14 MAPKKK, 7
MKK i 13 MAPK, a postoji i veliki broj njihovih izoformi nastalih
alternativnim procesiranjem [125].
Fosforilacija transkripcijskih faktora (TF) protein kinazama aktiviranim
mitogenima regulira njihovu aktivnost tako Sto djeluje na:

a) unutarstanicnu lokalizaciju TF [126]

b) razinu ekspresije TF [127, 128]

c) vezanje TF na DNA [129]

d) interakciju TF s regulatornim proteinima [130, 131].
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Pojednostavljeni prikaz moguce regulacije aktivnosti TF signalnim putem
MAPK prikazan je na slici 1.5.

Signalnim putevima MAPK reguliraju se aktivnosti velikog broja
transkripcijskih faktora, primjerice p53, STAT1 (engl. signal transducer and
activator protein 1), STAT3 (engl. signal transducer and activator protein 3),
C/EBPB (engl. CCAAT-enhancer-binding protein ), Sp-1, CREB (engl
cAMP-response-element binding protein), NFAT (engl. nuclear factor of
activated T cells) i AP-1 (engl. activator protein 1).

Cini se da transkripciju najveceg broja gena cija se ekspresija mijenja u
stanju upale, wuz transkripcijski faktor NF-kB, regulira upravo
transkripcijski faktor AP-1 [124, 132].

@ citoplazma

jezgra

promjena
konformacije

T3

vezanje DNA ; i
c e a/ ' vezanje koaktivatora

i korepresora

m
m
l o
modlflkacua Uy m .
kromatina degradacija posredovana
proteosomom

Slika 1.5 Regulacija aktivnosti TF signalnim putem MAPK. MAPK mogu
fosforilirati (P) transkripcijske faktore (TF) i regulirati njihov ulazak i izlazak iz
jezgre. Jednom fosforilirani, TF Cesto mijenjaju konformaciju regulirajuci na taj
nacin svoje funkcije, kao Sto su vezanje DNA i vezanje koaktivatora i korepresora.
Koaktivatori i korepresori su, kao i komponente kromatina, takoder podlozni
regulaciji putem MAPK. U nekim sluc¢ajevima, fosforilacija transkripcijskih faktora
modulira njihovu stabilnost. Kratice: MAPK - protein kinaze aktivirane
mitogenima, TF — transkripcijski faktori, P — fosforilacija, A — koaktivatori, R —
korepresori [124].

1.2.1.1 Transkripcijski faktor AP-1

Transkripcijski faktor AP-1, kodiran protoonkogenima, homodimer je ili
heterodimer ¢lanova obitelji proteina Jun (c-Jun, v-Jun, Jun-B, Jun-D), Fos
(c-Fos, Fos-B, Fra-1, Fra-2), faktora aktivacije transkripcije (engl. activating
transcription factor; ATF-2, ATF-3/LRF-1, B-ATF, JDP-1, JDP-2) ili Maf (v-
Maf, c-Maf, Maf-A/B/F/G/K, Nrl). Svi oni pripadaju klasi basic zipper
dimernih proteina koji prepoznaju specificne sljedove DNA i vezu se na njih
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[133]. Geni fos i jun su geni ranog odgovora (engl. immediate early gene) Sto
znac¢i da njihova transkripcija zapocinje neposredno nakon stimulacije
stanice [134]. Proteini Jun mogu stvarati stabilne dimere koji prepoznaju
sljedove DNA (5'-TGAG/CTCA-3') poznate pod nazivom TREs (engl. phorbol-
12-O-tetradecanoate-13-acetate response elements); proteini Fos ne
stvaraju stabilne dimere, ali mogu stvarati heterodimere s proteinima Jun
koji su stabilniji od homodimera Jun/Jun. Proteini ATF stvaraju
homodimere i heterodimere s proteinima Jun koji prepoznaju sljedove CRE
(engl. cAMP responsive elements; 5'-TGACGTTCA-3'). U mnostvo gena koji u
svojoj promotorskoj regiji sadrze sljedove koje prepoznaju pojedine
kombinacije komponenti transkripcijskog faktora AP-1 ubrajamo i same
gene c-juni c-fos.

Regulacija aktivnosti AP-1 je vrlo slozena i odvija se na nekoliko razina koje
ukljucuju regulacije:
a) razine transkripcije gena jun i fos te stupnja razgradnje pripadnih
mRNA (engl. mRNA turnover)
b) stupnja razgradnje proteina Jun i Fos
c) posttranskripcijskih modifikacija proteina Jun i Fos koje mijenjaju
njihov transaktivacijski potencijal
d) interakcija s drugim transkripcijskim faktorima koje mogu narusiti ili
pojacati aktivnost AP-1 [134-136].

Aktivnost AP-1 inducira se pod utjecajem velikog broja razli¢itih signala
(kao Sto su prisutnost faktora rasta, citokina, hormona, virusa,
farmakoloskih tvari, teSkih metala te pod djelovanjem UV- i y- zracenja),
koji u razlicitoj mjeri aktiviraju pojedine kaskade MAPK (JNK, ERK i p38), a
one pak pojacavaju aktivnost AP-1 fosforiliranjem odredenih supstrata.
Primjerice, transkripcijska aktivnost c-Jun se pojacava uslijed amino-
terminalne fosforilacije Ser® i Ser”® djelovanjem JNK [137], kao i uz
prisutnost fosforiliranog transkripcijskog kofaktora CBP (engl. CREB-
binding protein) [138]. c-Jun potice stanicnu proliferaciju smanjujuci
ekspresiju tumor-supresor gena i poticuci transkripciju gena koji kodira za
ciklin D1, do¢im JunB djeluje upravo na suprotan nacin. Zasada ostaje
nerazjasnjeno kako c-Jun i JunB, koji prepoznaju gotovo identi¢ne sljedove
DNA, mogu tako oprec¢no djelovati [139].

1.2.1.2 Transkripcijski faktor NF-kB

Transkripcijski faktor NF-kB (engl. nuclear factor kappa B) nalazi se u
gotovo svim tipovima stanica i sudjeluje u regulaciji ekspresije viSe od
stotinu gena. NF-kB je skupni naziv za inducibilne homo- ili heterodimerne
transkripcijske faktore sastavljene od proteina obitelji Rel koji vezu DNA. U
sisavaca obitelj proteina Rel €ini pet ¢lanova: Rel (c-Rel), RelA (p65/NF-kB3)
RelB, NF-kB1 (pSO i njegov prekursor pl05) te NF-kB2 (p52 i njegov
prekursor p100). Svi oni sadrze homolognu domenu Rel (engl. Rel homology
domain) velicine oko 300 aminokiselina, koja je odgovorna za njihovu
dimerizaciju i vezanje DNA, a ujedno je i regulatorna domena. Unutar nje se
nalazi signalni slijed za smjeStanje u jezgru (engl. nuclear localization
sequence, NLS).
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U nestimuliranim stanicama dimeri NF-kB nalaze se u citoplazmi povezani
s inhibitornim proteinima klase IkB. Obitelj proteina IkB ¢ine IkB-a, IxB-f3,
IkB-y, IkB-6, IkB-¢ i Bcl-3, premda i p105 i p100 mogu djelovati kao IkB.
Aktivaciju NF-kB mogu izazvati razliCiti poticaji (primjerice citokini,
bakterijski ili virusni produkti, UV i y zracenje) koji, do danas slabo
razjaSnjenim signalnim putevima, aktiviraju multiproteinski kompleks
kinaza IkB (IKK) uzrokujuci fosforilaciju N-terminalnog dijela (Ser32 i Ser36)
IxB i njegovu disocijaciju. Signalni slijed za smjeStanje u jezgru NF-kB stoga
viSe nije zaklonjen te se NF-kB upucuje u jezgru, a fosforilirani se IkB
ubikvitinira i usmjerava do 26S proteasoma gdje se hidroliticki razgraduje
(Slika 1.6). Premda je disocijacija IkB i translokacija NF-kB u jezgru klju¢na
za aktivaciju tog transkripcijskog faktora, njegova se transkripcijska
aktivnost moze dodatno pojacati fosforilacijom i acetilacijom p6S
podjedinice, kao i vezanjem razli¢itih kofaktora. Cini se da u tom procesu, a
mozda i u samoj aktivaciji IKK, sudjeluju i neke od protein kinaza
aktiviranih mitogenima [140-142].

LPS, dsRNA,
ionizirajuce zratenje,
TPA :

imunereceptor,

anti-apoptozni proteinl
adhezijske molekule
proteini akutne faze,

COX-2

Slika 1.6 Shematski prikaz aktivacije NF-kB. Razli¢iti stimulansi,
ukljucéujuci proinflamatorne citokine TNFa i IL-1, jo§ nerazjaSnjenim signalnim
putem aktiviraju IKK. IKK fosforilira IkB-a, omogucavajuc¢i prepoznavanje IkB
pomocu E3RS, komponente SCF tipa E3. Posljedi¢na poliubikvitinilacija IkB-a
usmjerava IkB-a do 26S proteosoma gdje se on proteoliticki razgraduje. Signalni
slijed za smjeStanje u jezgru NF-xkB viSe nije zaklonjen te se NF-kB premjesSta u
jezgru. NF-kB u jezgri potice transkripciju razli¢itih gena, ukljucujudi i IkB-a, ¢ime
se ponovno inhibira aktivnost NF-kB. NF-kB potice transkripciju gena koji
kodiraju za medijatore upale, kao Sto su TNFa, IL-1 i kemokini, S§to pak dovodi do
regrutacije dodatnih stanica na mjesto upale [132].
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Slika 1.7 Shematski prikaz signalnih puteva i mehanizama regulacije
gena ukljuéenih u upalni odgovor. Citokini (IL-1, IL-17, IL-18, TNF) ili
mikrobni produkti (LPS) poticu nakupljanje receptora i oligomerizaciju TRAF, Sto je
klju¢ni dogadaj za aktivaciju kinaze IkB te signalnih puteva ERK, JNK i p38. Te
kinaze fosforiliraju ili IkB i NF-kB ili transaktivacijske domene AP-1, aktivirajuc¢i na
taj nac¢in NF-kB i AP-1. Za jaku transkripciju potrebna je, uz aktivaciju NF-kB,
aktivacija barem joS jednog signalnog puta MAPK. Ona uzrokuje acetilaciju i
fosforilaciju histona, koju prati stvaranje viSeproteinskih kompleksa — pojacivaca
transkripcije. Unutar tih pojacivaca NF-kB i AP-1 intereagiraju s DNA, drugim
transkripcijskim faktorima, koaktivatorima (npr. CBP/p300) i holoenzimom RNA
polimerazom II. Posljedica varijacije u strukturi pojacivaca je aktivacija specificnih
gena. Novosintetizirana mRNA je stabilizirana signalnim putem p38-MK-2.
Inhibicija klju¢nih koraka prijenosa signala moze se posti¢i primjenom
glukokortikoida (G), inhibitora protein-kinaza (UO126, SP600125, SB203580),
donora NO (SNAP; S-nitro-N-acetil-DL-penicilamin), salicilata i arsenita (kratice:
AP-1-transkripcijski factor AP-1, ARE - elementi bogati slijedom AU, AUF1 - faktor
vezanja AU 1, CREB - protein koji veze CBP, elF - faktor inicijacije elongacije, ERK
- kinaza regulirana izvanstani¢nim signalima, IkB — inhibitor NF-kB, IKK - kinaza
IkB, JNK - c-Jun N-terminalna kinaza, MAPK - protein kinaze aktivirane
mitogenima, MEKK - ERK kinaza aktivirana mitogenima, MKK - kinaza MAPK,
PABP - protein koji veze poliA-rep, P — fosforilacija, TTP - tristetraprolin, TAK1 -
protein kinaza 1 aktivirana faktorom rasta tumora, TNF - faktor nekroze tumora,
TRAF — faktor vezanja receptora TNF) [121].

1.2.2 TVARI S IMUNOMODULATORNIM DJELOVANJEM

1.2.2.1 Nesteroidne tvari s imunomodulatornim djelovanjem (NSAIDs)

Nesteroidne tvari s imunomodulatornim djelovanjem (engl. non-steroidal
antiinflammatory drugs, NSAIDs) su jedna od najceSce rabljenih skupina
lijekova. Djeluju kao analgetici, antipiretici, antiinflamatorici te sprecavaju
agregaciju trombocita. Koriste se u terapiji razli¢itih bolesti (primjerice,
astme, ateroskleroze, artritisa). Njihovo se djelovanje temelji ponajviSe na
sposobnosti inhibicije ciklooksigenaze (COX) drugim imenom prostaglandin
H sintaze, kljuénog enzima biosintetskog puta prostaglandina. COX je
bifunkcionalan enzim-katalizira konverziju arahidonske kiseline u
prostaglandin G2 (PGg2), a potom u prostaglandin Ho (PGH2). On je preteca
biolo§ki aktivnih prostaglandina - PGE,, PGl2, PGD> i TXA> (tromboksana),
molekula koje su medijatori upale - djeluju kao vazodilatatori, a imaju i
antiproliferativan ucinak na limfocite T i B. COX postoji u obliku dviju
izoformi-COX-1 i COX-2. COX-1 je konstitutivno eksprimiran u gotovo svim
stanicama organizma i sudjeluje u fizioloSkim funkcijama (citoprotekciji
stanica Zzeluca, agregaciji trombocita). COX-2 je proteinski produkt gena
ranog odgovora, koji eksprimiraju stanice ukljuc¢ene u upalni odgovor
(monociti, makrofagi, sinoviociti) i vecinom posreduje sintezu prostanoida
ukljucenih u patoloske procese, kao Sto su akutna i kroni¢na upala. Vecina
je  negativnih  popratnih  ucinaka NSAIDs (primjerice iritacija
gastrointestinalnog sustava i krvarenje, disfunkcija trombocita) rezultat
inhibicije COX-1, a antiinflamatorna, antipireticka i analgeticka djelovanja
rezultat su inhibicije COX-2 [143]. Do danas nije to¢no utvrdeno mogu li
NSAIDs inhibirati i samu ekspresiju, a ne samo aktivhost COX [144].
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U posljednje se vrijeme pojedini NSAIDs sve viSe koriste za prevenciju
kardiovaskularnih bolesti i mozdanog udara kao i za suportivno lijeCenje
tumora (npr. tumora kolona) [145, 146]. Sve je viSe dokaza da
antitumorsko, a djelomice i protuupalno djelovanje NSAIDs nije samo
rezultat inhibicije COX, vec¢ djelovanja NSAIDs na razliCite signalne puteve i
transkripcijske faktore (Slika 1.8). Istrazivanja na tom podruc¢ju do danas
su dala vrijedne, ali cesto nepotpune i oprecne rezultate, ali se ¢ini da
modulacija signalnih puteva i TF ovisi kako o vrsti i primijenjenoj
koncentraciji NSAIDs, tako i o tipu stanice, njezinom razvojnom stadiju i
okruzenju u kojem se nalazi [147].
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Slika 1.8 Ucinak nesteroidnih tvari s imunomodulatornim djelovanjem
na pojedine komponente signalnih puteva. Komponente signalnih puteva
inhibirane djelovanjem NSAIDs oznacene su sivim ovalom, a komponente
aktivirane NSAIDs bijelim ovalom. (kratice: Akt/PKB — protein kinaza B, APC -
adenomatous polyposis coli tumor supresor gen, Cdk — ciklin-ovisna kinaza, CREB
- protein koji veze CBP, Erk - kinaza regulirana izvanstani¢nim signalima, GSK3b —
kinaza 3 [ glikogen-sintaze, HSF - faktor toplinskog Soka, Hsp - proteini
toplinskog Soka, IKK - kinaza IkB, JNK - c-Jun N-terminalna kinaza, MAPK -
protein kinaze aktivirane mitogenima, MAPKAP - protein kinaza aktivirana MAPK,
MEK/MKK - kinaza protein kinaze aktivirane mitogenima, MLK — protein kinaza iz
razlicitih obitelji, MSK — protein kinaza aktivirana mitogenima i stresom, NIK -
kinaza koja inducira NF-kB, PAK - p21-aktivirana kinaza, PDK — kinaza ovisna o
fosfoinozitolu, PI-3K - fosfoinozitol-3-kinaza, PKC - protein kinaza C, pRb -
retinoblastoma protein, p70-S6K - p70-S6 kinaza, p90RSK - ribosomska S6
kinaza, Tcf — faktor stanica T [147].
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Aspirin

Aspirin (acetil-salicilna kiselina, ASA, kemijska formula CoHgO4, Mr=
180,16) ireverzibilno inaktivira COX-1 i COX-2 acetiliranjem hidroksilne
skupine serina koji se nalazi u veznom mjestu enzima, onemogucavajuci na
taj nacin vezanje arahidonske kiseline na COX [148, 149].

COOH
OCOCH,

Slika 1.9 Struktura aspirina

Djelovanja aspirina koja su neovisna o inhibiciji COX ukljucuju:

. modulaciju signalnog puta MAPK koja su rezultat:
. inhibicije aktivnosti Erk
. aktivacije p38 MAPK
. inhibicije ili u pojedinim slucajevima aktivacije JNK

. inhibiciju NF-kB koja je rezultat inhibicije fosforilacije i/ili proteosomske
razgradnje IkB. Aspirin se moze vezati na IKKp sprecavajuci na taj nacin
vezanje ATP, Sto inhibira kinaznu aktivnost IKKf. Na slican nacin aspirin
vjerojatno moze utjecati i na druge kinaze.

 inhibiciju AP-1 [150]

. aktivaciju STAT1 koja je rezultat povecanja sposobnosti vezanja DNA
[151]

Indometacin

Indometacin (1-(4-klorobenzoil)-5-metoksi-2-metil-1-H-indol-3-octena kiseli-
na, kemijska formula Ci9H16CINOs4 Mr=357,81) djeluje puno jace od
aspirina, a kako Cesto izaziva ozbiljne popratne pojave (hematoloSka i
jetrena oStecenja, poremecaje gastrointestinalnog sustava), rabi se rjede
nego aspirin, i to najcesce u lijecenju tezih bolesti pracenih jakom boli, kao
Sto je ankilozantni spondilitis i osteoartroza.

CH,0 ——CH,COOH

N/|_CH3

Slika 1.10 Struktura indometacina

Indometacin uzrokuje sporu i vremenski ovisnu inhibiciju COX-1 i COX-2,
koja je rezultat konformacijskih promjena do kojih dolazi ostvarivanjem
ionskih interakcija karboksilne skupine indometacina i arginina
polipeptidnog lanca COX. Za razliku od aspirina, indometacin vjerojatno ne
inhibira niti NF-kB niti AP-1 niti MAPK [152]. Veze se i aktivira receptor y
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aktiviran proliferatorom peroksisoma (engl. peroxisome proliferator-
activated receptor y, PPARy), nuklearni hormonski receptor koji nakon
vezanja hormona djeluje kao transkripcijski faktor [153, 154]|. PPARy
sudjeluje u diferencijaciji adipocita, ali i u modulaciji imunog odgovora
suprimiranjem ekspresije proinflamatornih gena u makrofaga (IL-1, TNF-a,
dusik-oksid sintaze). Njegovi fizioloski ligandi nisu to¢no poznati, premda
postoje odredene naznake da se na njega mogu vezati prostaglandini i
nesteroidne tvari s imunomodulatornim djelovanjem. Vezanjem agonista
PPARs heterodimerizira s retinoicnim receptorom X te se veZe na svoja
vezna mjesta u promotorskim regijama gena. Osim toga, takav moze
transrepresijom inaktivirati druge transkripcijske faktore, kao Sto je NF-xkB.

1.2.2.2 Steroidne tvari s imunomodulatornim djelovanjem-
glukokortikoidi

Glukokortikoidi (GC) su vrlo Cesto upotrebljavana skupina lijekova, koja se
koristi u lijeCenju alergijskih i autoimunih bolesti, reumatoidnog artritisa,
reumatske groznice, brojnih koznih bolesti, nekih oblika leukemija, a
primjenjuju se i kao imunosupresivi nakon transplantacije organa. U
cirkulaciji uzrokuju redistribuciju leukocita te inhibiraju funkciju leukocita
i tkivnih makrofaga. Protuupalno i imunosupresivno djelovanje GC temelji
se ponajviSe na inhibiciji transkripcije citokina i kemokina (IL-1p, IL-2, II-3,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-11, IL-12, IL-16, TNF-a, GM-CSF (engl. granulocyte-
macrophage colony stimulating factor) IFN-y i eotaksina) i citokinskih
receptora [155]. Prirodni glukokortikoidi proizvode se u izvornom obliku ili
kao acetati, a postoji i velik broj sintetskih glukokortikoida koji se donekle
razlikuju od prirodnih hormona. Medusobno se razlikuju po trajanju
ucinka, intenzitetu djelovanja i lokalnoj aktivnosti. Glavni predstavnici
sintetskih glukokortikoida su hidrokortizon i deksametazon.

Hidrokortizon

Hidrokortizon (drugim imenom kortizol, 17-hidroksikortikosteron, kemijska
formula C21H300s5, Mr=362,5) je kristalini¢ni prasak tesko topljiv u vodi.
Nakon oralne aplikacije resorbira se u probavnom sustavu. U krvi ga je 95%
vezano za az-globulin, a ostatak od 5% je bioloski aktivan.

CHOH

Slika 1.11 Struktura hidrokortizona

Deksametazon

Deksametazon (9-fluoro-11B3,17,21-trihidroksi-16a-metilpregna-1,4-dien-
3,20-dion, kemijska formula C22H29FOs, Mr=392,47) je bijeli kristalini¢ni
prah tesSko topljiv u vodi. Ima 30 puta jace protuupalno djelovanje od
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hidrokortizona. Za farmakolo§ki ucinak svih glukokortikoida bitna je
prisutnost slobodne hidroksilne skupine na C-11 atomu, ali je takoder bitna
i jaCina vezanja za receptore. Svi sintetski glukokortikoidi, derivati
hidrokortizona, jace se vezu na glukokortikoidne receptore.

CH,OH

Slika 1.12 Struktura deksametazona

Glukokortikoidi (GC) su relativno male lipofilne molekule koje difundiraju
kroz lipidni dvosloj stanicne membrane i vezu se na svoje citoplazmatske
receptore. Glukokortikoidni receptori (GR) se u citoplazmi nalaze vezani na
Saperone (najceSce Hsp 90 i Hsp 70) i ko-Saperonske molekule (poglavito
imunofiline). Po vezanju GC na GR dolazi do hiperfosforilacije, koja potice
zamjenu jednog imunofilina (FKBP-51) drugim (FKBP-52) te vezanje
transportnog proteina dineina na novonastali kompleks. On se upucuje u
jezgru gdje dolazi do njegove disocijacije i konverzije GR u oblik koji moze
vezati DNA [156, 157].

Geni Cija je ekspresija pozitivno regulirana djelovanjem GC u svojoj
promotorskoj regiji sadrze elemente odgovora na GC (engl. GC-response
elements, GRE), na koje se aktivirani GR veze kao homodimer, a geni ¢ija je
ekspresija negativno regulirana djelovanjem GC ili u svojoj promotorskoj
regiji sadrze negativhe elemente odgovora na GC (engl. negative GC-
response elements, nGRE) ili je njihova transkripcija inhibirana izravnim ili
posrednim djelovanjem GR na transkripcijsku aktivnost drugih
transkripcijskih faktora (kao Sto su NF-kB, AP-1, CREB, C/EBPB, STAT i
pS3) [158, 159]. Protuupalno djelovanje GC nije moguce objasniti
ekspresijom gena koji su pozitivno regulirani GC (kao Sto se geni za tirozin-
i alanin-aminotransferazu i fosfoenolpiruvat karboksikinazu), a kako geni
koji se aktiviraju u upalnom odgovoru ne sadrze nGRE, Cini se da je za
protuupalni u¢inak GC klju¢no djelovanje GR na transkripcijsku aktivnost
TF [160].

Nacini kojima se to ostvaruje su:
e Indukcija sinteze IxkB
GC u pojedinim tipovima stanica induciraju transkripciju gena za
IkB, inhibitora transkripcijskog faktora NF-kB [161].
e Model proteinskih interakcija
a) "jednostavan model"
GR se moze vezati na razliCite transkripcijske faktore (NF-AT, NF-
kB i AP-1) stvarajuc¢i na taj nacin kompleks koji se ne moze
vezati na DNA. Taj je mehanizam djelovanja poznat pod nazivom
transrepresija [162, 163].

22



1. Uvod

b) "mjeSoviti model"
GR se moze vezati na transkripcijske faktore (NF-kB i AP-1) koji
su veC¢ vezani na DNA i inhibirati njihovu transkripcijsku
aktivnost [163, 164].
c) "model transmodulacije"”
Ukoliko se GRE nalazi u blizini veznih mjesta za druge
transkripcijske faktore (AP-1, NF-AT, ANF-1 ili ANF-2), vezanjem
GR na GRE moze doc¢i do stvaranja proteinskih interakcija s
transkripcijskim faktorima koji su vec¢ vezani na DNA. To pak
onemogucava stvaranje funkcionalnog preinicijacijskog
kompleksa a samim time i inicijaciju transkripcije [165-167].
d) "model kompeticije"
Transkripcijska aktivnost GR, AP-1 i NF-kB mozZe se potaknuti
prisutnoscu kofaktora kao Sto su CBP, p300 ili histon-
acetiltransferaze (engl. histone acetyltransferase, HAT), te stoga
kompeticija GR i AP-1 ili NF-kB za iste kofaktore moze uzrokovati
promjenu transkripcijske aktivnosti tih TF [168].
Indukcija gena reguliranog glukokortikoidima (GILZ)
GC poticu ekspresiju gena GILZ (engl. GC-induced leucine zipper).
GILZ je transkripcijski faktor koji moze inhibirati translokaciju NF-
kB i AP-1 stvarajuci interakcije s pojedinim komponentama tih TF.
GILZ moze takoder inhibirati signalni put kinaze regulirane
izvanstanicnim signalima (ERK) vezuci se na jednu od MAPKKK,
preciznije-Raf [169].
Indukcija gena za MKP-1
GC induciraju ekspresiju fosfataze MAPK-1 (MKP-1, engl. MAPK
phosphatase 1). Defosforilacijom MAPK uzrokovanom djelovanjem
MKP-1 inaktiviraju se signalni putevi JNK i p38 [170].
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1.3 CILJ ISTRAZIVANJA

Osnovni je cilj ovog rada sustavno ispitati ucinke imunomodulatornih
tvari na ekspresiju LGALS3 i galektina-3 u nediferenciranim i
diferenciranim stanicama monocitno-makrofagne loze.

Kako bi se mogao ostvariti postavljeni cilj, potrebno je:

. izabrati prikladnu stanic¢nu liniju monocitno-makrofagne loze koja u
detektabilnoj mjeri eksprimira LGALS3 i galektin-3
. optimirati metodu za odredivanje razine ekspresije LGALS3, koja
ukljucyje izolaciju intaktne RNA, reverznu transkripciju pracenu
lancanom reakcijom polimerazom te odredivanje koli¢ine nastalih
produkata
. potvrditi specificnost umnazanja lancanom reakcijom polimerazom
sekvenciranjem produkata te reakcije
. izloziti stanice monocitne stanic¢ne linije 72-satnom djelovanju
. slabe nesteroidne tvari s imunomodulatornim djelovanjem
(aspirina)
. jake mnesteroidne tvari s imunomodulatornim djelovanjem
(indometacina)
. slabe steroidne tvari s imunomodulatornim djelovanjem
(hidroksikortizona)
. jake steroidne tvari s imunomodulatornim djelovanjem
(deksametazona)
niskih, srednjih i visokih terapeutskih koncentracija.

. odrediti vijabilnost i metabolicku aktivnost stanica izloZenih
djelovanju imunomodulatornih tvari, odnosno citotoksi¢nost
primijenjenih koncentracija imunomodulatornih tvari

. diferencirati stanice monocitne stanicne linije u makrofage

. izloziti diferencirane stanice 72-satnom djelovanju

. slabe nesteroidne tvari s imunomodulatornim djelovanjem
(aspirina)

. jake mnesteroidne tvari s imunomodulatornim djelovanjem
(indometacina)

. slabe steroidne tvari s imunomodulatornim djelovanjem
(hidroksikortizona)

. jake steroidne tvari s imunomodulatornim djelovanjem
(deksametazona)

srednjih i visokih terapeutskih koncentracija

. prirediti stanicne homogenate kontrolnih stanica i stanica
sakupljenih 1, 3, 5, 24, 48 i 72 sata nakon izlaganja navedenim
tvarima

. odrediti koli¢inu galektina-3 u stanicnim homogenatima imunoblot
metodom uz primjenu specificnih protutijelaodrediti kolicinu mRNA
za galektin-3 u kontrolnim stanicama i stanicama sakupljenim 1, 3,
5, 24, 48 i 72 sata nakon izlaganja navedenim tvarima optimiranom
metodom za odredivanje razine ekspresije LGALS3
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2. Materijal i metode

2.1 MATERIJAL

Materijal i kemikalije upotrijebljeni u ovom radu nabavljeni su od:

Agilent Technologies (Palo Alto, CA, SAD)
Amersham Biosciences (Cardiff, Velika Britanija)
Applied Biosystems (Foster City, CA, SAD)
Biochrom (Berlin, Njemacka)

Fermentas (Vilnius, Litva)

Fluka (St. Louis, MO, SAD)

Invitrogen (Carlsbad, CA, SAD)

Kemika (Zagreb, Hrvatska)

Merck (Darmstadt, Njemacka)

Millipore (Bedford, MA, SAD)

Oncogene Research Products (Darmstadt, Njemacka)
Pharmacia (Uppsala, Svedska)

Promega (Madison, WI, SAD)

Qiagen (Qiagen, Valencia, CA, SAD)

Roche (Mannheim, Njemacka)

Roth (Karlsruhe, Njemacka)

Sigma (St. Louis, MO, SAD)

2.1.1 Standardne kemikalije

agaroza Sigma
albumin govedeg seruma Roth
akrilamid /bisakrilamid mix 37,5:1 (30%) Sigma
amfotericin Invitrogen
amonijev persulfat Sigma
aspirin Sigma
bicinkonini¢na kiselina Sigma
CuS0O4x SH20 Sigma
deksametazon Sigma
dietil-pirokarbonat Sigma
DMSO Sigma
ECL™ Western Blotting Detection Reagents Amersham Biosciences
EDTA Roth
etanol (96%) Kemika
etidij bromid Sigma
fetalni telec¢i serum Invitrogen
forbol-12-miristat-13-acetat Sigma
GBX Developer/Replanisher Sigma
GBX Fixer/Replanisher Sigma
glicerol (redest.) Kemika
glicin Sigma
HCI (36%) Kemika
hidrokortizon Sigma
indometacin Fluka
izopropanol Sigma
ledena octena kiselina Kemika
B-merkaptoetanol Sigma
metanol Kemika
MuL V reverzna transkriptaza Invitrogen
NaCl Roth
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NaOH Sigma
PBS - Seromed®, Dulbeco, pH 7,4 Biochrom
penicillin G Sigma
Platinum Taq polimeraza Invitrogen
plazmocin Invitrogen
PMSF Sigma
ribonukleazni inhibitor Invitrogen
SDS Sigma
streptomicin-sulfat Sigma
Temed Sigma
Template Suppression Reagent Applied Biosystems
Tris (tris[hidroksimetillaminometan) - Trizma baze® Sigma
Triton X-100 Merck
Tween-20 Roth

2.1.2 Boje

bromfenol plavo Sigma
tripansko modrilo Sigma
ksilen-cijanol Sigma

2.1.3 Standardi

obojeni standardi molekulskih masa-proteini Sigma
standardi molekulskih masa-DNA Fermentas
GeneScan®-500 TAMRA standard Applied Biosystems

2.1.4 Specificne komercijalne smjese analitickih reagencija -

kompleti
ABI PRISM® BigDye™ Terminator v3.0 Cycle Sequencing Ready

Reaction Kit with AmpliTag®DNA Polymerase Applied Biosystems
Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit Sigma
CellTiter 96°AQueous One Solution Reagent Promega
DyeEx™ 2.0 Spin Kit Qiagen
RNA 6000 Nano LabChip®Kit Agilent Technologies
RNeasy® Mini Kit Qiagen
QIAquick PCR Purification Kit Qiagen

2.1.5 Protutijela

Stakorsko monoklonsko protutijelo M3/38 razvijeno naspram miSjeg
galektina-3 koje hibridoma stanice TIB-166 izlu¢uju u medij (ATCC, SAD)
miS§je monoklonsko protutijelo razvijeno naspram kokos$jeg aktina (Oncogene
Research Products, Darmstadt, Njemacka)

kozje poliklonsko protutijelo razvijeno naspram cijele molekule Stakorskog
imunoglobulina G obiljezeno peroksidazom iz hrena (Sigma, St. Louis, MO,
SAD)

kozje poliklonsko protutijelo razvijeno naspram cijele molekule miSjeg
imunoglobulina M obiljezeno peroksidazom iz hrena (Oncogene Research
Products, Darmstadt, Njemacka)
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2.1.6 Pribor

filter papir Munktell® 1F
Immobilon-PVDF membrane
Lumi-film Chemiluminescent Detection Film

2.1.7 Otopine i puferi

Otopina aspirina
aspirin
u DMSO

Otopina deksametazona
deksametazon
u DMSO

Otopina indometacina
indometacin
u DMSO

Otopina hidrokortizona
hidrokortizon
u DMSO

Otopina etidij bromida
etidij bromid
u dest. vodi
Otopina PMSF

PMSF
u izopropanolu

Pufer za elektroforezu u SDS-PAG, pH 8,3
glicin
Tris HCI
SDS
u dest. vodi

Pufer za homogenizaciju stanica, pH 8,0
Tris HC1
NacCl
PMSF
Triton X-100
u dest. vodi

Pufer za nanosenje uzoraka na SDS-PAG, pH 6,8

Tris HCI

glicerol
B-merkaptoetanol
SDS

bromfenol plavo
u dest. vodi

6 x pufer za nanosenje uzoraka DNA, pH 6,8

glicerol
bromfenol plavo
ksilen-cijanol

u dest. vodi

Pharmacia
Millipore
Roche

2M

0,5 mM

5 mM

5 mM

5x105%

100 mM

192,0 mM
25,0 mM
3,5 mM

5 mM
15 mM
2 mM

1%

0,1875 M
20,0%
5,0%

6%

0,1%

30,0%
0,25%
0,25 %
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Pufer za prijenos na membranu - anodni pufer I, pH 10,4
Tris HCI
metanol
u dest. vodi

Pufer za prijenos na membranu - anodni pufer II, pH 10,4
Tris HC1
metanol
u dest. vodi

Pufer za prijenos na membranu - katodni pufer, pH 9,4
Tris HCI
glicin
metanol
u dest. vodi

TAE-pufer, pH 8,3
Tris acetat
EDTA
u dest. vodi

TBS, pH 7,5
Tris HCI
NaCl
u dest. vodi

TBST, pH 7,5
Tween-20
u TBS, pH 7,5

2.1.8 Gelovi za elektroforezu

Gel za sabijanje 5%
akrilamid /bisakrilamid mix 37,5:1 (30%)
Tris HCI, pH 6,8
SDS
amonijev persulfat
Temed
u dest. vodi

Gel za razdvajanje 12%
akrilamid /bisakrilamid mix 37,5:1 (30%)
Tris HCI, pH 8,8
SDS
amonijev persulfat
Temed
u dest. vodi

0,3 M
20%

0,025 M
20%

0,025 M
0,04 M
20%

40 mM
1 mM

50 mM
150 mM

0,1%

5,00%
0,25 M
0,10%
0,10%
0,05%

12,00%
0,375 M
0,10%
0,10%
0,05%
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2.2 METODE

2.2.1 Stanicne kulture

U pokusima su koriStene stanice stani¢ne linije ljudskih monocitnih stanica
THP-1 te diferencirane stanice stanicne linije THP-1. Stanice su uzgajane u
sterilnim uvjetima u plastiénim bocama/petrijevkama za stani¢ne kulture u
termostatu pri 37°C u struji zraka s 5% COg, relativne vlaznosti 95%. Kao
hranidbeni medij koriSten je RPMI 1640 medij obogacen dodatkom 10%
fetalnog teleceg seruma, 100 U/ml penicilina G, 100 pg/ml streptomicin-
sulfata, 250 ng/ml amfotericina te 2,5 pg/ml plazmocina.

Gustoca stanic¢ne kulture nediferenciranih stanica THP-1 odrzavana je
izmedu 1 x 1051 8 x 105 stanica / ml kulture. Stanice su brojane uporabom
hemocitometra.

Diferencijacija stanica THP-1 postignuta je tretiranjem stanica THP-1
forbol-12-miristat-13-acetatom (PMA) na sljedeci nacin:

Alikvoti stani¢ne kulture THP-1 koji sadrze 4 x 106 stanica, odnosno 1 x 10°
stanica centrifugirani su 10 min pri 600g. Talozi stanica resuspendirani su
u 1 ml hranidbenog medija, te razrijedeni dodatkom otopine PMA u DMSO
do konac¢ne koncentracije stanica 5 x 10° stanica/ml, koncentracije PMA
107 M, te koncentracije DMSO < 0,2%. Stanice su kultivirane u sterilnim
uvjetima u plasti¢nim Petri zdjelicama za stanic¢ne kulture (4 x 10° stanica
u 100 x 20 mm Petri zdjelicama, odnosno 1 x 106 stanica u 60 x 15 mm
Petri zdjelicama) tijekom 1, 3, 5, 24 ili 48 sati. Po isteku navedenih vremena
odreden je postotak neadheriranih stanica u mediju brojanjem stanica
pomocu hemocitometra. Medij je potom odliven, a adherirane su stanice
isprane hladnim PBS. Blagim struganjem silikonskim strugacem podignuto
je:

» ~ 4 x 106 stanica iz 100 x 20 mm Petri zdjelica u 2 ml hladnog PBS.
Nakon centrifugiranja 10 minuta pri 600g stanice su jo§ dva puta
isprane PBS a potom pohranjene na —-20°C do priprave stanic¢nog
homogenata prema postupku opisanom u poglavlju 2.2.14.

= ~ 1 x 100 stanica iz 60 x 15 mm Petri zdjelica u 350 pl pufera RLT/1
% B-merkaptoetanol te pohranjeno na —20°C do izolacije ukupne RNA
prema postupku opisanom u poglavlju 2.2.9.

2.2.2 Tretiranje stanica THP-1 aspirinom

Za potrebe pokusa alikvoti stani¢ne kulture koji sadrze 3 x 107 stanica THP-
1 prenijeti su u plasticne boce za stani¢ne kulture (175 cm?2, Nunclon) te je
dodano:

a) medija do konac¢nog volumena 150 ml, odnosno gustoce stanica 2 x
105 stanica/ml. Te su stanice smatrane kontrolnim, netretiranim
stanicama.

b) medija i DMSO do konac¢nog volumena 150 ml, odnosno gustoce
stanica 2 x 105 stanica/ml te koncentracije DMSO 0,2%. Te su
stanice smatrane kontrolnim stanicama tretiranim DMSO kako bi se
iskljucio moguci utjecaj DMSO.
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c) medija i 2 M otopine aspirina u DMSO do konac¢nog volumena 150
ml, odnosno gustoce stanica 2 x 105 stanica/ml, koncentracije
aspirina 0,1 mM te koncentracije DMSO < 0,2%.

d) medija i 2 M otopine aspirina u DMSO do konac¢nog volumena 150
ml, odnosno gustoce stanica 2 x 105 stanica/ml, koncentracije
aspirina 0,5 mM te koncentracije DMSO < 0,2%.

e) medija i 2 M otopine aspirina u DMSO do konac¢nog volumena 150
ml, odnosno gustoce stanica 2 x 105 stanica/ml, koncentracije
aspirina 1 mM te koncentracije DMSO < 0,2%.

f) medija i 2 M otopine aspirina u DMSO do konac¢nog volumena 150
ml, odnosno gustoce stanica 2 x 105 stanica/ml, koncentracije
aspirina 2 mM te koncentracije DMSO < 0,2%.

Iz svake pojedine, na opisani nacin priredene kulture 1, 3, 5, 24, 481 72
sata nakon pocetka tretmana odvajani su alikvoti stani¢ne suspenzije koji
sadrze 4 x 10° stanica te 1 x 10° stanica. Iz kontrolne, netretirane kulture
alikvot stanica odvojen je i neposredno prije pocetka pokusa, odnosno u
vremenu O. Uzorci su centrifugirani 10 minuta pri 600g te su dobiveni
talozi, koji sadrze 4 x 10° stanica, isprani 3 puta hladnim PBS i pohranjeni
na —20°C do priprave stani¢nog homogenata prema postupku opisanom u
poglavlju 2.2.14. Talozima koji sadrze 1 x 10 stanica dodano je 350 pl
pufera RLT/1% pB-merkaptoetanol. Pohranjeni su na -20°C do izolacije
ukupne RNA prema postupku opisanom u poglavlju 2.2.9.

2.2.3 Tretiranje stanica THP-1 indometacinom

Za potrebe pokusa alikvoti stani¢cne kulture koji sadrze 3 x 107 stanica
prenijeti su u plasti¢ne boce za stani¢ne kulture (175 cm?2, Nunclon) te je
dodano:

a) medija do konac¢nog volumena 150 ml, odnosno gustoce stanica 2 x
105> stanica/ml. Te su stanice smatrane kontrolnim, netretiranim
stanicama.

b) medija i DMSO do konac¢nog volumena 150 ml, odnosno gustoce
stanica 2 x 105 stanica/ml te koncentracije DMSO 0,2%. Te su
stanice smatrane kontrolnim stanicama tretiranim DMSO kako bi se
isklju¢io moguci utjecaj DMSO.

c) medijai 5 mM otopine indometacina u DMSO do kona¢nog volumena
150 ml, odnosno gustoce stanica 2 x 105 stanica/ml, koncentracije
indometacina 0,1 uM te koncentracije DMSO < 0,2%.

d) medija i 5 mM otopine indometacina u DMSO do kona¢nog volumena
150 ml, odnosno gustoce stanica 2 x 105 stanica/ml, koncentracije
indometacina 1 pM te koncentracije DMSO < 0,2%.

e) medija i 5 mM otopine indometacina u DMSO do kona¢nog volumena
150 ml, odnosno gustoce stanica 2 x 105 stanica/ml, koncentracije
indometacina 5 pM te koncentracije DMSO < 0,2%.

f) medija i 5 mM otopine indometacina u DMSO do kona¢nog volumena
150 ml, odnosno gustoce stanica 2 x 105 stanica/ml, koncentracije
indometacina 10 uM te koncentracije DMSO 0,2%.
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Iz svake pojedine, na opisani nacin priredene kulture 1, 3, 5, 24, 481 72
sata nakon pocetka tretmana odvajani su alikvoti stani¢ne suspenzije koji
sadrze 4 x 10° stanica te 1 x 10° stanica. Iz kontrolne, netretirane kulture
alikvot stanica odvojen je i neposredno prije pocetka pokusa, odnosno u
vremenu O. Uzorci su centrifugirani 10 minuta pri 600g te su dobiveni
talozi, koji sadrze 4 x 10° stanica, isprani 3 puta hladnim PBS i pohranjeni
na —20°C do priprave stani¢nog homogenata prema postupku opisanom u
poglavlju 2.2.14. Talozima koji sadrze 1 x 10 stanica dodano je 350 pl
pufera RLT/1% pB-merkaptoetanol. Pohranjeni su na -20°C do izolacije
ukupne RNA prema postupku opisanom u poglavlju 2.2.9.

2.2.4 Tretiranje stanica THP-1 hidrokortizonom

Za potrebe pokusa alikvoti stani¢cne kulture koji sadrze 3 x 107 stanica
prenijeti su u plasticne boce za stani¢ne kulture (175 cm?2, Nunclon) te je
dodano:

a) medija do konac¢nog volumena 150 ml, odnosno gustoce stanica 2 x
105> stanica/ml. Te su stanice smatrane kontrolnim, netretiranim
stanicama.

b) medija i DMSO do konac¢nog volumena 150 ml, odnosno gustoce
stanica 2 x 105 stanica/ml te koncentracije DMSO 0,2%. Te su
stanice smatrane kontrolnim stanicama tretiranim DMSO kako bi se
isklju¢io moguci utjecaj DMSO.

c) medija i S mM otopine hidrokortizona u DMSO do konacnog
volumena 150 ml, odnosno gustoce stanica 2 x 105 stanica/ml,
koncentracije hidrokortizona 0,1 uM te koncentracije DMSO < 0,2%.

d) medija i 5 mM otopine hidrokortizona u DMSO do konacnog
volumena 150 ml, odnosno gustoce stanica 2 x 105 stanica/ml,
koncentracije hidrokortizona 1 uM te koncentracije DMSO < 0,2%.

e) medija i 5 mM otopine hidrokortizona u DMSO do konacnog
volumena 150 ml, odnosno gustoce stanica 2 x 105 stanica/ml,
koncentracije hidrokortizona 5 uM te koncentracije DMSO < 0,2%.

f) medija i 5 mM otopine hidrokortizona u DMSO do konacnog
volumena 150 ml, odnosno gustoce stanica 2 x 105 stanica/ml,
koncentracije hidrokortizona 10 uM te koncentracije DMSO 0,2%.

Iz svake pojedine, na opisani nacin priredene kulture 1, 3, 5, 24, 481 72
sata nakon pocetka tretmana odvajani su alikvoti stani¢ne suspenzije koji
sadrze 4 x 100 stanica te 1 x 109 stanica. Iz kontrolne, netretirane kulture
alikvot stanica odvojen je i neposredno prije pocetka pokusa, odnosno u
vremenu O. Uzorci su centrifugirani 10 minuta pri 600g te su dobiveni
talozi koji sadrze 4 x 106 stanica isprani su 3 puta hladnim PBS i
pohranjeni na —20°C do priprave stanicnog homogenata prema postupku
opisanom u poglavlju 2.2.14. Talozima koji sadrze 1 x 10° stanica dodano je
350 ul pufera RLT/1% PB-merkaptoetanol. Pohranjeni su na -20°C do
izolacije ukupne RNA prema postupku opisanom u poglavlju 2.2.9.
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2.2.5 Tretiranje stanica THP-1 deksametazonom

Za potrebe pokusa alikvoti stani¢cne kulture koji sadrze 3 x 107 stanica
prenijeti su u plasticne boce za stani¢ne kulture (175 cm?2, Nunclon) te je
dodano:

a) medija do konac¢nog volumena 150 ml, odnosno gustoce stanica 2 x
105> stanica/ml. Te su stanice smatrane kontrolnim, netretiranim
stanicama.

b) medija i DMSO do konac¢nog volumena 150 ml, odnosno gustoce
stanica 2 x 105 stanica/ml te koncentracije DMSO 0,2%. Te su
stanice smatrane kontrolnim stanicama tretiranim DMSO kako bi se
isklju¢io moguci utjecaj DMSO.

c) medija i 0,5 mM otopine deksametazona u DMSO do konacnog
volumena 150 ml, odnosno gustoce stanica 2 x 105 stanica/ml,
koncentracije deksametazona 0,1 nM te koncentracije DMSO < 0,2%.

d) medija i 0,5 mM otopine deksametazona u DMSO do konacnog
volumena 150 ml, odnosno gustoce stanica 2 x 105 stanica/ml,
koncentracije deksametazona 1 nM te koncentracije DMSO < 0,2%.

e) medija i 0,5 mM otopine deksametazona u DMSO do konacnog
volumena 150 ml, odnosno gustoce stanica 2 x 105 stanica/ml,
koncentracije deksametazona 10 nM te koncentracije DMSO < 0,2%.

f) medija i 0,5 mM otopine deksametazona u DMSO do konacnog
volumena 150 ml, odnosno gustoce stanica 2 x 105 stanica/ml,
koncentracije deksametazona 100 nM te koncentracije DMSO 0,2%.

Iz svake pojedine, na opisani nacin priredene kulture 1, 3, 5, 24, 481 72
sata nakon pocetka tretmana odvajani su alikvoti stani¢ne suspenzije koji
sadrze 4 x 100 stanica te 1 x 109 stanica. Iz kontrolne, netretirane kulture
alikvot stanica odvojen je i neposredno prije pocetka pokusa, odnosno u
vremenu O. Uzorci su centrifugirani 10 minuta pri 600g te su dobiveni
talozi, koji sadrze 4 x 106 stanica, isprani 3 puta hladnim PBS i pohranjeni
na —-20°C do priprave stanicnog homogenata prema postupku opisanom u
poglavlju 2.2.14. Talozima koji sadrze 1 x 10° stanica dodano je 350 pnl
pufera RLT/1% pB-merkaptoetanol. Pohranjeni su na -20°C do izolacije
ukupne RNA prema postupku opisanom u poglavlju 2.2.9.

2.2.6 Tretiranje diferenciranih stanica THP-1 aspirinom,
indometacinom, hidrokortizonom i deksametazonom

Stanice  THP-1  diferencirane su uz  forbol-12-miristat-13-acetat
(koncentracije 107 M) tijekom 48 sati prema postupku opisanom u
poglavlju 2.2.1. Medij (koji sadrzi PMA) je zatim odliven, a adheriranim je
stanicama potom dodan:

a) medij. Te su stanice smatrane kontrolnim, netretiranim
diferenciranim stanicama.

b) medij/0,2% DMSO. Te su stanice smatrane kontrolnim
diferenciranim stanicama tretiranim DMSO kako bi se iskljucio
moguci utjecaj DMSO.

c) 0,5 mM otopina aspirina u mediju, u kojoj je koncentracija DMSO <
0,2%.
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d) 2 M otopina aspirina u mediju, u kojoj je koncentracije DMSO < 0,2%.
e) 1 uM otopina indometacina u mediju, u kojoj je koncentracija DMSO

< 0,2%.

f) 10 uM otopina indometacina u mediju, u kojoj je koncentracija DMSO
0,2%.

g) 1 uM otopina hidrokortizona u mediju, u kojoj je koncentracija DMSO
< 0,2%.

h) 10 uM otopina hidrokortizona u mediju, u kojoj je koncentracija
DMSO 0,2%.

i) 1 nM otopina deksametazona u mediju, u kojoj je koncentracija
DMSO < 0,2%.

j) 100 nM otopina deksametazona u mediju, u kojoj je koncentracija
DMSO 0,2%.

Stanice su kultivirane tijekom 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata. Medij je potom
odliven, a adherirane su stanice isprane hladnim PBS. Blagim struganjem
silikonskim strugacem podignuto je:

* ~ 4 x 10 stanica iz 100 x 20 mm Petri zdjelica u 2 ml hladnog PBS.
Nakon centrifugiranja 10 minuta pri 600g stanice su joS dva puta
isprane PBS a potom pohranjene na -20°C do priprave stani¢nog
homogenata prema postupku opisanom u poglavlju 2.2.14.

= ~ 1 x 10 stanica iz 60 x 15 mm Petri zdjelica u 350 ul pufera RLT/1
% PB-merkaptoetanol te pohranjeno na —20°C do izolacije ukupne RNA
prema postupku opisanom u poglavlju 2.2.9.

2.2.7 Odredivanje broja zivih stanica bojanjem tripanskim
modrilom

Postotak zivih stanica nakon tretiranja stanica opisanog u poglavljima 2.2.1
do 2.2.6 odreden je po sakupljanju stanica metodom bojanja tripanskim
modrilom. Zive stanice tripansko modrilo koje prodire u unutrasnjost
stanice aktivno izbacuju, do¢im mrtve stanice nemaju to svojstvo, pa boja
slobodno prodire u stanicu i zadrzava se u njoj. Suspenzija stanica u PBS
(20 pl) pomijeSana je s jednakim volumenom 0,2% otopine tripanskog
modrila. Burkerova komorica napunjena je priredenim uzorkom te su pod
mikroskopom (Opton, povecanje 8 x 40) izbrojane neobojane i obojane
stanice. Rezultat je izrazen kao postotak zZivih stanica.

2.2.8 MTS test

MTS test (CellTiter 96°AQueous One Solution Cell Proliferation Assay) je
kolorimetrijska metoda ispitivanja proliferacije i citotoksic¢nosti. CellTiter
96°AQueous One Solution reagens sadrzi tetrazolijevu sol (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolij-
bromid (MTS) i elektron-akceptor fenazin-etosulfat (PES). MTS (blijedo-zuti
supstrat) se reducira enzimima endoplazmatskog retikuluma pri cemu
nastaje formazan (tamnosmedi krajnji produkt). Kako MTS reduciraju samo
zive stanice, ovim se kolorimetrijskim testom mjeri redukcijski potencijal
stanica odnosno metabolicka aktivnost stanica.
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Za potrebe ispitivanja proliferacije stanica THP-1 i citotoksicnog djelovanja
primijenjenih tvari u jazice mikrotitarske ploce (s 96 jazica) nanijeto je S0
ul stanicne kulture THP-1 koncentracije 1 x 106 stanica/ml ili 50 pl
hranidbenog medija bez stanica. Potom je u jazice nanijeto 50 pl otopine
razli¢itih koncentracija aspirina, indometacina, hidrokortizona,
deksametazona i DMSO te je konacna koncentracija spojeva bila jedna od
navedenih:

a) 0,1 mM, 0,5 mM, 1 mM i 2 mM aspirin

b) 0,1 uM, 1 uM, S uM i 10 uM indometacin

c) 0,1 uM, 1 uM, S uM i 10 uM indometacin

d) 0,1 nM, 1 nM, 10 nM i 100 nM deksametazon

e) 0,2 % DMSO

Za potrebe ispitivanja proliferacije stanica THP-1 diferenciranih10-7 M
otopinom PMA i citotoksi¢nog djelovanja primijenjenih tvari na njih, u jazZice
mikrotitarske ploce (s 96 jazica) nanijeto je po S0 ul stani¢ne kulture THP-1
stanica koncentracije 1x 10° stanica/ml te 50 pul 2 x 107 M otopine PMA.
Nakon 48 sati inkubacije medij je odsisan, a na adherirane je stanice
dodano po 100 ul otopine razlicitih koncentracija aspirina, indometacina,
hidrokortizona, deksametazona i DMSO, te je konacna koncentracija
spojeva bila jedna od navedenih:

a) 0,5 mMi2 mM aspirin

b) 1 uMi 10 uM indometacin

c) 1 uMi 10 uM indometacin

d) 1 uMi 100 uM deksametazon

e) 0,2 % DMSO

Nakon inkubacije tijekom 24, 48 te 72 sata u termostatu pri 37°C u struji
zraka s 5%CO., relativne vlaznosti 95%, u jazice je dodano po 20 pul
reagensa CellTiter 96°AQueous One Solution te je nakon 2 sata inkubacije pri
37°C izmjerena apsorbancija otopina pri 490 nm na uredaju Victor2-1420
Multilabel Counter (PerkinElmer). Rezultati su izrazeni kao omjeri
apsorpcijskih jedinica izmjerenih za tretirane stanice (umanjenih za
apsorpcijske jedinice medija sa spojevima bez stanica) i apsorpcijskih
jedinica izmjerenih za netretirane stanice (umanjenih za apsorpcijske
jedinice hranidbenog medija).

2.2.9 Izolacija ukupne RNA

Ukupna RNA izolirana je iz stanica u kulturi uporabom kompleta RNeasy®
Mini Kit. Stanice su lizirane dodatkom 350 pl pufera RLT/1% B-
merkaptoetanol, u lizat je dodano 350 ul 70% etanola u vodi te je tako
priredena smjesa nanijeta na RNeasy mini kolonu. Nakon centrifugiranja 15
sekundi pri 8000g filtrat je odbacen, a kolona je isprana puferom RW1 (700
ul) te dva puta puferom RPE (500 pl) (nakon dodatka svakog pojedinog
pufera uslijedilo je centrifugiranje 15 sec pri 8000g i odbacivanje filtrata).
Ukupna RNA s kolone je eluirana vodom (u kojoj su uniStene ribonukleaze -
30 ul) uz centrifugiranje 1 min pri 8000g. U otopinu RNA odmah je dodano
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1 pl otopine ribonukleaznog inhibitora (do konacne koncentracije 1 U/ul) te
je otopina RNA pohranjena na -80°C.

2.2.10 Odredivanje koncentracije i kvalitete izolirane RNA

Provjera integriteta i CistoCe izolirane ukupne RNA, kao i odredivanje
koncentracije RNA provedena je primjenom tehnologije “laboratorija na
¢ipu” na uredaju Agilent 2100 bioanalyzer (Agilent Technologies) uporabom
kompleta RNA 6000 Nano LabChip®Kit. Metoda se temelji na
elektrokinetickom i tlatnom razdvajanju komponenata smjese nanijete na
Cip-ploCicu ¢ija se unutrasnjost sastoji od mreze tankih kanala ispunjenih
gelom, puferom i bojom. Na ¢ip se nanosi po 1 ul uzorka (otopine izolirane
ukupne RNA) kao i standard (otopina molekula RNA razli¢itih veli¢ina i
poznatih koncentracija). Razdvajanje i analiza rezultata provodi se na
uredaju Agilent 2100 bioanalyzer. Rezultati se prikazuju u obliku virtualnog
gela ili elektroferograma. Analizom dobivenih vrpci moguce je odrediti
koncentraciju ukupne RNA te ujedno provijeriti kvalitetu (intaktnost RNA) i
¢istocu (prisutnost DNA) uzorka (slika 2.1).
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Slika 2.1 Analiza ukupne RNA na uredaju Agilent 2100 bioanalyser.
Elektroferogrami i virtualni gelovi dobiveni analizom ukupne RNA na uredaju
Agilent 2100 bioanalyser. a) visokokvalitetna ukupna RNA b) ukupna RNA
kontaminirana s DNA c) raspadnuta ukupna RNA.

2.2.11 Reverzna transkripcija pracena lancanom reakcijom
polimerazom

Uzorci ukupne RNA za koje je postupkom opisanim u poglavlju 2.2.10
utvrdeno da sadrze intaktnu RNA bez kontaminacije s DNA reverzno su
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transkribirani uz uporabu oligo dT ishodnica. Reakcijske smjese za
reverznu transkripciju pripravljene su kao Sto je navedeno u tablici 2.1.
Ukupan volumen reakcijske smjese je bio 20 pl.

Tablica 2.1. Sastav reakcijskih smjesa za reverznu transkripciju.

. konacéna
sastojak volumen .
koncentracija
MgCl; (50 mM) 2 pl 5 mM
10 x PCR pufer (500 mM KCI, 100 mM Tris/HCI, pH=8,3) | 2 ul 1x
smjesa ANTP (25 mM dATP, 25 mM dCTP, 0,8 pl 1 mM
25 mM dTTP, 25 mM dGTP) ’
MulL V reverzna transkriptaza (200 U/pl) 0,252 pl 2,5 U0/pl
ishodnica oligo dT (100 pM) 0,5 ul 2,5 pM
otopina RNA 3,2 ul ~0,8 pg/20 ul
DEPC-H,0 11,248 pl

Reverzna transkripcija odvijala se u wuredaju za lancanu reakciju
polimerazom (GeneAmp®PCR System 2700, Applied Biosystems) tijekom 60
minuta pri 37°C. Potom je uslijedilo zagrijavanje reakcijske smjese na 95°C
tijekom 5 minuta kako bi se razdvojili hibridi RNA-cDNA i naglo hladenje na
+4°C.

Kako bi se umnozili dijelovi mRNA za galektin-3 te -aktin, odvojeno po 2 pl
uzorka nakon reverzne transkripcije te su u njih dodani reagensi potrebni
za lancanu reakciju polimerazom prema tablici 2.2 (ukupan volumen
reakcijske smjese je 10 pl).

Tablica 2.2 Sastav reakcijskih smjesa 2za lancéanu reakciju
polimerazom.

. konacna
sastojak volumen o
koncentracija
MgCl; (50 mM) 0,1 ul 1,5 mM
10 x PCR pufer (500 mM KCl, 100 mM Tris/HCIl, pH=8,3) | 0,8 ul 1x
Platinum Taq polimeraza (5 U/ul) 0,1 pl 0,05 U/ul
sense ishodnica (50 pM) 0,1l 0,5 pM
antisense ishodnica (50 pM) 0,1 pl 0,5 yM
DEPC-H,0 6,8 nl

Kao ishodnice rabljene su ili ishodnice za B-aktin ili ishodnice za galektin-3
(Tablica 2.3). Sense ishodnice bile su na 5'-kraju obiljezene fluorescentnom
bojom 6-karboksifluoresceinom (6-FAM).

Tablica 2.3 Ishodnice za lanc¢anu reakciju polimerazom.

. . e 4 s s o velicina PCR
ishodnica nukleotidni slijed Tm (°C) produkta
sense - za galektin-3 S'-TGCTGATAACAATTCTGGGC-3' 62,5
antisense - za galektin-3 | 5'-TAACCCGATGATTGTACTGC-3' 60 288 bp
sense - za [-aktin 5'-CATGTGCAAGGCCGGCTTCG-3' 75
antisense - za [3-aktin 5'-GAAGGTGTGGTGCCAGATTT-3' 63,9 226 bp

Reakcija se odvijala u uredaju za lancanu reakciju polimerazom na sljedece
nacine, ovisno o tome jesu li rabljene ishodnice za (-aktin ili galektin-3:

37




2. Materijal i metode

ishodnice za B-aktin ishodnice za galektin-3
1. po¢etna denaturacija 95°C ; 1 minuta 45 sekundi 95°C ; 1 minuta 45 sekundi
2. a) denaturacija 95°C ; 1 minuta 95°C ; 1 minuta

b) sljepljivanje ishodnica 63°C ; 1 minuta } 14 ciklusa 58°C ; 1 minuta } 21 ciklus
c) elongacija 72°C ; 1 minuta 72°C ; 1 minuta
3. zavrSna elongacija 72°C ; 5 minuta 72°C ; 5 minuta

Slijedilo je naglo hladenje na +4°C.

2.2.12 Odredivanje nukleotidnog slijeda PCR produkata

Kako bismo provjerili jesu li se po izolaciji RNA i reverznoj transkripciji u
lancanoj reakciji polimerazom =zaista umnozili upravo i isljucivo dijelovi
mRNA koji kodiraju galektin-3 i [-aktin, bilo je potrebno provjeriti
nukleotidni slijed PCR produkata. Odredivanje nukleotidnog slijeda sastoji
se od nekoliko koraka:
1. prociscavanje PCR produkata nakon lanc¢ane reakcije polimerazom
2. provjera uspjesSnosti prociScavanja i odredivanje koncentracije PCR
produkata elektroforezom u agaroznom gelu
3. reakcija sekvenciranja
4. prociScavanje produkata sekvenciranja
5. odredivanje nukleotidnog slijeda razdvajanjem  produkata
sekvenciranja na uredaju ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems)

1. PROCISCAVANJE PCR PRODUKATA NAKON LANCANE REAKCIJE
POLIMERAZOM

Prociscavanje PCR produkata nakon lanCane reakcije polimerazom
provedeno je uporabom kompleta QIAquick PCR Purification Kit.

Nakon lancane reakcije polimerazom opisane u poglavlju 2.2.11 (uz jedinu
modifikaciju opisanog postupka - umnazanje dijelova cDNA za B-aktin i
galektin-3 odvijalo se tijekom 30 ciklusa), 15 pl smjese pomijeSano je s 75
pl pufera PB i nanijeto na QIAquick kolonu. Nakon centrifugiranja 60
sekundi pri 12000g filtrat je bacen a pranje vezane DNA postignuto je
dodatkom 750 pl pufera PE i centrifugiranjem 2 x 60 sekundi pri 12000g.
QIAquick kolona je premjestena u novu epruvetu, na nju je dodano 30 pl
pufera EB, te je nakon inkubacije 1 minutu pri sobnoj temperaturi i
centrifugiranja 1 minutu pri 12000g sakupljen eluat koji sadrzi PCR
produkte prociscene od dNTP i ishodnica zaostalih nakon lanc¢ane reakcije
polimerazom.

2. PROVJUERA USPJESNOSTI PROCISCAVANJA [ ODREBIVANJE
KONCENTRACIJE PCR PRODUKATA ELEKTROFOREZOM U
AGAROZNOM GELU

1,5% agarozni gel prireden je zagrijavanjem agaroze u TAE-puferu do
vrenja. Otopina ohladena do 60°C izlivena je u kalup. Uzorcima prociScenih
PCR produkata dodana je 1/5 volumena 6 x pufera za nanoSenje uzoraka
DNA. U jednu je jazicu stavljen i standard DNA (GeneRuler™ 100 bp DNA
Ladder). Elektroforeza je provedena u TAE-puferu pri jakosti elektricnog
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polja 5-7 V/cm dok tamnoplava boja (bromfenol plavo) nije dosegla rub gela.
Gel je bojan 20 minuta u otopini etidij-bromida (0,5 pg/ml) u vodi. Polozaj
DNA u gelu utvrden je na temelju fluorescencije interkaliranog etidijevog
bromida pri UV-svjetlu valne duljine 312 nm. Na temelju intenziteta
fluorescencije moguce je priblizno odrediti koncentraciju prociS¢enih PCR
produkata. Pri tom se intenzitet fluorescencije Zeljene vrpce usporeduje s
intenzitetom fluorescencije vrpce priblizno jednake veliCine koja sadrzi
poznatu kolic¢inu DNA.

3. REAKCIJA SEKVENCIRANJA

Reakcija sekvenciranja prociScenih PCR produkata provedena je uporabom
kompleta ABI PRISM® BigDye™ Terminator v3.0 Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit with AmpliTag®DNA Polymerase. Reakcija se temelji na
dideoksi-metodi sekvenciranja DNA. Komplet uz polimerazu, pufer i dNTP
sadrzi i dideoksi-NTP obiljezene cetirima razli¢itim rodaminskim
fluorescentnim bojama (ddATP je obiljezen bojom dR6G, ddCTP bojom
dROX, ddGTP bojom dR110 a ddTTP bojom dTAMRA). 10 pl reakcijske
smjese prireduje se mijeSanjem odgovarajuceg volumena prociScenog PCR
produkta (koji sadrzi ~5 pg PCR produkta), odgovarajuceg volumena otopine
sense ishodnice (koli¢ina ishodnica 1,6 pmol), 4 pl smjese Ready Reaction
mix i vode. Reakcija sekvenciranja se odvija u uredaju za lanc¢anu reakciju
polimerazom na sljedeci nacin:

1. pocetna denaturacija 95°C; 4 minute

2. a) denaturacija 95°C; 30 sekundi
b) sljepljivanje ishodnica  50°C; 15 sekundi } 25 ciklusa
c) elongacija 60°C; 4 minute

Slijedi naglo hladenje na +4°C.
4. PROCISCAVANJE PRODUKATA SEKVENCIRANJA

Nakon reakcije sekvenciranja potrebno je iz reakcijske smjese ukloniti visSak
dideoksi-NTP obiljezenih fluorescentnim bojama. U tu je svrhu rabljen
komplet DyeEx™ 2.0 Spin Kit. 1 pl 2,2 % SDS dodan je u reakcijsku smjesu
nakon reakcije sekvenciranja (u svrhu boljeg procCiScavanja) te je, nakon
inkubacije 5 minuta pri 98°C i 10 minuta pri 25°C smjesa nanijeta na
kolonu DyeEx™ 2.0 Spin. Nakon centrifugiranja 3 minute pri 800g eluat
(koji sadrzi proc¢iScene produkte sekvenciranja) je uparen do suha u uredaju
"Speed Vac" (Applied Biosystems) tijekom 15 minuta pri sobnoj temperaturi.

5. ODREDIVANJE NUKLEOTIDNOG SLIJEDA PCR PRODUKATA

Upareni prociSceni produkti sekvenciranja otopljeni su u 17 pl reagensa
Template Suppression Reagent (TSR, Applied Biosystems), denaturirani pri
95°C tijekom dvije minute, te ohladeni na ledu. Kapilarna elektroforeza i
detekcija fluorescentno obiljezenih fragmenata DNA provedene su uredajem
ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Elektroforeze su
provedene tijekom 120 minuta koriStenjem modula Seq POP 6 (1 ml) E uz
vrijeme injektiranja uzorka 30 sekundi, voltazi struje tijekom elektroforeze
12,2 kV te temperaturi polimera POP 6 50°C. Za analizu rezultata koriSten
je program Sequencing Analysis software.
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2.2.13 Odredivanje velicine i kolicine PCR produkata

Nakon S§to su lan¢anom reakcijom polimerazom umnozeni dijelovi mRNA za
galektin-3 odnosno p-aktin iz odredenog uzorka, po 0,5 ul tih smjesa
pomijesano je s 0,5 pl GeneScan®-500 TAMRA standarda i 11,5 pl
deioniziranog formamida. GeneScan®-500 TAMRA standard sadrzi
fragmente DNA poznatih veli¢ina obiljezenih fluorescentom bojom TAMRA
(karboksitetrametilrodamin). Kapilarna elektroforeza i detekcija fluore—
scentno obiljezenih fragmenata DNA obavljena je na uredaju ABI Prism 310
Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Elektroforeze su provedene tijekom
24 minute koriStenjem modula GS STR POP 4 (1 ml) A uz vrijeme
injektiranja uzorka 3 sekunde, voltazi struje tijekom elektroforeze 15 kV te
temperaturi polimera POP 4 60°C.

Za kvantifikaciju kolic¢ine fragmenata DNA koriSten je program GeneScan
2.1 software kojim su odredene povrSine peakova na elektroforetogramu
koji odgovaraju fragmentima DNA veli¢ine 226 bp (nastalih umnazanjem
dijela mRNA za (-aktin) odnosno 288 bp (nastalih umnazanjem dijela mRNA
za galektin-3). Rezultati su izrazavani kao omjer povrSina peakova za
galektin-3 i B-aktin odredenog uzorka u odnosu na omjer povrSina peakova
za galektin-3 i B-aktin kontrolnog uzorka (stanica tretiranih 0,2% otopinom
DMSO tijekom odgovarajucih vremena).

2.2.14 Priprava stanicnog homogenata

Sakupljene i isprane stanice (4 x 10° stanica) resuspendirane su u 150 pl
pufera za homogenizaciju stanica te sonicirane ultrazvuc¢nim sonikatorom
(Soniprep 150, MSE Scientific Instruments) 4 x 15 sec uz amplitudu 5 pm i
frekvenciju 22 kHz na ledu. Nakon centrifugiranja 10 minuta pri 600 g
odvojeni su stani¢ni homogenati od netopljivih taloga.

2.2.15 Odredivanje koncentracije proteina

Odmah nakon homogenizacije, koncentracija proteina u stani¢nim
homogenatima odredena je metodom s bicinkoninicnom kiselinom (BCA)
[171]. U tu svrhu po 2 ul stanicnih homogenata razrijedeno je vodom do
konac¢nog volumena 100 pl (razrjedenje 1:50). Uzorci (100 ul) inkubirani su
30 minuta pri 37°C s 1 ml otopine dobivene mijeSanjem otopine BCA iz kita
s 4%-tnom otopinom CuSO4x5H20 u volumnom omjeru 50:1. Nakon Sto su
uzorci ohladeni na sobnu temperaturu, intenzitet obojenja otopine izmjeren
je pri valnoj duljini 562 nm na spektrofotometru Uvikon 860 (Kontron
Instruments). Koncentracija proteina u uzorcima ocitana je iz bazdarnog
pravca. Kao standardna otopina proteina rabljena je otopina BSA u dest.
vodi (podrucje koncentracija 0,01 — 0,1 mg/ml). Uzorci standardne otopine,
kao i otopine uzoraka, priredeni su u duplikatu.

2.2.16 Elektroforeza u SDS-poliakrilamidnom gelu

Odgovarajucim volumenima uzoraka stanicnih homogenata koji su
sadrzavali 300 ng proteina dodano je 100 ul pufera za nanosenje uzoraka na
SDS-PAG, pH 6,8 te destilirane vode do kona¢nog volumena 300 pl (odnosno
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konacne koncentracije proteina 1 mg/ml). Tako priredeni uzorci kuhani su
S minuta pri 96°C.

Diskontinuirana denaturirajuca gel-elektroforeza proteina provedena je u
S5%-tnom sabijajucem i 12%-tnom razdvajajucem poliakrilamidnog gelu,
debljine 0,5 mm, prema metodi po Laemmliju [172]. U pojedinu je jazicu
nanoSeno po S5 ul uzorka. Uzorka proteina poznatih molekulskih masa
nanoseno je po 3 ul.

2.2.17 Postupak Western-blot

Elektroforezom razdvojeni proteini prenijeti su na PVDF Immobilon
membranu u uredaju za polusuhi elektroforetski prijenos (LKB, Bromma,
Pharmacia) pri gustoci elektricne struje 0,8 mAcm2 [173]. Membrane su
potom uzduzno rezrezane na dva dijela na polozaju gdje se po prilici nalaze
proteini velicine 35 kDa.

Membrane su inkubirane 1 sat u puferu TBST, pH 7,5, u svrhu sprecavanja
nespecificnog vezanja proteina na slobodna vezna mjesta na membrani.
Potom su dijelovi membrane na kojima se nalaze proteini:

a) manji od 35 kDa izlozene vezanju Stakorskog monoklonskog
protutijela M3/38 (1:200) razvijenog naspram miSjeg galektina-3
preko noci

b) veci od 35 kDa izloZzene vezanju miSjeg monoklonskog protutijela
(1:2500) razvijenog naspram kokosSjeg aktina preko noci.

Membrane su zatim isprane (3 puta po 10 minuta) u puferu TBST, pH 7,5, a
zatim izloZzene vezanju odgovarajuceg sekundarnog protutijela tijekom
jednog sata, odnosno:

a) kozjeg poliklonskog protutijela razvijenog naspram cijele
molekule Stakorskog imunoglobulina G (1:10000) obiljezenog
peroksidazom iz hrena

b) kozjeg poliklonskog protutijela razvijenog naspram cijele
molekule miSjeg imunoglobulina M (1:10000) obiljezenog
peroksidazom iz hrena.

Po ispiranju membrane 3 puta po 10 minuta u puferu TBST, pH 7,5
membrane su inkubirane s reagensom za pojacanu kemiluminiscenciju
tijekom jedne minute, a zatim je na njih u mraku postavljen film (Lumi-Film
Chemiluminescent Detection Film, Roche), pri ¢emu vrijeme izlaganje filma
membrani ovisilo o intenzitetu signala. Film je potom razvijen uporabom
razvijaca (GBX Developer/Replanisher, Sigma) i fiksativa (GBX
Fixer/Replanisher, Sigma). Intenzitet signala izmjeren je denzitometrijskom
analizom filma kori§tenjem programa Scion Image, Microsoft®. Rezultati
denzitometrijske analize vrpci izrazeni su u relativhim denzitometrijskim
jedinicama.

2.2.18 Statisticke metode

Sednja vrijednost (x) i standardna devijacija (SD) izracunate su pomocu
racunala koriStenjem programa Excel, Microsoft®. Razina znaéajnosti (p)
izracunata je koriStenjem Student-t testa, istog programa. Statisticki
znacajnom promjenom smatrana je promjena za koju je p<0,05.
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REZULTATI
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Galektin-3, lektin koji specificno prepoznaje B-galaktozidne strukture i
kojeg, izmedu ostalog, eksprimiraju monociti i makrofagi, ima vaznu ulogu
u imunim reakcijama i upalnom odgovoru. On modulira stani¢nu
proliferaciju, stanicnu adheziju, kemotaksiju, fagocitozu, sintezu upalnih
medijatora te apoptozu limfocita T.

U radu smo ispitali utjecaj razliCitih koncentracija nesteroidnih tvari s
imunomodulatornim djelovanjem aspirina i indometacina, te steroidnih
tvari s imunomodulatornim djelovanjem hidrokortizona i deksametazona na
ekspresiju gena LGALS3 i njegovog proteinskog produkta - galektina-3 u
stanicama monocitne stani¢ne linije THP-1. Razina ekspresije LGALS3 i
galektina-3 precena je i tijekom diferencijacije stanica THP-1 koja je bila
potaknuta forbol-12-miristat-13-acetatom, spojem pod Ccijim utjecajem
stanice THP-1 poprimaju karakteristike makrofaga. Utjecaj razliCitih
koncentracija aspirina, indometacina, hidrokortizona i deksametazona na
ekspresiju LGALS3 i galektina-3 ispitan je i u diferenciranim stanicama
stani¢ne linije THP-1. U svim je pokusima ispitana i vijabilnost i
metabolicka aktivnost stanica.

3.1 Ekspresija LGALS3 i galektina-3 u stanicama
THP-1 tijekom kultiviranja

Tvari s imunomodulatornim djelovanjem koriStene u ovom radu (aspirin,
indometacin, hidrokortizon i deksametazon) su slabo ili uopce nisu topljive
u vodenim otopinama. Zbog toga su maticne otopine tvari priredene u u
DMSO, a potom razrijedene u vodenoj otopini (preciznije, hranidbenom
mediju) do odgovarajucih koncentracija imunomodulatornih tvari.
Maksimalna koncentracija DMSO u hranidbenom mediju iznosila je 0,2%.
Prije ispitivanja utjecaja razliCitih imunomodulatornih tvari na ekspresiju
gena LGALS3 i galektina-3 odredene su:

a) vijabilnost i metabolicka aktivnost stanica stani¢ne linije THP-1
tijekom 72-satnog kultiviranja u hranidbenom mediju (medij) kao i
tijekom 72-satnog kultiviranja u 0,2% otopini DMSO u hranidbenom
mediju (medij/0,2% DMSO)

b) razina ekspresije LGALS3 i galektina-3 tijekom 72-satnog kultiviranja
stanica stani¢ne linije THP-1 u hranidbenom mediju (medij) kao i
tijekom 72-satnog kultiviranja stanica stanic¢ne linije THP-1 u 0,2%
otopini DMSO u hranidbenom mediju (medij/0,2% DMSO).

U cilju odredivanja vijabilnosti i metabolicke aktivnosti stanica THP-1
stanice su kultivirane tijekom 24, 48 ili 72 sata u mediju ili mediju/0,2%
DMSO. Pokusi su ponovljeni 2 puta u kvadriplikatu.

Postotak zivih stanica odreden je metodom bojanja tripanskim modrilom
(opisanom u poglavlju 2.2.7). Rezultati su pokazali da nema razlike u
vijabilnosti stanica kultiviranih u mediju/0,2% DMSO u odnosu na stanice
kultivirane samo u hranidbenom mediju, te da je u svim slucajevima
postotak zivih stanica veci od 98%.

Metabolicka aktivnost stanica uz 0,2% DMSO i citotoksicnost odredeni su
testom MTS (prema postupku opisanom u poglavlju 2.2.8). Rezultati su
pokazali da medij/0,2% DMSO ne djeluje citotoksicno na stanice stanicne

43



3. Rezultati

linije THP-1 niti nakon 72 sata kultiviranja te je njihova metabolicka
aktivnost nepromijenjena (100+2,8%) u odnosu na metabolicku aktivnost
stanica kultiviranih u hranidbenom mediju (Slika 3.1).

a b
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®
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] medii I medij/0,2% DMSO

Slika 3.1 Metabolicka aktivnost stanica THP-1 tijekom 72-satnog
kultiviranja u mediju/0,2% DMSO se ne mijenja. a) Slika mikrotitarske
plo¢ice nakon MTS testa stanica THP-1 kultiviranih 24 sata u mediju ili
mediju/0,2% DMSO. b) Metabolicke aktivnosti stanica THP-1 kultiviranih tijekom
24, 48 ili 72 sata u mediju odnosno mediju/0,2% DMSO izmjerene MTS testom
izrazene u odnosu na stanice kultivirane tijekom istog vremena u mediju (rezultati
kvadriplikata dva neovisna pokusa izrazeni su kao x+SD).

Kako bismo utvrdili relativhu razinu ekspresije gena LGALS3, odnosno
relativnu kolicinu mRNA za galektin-3, iz stanica THP-1 izolirana je ukupna
RNA te je postupkom reverzne transkripcije uz primjenu oligo dT ishodnica
prevedena u cDNA. Dijelovi mRNA za galektin-3 i (-aktin umnozeni su
postupkom lancane reakcije polimerazom uz primjenu specificnih
ishodnica. Nakon lancane reakcije polimerazom nukleotidni slijed PCR
produkata provjeren je metodom sekvenciranja na uredaju ABI Prism 310
Genetic Analyzer (Applied Biosystems), prema postupku opisanom u
poglavlju 2.2.12. Ukratko, nakon lancane reakcije polimerazom PCR
produkti su prociSceni od viska ishodnica, a uspjeSnost prociScavanja i
priblizna koncentracija proc¢iS¢enih PCR produkata odredena je
elektroforezom procis¢enih PCR produkata u 1,5% agaroznom gelu (Slika
3.2).
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Slika 3.2 Elektroforeza PCR produkata. Nakon izolacije ukupne RNA iz
stanica THP-1, reverzne transkripcije i lancane reakcije polimerazom, PCR
produkti su analizirani elektroforezcom u 1,5% agaroznom gelu a) prije
proc¢iS¢éavanja i b) nakon prociSc¢avanja. 1: standard molekulskih masa (viSekratnik
100 bp) 2: PCR produkt velicine 226 bp (nastao umnazanjem dijela mRNA za [3-
aktin) 3: PCR produkt velicine 288 bp (nastao umnazanjem dijela mRNA za
galektin-3).

PCR produkti (5 pg) podvrgnuti su reakciji sekvenciranja. Nakon uklanjanja
zaostalih fluorescentno obiljezenih nukleotida i viSka ishodnica, nukleotidni
je slijed PCR produkata odreden analizom produkata sekvenciranja
razdvojenih kapilarnom elektroforezom na uredaju AbiPrism 310 Genetic
Analyser (Applied Bioystems)(Slika 3.3). Analiza je provedena koriStenjem
programa Sequencing Analysis Software, a rezultati su pokazali da
nukleotidni sljedovi PCR produkata nastalih uporabom odabranih ishodnica
u potpunosti odgovaraju dijelovima mRNA za galektin-3 odnosno [-aktin.
PCR produkti su veliC¢ine 226 baznih parova (nastali umnazanjem dijela
mRNA za B-aktin) odnosno 288 baznih parova (nastali umnazanjem dijela
mRNA za galektin-3). Utvrdeno je takoder da su spomenuti produkti ujedno
i jedini produkti lancane reakcije polimerazom te da su odabrane
temperature pri kojima se odvijao proces sljepljivanja ishodnica tijekom
lanc¢ane reakcije polimerazom (63°C za ishodnice za (-aktin, odnosno 58°C
za ishodnice za galektin-3) odgovarajuce jer se pri navedenim
temperaturama ishodnice vezu isklju¢ivo na u potpunosti komplementarne
dijelove DNA.

(NGNCQIN C CCCGGQGITT AT NN CTAGACA T GAT T GO GG TGV GGAT TCUTATGT GG CMAG GCCRGAGCMGAGAGTCATC CTCACCCTG MG ACCCCATCGA GEACGGCATCGT CACCAACT GAGACGACAT GGAGAARATCT G ACCACACCTTC ANGNNNN
4 50 60 80 8 100 110 140 158 160 170 200

Slika 3.3 Nukleotidni slijed PCR produkta nastalog umnazanjem dijela
mRNA za galektin-3 odreden analizom na wuredaju AbiPrism 310
Genetic Analyser.

45




3. Rezultati

S ciljem utvrdivanja relativnhe razine ekspresije gena LGALS3, odnosno
relativne kolicine mRNA za galektin-3 tijekom 72-satnog kultiviranja (uzorci
sakupljeni nakon 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata) stanica stanic¢ne linije THP-1 u
mediju ili mediju/0,2% DMSO, iz stanica je izolirana ukupna RNA, ~0,8 ng
ukupne RNA reverzno je transkribirano uz primjenu oligo dT ishodnica te
su potom umnozeni dijelovi mRNA za galektin-3 (tijekom 21 ciklusa PCR uz
temperaturu sljepljivanja ishodnica 58°C) i B-aktin (tijekom 14 ciklusa PCR
uz temperaturu sljepljivanja ishodnica 63°C) primjenom odabranih
specificnih ishodnica. Lancana reakcija polimerazom ne doseze krajnju
tocku ("end-point") uz navedene reakcijske uvjete vec je jo§S uvijek u
eksponencijalnoj fazi, Sto je uvjet da bi ta metoda bila kvantitativna. Na
opisani nacin dobivene koncentracije PCR produkata prikladne su za
analizu koli¢ine PCR produkata na uredaju AbiPrism 310 Genetic Analyser.
PCR produkti su zdruzeni, razdvojeni kapilarnom elektroforezom na uredaju
AbiPrism 310 Genetic Analyser (Slika 3.4), a relativan omjer njihovih
koli¢ina izracunat je uporabom programa GeneScan Analysis Software.
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Slika 3.4 GeneScan® elektroforetogram razdvojenih PCR produkata.
Ukupna RNA izolirana je iz stanica THP-1 i reverzno transkribirana uz primjenu
oligo dT ishodnica. PCR produkti dobiveni primjenom fluorescentno obiljezenih
specificnih ishodnica za mRNA za (-aktin tijekom 14 ciklusa PCR i PCR produkti
dobiveni primjenom fluorescentno obiljezenih specificnih ishodnica za mRNA za
galektin-3 tijekom 21 ciklusa PCR su zdruzeni i razdvojeni kapilarnom
elektroforezom na uredaju AbiPrism 310 Genetic Analyser. Os ordinate predstavlja
relativan intenzitet fluorescencije, a os aspcise veli¢inu razdvojenih fragmenata
izrazeno u baznim parovima (bp). Crni peakovi odgovararaju standardu DNA
GeneScan®-500 TAMRA, a plavi PCR produktu B-aktina (226 bp) i galektina-3 (288

bp).

Rezultati dvaju neovisnih pokusa napravljenih u duplikatu pokazali su da
se tijekom 1, 3, 5, 24, 48 i 72 sata kultiviranja stanica THP-1 u mediju kao i
u mediju/0,2% DMSO relativni omjeri PCR produkata nastalih umnazanjem
dijela mRNA za galektin-3 i f-aktin ne mijenjaju (6,28+0,13), odnosno, da se
koli¢ina mRNA za galektin-3 odrzava na jednakoj razini (Slika 3.5).
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Slika 3.5 U stanicama THP-1 tijekom 72-satnog kultiviranja u mediju
ili u mediju/0,2% DMSO kolicina mRNA za galektin-3 se ne mijenja.
Stanice THP-1 kultivirane su tijekom 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata u mediju ili u
mediju/0,2% DMSO. Nakon izolacije ukupne RNA i reverzne transkripcije, PCR
produkti nastali umnazanjem dijela mRNA za galektin-3 tijekom 21 ciklusa PCR i
dijela mRNA za p-aktin tijekom 14 ciklusa PCR su zdruzeni i razdvojeni
kapilarnom elektroforezom na uredaju AbiPrism 310 Genetic Analyser. Rezultati
dvaju neovisnih pokusa napravljenih u duplikatu izrac¢unati primjenom programa
GeneScan 2.1 software izrazeni su kao omjeri povrSina peakova PCR produkata
galektina-3 i B-aktina (x £SD). Zeleni stupci — kultiviranje u mediju, bijeli stupci —
kultiviranje u mediju/0,2% DMSO.

Razina ekspresije galektina-3 u stanicama stani¢ne linije THP-1 ispitana je
tijekom 72-satnog kultiviranja postupkom Western blot uz denzitometrijsku
analizu vrpci. Uzorci su sakupljani nakon 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata. U
svakom je uzorku istim postupkom odredena ekspresija konstitutivno
eksprimiranog proteina - [3-aktina. Rezultati denzitometrijske analize vrpci
galektina-3 normirani su prema rezultatima dobivenim za vrpce B-aktina (za
svaki pojedini uzorak). Kako bismo mogli usporedivati rezultate dobivene za
uzorke analizirane na razliCitim gelovima/membranama na svaki je gel
nanijet isti stanicni homogenat stanica THP-1 koje su kultivirane u
hranidbenom mediju. Rezultati denzitometriranja vrpci iz dva neovisna
pokusa napravljena u duplikatu izrazeni su kao relativnha povrSina vrpci
galektina-3/pB-aktina pojedinog uzorka u odnosu na relativnhu povrSinu
vrpci galektina-3/B-aktina kontrolnog uzorka.

Rezultati su pokazali da se kolicina galektina-3 statisticki znacajno ne
mijenja (p>0,095) tijekom 1, 3, 5, 24, 48 i 72 sata kultiviranja stanica THP-1
u mediju u odnosu na pocetnu kolicinu galektina-3 (105+5,5% pocetne
razine). Razina ekspresije galektina-3 statisticki se znacCajno ne mijenja
(p>0,05) niti kada se stanice kultiviraju tijekom 1, 3, 5, 24, 48 i 72 sata u
mediju/0,2% DMSO (103+7% pocetne razine)(Slika 3.6).
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a) medij b) medij/0,2% DMSO
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I kontrola B medij  [] medij/0,2% DMSO

Slika 3.6 Kolicina galektina-3 u stanicama THP-1 tijekom kultiviranja
u mediju ili u mediju/0,2% DMSO se ne mijenja. Imunoblot analiza
ekspresije galektina-3 u homogenatima stanica THP-1 kultiviranih tijekom 1, 3, 5,
24, 48 ili 72 sata u a) mediju i b) mediju/0,2% DMSO (5 pg proteina/jazici). c)
Rezultati denzitometriranja vrpci iz dva neovisna pokusa napravljena u duplikatu
izrazeni su kao relativna povrsina vrpci galektina-3/p-aktina u odnosu na kontrolu
(x £SD). Crni stupac-kontrola, zeleni stupci-kultiviranje u mediju, bijeli stupci -
kultiviranje u mediju/0,2% DMSO.

3.2 Utjecaj aspirina na ekspresiju LGALS3 i
galektina-3 u stanicama THP-1

Aspirin utjeCe na signalne puteve i transkripcijske fakore koji izmedu
ostalog, sudjeluju i u regulaciji ekspresije gena LGALS3. Stoga smo u ovom
radu zeljeli ispitati uc¢inak aspirina na ekspresiju LGALS3 i galektina-3.
Stanice THP-1 kultivirane su tijekom 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata u 0,1 mM,
0,5 mM, 1 mM i 2 mM otopini aspirina u hranidbenom mediju, u kojem je
istovremeno koncentracija DMSO bila <0,2%.

Postotak zivih stanica odreden je metodom bojanja tripanskim modrilom
(opisanom u poglavlju 2.2.7). Rezultati su pokazali da je postotak zivih
stanica u svim ispitivanim slucajevima 295%, odnosno, da aspirin u
primijenjenim koncentracijama ne utjeCe na vijabilnost stanica THP-1
tijekom 72 sata kultiviranja.

Metabolicka aktivnost stanica kultiviranih uz aspirin koncentracija 0,1 mM,
0,5 mM, 1 mM i 2 mM i citotoksi¢nost primijenjenih koncentracija aspirina
odredeni su testom MTS (prema postupku opisanom u poglavlju 2.2.8).
Rezultati su pokazali da 0,1 mM, 0,5 mM, 1 mM i 2 mM otopine aspirina
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statisticki znacajno ne mijenjaju metabolicku aktivnost stanica u odnosu na
stanice kultivirane u hranidbenom mediju, odnosno da primjenjene
koncentracije aspirina nemaju citotoksican ucinak jer je u svim slucajevima
metabolicka aktivnost bila 291% metabolicke aktivnosti stanica kultiviranih
u hranidbenom mediju.

Nakon izolacije RNA iz tretiranih stanica i reverzne transkripcije po cemu je
slijedila lancana reakcija polimerazom, kolicina PCR produkta nastalih
umnazanjem dijela mRNA za galektin-3 tijekom 21 ciklusa PCR i dijela
mRNA za B-aktin tijekom 14 ciklusa PCR odredena je analizom na uredaju
AbiPrism 310 Genetic Analyser uz primjenu programa GeneScan 2.1
software. Relativna kolicina mRNA za galektin-3 izrazena je omjerom
povrSine peakova PCR produkata galektina-3 i [B-aktina u odnosu na
kontrolu. Kontrolom su smatrani omjeri povrSine peakova PCR produkata
galektina-3 i PB-aktina dobiveni opisanim nacinom u stanicama THP-1
kultiviranih tijekom istih vremena u mediju/0,2% DMSO (Slika 3.7).

Razina ekspresije LGALS3 u stanicama THP-1 kultiviranim uz aspirin
koncentracije 0,1 mM ne mijenja se tijekom prva tri sata kultiviranja, ali se
nakon pet sati kultiviranja primjecuje smanjenje razine ekspresije LGALS3
u odnosu na kontrolu. Ono se kontinuirano nastavlja daljnjim kultiviranjem
tijekom 24 sata kada iznosi 64,2+11,6% od razine u kontrolnim stanicama,
nakon 48 sati 42,9+5,8%, da bi 72 sat razina ekspresije LGALS3 iznosila
31,1+1,4% od razine u kontrolnim stanicama.

Kultiviranjem stanica THP-1 u 0,5 mM otopini aspirina/medij razina
ekspresije LGALS3 se smanjuje gotovo na polovinu razine u kontrolnim
stanicama ve¢ nakon prvog sata (59,6%7,6%) kultiviranja. Daljnjim se
kultiviranjem smanjenje nastavlja, pa nakon 3 sata razina galektina pada
na 52,8t8%, 5 sati na 40,4+4,8%, 24 sata na 27+1,9%, 48 sati na 24,2+4%
te nakon 72 sata kultiviranja na 25,6+4,8% kontrolne razine.

1 mM aspirin uzrokuje jo§S znacajnije, vremenski-ovisno smanjenje razine
ekspresije gena za galektin-3. Razina galektina-3 nakon prvog sata iznosi
52,2+1,7% razine u kontrolnim stanicama, odnosno pocetne razine, nakon
treceg sata 45,4+5,3%, petog sata 24,7+0,2%, 24 sata 28+3,9%, 48 sata
18,2% a nakon 72 sata kultiviranja samo 15,5£0,5%.

Najjaci pad razine ekspresije LGALS3 u stanicama THP-1 bio je izazvan
najvecom koriStenom koncentracija aspirina (2 mM). Nakon 72 sata
kultiviranja uz 2 mM aspirin razina LGALS3 iznosi samo 12,3+0,04%
kontrolne razine, a dostignuta je postupnim smanjenjem ekspresije - nakon
1 sat izlaganja stanica THP-1 aspirinu koncentracije 2 mM razina galektina-
3 iznosila je 45£3,4%, 3 sata 40,2+0,8%, 5 sati 25,1+6,7% 24 sata 23+0,3%,
a nakon 48 sati 15,4+0,5% pocetne razine.
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Slika 3.7 Aspirin inhibira ekspresiju LGALS3. Stanice THP-1 kultivirane su
tijekom 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata uz aspirin koncentracije 0,1 mM, 0,5 mM, 1 mM
i 2 mM. Nakon izolacije ukupne RNA i reverzne transkripcije, PCR produkti nastali
umnazanjem dijela mRNA za galektin-3 tijekom 21 ciklusa PCR i dijela mRNA za (-
aktin tijekom 14 ciklusa PCR su zdruzeni i razdvojeni kapilarnom elektroforezom
na uredaju AbiPrism 310 Genetic Analyser. Rezultati dvaju neovisnih pokusa
napravljenih u duplikatu izracunati primjenom programa GeneScan 2.1 software
izrazeni su kao omjeri povr§ina peakova PCR produkata galektina-3 i 3-aktina u
odnosu na kontrolu (xtSD). Crni stupci — kontrola, rebrasti stupci - 0,1 mM ASA,
tamnozeleni stupci — 0,5 mM ASA, svjetlozeleni stupci — 1 mM ASA, bijeli stupci — 2
mM ASA. Zvjezdica oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu
(p<0,05).

Razina ekspresije galektina-3 u stanicama stanic¢ne linije THP-1 tijekom 72-
satnog kultiviranja uz aspirin koncentracija 0,1 mM, 0,5 mM, 1 mM i 2
mM ispitana je postupkom Western blot uz denzitometrijsku analizu vrpci.
Uzorci su sakupljani nakon 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata. U svakom je uzorku
istim postupkom odredena koli¢ina konstitutivno eksprimiranog proteina -
B-aktina. Rezultati denzitometrijske analize vrpci galektina-3 normirani su
prema rezultatima dobivenim za vrpce [-aktina (za svaki pojedini uzorak).
Kako bismo mogli usporedivati rezultate dobivene za uzorke analizirane na
razliCitim gelovima/membranama na svaki je gel nanijet isti stanicni
homogenat stanica THP-1 koje su kultivirane u hranidbenom mediju.
Rezultati denzitometriranja vrpci iz dva neovisna pokusa napravljena u
duplikatu izrazeni su kao relativha povrSina vrpci galektina-3/p-aktina
pojedinog uzorka u odnosu na relativnu povrSinu vrpci galektina-3/f3-
aktina kontrolnog uzorka.

Aspirin u nizim koncentracijama (0,1 mM i 0,5 mM) ne utjece na razinu
ekspresije galektina-3 tijekom prvih 48 sati kultiviranja. Tek se nakon 72
sata kultiviranja primjecuje pad kolicine galektina-3 na ~70% pocetne
razine (preciznije, kultiviranjem u mediju/0,1 mM ASA smanjuje se koli¢ina
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galektina-3 na 70+4%, a u mediju/0,5 mM ASA na 67+6,2% od kontrolne
razine).

Kada su stanice kultivirane uz 1 mM aspirin pad koliine galektina-3
zabiljezen je nakon 48 sati; razina galektina-3 tada je iznosila 79+2,8%
pocetne razine. Daljnjim kultiviranjem doslo je do jo$ znacajnijeg smanjenja
razine galektina-3 koja je nakon 72 sata iznosila 66+4% pocetne razine.

Kultiviranje stanica THP-1 uz aspirin koncentracije 2 mM, pad razine
galektina-3 izaziva se joS ranije — veC¢ nakon 24 sata razina galektina-3
iznosi 79+2,8% pocetne razine. Zatim nastavlja padati te nakon 48 sati
iznosi 71£3%, a nakon 72 sata 59+3,4% pocetne razine (Slika 3.8).
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Slika 3.8 Utjecaj aspirina na ekspresiju galektina-3 u stanicama THP-1.
Imunoblot analiza ekspresije galektina-3 u homogenatima stanica THP-1
kultiviranih tijekom 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata u a) mediju/0,1 mM ASA; b)
mediju/0,5 mM ASA; c¢) mediju/1 mM ASA; d) mediju/2 mM ASA (5 pg
proteina/jazici). e) Rezultati denzitometriranja vrpci iz dva neovisna pokusa
napravljena u duplikatu izrazeni su kao relativna povrsina vrpci galektina-3/3-
aktina u odnosu na kontrolu (x+ SD). Crni stupac — kontrola, rebrasti stupci - 0,1
mM ASA, tamnozeleni stupci — 0,5 mM ASA, svjetlozeleni stupci — 1 mM ASA, bijeli
stupci — 2 mM ASA. Zvjezdica oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na
kontrolu (p<0,05).
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3.3 Utjecaj indometacina na ekspresiju LGALS3 i
galektina-3 u stanicama THP-1

Djelovanje indometacina, jake nesteroidne tvari s imunomodulatornim
djelovanjem, vrlo je slabo istrazeno. Osim o djelovanju indometacina kao
inhibitora ciklooksigenaze o kojem se zna nesSto viSe, o njegovom ucinku na
signalne puteve koji su, izmedu ostalog, ukljuceni i u regulaciju ekspresije
galektina-3 postoje tek naznake. Stoga smo u ovom radu zeljeli ispitati
ucinak indometacina na ekspresiju LGALS3 i galektina-3.

Stanice THP-1 kultivirane su tijekom 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata u 0,1 uM, 1
uM, S uM i 10 uM otopini indometacina u hranidbenom mediju, u kojem je
istovremeno koncentracija DMSO bila <0,2%.

Postotak zivih stanica odreden je metodom bojanja tripanskim modrilom
(opisanom u poglavlju 2.2.7). Rezultati su pokazali da je postotak Zzivih
stanica u svim ispitivanim slucajevima 297%, odnosno, da indometacin u
primijenjenim koncentracijama ne utjeCe na vijabilnost stanica THP-1
tijekom 72-satnog kultiviranja.

Metabolicka aktivnost stanica u prisutnosti primijenjenih koncentracija
indometacina i njihova citotoksi¢nost odredeni su testom MTS (prema
postupku opisanom u poglavlju 2.2.8). Rezultati su pokazali da se
metabolicka aktivnost stanica kultiviranih uz indometacin koncentracija 0,1
uM, 1 uM, S uM i 10 puM ne mijenja u odnosu na metabolicku aktivnost
stanica kultiviranih samo u hranidbenom mediju. Indometacin u
primijenjenih koncentracijama ne djeluje citotoksi¢cno na stanice THP-1
obzirom na to da je u svim slucajevima metabolicka aktivnost bila 296%
metabolicke aktivnosti stanica kultiviranih u hranidbenom mediju.

Relativna razina ekspresije LGALS3 odredena je nakon izolacije ukupne
RNA, reverzne transkripcije i lancane reakcije polimerazom na uredaju
AbiPrism 310 Genetic Analyser. Relativha kolicina mRNA za galektin-3
izrazena je omjerom povrsine peakova PCR produkata galektina-3 i f-aktina
u odnosu na kontrolu. Kontrolom su smatrani omjeri povrSine peakova PCR
produkata galektina-3 i B-aktina dobiveni istim postupkom u stanicama
THP-1 kultiviranih tijekom istih vremena u mediju/0,2% DMSO (Slika 3.9).

Izlaganje  stanica THP-1 indometacinu u svim  primijenjenim
koncentracijama inhibira ekspresiju LGALS3 (Slika 3.9).

Indometacin koncentracije 0,1 pM uzrokuje smanjenje kolicine mRNA za
galektin-3 na 66,7+4,2% pocetne razine ve¢ nakon prvog sata kultiviranja.
Daljnjim kultiviranjem inhibitorno djelovanje indometacina se nastavlja, te
se kolicina mRNA za galektin-3 treci sat smanjuje na 48,1+£8,5%, peti sat na
30,2+4,5, 24 sat na 29,2+2,6% i 48 sat na 22,7+0,8%, da bi nakon 72 sata
iznosila tek 8%=*0,5% pocetne razine.

Izlaganjem stanica THP-1 indometacinu koncentracije 1 uM razina
ekspresije LGALS3 smanjuje se na polovinu pocCetne razine tijekom prvog
sata (53,7+1,4%). Daljnjim kultiviranjem kolicina mRNA za galektin-3 se
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nastavlja smanjivati — nakon 3 sata kultiviranja iznosi 40,6+7,7%, nakon 5
sati 38,4£3,9%, 24 sata 22,2+4,5%, 48 sati 14,1+0,5% a nakon 72-satnog
kultiviranja 15,6+0,5% pocetne razine.

Kada se stanice THP-1 izloze djelovanju indometacina koncentracije 5 puM,
kolicina mRNA za galektin-3 smanji se za ~60% tijekom prva tri sata
kultiviranja (nakon prvog sata iznosi 35,2+1,1%, a nakon treceg 45,6+7,4%
pocetne razine). Duljim izlaganjem stanica THP-1 indometacinu
koncentracije 5 uM ekspresija LGALS3 se smanjuje joS desetak posto (Sh-
28,4+3,3%, 24 h-25,7+0,4%, 48h-20,0+5,3%, 72 h-28,2+9% pocetne razine).

Od svih primijenjenih koncentracija indometacina, najjace inhibitorno
djelovanje na ekspresiju LGALS3 ima 10 pM indometacin. On inhibira
ekspresiju LGALS3 za ~70% tijekom prvih pet sati kultiviranja (nakon prvog
sata kolicina mRNA za galektin-3 iznosi 34,7+1,8%, nakon treceg
30,6+3,1%, a mnakon petog 28,1+3,2% pocetne razine). Daljnjim
kultiviranjem kolicina mRNA za galektin-3 nastavlja padati i iznosi: 24h-
23,24+0,7%, 48h-11,6+2,5% i 72 h-8,9+2,1% pocetne razine.

1.2 q

1.0 1

0.8 1

0.6

relativne jednice

0.4 1

0.2 1

0.0 -
1h 3h 5h 24 h 48 h 72 h vrijeme

B kontrola [ 0,1 uM Ind = 1 puM Ind [110uM Ind

Slika 3.9 Indometacin inhibira ekspresiju LGALS3. Stanice THP-1
kultivirane su tijekom 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata uz indometacin koncentracije 0,1
uM, 1 uM, S uM i 10 uM. Nakon izolacije ukupne RNA i reverzne transkripcije, PCR
produkti nastali umnazanjem dijela mRNA za galektin-3 tijekom 21 ciklusa PCR i
dijela mRNA za p-aktin tijekom 14 ciklusa PCR su zdruzeni i razdvojeni
kapilarnom elektroforezom na uredaju AbiPrism 310 Genetic Analyser. Rezultati
dvaju neovisnih pokusa napravljenih u duplikatu izrac¢unati primjenom programa
GeneScan 2.1 software izrazeni su kao omjeri povrSina peakova PCR produkata
galektina-3 i B-aktina u odnosu na kontrolu (xtSD). Crni stupci — kontrola, rebrasti
stupci- 0,1 uM Ind, tamnozeleni stupci — 1 uM Ind, svjetlozeleni stupci — 5 uM Ind,
bijeli stupci — 10 uM Ind. Zvjezdica oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu
na kontrolu (p<0,05).
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Razina ekspresije galektina-3 u stanicama stanicne linije THP-1 tijekom 72-
satnog kultiviranja uz indometacin koncentracija 0,1 uM, 1 uM, 5 uM i 10
uM ispitana je postupkom Western blot uz denzitometrijsku analizu vrpci.
Uzorci su sakupljani nakon 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata. U svakom je uzorku
istim postupkom odredena kolicina konstitutivno eksprimiranog proteina -
B-aktina. Rezultati denzitometrijske analize vrpci galektina-3 normirani su
prema rezultatima dobivenim za vrpce [B-aktina (za svaki pojedini uzorak).
Kako bismo mogli usporedivati rezultate dobivene za uzorke analizirane na
razli¢itim gelovima/membranama na svaki je gel nanijet isti stani¢ni
homogenat stanica THP-1 koje su kultivirane u hranidbenom mediju.
Rezultati denzitometriranja vrpci iz dva neovisna pokusa napravljena u
duplikatu izrazeni su kao relativha povrSina vrpci galektina-3/p-aktina
pojedinog uzorka u odnosu na relativnu povrSinu vrpci galektina-3/f3-
aktina kontrolnog uzorka (Slika 3.10).

Kolicina galektina-3 tijekom prva 24 sata kultiviranja stanica THP-1 uz
indometacin svih primjenjenih koncentracija (0,1 uM, 1 pM, 5 uM i 10 uM)
odrzava se na jednakoj razini.

Indometacin koncentracije 0,1 uM nakon 48 sati kultiviranja uzrokuje pad
razine galektina-3 na 69,0+£5,1%, a nakon 72 sata kultiviranja na
48,5+4,3% pocetne razine.

Promjena kolicine galektina-3 u stanicama THP-1 izlozenim djelovanju
indometacina koncentracije 1 uM uocava se tek nakon 72 sata kultiviranja,
kada iznosi 61,0+6,1% pocetne razine.

Izlaganje stanica THP-1 indometacinu koncentracije 5 puM uzrokuje pad
kolicine galektina-3 za ~20% nakon 48-satnog kultiviranja (80,5+2,7%
pocetne razine), odnosno ~30% nakon 72-satnog kultiviranja (72+3,8%
pocetne razine).

Jo§ manju promjenu ekspresije galektina-3 uzrokuje indometacin
koncentracije 10 uM: tek nakon 72 sata kultiviranja ona se mijenja i iznosi
81,2+4,4% pocetne razine.
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Slika 3.10 Utjecaj indometacina na ekspresiju galektina-3 u stanicama
THP-1. Imunoblot analiza ekspresije galektina-3 u homogenatima stanica THP-1
kultiviranih tijekom 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata u a) mediju/0,1 uM Ind; b) mediju/1
uM Ind; c) mediju/S pM Ind; d) mediju/10 uM Ind (5 pg proteina/jazici). e)
Rezultati denzitometriranja vrpci iz dva neovisna pokusa napravljena u duplikatu
izrazeni su kao relativna povrsina vrpci galektina-3/p-aktina u odnosu na kontrolu
(x+ SD). Crni stupac — kontrola, rebrasti stupci-0,1 uM Ind, tamnozeleni stupci — 1
pM Ind, svjetlozeleni stupci — 5 uM Ind, bijeli stupci — 10 pM Ind. Zvjezdica
oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu (p<0,05).
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3.4 Utjecaj hidrokortizona na ekspresiju LGALS3 i
galektina-3 u stanicama THP-1

Prema literaturi, za hidrokortizon, steroidni imunomodulatorni lijek postoje
naznake da utjeCe na signalne puteve koji su, izmedu ostalog, ukljuceni i u
regulaciju ekspresije galektina-3. Stoga smo u ovom radu zeljeli ispitati
ucinak hidrokortizona na ekspresiju LGALS3 i galektina-3.

Stanice THP-1 kultivirane su tijekom 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata u 0,1 uM, 1
uM, S uM i 10 uM otopini hidrokortizona u hranidbenom mediju, u kojem je
istovremeno koncentracija DMSO bila <0,2%.

Postotak zivih stanica odreden je metodom bojanja tripanskim modrilom
(opisanom u poglavlju 2.2.7). Rezultati su pokazali da je postotak zivih
stanica u svim ispitivanim slucajevima 297,5%, odnosno, da hidrokortizon
u primijenjenim koncentracijama ne utjeCe na vijabilnost stanica THP-1
tijekom 72-satnog kultiviranja.

Metabolicka aktivnost stanica i citotoksicnost primijenjenih koncentracija
hidrokortizona odredeni su testom MTS (prema postupku opisanom u
poglavlju 2.2.8). Rezultati su pokazali da se metabolicka aktivnost stanica
kultiviranih uz hidrokortizon koncentracija 0,1 uM, 1 pM, S uM i 10 uM ne
mijenja u odnosu na metabolicku aktivnost stanica kultiviranih samo u
hranidbenom mediju. Hidrokortizon u primijenjenih koncentracijama ne
djeluje citotoksicno na stanice THP-1 obzirom da je u svim slucajevima
metabolicka aktivnost bila 296,4% metabolicke aktivnosti stanica
kultiviranih u hranidbenom mediju.

Relativna razina ekspresije LGALS3 odredena je nakon izolacije ukupne
RNA, reverzne transkripcije i lancane reakcije polimerazom na uredaju
AbiPrism 310 Genetic Analyser. Relativnha kolicina mRNA za galektin-3
izrazena je omjerom povrsine peakova PCR produkata galektina-3 i f-aktina
u odnosu na kontrolu. Kontrolom su smatrani omjeri povrSine peakova PCR
produkata galektina-3 i B-aktina dobiveni istim postupkom u stanicama
THP-1 kultiviranih tijekom istih vremena u mediju/0,2% DMSO (Slika
3.11).

Hidrokortizon u svim primijenjenim koncentracijama inhibira ekspresiju
LGALS3 u stanicama THP-1, a postotak inhibicije je to veci Sto je vrijeme
izlozenosti stanica djelovanju hidrokortizona dulje.

Kultiviranjem stanica THP-1 u 0,1 uM otopini hidrokortizona/medij razina
ekspresije LGALS3 se smanjuje na polovinu ve¢ nakon prvog sata
kultiviranja (50,8+8,6%), a smanjenje se nastavlja i tijekom 3 sata (na
42,412 .,4%), S5 sati (na 30,1+8,9%), 24 sata (na 25,71+7,6%), 48 sati (na
13,8+2%) i 72 sata kultiviranja, kada pada na 7,7+0,9% kontrolne razine.

Nakon 1 sat kultiviranja stanica THP-1 uz hidrokortizon koncentracije 1 uM
kolicina mRNA za galektin-3 se smanjuje na 44,2+8,8% pocetne razine i
sljedeca cetiri sata samo pomalo pada (treci sat iznosi 42,9+2,2%, a peti sat
39,3%£2,6%). Jednodnevno kultiviranje uzrokuje pad ekspresije LGALS3 na
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26,2+0,2%, dvodnevno na 22,2+1,3% a trodnevno na samo 8,3%0,6%
pocetne razine.

Nakon 72 sata kultiviranja uz hidrokortizon koncentracije 5 uM razina
LGALSS3 iznosi samo 5,4+1,9% pocetne razine, a dostignuta je postupnim
smanjenjem ekspresije: nakon 1 sat - na 53,5+6%, 3 sata - na 42+2,5%, 5
sati - na 42,9+17,8% 24 sata - na 17,944,8% i nakon 48 sati na 11+3,2%
pocetne razine.

Od svih primijenjenih koncentracija hidrokortizona, najjace inhibitorno
djelovanje na ekspresiju LGALS3 ima 10 pM hidrokortizon. On inhibira
ekspresiju LGALS3 za ~60% tijekom prvih pet sati kultiviranja (nakon prvog
sata kolicina mRNA za galektin-3 iznosi 39+1,5%, nakon treceg 36,6+2,7%,
a nakon petog 35,6+6,6% pocetne razine). Daljnjim kultiviranjem koli¢ina
mRNA za galektin-3 nastavlja padati i iznosi: 24h-21,5+3,5%, 48h-9,1+2% i
72 h-3,8+0,4% pocetne razine.

1.2 4

relativne iednice

1h 3h 5h 24 h 48 h 72 h vrijeme

M kontrola [ 0,1 yM HC B 1uMHC

5 uM HC [] 10 yM HC

Slika 3.11 Hidrokortizon inhibira ekspresiju LGALS3. Stanice THP-1
kultivirane su tijekom 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata uz hidrokortizon koncentracije 0,1
pM, 1 uM, S uM i 10 uM. Nakon izolacije ukupne RNA i reverzne transkripcije, PCR
produkti nastali umnazanjem dijela mRNA za galektin-3 tijekom 21 ciklusa PCR i
dijela mRNA za -aktin tijekom 14 ciklusa PCR su zdruzeni i razdvojeni
kapilarnom elektroforezom na uredaju AbiPrism 310 Genetic Analyser. Rezultati
dvaju neovisnih pokusa napravljenih u duplikatu izracunati primjenom programa
GeneScan 2.1 software izrazeni su kao omjeri povrSina peakova PCR produkata
galektina-3 i B-aktina u odnosu na kontrolu (x:SD). Crni stupci — kontrola, rebrasti
stupci-0,1 uM HC, tamnozeleni stupci — 1 uM HC, svjetlozeleni stupci — 5 uM HC,
bijeli stupci — 10 uM HC. Zvjezdica oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu
na kontrolu (p<0,05).
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Razina ekspresije galektina-3 u stanicama stanicne linije THP-1 tijekom 72-
satnog kultiviranja uz hidrokortizon koncentracija 0,1 uM, 1 uM, S uM i 10
uM ispitana je postupkom Western blot uz denzitometrijsku analizu vrpci.
Uzorci su sakupljani nakon 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata. U svakom je uzorku
istim postupkom odredena kolicina konstitutivno eksprimiranog proteina -
B-aktina. Rezultati denzitometrijske analize vrpci galektina-3 normirani su
prema rezultatima dobivenim za vrpce [B-aktina (za svaki pojedini uzorak).
Kako bismo mogli usporedivati rezultate dobivene za uzorke analizirane na
razli¢itim gelovima/membranama na svaki je gel nanijet isti stani¢ni
homogenat stanica THP-1 koje su kultivirane u hranidbenom mediju.
Rezultati denzitometriranja vrpci iz dva neovisna pokusa napravljena u
duplikatu izrazeni su kao relativha povrSina vrpci galektina-3/p-aktina
pojedinog uzorka u odnosu na relativnu povrSinu vrpci galektina-3/f3-
aktina kontrolnog uzorka (Slika 3.12).

Tijekom prva 24 sata kultiviranja stanica THP-1 wuz hidrokortizon
koncentracija 0,1 uM, 1 uM, S uM i 10 uM koli¢ina galektina-3 u odnosu na
kontrolu ostaje nepromijenjena. Nakon 48-satnog kultiviranja razina se
ekspresije galektina-3 smanjuje ~40% i iznosi, ovisno o primijenjenim
koncentracijama hidrokortizona: 63,3+4,9% (uz 0,1 uM HC), 62,9+3,3% (uz
1 uM HC), 59,9£5,1% (uz S uM HC) i 58,8+3,9% pocetne razine (uz 10 uM
HC). Kultiviranjem tijekom 72 sata koli¢ina galektina-3 smanjuje se na
priblizno polovinu i iznosi: 53,7+£5,2% (uz 0,1 uM HC), 54+4,1% (uz 1 pM
HC), 50,3+3,8% (uz 5 uM HC) i 42,3£6,2% pocetne razine (uz 10 uM HC).

59



3. Rezultati

a) 0,1 uM HC

gal-d— | - ar e e«

B-aktin—| == T = — — —

K 1h 3h 5h 24h 48h 72h

c) 5 uM HC

gal-3— | " e e a» a» e -

B'aktin_> T — — —— — — —

K 1h 3h 5h 24h 48h 72h

e) 1.2

.3

1.0 - &

]

]

© ]
3 0.8 - ::j
[

@ [
2L ]
o 0.6 - =
c ]
S [
i=] ]
5
© 04 - &
)

]

0.2 5

]

]

=

0.0 A .

K 1h 3h

H kontrola 0,1 uM HC

B 1uMHC

b) 1 pM HC

gal-3—

B-aktin—-

K 1h 3h 5h 24h 48h 72h

d) 10 pM HC

gal-3—

[-aktin—

K 1h 3h 5h 24h 48h 72h

5h 24 h

48 h 72 h vrijeme

5uM HC 110 uM HC

Slika 3.12 Utjecaj hidrokortizona na ekspresiju galektina-3 u
stanicama THP-1. Imunoblot analiza ekspresije galektina-3 u homogenatima
stanica THP-1 kultiviranih tijekom 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata u a) mediju/0,1 uM
HC; b) mediju/1 pM HC; c¢) mediju/5 pM HC; d) mediju/10 uM HC (5 pg
proteina/jazici). e) Rezultati denzitometriranja vrpci iz dva neovisna pokusa
napravljena u duplikatu izrazeni su kao relativna povrsina vrpci galektina-3/3-
aktina u odnosu na kontrolu (x + SD). Crni stupac — kontrola, rebrasti stupci-0,1
puM HC, tamnozeleni stupci — 1 uM HC, svjetlozeleni stupci — 5 uM HC, bijeli stupci
— 10 uM HC. Zvjezdica oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu

(p<0,05).
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3.5 Utjecaj deksametazona na ekspresiju LGALSS3 i
galektina-3 u stanicama THP-1

Deksametazon, steroidni imunomodulatorni lijek utjeCe na brojne puteve
prijenosa signala u stanici. Jedan od njih je signalni put protein kinaza
aktiviranih mitogenima (Ras/MEKK1/MKK1) za koji je pokazano da
sudjeluje u regulaciji ekspresije galektina-3. Stoga smo u ovom radu zeljeli
ispitati uc¢inak deksametazona na ekspresiju LGALS3 i galektina-3.

Stanice THP-1 kultivirane su tijekom 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata u
hranidbenom mediju uz 0,1 nM, 1 nM, 10 nM ili 100 nM deksametazon, u
kojem je istovremeno koncentracija DMSO bila <0,2%.

Postotak zivih stanica odreden je metodom bojanja tripanskim modrilom
(opisanom u poglavlju 2.2.7). Rezultati su pokazali da je postotak zivih
stanica u svim ispitivanim slucajevima 295%, odnosno, da deksametazon u
primijenjenim koncentracijama ne utjeCe na vijabilnost stanica THP-1
tijekom 72-satnog kultiviranja.

Metabolicka aktivnost stanica uz primijenjene koncentracije deksametazona
i citotoksi¢nost odredeni su testom MTS (prema postupku opisanom u
poglavlju 2.2.8). Rezultati su pokazali da se metabolicka aktivnost stanica
kultiviranih uz deksametazon koncentracija 1 nM, 1 nM, 10 nM i 100 nM
ne mijenja u odnosu na metabolicku aktivnost stanica kultiviranih samo u
hranidbenom mediju. Deksametazon u primijenjenih koncentracijama ne
djeluje citotoksicno na stanice THP-1 obzirom da je u svim slucajevima
metabolicka aktivnost bila 295,4% metabolicke aktivnosti stanica
kultiviranih u hranidbenom mediju.

Relativna razina ekspresije LGALS3 odredena je nakon izolacije ukupne
RNA, reverzne transkripcije i lanc¢ane reakcije polimerazom na uredaju
AbiPrism 310 Genetic Analyser. Relativna kolicina mRNA za galektin-3
izrazena je omjerom povrSine peakova PCR produkata galektina-3 i f-aktina
u odnosu na kontrolu. Kontrolom su smatrani omjeri povrsine peakova PCR
produkata galektina-3 i B-aktina dobiveni istim postupkom u stanicama
THP-1 kultiviranih tijekom istih vremena u mediju/0,2% DMSO (Slika
3.13).

Deksametazon koncentracije 0,1 nM uzrokuje smanjenje razine ekspresije
LGALS3 na 33,4+1,4% pocetne razine veC nakon prvog sata kultiviranja.
Daljnjim kultiviranjem do 24. sata ne dolazi do 2znacajnije promjene
ekspresije (nakon 3 sata iznosi 30,2+5,3%, nakon 5 sati 38,9+0,8%, a
nakon 24 sata kultiviranja 32,3+0,1% pocCetne razine), da bi nakon 48 sati
pala na 22,243,5% a nakon 72 sata kultiviranja na 15,4+4,6% pocetne
razine.

Slican ucinak ima i deksametazon koncentracije 1 nM: nakon prvog sata
kultiviranja kolicina mRNA za galektin-3 se smanji na 30,7+4,7% pocetne
razine i odrzava se takvom i nakon 3 sata (31,946,3%), S sati (34,5£3,1%) i
24 sata inkubiranja (26,1£10% pocetne razine). Nakon 48 sati koli¢ina
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mRNA za galektin-3 se ponovno znacajnije smanjuje (na 14,7+0,2%) da bi
nakon 72-satnog kultiviranja iznosila samo 9,9+1,7% pocetne razine.

Pad kolicine mRNA za galektin-3 za 70% (na 28,7+8,3% pocetne razine)
unutar prvog sata inkubiranja uzrokuje i deksametazon koncentracije 10
nM. Trosatno kao ni peterosatno kultiviranje ne uzrokuje daljnju promjenu
ekspresije LGALS3 (nakon 3 sata iznosi 31,4t1,9%, a nakon 5 sati
32,2+2,6% pocetne razine). Daljnji pad razine primjecuje se nakon 24 sata
(na 18,8+3,1%), nakon 48 sati (na 12,3+2,4%) i 72 sata kultiviranja (na
9,7+5,2% pocetne razine).

Deksametazon koncentracije 100 nM mijenja ekspresiju LGALS3 na slican
nacin i u slicnoj mjeri kao Sto je primjeceno i kod deksametazona 100 i
1000 puta manje koncentracije. Nakon Sto se kolicina mRNA za galektin-3
smanji za ~70% nakon prvog sata kultiviranja (na 34,9+0,3%), odrzava se
na priblizno jednakoj razini i nakon 3 sata (28,9+2,9%), 5 sati (35,8+12,7%)
i 24 sata kultiviranja (kada iznosi 31,8%£9,5% pocetne razine). Medutim,
nakon 48 sati iznosi 13,8+2,9%, a nakon 72 sata samo 10,8+5,5% pocetne
razine.
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Slika 3.13 Deksametazon inhibira ekspresiju LGALS3. Stanice THP-1
kultivirane su tijekom 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata uz deksametazon koncentracije 0,1
nM, 1 nM, 10 nM i 100 nM. Nakon izolacije ukupne RNA i reverzne transkripcije,
PCR produkti nastali umnazanjem dijela mRNA za galektin-3 tijekom 21 ciklusa
PCR i dijela mRNA za B-aktin tijekom 14 ciklusa PCR su zdruzeni i razdvojeni
kapilarnom elektroforezom na uredaju AbiPrism 310 Genetic Analyser. Rezultati
dvaju neovisnih pokusa napravljenih u duplikatu izracunati primjenom programa
GeneScan 2.1 software izrazeni su kao omjeri povrSina peakova PCR produkata
galektina-3 i B-aktina u odnosu na kontrolu (x:SD). Crni stupci — kontrola, rebrasti
stupci-0,1 nM Dex, tamnozeleni stupci — 1 nM Dex, svjetlozeleni stupci — 10 nM
Dex, bijeli stupci — 100 nM Dex. Zvjezdica oznacava statisticki znacajnu razliku u
odnosu na kontrolu (p<0,05).
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Razina ekspresije galektina-3 u stanicama stanicne linije THP-1 tijekom 72-
satnog kultiviranja uz deksametazon koncentracija 0,1 nM, 1 nM, 10 nM i
100 nM ispitana je postupkom Western blot uz denzitometrijsku analizu
vrpci. Uzorci su sakupljani nakon 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata. U svakom je
uzorku istim postupkom odredena kolicina konstitutivno eksprimiranog
proteina - P-aktina. Rezultati denzitometrijske analize vrpci galektina-3
normirani su prema rezultatima dobivenim za vrpce P-aktina (za svaki
pojedini uzorak). Kako bismo mogli usporedivati rezultate dobivene za
uzorke analizirane na razliCitim gelovima/membranama na svaki je gel
nanijet isti staniéni homogenat stanica THP-1 koje su kultivirane u
hranidbenom mediju. Rezultati denzitometriranja vrpci iz dva neovisna
pokusa napravljena u duplikatu izrazeni su kao relativna povrSina vrpci
galektina-3/pB-aktina pojedinog uzorka u odnosu na relativnu povrSinu
vrpci galektina-3/B-aktina kontrolnog uzorka (Slika 3.14).

Obrazac promjene ekspresije galektina-3 uzrokovane djelovanjem
deksametazona slican je kod svih primijenjenih  koncentracija
deksametazona. Nakon prvog sata kultiviranja uocava se blagi pad razine
galektina-3 (za ~15%), no ta promjena nije statisticki znacajna. Zatim se
daljim kultiviranjem koli¢ina galektina-3 odrzava na priblizno jednakoj
razini da bi se nakon 24-satnog kultiviranja ponovno vratila na pocetnu
razinu.

Medutim, nakon 48-satnog kultiviranja razina se ekspresije galektina-3
smanjuje 30-50% i iznosi, ovisno o primijenjenim koncentracijama
deksametazona: 71+5,1% (0,1 nM Dex), 62,4+t3,8% (1 nM Dex), 59,7£6,7%
(10 nM Dex) i 51,1+2,8% (100 nM Dex). Daljnjim kultiviranjem koli¢ina
galektina-3 se nastavlja smanjivati te nakon 72 sata kultiviranja iznosi:
62,3+4,3% (0,1 nM Dex), 51,7+7,4% (1 nM Dex), 38,7+5% (10 nM Dex) i
38,3+4,7% pocetne razine (100 nM Dex).
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Slika 3.14 Utjecaj deksametazona na ekspresiju galektina-3 u
stanicama THP-1. Imunoblot analiza ekspresije galektina-3 u homogenatima
stanica THP-1 kultiviranih tijekom 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata u a) mediju/0,1 nM
Dex; b) mediju/1 nM Dex; c) mediju/10 nM Dex; d) mediju/100 nM Dex (5 pg
proteina/jazici). e) Rezultati denzitometriranja vrpci iz dva neovisna pokusa
napravljena u duplikatu izrazeni su kao relativna povrSina vrpci galektina-3/B3-
aktina u odnosu na kontrolu (x + SD). Crni stupac — kontrola, rebrasti stupci-0,1
nM Dex, tamnozeleni stupci — 1 nM Dex, svjetlozeleni stupci — 10 nM Dex, bijeli
stupci — 100 nM Dex. Zvjezdica oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na
kontrolu (p<0,05).
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3.6 Ekspresija LGALS3 i galektina-3 tijekom
diferencijacije stanica THP-1 pomocu PMA

Izlaganje stanica monocitne stanicne linije THP-1 djelovanju forbol-12-
miristat-13-acetata uzrokuje diferencijaciju stanica THP-1 pri ¢emu one
poprimaju karakteristike makrofaga. Stanice THP-1 rastu u suspenziji, a
nakon izlaganja djelovanju PMA adheriraju na podlogu.

Stanice THP-1 kultivirane su tijekom 1, 3, 5, 24 ili 48 sati u 107 M otopini
forbol-12-miristat-13-acetata (engl. phorbol-12-myristate-13-acetate, PMA)
u hranidbenom mediju, u kojem je istovremeno koncentracija DMSO bila
<10->%.

Postotak neadheriranih stanica u mediju odreden je brojanjem stanica
pomocu hemocitometra. Rezultati su pokazali da je ve¢ nakon sat vremena
izlaganja stanica THP-1 PMA koncentracije 107 M adheriralo 80,2+4,1%
stanica. Daljnjim kultiviranjem tijekom 3 i 5 sati postotak adheriranih
stanica ostaje priblizno isti (80,7£2,5%, odnosno 84,1+3,1%) da bi se nakon
24 sata dodatno povecao i iznosio 97,7+2,8%. Nakon 48 sati izlaganja
stanica THP-1 PMA koncentracije 107 M postotak adheriranih stanica je
veci od 99%.

Nakon izolacije RNA iz stanica THP-1 tretiranih 107 M PMA i reverzne
transkripcije po ¢emu je slijedila lancana reakcija polimerazom, koliCina
PCR produkta nastalih umnazanjem dijela mRNA za galektin-3 tijekom 21
ciklusa PCR i dijela mRNA za B-aktin tijekom 14 ciklusa PCR odredena je
analizom na uredaju AbiPrism 310 Genetic Analyser uz primjenu programa
GeneScan 2.1 software. Relativna kolicina mRNA za galektin-3 izrazena je
omjerom povrSine peakova PCR produkata galektina-3 i $-aktina u odnosu
na kontrolu. Kontrolom su smatrani omjeri povrSine peakova PCR
produkata galektina-3 i B-aktina dobiveni opisanim nacinom u stanicama
THP-1 prije tretmana s forbol-12-miristat-13-acetatom.

Tijekom prva tri sata kultiviranja stanica THP-1 uz PMA koncentracije 10-7
M kolicina mRNA za galektin-3 ostaje ista. Nakon jednodnevnog kultiviranja
raste 2,4 puta (241+7%) a nakon dvodnevnog gotovo 3 puta (292+5%) u
odnosu na pocetnu kolicinu mRNA.
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Slika 3.15 PMA inducira ekspresiju LGALS3 u stanicama THP-1. Stanice
THP-1 kultivirane su tijekom 1, 3, 5, 24 ili 48 sati uz PMA koncentracije 10-7 M.
Nakon izolacije ukupne RNA i reverzne transkripcije, PCR produkti nastali
umnazanjem dijela mRNA za galektin-3 tijekom 21 ciklusa PCR i dijela mRNA za [3-
aktin tijekom 14 ciklusa PCR su zdruzeni i razdvojeni kapilarnom elektroforezom
na uredaju AbiPrism 310 Genetic Analyser. Rezultati dvaju neovisnih pokusa
napravljenih u duplikatu izracunati primjenom programa GeneScan 2.1 software
izrazeni su kao omjeri povrSina peakova PCR produkata galektina-3 i B-aktina u
odnosu na kontrolu (x+SD). Crni stupac - kontrola, bijeli stupci — 10-7 M PMA.
Zvjezdica oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu (p<0,05).

Razina ekspresije galektina-3 u stanicama stani¢ne linije THP-1 tijekom 48-
satnog kultiviranja uz PMA koncentracije 107 M ispitana je postupkom
Western blot uz denzitometrijsku analizu vrpci. Uzorci su sakupljani nakon
1, 3, 5, 24 ili 48 sati. U svakom je uzorku istim postupkom odredena
kolicina konstitutivnho eksprimiranog proteina - (-aktina. Rezultati
denzitometrijske analize vrpci galektina-3 normirani su prema rezultatima
dobivenim za vrpce B-aktina (za svaki pojedini uzorak). Kako bismo mogli
usporedivati rezultate dobivene za wuzorke analizirane na razli¢itim
gelovima/membranama na svaki je gel nanijet isti stani¢ni homogenat
stanica THP-1 koje su kultivirane u hranidbenom mediju. Rezultati
denzitometriranja vrpci iz dva neovisna pokusa napravljena u duplikatu
izrazeni su kao relativna povrSina vrpci galektina-3/p-aktina pojedinog
uzorka u odnosu na relativnu povrSinu vrpci galektina-3/pB-aktina
kontrolnog uzorka.

Izlaganje stanica THP-1 forbol-12-miristat-13-acetatu koncentracije 10-7 M
tijekom 1, 3 ili 5 sati ne utjece na razinu ekspresije galektina-3. Medutim,
koli¢ina galektina-3 se nakon 24-satnog kultiviranja uz PMA koncentracije
10-7 M povecava gotovo 3 puta (292+9%), a nakon 48-satnog kultiviranja 3,5
puta (346£8%) u odnosu na pocetnu razinu galektina-3 (Slika 3.16).
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Slika 3.16 PMA inducira ekspresiju galektina-3 u stanicama THP-1. a)
Imunoblot analiza ekspresije galektina-3 u homogenatima stanica THP-1
kultiviranih tijekom 1, 3, 5, 24 ili 48 sati u mediju/107 M PMA (5 pg
proteina/jazici). b) Rezultati denzitometriranja vrpci iz dva neovisna pokusa
napravljena u duplikatu izrazeni su kao relativna povrSina vrpci galektina-3/3-
aktina u odnosu na kontrolu (x+ SD). Crni stupac — kontrola, bijeli stupci — 107 M
PMA. Zvjezdica oznacCava statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu
(p<0,05).

3.7 Ekspresija LGALS3 i galektina-3 u diferenciranim
stanicama THP-1 tijekom kultiviranja

S ciljem odredivanja vijabilnosti i metabolicke aktivnosti diferenciranih
stanica THP-1, nakon 48-satnog kultiviranja stanica THP-1 uz PMA
koncentracije 107 M medij je odliven, te su tako dobivene diferencirane
stanice THP-1 dodatno kultivirane tijekom 24, 48 ili 72 sata u mediju ili
mediju/0,2% DMSO. Pokusi su ponovljeni 2 puta u kvadriplikatu.

Metabolicka aktivnost stanica uz 0,2% DMSO i citotoksicnost odredeni su
testom MTS (prema postupku opisanom u poglavlju 2.2.8). Rezultati su
pokazali da prisutnost 0,2% DMSO ne djeluje citotoksi¢cno na diferencirane
stanice stanic¢ne linije THP-1 niti nakon 72 sata kultiviranja te je njihova
metabolicka aktivnost nepromijenjena (98,4+3,4%) u odnosu na
metabolicku aktivnosti stanica kultiviranih u hranidbenom mediju.

Relativna razina ekspresije gena LGALS3, odnosno relativna kolic¢ina mRNA
za galektin-3 tijekom kultiviranja (nakon 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata)
diferenciranih stanica stani¢ne linije THP-1 u mediju ili mediju/0,2% DMSO
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odredena je nakon izolacije RNA i reverzne transkripcije po ¢emu je slijedila
lan¢ana reakcija polimerazom. Kolicina PCR produkta nastalih umnazanjem
dijela mRNA za galektin-3 tijekom 21 ciklusa PCR i dijela mRNA za B-aktin
tijekom 14 ciklusa PCR odredena je analizom na uredaju AbiPrism 310
Genetic Analyser uz primjenu programa GeneScan 2.1 software. Relativna
kolicina mRNA za galektin-3 izrazena je omjerom povrSine peakova PCR
produkata galektina-3 i B-aktina u odnosu na kontrolu. Kontrolom su
smatrani omjeri povrSine peakova PCR produkata galektina-3 i B-aktina
dobiveni opisanim nac¢inom u stanicama THP-1 nakon 48-satnog
kultiviranja uz PMA koncentracije 10-7 M (Slika 3.17).

Rezultati su pokazali da se razina ekspresije LGALS3 ne mijenja tijekom 72-
satnog kultiviranja diferenciranih stanica THP-1 u mediju, kao niti tijekom
72-satnog kultiviranja diferenciranih stanica THP-1 u mediju/0,2% DMSO
u odnosu na pocetnu razinu ekspresije LGALS3, odnosno na razinu
ekspresije u stanicama THP-1 kultiviranih tijekom 48 sati uz PMA
koncentracije 107 M.

0.8 1
0.6 1

0.4 1

relativne jedinice

0.2 1

1h 3h 5h 24 h 48 h 72 h vrijeme
[ kontrola (10”7 M PMA) (] medij B medij/ 0,2% DMSO

Slika 3.17 U diferenciranim stanicama THP-1 tijekom 72-satnog
kultiviranja u mediju ili u mediju/0,2% DMSO kolicina mRNA za
galektin-3 se ne mijenja. Stanice THP-1 diferencirane 48-satnim kultiviranjem
uz PMA koncentracije 10-7 M kultivirane su tijekom 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata u
mediju ili u mediju/0,2% DMSO. Nakon izolacije ukupne RNA i reverzne
transkripcije, PCR produkti nastali umnazanjem dijela mRNA za galektin-3 tijekom
21 ciklusa PCR i dijela mRNA za [B-aktin tijekom 14 ciklusa PCR su zdruzeni i
razdvojeni kapilarnom elektroforezom na uredaju AbiPrism 310 Genetic Analyser.
Rezultati dvaju neovisnih pokusa napravljenih u duplikatu izracunati primjenom
programa GeneScan 2.1 software izrazeni su kao omjeri povrSina peakova PCR
produkata galektina-3 i B-aktina u odnosu na kontrolu (x+SD). Bijeli stupac -
kontrola, rebrasti stupci-kultiviranje u mediju, zeleni stupci — kultiviranje u
mediju/0,2% DMSO.

Razina ekspresije galektina-3 u diferenciranim stanicama stanicne linije
THP-1 ispitana je tijekom 72-satnog kultiviranja postupkom Western blot uz
denzitometrijsku analizu vrpci. Uzorci su sakupljani nakon 1, 3, 5, 24, 48
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ili 72 sata. U svakom je uzorku istim postupkom odredena ekspresija
konstitutivno eksprimiranog proteina - B-aktina. Rezultati denzitometrijske
analize vrpci galektina-3 normirani su prema rezultatima dobivenim za
vrpce [(-aktina (za svaki pojedini uzorak). Kako bismo mogli usporedivati
rezultate dobivene za uzorke analizirane na razli¢itim
gelovima/membranama na svaki je gel nanijet isti stani¢ni homogenat
stanica THP-1 koje su kultivirane u hranidbenom mediju. Rezultati
denzitometriranja vrpci iz dva neovisna pokusa napravljena u duplikatu
izrazeni su kao relativna povrSina vrpci galektina-3/p-aktina pojedinog
uzorka u odnosu na relativhu povrSinu vrpci galektina-3/[B-aktina
kontrolnog uzorka.

Rezultati su pokazali da se koli¢ina galektina-3 ne mijenja tijekom 1, 3, 5,
24, 48 i 72 sata kultiviranja stanica THP-1 u mediju u odnosu na pocetnu
koli¢inu galektina-3 u diferenciranim stanicama THP-1 (odnosno, nakon
48-satnog kultiviranja stanica THP-1 uz PMA koncentracije 10-7 M). Razina
ekspresije galektina-3 ostaje ista i kada se stanice kultiviraju tijekom
tijekom 1, 3, 5, 24, 48 i 72 sata u mediju/0,2% DMSO, te je kolicina
galektina-3 1 dalje oko 3,5 puta veca od kolicine galektina-3 u
nediferenciranim stanicama THP-1 (Slika 3.18).
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Slika 3.18 Kolicina galektina-3 ne mijenja se wu diferenciranim
stanicama THP-1 tijekom kultiviranja u mediju ili u mediju/0,2%
DMSO. Imunoblot analiza ekspresije galektina-3 u homogenatima stanica THP-1
koje su nakon 48-satnog kultiviranja uz PMA koncentracije 107 M kultivirane
tijekom 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata u a) mediju i b) mediju/0,2% DMSO (5 pg
proteina/jazici). c¢) Rezultati denzitometriranja vrpci iz dva neovisna pokusa
napravljena u duplikatu izrazeni su kao relativna povrSina vrpci galektina-3/B-
aktina u odnosu na kontrolu 2 (x+SD). Crni stupac — kontrola 1 (nediferencirane
stanice THP-1), bijeli stupac — kontrola 2 (diferencirane stanice THP-1 nakon 48-
satnog kultiviranja uz 10-7 M PMA), rebrasti stupci-kultiviranje u mediju, zeleni
stupci - kultiviranje u mediju/0,2% DMSO. Zvjezdica oznacava statisticki
znacajnu razliku u odnosu na kontrolu 2 (p<0,05).
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3.8 Utjecaj aspirina na ekspresiju LGALS3 i
galektina-3 u diferenciranim stanica THP-1

Nakon 48-satnog kultiviranja stanica THP-1 uz forbol-12-miristat-13-acetat
koncentracije 107 M, medij koji sadrzi PMA je odliven, te su diferencirane
stanice THP-1 kultivirane tijekom 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata u 0,5 mM i 2
mM otopini aspirina u hranidbenom mediju, u kojem je istovremeno
koncentracija DMSO bila <0,2%.

Metabolicka aktivnost stanica i citotoksicnost primijenjenih koncentracija
aspirina odredeni su testom MTS (prema postupku opisanom u poglavlju
2.2.8). Rezultati su pokazali da 0,5 mM i 2 mM otopina aspirina statisticki
znaCajno ne mijenjaju metabolicku aktivnost stanica u odnosu na
diferencirane stanice kultivirane u hranidbenom mediju. Primjenjene
koncentracije aspirina nemaju citotoksican ucinak na diferencirane stanice
THP-1 obzirom da je u svim slucajevima metabolicka aktivnost bila 287%
metabolicke aktivnosti stanica kultiviranih u hranidbenom mediju.

Nakon izolacije RNA iz tretiranih stanica i reverzne transkripcije po ¢emu je
slijedila lancana reakcija polimerazom, kolicina PCR produkta nastalih
umnazanjem dijela mRNA za galektin-3 tijekom 21 ciklusa PCR i dijela
mRNA za B-aktin tijekom 14 ciklusa PCR odredena je analizom na uredaju
AbiPrism 310 Genetic Analyser uz primjenu programa GeneScan 2.1
software. Relativna kolicina mRNA za galektin-3 izrazena je omjerom
povrSine peakova PCR produkata galektina-3 i (-aktina u odnosu na
kontrolu. Kontrolom su smatrani omjeri povrsSine peakova PCR produkata
galektina-3 1 p-aktina dobiveni opisanim nacinom u diferenciranim
stanicama THP-1 kultiviranim tijekom istih vremena u mediju/0,2% DMSO
(Slika 3.19).

Kultiviranje diferenciranih stanica THP-1 uz aspirin koncentracije 0,5 mM
uzrokuje smanjenje kolicine mRNA za galektin-3 na 65,4+5,2% nakon prvog
sata kultiviranja, a nakon treceg sata na 87,1+3,5%. Nakon pet sati
kultiviranja kolic¢ina mRNA za galektin-3 priblizno je jednaka pocetnoj
kolicini, te se daljnjim kultiviranjem ne mijenja.

Aspirin koncentracije 2 mM uzrokuje smanjenje ekspresije LGALS3 na
46,7+t7,3% pocetne vrijednosti nakon prvog sata kultiviranja. Daljnjim
kultiviranjem povecava se kolicina mRNA za galektin-3, ali je nakon tri sata
jos uvijek manja od pocetne vrijednosti (82,1+4,2%). Peti sat priblizava se
pocetnoj vrijednosti (92,3+4,3; p>0,05), koju doseze nakon 24-satnog
kultiviranja. Uocava se daljnji porast kolicine mRNA za galektin-3 nakon 48
sati (115£7,2) i 72 sata kultiviranja (112,3£8,1), premda te promjene nisu
statisticki znacajne.
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Slika 3.19 Utjecaj aspirina na ekspresiju LGALS3 u diferenciranim
stanicama THP-1. Nakon 48-satnog kultiviranja stanica THP-1 uz PMA (10-7 M),
diferencirane stanice THP-1 kultivirane su tijekom 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata uz
aspirin koncentracije 0,5 mM i 2 mM. Nakon izolacije ukupne RNA i reverzne
transkripcije, PCR produkti nastali umnazanjem dijela mRNA za galektin-3 tijekom
21 ciklusa PCR i dijela mRNA za (-aktin tijekom 14 ciklusa PCR su zdruzeni i
razdvojeni kapilarnom elektroforezom na uredaju AbiPrism 310 Genetic Analyser.
Rezultati dvaju neovisnih pokusa napravljenih u duplikatu izracunati primjenom
programa GeneScan 2.1 software izrazeni su kao omjeri povrSina peakova PCR
produkata galektina-3 i B-aktina u odnosu na kontrolu (x+SD). Bijeli stupci —
kontrola, rebrasti stupci — 0,5 mM ASA, zeleni stupci — 2 mM ASA. Zvjezdica
oznacava statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu 2 (p<0,05).

Razina ekspresije galektina-3 u diferenciranim stanicama stanic¢ne linije
THP-1 tijekom 72-satnog kultiviranja uz aspirin koncentracija 0,5 mM i 2
mM ispitana je postupkom Western blot uz denzitometrijsku analizu vrpci.
Uzorci su sakupljani 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata nakon dodatka medija s
aspirinom. U svakom je uzorku istim postupkom odredena kolicina
konstitutivno eksprimiranog proteina - B-aktina. Rezultati denzitometrijske
analize vrpci galektina-3 normirani su prema rezultatima dobivenim za
vrpce (-aktina (za svaki pojedini uzorak). Kako bismo mogli usporedivati
rezultate dobivene za uzorke analizirane na razli¢itim
gelovima/membranama na svaki je gel nanijet isti stani¢ni homogenat
nediferenciranih stanica THP-1 te stani¢éni homogenat diferenciranih
stanica THP-1, dobivenih nakon 48-satnog kultiviranja stanica THP-1 uz
PMA koncentracije 10-7"M. Rezultati denzitometriranja vrpci iz dva neovisna
pokusa napravljena u duplikatu izrazeni su kao relativnha povrSina vrpci
galektina-3/pB-aktina pojedinog uzorka u odnosu na relativnu povrSinu
vrpci galektina-3/B-aktina kontrolnog uzorka 2 (diferenciranih stanica THP-
1 dobivenih nakon 48-satnog kultiviranja stanica THP-1 uz PMA
koncentracije 10-7M) (Slika 3.20).

Tijekom 72-satnog kultiviranja diferenciranih stanica THP-1 uz aspirin
koncentracije 0,5 mM razina galektina-3 se ne mijenja.
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U diferenciranim stanicama THP-1 izlozenim djelovanju aspirina
koncentracije 2 mM nakon prvog sata kultiviranja koli¢ina galektina-3
statisticki se znacajno smanji za priblizno 30% (71,2+5,5% pocetne razine.
Zatim raste te je nakon 3 sata neSto manja od pocetne razine (93,3+t7%,
p>0,05), a nakon S5 sati odgovara pocetnoj razini. Nakon 24-satnog
kultiviranja pocinje se povecavati (111,0+9,0%, p>0,05), nakon 48 sati
iznosi 124+5,1%, a nakon 72 sata kultiviranja uz aspirin koncentracije 2
mM iznosi 125+7,2% pocetne razine.
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Slika 3.20 Utjecaj aspirina na ekspresiju galektina-3 u diferenciranim
stanicama THP-1. Imunoblot analiza ekspresije galektina-3 u homogenatima
stanica THP-1, koje su nakon 48-satnog kultiviranja uz PMA (10-7 M) kultivirane
tijekom 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata u a) mediju/0,5 mM ASA; b) mediju/2 mM ASA
(5 ng proteina/jazici); c) Rezultati denzitometriranja vrpci iz dva neovisna pokusa
napravljena u duplikatu izrazeni su kao relativna povrsina vrpci galektina-3/3-
aktina u odnosu na kontrolu 2 (xtSD). Crni stupac — kontrola 1 (nediferencirane
stanice THP-1), bijeli stupac — kontrola 2 (diferencirane stanice THP-1 nakon 48-
satnog kultiviranja uz 10-7 M PMA), rebrasti stupci — 0,5 mM ASA, zeleni stupci — 2
mM ASA. Zvjezdica oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu 2
(p<0,05).
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3.9 Utjecaj indometacina na ekspresiju LGALS3 i
galektina-3 u diferenciranim stanica THP-1

Nakon 48-satnog kultiviranja stanica THP-1 uz forbol-12-miristat-13-acetat
koncentracije 107 M, medij koji sadrzi PMA je odliven te su diferencirane
stanice THP-1 kultivirane tijekom 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 satau 1 pM i 10 pM
otopini indometacina u hranidbenom mediju, u kojem je istovremeno
koncentracija DMSO bila <0,2%.

Metabolicka aktivnost stanica uz primijenjene koncentracije indometacina i
citotoksi¢nost odredeni su testom MTS (prema postupku opisanom u
poglavlju 2.2.8). Rezultati su pokazali da 1 pM i 10 pM otopine
indometacina statisticki znacajno ne mijenjaju metabolicku aktivnost
stanica u odnosu na diferencirane stanice kultivirane u hranidbenom
mediju. Primjenjene koncentracije indometacina nemaju citotoksican
ucinak na diferencirane stanice THP-1 obzirom da je u svim slucajevima
metabolicka aktivnost bila 294% metabolicke aktivnosti stanica kultiviranih
u hranidbenom mediju.

Nakon izolacije RNA iz tretiranih stanica i reverzne transkripcije po ¢emu je
slijedila lanc¢ana reakcija polimerazom, kolic¢ina PCR produkta nastalih
umnazanjem dijela mRNA za galektin-3 tijekom 21 ciklusa PCR i dijela
mRNA za B-aktin tijekom 14 ciklusa PCR odredena je analizom na uredaju
AbiPrism 310 Genetic Analyser uz primjenu programa GeneScan 2.1
software. Relativha kolicina mRNA za galektin-3 izraZzena je omjerom
povrSine peakova PCR produkata galektina-3 i B-aktina u odnosu na
kontrolu. Kontrolom su smatrani omjeri povrSine peakova PCR produkata
galektina-3 i -aktina dobiveni opisanim nac¢inom u diferenciranim
stanicama THP-1 kultiviranim tijekom istih vremena u mediju/0,2% DMSO
(Slika 3.21).

Nakon prvog sata kultiviranja diferenciranih stanica THP-1 uz indometacin
koncentracije 1 pM ekspresija LGALS3 smanjena je na 71,4+3,8%, ali se vec
nakon petog sata ponovno uspostavlja razina ekspresije jednaka pocetnoj.
Ona se daljnjim kultivirajem tijekom 24, 48 i 72 sata ne mijenja.
Kultiviranje diferenciranih stanica THP-1 tijekom 1, 3, 5, 24, 48 i 72 sata uz
indometacin koncentracije 10 pM ne utjeCe na razinu ekspresije LGALSS3.
Ona je priblizno jednaka pocetnoj razini tijekom cijelog perioda inkubiranja,
premda se nakon prvog sata moze uociti blago smanjenje kolicine mRNA za
galektin-3 (88,9+7,3; p>0,05).
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Slika 3.21 Utjecaj indometacina na ekspresiju LGALS3 u
diferenciranim stanicama THP-1. Nakon 48-satnog kultiviranja stanica THP-
1 uz PMA (107 M), diferencirane stanice THP-1 kultivirane su tijekom 1, 3, 5, 24,
48 ili 72 sata uz indometacin koncentracije 1 ptM i 10 pM. Nakon izolacije ukupne
RNA i reverzne transkripcije, PCR produkti nastali umnazanjem dijela mRNA za
galektin-3 tijekom 21 ciklusa PCR i dijela mRNA za (-aktin tijekom 14 ciklusa PCR
su zdruzeni i razdvojeni kapilarnom elektroforezom na uredaju AbiPrism 310
Genetic Analyser. Rezultati dvaju neovisnih pokusa napravljenih u duplikatu
izraCunati primjenom programa GeneScan 2.1 software izrazeni su kao omjeri
povrSina peakova PCR produkata galektina-3 i B-aktina u odnosu na kontrolu
(xtSD). Bijeli stupci — kontrola, rebrasti stupci — 1 pM Ind, zeleni stupci -10 pM
Ind. Zvjezdica oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu
(p<0,05).

Razina ekspresije galektina-3 u diferenciranim stanicama stanicne linije
THP-1 tijekom 72-satnog kultiviranja uz indometacin koncentracija 1 pM i
10 pM ispitana je postupkom Western blot uz denzitometrijsku analizu
vrpci. Uzorci su sakupljani nakon 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata. U svakom je
uzorku istim postupkom odredena kolicina konstitutivho eksprimiranog
proteina - [-aktina. Rezultati denzitometrijske analize vrpci galektina-3
normirani su prema rezultatima dobivenim za vrpce B-aktina (za svaki
pojedini uzorak). Kako bismo mogli usporedivati rezultate dobivene za
uzorke analizirane na razliCitim gelovima/membranama na svaki je gel
nanijet isti stani¢ni homogenat nediferenciranih stanica THP-1 te stani¢ni
homogenat diferenciranih stanica THP-1, dobivenih nakon 48-satnog
kultiviranja stanica THP-1 uz PMA koncentracije 107 M. Rezultati
denzitometriranja vrpci iz dva neovisna pokusa napravljena u duplikatu
izrazeni su kao relativna povrSina vrpci galektina-3/p-aktina pojedinog
uzorka u odnosu na relativhu povrSinu vrpci galektina-3/fB-aktina
kontrolnog uzorka 2 (diferenciranih stanica THP-1 dobivenih nakon 48-
satnog kultiviranja stanica THP-1 uz PMA koncentracije 10-"M) (Slika 3.22).

Koli¢ina galektina-3 u diferenciranim stanicama THP-1 kultiviranim uz
indometacin koncentracije 1 pM tijekom prvih pet sati statisticki se
znaCajno ne mijenja. Zatim se kolicina galektina-3 povecava te iznosi
123,344,7% nakon 24 sata kultiviranja te 120,2+5,8% nakon 48 sati
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kultiviranja, da bi nakon 72-satnog kultiviranja ponovno pala na pocetnu
vrijednost (95,5+4,4%).

Kultiviranje diferenciranih stanica THP-1 uz indometacin koncentracije 10
pM tijekom pet sati ne utjeCe na razinu ekspresije galektina-3.
Jednodnevno pak kultiviranje podize razinu ekspresije galektina-3 na
122,3+4% pocetne razine, dvodnevno na 137,2+5,6%, a nakon trodnevnog
kultiviranja koli¢ina galektina-3 ponovno je jednaka pocetnoj koli¢ini
(107,1+3,3%).
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Slika 3.22 Utjecaj indometacina na ekspresiju galektina-3 u
diferenciranim stanicama THP-1. Imunoblot analiza ekspresije galektina-3 u
homogenatima stanica THP-1, koje su nakon 48-satnog kultiviranja uz PMA
koncentracije 10-7 M kultivirane tijekom 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata u a) mediju/1
BpM Ind; b) mediju/10 pM Ind (5 pg proteina/jazici); c) Rezultati denzitometriranja
vrpci iz dva neovisna pokusa napravljena u duplikatu izrazeni su kao relativna
povrSina vrpci galektina-3/B-aktina u odnosu na kontrolu 2 (x+ SD). Crni stupac —
kontrola 1 (nediferencirane stanice THP-1), bijeli stupac — kontrola 2 (diferencirane
stanice THP-1 nakon 48-satnog kultiviranja uz 10-7 M PMA), rebrasti stupci — 1 ptM
Ind, sivi stupci — 10 pM Ind. Zvjezdica oznacava statisticki znacajnu razliku u
odnosu na kontrolu 2 (p<0,05); dvije zvjezdice oznacavaju statisticki znacajnu
razliku u odnosu na 48. sat.
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3.10 Utjecaj hidrokortizona na ekspresiju LGALSS3 i
galektina-3 u diferenciranim stanica THP-1

Nakon 48-satnog kultiviranja stanica THP-1 uz forbol-12-miristat-13-acetat
koncentracije 10-7 M, medij koji sadrzi PMA je odliven, te su diferencirane
stanice THP-1 kultivirane tijekom 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 satau 1 pM i 10 pM
otopini hidrokortizona u hranidbenom mediju, u kojem je istovremeno
koncentracija DMSO bila <0,2%.

Metabolicka aktivnost stanica uz primijenjene koncentracije hidrokortizona
i citotoksi¢nost odredeni su testom MTS (prema postupku opisanom u
poglavlju 2.2.8). Rezultati su pokazali da hidrokortizon koncentracije 1 pM
uzrokuje lagano povecanje metabolicke aktivnosti diferenciranih stanica
THP-1 (118,6+4,4% kontrolne vrijednosti). Hidrokortizon koncentracije 10
BpM uzrokuje povecanje metabolicke aktivnosti diferenciranih stanica THP-1
na 124,949,2% kontrolne vrijednosti.

Nakon izolacije RNA iz tretiranih stanica i reverzne transkripcije po ¢emu je
slijedila lancana reakcija polimerazom, kolicina PCR produkta nastalih
umnazanjem dijela mRNA za galektin-3 tijekom 21 ciklusa PCR i dijela
mRNA za B-aktin tijekom 14 ciklusa PCR odredena je analizom na uredaju
AbiPrism 310 Genetic Analyser uz primjenu programa GeneScan 2.1
software. Relativna kolicina mRNA za galektin-3 izrazena je omjerom
povrSine peakova PCR produkata galektina-3 i B-aktina u odnosu na
kontrolu. Kontrolom su smatrani omjeri povrSine peakova PCR produkata
galektina-3 i -aktina dobiveni opisanim nac¢inom u diferenciranim
stanicama THP-1 kultiviranim tijekom istih vremena u mediju/0,2% DMSO
(Slika 3.23).

U diferenciranim stanicama THP-1 razina ekspresije LGALS3 smanjuje se
na 46,7+2,3% nakon jednog sata kultiviranja uz hidrokortizon koncentracije
1 pM. Slican ucinak uocava se i nakon tri sata kultiviranja (51,3+7,2%), da
bi se nakon petog sata razina ekspresije LGALS3 vratila na pocetnu
vrijednost (95,1+£3,5%). Premda daljnjim kultiviranjem tijekom 24, 48 i 72
sata kolicina mRNA za galektin-3 pokazuje trend blagog rasta te promjene u
usporedbi s kolicinom u kontrolnim uzorcima nisu statisti¢i znacajne
(11£5,2%; 108£6,2% odnosno 112+5,2%).

Hidrokortizon koncentracije 10 pM uzrokuje pad kolicine mRNA za galektin-
3 na 55,446,2% pocetne vrijednosti nakon 1 sata kultiviranja. Slican se
ucCinak uocava i nakon 3 sata (52,3+4,8%) i pet sati kultiviranja, kada
razina ekspresije LGALS3 iznosi 57,1+£3,3% pocetne vrijednosti. Potom se
kolicina mRNA za galektin-3 povecava te nakon 24 sata iznosi 82,1+2,9%
pocetne vrijednosti, da bi nakon 48 sati, kao i nakon 72 sata kultiviranja
dosegla pocetnu razinu.
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Slika 3.23 Utjecaj hidrokortizona na ekspresiju LGALS3 u
diferenciranim stanicama THP-1. Nakon 48-satnog kultiviranja stanica THP-1
uz PMA (107 M), diferencirane stanice THP-1 kultivirane su tijekom 1, 3, 5, 24, 48
ili 72 sata uz hidrokortizon koncentracije 1 ptM i 10 pM. Nakon izolacije ukupne
RNA i reverzne transkripcije, PCR produkti nastali umnazanjem dijela mRNA za
galektin-3 tijekom 21 ciklusa PCR i dijela mRNA za (-aktin tijekom 14 ciklusa PCR
su zdruzeni i razdvojeni kapilarnom elektroforezom na uredaju AbiPrism 310
Genetic Analyser. Rezultati dvaju neovisnih pokusa napravljenih u duplikatu
izraCunati primjenom programa GeneScan 2.1 software izrazeni su kao omjeri
povrSina peakova PCR produkata galektina-3 i B-aktina u odnosu na kontrolu
(xtSD). Bijeli stupci — kontrola, rebrasti stupci — 1 uM HC, zeleni stupci -10 pM
HC. Zvjezdica oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu (p<0,05);
dvije zvjezdice oznacavaju statisticki znacajnu razliku u odnosu na 24. sat.

Razina ekspresije galektina-3 u diferenciranim stanicama stanic¢ne linije
THP-1 tijekom 72-satnog kultiviranja uz hidrokortizon koncentracija 1 pM i
10 pM ispitana je postupkom Western blot uz denzitometrijsku analizu
vrpci. Uzorci su sakupljani nakon 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata. U svakom je
uzorku istim postupkom odredena kolicina konstitutivho eksprimiranog
proteina - P-aktina. Rezultati denzitometrijske analize vrpci galektina-3
normirani su prema rezultatima dobivenim za vrpce P-aktina (za svaki
pojedini uzorak). Kako bismo mogli usporedivati rezultate dobivene za
uzorke analizirane na razliCitim gelovima/membranama na svaki je gel
nanijet isti stani¢ni homogenat nediferenciranih stanica THP-1 te stanicni
homogenat diferenciranih stanica THP-1, dobivenih nakon 48-satnog
kultiviranja stanica THP-1 uz PMA koncentracije 107 M. Rezultati
denzitometriranja vrpci iz dva neovisna pokusa napravljena u duplikatu
izrazeni su kao relativha povrSina vrpci galektina-3/fB-aktina pojedinog
uzorka u odnosu na relativnhu povrSinu vrpci galektina-3/pB-aktina
kontrolnog uzorka 2 (diferenciranih stanica THP-1 dobivenih nakon 48-
satnog kultiviranja stanica THP-1 uz PMA koncentracije 10-7M) (Slika 3.24).

Smanjenje koli¢ine galektina-3 za ~40% uoceno je nakon jednog sata
kultiviranja stanica THP-1 uz hidrokortizon koncentracije 1 pM. Tada iznosi
58,3t7,2% pocetne razine. Daljnje kultiviranje uzrokuje lagani porast
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kolicine galektina-3 — nakon treceg sata koli¢ina galektina-3 je joS uvijek
manja od pocetne razine, ali samo za ~20% (79,8+3,1% pocetne razine). Do
petog sata kolicina galektina-3 znacajno raste (za ~50%) u odnosu na
kontrolu, odnosno za 82% od razine dostignute nakon 3 sata (145,0+4,8%
poCetne razine). Nakon 24 sata razina galektina-3 iznosi 137,0+6,1%, a
nakon 48 sati 138+5,5% pocetne vrijednosti. Nakon 72-satnog kultiviranja
uz hidrokortizon koncentracije 1 puM, diferencirane stanice THP-1
eksprimiraju 121,0+2,9% pocetne koli¢ine galektina-3.

Hidrokortizon koncentracije 10 pM takoder uzrokuje pad razine ekspresije
galektina-3 u diferenciranim stanicama THP-1 tijekom prvih pet sati
kultiviranja. Nakon jednog sata ona iznosi 65,0+4,4%, nakon treceg
67,2+3,2%, a nakon petog sata kultiviranja 69,1+5,3% pocCetne razine.
Medutim, nakon 24 sata kultiviranja ponovno se uspostavlja razina
ekspresije uocena kod kontrolnih uzoraka (112,0+6,1%), Sto znaci da je u
odnosu na 5. sat doslo do statisticki znacajnog porasta razine galektina-3
za ~60%. Daljnjim kultiviranjem (48 i 72 sata) razina galektina-3 ostaje
nepromijenjena.
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Slika 3.24 Utjecaj hidrokortizona na ekspresiju galektina-3 u
diferenciranim stanicama THP-1. Imunoblot analiza ekspresije galektina-3 u
homogenatima stanica THP-1, koje su nakon 48-satnog kultiviranja uz PMA
koncentracije 10-7 M kultivirane tijekom 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata u a) mediju/1
pM HC; b) mediju/10 pM HC (5 pg proteina/jazici); c) Rezultati denzitometriranja
vrpci iz dva neovisna pokusa napravljena u duplikatu izrazeni su kao relativna
povrsina vrpci galektina-3/B-aktina u odnosu na kontrolu 2 (x+ SD). Crni stupac —
kontrola 1 (nediferencirane stanice THP-1), bijeli stupac — kontrola 2 (diferencirane
stanice THP-1 nakon 48-satnog kultiviranja uz 10-7 M PMA), rebrasti stupci — 1 pM
HC, zeleni stupci — 10 ntM HC. Zvjezdica oznacava statisticki znacajnu razliku u
odnosu na kontrolu 2 (p<0,05). dvije zvjezdice oznacavaju statisticki znacajnu
razliku u odnosu na 5. sat.
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3.11 Utjecaj deksametazona na ekspresiju LGALS3 i
galektina-3 u diferenciranim stanica THP-1

Nakon 48-satnog kultiviranja stanica THP-1 uz forbol-12-miristat-13-acetat
koncentracije 10-7 M, medij koji sadrzi PMA je odliven, te su diferencirane
stanice THP-1 kultivirane tijekom 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 satau 1 nM i 100 nM
otopini deksametazona u hranidbenom mediju, u kojem je istovremeno
koncentracija DMSO bila <0,2%.

Metabolicka aktivnost stanica uz primijenjene koncentracije deksametazona
i citotoksi¢nost odredeni su testom MTS (prema postupku opisanom u
poglavlju 2.2.8). Rezultati su pokazali da deksametazon koncentracije 1 nM
ne djeluje citotoksi¢no na diferencirane stanice THP-1; ¢ini se da se njihova
metabolicka aktivhost cak lagano povecava (na 111+5,5% kontrolne
vrijednosti, p>0,05). Izlaganje diferenciranih stanica THP-1 deksametazonu
koncentracije 100 nM povecava njihovu metabolicku aktivnost na 127+8,3%
kontrolne razine.

Nakon izolacije RNA iz tretiranih stanica i reverzne transkripcije po cemu je
slijedila lancana reakcija polimerazom, kolicina PCR produkta nastalih
umnazanjem dijela mRNA za galektin-3 tijekom 21 ciklusa PCR i dijela
mRNA za [B-aktin tijekom 14 ciklusa PCR odredena je analizom na uredaju
AbiPrism 310 Genetic Analyser uz primjenu programa GeneScan 2.1
software. Relativna kolicina mRNA za galektin-3 izrazena je omjerom
povrSine peakova PCR produkata galektina-3 i B-aktina u odnosu na
kontrolu. Kontrolom su smatrani omjeri povrsSine peakova PCR produkata
galektina-3 1 p-aktina dobiveni opisanim nacinom u diferenciranim
stanicama THP-1 kultiviranim tijekom istih vremena u mediju/0,2% DMSO
(Slika 3.25).

Rezultati su pokazali da tijekom prvog sata kultiviranja diferenciranih
stanica THP-1 uz deksametazon koncentracije 1 nM dolazi do smanjenja
kolicine mRNA za galektin-3 na 82,3t3,1%, ali se ve¢ nakon tri sata
kultiviranja ponovno uspostavlja pocetna razina ekspresije LGALS3
(95,4+2,2%). Daljnjim kultiviranjem (tijekom 24, 48, 72 sata) razina
ekspresije odrzava se na priblizno jednakoj razini.

Gotovo identican wucinak na ekspresiju gena za galektin-3 ima i
deksametazon koncentracije 100 nM. I on u diferenciranim stanicama THP-
1 uzrokuje smanjenje kolicine mRNA za galektin-3 na 83+4,3% nakon
jednog sata kultiviranja. Nakon 5 sati kultiviranja razina ekspresije LGALS3
je samo neznatno manja od pocetne razine (94+4,8%), koja ostaje
nepromijenjena nakon 24, 481 72 sata kultiviranja.
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Slika 3.25 Utjecaj deksametazona na ekspresiju LGALS3 u
diferenciranim stanicama THP-1. Nakon 48-satnog kultiviranja stanica THP-1
uz PMA koncentracije 10-7 M, diferencirane stanice THP-1 kultivirane su tijekom 1,
3, 5, 24, 48 ili 72 sata uz deksametazon koncentracije 1 nM i 100 nM. Nakon
izolacije ukupne RNA i reverzne transkripcije, PCR produkti nastali umnazanjem
dijela mRNA za galektin-3 tijekom 21 ciklusa PCR i dijela mRNA za -aktin tijekom
14 ciklusa PCR su zdruzeni i razdvojeni kapilarnom elektroforezom na uredaju
AbiPrism 310 Genetic Analyser. Rezultati dvaju neovisnih pokusa napravljenih u
duplikatu izracunati primjenom programa GeneScan 2.1 software izrazeni su kao
omjeri povrSina peakova PCR produkata galektina-3 i B-aktina u odnosu na
kontrolu (xtSD). Bijeli stupci — kontrola, rebrasti stupci — 1 nM Dex, zeleni stupci —
100 nM Dex. Zvjezdica oznacava statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu
(p<0,05).

Razina ekspresije galektina-3 u diferenciranim stanicama stanicne linije
THP-1 tijekom 72-satnog kultiviranja uz deksametazon koncentracija 1 nM i
100 nM ispitana je postupkom Western blot uz denzitometrijsku analizu
vrpci. Uzorci su sakupljani nakon 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata. U svakom je
uzorku istim postupkom odredena kolicina konstitutivho eksprimiranog
proteina - [-aktina. Rezultati denzitometrijske analize vrpci galektina-3
normirani su prema rezultatima dobivenim za vrpce B-aktina (za svaki
pojedini uzorak). Kako bismo mogli usporedivati rezultate dobivene za
uzorke analizirane na razliCitim gelovima/membranama na svaki je gel
nanijet isti stani¢ni homogenat nediferenciranih stanica THP-1 te stani¢ni
homogenat diferenciranih stanica THP-1, dobivenih nakon 48-satnog
kultiviranja stanica THP-1 uz PMA koncentracije 107 M. Rezultati
denzitometriranja vrpci iz dva neovisna pokusa napravljena u duplikatu
izrazeni su kao relativna povrSina vrpci galektina-3/p-aktina pojedinog
uzorka u odnosu na relativhu povrSinu vrpci galektina-3/fB-aktina
kontrolnog uzorka 2 (diferenciranih stanica THP-1 dobivenih nakon 48-
satnog kultiviranja stanica THP-1 uz PMA koncentracije 10-"M) (Slika 3.26).

Tijekom prvog sata kultiviranja diferenciranih stanica THP-1 uz
deksametazon koncentracije 1 nM te 100 nM ekspresija galektina-3 se ne
mijenja. U stanicama kultiviranim uz deksametazon koncentracije 1 nM vec
se treci sat kultiviranja ekspresija galektina-3 povecava za >50%
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(155,244,5%), a zatim joS raste te iznosi: S5 sat-172,4+5,8%, 24 sat-
173,2+7,1%, 48 sat — 170,0+5,3%. Nakon 72-satnog kultiviranja iznosi
154,1+£2,8% pocetne razine.

Slican ucinak na ekspresiju galektina-3 ima i deksametazon koncentracije
100 nM. Premda nakon tri sata kultiviranja nema promjene ekspresije
galektina-3, peti sat koli¢ina galektina-3 iznosi 164,3+7,2% pocetne razine
te nastavlja rasti, pa 24. sat iznosi 184,5+5,8%, a 48. sat 185,2+4,6%.
Nakon 72-satnog kultiviranja uz deksametazon koncentracije 100 nM iznosi
158,4+5,4% pocetne kolicine.
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Slika 3.26 Utjecaj deksametazona na ekspresiju galektina-3 u
diferenciranim stanicama THP-1. Imunoblot analiza ekspresije galektina-3 u
homogenatima stanica THP-1, koje su nakon 48-satnog kultiviranja uz PMA
koncentracije 10-7 M kultivirane tijekom 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata u a) mediju/1
nM Dex; b) mediju/100 nM Dex (5 ng proteina/jazici); c) Rezultati
denzitometriranja vrpci iz dva neovisna pokusa napravljena u duplikatu izrazeni
su kao relativna povrsina vrpci galektina-3/B-aktina u odnosu na kontrolu 2 (x +
SD). Crni stupac — kontrola 1 (nediferencirane stanice THP-1), bijeli stupac —
kontrola 2 (diferencirane stanice THP-1 nakon 48-satnog kultiviranja uz 107 M
PMA), rebrasti stupci — 1 nM Dex, zeleni stupci — 100 nM Dex. Zvjezdica oznacava
statisticki znacajnu razliku u odnosu na kontrolu 2 (p<0,05).
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Galektin-3 je lektin 29-32 kDa, koji specificno prepoznaje p-galaktozidne
strukture glikoproteina, a c¢ija tocna fizioloSka uloga, kao ni mehanizam
regulacije, do danas nisu u potpunosti razjasSnjeni. Galektin-3 sudjeluje u
mnogim bioloSkim procesima, izmedu ostalog, ima vaznu ulogu u
modulaciji imunih reakcija i1 upalnom odgovoru. Prisutan je u
izvanstani¢noj tekucini, ima sposobnost aktiviranja brojnih stanica,
posreduje u medustani¢nim interakcijama te interakcijama izmedu stanica i
izvanstani¢nog matriksa, kao i homotipskim interakcijama izmedu stanica —
sve to ¢ini ga pogodnom molekulom za regulaciju upalnog odgovora. Osim
toga, galektin-3 moze inhibirati apoptozu, te stoga ekspresija galektina-3
moze produljiti opstanak upalnih stanica, a samim time i upalni odgovor.
Rezultati in vitro istrazivanja pokazali su da galektin-3 djeluje kao jak
proinflamatorni signal koji modulira stanicnu proliferaciju, stani¢nu
adheziju, kemotaksiju, fagocitozu, aktivaciju mastocita i bazofila, sintezu
upalnih medijatora te apoptozu limfocita T.

Upalni odgovor je visokoreguliran fizioloSki proces koji je od kljucne
vaznosti za odrzavanje homeostaze. Precizna fizioloSka kontrola upale
omogucava brzu reakciju organizma na infekciju ili ozljedu bez pogubnih
posljedica za organizam uzrokovanih pretjeranom biokemijskom reakcijom.
Signalni putevi kojima se regulira upalni proces su kaskade protein kinaza
aktiviranih mitogenima kojima se u konacnici moduliraju aktivnosti brojnih
transkripcijskih faktora. Na te signalne puteve, kao i izravno na
transkripcijske faktore, utjecu i tvari s imunomodulatornim djelovanjem -
glukokortikoidi i nesteroidne tvari s imunomodulatornim djelovanjem
(NSAIDs). Najznacajniji transkripcijski faktori, klju¢ni za indukciju gena
ukljucenih u upalni odgovor te za nastanak i progresiju bolesti uzrokovanih
kronicnom aktivacijom imunog sustava (kao Sto su primjerice astma i
ateroskleroza te autoimune bolesti, primjerice multipla skleroza i
reumatoidni artritis) su transkripcijski faktori NF-kB i AP-1. Vezna mjesta
za NF-kB i AP-1 prisutna su i u promotorskoj regiji gena za galektin-3
(LGALS3), pa je vrlo vjerojatno da tvari s imunomodulatornim djelovanjem
utjecu i na ekspresiju LGALS3 i galektina-3.

Zbog ceste uporabe ovih tvari u terapijske svrhe te vaznosti galektina-3 u
fiziologiji stanica monocitno-makrofagne loze, u ovom je radu ispitan utjecaj
nesteroidnih (aspirina i indometacina) i steroidnih (hidrokortizona i
deksametazona) tvari s imunomodulatornim djelovanjem primijenjenih u
razli¢itim terapijskim rasponima na ekspresiju LGALS3 i galektina-3 u
stanicama monocitno-makrofagne loze.

Kao prvi korak valjalo je izabrati odgovarajucu stani¢cnu liniju. Prema
literaturnim podacima, mnoga su istrazivanja funkcije, lokalizacije i
ekspresije galektina-3 provedena na stanicama promijelocitne stani¢ne
linije HL-60 - izmedu ostalog, galektin-3 po prvi je puta izoliran upravo iz
tih stanica. Medutim, rezultati nasih ispitivanja (koji nisu prikazani u ovom
radu) pokazali su da stanice stani¢ne linije HL-60 eksprimiraju izrazito
malu, jedva detektabilnu kolicinu LGALS3 i galektina-3. Premda naizgled
zacudujuce, taj rezultat nije neobjasnjiv. Mnoge stani¢ne linije uzgajaju se u
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kulturi vec viSe od 10 godina — stani¢na linija HL-60 ¢ak gotovo 30 godina.
Takve stanice Cesto imaju znacajno razliCite osobine ne samo u odnosu na
izvorno tkivo, ve¢ i u odnosu na stanice iste stani¢ne linije uzgajane u
drugim laboratorijima. Za stanice HL-60 postoje odredeni podaci o
promjenama njihovih karakteristika, kao Sto su sposobnost proliferacije i
diferencijacije (procesi u kojima sudjeluje i galektin-3), tijekom viSegodiSnjih
kultiviranja [174, 175]. Ocigledno je promjena konstitutivne razine
galektina-3 jedna od takvih promijenjenih karakteristika, barem u
stanicama HL-60 na kojima smo mi proveli istrazivanja.

Kao zadovoljavajuca stanic¢na linija pokazala se monocitna stanic¢na linija
THP-1. Rezultati imunoblot analize uz primjenu specificnog protutijela
M3/38 (koje prepoznaje domenu koja sadrzi ponavljajuce sljedove u N-
terminalnom dijelu galektina-3) dobiveni kemifluorescentnom detekcijom
pokazali su da je konstitutivha razina ekspresije galektina-3 relativno
visoka.

Nakon odabira odgovarajuce stani¢ne linije, pristupilo se optimiranju
metode za odredivanje razine ekspresije LGALS3, odnosno kolic¢ine mRNA za
galektin-3 (u rezultatima je prikazan samo konacan rezultat postupka
optimiranja). Metoda ukljucuyje izolaciju ukupne RNA iz stanica, reverznu
transkripciju i lancanu reakciju polimerazom te analizu kolicine PCR
produkata na uredaju AbiPrism 310 Genetic Analyser uporabom programa
GeneScan Analysis software. Premda izolacija RNA moze cesto rezultirati
raspadnutom RNA, kontaminacijom DNA ili nedovoljnom koli¢inom RNA,
rezultati analiza kvalitete i kolicine izolirane RNA na uredaju Agilent 2100
bioanalyzer pokazali su da niti jedan uzorak izolirane RNA ne sadrzi
primjese DNA, ve¢ samo intaktnu RNA, relativnho visoke koncentracije
(analize su obavljene na svim uzorcima sakupljenim tijekom svih
eksperimenata). Lancanom reakcijom polimerazom zeljelo se umnoziti
dijelove mRNA za galektin-3 i dijelove mRNA za konstitutivho eksprimirani
B-aktin. Prilikom odabira ishodnica, zadovoljeni su wuvjeti vazni za
ucCinkovitost umnazanja (najviSe tri uzastopna ponavljanja iste baze,
priblizno jednaka duljina ishodnica (20-21 bp), dopusteni udio GC-parova
50-70%, dopusteni raspon Tm 60-75°C, priblizno jednaka duljina nastalih
PCR produkata). Premda smo pokusali umnoziti fragmente mRNA za oba
gena u istoj reakcijskoj smjesi tijekom jedne lancane reakcije polimerazom
(multipleks PCR), kako bi u najvecoj mogucoj mjeri izbjegli "tube to tube"
varijacije, rezultati tih pokuSaja nisu bili zadovoljavajuci. Naime,
konstitutivna razina ekspresije [B-aktina je puno veca od konstitutivne
razine ekspresije galektina-3. Premda se na uredaju AbiPrism 310 Genetic
Analyser mogu analizirati i kvantificirati PCR produkti ¢ija se koli¢ina
razlikuje do 20 puta, u trenutku kada je kolicina PCR produkata za
galektin-3 detektabilna (nakon 21 ciklusa PCR), kolicina PCR produkata za
B-aktin je izrazito velika. ZaSto jednostavno ne ponoviti analizu koriStenjem
razrijedenih uzoraka i zdruziti rezultate analize kolicine PCR produkata za
galektin-3 i B-aktin? Nazalost, takav pristup mogao bi navesti na pogresne
zakljucke. Naime, ustanovili smo da je nakon 21 ciklusa umnazanja dijela
mRNA za B-aktin lancana reakcija polimerazom vec¢ dosegnula svoju krajnju
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tocku, te da kolicina nastalog produkta viSe nije proporcionalna pocetnoj
koli¢ini mRNA. Stoga smo umnazanje dijelova mRNA za galektin-3 i za 3-
aktin ipak morali provesti u zasebnim epruvetama, tijekom drukcijih
reakcijskih uvjeta (14 ciklusa umnazanja za [3-aktin, 21 ciklus za galektin-
3). Jedna od prednosti kvantifikacije PCR produkata na uredaju AbiPrism
310 Genetic Analyser je Sto je izrazito osjetljiv, te je moguce kvantificirati
vrlo male koli¢ine PCR produkata (za usporedbu, na agaroznom se gelu
jedva mogu detektirati PCR produkti za galektin-3 nastali tijekom 28
ciklusa umnazanja). Stoga je moguce umnoziti dijelove mRNA i prekinuti
lan¢anu reakciju polimerazom joS dok je u svojoj eksponencijalnoj fazi, Sto
je osnovni uvjet za pouzdanu kvantifikaciju PCR produkata. JoS jedan od
uvjeta pouzdane kvantifikacije je jednaka ucinkovitost amplifikacije PCR
produkata razlicitih gena. Provjerena je na taj nacin Sto su priredena
razrjedenja cDNA, te su isti volumeni (a razliCite kolicine cDNA) podvrgnuti
lanc¢anim reakcijama polimerazom tijekom 14 ciklusa (za umnazanje gena
za PB-aktin) i 21 ciklusa (za umnazanje gena za galektin-3). Rezultati su
pokazali da su omjeri PCR produkta za galektin-3 i 3-aktin uvijek jednaki, iz
cega zakljucujemo da se PCR produkti umnazaju jednakom ucinkovitoScu.

Nakon odabira odgovarajuce stani¢ne linije i optimiranja metoda analize,
ispitana je ekspresija LGALS3 i galektina-3 u nediferenciranim stanicama
THP-1 nakon 1, 3, 5, 24, 48 i 72 kultiviranja u kulturi pocetne gustoce 2 x
105 st/ml. Obzirom da stanice THP-1 rastu u suspenziji te su kultivirane
kao asinhrona stani¢na kultura, bilo je za ocekivati da se konstitutivna
razina ekspresije kako LGALS3, tako i galektina-3 odrzava na jednakoj
razini tijekom 72-satnog kultiviranja. Rezultati su pokazali da je
pretpostavka to¢na. Takoder je utvrdeno da 72-satno kultiviranje ne utjece
niti na vijabilnost niti na metabolicku aktivnost stanica, bez obzira na
gotovo peterostruko povecanje gustocCe stanicne linije, ¢ime je vec bila
gotovo konfluentna.

Stanice monocitne stani¢ne linije THP-1 diferencirane su tijekom 48-satnog
izlaganja forbol-12-miristat-13-acetatu (PMA) koncentracije 10-7 M.

Vec¢ nakon prvog sata kultiviranja uz PMA, 280% stanica THP-1 adherira na
podlogu (postotak adheriranih stanica slican je i nakon 3 i 5 sati
kultiviranja), ali se kolic¢ina mRNA za galektin-3 niti galektina-3 ne mijenja
znacajno. Tijekom prvih pet sati kultiviranja uz PMA, premda u velikom
postotku vec¢ adherirane na podlogu, stanice THP-1 (promjera 10-15 pm)
zadrzavaju sferican oblik. Nakon 24 sata kultiviranja poprimaju ameboidan
se nakon 24- i 48-satnog kultiviranja uz PMA podosta povecava razina
ekspresije LGALS3 (2,4 odnosno 2,9 puta) i galektina-3 (2,9 odnosno 3,5
puta).

Koji su moguc¢i mehanizmi regulacije ekspresije LGALS3 i galektina-3
tijekom diferencijacije stanica THP-1?

Na osnovi strukture promotorskog dijela gena za galektin-3 otkrivene 1998.
godine pretpostavljeno je da transkripcija gena za galektin-3 moze biti
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regulirana transkripcijskim faktorima Spl, AP-1, NF-kB i CREB. Zaista,
rezultati naSih prethodnih istrazivanja [30] pokazali su da je bazalna razina
ekspresije galektina-3 u adheriraju¢im stanicama A1235 uglavnom
regulirana transkripcijskim faktorom AP-1, dok je indukcija njegove
ekspresije izazvane UV-zraCenjem posredovana transkripcijskim faktorima
NF-kB i AP-1. Ekspresija LGALS3 mijenja se pod utjecajem razliCitih
stimulansa, ali prvu naznaku o mogucé¢im mehanizmima regulacije te
ekspresije pruzila su nedavna istrazivanja Kim i sur., na osnovi kojih se
moze zakljuciti da u regulaciji ekspresije LGALS3 vaznu ulogu ima signalni
put Ras-Raf-MKK1/MKK3/p38/AP-1 [32].

Diferencijacija stanica THP-1 inducirana je forbol-12-miristatom-13-
acetatom, cCesto rabljenom tvari u pokusima kojima se istrazuje stanic¢na
diferencijacija, prijenos signala i genska ekspresija. Aktiviraju¢i protein
kinazu C, kinazu reguliranu izvanstani¢nim signalima (ERK) te c-Jun N-
terminalnu kinazu (JNK), PMA pokrece kaskadu dogadaja koji rezultiraju
aktivacijom transkripcijskih faktora kao Sto su NF-kB i AP-1 te
diferencijacijom odredenih stanic¢nih tipova.

Vjerojatno je upravo aktivacija NF-kB i AP-1 uzrok povecanja ekspresije
LGALS3. Osim povecane kolicine mRNA za galektin-3, povecanje koliCine
samog galektina-3 moze biti posljedica i aktivacije translacije, posebice ako
se uzme u obzir da je porast kolicine mRNA (2,9 puta) neSto manji od
porasta koli¢ine samog proteina (3,5 puta). Poznato je naime da se faktori
inicijacije translacije aktiviraju fosforilacijom koja je potaknuta djelovanjem
PMA [176, 177].

Nakon S§to smo raspravili moguce mehanizme kojima se omogucava
povecanje ekspresije galektina-3 tijekom pretvorbe monocitnih stanica u
makrofagne, valja se zapitati zaSto je stanici potrebna veca kolicina
galektina-3.

Sazrijevanje monocita u makrofage praceno je promjenom morfologije i
fiziologije stanica, Sto wukljucuje povecanu ekspresiju membranskih
proteina, unutarstani¢nih enzima i receptora. Kako monocitne stanice rastu
u suspenziji, a makrofagne adherirane na podlogu, prilikom pretvorbe
stanice moraju ostvariti interakcije s podlogom. Sudjeluje li mozda i
galektin-3 u ostvarivanju tih interakcija? Obzirom na to da je poznato da
galektin-3 sudjeluje u adheziji stanica na izvanstani¢ni matriks, moguce je
da sudjelyje i u ostvarivanju interakcija stanica i podloge in vitro. Prema
naSih prethodnim istrazivanjima, presadivanjem adherirajucih stanica
podignutih tripsinizacijom s podloge dolazi do promjene (preciznije,
smanjenja) koli¢ine galektina-3, kako membranskog, tako i citosolnog, ali se
nakon jednodnevnog kultiviranja ponovno uspostavlja konstitutivha razina
galektina-3 [49]. Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da premda je velika
vecina stanica THP-1 tijekom prvih pet sati kultiviranja uz PMA adherirala,
nije doSlo do promjene ekspresije galektina-3. To joS uvijek ne znaci da on
ne sudjeluje u procesu adhezije, obzirom na to da monocitne stanice imaju
izluceni galektin-3 vezan na svoje membranske receptore — njegove
glikoproteinske ligande. Osim toga, kolicina galektina-3 poveca se 3 puta
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nakon 24-satnog kultiviranja uz PMA, kada je uoceno i trostruko povecanje
njihova promjera, a samim time i povrSine kojom se ostvaruju interakcije s
podlogom. No ukljucenost galektina-3 u ostvarivanje interakcija stanica s
podlogom valjalo bi dodatno istraziti.

Galektin-3 u monocitima potice unos Ca2?* te uzrokuje povecanje stvaranja
interleukina-1. Djeluje kao kemoatraktant za monocite, ali i za makrofage.
No u makrofagima galektin-3 ima i mnoge druge znacajne uloge. Osim Sto
izaziva oksidativni prasak u makrofagima, ¢ini se da sudjeluje i u procesu
fagocitoze. Veliki kapacitet fagocitoze jedna je od osnovnih karakteristika
makrofaga. To je jedan od kljuénih procesa u ostvarivanju urodene
imunosti ali i u patogenezi autoimunih bolesti. Nedavna saznanja prema
kojima je galektin-3 jedna od osnovnih komponenti fagosoma miSje
makrofagne stani¢ne linije i egzosoma dendritske stani¢ne linije navode na
zakljucak da je taj protein ukljuc¢en u endocitozu i prezentaciju antigena.
Sano i sur. su utvrdili da je galektin-3 nuzan za ucinkovitu fagocitozu IgG-
opsoniziranih eritrocita i apoptotskih stanica in vitro i in vivo [178].

Obzirom na to da nije uoCena promjena kolicine niti mRNA za galektin-3
niti galektina-3 tijekom 72- satnog kultiviranja diferenciranih stanica THP-1
u mediju, zakljuc¢ujemo da se nakon porasta kolicine galektina-3 prilikom
diferencijacije monocita u makrofage, ukoliko se oni ne izloze nikakvom
dodatnom stimulansu, u njima odrzava uspostavljena konstitutivna razina
ekspresije LGALS3 i galektina-3.

Prilikom izbora koncentracija tvari s imunomodulatornim djelovanjem uz
prisutnost kojih c¢e se stanice kultivirati, smjernice su bile terapeutske
koncentracije tih tvari u krvi ljudi koji se nalaze pod terapijom (premda i te
koncentracije jako variraju ovisno o tipu bolesti). Takoder se Zelio pokriti
Siri raspon terapeutskih koncentracija (odnosno niske, srednje i visoke).
Medutim, obzirom da se situacija in vitro u mnogocemu razlikuje od
situacije in vivo, prije no Sto se pristupilo ispitivanju razine ekspresije
LGALSS3 i galektina-3 provjerena je citotoksi¢nost imunomodulatornih tvari
odredenih koncentracija te su za daljnje pokuse odabrane samo one
koncentracije koje ne djeluju citotoksi¢no niti na nediferencirane niti na
diferencirane stanice THP-1 tijekom 72-satnog kultiviranja.

Kada se aspirin koristi kao analgetik, njegove koncentracije u plazmi su oko
0,5 mM, a kada se rabi kao protuupalni lijek do 2,7 mM. Vece koncentracije
su toksi¢ne. Sukladno tome, rezultati nasih pokusa pokazali su da 4 mM
aspirin djeluje citotoksicno na stanice THP-1 (rezultati nisu prikazani).
Stoga su odabrane koncentracije aspirina bile 0,1 mM, 0,5 mM, 1 mM i 2
mM. Indometacin je koriSten za pokuse u koncentracijama 0,1 pM, 1 pM, 5
pM i 10 pM, obzirom da je raspon terapeutskih koncentracija 1,3 pM do 8,3
pM. U istim je koncentracijama rabljen i hidrokortizon, do¢im su
primijenjene koncentracije deksametazona bile 0,1 nM do 100 nM, obzirom
da je ustanovljeno da deksametazon u vec¢im koncentracijama djeluje
citotoksicno na stanice THP-1. Aspirin, indometacin, hidrokortizon i
deksametazon u odabranim koncentracijama ne utjecu znacajno na
cjelokupno metabolicko stanje stanice koje bi za posljedicu imalo
odumiranje stanice. StoviSe, u diferenciranim stanicama THP-1
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hidrokortizon (10 pM) i deksametazon (100 nM) cak blago povecavaju
metabolicku aktivnost stanica.

Niti jedna od navedenih tvari nije topljiva u vodi, pa su za potrebe
eksperimenata priredene njihove mati¢ne otopine u DMSO. Po priredivanju
radnih koncentracija tih tvari, konacne koncentracije DMSO u medijima u
kojima su stanice THP-1 inkubirane bile su < 0,2%. Sam DMSO
koncentracije 0,2% tijekom 72-satnog kultiviranja nije uzrokovao statisticki
znacajnu promjenu niti jednog ispitivanog parametra (vijabilnosti,
metabolicke aktivnosti, ekspresije LGALS3 i ekspresije galektina-3). To je u
suglasju s naSim ocekivanjima i literaturnim podacima, prema kojima tek
2% DMSO (Sto je jedan red velicine veca koncentracija od one primijenjene
u ovom istrazivanju!) ima citotoksican ucinak na stanice. Zakljucujemo,
takoder, da DMSO navedene koncentracije ne utjeCe znacajno na
mehanizme regulacije ekspresije LGALS3 i galektina-3.

Tvari s imunomodulatornim djelovanjem ¢iji je utjecaj na ekspresiju
LGALS3 i galektina-3 u ovom radu ispitan pripadaju dvjema osnovnim
skupinama  protuupalnih  lijekova - nesteroidnim  tvarima s
imunomodulatornim djelovanjem (NSAIDs) i glukokortikoidima. Oni
razlicitim mehanizmima, koji doduSe nisu u potpunosti razjasnjeni,
ostvaruju protuupalne ucinke.

U nediferenciranim, odnosno monocitnim stanicama THP-1 sve ispitane
tvari s imunomodulatornim djelovanjem u svim primijenjenih
koncentracijama inhibiraju ekspresiju LGALS3, preciznije, uzrokuju
smanjenje kolicine mRNA za galektin-3. Ono se uocava ve¢ nakon prvog
sata kultiviranja, osim uz najnizu koncentraciju aspirina (0,1 pM), kod koje
se tendencija pada primjecuje nakon petog sata kultiviranja, a statisticki
znacCajnom postaje nakon jednodnevnog kultiviranja. Postotak inhibicije
varira od 66% do ¢ak 96% te je u korelaciji je s vrcemenom izlaganja tvarima
s imunomodulatornim djelovanjem. Takoder je u korelaciji s primijenjenom
koncentracijom aspirina, dok je u sluc¢aju ostalih tvari ta korelacija ne
postoji. Koji su moguc¢i mehanizmi kojima tvari s imunomodulatornim
djelovanjem ostvaruju inhibiciju ekspresije gena za galektin-3?

Odavno je ©poznato da aspirin acetiliranjem inhibira aktivnost
ciklooksigenaze i vjeruje se da je vecCina protuupalnih ucinaka aspirina
posljedica smanjenja aktivnosti tog enzima, klju¢ne molekule biosintetskog
puta prostaglandina. Sa prilicnom sigurno$c¢u mozemo zakljuciti da to nije
medutim nacin kojim aspirin inhibira ekspresiju LGALS3. No Cinjenica da je
puno veca koncentracija aspirina potrebna za utiSavanje upale nego za
inhibiciju ciklooksigenaze navela je znanstvenike na istrazivanja kojima je
utvrdeno da aspirin moze modulirati ekspresiju gena i proteina, kao i
aktivnost proteina utjecuc¢i na signalne puteve protein kinaza aktiviranih
mitogenima (MAPK) i/ili na transkripcijske faktore NF-kB, AP-1 i STAT]I.
Stoga je logicno za pretpostaviti da je inhibicija, izravna ili posredna,
transkripcijskih faktora NF-kB i/ili AP-1, Cija vezna mjesta nalazimo i u
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promotorskoj regiji LGALS3, odgovorna za smanjenje transkripcije tog gena,
a samim time i koli¢ine mRNA.

Kao i aspirin, i indometacin ubrajamo u skupinu nesteroidnih tvari s
imunomodulatornim djelovanjem. Osim njegovog ucinka na aktivnost
cikooksigenaze, ostala su njegova djelovanja slabo istrazena. Utvrdeno je,
medutim, da indometacin veze i aktivira PPARy, nuklearni hormonski
receptor koji nakon vezanja hormona djeluje kao transkripcijski faktor. No
vezna mjesta za PPARy ne nalaze se u promotorskoj regiji LGALS3 (a osim
toga, indometacin ne aktivira, ve¢ inhibira ekspresiju LGALS3). Premda su
rezultati nekih istraZivanja naveli na zakljuc¢ak da indometacin ne moze
inhibirati aktivnost niti transkripcijskog faktora NF-kB niti AP-1, prema
drugim istrazivanjima utvrdeno je da je takva inhibicija ipak moguca, i to
inhibicija NF-kB procesom transrepresije. Stoga mozemo zakljuciti da je i
opazeno smanjenje kolicine mRNA za galektin-3 posljedica inhibicije NF-xkB.
Uzimajucéi u obzir Cinjenicu da do danas nije pokazano da indometacin
moze inhibirati transkripcijski faktor AP-1 (Sto joS uvijek ne znaci da to nije
moguce!) te Cinjenicu da je inhibitorni uc¢inak terapeutskih koncentracija
indometacina slican, ako ne ¢ak i snazniji od aspirina, moze se pretpostaviti
da je bazalna razina ekspresije LGALS3 u monocitnim stanicama regulirana
u vecoj mjeri transkripcijskim faktorom NF-kB nego AP-1.

Jedan od nacina djelovanja steroidnih tvari s imunomodulatornim
djelovanjem - glukokortikoida (GC), posredovan je njihovim vezanjem na
receptore (GR), nakon cega oni djeluju kao transkripcijski faktori. Ukoliko
se u promotorskim regijama gena nalaze vezna mjesta za te transkripcijske
faktore, posljedicno ce doc¢i do povecanja ekspresije tih gena. Ako se
medutim u promotorskoj regiji nalaze negativni elementi odgovora na GC
(nGRE), moze doc¢i do wutiSavanja genske ekspresije. Kako analiza
promotorskog dijela gena za galektin-3 nije potvrdila postojanje takvih
nGRE, zakljucujemo da je inhibicija LGALS3 ostvarena na drugi nacin.
Literaturni podaci pokazuju da glukokortikoidi (hidrokortizon i
deksametazon) mogu inhibirati transkripcijske faktore NF-kB, AP-1, CREB,
C/EBPp, STAT i p53 razli¢itim nacinima, kao Sto su transrepresija, inihicija
razgradnje IkB, izravno vezanje na transkripcijske faktore, kompeticija za
iste kofaktore i jo§S neki dodatni mehanizmi. Stoga se ¢ini da su ponovno
transkripcijski faktori NF-kB i AP-1 odgovorni za smanjenje ekspresije
LGALS3 uoceno u monocitnim stanicama izlozenim glukokortikoidima, ali
tek podrobnija istrazivanja dala bi detaljniji uvid u mehanizme kojima se ta
inhibicija ostvaruje. Valja osim toga uzeti u obzir da smanjenje koliCine
mRNA moze biti uzrokovano ne samo smanjenom transkripcijom doti¢nog
gena, veC i povecanim stupnjem razgradnje te mRNA.

Kako to da postoji korelacija izmedu intenziteta inhibicije LGALS3 i
primijenjene koncentracije aspirina, ali ne i indometacina, hidrokortizona i
deksametazona? Jedno od mogucih objasnjenja je da je u slucaju primjene
nizih koncentracija aspirina broj molekula aspirina joS uvijek puno manji
od broja njegovih receptora. To znaci da primjenom vecih koncentracija
aspirina dolazi do sve veceg zasiCenja receptora, te posljedicno do
pojacavanja ucinka te tvari. Cini se medutim da kada se indometacin,
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hidrokortizon i deksametazon koriste ve¢ i u najnizim koncentracijama
dolazi do zasicenja njihovih receptora, te se povecanjem koncentracija tih
tvari ne pojacava njihov ucinak.

Kako se smanjenje kolic¢ine mRNA za galektin-3 uzrokovano izlaganjem
monocitnih stanica THP-1 tvarima s imunomodulatornim djelovanjem
odrazava na ekspresiju samog proteina?

Niti jedna od ispitivanih tvari s imunomodulatornim djelovanje niti u jednoj
od primijenjenih koncentracija nije uzrokovala promjenu koli¢ine galektina-
3 tijekom prvih pet sati kultiviranja.

Istovremeno, osim u slucaju najnize primijenjene koncentracije aspirina
(0,1 mM), kolicina mRNA za galektin-3 smanjena je nakon 1, 3 te 5 sati
kultiviranja uz sve ispitivane tvari svih koncentracija za 30% do ¢ak 70%.
To se moze objasniti vremenskim odmakom procesa transkripcije i
translacije. Nakon jednodnevnog kultiviranja jo§ uvijek se ne uocava pad
kolicine galektina-3 (osim uz 2 mM aspirin), premda je u gotovo svim
slucajevima postotak inhibicije ekspresije LGALS3 oko 70%. To je mozda
posljedica povecanja razine translacije i/ili ocuvanja postojecih koliCina
galektina-3, odnosno smanjenja stupnja njegove razgradnje. No nakon 48- i
72-satnog kultiviranja za ocekivati je da se ve¢ dugotrajno i snazno
smanjenje ekspresije LGALS3 mora odraziti na razinu ekspresije tog
proteina. Ona je u vecini slucajeva zaista i smanjena, ali u puno manjoj
mjeri nego ekspresija samog LGALSS. Intenzitet smanjenja razine ekspresije
galektina-3 u korelaciji je s vremenom izloZzenosti ispitivanim tvarima te s
primijenjenom koncentracijom aspirina, hidrokortizona i deksametazona,
do¢im je u slucaju indometacina u negativnoj korelaciji s primijenjenom
koncentracijom te tvari. Osim toga, to smanjenje nije u korelaciji s razinom
smanjenja kolicine mRNA, s obzirom na to da je u pojedinim slucajevima
jaci pad razine galektina-3 primjecen u stanicama koje imaju viSe mRNA za
galektin-3. Odrzanje relativho velike kolic¢ine galektina-3 u odnosu na
koli¢inu pripadajuce mu mRNA teSko je objasniti ocuvanoScu samog
proteina (odnosno njegovom ne-razgradnjom) obzirom da je nakon 48-
satnog (a posebice 72-satnog) kultiviranja gustoca stani¢ne kulture viSe
nego dvostruko veca. Izlucuju 1li mozda stanice THP-1 znatne koli¢ine
galektina-3 u izvanstanicni prostor, koji tek naknadno mogu vezati na sebe,
primjerice ukoliko se pod utjecajem tvari s imunomodulatornim djelovanjem
poveca ekspresija i/ili afinitet njegovih membranskih liganada? Moguce, s
obzirom na to da je nedavno ustanovljeno da fetuin, serumski glikoprotein
kojeg u obilju ima u fetalnom serumu - jednoj od osnovnih komponenti
hranidbenog medija, wuzrokuje brzu (unutar 1 minute) sekreciju
unutarstani¢nog galektina-3.

To je jedno od razumnih objaSnjenja ovih zanimljivih i mozda neobi¢nih
rezultata. Sve u svemu, ocigledno je da je ekspresija galektina-3 u
monocitnim stanicama THP-1 izlozenim djelovanju aspirina, indometacina,
hidrokortizona i deksametazona regulirana ne samo na razini transkripcije,
veC i translacije, a mozda i nekim drugim mehanizmima. Cini se da je
monocitnim stanicama galektin-3 toliko potreban da pronalaze ucinkovite
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nacine odrzanja njegove proteinske razine bez obzira na drasti¢no
smanjenje pripadajuce mu mRNA.

Kako tvari s imunomodulatornim djelovanjem utjecu na ekspresiju LGALS3
i galektina -3 u diferenciranim, odnosno makrofagnim stanicama THP-1?

Dok se u monocitnim stanicama opci obrazac promjene kolicine mRNA za
galektin-3 moze opisati kao snazna, vremenski ovisna inhibicija
transkripcije gena za galektin-3, u makrofagnima je situacija druk¢ija. Moze
se uociti da sve ispitivane tvari u pocetku inhibiraju ekspresiju LGALS3
nakon cega dolazi do uspostave konstitutivne razine mRNA. U slucaju
aspirina i hidrokortizona intenzitet je te inhibicije u korelaciji s
koncentracijom primijenjene tvari, Sto kod indometacina i deksametazona
nije zamijeceno.

No kako to da kultiviranje uz odredenu tvar neke koncentracije ima tako
razli¢it u¢inak na stanice iste loze?

To nije toliko cudno ni neobic¢no. Premda je zapravo rijeC o istim stanicama
(THP-1), ocito je da su zbog djelovanja PMA promijenile mnoge svoje
karakteristike. Jedna od njih je i razina ekspresije gena — podsjetimo se da
je ekspresija LGALS3 tri puta veca u diferenciranim nego u
nediferenciranim stanicama. To je povecanje vjerojatno rezultat aktivacije
transkripcijskih faktora AP-1 i/ili NF-kB. Na tako aktivirane transkripcijske
faktore tvari s imunomodulatornim djelovanjem u odredenoj koncentraciji
imaju ocito puno slabiji ucinak. To je vrlo jednostavno objasnjenje razlike u
stupnju inhibicije ekspresije LGALS3. Zanimljivo je osim toga, Sto postotak
inhibicije u nediferenciranim stanicama vremenom raste, a u
diferenciranima se vrlo brzo uspostavlja konstitutivha razina ekspresije
LGALS3. Primjer razlicitog ucinka jednake koncentracije odredene tvari
tijekom istog vremena na monocitne i makrofagne stanice prikazan je na
slici 4.1.
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Slika 4.1 Utjecaj hidrokortizona na ekspresiju a) LGALS3 i b) galektina-
3 u nediferenciranim i diferenciranim stanicama THP-1. Nediferencirane i
diferencirane stanice THP-1 kultivirane su tijekom 1, 3, 5, 24, 48 ili 72 sata uz
hidrokortizon koncentracije 1 pM. a) relativhe kolicine mRNA za galektin-3
(normirane prema [3-aktinu) i b) relativne koli¢ine galektina-3 (normirane prema -
aktinu) izrazene su u odnosu na kontrolu (nediferencirane ili diferencirane stanice
kultivirane tijekom istih vremena u mediju)(xtSD).Rebrasti stupci — nediferencirane
stanice, zeleni stupci —diferencirane stanice.

Sto se istovremeno dogada s galektinom-37?

Kultiviranjem makrofagnih stanica THP-1 uz indometacin i deksametazon
koli¢ina galektina-3 u pocetku se odrzava na jednakoj razini, a zatim
postupno povecava, sve to 72 sata kada u odnosu na 48 sat blago padne, i
to u slucaju indometacina pribliZzno na pocetnu razinu, a u slucaju
deksametazona, na razinu koja je joS uvijek znacajno veca od pocetne.

Aspirin i hidrokortizon ovisno o primijenjenim koncentracijama, uzrokuju
pad kolicine galektina-3. Nakon pada dolazi do povecanja koli¢ine
galektina-3 tijekom vremena, ¢ime se ponovno uspostavlja konstitutivna
razina ekspresije, koja se potom cak i premasuje. Ako se ti podaci usporede
s podacima o razini ekspresije mRNA za galektin-3 u istim stanicama, dolazi
se do zakljucka da vece koncentracije primjenjivanih tvari uzrokuju jace
smanjenje kolicine mRNA. Ukoliko je ostvaren dovoljan postotak inhibicije
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ekspresije LGALS3, to se ocituje i na proteinskoj razini. Cini se da je u tom
razdoblju koli¢ina galektina-3 regulirana vec¢inom na razini transkripcije.
Prisjetimo se da to nije bio slu¢aj u monocitnim stanicama, kao i da se u
njima puno veci postotak inhibicije ekspresije LGALS3 nije odrazavao na
proteinskoj razini. Medutim, uspostavu konstitutivne razine ekspresije
LGALSS3 prati daljnje povecanje koliCine galektina-3. Povecava li se u tom
periodu intenzitet translacije postojecih mRNA? Smanjuje li se razgradnja
postojecih proteina uz kontinuiranu sintezu novih? Vezu li se vece koli¢ine
izlucenog galektina-3 na membranu? To su pitanja na koja tek treba naci
odgovor. Slicni odnosi kolicine mRNA i proteina primijeceni su i u nekim
drugim istrazivanjima, primjerice, Andersson i Sundler [179] su pokazali da
stanice THP-1 eksprimiraju mRNA za faktor nekroze tumora, ali jedva
detektabilnu koli¢inu samog proteina. Nakon stimulacije stanica s PMA,
povecava se razina proteina, ali ne i mRNA. Nekoliko je studija pokazalo
losu korelaciju izmedu razine mRNA i stvarne razine ekspresije gena,
odnosno koli¢ine samog proteina. Primjerice, Lorenz i sur. [180] su utvrdili
da od 58 proteina CcCija je promjena ekspresije utvrdena u pacijenata
oboljelih od reumatoidnog artritisa u odnosu na oboljele od osteoartritisa
samo kod njih 16 (28%) te su promjene u skladu s promjenama na razini
transkripcije. Shipp i sur. [181] su detektirali visoku razinu ekspresije
mRNA za galektin-3 u difuznim limfomima velikih limfocita T u odnosu na
folikularne limfome, ali ona nije korelirala s razinom ekspresije proteina.

Osvrnimo se joS na trenutak na rezultate imunoblot analize stanicnih
homogenata  diferenciranih  stanica  THP-1 izlozenih  djelovanju
hidrokortizona i deksametazona. Uocava se prisutnost dodatnih vrpci
neposredno ispod vrpce galektina-3. Obzirom da na istom blotu te vrpce ne
postoje ispod vrpce kontrolnih uzoraka, zakljucujemo da to nije posljedica
sekundarnog obojenja, a vjerojatno niti nespecificnog vezanja. Odgovaraju li
te vrpce mozda fosforiliranom galektinu-3? Naime, zna se da galektin-3
moze biti fosforiliran na polozaju Ser® i Ser!?, a nedavna istrazivanja su
pokazala da galektin-3 mozda moze biti fosforiliran i na nekom od tirozina.
Fosforilacijom se mijenja izoelektricna tocka galektina-3 (pl nefosforiliranog
oblika iznosi 8,7, a fosforiliranog 8,2), Sto vjerojatno mozZze promijeniti i
njegovu pokretljivost tijekom SDS-PAG elektroforeze. Fosforilirani galektin-3
pokazuje smanjenu lektinsku aktivnost, ali je fosforilacija nuzan preduvjet
za antiapoptozno djelovanje galektina-3. Da li je povecana metabolicka
aktivnost diferenciranih stanica izlozenih djelovanju hidrokortizona i
deksametazona rezultat fosforilacije i antiapoptoznog djelovanja galektina-
3? Na to, kao i na mnoga druga pitanja o funkciji galektina-3 tek treba
pronaci odgovor.

95



4. Rasprava

ZAKLJUCCI
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Na temelju provedenih pokusa, dobivenih rezultata i rasprave moguce je
zakljuciti sljedece:

1.

Aspirin u koncentracijama < 2 mM, indometacin u koncentracijama
<10 pM, hidrokortizon u koncentracijama < 10 pM, deksametazon u
koncentracijama < 100 nM, kao ni DMSO koncentracije 0,2%, ne
djeluju citotoksic¢no niti na nediferencirane niti na diferencirane stanice
THP-1.

Kultiviranjem nediferenciranih stanica tijekom 72 sata u standardnim

uvjetima razina ekspresije LGALS3 kao ni galektina-3 se ne mijenja.

DMSO koncentracije 0,2% ne utjece na ekspresije LGALS3 i galektina-3

niti u nediferenciranim niti u diferenciranim stanicama THP-1 tijekom

72-satnog kultiviranja.

Diferencijacija stanica THP-1 iz monocitnih u makrofagne stanice

potice ekspresiju LGALS3 i galektina-3.

Razina ekspresije LGALS3 i galektina-3 u stanicama stanic¢ne linije

THP-1 ovisi o diferencijacijskom stupnju stanica.

Nakon diferencijacije stanica THP-1 iz monocitnih u makrofagne,

daljnje kultiviranje stanica u standardnim uvjetima tijekom 72 sata ne

mijenja uspostavljenu razinu ekspresije LGALS3 i galektina-3.

Tvari s imunomodulatornim djelovanjem (aspirin, indometacin,

hidrokortizon i deksametazon) mijenjaju ekspresiju LGALS3 i galektina-

3 u stanicama stani¢ne linije THP-1, a promjene ovise o vrsti i

koncentraciji primijenjene tvari, vremenu izloZenosti stanica istima te

diferencijacijskom stupnju stanica.

Ucinak svake pojedine tvari s imunomodulatornim djelovanjem u

pojedinoj koncentraciji na razinu galektina-3 u kvalitativnom se i

kvantitativnhom smislu razlikuje u odnosu na njezin ucinak na razinu

mRNA za galektin-3 u stanicama monocitne kao i u stanicama
makrofagne stani¢ne linije THP-1:

* sve tvari u primijenjenim koncentracijama u monocitnim stanicama
THP-1 inhibiraju ekspresiju LGALS3 i galektina-3. Stupanj inhibicije
na razini mRNA ovisi o koncentraciji imunomodulatornih tvari i u
korelaciji je s vremenom izloZenosti stanica njihovom djelovanju.
Inhibitorni je ucinak na proteinskoj razini u odnosu na inhibitorni
ucinak na razini mRNA vremenski odgoden.

= u diferenciranim stanicama aspirin, indometacin, hidrokortizon i
deksametazon u pocetku djeluju inhibitorno na ekspresiju LGALS3
nakon ¢ega dolazi do uspostave konstitutivne razine mRNA.

= ucinak slabih imunomodulatornih tvari - aspirina i hidrokortizona
na razinu galektina-3 u diferenciranim stanicama THP-1 razlikuje se
od wucinka jakih imunomodulatornih tvari - indometacina i
deksametazona; iako dugotrajnijim izlaganjem objema vrstama tvari
razina galektina-3 raste, slabe imunomodulatorne tvari u pocetku na
razinu galektina-3 djeluju inhibitorno.
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AP-1 protein aktivator 1
engl. activator protein 1

ASA aspirin, acetil-salicilna kiselina
engl. aspirin, acetyl-salicylic acid

BCA bicinkonini¢na kiselina
engl. bicinchoninic acid

bp bazni par

BSA govedi serumski albumin

engl. bovine serum albumin
cAMP ciklicki adenozin-monofosfat
C/EBPB engl. CCAAT-enhancer-binding protein 3

COX-1 ciklooksigenaza 1
engl. cyclooxygenase 1

COX-2 ciklooksigenaza 2
engl. cyclooxygenase 2

CRD domena koja prepoznaje ugljikohidrate
engl. carbohydrate recognition domain

CRE elementi odgovora na cAMP
engl. cAMP responsive elements

CREB protein koji se veze na element odgovora na cAMP
engl. cAMP-response element binding factor

Da Dalton (gmol-!)

dATP deoksiadenozin-trifosfat
engl. deoxyadenosine-triphosphate

dCTP deoksicitidin-trifosfat

engl. deoxycytidine-triphosphate
DEPC dietil-pirokarbonat

engl. diethyl-pirocarbonate

Dex deksametazon
engl. dexamethasone

dGTP deoksigvanozin-trifosfat
engl. deoxyguanosine-triphosphate

DMSO dimetil-sulfoksid

DNA deoksiribonukleinska kiselina
engl. deoxyribonucleic acid

dNTP deoksinukleozid-trifosfat
engl. deoxynucleoside-triphosphate

dTTP deoksitimidin-trifosfat
engl. deoxythymidine-triphosphate

EDTA etilen-diamin-tetraoctena kiselina
engl. ethylenediaminetetraacetic acid
ER endoplazmatski retikulum
ERK kinaza regulirana izvanstani¢nim signalima

engl. extracellular-signal-regulated kinase
6-FAM 6-karboksifluorescein
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Fuc

Gal
gal-3
GalNac
GC
GIlcNAc
GM-CSF

GR
GRE

HAT
HC

hnRNP

IFN
IKK

IL
Ind

IxB
JNK

kb

Lac
LacNAc
LGALSS3

LPS
Man-6-P
MAPK

MAPKK
MAPKKK
Mgat5S

MKP-1

fukoza

galaktoza

galektin-3
N-acetilgalaktozamin
glukokortikoidi
N-acetilglukozamin

faktor koji stimulira granulocitne i makrofagne kolonije
engl. granulocyte-macrophage colony stimulating factor

glukokortikoidni receptori

elementi odgovora na glukokortikoide
engl. GC-response elements

histon-acetiltransferaza
engl. histone acetyltransferase

hidrokortizon, kortizol
engl. hydrocortisone, cortisol

heterogeni nuklearni ribonukleoproteini

proteini toplinskog Soka
engl. heat-shock proteins

interferon
kinaza IxB
interleukin

indometacin
engl. indomethacin

inhibitor NF-xB

c-Jun N-terminalna kinaza, drugim imenom SAPK
engl. c-Jun-N-terminal kinase

kilobaza
laktoza
N-acetillaktozamin

gen za galektin-3
engl. lectin, galactoside-binding, soluble

lipopolisaharid
manoza-6-fosfat

protein kinaza aktivirana mitogenima
engl. mitogen-activated protein kinase

kinaza protein kinaze aktivirane mitogenima
engl. mitogen-activated protein kinase kinase

kinaza kinaze protein kinaze aktivirane mitogenima
engl. mitogen-activated protein kinase kinase kinase

B1,6 N-acetilglukozaminiltransferaza V
engl. f1,6 N-acetylglucosaminyltransferase V

fosfataza protein kinaze aktivirane mitogenima
engl. MAPK phosphatase 1
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MMP

Mr
mRNA

MTS
NF-«B
NFAT
nGRE
NSAIDs

nt
PAG

PBS

PCR
PMA
PMSF
PPARy
PVDF
RNA
SAPK
SDS

Sp-1
STAT

TAMRA
TBS

TCR

metaloproteinaza matriksa
engl. matrix metalloproteinase

relativna molekulska masa

glasnicka ribonukleinska kiselina
engl. messenger ribonucleic acid

tetrazolijeva sol (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolij-bromid

nuklearni faktor kB
engl. nuclear factor kappa B

nuklearni faktor aktiviranih stanica T
engl. nuclear factor of activated T cells

negativni elementi odgovora na glukokortikoide
engl. negative GC-response elements

nesteroidne tvari s imunomodulatornim djelovanjem
engl. non-steroidal antiinflammatory drugs

nukleotid
poliakrilamidni gel
engl. polyacrylamide gel

fizioloSka otopina (154 mM NaCl) puferirana fosfatnim puferom
(NagHPO4/KH2PO4), pH 7,4
engl. phosphate buffered saline

lan¢ana reakcija polimerazom
engl. polymerase chain reaction

forbol-12-miristat-13-acetat
engl. phorbol-12-myristate-13-acetate

fenil-metil-sulfonil-fluorid
engl. phenyl-methyl-sulphonyl-fluorid

receptor y aktiviran proliferatorom peroksisoma
engl. peroxisome proliferator-activated receptor y

poliviniliden-difluorid
engl. polyvinylidene difluoride

ribonukleinska kiselina
engl. ribonucleic acid

protein kinaza aktivirana stresom, drugim imenom JNK
engl. stress-activated-protein-kinase

natrijev dodecilsulfat
engl. sodium dodecylsulphate

transkripcijski faktor Sp1l

molekule koje provode signale i aktiviraju transkripciju
engl. signal transducer and activator protein 1

karboksitetrametilrodamin

puferirana otopina tris(hidroksimetil)Jaminometana
engl. tris(hydroxymethy)aminomethane buffered saline

receptori na limfocitima T
engl. T-cell receptors
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Temed

TF
Tm
TNF

TREs

Tris

Tween-20

N, N, N’, N’-tetrametil-etilen-diamin
engl. N, N, N’, N-tetramethyl-ethylenediamine

transkripcijski faktor
temperatura meksanja

faktor nekroze tumora
engl. tumour necrosis factor

elementi odgovora na forbol-12-O-tetradekanoat-13-acetat
engl. phorbol-12-O-tetradecanoate-13-acetate response elements

tris(hidroksimetil)aminometan
engl. tris(hydroxymethy)aminomethane

polioksietilen sorbitan monolaurat
engl. polyoxyethylenesorbitan monolaurate
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8. Popis slika i tablica

Slika 1.1
Slika 1.2
Slika 1.3
Slika 1.4
Slika 1.5
Slika 1.6
Slika 1.7

Slika 1.8
Slika 1.9
Slika 1.10
Slika 1.11
Slika 1.12
Slika 2.1
Slika 3.1
Slika 3.2
Slika 3.3
Slika 3.4
Slika 3.5
Slika 3.6
Slika 3.7
Slika 3.8
Slika 3.9
Slika 3.10

Slika 3.11
Slika 3.12

Slika 3.13
Slika 3.14

Slika 3.15
Slika 3.16
Slika 3.17
Slika 3.18
Slika 3.19
Slika 3.20
Slika 3.21
Slika 3.22

Slika 3.23

Strukture galektina

Struktura galektina-3

Slijed nukleotida promotorske regije ljudskog LGALS3

Shema trokomponentnog modela aktivacije MAPK

Regulacija aktivnosti TF signalnim putem MAPK

Shematski prikaz aktivacije NF-kB

Shematski prikaz signalnih puteva i mehanizama regulacije gena
ukljucenih u upalni odgovor

Uc¢inak nesteroidnih tvari s imunomodulatornim djelovanjem na
pojedine komponente signalnih puteva

Struktura aspirina

Struktura indometacina

Struktura hidrokortizona

Struktura deksametazona

Analiza ukupne RNA na uredaju Agilent 2100 bioanalyser
Metabolicka aktivnost stanica THP-1 tijekom 72-satnog
kultiviranja u mediju/0,2% DMSO se ne mijenja

Elektroforeza PCR produkata

Nukleotidni slijed PCR produkta nastalog umnazanjem dijela
mRNA za galektin-3 odreden analizom na uredaju AbiPrism 310
Genetic Analyser

GeneScan® elektroforetogram razdvojenih PCR produkata

U stanicama THP-1 tijekom 72-satnog kultiviranja u mediju ili u
mediju/0,2% DMSO kolicina mRNA za galektin-3 se ne mijenja
Koli¢ina galektina-3 u stanicama THP-1 tijekom kultiviranja u
mediju ili u mediju/0,2% DMSO se ne mijenja

Aspirin inhibira ekspresiju LGALS3

Utjecaj aspirina na ekspresiju galektina-3 u stanicama THP-1
Indometacin inhibira ekspresiju LGALS3

Utjecaj indometacina na ekspresiju galektina-3 u stanicama
THP-1

Hidrokortizon inhibira ekspresiju LGALS3

Utjecaj hidrokortizona na ekspresiju galektina-3 u stanicama
THP-1

Deksametazon inhibira ekspresiju LGALS3

Utjecaj deksametazona na ekspresiju galektina-3 u stanicama
THP-1

PMA inducira ekspresiju LGALS3 u stanicama THP-1

PMA inducira ekspresiju galektina-3 u stanicama THP-1

U diferenciranim stanicama THP-1 tijekom 72-satnog
kultiviranja u mediju ili u mediju/0,2% DMSO koli¢ina mRNA za
galektin-3 se ne mijenja

Koli¢ina galektina-3 ne mijenja se u diferenciranim stanicama
THP-1 tijekom kultiviranja u mediju ili u mediju/0,2% DMSO
Utjecaj aspirina na ekspresiju LGALS3 u diferenciranim
stanicama THP-1

Utjecaj aspirina na ekspresiju galektina-3 u diferenciranim
stanicama THP-1

Utjecaj indometacina na ekspresiju LGALS3 u diferenciranim
stanicama THP-1

Utjecaj indometacina na ekspresiju galektina-3 u diferenciranim
stanicama THP-1

Utjecaj hidrokortizona na ekspresiju LGALS3 u diferenciranim
stanicama THP-1
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Slika 3.24

Slika 3.25

Slika 3.26

Slika 4.1

Tablica 1.1
Tablica 1.2
Tablica 1.3
Tablica 1.4
Tablica 1.5
Tablica 2.1
Tablica 2.2
Tablica 2.3

Utjecaj  hidrokortizona na  ekspresiju  galektina-3 u
diferenciranim stanicama THP-1

Utjecaj deksametazona na ekspresiju LGALS3 u diferenciranim
stanicama THP-1

Utjecaj deksametazona na  ekspresiju galektina-3 u
diferenciranim stanicama THP-1

Utjecaj hidrokortizona na ekspresiju a) LGALS3 i b) galektina-3 u
nediferenciranim i diferenciranim stanicama THP-1

Obitelji zivotinjskih lektina

Utjecaj razli¢itih tvari na sekreciju galektina-3

Relativni afiniteti vezanja galektina-3 na glikoligande
Ligandi galektina-3

Funkcije galektina-3 u imunom odgovoru

Sastav reakcijskih smjesa za reverznu transkripciju

Sastav reakcijskih smjesa za lanc¢anu reakciju polimerazom
Ishodnice za lan¢anu reakciju polimerazom
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9. Zivotopis

Rodena sam 5. srpnja 1973. godine u Zagrebu, gdje sam zavrsSila osnovnu i
srednju Skolu. Godine 1992. upisala sam studij Molekularne biologije na
Prirodoslovno-matematickom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu. Godine 1994.
dodijeljena mi je dvogodiSnja stipendija grada Zagreba za 50 najboljih
studenata. Dobitnica sam Rektorove nagrade za godinu 1994. i 1996.
Diplomirala sam 1996. godine s izvrsnim uspjehom. Sljedece sam godine
upisala poslijediplomski studij Molekularne i stani¢ne biologije na
Prirodoslovno-matematickom fakultetu. Od 1997. godine radim kao
znanstvena novakinja na Zavodu za biokemiju i molekularnu biologiju
Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Tri mjeseca
(od 18. sijecnja 1999. do 7. ozujka 1999. godine, te od 31. sijecnja 2000. do
6. ozujka 2000. godine) provela sam na studijskom boravku u Department
of Pharmacology and Neuroscience, University of Dundee, u Dundeeju,
Skotska, Velika Britanija, u sklopu ostvarivanja znanstvene suradnje.
Akademski stupanj magistra prirodnih znanosti iz podrucja biologije stekla
sam 17. studenog 2000. godine.

Sudjelovala sam na brojnim domacim i medunarodnim znanstvenim
skupovima i tecajevima. Clanica sam Hrvatskog drustva za biokemiju i
molekularnu biologiju.

Autor sam sljedecih znanstvenih radova citiranih u CC/SCL.
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