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Ultrastrukturne promene u limfocitima periferne krvi bolesnika sa Diabetes

mellitus-om tip 2

REZIME

Uvod: Tip 2 dijabetes melitus (T2DM), trenutno jedna od najvecih globalnih epidemija,
predstavlja heterogenu grupu poremecaja koja se karakterise razli¢itim nivoom insulinske
rezistencije, poremec¢enom sekrecijom insulina i hiperglikemijom. Kao pocetna terapija
T2DM Kkoristi se metformin, dok se u kasnijem toku bolesti u terapiji koristi insulin.
Nedavni nalazi autoantitela na B ¢elije pankreasa i autoreaktivnin T limfocita u T2DM
dovode do pretpostavke da u patogenezi T2DM postoji autoimunska komponenta.
Savremena istrazivanja ukazuju na znacéaj autofagije u patogenezi T2DM, ali je njena
uloga kontroverzna. Rezultati nekih studija ukazuju na povecanu aktivnost autofagije u
mononuklearnim ¢elijama periferne krvi, dok su u drugim studijama detektovali njenu
snizenu aktivnost u ovim ¢elijama u dijabetesu. Autofagija je lizozomalni put degradacije
intracelularnih komponenti u fizioloskim uslovima i u ¢elijskom stresu, i ima klju¢nu
ulogu intracelularnom metabolizmu. Promene u autofagi¢nom procesu mogu nastati kao
odgovor na hiperglikemiju kod bolesnika sa T2DM. Novija elektronsko mikroskopska
istrazivanja su pokazala da u T2DM dolazi do morfoloskih promena u izgledu nukleusa
u vidu nepravilnosti oblika i binukelacije nukleusa. Pretpostavka je da su nepravilnosti

oblika nukleusa u normalnim humanim limfocitima rezultat aktivacije T limfocita.

Cilj: Cilj ovog istrazivanja bio je da se metodama ultrastrukturne morfometrije
kvantifikuje broj autofagi¢nih struktura u limfocitima periferne krvi T2DM bolesnika na
elektronskom mikroskopu; da se koreliraju dobijeni rezultati sa ekspresijom proteina
ukljucenih u proces autofagije; da se uradi ultrastrukturna analiza aktivacije limfocita i
oSte¢enja subcelularnih struktura kod bolesnika sa T2DM; fraktalna analiza
ultrastrukturnog izgleda nukleusa i citoplazme limfocita sa T2DM; i korelacija statusa
autofagije sa aktivacijom i oSte¢enjem subcelularnih struktura u limfocitima bolesnika sa

T2DM, kao i sa rezultatima dobijenim fraktalnom analizom nukleusa i citoplazme.



Materijal i metode: Mononuklearne ¢elije su izolovane iz periferne krvi novootkrivenih
T2DM bolesnika, T2DM bolesnika le¢enih metforminom, T2DM bolesnika le¢enih
insulinom i zdravih ispitanika primenom koncentracionog gradijenta. Za ultrastrukturnu
analizu i kvantifikaciju autofagi¢nih struktura ¢éelije su ukalupljene u epoksidne smole,
kontrastirane uranil-acetatom i olovo-citratom i analizirane na transmisionom
elektronskom mikroskopu. Na dobijenim slikama kvantifikovan je broj autofagi¢nih
struktura, mitohondrija, lipidnih kapi i subnuklearnih struktura. Primenom dvostruke
»coherent point“ mrezice odredivan je volumen autofagi¢nih struktura, a primenom
ImageJ programa analizirani su oblik i procenat heterohromatina nukleusa limfocita.
Primenom ImageJ programa uradene su fraktalna i teksturalna analiza nukleusa i
citoplazme limfocita. Kvantifikacija mitofagije, autofagi¢nih struktura i lizozoma
uradena je na konfokalnom mikroskopu primenom dvostrukog bojenja anti-LC3B antitela
i MitoTracker-a, odnosno LysoTracker-a. Primenom proto¢ne citometrije mereno je
prisustvo Kiselih vezikula obojenih akridin oranzom. Imunoblotom je kvantifikovana
ekspresija proteina ukljucenih u proces autofagije: LC3, Beclin 1, ATG5 i p62. Ekspresija
gena autofagiCnog procesa je utvrdena primenom Kkvantitativne reakcije lancanog

umnozavanja cDNK dobijene reverznom transkripcijom.

Rezultati: Na elektronskom mikroskopu limfociti zdravih osoba su imali okrugle,
predominantno heterohromati¢ne nukleuse i malu koli¢inu citoplazme sa retko prisutnim
organelama. Nasuprot tome, limfociti T2DM bolesnika imali su euhromati¢ne nukleuse
nepravilnog oblika sa dubokim usecima i veci broj organela prisutnih u citoplazmi.
Analiza morfoloskih karakteristika nukleusa pokazala je da T2DM bolesnici imaju
nukleuse smanjene cirkularnosti, oblosti i solidnosti i ve¢i broj subnuklearnih struktura u
odnosu na zdrave osobe. Analiza procenta heterohromatina je pokazala da su nukleusi
broja subnuklearnih struktura. Fraktalna i teksturalna analiza su pokazale smanjenje
kompleksnosti i homogenosti nukleusa uz povecanje strukturnih praznina kod T2DM
bolesnika, ukazujué¢i na izmenjenu morfologiju nukleusa. Nivo glukoze naste i HbAc
korelira sa fraktalnom dimenzijom nukleusa i citoplazme, kao i sa parametrima oblika
nukleusa pokazuju¢i da hiperglikemija indukuje morfoloSke promene u nukleusu. Postoji
korelacija izmedu nivoa triglicerida u krvi i fraktalne dimenzije nukleusa, Sto nagovesStava

da nivo triglicerida utice na kompleksnost hromatinskih struktura u nukleusu. Prose¢na



veli¢ina limfocita 1 volumenski udeo citoplazme u c¢eliji se nisu razlikovali izmedu
ispitivanih grupa, a fraktalna analiza citoplazme je pokazala da kod T2DM bolesnika
postoji smanjenje kompleksnosti struktura i povecanje strukturnih praznina unutar
citoplazme, ukazujuci na veéi broj vezikula u citoplazmi. U limfocitima T2DM bolesnika
uoceno je vise autofagi¢nih struktura veéeg volumena, ukazujuéi na povecanje procesa
autofagije. Broj mitohondrija kod T2DM bolesnika bio je ve¢i u odnosu na zdrave
ispitanike, Sto moze biti posledica izmenjenog metabolickog statusa ovih éelija u T2DM.
Analiza autofagi¢nih struktura na konfokalnom mikroskopu pokazala je kod T2DM
bolesnika veéi broj autofagi¢nih struktura obojenih LC3B antitelom i mitofaga, kao
kolokalizovanih punkta LC3B i MitoTracker-a. Bojenje ¢elija LysoTracker-om pokazalo
je smanjenje broja lizozoma kod T2DM bolesnika, uz povecanje broja autofagi¢nih
struktura, Sto govori u prilog lizozomalne deficijencije u dijabetesu. Postoji korelacija
izmedu nivoa glukoze i HbA1. i broja autofagi¢nih struktura i mitofaga, ukazujuci da nivo
glukoze u krvi ima direktan uticaj na autofagiju u limfocitima periferne krvi. Broj
autofagi¢nih struktura korelira sa morfoloSkim promenama oblika nukleusa. Nivo
ukupnog holesterola i nivo LDL-a u krvi koreliraju sa povr§inom autofagi¢nih struktura i
sa ekspresijom Vps34 gena, dok nivo HDL-a korelira sa ekspresijom ATG4b, BECN,
FOXOL1 i FOXO03. Proto¢na citofluorimetrija je pokazala da ne postoji povecanje broja
kiselih vezikula kod T2DM, Sto uz, bojenje LysoTracker-om, ukazuje na problem u
kiselosti lizozoma. Imunoblot analiza je pokazala da ne postoji povecanje ekspresije
proteina LC3B, p62, ATG5 i beklina, najverovatnije zbog malog broja ispitanika u grupi
i njihove varijabilnosti. Analiza ekspresije gena pokazala je povecanje ekspresije ATG4b
gena kod T2DM bolesnika. Postoji korelacija izmedu broja i volumena razli¢itih
autofagi¢nih struktura 1 ispitivanih gena uklju¢enih u proces autofagije, dok ekspresija

proteina ATGS5 i p62 korelira sa morfoloskim promenama u nukleusu.

Zakljucak: Veci broj autofagi¢nih struktura u limfocitima periferne krvi bolesnika sa
T2DM, detektovan mikroskopskim metodama u nasoj studiji, verovatno je posledica
disfunkcije lizozoma u ovim ¢elijama. Limfociti periferne krvi kod bolesnika sa T2DM
razlikuju se od istih Celija zdravih osoba po izgledu nukleusa. Nukleusi limfocita
bolesnika sa T2DM su nepravilnog oblika i sa ve¢om koli¢inom euhromatina, a promena
njihovog izgleda je u vezi sa nivoom glikemije T2DM bolesnika. Morfoloski izgled
nukleusa limfocita T2DM bolesnika takode je i u vezi sa prisustvom autofagi¢nih



struktura u ovim celijama. Elektronska mikroskopija se u naSem istrazivanju pokazala

senzitivnijom metodom za detekciju autofagije u odnosu na molekularne metode.

Kljuéne reci: dijabetes, limfociti, autofagija, nukleus, elektronska mikroskopija,
fraktalna analiza, glukoza

Naucéna oblast: Medicina
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Ultrastructural alterations in peripheral blood lymphocytes in type 2 diabetes

patients

ABSTRACT

Introduction: Type 2 diabetes mellitus (T2DM), currently one of the largest global
epidemics, is a heterogeneous group of disorders characterized by varying levels of
insulin resistance, impaired insulin secretion, and hyperglycemia. Initial therapy for
T2DM is metformin, but with the progression of disease, insulin therapy is used. Recent
findings of autoantibodies against pancreatic B-cell and autoreactive T cell in T2DM lead
to the assumption that there is an autoimmune component in the pathogenesis of T2DM.
Recent researches points out the importance of autophagy in the pathogenesis of T2DM,
but its role is controversial. Some studies indicate an increased autophagy level in
peripheral blood mononuclear cells, while others showed decreased level of autophagy in
these cells in diabetes. Autophagy is a lysosomal pathway of degradation of intracellular
components in physiological conditions and in cellular stress, and plays a key role in
intracellular metabolism. Changes in the autophagy may arise in response to
hyperglycemia in patients with T2DM. Recent electron microscopy studies have shown
that cells in T2DM have morphological changes in the appearance of the nuclei in the
form of shape irregularities and binucleation. It has been proposed that nuclear contour

irregularity in normal human lymphocytes, could result from T cell activation.

Aim: The aim of this study was to quantify the number of autophagic structures in the
peripheral blood lymphocytes of the T2DM patients on an electron microscope, using the
methods of ultrastructural morphometry; and to correlate the results obtained with the
expression of proteins involved in the autophagy; to perform ultrastructural analysis of
lymphocyte activation and subcellular structure damage in T2DM patients; fractal
analysis of the ultrastructural appearance of T2DM lymphocyte nuclei and cytoplasm; to
correlate autophagy level with activation and damage of subcellular structures in the
lymphocytes of T2DM patients, as well as with the results obtained from the fractal
analysis of the nuclei and cytoplasm.



Material and methods: Mononuclear cells were isolated from the peripheral blood of
newly diagnosed T2DM patients, T2DM patients treated with metformin, T2DM patients
treated with insulin and healthy individuals using a density gradient centrifugation. For
ultrastructural analysis and quantification of autophagic cell structures, cells were
embedded in Epoxy resins, stained with uranyl acetate and lead citrate, and analyzed on
a transmission electron microscope. The obtained images were used for quantification of
the number of autophagic structures, mitochondria, lipid droplets and subnuclear
structures. Using the "coherent point"” grid, the fractional volume of autophagic structures
was determined, and the heterochromatin/euchromatin ratio of the lymphocyte nuclei was
analyzed using ImageJ. Fractal and textural analysis of the lymphocyte nuclei and
cytoplasm were performed in ImageJ. The quantification of mitophagy, autophagic
structures, and lysosomes was performed on a confocal microscope using the double
staining with anti-LC3B antibody and MitoTracker or LysoTracker. Flow cytometry was
used to measure the presence of acidic vesicles stained with acridine orange.
Immunoblotting was used for the evaluation of the expression of proteins that are
involved in the autophagy: LC3, Beclin 1, ATG5 and p62. A reverse transcription
polymerase chain reaction was used to determine the expression of genes involved in

autophagy.

Results: Healthy lymphocytes had round, predominantly heterochromatic nuclei, and a
small amount of cytoplasm with rare organelles on the electron microscope. In the
contrast, the T2DM patients' lymphocytes had euchromatic nuclei with irregular contours
and deep indentations and cytoplasm with a larger number of organelles. Analysis of the
morphological characteristics of the nuclei has shown that T2DM patients’ lymphocytes
have nuclei with reduced circularity, roundness and solidity, and greater number of
subnuclear structures than healthy individuals. The higher ratio of euchromatin vs.
heterochromatin in lymphocyte nuclei in type 2 diabetes that we have found and higher
number of subnuclear structures in these cells, indicate increased transcriptional activity
of these cells. Fractal and textural analysis showed a reduction in the complexity and
homogeneity of the nuclei with an increase in structural gaps in T2DM patients, indicating
an altered morphology of the nuclei. Glucose and HbA;. levels correlate with the fractal
dimension of the nucleus and cytoplasm, as well as the parameters of the nucleus shape,
indicating that hyperglycemia induces morphological changes in the nucleus. Blood



triglyceride level correlated with the fractal dimension of the nucleus, which suggests that
triglyceride levels affect the complexity of chromatin structures in the nucleus. The
average size of the lymphocytes and the volume fraction of the cytoplasm in the cell, did
not differ between the examined groups. Fractal analysis of the cytoplasm showed
decrease in the complexity of structures and an increase in the structural gaps within the
cytoplasm in the T2DM patients, which is consistent with a greater number of vesicles in
the cytoplasm of T2DM patients. Morphometric analysis showed higher number and
volume of autophagic structures in T2DM lymphocytes. Number of mitochondria was
also higher in T2DM patients’ lymphocytes than in healthy individuals, presumably due
to changed metabolic status of these cells in T2DM. Analysis of autophagic structures on
the confocal microscope revealed higher number of autophagic structures stained with
LC3B antibody, as well as higher number of autophagic structures containing
mitochondria, seen as co-localized LC3B and MitoTracker puncta in T2DM patients.
Analysis of cells stained with LysoTracker showed a decrease in the number of lysosomes
in T2DM patients, with an increase in the number of autophagic structures, which
suggests lysosomal deficiency in T2DM. Positive correlation of glucose and HbA. levels
with the number of autophagic structures and mitophagy, indicates that blood glucose
level has direct effect on autophagy in peripheral blood lymphocytes. The number of
autophagic structures correlates with morphological changes in the shape of the nucleus.
The blood levels of total cholesterol and LDL correlate with the fractional volume of
autophagic structures and with the expression of Vps34 gene, while HDL level correlate
with the expression of ATG4b, BECN, FOXO1 and FOXO3. Flow cytometry has shown
no increase in the number of acidic vesicles in T2DM, which, together with LysoTracker
staining, indicates a problem in the acidity of lysosomes. Immunoblot analysis has shown
no increase in the expression of LC3B, p62, ATG5, and Beclin proteins, most likely due
to the small number of subjects in the group and their variability. Analysis of gene
expression showed an increase in the expression of ATG4b gene in T2DM patients. There
is a correlation between the number and volume of various autophagic structures and
examined genes involved in the autophagy process, while the expression of ATG5 and
p62 protein correlates with the morphological changes in the nucleus.

Conclusion: Higher number of autophagic structures in the peripheral blood
lymphocytes in T2DM patients detected by microscopic methods in our study is probably



due to lysosomal dysfunction in these cells. Peripheral blood lymphocytes of T2DM
patients differ from the same cells of healthy individuals in the appearance of the nucleus.
Lymphocyte nuclei of T2DM patients have irregular nuclear contour and a higher amount
of euchromatin, and the change in their appearance is related to the level of glycaemia in
T2DM patients. The morphological appearance of the lymphocyte nuclei in T2DM
patients is also related to the presence of autophagic structures in these cells. In our
research, electron microscopy proved itself as more sensitive method for detection of
autophagy compared to molecular methods.

Keywords: diabetes, lymphocyte, autophagy, nucleus, electron microscopy, fractal
analysis, glucose

Research area: Medicine

Research field: Molecular medicine

UDC number:
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1. UvOD

1.1  Tip 2 Diabetes Mellitus

Jednu od najvecih epidemija sa kojom se svet suocava, kako u razvijenim zemljama
tako i u zemljama u razvoju, predstavlja dijabetes melitus.! Broj obolelih se vise nego
udvostrucio u poslednjih 20 godina, a o¢ekuje se da ¢e do 2040. godine 10,4% populacije
(642 miliona) u svetu bolovati od dijabetesa.? Vise od 90% obolelih od dijabetesa ima tip
2, a najve¢i broj obolelih je izmedu 40 i 60 godina starosti.® Cinjenica koja zabrinjava je
porast broja obolelih medu decom, adolescentima i mladim odraslim osobama.* Za
razliku od tip 1 dijabetes melitusa, pocetak tip 2 dijabetesa Cesto prolazi neprimeceno, pa
su incidenca i prevalenca bolesti manje nego $to realno ima obolelih.® Dijabetes je etvrti

vode¢i uzrok smrti u Srbiji i Evropi.®

Dijabetes melitus je metabolicki poremecaj koga karakteriSe hiperglikemija
pracena poremecajem metabolizma ugljenih hidrata, masti i proteina usled parcijalne ili
kompletne insulinske deficijencije.>%’ Danas se koristi etiolodka klasifikacija dijabetesa:
na tip 1 dijabetes (raniji naziv insulin zavisni dijabetes), koga karakteriSe autoimunska
destrukcija B ¢elija pankreasa; tip 2 dijabetes (raniji naziv insulin nezavisni dijabetes),
koji se karakteriSe insulinskom rezistencijom; drugi specifi¢ni oblici dijabetesa i

gestacijski dijabetes.3®

Tip 2 dijabetes melitus (T2DM) ¢ini heterogena grupa poremecaja koja se
karakteriSe razli¢itim nivoom insulinske rezistencije, poremecenom sekrecijom insulina,
povecanom produkcijom glukoze u jetri i poremecenim metabolizmom masti, u kojoj
genetski 1 metaboli¢ki defekti u sekreciji 1/ili delovanju insulina daju klasi¢an fenotip
hiperglikemije.® U ranim fazama bolesti, usprkos pojavi insulinske rezistencije,
tolerancija glukoze je skoro normalna, zbog kompenzatornog poveéanja sekrecije
insulina pankreasnih B ¢elija.>%1® Progresija insulinske rezistencije zajedno sa
kompenzatornom hiperinsulinemijom dovodi do poremecaja u Langerhansovim
ostrvcima koja vise ne mogu da kompenzuju nedostatak insulina i razvija se netolerancija

na glukozu, karakterisana poveéanim nivoima glukoze postprandijalno.2®° Dalji pad



insulinske sekrecije i porast produkcije glukoze u jetri dovodi do potpunog razvoja
dijabetesa koji se karakterise hiperglikemijom naste.8%1° Najveéi deo bolesnika sa T2DM
je gojazan.®%1® U T2DM postoji nasledna komponenta, bolest je poligenska i
multifaktorijalna, a faktori kao $to su gojaznost, nacin ishrane i fizi¢ka aktivnost moduliSu
fenotip.® Osobe kojima jedan od roditelja ima T2DM imaju povisen rizik za razvoj bolesti,

dok osobe kod kojih su oba roditelja sa T2DM imaju 40% $ansi da obole od ove bolesti.?

Dijagnoza T2DM se postavlja po kriterijumima Americke asocijacije za dijabetes
(ADA), Evropske asocijacije za istrazivanje dijabetesa i Internacionalne federacije za
dijabetes koji su u primeni i u nasoj zemlji. Kriterijumi za postavljenje dijagnoze su
razli¢iti 1 ukljucuju visoke nivoe glukoze naste, visoke vrednosti glikemije detektovane
kao odgovor na oralni test tolerancije glukoze (OGTT), visoke nivoe glikoziliranog
hemoglobina (HbAy) ili pojavu dijabetes-specificnih komplikacija uz vrlo visoke

povremene vrednosti glikemije.?

Kako bi se postavila dijagnoza T2DM kod bolesnika treba detektovati jedan od

navedenih Kkriterijuma:231!

e Simptomi dijabetesa sa povremenim nivoima glukoze > 11,1 mmol/L,
e Glukoza naste > 7 mmol/L,
e Hemoglobin Aic > 6,5%,

e Vrednosti plazma glukoze > 11,1 mmol/L na drugom satu OGTT.

Trenutni kriterijumi za dijagnozu dijabetesa isticu HbAic 1 glukozu naSte kao
najpouzdanije i najzgodnije testove za otkrivanje dijabetesa kod asimptomatskih
bolesnika. Nivo HbA:. je pokazatelj prosecne glikemije tokom poslednja dva do tri
meseca.’? OGTT je i jos uvek validan test za dijagnozu dijabetesa, ali se ne koristi ¢esto
u rutinskoj dijagnostici.2 Preporuke ADA su da se kod osoba starijih od 45 godina radi
skrining na ovu bolest na svake 3 godine, a da se kod gojaznih osoba skrining radi i u
ranijem dobu (pre 45 godine Zivota).!

Faktori rizika za razvoj T2DM su: pozitivna familijarna istorija bolesti; gojaznost
(indeks telesne mase > 25 kg/m?); fizicka neaktivnost; ranije identifikovana netolerancija

na glukozu ili nivo HbA;. izmedu 5,7-6,4%; gestacijski dijabetes u anamnezi ili tezina



bebe na porodaju preko 4 kg; hipertenzija (krvni pritisak > 140/90 mmHg); nivo HDL
holesterola < 0,9 mmol/L /ili nivo triglicerida > 2,82 mmol/L; sindrom policisti¢nih

jajnika ili acanthosis nigricans.!

Komplikacije T2DM se mogu ispoljiti u bilo kom organskom sistemu i odgovorne
su za morbiditet i mortalitet ove bolesti.® One se najéesée ne pojavljuju pre druge dekade
hiperglikemije, ali posto T2DM ima dugacak asimptomatski period hiperglikemije pre
dijagnoze bolesti, mnogi bolesnici ve¢ imaju komplikacije u vreme postavljanja
dijagnoze.® Najveéi broj komplikacija se moze prevenirati ili odloziti ranom
dijagnostikom, agresivnom glikemijskom kontrolom i smanjenjem faktora rizika.®
Komplikacije T2DM se dele na vaskularne i nevaskularne. Vaskularne komplikacije
mogu biti mikrovaskularne (retinopatija, neuropatija, nefropatija), koje su dijabetes
specificne, 1 makrovaskularne (koronarna bolest srca, periferne angiopatije,
cerebrovaskularne bolesti), koje se javljaju i kod osoba koje nemaju dijabetes ali rede.®
Nevaskularne komplikacije T2DM su gastropareza, infekcije, promene na koZi i gubitak
sluha.®

Terapija T2DM se zapoCinje promenom ishrane, kontrolom telesne mase i
povecanjem fizicke aktivnosti. Lek izbora za zapocinjanje medikamentne terapije T2DM
je metformin.® U terapiji T2DM, ukoliko je na samom pocetku bolesti nivo HbAs. Visok,
le¢enje se zapocinje kombinacijom oralnih antidijabetika.® Uz metformin, oralni
antidijabetici koji se koriste u leCenju T2DM su sulfonilureja, tiazolidindioni, DPP-4
inhibitori, GLP-1 receptor agonisti.”® Oralni antidijabetici se mogu koristi u vidu
kombinacije dva ili tri leka istovremeno, sa ili bez insulina.’® Uvodenje kombinacije dva
ili tri leka se vr$i ukoliko se ne postigne odredena vrednost HbAic u periodu od 3 do 6
meseci.? Insulinska terapija se uvodi na po&etku bolesti ukoliko su vrednosti glikemije >

16 mmol/I, odnosno HbA:c > 10,0%, i moZe biti privremena.®

Biguanidin metformin (N",N"-dimethilbiguanidin), koji se koristi se za smanjenje
nivoa glukoze u krvi,** pocetna je terapija T2DM.® Mehanizmi delovanja metformina su
raznoliki.®® Metformin aktivira 5’ adenozin monofosfatom aktiviranu protein kinazu
(AMPK) preko inhibicije kompleksa I mitohondrijalnog respiratornog lanca.*® S druge
strane, mnogi efekti metformina na ¢elijski metabolizam nisu posredovani putem AMPK,

kao Sto je kontrola glavnih metabolickih puteva u T limfocitima i, posledi¢no, kontrola



njihovog rasta i proliferacije.r”'®° Insulin, kao terapija, je neophodan velikom broju
pacijenata sa T2DM u cilju postizanja terapijskih ciljeva i veoma efikasno omoguéava
njihovo rano postizanje i odrZavanje.® Kao glavni regulator nivoa glukoze u krvi, insulin
reguliSe preuzimanje glukoze u misSi¢ima 1 masnom tkivu, glukoneogenezu u jetri 1
olaksava akumulaciju glikogena 1 lipida u miSi¢ima, jetri i masnom tkivu promovisuci
lipogenezu, sintezu proteina i glikogena.? Postprandijalni porast nivoa insulina i glukoze
u krvi aktivira mTOR (engl. mammalian target of rapamycin) u metabolickim tkivima,?

dovode¢i do inhibicije autofagije u ovim éelijama.?

Danas se smatra da je aktivacija autoimunskog odgovora jedna od komponenti
patogeneze tip 1 dijabetes melitusa,?® a nalazi cirkulidu¢ih autoantitela na B éelije
pankreasa u T2DM,?3 kao i autoreaktivnih T limfocita,?? dovode do pretpostavke da i u
patogenezi T2DM postoji autoimunska komponenta.

1.2  Autofagija

Autofagija je skup procesa kojima se intracelularni materijal razgraduje unutar
lizozoma i putem koga se makromolekulske komponente recikliraju.?* Znag¢ajnu ulogu u
patogenezi T2DM ima proces autofagije.?® Predispozicija organizma za razvoj
metabolickog sindroma 1 dijabetesa moze nastati usled deficijencije u procesu autofagije
budu¢i da autofagija ima klju¢nu ulogu u funkcionisanju organela, intracelularnom
metabolizmu i sistemskoj metaboli¢koj homeostazi.?® Progresija intolerancije na glukozu
1 promene u procesu autofagije u B ¢elijama pankreasa su pokazane kod bolesnika sa
dijabetesom i u razli¢itim animalnim modelima dijabetesa.?’” Savremena istraZivanja
ukazuju na znacaj autofagije 1 njenu povezanost sa nastankom apoptoze i1 smanjenjem
mase P ¢elija pankreasa.® Dok proces autofagije ima zna¢ajnu ulogu u oéuvanju strukture
i funkcije B ¢elija pankreasa u pocetku razvoja T2DM, hroni¢na aktivacija ovog procesa
dovodi do ostecenja i autofagiéne éelijske smrti u pankreasu u kasnijem toku bolesti.?®
Autofagija, pored uloge koju ima u prezivljavanju B celija pankreasa ima ulogu i u
regulaciji insulinske homeostaze.® U razli¢itim studijama u kojima je ispitivan efekat

rapamicina, induktora autofagije,?® na B éelije pankreasa dobijeni su razligiti, esto



kontradiktorni rezultati. Rapamicin je u nekim studijama doveo do smanjenja insulinske

rezistencije u dijabetesu,*>*1%2 a y drugim do njenog poveéanja. 333435

Postoje tri tipa autofagije zavisno od nacina na koji sadrzaj predodreden za
razgradnju ulazi u lumen lizozoma:**%" mikroautofagija u kojoj sadrzaj ulazi putem
kasnih endozoma,° autofagija posredovana $aperonima (engl. Chaperone-mediated
autophagy, CMA) u kojoj proteini koji su predodredeni za razgradnju direktno ulaze u
lizozome preko protein translokacionog kompleksa na lizozomalanoj membrani;*® i

makroautofagija.

Autofagija (makroautofagija) je lizozomalni put degradacije intracelularnih
komponenti 1 oSteCenih organela u fizioloSkim uslovima i u uslovima celijskog
stresa.?>%142 Tokom autofagije veliki delovi citoplazme sa organelama mogu biti
izolovani i razgradeni,® $to ¢ini autofagiju znacajnim kataboli¢kim procesom u éeliji,
koji stiti ¢eliju od stresa, ali u odredenim situacijama moze doprineti regulisanoj ¢elijskoj
smrti*®*® ili celijskoj atrofiji.***>* Autofagija igra i vaznu ulogu u selektivnom
uklanjanju specifi¢nih supstrata kao Sto je uklanjanje proteinskih agregata (agrefagija,
engl. aggrephagy), patogena (ksenofagija, engl. xenophagy), mitohondrija (mitofagija,
engl. mitophagy), peroksizoma (peksofagija, engl. pexophagy), lipidnih kapi (lipofagija,
engl. lipophagy) i endoplazminog retikuluma (retikolofagija, engl. reticulophagy).*’®

Autofagija zapocinje sekvestracijom razliCitih citoplazmatskih komponenti 1
formiranjem fagofore ¢iji se otvoreni krajevi fuzioniSu i formiraju vezikulu sa
dvostrukom membranom koja se naziva autofagozom.** Sam proces formiranja
autofagozoma prolazi kroz tri stadijuma: nukleaciju koja podrazumeva signalne puteve
koji iniciraju stvaranje fagofore; elongaciju fagofore u kojoj dolazi do modeliranja
membrana i sekvestracije sadrzaja; i zatvaranje fagofore, tj. nastanak autofagozoma,
autofagi¢ne strukture sa dvostrukom membranom.*’ Nakon formiranja, autofagozom se
kre¢e duz mikrotubula do lizozoma sa kojima se spaja da bi se razgradio njegov sadrzaj.*
Ovaj proces se naziva maturacija autofagozoma (Slika 1.2.1).*” Nakon degradacije
unutraSnje membrane autofagozoma lizozomalnim hidrolazama, proces spajanja
autofagozoma sa lizozomom je zavrSen i proces degradacije sadrzaja autofagozoma
po¢inje.*® Da bi doslo do aktivacije lizozomalnih hidrolaza i sledstvene degradacije
sadrzaja u autofagozomima, vakuolarna ATP-aza (V-ATP-aza), protonska pumpa,



odrzava pH u lizozomima niskim (4.5).%° Nedavne studije pokazuju da blok u
autofagicnom fluksu moze nastati zbog poremecene lizozomalne funkcije koji vodi do

lizozomalne ¢elijske smrti B éelija pankreasa.>!5?

Formiranje autofagozoma Maturacija autofagozoma

I Nukleacija I Ekspanzija  IIl Zatvaranje = Fuzija endozoma Fuzija lizozoma

Hidrolaza

l l| /Permeaza
S

Omegazom Fagofora Autofagozom Amfizom Autolizozom

Slika 1.2.1 Prikaz procesa autofagije. Modifikovano iz Sgreng et al., 2018.

Autofagini proces se sastoji od niza molekularnih dogadaja koji dovode do
formiranja autofagozoma 1 njegove fuzije sa lizozomima u autolizozom, autofagi¢nu
strukturu sa jednostrukom membranom, i na kraju do razgradnje sadrzaja u
autolizozomu.?**3%* Sam proces autofagije je regulisan produktima ATG gena (engl.
autophagy related genes). Molekularni procesi ukljuceni u autofagiju su prvo istrazeni
kod gljivice S. cerevisiae. Uglavnom su dobro konzervirani i u visecelijskim

organizmima ukljucujuéi i doveka.>®

Proteini koji Cine srz autofagicne masinerije kljuéni za proces nukleacije
autofagozoma su ULK (engl. unc-51-like kinase — homolog ATG1 kod sisara) kompleks,
Vps34/ PIK3C3 (engl. class I11 phosphatidylinositol 3-kinase) kompleks, dva ubikvitinu
slicna konjugaciona sistema koji dovode do konjugacije ATG12 i ATG5 i ATG8 sa
fosfatidil-etanol-aminom (PE) u membrani fagofore, kao i transmembranski protein



ATGO9.% ULK1/2 kompleks se sastoji od ULK1/2, ATG101, ATG13, i FIP200% i aktivira
ga AMPK (engl. AMP-activated protein kinase), odnosno inhibira aktivacija mTOR
kompleksa 1 (mTORC1).4” Ovaj kompleks je neophodan za prenos stres signala na mesto
gde ¢e biti formiran autofagozom, uglavnom u uslovima smanjene koliine energije i
hranljivin materija.?°%5" ULK1/2 kompleks dalje aktivira kompleks PI3K klase Il
(PIK3C3/VPS34, beklina-1 (BECN1), ATG14L i p150), koji kataliSe reakciju stvaranja
fosfatidilinozitol-3-fosfata.?-58%° Formiranje fosfatidilinozitol-3-fosfata je kljuéni signal
potreban za nukleaciju fagofore.> Fosfatidilinozitol-3-fosfat se formira na odredenim
domenima endoplazminog retikuluma koji se nazivaju omegazomi.*” Omegazomi su
strukture oblika polulopte od kojih najverovatnije nastaje fagofora.*’606162 73 stabilnost
VPS34 kompleksa neophodan je AMBRAL1 (engl. Autophagy And Beclin 1 Regulator)
protein, koga aktivira ULK1.2* U procesu formiranja autofagozoma, vrlo vazna uloga je
transmembranskog proteina ATG9 koji cirkuliSe izmedu mesta formiranja fagofore i

perifernih rezervoara ATG9.%

Ekspanzija fagofore je proces u kome su najznacéajniji proteini LC3/GABARAP
(LC3 engl. microtubule-associated light chain 3 — homolog ATGS8 kod sisara) i ATG
12.21%% U ovom procesu dolazi do modifikacije LC3 proteina putem kaskade regulisane
E1 aktiviraju¢im enzimom ATG4, E2 konjuguju¢im enzimom ATG7 1 LC3 proteazom
ATG3, koja je vezana za membranu fagofore.®® Paralelno sa procesom modifikacije LC3
proteina  kroz niz reakcija konjugacije od ATG12 nastaje kompleks
ATG5/ATG12/ATG16L1 (Slika 1.2.2).%% LC3 interaguje sa kargo receptorima kao $to je
sekvestozom 1/p62 (SQSTM1/p62), koji omogucavaju selektivnost u procesu
autofagije.®*

Fuzija autofagozoma i lizozoma je pod kontrolom proteina koji ucestvuju 1 u
endocitotskom putu kao Sto je VPS34 kompleks Il koji se sastoji od BECN-1, VPS34,
VPS15 i UVRAG (engl. UV Radiation Resistance Associated Gene).?! Ovaj proces je
negativno regulisan RUBICON-om (RBCN, engl. Run domain Beclin-1-interacting and
cysteine-rich domain-containing protein), koji se vezuje za VPS34.%° Za ovu interakciju
neophodna je aktivnost mTORCL. &
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Slika 1.2.2 Nukleacija i ekspanzija fagofore u ¢elijama sisara. Modifikovano iz Sgreng et al., 2018.
(A) Inicijacija autofagije po aktivaciji ULK1/2 je regulisana kinazama senzorima nutrijenata i energije AMPK i
MTORC1. DFCP1 je marker omegazoma. (B) ATG12 i LC3/GABARARP i njihovi sistemi konjugacije se vrse
sekvencijalno i imaju ulogu u formiranju autofagozoma.

Jedan od glavnih regulatora autofagije su metabolicke potrebe ¢elije. U uslovima
kada u ¢eliji ima dovoljno nutrijenata u Celijama je aktiviran mTORCI1 koji stimuliSe
anabolicke procese u Celiji 1 inhibira katabolicke procese, odnosno inhibira autofagiju
fosforilacijom ULK1 i ATG13, onemogucavajuci time ULK kompleksu da aktivira
sledeée ATG proteine u nizu.?! U gladovanju, inaktivni mTORC1 se oslobada sa ULK1
1 omogucava ULKI da fosforiliSe komponente svog kompleksa kao i druge proteine u
procesu autofagije.®® Pored dovoljne koli¢ine nutrijenata i faktori rasta aktiviraju
mTORC1 i inhibiraju BECN-1,%" inhibiraju¢i time proces autofagije. Ograni¢enje
energije u éeliji, bilo zbog njene prevelike potrodnje ili nedostatka, stimulide autofagiju.
Visok odnos AMP/ATP aktivira LKB1/AMPK signalni put koji stimuliSe katabolicke
procese da proizvode ATP.®8 AMPK, senzor energetskog i nutritivnog statusa éelije,%®
aktivira autofagiju putem fosforilacije ULK1 i BECN-1 i kontrolise endocitotsku i
autofagiénu rezervu VPS34.21 AMPK, takode, indirektno aktivira autofagiju
fosforilacijom mTORC1 komponente RAPTOR-a i aktivacijom mTORC1 inhibitora
TSC2.%8

Autofagija se moze detektovati razliCitim mikroskopskim i molekularnim

metodama. Imunoblot metodom se mozZe detektovati ekspresija proteina, dok



kvantitativnom reakcijom lananog umnoZavanja c¢DNK dobijene reverznom
transkcripcijom (QRT-PCR, engl. quantitative Reverse Transription Polymerase Chain
Reaction) mozemo detektovati ekspresiju gena ukljuéenih u proces autofagije.
Imunofluorescencom mozemo obelezavati razli¢ite markere autofagije, kvantifikovati
njihovo prisustvo i posmatrati njihov odnos sa drugim obelezenim komponentama u
¢eliji. Jedina metoda koja omogucava posmatranje morfologije autofagi¢nih struktura je
elektronska mikroskopija.?® Primenom elektronske mikroskopije moZemo videti
autofagi¢ne strukture u njihovom prirodnom okruzenju i odrediti njithovu poziciju u Celiji,

mozemo precizno identifikovati autofagi¢ne strukture i kvantifikovati ih.?

Na proces autofagije uticu hormoni insulin 1 glukagon koji se oslobadaju kao
odgovor na visoke ili niske nivoe glukoze u krvi, ali i sam nivo glukoze uti¢e na proces
autofagije nevezano od efekata ovih hormona.®® Neki autori smatraju da glukoza inhibira
autofagiju,’®’* dok su drugi pokazali da glukoza moze da poveéa nivo autofagije u
razli¢itim ¢éelijskim tipovima u dijabetesu.5®’? Glukoza stimulide stvaranje V-ATP-aze
podrzavaju¢i acidifikaciju lizozoma, ali u hiperglikemijskom miljeu dolazi do
akumulacije reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS, engl. Reactive Oxygen Species),
oSteéenja mitohondrija i do stresa endoplazminog retikuluma.®® Visok nivo masnih
kiselina zajedno sa visokim nivoom glukoze u krvi dovodi do glikolipotoksi¢nosti koja
inhibira autofagi¢ni fluks B ¢elija pankreasa izazivajuc¢i njihovu smrt, najverovatnije zbog

lizozomalne disfunkcije.®

1.3 Limfociti

Limfociti su ¢elije imunskog sistema ¢iji udeo u ukupnom broju leukocita u
perifernoj krvi iznosi 20-40%.”® Limfociti predstavljaju heterogenu populaciju éelija koja
se medusobno razlikuje u mestu sazrevanja, celijskim markerima, specifiénim
funkcijama, lokalizacijama u limfatiénom tkivu i u duZini Zivotnog veka.”*’* Postoje tri
funkcionalno razli¢ita tipa limfocita u organizmu koje je ultrastrukturno nemoguce
medusobno razlikovati: T 1 B limfociti, koji pripadaju steCenoj imunosti 1 svojim

receptorima prepoznaju specifi¢ne strane, ali i sopstvene antigene, i NK (engl. natural



killer) ¢elije, koje pripadaju urodenoj imunosti i prepoznaju zarazene i tumorske celije
koje ne eksprimiraju MHC-1 molekule.” ™" Svi limfociti vode poreklo iz mati¢nih éelija
u kostnoj srzi.” Limfociti u perifernoj krvi su uglavnom zreli T limfociti, koji ¢ine 60-
80% svih limfocita u krvi, B limfocita ima do 30%, dok 5-10% limfocita u krvi nema

markere ni T ni B limfocita i ove éelije predstavljaju NK éelije i retke mati¢ne éelije.”

Na transmisionom elektronskom mikroskopu, limfociti su okrugle ¢elije, velic¢ine
7-12 pum, sa blago ugnutim heterohromati¢nim nukleusom i tankim pojasom citoplazme
u kome se nalaze uglavnom slobodni ribozomi i mitohondrije.”*" U njihovoj citoplazmi
moze se uoCiti i mala zona GoldZijevog aparata i retki mali lizozomi.”*"™ Nuklearni

hromatin je gusto pakovan, pogotovo na periferiji nukleusa.”

Rezultati novijih istrazivanja ukazuju na mogucu ulogu inflamacije u patogenezi i
progresiji dijabetesa.”®’” Danas se smatra da do gubitka B insulocita u tip 1 dijabetesu
dolazi usled gubitka mehanizama koji reguliSu toleranciju imunskog sistema i posledi¢ne
ekspanzije autoreaktivnih T efektorskih limfocita.??"87® Nedavne studije pokazuju da je
u patogenezi T2DM jedan od glavnih krivaca promenjena funkcija mononuklearnih ¢elija

periferne krvi zajedno sa hroni¢nom inflamacijom niskog stepena.®

Promene u morfologiji ¢elija kod T2DM bolesnika prvo su primecene u nedavnim
eksfolijativnim citoloskim studijama oralne mukoze.8182 Autori ove studije ukazali su na
¢injenicu da dijabetes izaziva morfoloske promene u ¢elijama kao Sto su nepravilnosti u
izgledu nukleusa i binukleacija.®? Elektronsko-mikroskopska studija cilijarnog epitela
eksperimentalnih zivotinja sa dijabetesom takode je pokazala promene u izgledu nukleusa
koji su imali duboke useke, otvorene nuklearne pore i1 nepravilno rasporeden u
heterohromatin.®® Limfoidne ¢éelije sa izuvijanim nukleusima i kondenzovanim
hromatinom duz nuklearne membrane prvi put su opisane u Sezary-jevom sindromu.34
Celije morfologije sli¢tne onima u Sezary-jevom sindromu su nadene i u benignim
inflamatornim bolestima koze, dermopatskoj limfadenopatiji i u malom procentu u
limfocitima periferne krvi.2>® Zbog svega prethodno navedenog, pretpostavilo se da su
nepravilnosti izgleda nukleusa u normalnim humanim limfocitima in vitro rezultat

aktivacije T limfocita.®’

Ranije publikovane, morfoloske analize nukleusa u dijabetesu, radene su

konvencionalnim kompjuterizovanim metodama koje su se fokusirale na veliinu
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nukleusa i na nepravilnosti u njegovom obliku.8828 Medutim, u analizi nukleusa kod
pacijenata sa dijabetesom do sada nisu primenjene savremene i precizne metode analize,
poput fraktalne analize, koja procenjuje kompleksnost nuklearnih struktura, i teksturalne
analize, koja procenjuje homogenost polja hromatina u nukleusu. U nasoj studiji, mi smo
primenili ove metode u morfoloskoj analizi nukleusa limfocita periferne krvi bolesnika
sa T2DM.

Za odrzavanje metabolickih funkcija limfocita u razli¢itim stadijumima njihovog
razvoja, od hematopoetskih stem ¢elija do zrelih formi vazna je autofagija. Autofagija
mitohondrija 1 endoplazminog retikuluma je znacajna u hematopoetskim stem ¢elijama,
regulise prezentaciju peptida tokom razvoja limfocita u timusu i znacajna je za Sazrevanje
i aktivaciju T limfocita.?® Uloga autofagije u mononuklearnim éelijama periferne krvi
bolesnika sa T2DM je kontroverzna. Rezultati nekih studija ukazuju na ¢injenicu da se u
mononuklearnim ¢elijama periferne krvi aktivira autofagija, kao posledica oksidativnog
stresa i stresa endoplazminog retikuluma,’® dok je u drugim studijama u ovim ¢elijama

detektovana sniZena aktivnost autofagije u dijabetesu.®

Detaljna ispitivanja ultrastrukturnin Kkarakteristika, aktivacije i celularnih
mehanizama ukljuc¢enih u proces autofagije mononuklearnih ¢elija periferne krvi osoba
obolelih od T2DM, mogu doprineti boljem razumevanju sloZzenih odnosa izmedu

morfoloSkih promena, aktivacije ¢elija 1 procesa autofagije.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Ultrastrukturna morfometrijska analiza broja autofagi¢nih struktura u limfocitima
periferne krvi bolesnika sa T2DM i korelacija rezultata dobijenih elektronskim

mikroskopom sa ekspresijom proteina ukljucenih u proces autofagije.

2. Elektronsko mikroskopska analiza aktivacije limfocita i oste¢enja subcelularnih
struktura kod bolesnika sa T2DM.

3. Fraktalna analiza ultrastrukturnog izgleda nukleusa i citoplazme limfocita
bolesnika sa T2DM.

4. Korelacija statusa autofagije sa aktivacijom 1 oSteenjem subcelularnih struktura
u limfocitima bolesnika sa T2DM, kao i sa rezultatima dobijenim fraktalnom analizom

nukleusa i citoplazme.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1  Odabir ispitanika

U ovoj studiji preseka, koris¢eni su uzorci periferne krvi bolesnika sa
novootkrivenim T2DM, bolesnika sa T2DM na terapiji metforminom i bolesnika sa
T2DM na terapiji insulinom, ukupno 21 bolesnik. Kriterijumi za postavljanje dijagnoze
T2DM su bili vrednost glikemije naste > 7,0 mmol/l ili vrednost glikoziliranog
hemoglobina (HbAic) > 6,5%.% Njihov odabir je bio konsekutivan na redovnim
pregledima u Klinici za endokrinologiju, dijabetes i bolesti metabolizma Klinickog centra
Srbije u Beogradu. Kao kontrolni uzorci koris¢eni su uzorci periferne krvi sedam zdravih
osoba, odgovarajuce starosti, dobijeni u istoj ustanovi. 1z medicinske dokumentacije
bolesnika su dobijeni podaci o polu, starosti bolesnika, osnovnoj bolesti i njenim

eventualnim komplikacijama.

Kriterijumi za iskljucenje iz studije bili su:

e pridruzene druge metabolicke bolesti;
e terapija statinima;
e pridruzene maligne bolesti;

e nepristajanje bolesnika da ucestvuje u studiji.

Prilikom redovnog pregleda bolesnika uzimano je 20 ml venske krvi za potrebe
izolacije mononuklearnih ¢elija i 5 ml krvi za potrebe analize biohemijskih parametara
[glukoza, HbA:c, ukupni holesterol, LDL (engl. Low Density Lipoprotein) holesterol,
HDL (engl. High Density Lipoprotein) holesterol, trigliceridi] koja je vrSena u Klinici za

endokrinologiju, dijabetes 1 bolesti metabolizma Klinickog centra Srbije u Beogradu.
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Uzorci krvi su uzimani uz saglasnost Etickog komiteta Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu (odluka broj 29/X11-5). Svaki od ispitanika je detaljno obavesten

o cilju studije i dobrovoljno je potpisao pristanak za ucestvovanje u ovoj studiji.

Analize dobijenih uzoraka periferne krvi su vrSene na Institutu za histologiju i
embriologiju ,,Aleksandar B. Kosti¢*, Institutu za mikrobiologiju i imunologiju i Institutu

za medicinsku 1 klinicku biohemiju Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

3.2  Biohemijske analize krvi

Uzoreci periferne krvi kori$éeni za odredivanje nivoa glukoze i lipidnih parametara
su uzimani u 8 sati ujutru iz lakatne vene, posle osmocasovnog posta. Vrednosti glukoze
u krvi odredivane su metodom glukozo-oksidaze pomoc¢u Beckman-ovog analizatora
(Beckman Instruments, Fullerton, USA). Nivo HbA:ic je odredivan kapilarnom
elektroforezom (Sebia Capillarys, Evry Cedex, France). Lipidni parametri: koncentracije
HDL holesterola, ukupnog holesterola i triglicerida su odredivane upotrebom
komercijalnih enzimskih kitova (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), dok
je koncentracija LDL holesterola izracunavana pomoc¢u standardne Friedewald-ove

formule.

3.3  Izolacija mononuklearnih celija

Mononuklearne ¢elije, limfociti i monociti, izolovane su iz 20 ml heparinizirane
krvi bolesnika i zdravih osoba, pomoc¢u gradijenta gustine (LymphoPrep, Axis Shield,
Oslo, Norway). Nakon pazljivog nalivanja pune krvi na LymphoPrep, uzorci su
centrifugirani 30 minuta na 650 g, na 21°C, sa srednjim ubrzanjem, bez ukljucene
kocnice. Nakon centrifugiranja, u epruveti su jasno izdvojena cetiri sloja: plazma sa
trombocitima; belicasti prsten sa mononuklearnim ¢elijama; sloj LymphoPrep-g; i talog
eritrocita sa polimorfonuklearnim ¢elijama (neutrofilni i eozinofilni granulociti).
Automatskom pipetom je pazljivo skupljen beli¢asti prsten mononuklearnih ¢elija i prenet

u drugu epruvetu. Celije su po izdvajanju isprane tri puta u puferizovanom fizioloskom
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rastvoru (PBS). Dobijena suspenzija mononuklearnih ¢elija je podeljena i dalje
procesirana za metode svetlosne i elektronske mikroskopije, metode proto¢ne citometrije,
imunoblot i qRT-PCR. Sve analize su uradene neposredno po izdvajanju mononuklearnih

¢elija (ex vivo).

3.4 Priprema uzoraka za transmisionu elektronsku mikroskopiju (TEM)

3.4.1  Priprema uzorka i kalupljenje

Po ispiranju, ¢elije su oborene centrifugiranjem u ependorf epruvetama i dobijeni
¢elijski talog je fiksiran u 3% glutaraldehidu na +4°C tokom 24 sata. Nakon fiksacije
¢elije su isprane 3 puta u kakodilatnom puferu (pH 7.3) da bi se uklonio glutaraldehid.
Potom je ¢elijski talog naliven sveze napravljenim 1% rastvorom osmijum-tetroksida u
kakodilatnom puferu i ostavljen u frizideru na +4°C tokom 60 minuta radi dodatne
fiksacije ¢elijskih membrana. Celijski talozi su zatim ponovo isprani 3 puta kakodilatnim
puferom i ostavljeni preko noc¢ina +4°C u prezasi¢enom vodenom rastvoru uranil-acetata
radi kontrastiranja. Sledeceg dana, ¢elijski talog je ispran destilovanom vodom da bi se
uklonio visak uranil-acetata. Potom je uzorak postepeno dehidriran rastu¢im
koncentracijama etil alkohola (50%, 70%, 96%) na temperaturi od +4°C, zatim 100%
etanolom i propilen-oksidom na sobnoj temperaturi. Po zavrSenoj dehidrataciji, ¢elijski
talozi su naliveni meSavinom propilen-oksida i epoksidnih smola (Epoxy Embedding
Medium kit, 45345, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) u odnosu 3:1 i ostavljeni preko noc¢i
radi prozimanja tkiva smolom. Tre¢eg dana kalupljenja iz epruveta sa Celijskim talogom
je odlivena meSavina propilen-oksida i epoksidnih smola i nalivena je sveze napravljena
smeSa propilen-oksida i smola, ovaj put u odnosu 1:1. Uzorci su ostavljeni u ovoj
meSavini smola 3 sata na sobnoj temperaturi. Po isteku 3 sata, iz epruveta je odlivena
mesavina smola, uzorci su obelezeni stavljanjem papirica u epruvete, naliveni
kombinacijom ¢istih epoksidnih smola i stavljeni u termostat na 60°C na pecenje U toku
48h.
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3.4.2  Secenje uzoraka na ultramikrotomu

Dobijeni kalupi su potom izvadeni iz ependorf epruveta i seceni na ultramikrotomu
(Leica UltraCut UCT, Leica Microsystems, Wetzlar, Germany). Na pocetku secenja
kalup se trimuje staklenim nozem, tj. uklanja se viSak smole oko samog uzorka pazljivo
da se uzorak ne bi oStetio. Po zavrSenom trimovanju kalupa, pristupa se secenju polu-
tankih iseCaka debljine oko 500nm. Dobijeni isecci se zatim hvataju i stavljaju na
predmetna stakla. Predmetno staklo sa uzorcima se boji toluidin plavim i posmatra pod
svetlosnim mikroskopom. Na svetlosnom mikroskopu se odreduje koji deo kalupa ¢e se
se€i za dalje analize. Zatim se kalup ponovo trimuje staklenim nozem dok se ne dobije
regija od interesa u vidu piramide. Kada je formirana zeljena piramida uzima se
dijamantski noz (16DIA.DU4530, DIATOME, Hatfield, PA, USA) i kalup se sece na
debljinu od 70 nm. Dobijeni ultra-tanki isecci se zatim hvataju na bakarne mrezice
(G4901, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) i ostavljaju da se osuse.

3.4.3  Kontrastiranje mrezica

Po suSenju mrezica, pristupa se njihovom kontrastiranju uranil-acetatom i olovo-
citratom. MreZica sa iseCcima se prvo pazljivo stavlja na kap uranil-acetata u metanolu
koja se nalazi na parafilmu (Parafilm M, Bemis NA, Neenah, WI, USA), okrenuta
iseCcima ka uranil-acetatu i ostavlja se na kapi 90 sekundi. Zatim se mrezica hvata
pincetom i 60 puta brzo uranja u dejonizovanu vodu radi uklanjanja viska uranil-acetata.
Ovaj postupak se ponavlja jo$ jednom sa Cistom dejonizovanom vodom. Potom se
mrezica stavlja na kap sveze napravljenog olovo-citrata i ostavlja na njoj 45 sekundi. Po
isteku vremena, mrezica se hvata pincetom i ponovo se 60 puta potapa u dejonizovanu
vodu. Kada se mrezica ispere u dve dejonizovane vode, visak vode se nezno odstranjuje

filter papirom 1 mreZzica se ostavlja u nosac da se osusi.

Tako kontrastirane mrezice su zatim analizirane na transmisionom elektronskom
mikroskopu (Morgagni 268D, FEI, Hillsboro, OR, USA).
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3.5 Morfometrijske analize na transmisionom elektronskom mikroskopu

Ultratanki isecci i fotomikrografije sa TEM-a koje su koris¢ene za analizu,
odabrane su primenom ,,Systematic Uniform Random Sampling (SUR)“®° metode. Sve
¢elije su fotografisane na uvelicanju 8900x, najmanjem koje omogucava precizno
razlikovanje kvantifikovanih struktura. U morfometrijsku analizu su uklju¢eni samo
preseci Celija koji idu kroz centar ¢elije sa prose¢nim promerom od 7.30 + 1.00 um. Po

svakom uzorku je fotografisano po 60 celija.

Na tako dobijenim fotomikrografijama analizirane su ultrastrukturne
karakteristike celija i kvantifikovane su celijske organele. Kvantifikovan je broj
mitohondrija, lipidnih kapi, autofagi¢nih struktura, multivezikularnih tela, kao i broj
subnuklearnih struktura (nukleolusa, perihromatinskinh granula, interhromatinskih
granula i Cajal-ovih tela). Kao autofagi¢ne strukture su kvantifikovani autolizozomi,
autofagozomi, fagofore, lipofagi i mitofagi. Fagofore i autofagozomi su kvantifikovani
zajedno, s obzirom da obe strukture imaju dvostruku membranu i da se ne mogu
razlikovati, osim ako se u preseku ne vide otvoreni krajevi fagofore. Na istim
fotomikrografijama utvrdivano je prisustvo endoplazminog retikuluma 1 Goldzijevog

aparata, kao i njihove karakteristike.

Analiza zapreminskog udela (engl. Fractional Volume analysis) citoplazme,
autofagi¢nih struktura i lipidnih kapi u ¢eliji je uradena primenom dvostruke ,,coherent

point* mrezice sa tatkama u dve razli¢ite gustine®® primenom formule:

¥ = 2Pap
~ (EPcyt * p)

u kojoj je: ZPap broj tacaka mrezice vece gustine unutar Zeljene strukture; XPcyt broj
tacaka mrezice manje gustine unutar citoplazme (ili cele ¢elije); p konstanta oznacava
broj tacaka vece gustine koji predstavlja svaku tacku manje gustine (25 u naSem slucaju)
(Slika 3.5). Primena ove mrezice u proceni volumena celijskih organela Se zasniva na

Delesse-ovom principu, po kojem je odnos povrsina citoplazme i organela na preseku
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¢elije (engl. fractional area) proporcionalan odnosu zapremina citoplazme i organela u

njoj (engl. fractional volume).*

Slika 3.5 Izgled dvostruke ,,coherent point” mreZice

3.6 Analiza oblika nukleusa

Na fotomikrografijama svakog uzorka sa TEM-a, na po 60 celija po uzorku,
primenom programa ImageJ 1.49 (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland)
izmeren je najveci promer ¢elije primenom alatke za crtanje pravih linija (engl. Straight
Line Tool) spajanjem dve najudaljenije tacke citoplazme i izrazen je u mikrometrima
(Slika 3.6a). Na svakoj fotomikrografiji nukleus celije je obelezen kao regija od interesa
(ROI, engl. Regions of interest) (Slika 3.6b) primenom alata za poligonalnu selekciju
(engl. Polygon Selections Tool).

Na tako dobijenoj selekciji su izracunati parametri oblika nukleusa: cirkularnost,
oblost, solidnost i proporcije nukleusa (engl. Circularity, Roundness, Solidity i Aspect
Ratio) putem opcije Set Measuremets/Shape descriptors.
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Slika 3.6 Merenje pre¢nika Celije (a) i selekcija nukleusa (b)

Cirkularnost (engl. Circularity) se definiSe kao stepen po kome oblik nukleusa li¢i

na kruznicu, uzimajuéi u obzir glatko¢u njegovog obima. Izracunava se po formuli:

[Area]

Circularity = 4m X o= —
lrcularity n [Perimelffﬁ”]2

Vrednost 1 oznaCava savrSenu kruznicu, a vrednosti bliske nuli ozna¢avaju izrazito

nepravilan oblik.%%2

Oblost (engl. Roundness), kao parametar uopstenog oblika nukleusa, predstavlja
odnos povrdine ROl i izratunate kruzne povrSine najveéeg pre¢nika ROl-a. Sto je

vrednost oblosti bliza nuli to je oblik izduZeniji.*® Ra¢una se po formuli:

[Areal]
m %X [MajorAxis]?

Roundness = 4 x

Proporcije nukleusa (engl. Aspect Ratio) su odnos najveceg i najmanjeg pre¢nika

elipse koja odgovara obliku ROI i izra¢unava se po formuli: %2
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[MajorAxis]

A t Ratio = —————
Spect atio [MinorAxis]

Solidnost (engl. Solidity), mera sveukupne konkavnosti ROI, definiSe se kao:

[Cell Area]
[Convex Hull Areal]

Solidity =

Kako oblik nukleusa postaje solidniji, povrsSina slike nukleusa i konveksna povrSina koja
odgovara ROI, tj. nukleusu, priblizavaju se jedna drugoj daju¢i vrednost solidnosti 1.9

3.7 Analiza povrsine heterohromatina

PovrSina heterohromatina u nukleusu je racunata na fotomikrografijama sa
selekcijom nukleusa kao regijom od interesa (Slika 3.7a). Na tako dobijenim selekcijama
postavljen je prag tolerancije (engl. Threshold) koji odgovara tamnim poljima
heterohromatina u nukleusu (Slika 3.7b) i izmeren procenat broja piksela u ROI putem
opcije Set Measuremets/Area fraction.

Slika 3.7 Selekcija nukleusa () i postavljeni prag tolerancije za heterohromatin (b)
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3.8 Fraktalna analiza nukleusa i citoplazme

Ispitivanje  fraktalne dimenzije citoplazme i hromatina u nukleusima
mononuklearnih ¢elija uradeno je na fotomikrografijama sa TEM-a sa odgovaraju¢im

selekcijama regije od interesa: citoplazme (Slika 3.8a) ili nukleusa (Slika 3.8b).

Slika 3.8 Selekcija citoplazme (a) i nukleusa (b) za izraGunavanje fraktalne analize

Parametri fraktalne analize, fraktalna dimenzija i lakunarnost, izraCunati Su
primenom programa ImageJ, koris¢enjem ““box counting” metoda u dodatku za program
FracLac.®* Nakon binarizacije slike sa selekcijom odgovaraju¢eg ROI, fraktalni objekat

je prekriven serijom kvadrata (engl. boxes) odredene dimenzije ivice (g).

Fraktalna dimenzija se izraCunava koriS¢enjem logaritamskih vrednosti broja
kvadrata (N) koji pokrivaju ispitivani objekat, kao i dimenzija ivica kvadrata (&), nakon
ega nastaje grafikon.®® Vrednost fraktalne dimenzije (DB) program izradunava sa nagiba

procenjene regresione linije po formuli:

Dy = regression slope[In(N)/ In(g)]

Fraktalna dimenzija odraZava nivo kompleksnosti analizirane strukture %t %
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Lakunarnost (A) je indirektna mera nivoa strukturnih praznina u fraktalnoj

arhitekturi.®® % Izra¢unava se po formuli:

o
A= CV.::,Zg = (E)gg

u kojoj i« oznacava srednju vrednost, o standardnu devijaciju, ¢ veli¢inu ivice kvadrata, a

g oznacava orjentaciju.

3.9 Teksturalna analiza nukleusa i citoplazme

Teksturalna analiza polja hromatina u nukleusu i citoplazme je uradena primenom
GLCM (engl. Gray level co-occurrence matrix) metode, pomo¢u dodataka za ImageJ
program: Texture Analyzer,®® GLCMTextureToo®” i uz pomo¢ MATLAB (MathWorks,
Natick, Massachusetts, USA) softverskog kdda. Pre teksturalne analize, slike sa
selekcijom ROl su pretvorene u 8-bitni format.®® Za svaku strukturu hromatina i
citoplazme kvantifikovano je po pet parametara GLCM analize: angularni drugi momenat
(ASM, engl. Angular Second Moment), teksturalni kontrast (CON, engl. GLCM contrast),
inverzni momenat razlike (IDM, engl. Inverse Difference Moment), teksturalna korelacija
(COR, engl. GLCM correlation), i varijansa teksturalnog matriksa (VAR, engl. GLCM

variance).

ASM je pokazatelj teksturalne uniformnosti 1 homogenosti. IzraCunava se po

formuli:

ASM =3 S )Y
i J

gde su i j koordinate GLCM matriksa, p srednja vrednost i ¢ standardna devijacija

odredene za par piksela (p(i,j)) ** % Kako homogenost raste, raste i vrednost ASM.

IDM, kao indirektni pokazatelj homogenosti se ra¢una po formuli:%* %
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IDM = ZZﬁp(i,J‘)

VAR je indirektna mera heterogenosti ¢ije vrednosti zavise od koeficijenta

varijacije sivih vrednosti.®* Ra¢una se po formuli:

VAR =) 3 (i - (i)
j

i

COR se ra¢una po formuli:%®

2 2P (L)) — wehy

0x0y

COR =

Korelacija predstavlja meru linearne povezanosti izmedu susednih sivih polja.

CON je obrnuto proporcionalan IDM i procenjuje razliku sivih vrednosti, a racuna

se po formuli: *

CON'=" (i = ) PalijT"
i J

3.10 Procena autofagije na konfokalnom mikroskopu

Primenom konfokalne mikroskopije (engl. Confocal Laser Scanning Microscopy)

je analizirana ko-lokalizacija LC3B, kao markera autofagije, i mitohondrija ili lizozoma.

Po izdvajanju mononuklearnih ¢elija iz periferne krvi 10 pl ¢elijske suspenzije je
inkubirano 15 minuta na 37°C sa 100 nM MitoTracker™ Red CMXRos (M7512, Life
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Technologies), intravitalnom bojom za mitohondrije, ili 60 minuta na 37°C sa 100 nM
LysoTracker™ Red DND-99 (L7528, Life Technologies), intravitalnom bojom za
lizozome, u RPMI 1640 ¢elijskom medijumu sa dodatkom fetalnog govedeg seruma (5%,
engl. fetal bovine serum, FBS). Nakon ispiranja u PBS-u, po jedna kap (5 pl) tako obojene
¢elijske suspenzije je naneta na SuperFrost™ plocice (Menzel Glaser GmbH,
Braunschweig, Germany) i osuSena na vazduhu. Uzorak je zatim fiksiran 4%
paraformaldehidom 30 minuta na sobnoj temperaturi. Posle ispiranja PBS-om, ¢elije su
permeabilizovane metanolom na -20°C tokom 10 minuta. Nakon ispiranja PBS-om,
blokiranje nespecificnog vezivanja antigena vrSeno je tokom 60 minuta na sobnoj
temperaturi inkubacijom ¢elija sa 5% normalnim kozijim serumom sa 0,3% Triton X-
100. Celije su isprane PBS-om i inkubirane sa primarnim anti-LC3B antitelom
konjugovanim sa DyL.ight 488 (1:2000, PA5-22938, Invitrogen, Paisley, UK) u nosacu
(1% govedi serum albumin (BSA, engl. bovine serum albumine) u PBS-u sa 0.3% Triton
X-100) tokom 90 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon finalnog ispiranja PBS-om,
plocice se pokrivene Flouromount-G (0100-01, SouthernBiotech) i posmatrane na Leica
TCS SP2 konfokalnom mikroskopu (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany)
koris¢enjem FITC-TRITC kombinacije lasera i PL APO 63x 1.3 Glycerol HCX CS

objektiva sa dodatnim 4x digitalnim uveli¢anjem.

Broj mitofaga je odredivan kao broj ko-lokalizovanih (zutih) punkta na uvelic¢anju
x252 na 20 vidnih polja biranih SUR metodom na ploc¢icama bojenim sa MitoTracker-
om (crvena punkta) i LC3B (zelena punkta). Broj autolizozoma je odredivan po istim
principima na plo¢icama bojenim sa LysoTracker-om (crvena punkta) i LC3B (zelena
punkta). Kvantifikacija zelenih LC3B punkta vrsena je manuelno na slikama sa plocica
obojenih MitoTracker-om i LC3B. Pre brojanja punkta na svim slikama su podeSeni
kontrast i osvetljenost na iste vrednosti u Adobe Photoshop programu korisé¢enjem opcija
Image/Adjusments/Brightness/Contrast i Image/Adjusments/Levels. Odredivanje broja
lizozoma, tj. crvenih punkta LysoTracker-a je vrSeno po istim principima na slikama sa

plocica obojenih sa LysoTracker-om i LC3B.
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3.11 Kvantifikacija kiselih vezikula primenom protoéne citofluorimetrije

Nakon izdvajanja mononuklearnih ¢elija, 100 pl ¢elijske suspenzije je pripremljeno
za analizu koli¢ine kiselih vezikula na proto¢nom citometru (engl. fluorescence-activated
cell sorting). Povecanje kiselosti citoplazme, kao pokazatelj porasta broja ili zapremine
kiselih vezikula, autolizozoma, analizirano je proto¢nom citofluorimetrijom sa pH
senzitivnom bojom akridin oranzom. Akridin oranz emituje narandzasto-crvenu
fluorescencu (FL3) u kontaktu sa kiselim autolizozomima, dok na neutralnom pH, kakav
je u citoplazmi, fluorescira zeleno (FL1). lIzraCunavanjem relativnog odnosa intenziteta
narandzasto-crvene i zelene fluorescence (FL3/FL1) prema njihovom odnosu u
kontrolnim ¢elijama procenjeno je da li je doSlo do povecanja broja kiselih vezikula, tj.
autolizozoma.®® Analiza protoénom citofluorimetrijom vrdena je na FACSCalibur

proto¢nom citometru i Cell-Quest-Pro softveru (BD Biosciences, Heidelberg, Germany).

Za potrebe protocne citofluorimetrije mononuklearne celije su inkubirane 15
minuta sa 1 uM akridin oranzom (318337, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) na 37°C.
Nakon ispiranja, ¢elije su resuspendovane u 500 pl PBS-a 1 analizirane na proto¢nom

citometru.

3.12 Imunoblot analiza

Primenom imunoblota (Western blot) analizirano je prisustvo autofagije i
modulacija signalnih puteva ukljuc¢enih u proces njene regulacije, kvantifikacijom nivoa
ekspresije i aktivacije (fosforilacije) intracelularnih proteina iz ukupnog celijskog

ekstrakta.

Izdvajanje proteina vrSeno je liziranjem c¢elija na ledu tokom 30 minuta u sveze
pripremljenom puferu za lizu ¢elija sa dodatkom inhibitora proteaza i fosfataza (30 mM
Tris-HCI, pH 8.0, 150 mM NacCl, 1% NP-40, 1 mM fenilmetilsulfonil fluorid (engl.
phenylmethylsulfonyl fluoride), 20 pl/ml koktela proteaznih inhibitora (Sigma-Aldrich),
2 mM natrijum ortovanadat (NasVOs) i 50 mM natrijum fluorid (NaF)). Potom su ¢elijski
lizati centrifugirani na +4°C, na 14000 g, 15 minuta. Supernatant je prikupljen i
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koncentracija proteina u njemu je odredena metodom po Bradford-u,*® koja se zasniva
na promeni boje Coomassie Brilliant Blue G-250 iz crvene u plavu, nakon vezivanja za
proteine u kiseloj sredini. Kao standard je koris¢en BSA. Reakcija je izvodena meSanjem
980 ul Bradford-ovog reagensa (0,1 mg/ml Coomassie Brilliant Blue G-250, 5% (v/v)
etanol, 10% (v/v) H3POs u vodi) sa 20 ul uzorka. Posle 10 minuta o¢itana je apsorpcija
na ¢itacu za mikrotitarske plo¢e na talasnoj duZini od 570 nm 1 koncentracija proteina u

uzorku je izraCunata u odnosu na standardnu krivu.

Za elektroforezu, uzorci su pripremljeni kuvanjem 5 minuta na 95°C odredene
zapremine ukupnog celijskog ekstrakta sa odgovarajuéom zapreminom redukujuceg
pufera za pripremu uzorka. Finalne koncentracije sastojaka pufera nakon kuvanja uzorka
su bile: 2% natrijum dodecil sulfat (SDS, engl. sodium dodecyl sulfate), 10% glicerol, 2
mM 2-merkaptoetanol, 0,002% bromfenol plavo, 62,5 mM Tris-HCI, pH 6.8. Kuvanjem
su denaturisani proteini i obloZeni negativno naelektrisanim molekulima SDS-a, $to daje
svim proteinima isto naelektrisanje 1 isti elipsoidni oblik, te omogucava njihovo
razdvajanje samo na osnovu mase tokom njihovog kretanja u elektricnom polju. Dodatak
2-merkaptoetanola u pufer sprecava formiranje disulfidnih veza u denaturisanim
proteinima. Tehnikom denaturiSuce gel elektroforeze (SDS-PAGE) proteini iz skuvanih
uzorka su razdvojeni na osnovu razlika u molekulskim masama na 10% (za analizu Atg5,
Beklina-1, p62/SQSTM1 i B-aktina) i 12% (za analizu LC3 proteina i B-aktina)

poliakrilamidnom gelu.

Jednake koli¢ine proteina su sipane u bunare (od 10 pug do 50 pg, zavisno od
analiziranog proteina). Zatim su uzorci nanoSeni na gel za sabijanje proteina (4%
akrilamid/0,14% bisakrilamid, 0,1% SDS, 0,125 M Tris HCI, pH 6.8), koji je prethodno
naslojen na gel za razdvajanje proteina (10% akrilamid/0,34% bisakrilamid ili 12%
akrilamid/0,41% bisakrilamid, 0,1% SDS, 0,375 M Tris HCI, pH 8.8). Kao katalizatori
polimerizacije gelova koris¢eni su 0,05% amonijum persulfat 1 0,033% N,N,N',N'-
tetrametiletilen-1,2-diamin (engl. N,N,N',N'-tetramethylethylene-1,2-diamine), dok se
pufer za rezervoare u kojima je tekla elektroforeza sastojao od 192 mM glicina, 0,1%
SDS i 25 mM Tris HCI, pH 8.3. Elektroforetsko razdvajanje je trajalo oko 90 minuta pri
konstantnom naponu. Tokom prvih 20 minuta primenjivan je konstantni napon od 100 V,
a posle prolaska uzoraka kroz gel za sabijanje proteina, napon je povecan na 150 V.

Uzorci su putovali kroz gel do izlaska fronta boje bromfenol plavo sa gela. Na svaki gel
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je naneta i smesa referentnih proteina poznatih molekulskih masa (10-250 kDa, Precision
Plus Protein™ Dual Color Standards, BioRad, Marnes-la-Coquette, France) u cilju
odredivanja pozicija molekulskih tezina ispitivanih proteina. Odmah po zavrSetku
elektroforeze izvrSen je transfer proteina sa gela pomocu aparature za polusuvi transfer
(TE 70 Semi-dry transfer unit, Amersham Biosciences) na nitrocelulozne membrane
(Hybond C; GE Healthcare). Nitrocelulozne membrane su inkubirane 1-2 minuta u puferu
za transfer (192 mM glicin, 20% metanol i 25 mM Tris-HCI, pH 8.3) i postavljene u
aparaturu na visoko adsorbujuci filter papir prethodno natopljen transfer puferom. Gelovi
su isprani malom koli¢inom istog pufera i pazljivo postavljeni na membrane. Preko gela
je stavljen jo$§ jedan sloj visoko adsorbujuceg filter papira natopljenog puferom.
Membrana je bila okrenuta ka pozitivnoj, a gel ka negativnoj elektrodi. Takvim
polozajem membrane i gela je omogucéeno da, pod dejstvom struje konstantne ja¢ine (0,8
mA/cm? membrane), negativno naelektrisani proteini putuju sa gela ka pozitivnoj
elektrodi. Na putu ka anodi membrana je zaustavljala proteine vezujuci ih za sebe.
Transfer se odvijao na sobnoj temperaturi i trajao je ukupno 90 minuta. Po zavrSenom
transferu, nespecificno vezivanje antitela je blokirano inkubacijom delova membrane sa
proteinima od interesa u rastvoru 10% obranog mleka u Tris puferu (20 mM Tris, 137
mM NaCl, pH 7.6) sa 0,05% Tween 20 deterdZenta (TBST) na sobnoj temperaturi tokom
60 minuta. Membrane su zatim inkubirane sa odgovaraju¢im primarnim antitelom u 5%
obranom mleku preko no¢i na temperaturi od +4°C, uz blago meSanje. KoriS¢ena su
sledeca razblaZenja antitela u rastvoru za blokiranje: 1:900 za anti-LC3, 1:1000 za anti-
Beclin 1 i anti-ATG5, 1:2000 za anti-SQSTM1/p62 i 1:5000 za anti-B-aktin (sva antitela
su proizvodaca Cell Signaling Technology, Beverly, MA). Sutradan, nakon tri ispiranja
u TBST-u od 5min, membrane su inkubirane na sobnoj temperaturi 75 minuta sa
sekundarnim kozjim anti-ze¢jim IgG antitelom (Jackson IP Laboratories, West Grove,
PA) konjugovanim sa peroksidazom rena. Nakon zavrSene inkubacije, membrane su
isprane tri puta sa TBST-om i prelivane 3 minuta sa hemiluminiscentnim reagensom
(ECL; GE Healthcare), supstratom za peroksidazu rena (engl. horseradish peroxidase,
HRP). HRP sa sekundarnog antitela je razgradivala H>O> iz supstrata do kiseonika i vode.
Tako nastali kiseonik je reagovao sa luminolom iz supstrata uz nastanak 3-aminoftalata,
koji je emitovao foton. Emitovana svetlost je detektovana koriS¢enjem aparata za

detekciju hemiluminiscence (ChemiDoc Imager, Bio-Rad), a intenzitet tako nastale
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hemiluminiscence je bio direktno proporcionalan koli€ini proteina vezanog za membranu.
Ekspresija proteina, tj. relativna opti€¢ka gustina imunoreaktivnih traka proteina je
kvantifikovana denzitometrijom koriS§éenjem Image Lab softvera i prikazana relativno u
odnosu na aktin. Rezultati su predstavljeni kao promena intenziteta signala u odnosu na

zdravu kontrolu, kojoj je arbitrarno dodeljena vrednost 1.

3.13 Odredivanje nivoa ekspresije gena ukljucenih u proces autofagije

3.13.1 Izolacija RNK

Izolacija RNK iz mononuklearnih ¢elija periferne krvi je vrsena pomoc¢u TRIzol™
(15596026, Invitrogen, Paisley, UK) reagensa. Po izdvajanju mononuklearnih celija
odliven je supernatant 1u epruvetu (1,5 ml) je dodato 250 pul TRIzoI™-a, u kome su ¢elije
resuspendovane provlacenjem kroz nastavak automatske pipete. Inkubacija celija sa
TRIzol™-om je vrSena 5 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon dodavanja 50 pl
hloroforma u epruvetu, uzorci su intenzivno izmesani, inkubirani 10 minuta na +4°C, a
zatim centrifugirani na +4°C, na 12000 g, 15 minuta. Po zavrSenom centrifugiranju jasno
su se izdvajale tri faze: gornja vodena sa RNK, intermedijarna sa DNK, i donja
hloroformska sa proteinima i lipidima. Zatim je vodena faza sa RNK skupljena u epruvetu
i dodata joj je istovetna zapremina izopropanola. Posle inkubacije od 30 minuta na sobnoj
temperaturi, rastvor RNK i izopropanola je centrifugiran na +4°C, na 12000 g tokom 15
minuta, nakon ¢ega se na dnu epruvete formirao talog RNK. Po odlivanju supernatanta,
talog je opran 70% etanolom dva puta po 5 minuta na 7500 g. Etanol je odliven
automatskom pipetom, a talog RNK je suSen do isparenja celokupnog etanola (oko 5

minuta) nakon Cega je rastvaran u destilovanoj vodi.
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3.13.2 Reverzna transkripcija

Koncentracija RNK je odredivana na Gene Quant spektrofotometru nakon ¢ega je
I pg RNK rastvaran u 15 pl destilovane vode sa 0,2 pg nasumi¢nih prajmera (Fermentas,
Vilnus, Lithuania) i INTP (Fermentas, Vilnus, Lithuania) u finalnoj koncentraciji 1 mM.
Kontrola kontaminacije uzorka je vrSena vodom koris¢enom za rastvaranje kao uzorkom
umesto RNK. Zatim su rastvori inkubirani 10 minuta na 70°C, a tokom inkubacije su se
heksameri nasumicno vezivali za RNK. Nakon inkubacije uzorci su stavljani 5 minuta na
led i u njih je dodato po 4 pl pufera za reverznu transkripciju (5 x First Strand Buffer,
Fermentas, Vilnus, Lithuania) i 1 pl M-MuLV reverzne transkriptaze (200 U/ul,
Fermentas, Vilnus, Lithuania). Potom su uzorci inkubirani 10 minuta na 25°C; 60 minuta
na 42°C, na temperaturi na kojoj se odigravala reakcija reverzne transkripcije; i na kraju
10 minuta na 70°C, kada je reakcija reverzne transkripcije prekinuta. Tako dobijena

c¢DNK je u rastvorenom stanju ¢uvana na +4°C, do upotrebe u reakciji gRT-PRC.

3.13.3 gRT-PCR

gRT-PCR analiza je uradena na Realplex2 Mastercycler-u (Eppendorf, Hamburg,
Germany), u ploama sa 96 bunara koris¢enjem TagMan Universal PCR Master Mix-a
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA), 1 slede¢ih TagMan proba (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA): ATG3, ATG4b, ATG7, ATG10, ATG13, ATG14, AMBRAL,
ATF4 (engl. Activating Transcription Factor 4), BECN1, BCL2 (engl. B-cell lymphoma
2), RB1CC1/FIP200 (engl. Phosphatase 1, Regulatory Subunit 131/RB1-inducible
coiled-coil 1), FOXOL1 (engl. Forkhead box protein O1), FOXO3, GABARAP (engl.
GABA Receptor-Associated Protein), RUBICON, SQSTM1/p62, ULK1, UVRAG,
PIK3C3/Vps34 i 18S ribozomalna RNK (RN18S).

Inicijalni korak RT-PCR je bio 4 minuta na 95°C da bi se aktivirala polimeraza. U
reakciji je bilo 40 ciklusa koji su se sastojali od 15 sekundi topljenja na 95°C, za kojima
je sledio 1 minut vezivanja prajmera za DNK i sinteze DNK lanaca na 60°C. Sve reakcije
su radene u triplikatu i uslovi za njihovo izvodenje su bili po preporuci proizvodaca.®
Relativna ekspresija gena je dobijena po formuli 22T, a ACt je dobijen kao razlika

prose¢nih Ct vrednosti triplikata gena od interesa i prosecne Ct vrednosti kontrolnih
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triplikata (RN18S). Dobijeni rezultati su prikazani kao relativni u odnosu na kontrolu,

¢ija je vrednost arbitrarno podeSena na 1.

3.14 Statisticka analiza

Deskripcija numerickih obelezja je uradena klasi¢nim metodama opisne statistike,
aritmetickom sredinom, 1 odgovaraju¢im merama varijabiliteta, standardnom
devijacijom. U analizi rezultata, primenjen je Studentov T-test, ako su radenja poredenja
dve grupe, ili analiza varijanse (ANOVA) pracena Tukey HSD post-hock testom, za
poredenje viSe grupa. Za procenu statisticke znacajnosti korelacije je koriS¢en Pearson-

ov koeficijent korelacije.

Statisticka analiza je uradena pomocéu SPSS programa (Chicago, IL, USA).
Vrednost p < 0,05 je smatrana statisticki znacajnom, a p < 0,01 visoko statisti¢ki
znacajnom. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina + standardna devijacija. Za
graficki prikaz rezultata koriséen je Microsoft Office Excel 2013 (Microsoft Corporation,
WA, USA).

30



4. REZULTATI

4.1 Karakteristike ispitanika

Ispitanici su podeljeni u Cetiri grupe: novootkriveni T2DM bolesnici koji nisu
primali nikakvu terapiju za dijabetes; T2DM bolesnici leCeni metforminom; T2DM
bolesnici le¢eni insulinom; zdravi ispitanici. Svaka grupa imala je po sedam ispitanika,
ukupno 28. Vrednosti HbA:c su se visoko statisticki znacajno razlikovale izmedu
kontrolne grupe i T2DM bolesnika na terapiji metforminom (p < 0,01) ili insulinom (p <
0,01), kao i izmedu novootkrivenih T2DM bolesnika i T2DM bolesnika na terapiji
insulinom (p < 0,01). Statisticki znacajna razlika u vrednostima HbAsc je utvrdena i
izmedu novootkrivenin T2DM bolesnika i T2DM bolesnika na terapiji metforminom (p
< 0,05). Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u HbAzc vrednostima izmedu kontrolne
grupe i novootkrivenih T2DM bolesnika. Vrednosti glukoze naste i indeksa telesne mase
pokazuju statisti¢ki znacajnu razliku izmedu kontrolne grupe i bolesnika sa T2DM na
terapiji insulinom (p < 0,05), dok izmedu ostalih ispitivanih grupa nema statisticki
znacajne razlike. Nivo insulina u krvi odredivan je za kontrolnu grupu i za novootkrivene
T2DM bolesnike 1 dobijena je statisticki znacajna razlika izmedu te dve grupe (p < 0,05).
Ispitanicima na terapiji metforminom i insulinom nije odredivan nivo insulina u krvi zbog
primenjene terapije. Nivo triglicerida u krvi se statisticki znacajno razlikovao izmedu
bolesnika na terapiji metforminom i grupe novootkrivenih bolesnika (p < 0,05), kao i
izmedu bolesnika na terapiji metforminom i kontrolne grupe (p < 0,05). Izmedu ostalih
grupa nije bilo statisticki zna¢ajne razlike u nivou triglicerida u krvi. Grupe ispitanika se
medusobno statisticki znac¢ajno ne razlikuju u broju godina i vrednostima ukupnog
holesterola, LDL-a i HDL-a (p > 0,05). Uvidom u istoriju bolesti bolesnika sa T2DM Kkoyji
su leCeni metforminom utvrdeno je da je proseéno trajanje bolesti u trenutku uzimanja
krvi bilo 6,7 godina i da su bili bez komplikacija, osim jednog bolesnika koji je imao
polineuropatiju. Prose¢no trajanje bolesti kod bolesnika lecenih insulinom je 24 godine,
svi ispitanici su od komplikacija imali prisutnu polineuropatiju, polovina je imala prisutnu

I retinopatiju, a trecina je imala prisutne i druge komplikacije kao Sto su nefropatija i
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razli¢ite vaskularne komplikacije. Demografske karakteristike i prosecne vrednosti

biohemijskih parametra ispitanika po grupama dati su u Tabeli 4.1.

Tabela 4.1 Karakteristike ispitanika po grupama

. T2DM T2DM
Novootkriveni bolesnici bolesnici
Zdrave osobe T2DM L. ..
.. leCeni leCeni
bolesnici . . .
metforminom insulinom
N 7 7 7 7
Pol (M/2) 25 3/4 3/4 25
Godine 55 + 5 50 + 9 58 + 15 66 +5
Indeks telesne 243+38  287+33  292+31 30.2+3
mase
Glukoza naste 5.4+0.2 72417 9.9+44 14,5 + 10
(mmol/l)
Hb A1 (%) 5.2+0.3 6.4+1 9.1+28 10 0.7
Insulin (pmol/l) 532+122 107.2+46.6 / /
Trigliceridi 1.5+0.6 1.6+ 0.6 31+14 1.8 +0.9
(mmol/l)
Ukupni holesterol 4715 59+18 62:12  46+12
(mmol/l)
LDL-holesterol 32411 41+18 3.8+0.9 26+1.1
(mmol/l)
HDL-holesterol 1.4+03 1.3+0.4 1.07 £ 0.2 14+11

(mmol/l)
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4.2  Morfometrijske analize na transmisionom elektronskom mikroskopu

Prose¢na veli¢ina limfocita iznosila je u kontrolnoj grupi ispitanika 7,26 = 0,2 pum,
u grupi ispitanika sa novootkrivenim T2DM 7,27 £ 0,43 um, u grupi ispitanika sa T2DM
na terapiji metforminom 6,97 + 0,35 um i u grupi ispitanika sa T2DM na terapiji
insulinom 7,50 + 0,62 um. Nije bilo statisticki zna¢ajne razlike u veli¢ini limfocita izmedu
ispitivanih  grupa. Limfociti zdravih osoba su imali okrugle, predominantno
heterohromati¢ne nukleuse i malu koli¢inu citoplazme sa retko prisutnim organelama,
dok su limfociti T2DM bolesnika imali euhromati¢ne nukleuse nepravilnog oblika i veéi
broj organela prisutnih u citoplazmi (Slika 4.2.1). Volumenski udeo citoplazme u ¢eliji je
bio 48,18% + 2,95 kod zdravih ispitanika, 49,76% + 2,77 kod novootkrivenih T2DM
bolesnika, 48,70% =+ 1,53 kod T2DM bolesnika le¢enih metforminom i 51,28% =+ 3,30

kod T2DM bolesnika lec¢enih insulinom. U volumenskom udelu citoplazme u ¢éeliji nije

bilo statisti¢ki znacajne razlike izmedu ispitivanih grupa.

Slika 4.2.1 Izgled limfocita kod zdravih ispitanika (a), novootkrivenih T2DM bolesnika (b), T2DM bolesnika le¢enih
metforminom (c) i T2DM bolesnika le¢enih insulinom (d)
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U limfocitima novootkrivenih T2DM bolesnika i T2DM bolesnika lecenih
metforminom je bilo statisticki znac¢ajno vise mitohondrija na preseku ¢éelije u odnosu na
zdrave ispitanike (6,85 + 2,31; 6,80 + 1,21; 4,12 + 0,88 respektivno, p < 0,05) (Grafikon
4.2.1). Nije bilo statisticke razlike izmedu T2DM bolesnika lecenih insulinom (6,25 +
1,99) i ostalih ispitivanih grupa. Dilatacija endoplazminog retikuluma je ¢esc¢e videna kod
novootkrivenih T2DM bolesnika i T2DM bolesnika le¢enih metforminom (4/7 ispitanika)

u odnosu na zdrave ispitanike 1 T2DM bolesnike lecene insulinom (2/7 ispitanika).
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Grafikon 4.2.1 Prosecan broj mitohondrija po Celiji. Statisticki znacajno povecanje broja mitohondrija u limfocitima
novootkrivenih T2DM bolesnika i T2DM bolesnika le¢enih metforminom u odnosu na zdrave ispitanike. * p < 0,05

Vrednosti morfometrijske analize broja i volumena lipidnih kapi za zdrave
ispitanike su bile 3,43 +2,23; 0,05 £ 0,04 respektivno; za novootkrivene T2DM bolesnike
2,86 £ 2,04; 0,03 + 0,01 respektivno; za T2DM bolesnike le¢ene metforminom 6 + 3,92;
0,09 £ 0,07 respektivno; i za T2DM bolesnike lecene insulinom 5,57 + 2,99; 0,08 + 0,1
respektivno. Uoceno je smanjenje broja i volumena lipidnih kapi u grupi novootkrivenih
T2DM bolesnika, ali ono nije bilo statisticki znacajno. Povecanje broja i volumena

lipidnih kapi kod le¢enih T2DM bolesnika takode nije statisti¢ki znacajno.
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U citoplazmi bolesnika sa T2DM uoceno je viSe autofagozoma sa dvostrukom
membranom i autolizozoma sa jednostrukom membranom (Slika 4.2.2) koji su sadrzali
razli¢ite citoplazmatske komponente, kao $to su lipidne kapi i mitohondrije, u odnosu na
zdrave ispitanike.

Slika 4.2.2 Izgled limfocita kod novootkrivenih T2DM bolesnika. Uvecani detalj prikazuje autolizozom sa
citoplazmatskim sadrZajem u razli¢itim stepenima razgradnje. (8900x, detalj 36000x)

Kvantifikacija autofagi¢nih struktura na transmisionom elektronskom mikroskopu
pokazala je statisticki visoko znacajno povecanje ukupnog broja autofagi¢nih struktura
kod novootkrivenih T2DM bolesnika i T2DM bolesnika le¢enih metforminom u odnosu
na zdrave ispitanike (p < 0,01) (Grafikon 4.2.2). Nema razlike izmedu zdravih ispitanika

i T2DM bolesnika le¢enih insulinom. VVrednosti morfometrije su date u Tabeli 4.2.1.

Dalja analiza je pokazala statisti¢ki visoko znacajnu razliku u broju autolizozoma

izmedu zdravih ispitanika i T2DM bolesnika le¢enih metforminom (p <0,01) i statisticki
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znacajnu razliku izmedu zdravih ispitanika 1 novootkrivenih T2DM bolesnika (p < 0,05)
(Grafikon 4.2.2).

Tabela 4.2.1 Kvantifikacija autofagi¢nih struktura

Autofagi¢ne Autofagozomi

' Autolizozomi  Lipofagi  Mitofagi
strukture i fagofore utolizozomi  Lipotagi itofagi

Zdrave osobe 25.9+5.4 0.3+0.5 23.9+47 1.1+19 04+05

Novootkriven
T2DM

T2DM leceni
metforminom

T2DM leCeni
insulinom

62.7 £20.8 1.7+19 55.3+20.1 1+18 13%13

88.7 +26.5 16+£19 74 £30.9 09+04 19=%17

49.7+18.2 2321 447+16.7 21+32 06=x08

@ Autofagi¢ne strukture @ Autolizozomi
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Grafikon 4.2.2 Kvantifikacija autofagi¢nih struktura i autolizozoma. Na grafikonu je prikazana: statisti¢ki visoko
znacajna razlika izmedu zdravih ispitanika i novootkrivenih T2DM bolesnika i T2DM bolesnika le¢enih
metforminom u broju autofagi¢nih struktura (** p < 0,01); statisticki znacajna razlika izmedu zdravih ispitanika i
novootkrivenih T2DM bolesnika u broju autolizozoma (# p < 0,05) i statisticki visoko znacajna razlika izmedu
zdravih ispitanika i T2DM bolesnika le¢enih metforminom (# p < 0,01)
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U broju mitofaga i lipofaga nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu ispitivanih
grupa, §to je 1 ocekivan rezultat s obzirom da su u pitanju strukture koje se tesko
identifikuju na presecima celija zbog degradacije sadrzaja autolizozoma. U celijama

T2DM bolesnika su uo¢eni autolizozomi sa o¢uvanim mitohondrijama u lumenu, tzv.

mitofagi (Slika 4.2.3)

Slika 4.2.3 Limfocit sa mitofagom. Na uveli¢anom detalju se vidi ofuvana mitohondrija u lumenu autolizozoma.
(8900x, detalj 36000x)

Pored ocuvanih mitofaga, u limfocitima T2DM bolesnika bili su prisutni i

autolizozomi u kojima su se u lumenu videle lipidne kapi, tzv. lipofagi (Slika 4.2.4).

Broj multivezikularnih tela kod zdravih ispitanika bio je 18,43 + 8; kod
novootkrivenih  T2DM bolesnika 12,86 + 10,6; kod T2DM bolesnika leCenih
metforminom 24,43 + 7,1; i kod T2DM bolesnika le¢enih insulinom 14,5 + 8,9. Nije
nadena statistiCka znacajnost u broju multivezikularnih tela izmedu zdravih ispitanika i

T2DM bolesnika.
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Slika 4.2.4 Limfocit sa lipofagom. Na uveli¢anom detalju se vidi lipidna kap i autolizozom sa lipidnom kapi u
lumenu. (8900x, detalj 36000x)

S obzirom da je broj autofagi¢nih struktura kvantifikovan na 2D preseku ¢elija hteli
smo da proverimo ima li razlike i u volumenu autofagi¢nih struktura u citoplazmi izmedu

ispitivanih grupa. Parametri volumetrijske analize dati su u Tabeli 4.2.2.

Tabela 4.2.2 Volumetrijska analiza autofagi¢nih struktura

Autofagi¢ne  Autofagozomi Auto- . . . .
strukture i fagofore lizozomi Lipofagi Mitofagi
Zdrave osobe 0.77£0.42 0+0.01 0.71+04 0.04+£0.02 0.02+0.03

Novootkriven

ToDM 1.58 +0.72 0.06 +£0.07 1.48+0.7 0.01+0.02 0.03+0.04

T2DM leceni

. 2.88+1.6 0.04 £0.08 266+15 0.04+0.05 0.14+0.22
metforminom

T2DM leceni

) ) 1.7+15 0+0 166+1.6 0.01+0.02 0.02+0.04
insulinom
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Analiza volumena autofagi¢nih struktura i autolizozoma pokazala je statisticki
znacajnu razliku izmedu zdravih ispitanika i T2DM bolesnika le¢enih metforminom (p <
0,05) (Grafikon 4.2.3). Izmedu ostalih grupa ispitanika nije bilo statisticki znacajne
razlike. Autofagozomi i fagofore, lipofagi i mitofagi se ne razlikuju u volumenu izmedu

ispitivanih grupa.
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Grafikon 4.2.3 Volumetrijska analiza autofagi¢nih struktura i autolizozoma. Na grafikonu je prikazana: statisticki
znacajna razlika izmedu zdravih ispitanika i T2DM bolesnika le¢enih metforminom u volumenu autofagi¢nih
struktura (* p < 0.05) i u volumenu autolizozoma (# p < 0.05)

4.3 Analiza oblika i morfoloSkih karakteristika nukleusa

Nukleusi limfocita zdravih ispitanika su bili predominantno heterohromatiéni i
okruglog oblika, sa malim procentom nukleusa sa usekom (Slika 4.3.1a). S druge strane,
vec¢ina limfocita bolesnika sa T2DM je imala nukleus nepravilnog oblika sa ve¢om
koli¢inom euhromatina (Slika 4.3.1b-d). Ova promena oblika nukleusa zapazena je u

svim grupama ispitanika sa T2DM bez obzira na primenjenu terapiju. Uo¢eni su nukleusi
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sa dubokim usecima, nukleusi izuvijanog oblika i nukleusi cerebriformnog izgleda (Slika
4.3.1c).

Slika 4.3.1 Oblik nukleusa limfocita zdravih ispitanika (a), novootkrivenih T2DM bolesnika (b), T2DM bolesnika na
terapiji metforminom (c) i T2DM bolesnika na terapiji insulinom (d) (uvelicanje 8900x)

Dalja analiza morfoloSkih karakteristika nukleusa pokazala je da novootkriveni
T2DM bolesnici (0,44 £ 0,13, p < 0,05) i T2DM bolesnici leceni metforminom (0,50 +
0,13, p <0.01) imaju statisticki znacajno veci broj nukleolusa po ¢eliji u odnosu na zdrave
osobe (0,27 = 0,09). Nije uocena statisticki znac¢ajna razlika izmedu T2DM bolesnika
lecenih insulinom (0,39 + 0,08, p = 0,223) 1 zdravih osoba, kao ni izmedu T2DM
bolesnika le¢enih insulinom i bez terapije, odnosno na terapiji metforminom (p = 0,850,

p = 0,255, respektivno) (Slika 4.3.2; Grafikon 4.3.1).
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Grafikon 4.3.1 Prosecan broj nukleolusa po ¢eliji. Na grafikonu je prikazana statisti¢ki znaCajna razlika izmedu
zdravih ispitanika i novootkrivenih T2DM bolesnika (* p < 0.05) i statisticki visoko znacajna razlika izmedu zdravih
ispitanika i T2DM bolesnika lecenih metforminom (** p < 0.01)

Analiza prose¢nog broja perihromatinskih granula u nukleusima pokazala je
statistiCki visoko znaajn0 povecanje broja perihromatinskih granula kod T2DM
bolesnika lecenih metforminom i insulinom u odnosu na zdrave ispitanike (1,77 £ 1,44;
2,40 £0,41; 0,31 + 0,13 respektivno, p < 0,01). Statisti¢ki znacajno povecanje je uoceno
izmedu novootkrivenih T2DM bolesnika i T2DM bolesnika lec¢enih metforminom i
insulinom (0,44 = 0,18; 1,77 £ 1,44, p < 0,05; 2,40 + 0,41, p < 0.01 respektivno) (Slika
4.3.2; Grafikon 4.3.2). Izmedu novootkrivenih T2DM bolesnika i zdravih ispitanika nije

uocena razlika u proseénom broju perihromatinskih granula po ¢eliji (p = 0,990).
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Slika 4.3.2 Kvantifikovane nuklearne strukture: nukleolus (N), perihromatinske granule (bela strelica),
interhromatinske granule (beli vrh strelice) i Cajal-ova tela (zvezdica)
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Grafikon 4.3.2 Prosecan broj perihromatinskih granula po nukleusu. Na grafikonu je prikazana: statisti¢ki visoko
znacajna razlika izmedu zdravih ispitanika i T2DM bolesnika le¢enih metforminom ili insulinom (** p <0.01);
statisticki znacajna razlika izmedu novootkrivenih T2DM bolesnika i T2DM lecenih metforminom (# p < 0.05) i

statisticki visoko znacajna razlika izmedu novootkrivenih T2DM bolesnika i T2DM lecenih insulinom (# p < 0.01)
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Kvantifikacija broja c¢elija sa prisutnim interhromatinskim granulama na
ispitivanim presecima nukleusa pokazala je statisti¢ki visoko znacajnu razliku izmedu
zdravih ispitanika i novootkrivenih T2DM bolesnika i T2DM bolesnika le¢enih
metforminom (30,71 + 2,14; 47,57 + 3,55; 57,43 + 3,78 respektivno, p < 0,01) i statisticki
znacajnu razliku izmedu zdravih ispitanika i T2DM bolesnika le¢enih insulinom (30,71
*+ 2,14; 37 + 4,73 respektivno, p < 0,05) (Slika 4.3.2; Grafikon 4.3.3). Izmedu svih
ispitivanih grupa T2DM bolesnika je uocena statisticki visoko znac¢ajna razlika u broju

¢elija sa prisutnim interhromatinskim granulama na preseku nukleusa (p < 0,01).
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Grafikon 4.3.3 Broj ¢elija sa prisutnim interhromatinskim granulama. Na grafikonu je prikazana: statisti¢ki visoko
znacajna razlika izmedu zdravih ispitanika i novootkrivenih T2DM bolesnika i T2DM lecenih metforminom (** p <
0.01); statisticki znacajna razlika izmedu zdravih ispitanika i T2DM bolesnika leenih insulinom (* p < 0.05)

Prosecan broj Cajal-ovih tela po nukleusu se statisticki visoko znacajno razlikovao

izmedu zdravih ispitanika 1 T2DM bolesnika le¢enih metforminom i insulinom (0,01 +
0,01; 0,13 £0,07; 0,12 £ 0,05 respektivno, p < 0,01) (Slika 4.3.2; Grafikon 4.3.4). Izmedu

zdravih ispitanika i novootkrivenih T2DM bolesnika nije uocena razlika u prose¢nom
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broju Cajal-ovih tela po nukleusu (0,01 + 0,01; 0,06 + 0,06 respektivno, p = 0,270), kao
ni izmedu novootkrivenih T2DM bolesnika i T2DM bolesnika le¢enih metforminom (p
=0,123) ili insulinom (p = 0,211). Nema statisticki znacajne razlike u prosecnom broju
Cajal-ovih tela izmedu T2DM bolesnika le¢enih metforminom i T2DM bolesnika lecenih
insulinom (p = 0.990).
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Grafikon 4.3.4 Prosecan broj Cajal-ovih tela po nukleusu. Na grafikonu je prikazana statisticki visoko znacajna
razlika izmedu zdravih ispitanika i T2DM bolesnika lecenih metforminom ili insulinom (** p <0.01)

U analizi oblika nukleusa izracunati su parametri oblika nukleusa: cirkularnost,
oblost, solidnost i proporcije nukleusa pomoc¢u ImageJ programa. Njihove srednje

vrednosti date su u Tabeli 4.3.
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Tabela 4.3 Srednje vrednosti parametara oblika nukleusa

Cirkularnost  Proporcije Oblost Solidnost
nukleusa nukleusa nukleusa nukleusa
Zdrave osobe 0.65+0.02 124+004 0.82+0.02 0.70%+0.02
Novootkriveni T2DM 041+006 135+0.04 0.76+0.02 0.55+0.04
T2DM leceni 037+003 1.34+003 077+002 051001
metforminom
T2DM leceni insulinom 041+0.05 1.35+0.03 0.75+0.02 0.55+0.02

ANOVA analiza je pokazala statisticki visoko znacCajno smanjenje cirkularnosti,

oblosti i solidnosti nukleusa kod svih ispitivanih grupa T2DM bolesnika u odnosu na

zdrave ispitanike (p < 0,01) i statisticki visoko zna¢ajno povecanje proporcije nukleusa

kod svih ispitivanih grupa T2DM bolesnika u odnosu na zdrave ispitanike (p < 0,01)

(Grafikon 4.3.5). Nije uocCena statistiCki zna¢ajna razlika u ispitivanim parametrima

oblika nukleusa izmedu razli¢itih ispitivanih grupa T2DM bolesnika.
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Grafikon 4.3.5 Poredenje parametara oblika nukleusa. ** p < 0.01
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4.4 Analiza povrSine heterohromatina

Pregledom slika limfocita sa TEM-a prime¢eno je da su nukleusi limfocita
bolesnika sa T2DM euhromati¢ni (Slika 4.4b-d) u odnosu na heterohromati¢ne nukleuse
zdravih ispitanika (Slika 4.4a).

Slika 4.4 Distribucija hromatina u nukleusima limfocita zdravih ispitanika (a), novootkrivenih T2DM bolesnika (b),
T2DM bolesnika na terapiji metforminom (c) i T2DM bolesnika na terapiji insulinom (d) (uveli¢anje 8900x)

Merenjem povrSine heterohromatina u nukleusima limfocita utvrdeno je da u
nukleusima limfocita zdravih osoba dominira heterohromatin (70,63% + 1,6), dok se kod
T2DM bolesnika povrSina heterohromatina smanjuje: kod novootkrivenih T2DM
bolesnika na 58,95% =+ 3,35, kod bolesnika na terapiji metforminom na 55,70% + 0,67 i
kod bolesnika na terapiji insulinom na 58,76% = 2,79. Ovo smanjenje povrSine
heterohromatina kod T2DM bolesnika u odnosu na zdrave ispitanike je statisticki visoko
znacajno (p < 0.01) (Grafikon 4.4). ANOVA analiza je pokazala da ne postoji statisticki
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znacajna razlika u povr$ini heterohromatina izmedu novootkrivenih T2DM bolesnika i

le¢enih T2DM bolesnika bez obzira na primenjenu terapiju.
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Grafikon 4.4 Procenat povrSine heterohromatina u nukleusima ispitanika. ** p < 0.01

4.5 Fraktalna analiza nukleusa i citoplazme

45.1 Fraktalna analiza nukleusa

Analiza fraktalne dimenzije nukleusa pokazala je da postoji statisticki visoko
znacajno smanjenje fraktalne dimenzije kod T2DM bolesnika le¢enih metforminom u
odnosu na zdrave ispitanike (1.809776 + 0.004186; 1.832484 + 0.007014 respektivno, p
< 0,01), u odnosu na novootkrivene T2DM bolesnike (1.809776 £ 0.004186; 1.829022 +
0.007857 respektivno, p < 0,01) i u odnosu na T2DM bolesnike leene insulinom
(1.809776 = 0.004186; 1.839199 + 0.004349 respektivno, p < 0,01) (Grafikon 4.5.1a).
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Izmedu zdravih ispitanika, novootkrivenin T2DM bolesnika i T2DM bolesnika le¢enih

insulinom nema statisti¢ki znacajne razlike u fraktalnoj dimenziji.

1.85 T 05 +
a “* b
5 0.45 +
=
E 1.84 5 04t
2 Las B 035 #
< =
= 2 03 #
5 1.82 Z 025
£ *x £
g 1.81 E 0.15
< <
=
.4
5 18 .
i3 0.05
1.79 } } } 0 } } }
Zdravi ND T2DM T2DM Zdravi ND  T2DM T2DM
T2DM  Met Ins T2DM  Met Ins

Grafikon 4.5.1 Fraktalna analiza nukleusa. Analiza fraktalne dimenzije (a) i lakunarnosti nukleusa (b) pokazuje
statisti¢ki znacajnu razliku izmedu zdravih ispitanika (Zdravi) i T2DM bolesnika le¢enih metforminom (T2DM Met),
** p < 0,01. Pad lakunarnosti kod T2DM bolesnika lecenih insulinom (T2DM Ins) je statisticki visoko znacajan u
odnosu na T2DM bolesnike le¢ene metforminom (# p < 0,01) i statisticki znacajan u odnosu na novootkrivene
T2DM bolesnike (ND T2DM) (# p < 0,05)

Porast lakunarnosti nukleusa je bio statisti¢ki visoko zna¢ajan kod T2DM bolesnika
le¢enih metforminom u odnosu na zdrave ispitanike (0.416393 + 0.035700; 0.299509 +
0.052975 respektivno, p < 0,01) (Grafikon 4.5.1b). lako postoji porast lakunarnosti
nukleusa nema statisticki znacajne razlike izmedu zdravih ispitanika i novootkrivenih
T2DM bolesnika (0.299509 + 0.052975; 0.340676 + 0.065508 respektivno). Pad
vrednosti lakunarnosti kod T2DM bolesnika lecenih insulinom u odnosu na T2DM
bolesnike le¢ene metforminom (0.256504 + 0.017350; 0.416393 + 0.035700 respektivno,
p < 0,01) je statisti¢ki visoko znacajan, a u odnosu na novootkrivene T2DM bolesnike
(0.256504 + 0.017350; 0.340676 + 0.065508 respektivno, p < 0,05) statisticki znacajan.
Izmedu zdravih ispitanika 1 T2DM bolesnika lecenih insulinom (0.299509 + 0.052975;
0.256504 + 0.017350 respektivno) nema statisticki znacajne razlike u lakunarnosti

nukleusa.
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4.5.2 Fraktalna analiza citoplazme

Analiza fraktalne dimenzije citoplazme kao mere nivoa kompleksnosti analizirane
strukture pokazala je da postoji statisticki znacajno smanjenje fraktalne dimenzije kod
T2DM bolesnika le¢enih metforminom u odnosu na zdrave ispitanike (1,847163 +
0.003979; 1,853537 + 0,00321 respektivno, p < 0,05) (Grafikon 4.5.2a). Izmedu zdravih
ispitanika, novootkrivenin T2DM bolesnika i T2DM bolesnika lecenih insulinom
(1,853537 + 0,00321; 1,852249 + 0,003338, p = 0,921; 1,851864 + 0,002941, p = 0,845

respektivno) nije nadena statisticki znac¢ajna razlika.
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Grafikon 4.5.2 Fraktalna analiza citoplazme. Analiza fraktalne dimenzije (a) i lakunarnosti citoplazme (b) pokazuje
statisticki znacajnu razliku izmedu zdravih ispitanika (Zdravi) i T2DM bolesnika le¢enih metforminom (T2DM Met),
*p < 0,05. Novootkriveni T2DM bolesnici (ND T2DM), T2DM bolesnici lecenih insulinom (T2DM Ins)

Lakunarnost citoplazme se statisticki znacajno razlikovala izmedu zdravih
ispitanika i T2DM bolesnika le¢enih metforminom (0,209973 £ 0,006418; 0,234258 +
0,015619 respektivho, p < 0,05) (Grafikon 4.5.2b). Izmedu zdravih ispitanika,
novootkrivenih T2DM bolesnika i T2DM bolesnika lecenih insulinom (0,209973 +
0,006418; 0,222366 + 0.013972, p = 0,299; 0,2268 + 0,006945, p = 0,102 respektivno)

nije nadena statisticki znacajna razlika.
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4.6 Teksturalna analiza nukleusa i citoplazme

4.6.1 Teksturalna analiza nukleusa

Teksturalna analiza polja hromatina u nukleusu uradena je na kropovima nukleusa
limfocita u ImageJ programu. U svim ispitivanim grupama racunate su srednje vrednosti
parametara GLCM analize: angularnog drugog momenta (ASM), teksturalnog kontrasta
(CON), inverznog momenta razlike (IDM), teksturalne korelacije (COR) i varijanse
teksturalnog matriksa (VAR). Njihove vrednosti prikazane su u Tabeli 4.6.1.

Tabela 4.6.1 Parametri teksturalne analize nukleusa

ASM CON IDM COR VAR
Zdrave osobe 0.00121 + 117.27 + 0.156 + 0.00048 + 2322.04 +
0.00055 57.21 0.036 0.00001 349.45
Novootkriveni  0.00099 + 99.55 + 0.155 + 0.00073 + 1720.97 +
T2DM 0.00066 45.23 0.039 0.00025 696.32
T2DM leceni 0.00292 + 66.40 + 0.194 + 0.00095 + 1254.95 +
metforminom 0.00061 20.34 0.023 0.00029 357.79
T2DM leceni 0.11128 + 112.74 + 0.409 + 0.00043 + 2701.89 +
insulinom 0.01427 33.29 0.144 0.00014 493.02

Analiza ASM pokazala je statistiCki visoko znacajnu razliku izmedu T2DM
bolesnika lecenih insulinom i zdravih ispitanika, novootkrivenih T2DM bolesnika i
T2DM bolesnika lecenih metforminom (p < 0,01) (Grafikon 4.6.1.1a). Dalja analiza
GLCM parametara pokazala je porast COR koji je visoko statisticki znacajan izmedu
zdravih ispitanika i T2DM bolesnika le¢enih metforminom (p < 0,01) i izmedu T2DM
bolesnika lecenih insulinom i T2DM bolesnika le¢enih metforminom (p < 0,01) (Grafikon
4.6.1.1b).
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Grafikon 4.6.1.1 Parametri teksturalne analize: angularni drugi moment (a) i teksturalna korelacija (b). Statisticki
visoko znacajan porast vrednosti ASM izmedu T2DM bolesnika lecenih insulinom (T2DM Ins) i zdravih ispitanika
(zdravi), novootkrivenih T2DM bolesnika (ND T2DM) i T2DM bolesnika le¢enih metforminom (T2DM Met) (** p

< 0,01). Porast COR kod T2DM bolesnika le¢enih metforminom je statisti¢ki visoko znac¢ajan u odnosu na zdrave

ispitanike i T2DM bolesnike le¢ene insulinom (**p < 0,01)

Porast vrednosti inverznog momenta razlike (IDM) kod T2DM bolesnika lecenih
insulinom je visoko statisticki znacajan u odnosu na zdrave ispitanike, novootkrivene
T2DM bolesnike i T2DM bolesnike le¢ene metforminom (p < 0,01) (Grafikon 4.6.1.2a).
Pad varijanse teksturalnog matriksa (VAR) kod T2DM bolesnika le¢enih metforminom
je statisticki visoko znac¢ajan u odnosu na T2DM bolesnike lec¢ene insulinom (p < 0,01)

(Grafikon 4.6.1.2Db).
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Grafikon 4.6.1.2 Parametri teksturalne analize: inverzni moment razlike (a) i teksturalna varijansa (b).
Statisticki visoko znacajan porast vrednosti IDM kod T2DM bolesnika lecenih insulinom (T2DM Ins) u odnosu na
zdrave ispitanike (Zdravi), novootkrivene T2DM bolesnike (ND T2DM) i T2DM bolesnike lecene metforminom
(T2DM Met) (** p < 0,01). Pad VAR kod T2DM bolesnika le¢enih metforminom je statisti¢ki visoko znacajan u
odnosu na T2DM bolesnike lecene insulinom (**p <0,01)

U teksturalnom kontrastu nije nadena statisticki znacajna razlika izmedu ispitivanih

grupa (Grafikon 4.6.1.3).

Zdravi ND T2DM T2DM
T2DM Mct Ins

200 T
180 T
160
140
120
100
80
60
40
20

CON

Grafikon 4.6.1.3 Teksturalni kontrast (GLCM CON). Nema statisticki znacajne razlike izmedu ispitivanih grupa.
Zdravi ispitanici (Zdravi), novootkriveni T2DM bolesnici (ND T2DM), T2DM bolesnici le¢eni metforminom (T2DM
Met), T2DM bolesnici le¢eni insulinom (T2DM Ins)
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4.6.2 Teksturalna analiza citoplazme

Teksturalna analiza je uradena i na kropovima citoplazme limfocita svih ispitivanih
grupa. Srednje vrednosti parametara GLCM analize: angularnog drugog momenta
(ASM), teksturalnog kontrasta (CON), inverznog momenta razlike (IDM), teksturalne
korelacije (COR) i varijanse teksturalnog matriksa (VAR) su prikazane u Tabeli 4.6.2.
Nema statisticki znacajne razlike u ispitivanim parametrima GLCM analize izmedu

ispitivanih grupa.

Tabela 4.6.2 Parametri teksturalne analize citoplazme

ASM CON IDM COR VAR
Zdrave 0sobe 0.458 + 81.06 + 0.709 + 0.00038 + 3141.87 =

0.024 29.39 0.021 7.8x10° 620.82
Novootkriveni 0.429 + 85.35 + 0.693 + 0.00042 = 2921.2 +
T2DM 0.047 27.35 0.03 0.0002 1195.63
T2DM leceni 0.454 + 73.27 + 0.714 + 0.00049 = 2291.81 +
metforminom 0.016 12.29 0.014 9.5x10° 476.13
T2DM leceni 0.451 + 108.55 + 0.700 + 0.00035 + 3103.41 +
insulinom 0.032 19.12 0.023 6.1x10° 556.38

4.7 Procena autofagije na konfokalnom mikroskopu

S obzirom da je na TEM-u uoceno statistiCki visoko znacajno povecanje broja
autolizozoma kod novootkrivenih T2DM bolesnika u odnosu na zdrave osobe, a da se
autofagi¢ne strukture, pogotovo mitofagi, relativno retko vidaju na ¢elijskim presecima,
uradili smo procenu autofagije na konfokalnom mikroskopu pomoéu anti-LC3B antitela,
MitoTracker-a i LysoTracker-a.

Na slikama dobijenim na konfokalnom mikroskopu utvrden je statisti¢ki visoko
znacajno veci broj kolokalizovanih punkta (zuti signal) LC3B i mitohondrija kod
novootkrivenih T2DM bolesnika u odnosu na zdrave ispitanike (269 + 45; 37 £ 7
respektivno, p < 0,01) (Slika 4.7.1, Grafikon 4.7.1).
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Slika 4.7.1 Reprezentativne slike sa konfokalnog mikroskopa LC3 (zeleno) i MitoTracker (crveno) obojenih Celija.
Bele strelice oznacavaju kolokalizaciju. (X252)
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Grafikon 4.7.1 Prose¢an broj kolokalizovanih punkta LC3B i mitohondrija. ** p < 0,01

S druge strane, utvrden je statisticki visoko znacajno veci broj kolokalizovanih
punkta (zuti signal) LC3B i lizozoma kod zdravih ispitanika u odnosu na novootkrivene
T2DM bolesnike (39 £ 11; 12 + 3.7 respektivno, p < 0,01) (Slika 4.7.2, Grafikon 4.7.2).
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Slika 4.7.2 Reprezentativne slike sa konfokalnog mikroskopa LC3 (zeleno) i LysoTracker (crveno) obojenih ¢éelija.
Bele strelice oznacavaju kolokalizaciju. (X252)
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Grafikon 4.7.2 Prosecan broj kolokalizovanih punkta LC3B i lizozoma. ** p < 0,01

Zbog ovako oprecnih rezultata, uradena je 1 kvantifikacija LC3 punkta (zeleni

signal) koja je pokazala statisticki visoko znacajno veci broj autofagi¢nih struktura kod
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novootkrivenih T2DM bolesnika u odnosu na zdrave ispitanike (1172.7 + 199,24; 326 +
181,61 respektivno, p < 0,01) (Grafikon 4.7.3a) i kvantifikacija LysoTracker punkta
(crveni signal) koja je pokazala statisticki znac¢ajno veci broj lizozoma kod zdravih
ispitanika u odnosu na novootkrivene T2DM bolesnike (4512,4 + 1638,7; 2418,8
623,78 respektivno, p < 0,05) (Grafikon 4.7.3b).
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Grafikon 4.7.3 Kvantifikacija LC3 (a) i LysoTracker (b) punkta. ** p < 0,01, * p < 0,05

4.8  Kvantifikacija kiselih vezikula primenom protocne citofluorimetrije

Analiza limfocita obojenih akridin oranzom na proto¢nom citofluorimetru nije
pokazala porast broja kiselih vezikula kod bolesnika sa novootkrivenim T2DM (17,17) u
odnosu na zdrave ispitanike (16,69, p = 0,9) (Slika 4.8).
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Slika 4.8 Prisustvo kiselih vezikula u akridin oranz obojenim ¢elijama. Nema razlike izmedu zdravih ispitanika i
novootkrivenih T2DM bolesnika
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4.9 Imunoblot analiza

Koli¢ine LC3B, p62, ATGS5 i beklina kod zdravih ispitanika bile su 1,09 + 0,37;
1,05+ 0,38; 0,26 = 0,1; 0,62 + 0,2 respektivno, a kod novootkrivenih T2DM bolesnika
su iznosile 1,16 £ 0,43; 1,01 £ 0,28; 0,4 £0,3; 0,58 £ 0,33 respektivno. T test nije pokazao

statisticki znacajnu razliku u nivoima ispitivanih proteina izmedu dve grupe ispitanika.

LC31
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ATGS s on oo% S A TS S SR S S .

Beklin s wn il L ——

AKtin SR G S R e e e e -

Zdravi ispitanici Novootkriveni T2DM bolesnici

Slika 4.9 Imunoblot analiza proteina karakteristi¢nih za autofagiju. Konverzija LC3 proteina i nivoi p62 proteina,
ATGS5 i beklina u limfocitima zdravih ispitanika i novootkrivenih T2DM bolesnika. Kao pokazatelj jednake
koncentracije proteina u analiziranim uzorcima kori$éena je ekspresija aktina.

4.10 Odredivanje nivoa ekspresije gena ukljucenih u proces autofagije

Srednje vrednosti nivoa ekspresije gena ukljucenih u proces autofagije date su
Tabeli 4.10. T test je pokazao statisticki znacajnu razliku izmedu zdravih ispitanika i
novootkrivenih T2DM bolesnika u nivou ekspresije ATG4b (p < 0,05). U nivou
ekspresije drugih ispitivanih gena nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu zdravih

ispitanika i novootkrivenih T2DM bolesnika.
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Tabela 4.10 Vrednosti ekspresije gena ukljucenih u proces autofagije.

Zdrave osobe

Novootkriveni T2DM

ATG3 3.81+3.26 1,02 +0,70
ATG4b 0.0040 £ 0.0016 0.0177 £ 0.0041*
ATG7 2.72 +3.63 0.85+0.71
ATG10 0.0025 %0 0.0029 £ 0.0017
ATG13 9.09 +12.03 1.84 +0.77
ATG14 1.18 £ 0.84 0.84 £0.75
ATF4 17.76 + 13.93 13.76 £ 5.50
BCL2 0.61 +0.69 0.46 +0.36
ULK1 1.19+1.90 0.32+0.22
FOXO1 0.19+0.24 0.20 £ 0.15
FOXO3 0.06 + 0.06 0.06 £ 0.03
AMBRA 0.02 £0.02 0.03+0.02
Vps34 0.03+0.02 0.08 +£0.08
BECN 0.0040 £ 0.0006 0.0065 + 0.0024
Fip200 2.31+3.60 0.73+0.44
UVRAG 3.54 +4.88 1.11+£0.79
GABARAP 25.12 £ 37.02 4,52 +3.25
RUBICON 0.04 +0.03 112 +2.18
SQSTM1 35.44 + 26.96 12.86 +6.23
*p<0,05
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4.11 Korelacija morfometrijske analize autofagi¢nih struktura i parametara oblika

nukleusa

Ukupan broj autofagi¢nih struktura i autolizozoma negativno korelira sa
parametrima oblika nukleusa: cirkularnosc¢u (r = -0,75; r = -0,76 respektivno, p < 0,01)
(Grafikon 4.11.1); oblo$¢u nukleusa (r = -0,75; r = -0,73 respektivno, p < 0,01) i sa
solidno$¢u nukleusa (r = -0,84; r = -0,84 respektivno, p < 0,01). Cirkularnost nukleusa

negativno korelira i sa volumenom autolizozoma (r =-0,51, p < 0,05).
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Grafikon 4.11.1 Korelacija broja autofagi¢nih struktura i cirkularnosti nukleusa (r =-0,75, p < 0,01)

Procenat heterohromatina u nukleusu takode negativno korelira sa brojem
autofagi¢nih struktura (r = -0,86, p < 0,01) i brojem autolizozoma (r = -0,86, p < 0,01)
(Grafikon 4.11.2). Postoji pozitivna korelacija izmedu procenta heterohromatina u
nukleusu i parametara oblika nukleusa cirkularnosti, oblosti i solidnosti (r =0,9; r = 0,72;
r = 0,98 respektivno, p < 0,01).

Proporcije nukleusa pozitivno koreliraju sa ukupnim brojem autofagic¢nih struktura
(r =0,74, p <0,01), brojem autolizozoma (r = 0,72, p < 0,01) i negativno sa procentom

heterohromatina u nukleusu (r =-0,71, p <0,01).
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Grafikon 4.11.2 Korelacija broja autolizozoma i procenta heterohromatina u nukleusu (r = -0,86, p < 0,01)

4.12 Korelacija morfometrijske analize autofagicnih struktura i fraktalne analize

Fraktalna dimenzija nukleusa negativno korelira sa ukupnim brojem autofagi¢nih

struktura i brojem autolizozoma (r = -0,54; r = -0,55 respektivno, p < 0,01). Lakunarnost

nukleusa pozitivno korelira sa ukupnim brojem autofagi¢nih struktura 1 brojem

autolizozoma (r = 0,63; r = 0,65 respektivno, p < 0,01) (Grafikon 4.12). Fraktalna

dimenzija 1 lakunarnost nukleusa ne koreliraju sa volumenom autofagic¢nih struktura.
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Grafikon 4.12 Korelacija broja autolizozoma i lakunarnosti nukleusa (r = 0,65, p < 0,01)
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Varijansa teksturalnog matriksa nukleusa negativno korelira sa ukupnim brojem
autofagi¢nih struktura i brojem autolizozoma (r = -0,55; r = -0,55 respektivno, p < 0,01).
Ostali parametri teksturalne analize nukleusa ne koreliraju sa brojem i volumenom

autofagicnih struktura.

Parametri fraktalne i teksturalne analize citoplazme ne koreliraju sa brojem i

volumenom autofagi¢nih struktura.

4.13 Korelacija ultrastrukturne analize i ekspresije proteina ukljucenih u proces

autofagije

Ekspresija ATG5 proteina negativno korelira na fraktalnom dimenzijom
citoplazme (r = -0,71, p < 0,01) (Grafikon 4.13) i fraktalnom dimenzijom nukleusa (r = -
0,62, p < 0,05). Ekspresija p62 proteina pozitivno korelira sa lakunarnos¢u nukleusa (r =
0,57, p <0,05), brojem nukleolusa (r = 0,53, p <0,05) i prose¢nim brojem Cajal-ovih tela
u nukleusu (r = 0,81, p <0,01)
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Grafikon 4.13 Korelacija ekspresije ATGS5 proteina i fraktalne dimenzije citoplazme (r = -0,71, p < 0,01)
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4.14 Korelacija ultrastrukturne analize i ekspresije gena ukljucenih u proces

autofagije

Ekspresija Vps34 pozitivno Kkorelira sa brojem i volumenom fagofora i
autofagozoma (r =0,93; r =0,99, p < 0,01 respektivno) (Grafikon 4.14) kao i sa veli¢inom
¢elija (r = 0,81, p < 0,05). Postoji pozitivna korelacija u ekspresiji ATG4b gena i broju
autofagi¢nih struktura, autolizozoma i mitofaga (r = 0,99;r = 0,99, p <0,01; r = 0,98, p
< 0,05 respektivno).
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Grafikon 4.14 Korelacija ekspresije Vps34 gena i volumena fagofora i autofagozoma (r = 0,997, p < 0,01)

Pearson-ov koeficijent korelacije je pokazao da postoji pozitivna korelacija izmedu
volumena lipofaga i ekspresije gena ATG7, ATG13, BCL2, ULK1, FOX01, AMBRA,
FIP200, UVARAG, GABARAP, ATG14 i FOX0O3 (r=0,92;r=10,88;r=0,82; r =0,93;
r=0,79r=081r=094;r=0096r=089 p<001r=0,73;,r =067, p <005
respektivno). Ekspresija ATG 14 i FIP200 pozitivno korelira i sa brojem lipofaga u ¢eliji
(r=0,87, p<0,01; 0,66, p < 0,05 respektivno).

Pozitivna korelacija postoji i izmedu volumena lipidnih kapi i ekspresije gena
UVARAG, ATG7, ATG13, ULK1, FIP200, GABARAP (r=0,9; p<0,01;r=0,73; r =
0,67;r=0,7;,r=0,73; r=0,69, p < 0,05 respektivno).
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Ekspresija ATG4b gena negativno korelira sa oblo$¢u nukleusa (r = -0,99, p <
0,01), cirkularnoséu nukleusa (r =-0,97, p < 0,05) i solidnos¢u nukleusa (r = -0,96, p <
0,05) i pozitivno sa proporcijama nukleusa (r = 0,99, p < 0,01). Parametar teksturalne
analize citoplazme, teksturalna korelacija pozitivno korelira sa ekspresijom gena FOXO1
i BECN (r = 0,97, p < 0,01; r = 0,97, p < 0,05 respektivno), a parametar teksturalna
varijansa negativno (r = -0,92, p < 0,01; r =-0,95, p < 0,05 respektivno).

4.15 Korelacija broja mitohondrija sa parametrima oblika nukleusa

Prosecan broj mitohondrija po celiji korelira negativno sa parametrima oblika
nukleusa: cirkularno$¢u (r=-0,71, p <0,01) (Grafikon 4.15), oblos¢u (r =-0,5, p < 0,05)
i solidnos¢u (r=-0,7, p <0,01), kao i sa procentom heterohromatina (r =-0,65, p <0,01)
u nukleusu. Proporcije nukleusa (r = 0,5, p < 0,05) pozitivno koreliraju sa prose¢nim

brojem mitohondrija po celiji.
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Grafikon 4.15 Korelacija prose¢nog broja mitohondrija i cirkularnosti nukleusa (r =-0,71, p < 0,01)
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Broj mitohondrija po ¢eliji pozitivno korelira sa ekspresijom beklina (r = 0,65, p <

0,05).

4.16 Korelacija nivoa glukoze sa morfoloskim parametrima

Nivo glukoze naste je negativno korelirao sa fraktalnom dimenzijom nukleusa (r =
-0,65, p <0,01) (Grafikon 4.16) i fraktalnom dimenzijom citoplazme (r =-0,56, p < 0,05).
Negativna korelacija je nadena i sa cirkularnoséu (r=-0,52, p <0,05), parametrom oblika

nukleusa.
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Grafikon 4.16 Korelacija vrednosti glukoze naste i fraktalne dimenzije nukleusa (r = -0,65, p < 0,01)

Broj mitofaga i LC3 punkta (r = 0,63; r = 0,61 respektivno, p < 0,05) je pozitivho
korelirao sa nivoom glukoze naSte. Za razliku od fraktalne dimenzije, lakunarnost
nukleusa i citoplazme (r = 0,59, p < 0,01; r = 0,57, p < 0,05 respektivno) je pozitivho
korelirala sa nivoom glukoze naSte. Pozitivna korelacija je nadena i sa procentom

povrsine lipidnih kapi u citoplazmi (r = 0,59, p < 0,01).
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4.17 Korelacija vrednosti HbAc sa morfoloSkim parametrima

Vrednost HbA1c u krvi je negativno Kkorelirala sa parametrima oblika nukleusa
(cirkularnost, r = -0,64, p < 0,01 i solidnost, r = -0,66, p < 0,01), sa procentom povrsine
heterohromatina u nukleusu (r = -0,63, p < 0,01) i fraktalnom dimenzijom hromatinskih
struktura (r =-0,67, p < 0,01).

Pozitivna korelacija HbA1. je nadena sa lakunarnosti nukleusa (r = 0,54, p < 0,01),
GLCM angularnim drugim momentom nukleusa (r = 0,54, p < 0,05), prosecnim brojem
Cajal-ovih tela u nukleusu (r = 0,56, p < 0,01), brojem mitofaga (r = 0,66, p < 0,05)
(Grafikon 4.17) i brojem LC3 punkta (r = 0,61, p < 0,05).
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Grafikon 4.17 Korelacija vrednosti HbAxc i broja mitofaga (r = 0,66, p < 0,05)

4.18 Korelacija lipidnih parametara sa morfoloskim parametrima

Pearson-ov koeficijent korelacije je pokazao da nivo triglicerida u krvi negativno
korelira sa fraktalnom dimenzijom nukleusa (r =-0,66, p < 0,01), parametrima teksturalne
analize citoplazme ASM (r = -0,61, p < 0,01) i IDM (r = -0,53, p < 0,05) i pozitivno sa
prisustvom interhromatinskih granula u nukleusima limfocita (r = 0,53, p < 0,01).
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Nivo ukupnog holesterola i nivo LDL-a u krvi pozitivno korelira sa povrSinom
autofagi¢nih struktura (r = 0,61; r = 0,63 respektivno, p < 0,01) i sa ekspresijom Vps34
gena (r = 0,87; r = 0,87 respektivno, p < 0,05), dok nivo HDL-a pozitivno korelira sa
ATG4b, BECN (Grafikon 4.18), FOXO1 i FOXO3 (r =0,99, p<0,01; r=0,82; r = 0,65;
r = 0,65, p< 0,05 respektivno).
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Grafikon 4.18 Korelacija nivoa ekspresije BECN i nivoa HDL-a u krvi (r = 0,82, p < 0,05)
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5. DISKUSIJA

U savremenim istrazivanjima T2DM, retke su studije u kojima je analizirana
ultrastruktura limfocita elektronskim mikroskopom. Njihova ultrastruktura je ispitivana
u cilju ispitivanja promene ultrastrukturnih karakteristika mitohondrija i njihovog
membranskog potencijala,’®? ili uticaja mitohondrija na apoptozu limfocita u ovoj
bolesti.l®® Ova istraZivanja su pokazala da su mitohondrije manje mase u T2DM,
izmenjenog membranskog potencijalal®® i da mogu da pokrenu mitohondrijalni put
apoptoze u limfocitima.'%® Medutim, pretragom literature nismo nasli studije koje su

elektronskim mikroskopom analizirale autofagi¢ne strukture u ovim ¢elijama.

U dosadasnjim istrazivanjima limfocita u T2DM su istrazivaci ili sve bolesnike sa
dijabetesom uzimali kao jednu grupu bez obzira na primenjenu terapiju’? ili su bolesnike
sa T2DM razdvajali u dve grupe bolesnika: bolesnike koje nisu prethodno uzimali
antidijabetsku terapiju (bez obzira na terapiju statinima) i bolesnike koje su imali
metformin u terapiji uz druge oralne antidijabetike.'® U nadoj studiji ispitanike sa T2DM
smo podelili u tri odvojene grupe: novootkrivene bolesnike sa T2DM koji nisu uzimali
nikakvu antidijabetsku terapiju, bolesnike na terapiji metforminom i bolesnike na terapiji
insulinom, da bismo mogli da razdvojimo efekat same bolesti i efekte primenjene terapije
na pojavu autofagije u limfocitima. Takode, ekskluzioni kriterijum je bila terapija
statinima, posSto su novija istrazivanja pokazala da statini indukuju autofagiju u

éelijama.1%

Ispitivane grupe bolesnika u nasoj studiji su se razlikovale u vrednostima HbAc, i
medusobno i u odnosu na zdrave ispitanike, $to je ocekivano jer HbAsc pokazuje nivo
glukoze u krvi tokom proteklih par meseci.'? Novootkriveni bolesnici su imali zna¢ajno
veée nivoe insulina u odnosu na zdrave, ali se vrednosti glukoze naste u krvi nisu
statisti¢ki razlikovale, iako su bile ve¢e u grupi novootkrivenih bolesnika. Vrednosti
glukoze u krvi su se znacajno razlikovale samo kod bolesnika sa T2DM na terapiji
insulinom, zbog lose regulacije glikemije. Indeks telesne mase se razlikovao samo kod

bolesnika na terapiji insulinom. Broj godina nije znacajno varirao izmedu ispitivanih
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grupa, kao ni lipidni status, osim znafajno viSeg nivoa triglicerida kod bolesnika na
terapiji metforminom. Vecée vrednosti HbAsc i indeksa telesne mase kod bolesnika sa
T2DM u odnosu za zdrave ispitanike, detektovane su i u grupama ispitanika u drugim
studijama.? 192 194 Medutim, u ovim studijama kod bolesnika sa T2DM detektovane su
nize vrednosti lipidnih parametara’ %% 1% nego kod zdravih, $to je najverovatnije
posledica terapije statinima primenjivanim kod bolesnika u ovim studijama. U nasoj
studiji lipidni status bolesnika nije se znacajno razlikovao od zdravih ispitanika. Bolesnici
sa T2DM u naSoj studiji, imali su vise nivoe triglicerida, $to je bilo karakteristi¢no i za

bolesnike u drugim studijama bez obzira na primenjenu terapiju statinima.

NaSa studija je pokazala da su limfociti u T2DM sli¢ne veli¢ine kao i limfociti
zdravih osoba, ali da se izgled njihovih nukleusa razlikuje od nukleusa zdravih osoba, tj.
da je nepravilnog oblika sa povetanom koli¢inom euhromatina. Elektronsko
mikroskopskom analizom detektovan je vec¢i broj organela u citoplazmi limfocita
bolesnika sa T2DM, koji se prvenstveno ogleda u poveéanom broju mitohondrija u
odnosu na limfocite zdravih osoba. Medutim, iako bi se moglo ocekivati metodama
ultrastrukturne morfometrije nije utvrdeno povecanje volumena citoplazme u limfocitima

bolesnika sa T2DM.

Nedavna istraZivanja pokazala su da su mitohondrije u T2DM manje,'%% 1% vige
sferiéne i hiperpolarizovane sa poveéanom produkcijom kiseoni¢nih radikala,'%? $to
ukazuje na promene u metabolizmu u ovoj bolesti. U naSoj studiji, analiza broja
mitohondrija po ¢eliji je pokazala da postoji znafajno ve¢i broj mitohondrija u
limfocitima novootkrivenih bolesnika sa T2DM i kod bolesnika le¢enih metforminom.
Njihova ultrastrukturna morfologija se nije razlikovala od mitohondrija kod zdravih
ispitanika, ¢ime se isklju¢uje mogucnost da je do promena doSlo usled tehniCke
manipulacije sa uzorcima celija ili kao posledica fiksacije ¢elija. ZnaCajno veci broj
mitohondrija uocen je u limfocitima bolesnika sa T2DM koji su imali nepravilniji oblik
nukleusa sa viSe euhromatina, §to moze ukazati na promenjeni metabolicki status u ovim

¢elijama.

U limfocitima bolesnika sa T2DM uoceno je i diskretno ostecenje endoplazminog
retikuluma, u vidu njegove dilatacije koje je bilo ¢eS¢e prisutno kod novootkrivenih

bolesnika i bolesnika na terapiji metforminom. Nalaz stresa endoplazminog retikuluma u

68



T2DM se smatra odgovorom na metabolicki stres,'®’

a uzrokovan je povetanom
glikemijom 1 pove¢anim nivoima lipidnih parametara koji dovode do glikotoksi¢nosti 1

lipotoksi¢nosti.1%8

Primecen je i pad broja i volumena lipidnih kapi kod novootkrivenih bolesnika sa
T2DM i njihovo povecanje kod bolesnika na terapiji. Na broj i veli¢inu lipidnih kapi utice
katabolizam i apsorpcija masti, kao i interakcija sa drugim organelama.’® T2DM se
odlikuje poremecajima u insulinom stimulisanom preuzimanju glukoze i u sposobnosti
insulina da potisne oksidaciju lipida,'° &o je najverovatnije uzrok smanjenja broja i
volumena lipidnih kapi u grupi novootkrivenih bolesnika. Insulin podsti¢e ponovno

111

formiranje lipidnih kapi i vracanje njihovog broja na bazalni nivo,”** Sto objasSnjava

povecéanje njihovog broja i volumena u grupi bolesnika sa T2DM tretiranih insulinom.

112

Metformin smanjuje insulinsku rezistenciju - i time omogucava da insulin ispolji svoje

efekte na metabolizam lipidnih kapi.

Ispitivanjem limfocita bolesnika sa T2DM na elektronskom mikroskopsku uocen je
neobian izgled nukleusa u njima, koji se razlikovao od izgleda nukleusa u limfocitima
zdravih osoba. Nepravilan oblik nukleusa je ranije viden u oralnim epitelnim éelijama® i
u cilijarnom epitelu®® u dijabetesu. Na$ nalaz nepravilnosti oblika nukleusa u jo3 jednom
¢elijskom tipu, mogao bi da ukaze na ¢injenicu da su nepravilnosti oblika nukleusa Cest
nalaz u dijabetesu. Oblik nukleusa limfocita u T2DM podseca na nukleuse kakvi se vidaju
u ¢elijama Sezary sindroma®* i u stanjima asociranim sa antigen specifi¢nom aktivacijom
limfocita in vitro.®” MoZe se $pekulisati da na$ nalaz morfolo$kih promena u nukleusima
limfocita moze biti zbog aktivacije ovih ¢elija koja moze voditi nastanku autoimunosti,
za koju se veruje da postoji u T2DM.?? ¥ Medutim, u ovakvim okolnostima bismo
ocekivali da vidimo mali broj limfocita koji izgledaju kao da su aktivirani, ali u naSem
slucaju morfoloske promene su uniformne 1 prisutne u vecéini limfocita periferne krvi.
Zbog toga verujemo da ove nuklearne promene ne poticu od aktivacije limfocita per se,
ve¢ pokazuju promenjeni transkripcioni i/ili metabolicki status ovih ¢elija, koje mogu biti

podloga za dalje imunoloske poremecaje koji se vidaju u dijabetesu.

Nepravilan oblik nukleusa je, takode, bio prisutan kod bolesnika koji su leceni sa
metforminom 1 insulinom i to bi moglo da znac¢i da su ove morfoloske promene nastale u

pocetku bolesti i da ostaju prisutne tokom cCitavog prirodnog toka bolesti, bez obzira na
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primenjenu antidijabetsku terapiju. lako bismo ocekivali da promene oblika nukleusa
budu prominentnije sa duzinom trajanja bolesti, konvencionalne kompjuterizovane

metode analize slike nisu detektovale takve promene u nasoj studiji.

Zajedno sa nepravilnostima oblika nukleusa, nasli smo i ve¢i procenat euhromatina
u nukleusima limfocita bolesnika sa T2DM koji moze biti povezan sa pove¢anom
transkripcionom aktivno$¢u ovih cCelija u dijabetesu. Povecani broj nukleolusa u
nukleusima novootkrivenih i metforminom le¢enih bolesnika sa T2DM podrzava teoriju
da su Celije transkripciono aktivnije nego limfociti zdravih osoba, s obzirom da je
nukleolus mesto sinteze ribozomalne ribonukleinske kiseline (rRNK) i spajanja

ribozomalnih subjedinica.'**

Razlike u ultrastrukturnom izgledu hromatinskih struktura u limfocitima koje smo
otkrili u naSoj studiji, bili su razlog da, uz konvencionalne kompjuterizovane metode
analize slike, primenimo fraktalnu i teksturalnu analizu nukleusa. Fraktalna analiza je
pogodna za merenje prostornih parametara nepravilnih bioloskih struktura,*** tako da smo
je primenili  zajedno sa morfometrijskim metodama i konvencionalnim
kompjuterizovanim metodama analize slike u evaluaciji hromatinskih struktura. Analiza

fraktalne dimenzije nukleusa je koriséena u analizi tumorskih éelija, 1% 117

gde je naden
porast procenta heterohromatina i promenjena prostorna distribucija hromatinske gustine,
1 u analizi nukleusa apoptotskih ¢elija gde su nadene razlike u precniku 1 fraktalnoj

dimenziji izmedu apoptotskih i neapoptotskih éelija.*t8

Fraktalna analiza nukleusa, kako smo i ocekivali, bila je odgovaraju¢i metod za
detekciju strukturnih promena nukleusa izmedu bolesnika sa T2DM i zdravih osoba. Ovaj
metod analize morfoloskih promena u nukleusu je bio superiorniji u odnosu na ostale u
detekciji suptilnih razlika u strukturi nukleusa izmedu razli¢itih grupa bolesnika sa T2DM
koje konvencionalne metode analize slike nisu detektovale. Fraktalna analiza i teksturalna
analiza su bila jedina dva kompjuterska metoda analize slike koji su bili dovoljno
senzitivni da otkriju razlike u nuklearnoj strukturi u grupi le€enih i neleCenih bolesnika
sa T2DM. Razlike izmedu metforminom lec¢enih i novootkrivenih bolesnika sa T2DM
nadene su i u broju perihromatinskih granula, subnuklearnih struktura koje imaju ulogu u
skladistenju razli¢itih RNK.*® Nadeno je i poveéanje broja interhromatinskih granula,

mesta u nukleusu uklju¢enih u metabolizam RNK,!? kod bolesnika sa T2DM. Povecanje
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broja ¢elija na kojima se u preseku vide interhromatinske granule, pratilo je i povecanje
broja Cajal-ovih tela, koja imaju centralnu ulogu u biogenezi i maturaciji malih
nuklearnih ribonukleoproteina,'?® kod bolesnika sa T2DM. Nalaz ultrastrukturno
razli¢itih nukleusa u limfocitima metforminom i insulinom lecenih bolesnika moze biti

posledica duzeg trajanja bolesti ili efekat metformina i insulina na limfocite.

U potrazi za mogucim objasSnjenjem pojave nepravilnog oblika nukleusa 1
povecéanja procenta euhromatina u nukleusima limfocita bolesnika sa T2DM, korelirali
smo nivoe glukoze, holesterola i triglicerida sa ultrastrukturnim karakteristikama
nukleusa. S obzirom na ¢injenicu da bolesnici sa ve¢im nivoom glukoze u krvi imaju
nepravilniji oblik nukleusa, manji procenat heterohromatina i nizu fraktalnu dimenziju
hromatinskih struktura nukleusa mozemo zakljuéiti da promenjen oblik i struktura
nukleusa moze biti posledica hiperglikemije. Ranije su otkriveni razli¢iti mehanizmi
kojim ugljeni hidrati mogu dovesti do aktivacije gena.'?® Neki geni su regulisani
insulinom, dok su drugi regulisani samom glukozom.?! Na primer, izloZenost visokim
koncentracijama glukoze kod ljudi indukuje gen transformisuéeg faktora rasta f1 (TGF-
B1, engl. Transforming growth factor beta 1), koji sadrzi funkcionalno aktivne elemente
koji reaguju na prisustvo glukoze (GIRE, engl. glucose-response elements).?? Regulacija
genske transkripcije glukozom mogla bi da objasni korelaciju nivoa glukoze u perifernoj
krvi i strukturnih nepravilnosti oblika nukleusa koju smo dobili u nasoj studiji. Osim toga,
nas nalaz da HbA1c, koji daje informaciju o prose¢noj glikemiji tokom poslednja dva do
tri mesecal? takode korelira sa nepravilnostima oblika i strukture nukleusa limfocita,
dodatno uévrscuje nas stav da su nuklearne nepravilnosti povezane sa hiperglikemijom u
T2DM. Za razliku od glukoze, nivoi holesterola nisu korelirali sa izgledom nukleusa
bolesnika sa T2DM, dok su nivoi triglicerida korelirali samo sa fraktalnom dimenzijom
nukleusa i prisustvom interhromatinskih granula, ukazujuéi na ¢injenicu da lipidni status

nema mnogo uticaja na izgled nukleusa limfocita bolesnika sa T2DM.

Ultrastrukturnom analizom limfocita ¢esto smo detektovali autolizozome u ovim
¢elijama kod bolesnika sa T2DM. NaSa studija je prva u kojoj je autofagija u limfocitima

u ovoj bolesti analizirana elektronskim mikroskopom.

Mnogo je kontroverzi oko uloge autofagije u dijabetesu. Nedavna istrazivanja

autofagije u limfocitima periferne krvi dala su oprecene rezultate, od onih koji tvrde da
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postoji indukcija autofagije u limfocitima periferne krvi’?> do onih koja tvrde da postoji
supresija autofagije u ovim ¢elijama.’® U gore pomenutim studijama uglavnom su
primenjene metode indirektne detekcije autofagije, te smo koristili analizu transmisionim
elektronskim mikroskopom kao direktni metod vizuelizacije procesa autofagije u
limfocitima bolesnika sa T2DM.

Ranije je istaknuto da smo u nasu studiju ukljuéili tri grupe bolesnika sa T2DM, da
bismo utvrdili efekat same bolesti na morfologiju limfocita periferne krvi i efekte dve
grupe najcesce koris¢enih lekova u terapiji T2DM, metformina i insulina. Takode, zeleli
smo da ispitamo efekat hiperglikemije na limfocite. Novija istrazivanja su nagovestila da
bi nivo glukoze mogao da ima efekat na proces autofagije,’® pa smo Zeleli da ispitamo
¢elije koje su kontinuirano izlozene visokom nivou glukoze u svom okruzenju i da
koreliramo markere autofagije sa nivoom glukoze u krvi. Imajuéi u vidu da nivo glukoze
u okruzenju moze da izazove autofagi¢ni odgovor u ¢elijama, veci broj autofagi¢nih
struktura naden u limfocitima periferne krvi bolesnika sa T2DM koji su imali viSe

vrednosti glikemije u vreme vadenja krvi nije neocekivan.

Zbog Cestog nalaza mitohondrija kao i lipidnih kapi unutar autolizozoma na
transmisionom elektronskom mikroskopu, posumnjali smo da je doSlo do selektivne
autofagije u ispitivanim limfocitima bolesnika sa T2DM, tj. do mitofagije, odnosno
lipofagije. Medutim, broj lipofaga i broj mitofaga u limfocitima bolesnika sa T2DM nije
se razlikovao od broja ovih autofagi¢nih struktura kod zdravih osoba. S obzirom na
¢injenicu da smo uo¢ili razliku u broju mitohondrija izmedu zdravih i bolesnika sa T2DM,
a nismo uocili razliku u broju i volumenu lipidnih kapi izmedu ispitivanih grupa, nastavili
smo samo sa daljim detaljnim analizama mitofagije i drugim mikroskopskim metodama

kvantifikovali ovaj tip selektivne autofagije.

Povecano prisustvo mitofagije, detektovano na konfokalnom mikroskopu, u nasoj
grupi bolesnika sa T2DM je u skladu sa rezultatima Bhansali i saradnika, koji su
istrazivali mitofagiju u leukocitima dijabeti¢nih pacijenata i zakljucili da hiperglikemija
moze dovesti do progresivnog porasta oksidativnog stresa i promene u morfologiji

mitohondrija.1%

Medutim, iako je povecano prisustvo mitofagije u limfocitima bolesnika sa T2DM

u skladu sa prethodnim studijama, nalaz dobro o¢uvanih mitohondrija u autolizozomima
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bio je neo¢ekivan nalaz. Mitohondrije se uobi€ajeno brzo razgraduju u autolizozomima
usled dejstva lizozomalnih enzima, dok su u naSem uzorku cesto u autolizozomima
detektovane mitohondrije dobro oc¢uvane strukture. Autolizozomi u naSoj studiji su
podsecali na autolizozome sa intaktnim ¢elijskim materijalom kakvi se vidaju u in vitro
tretmanu c¢elija bafilomicinom Al, supstancom koja dovodi do inhibicije fuzije
autofagozoma i lizozoma i do inhibicije acidifikacije lizozoma.?® Autofagozomi i
autolizozomi su strukture koje se elektronskim mikroskopom mogu jednostavno
razlikovati: autofagozomi imaju dvostruku membranu, a autolizozomi imaju jednostruku
membranu.® S obzirom na ¢&injenicu da elektronskim mikroskopom nismo &esto
detektovali autofagozome, kao 1 da smo ocuvane mitohondrije nasli u autolizozomima,
pretpostavili smo da u limfocitima bolesnika sa T2DM nije doSlo do inhibicije fuzije

autofagozoma i lizozoma, ve¢ da su u njima lizozomi disfunkcionalni.

Kako bismo potvrdili povecanje broja autolizozoma u limfocitima bolesnika sa
T2DM, metodama konfokalne mikroskopije detektovali smo kolokalizaciju LC3B,
markera autofagije sa vitalnom bojom za lizozome (LysoTracker). Medutim, umesto
oc¢ekivanog povecanja broja kolokalizovanih punkta kod bolesnika sa T2DM, dobili smo
smanjenje broja ovih punkta. LysoTracker je vitalna boja koja se nakuplja u kiselim
vezikulama unutar ¢elija i pojedini autori ¢ak predlazu da se moze koristiti za detekciju
abnormalnosti kiselosti ovih struktura®®* ili u istraZivanjima efikasnosti fuzije
autofagozoma i lizozoma.?® Smanjenje broja autolizozoma dobijenih bojenjem lizozoma
sa LysoTracker-om, moze se objasniti neadekvatnim vezivanjem ove vitalne boje sa
lizozomima, verovatno usled njihove smanjene Kiselosti. Dalja ispitivanja mitofagije
metodama konfokalne mikroskopije i detekcija povecanja broja kolokalizovanih punkta
LC3B i MitoTracker-a, vitalne boje za mitohondrije, kod bolesnika sa T2DM govori u
prilog ¢injenici da kod ovih bolesnika ipak dolazi do pove¢anja mitofagije, i Samim tim,
autofagije. Izostanak povecanja kolokalizacije LC3B i LysoTracker-a u T2DM, koji je u
suprotnosti sa pove¢anjem kolokalizacije istog markera autofagije i MitoTracker-a, bio

je jos jedan morfoloski nalaz koji je ukazivao na disfunkciju lizozoma.

Da bismo proverili da li imamo povecanje broja autofagi¢nih struktura kod
bolesnika sa T2DM, kvantifikovali smo i LC3B punkta koja pokazuju broj autofagi¢nih
struktura. JoS jednom smo potvrdili povecanje broja autofagi¢nih struktura kod

novootkrivenih bolesnika sa T2DM, bez obzira na manju kolokalizaciju LC3B sa
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LysoTracker-om, Sto nas je ponovo navelo da posumnjamo da su lizozomi u nasoj grupi

bolesnika manje kiseli nego §to je ocekivano.

Metodama protocne citometrije, takode nismo dobili o¢ekivano povecanje broja
kiselih vezikula u akridin oranZz obojenim ¢elijama kod bolesnika sa T2DM, $to je jos
jedna od metoda detekcije prisustva autolizozoma. Odsustvo o¢ekivanog povecanja broja
kiselih vezikula u dijabetesu bio nam je jo$ jedan od dokaza da je funkcija lizozoma u
limfocitima ispitivanih bolesnika sa T2DM poremecéena. Akridin oranz je kao i
LysoTracker, boja koja se vezuje za kisele vezikule, u njima se nakuplja i protonuje te
tako ostaje zarobljena unutar njih.'?® Za protonovanje boje i njen ostanak u vezikuli
neophodan je nizak pH,'?® §to potvrduje nasu pretpostavku da je promenjen pH u

lizozomima kod T2DM bolesnika.

Za procenu autofagije se pored metoda elektronske i konfokalne mikroskopije
koriste i imunoblot i gRT-PCR metode,?® pa smo i njih primenili u na3oj studiji. Nazalost,
nismo dobili o¢ekivanu razliku u ekspresiji ispitivanih gena i proteina uklju¢enih u proces
autofagije izmedu zdravih ispitanika i novootkrivenih bolesnika sa T2DM i, s obzirom na
takav rezultat, date analize nisu ni primenjene na druge dve grupe le¢enih bolesnika.
Mislimo da razlog za ovakav rezultat lezi u malom broju ispitivanih bolesnika i njihovoj
varijabilnosti. Elektronska mikroskopija, kao metoda vizuelizacije subcelularnih
struktura u svakoj pojedinac¢noj ¢eliji, mnogo je senzitivnija metoda za kvantifikaciju
autofagi¢nih struktura u malom uzorku, buduc¢i da smo njome dobili konstantan rezultat
u svakoj grupi ispitanika i da su se sve tri grupe bolesnika razlikovale u broju autofagi¢nih
struktura u odnosu na zdrave osobe. Bez obzira na izostanak razlike u nivou ekspresije
razli¢itih proteina i gena ukljucenih u proces autofagije izmedu ispitivanih grupa, postoji
pozitivna korelacija u ispitivanim genima sa razli¢itim autofagi¢nim strukturama. Tako
se ekspresija Vps34 povecava sa povecanjem broja 1 volumena fagofora i autofagozoma,
ekspresija ATG4b se povecava sa povecanjem broja autofagi¢nih struktura, autolizozoma
I mitofaga, dok se ekspresija ATG7, ATG13, BCL2, ULK1, FOXO1, AMBRA, FIP200,
UVARAG, GABARAP, ATG14 i FOXO3 povecava sa volumenom lipofaga. Ekspresija
ATG14 i FIP200 se povecava i sa povecanjem broja lipofaga.

Da bismo ispitali efekat terapije T2DM na proces autofagije, pored novootkrivenih

bolesnika sa T2DM, ispitivali smo i limfocite periferne krvi bolesnika koji su na
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dugogodisnjoj terapiji metforminom, kao pocetnom terapijom izbora za lecenje T2DM,
te insulinom, koji se daje kada se drugim lekovima ne postizu zadovoljavajuéi nivoi
glikemije.> Primecena je razlika u broju autofagiénih struktura izmedu razli¢itih
ispitivanih grupa bolesnika i premda ta razlika nije bila statisticki znacajna, bila je
o¢ekivana. Naime, zna se da metformin indukuje autofagiju aktivacijom AMPK i
inhibicijom mTOR-a,*?" a da je insulin inhibira putem aktivacije mTOR-a°, $to se vidi i
u naSem nalazu broja autofagi¢nih struktura gde grupa bolesnika sa T2DM lecena
metforminom ima prose¢no najve¢i broj autofagi¢nih struktura, dok grupa tretirana

insulinom ima najmaniji.

Posto na slikama sa elektronskog mikroskopa vidimo jedan veoma tanki 2D presek
¢elije koja ima tri dimenzije i na kojima brojanje pojedina¢nih struktura nekada nije u
korelaciji sa veli¢inom ovih struktura®, da bismo proverili da li je veéi broj autofagi¢nih
struktura kod bolesnika sa T2DM, uradili smo i volumetrijsku analizu autofagi¢nih
struktura, na osnovu koje mozemo da procenimo i zapreminski udeo ispitivane organele
u odnosu na volumen citoplazme éelije.*® Volumetrijska analiza nam je potvrdila rezultat
koji smo dobili kvantifikacijom - poveéanje volumena postoji u svim grupama bolesnika
sa T2DM, ali je znacajno samo kod bolesnika le¢enih metforminom, kod kojih su

autolizozomi bili najveceg volumena.

Novija istrazivanja ukazuju na mogucu ulogu hiperglikemije u poremecaju procesa
autofagije,?® kao i na uticaj slobodnih masnih kiselina na proces autofagije,*?® te smo
korelirali nivoe glukoze, holesterola 1 triglicerida sa razli¢itim parametrima
morfometrijske analize procesa autofagije. Pozitivna korelacija nivoa glukoze i vrednosti
HbA:. sa brojem mitofaga i LC3 punkta, dovodi nas do pretpostavke da hiperglikemija
ima direktan uticaj na autofagiju u limfocitima periferne krvi. Korelacija nivoa ukupnog
holesterola i LDL-a u krvi sa povr$inom autofagi¢nih struktura ukazuje da i promene u
metabolizmu masti takode uti€u na proces autofagije, ili da su kod osoba koje imaju
poremecaj lipidnog statusa autofagi¢ne strukture brojnije i vece. Nivo triglicerida u Krvi
je negativno korelirao sa parametrima homogenosti teksturalne analize citoplazme

ukazujuéi da nivo triglicerida takode uti¢e na veliinu autolizozoma.

Imaju¢i u vidu da su fraktalna i teksturalna analiza nukleusa pokazale razlike

izmedu ispitivanih grupa bolesnika sa T2DM, primenili smo ovaj metod analize i na
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citoplazmu limfocita. Fraktalna analiza se ovde pokazala superiornijom u odnosu na
teksturalnu analizu i pokazala je razliku izmedu bolesnika sa T2DM koji su leceni
metforminom i ostalih ispitivanih grupa. Ta razlika se ogledala u smanjenju
kompleksnosti citoplazme i povecanju strukturnih praznina u citoplazmi, Sto odgovara

nalazu vec¢eg volumena autofagi¢nih struktura kod bolesnika na terapiji metforminom.

Da bismo proverili da li promene u obliku nukleusa uticu na proces autofagije,
korelirali smo parametre morfometrijske analize autofagi¢nih struktura sa parametrima
oblika nukleusa. Negativna korelacija parametara oblika nukleusa i procenta
heterohromatina sa autofagi¢nim strukturama, ukazuje nam da u ¢elijama u kojima
nukleusi morfoloski izgledaju aktivni, postoji poveéanje broja autofagi¢nih struktura
ukazuju¢i na povecanu gensku aktivnost u tim ¢elijama. Na ovakav zaklju¢ak navodi 1
negativna korelacija fraktalne dimenzije nukleusa sa brojem autofagi¢nih struktura i
pozitivna korelacija lakunarnosti nukleusa sa brojem autofagi¢nih struktura. lzostanak
korelacije teksturalne analize citoplazme sa brojem 1 veli¢inom autofagi¢nih struktura,
ukazuje na Cinjenicu da metode fraktalne analize nisu pogodne za analizu citoplazme

¢elije u cilju detekcije autofagi¢nih struktura najverovatnije, zbog prisustva drugih

.......

Elektronsko mikroskopska analiza ¢elija u razli¢itim bolestima retko se primenjuje
u savremenim istrazivanjima. Savremene metode detekcije razli¢itih celijskih procesa,
uklju¢ujuéi i autofagiju, kao Sto su imunoblot i gRT-PCR, u mnogim studijama postale
su jedini, iako indirektni na¢ini detekcije ovih procesa. Rezultati nase studije ukazuju na
Cinjenicu da su morfoloSke metode detekcije autofagije, posebno elektronska
mikroskopija i dalje znacajne metode detekcije autofagije, koje u nekim slucajevima

mogu biti senzitivnije od molekularno bioloskih metoda.
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6. ZAKLJUCCI

U skladu sa postavljenim ciljevima ove doktorske teze, a na osnovu dobijenih

rezultata mogu se izvesti sledec¢i zakljucci:

Veci broj autofaginih struktura u limfocitima periferne krvi bolesnika sa
T2DM detektovan mikroskopskim metodama posledica je disfunkcije
lizozoma u ovim celijama. Elektronska mikroskopija se pokazala na nasoj
grupi bolesnika kao senzitivnija metoda detekcije autofagije od molekularnih
metoda.

Nukleusi limfocita bolesnika sa T2DM se razlikuju od nukleusa limfocita
zdravih osoba po tome §to su nepravilnog oblika i imaju vecu koli¢inu
euhromatina. Nivo glikemije bolesnika sa T2DM uti¢e na izgled nukleusa u
limfocitima bolesnika sa T2DM.

Fraktalna analiza je pogodna metoda za ultrastrukturnu analizu nukleusa, ali
ne i za ultrastrukturnu analizu citoplazme.

Morfoloski izgled nukleusa limfocita T2DM bolesnika u vezi je sa prisustvom

autofagi¢nih struktura u ovim ¢elijama.
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