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Genska ekspresija enzima antioksidativne zastite tkivima pacova i humanoj
krvi: uticaj spoljnih faktora i korelacija sa biohe mijskim markerima oksidativnog

stresa

Sazetak

Genska ekspresija je proces koji obuhvata transiuipgena, obradu transkripta i
njegovu translaciju u protein. Kvantifikacijom gé&esekspresije moze se videti da li
dolazi do ushodne ili nishodne regulacije spénifi gena i posledica takve regulacije.
Znxajnu ulogu u zastiti od oksidativhog stresa (pre&ome kolEine stvorenih
slobodnih radikala) u intra- i ekstelijskom prostoru imaju enzimi antioksidativne
zastite, superoksid-dismutaza (SOD) i paraokson@&2®N). Interakcije gena
antioksidativne zastite i figke aktivnosti, gena i tipa dijete, gena i terapije
hipolipemicima mogu da modifikuju ekspresiju tihnge fizicka aktivnost slobodnim
radikalima, aterogena dijeta i terapija atorvastat svojim komponentama, direktno ili
indirektno interagujéi sa transkripcionim faktorima.

Cilj istrazivanja je bio da se ispita uticaj fike aktivhosti na gensku ekspresiju
izoenzima SOD (Cu/Zn SOD i Mn SOD) u limfocitimaostista i uticaj aterogene dijete
| terapije atorvastatinom na gensku ekspresijurizomea PON (PON1, PON2, PON3) u
jetri, belom masnom tkivu i aorti eksperimentaliitiotinja. Pored toga, cilj je bio i da
se uporede metode za izolaciju RNK iz krvi i ispifjghov uticaj na vrednosti genske
ekspresije izoenzima SOD.

Istrazivanje je obuhvatilo odrasle osobe (kontaynupa), grupu fudbalera pre i nakon
12 nedelja intenzivnog treniranja i eksperimentahinetinje koje su podeljene u 3
grupe (1. grupa na normalnoj dijeti — ND grupagipa na aterogenoj dijeti - AD i 3.
grupa na aterogenoj dijeti i terapiji atorvastatme ADA grupa). RNK je izolovana
TRIzol™ metodom (TRI) iz mononuklearniéelija periferne krvi (TRh¢cpk) | na
aparatu ABI Prism™ 6100 Nucleic Acid PrepStationB(A iz krvi (ABlkry) i
mononuklearnihéelija periferne krvi (ABlicpk). Takaie, RNK je izolovana ponio
TRIzol™ metode iz ispitivanih organa pacova. Za rkifikaciju relativne genske
ekspresije korigena je Real time PCR metoda.

Fudbaleri su nakon 12 nedelja treniranja bili uid&ksvnom stresu. Vrednosti genske
ekspresije Cu/Zn SOD se nisu statisti znatajno promenile (p=0,106), dok su
vrednosti Mn SOD bile zkajno vee (p=0,031) nakon treniranja. Vrednosti genske



ekspresije Cu/Zn SOD su bile parametar koji neravigice na ukupnu aktivnost SOD
u plazmi (p=0,025), a koncentracija tiobarbiturakiselina-reagujéih supstanci je
imala ulogu prediktivhog faktora (p=0,017) za vresin genske ekspresije Mn SOD.
Nivoi genske ekspresije PON1 su bili manji u ADAodnosu na AD grupu pacova
(p=0,028). ND grupa pacova je imala ¢amo manje nivoe ekspresije PON2 od AD
grupe (p=0,045). Nivoi ekspresije PON1 su bili wsjetri nego u aorti u ND, AD i
ADA grupama (p=0,004, p=0,014 i p=0,004, respekijviNivoi ekspresije PON2 i
PON3 su bili zn&ajno visi od PON1 u aorti pacova svih grupa. PO&lBrjala stabilnu
ekspresiju u organima na koju nije uticao tip tr@t@. Sve metode izolacije su dale
zadovoljavajdi prinos RNK.Cistosa rastvora RNK (odsustvo organskih i neorganskih
kontaminanata) je bila zadovoljavégu samo kod TRi¢cpk metode. RNK izolovana
TRIucpk | ABlwepk metodama je bila intaktna, dok se u uzorcima @obi ABlkry
metodom pokazala jasna degradacija RNK. Analizonjarse je pokazano da su se
vrednosti genske ekspresije Cu/Zn SOD i Mn SOD éntestiranih metoda statisti
zn&ajno razlikovale. Interindividualni koeficijenti wgacija govore u prilog izrazito
vecoj varijaciji u vrednostima genske ekspresije izoera SOD dobijenim u ARky
uzorcima.

Intenzivno treniranje je dovelo samo do ushodnelesije gena za Mn SOD. Udena

je interakcija markera oksidativnog stresa i argid&tivne zastite iz plazme i vrednosti
genske ekspresije Cu/Zn SOD i Mn SOD iz limfockd je indukovala ekspresiju
PON2 gena, a ADA smanjila ekspresiju PON1 gena sanjetri hiperlipideménih
pacova. Metoda izolacije RNK i tip bioloSkog maja pokazali su zriajan uticaj na

vrednosti genske ekspresije Cu/Zn SOD i Mn SOD.

Klju¢ne rei: genska ekspresija, superoksid-dismutaza, paoaaizs, oksidativni stres,

metoda izolacije RNK
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Gene expression analyses of antioxidative enzymas fats’ tissues and human
blood: the influence of external factors and correltion with biochemical markers

of oxidative stress

Abstract

Gene expression is a process that includes tratiserj transcript processing and its
translation into protein. Gene expression quartificn can be used to see weather
specific genes are up or down regulated and coesegs of such regulation. Enzymes
of antioxidative defense system, superoxide disseu{&OD) and paraoxonase (PON)
have important roles in protection against oxidatistress (excessive amount of
generated free radicals) in intra- and extracallglgace. Interaction of antioxidative
defense genes and physical activity, genes anddfypiet, genes and hipolipemic drugs
can modify the expression patterns of these geplegsical activity by free radicals
formation, atherogenic diet and atorvastatin thegragih its components, directly or
indirectly interacting with transcription factors.

The aim of this study was to investigate the inflcee of physical activity on SOD
isoenzymes’ (Cu/Zn SOD and Mn SOD) gene expressiasportsmen’ lymphocytes
and the influence of atherogenic diet and atortiastéherapy on paraoxonase
isoenzymes’ (PON1, PON2 and PONS3) gene expresaidindr, white adipose tissue
and aorta of experimental animals. In addition, emmpared methods for RNA
isolation from blood and examined their influencea &OD isoenzymes’ gene
expression.

The study included control group, soccer playefereeand after 12 weeks of intensive
trainings and rats who were divided into 3 groupsgfoup on normal diet - ND group,
2. group on atherogenic diet - AD group and 3. graum atherogenic diet with
atorvastatin therapy- ADA group). RNA was isolatsihg Trizol™ method (TRI) from
peripheral blood mononuclear cells (FRlc) and using ABI Prism ™ 6100 Nucleic
Acid PrepStation (ABI) from blood (TRloop) and from peripheral blood mononuclear
cells (ABlrgmc). RNA was also isolated from rats’ organs usingd frethod. Real time
PCR was used for relative gene expression quaatiiic.

Soccer players were in oxidative stress after 12kaeof intensive trainings. Cu/Zn
SOD gene expression levels did not change significafter training (p=0.106), while
those of Mn SOD were significantly higher (p=0.03ffer than before training. Cu/Zn



SOD expression levels were independent paramedéiirtluenced total SOD activity
in plasma (p=0.025). Concentration of thiobarbduacid reactive substances was
predictive parameter for Mn SOD gene expressiones(p=0.017). PON1 expression
levels were lower in ADA compared to AD group (p3ZB). ND group had
significantly lower PON2 gene espression levelsitA® group (p=0.045). PON1 gene
expression levels were higher in liver than in aart ND, AD and ADA groups
(p=0.004, p=0.014 and p=0.004, respectively). P@N@ PON3 expression levels were
significantly higher than PONL1 in aorta than in tiver of all groups. PON3 had stable
expression in all organs which was not affectedtype of treatment. All isolation
methods gave sufficient RNA vyield. Purity of RNAlgiions was satisfactory only in
TRIpsmc Samples (no organic solvents and inorganic s&iNA isolated with TRigmc
and ABbkgyc methods was intact, whereas ABJop samples showed clear RNA
degradation. Analysis of variance showed that Cu&@D and Mn SOD gene
expression values were statistically different lestw tested methods. Higher variations
in SOD izoenzymes’ gene expression values wererrdeted in ABkLoop Samples
than in other samples.

The intensive trainings had led only to Mn SOD gapeegulation. The interactions of
oxidative stress and antioxidant status markens fppasma and lymphocites’ Cu/Zn
SOD and Mn SOD gene expression levels were detedniAD induced upregulation
of PON2 gene and ADA induced down regulation of ROdéne only in liver of
hyperlipidemic rats. RNA isolation methods and tyyge of biological material showed
significant effects on Cu/Zn SOD and Mn SOD gengression values.

Key words: gene expression, superoxide dismutasapgonase, oxidative stress, RNA

isolation method

Scientific field: Pharmacy

Special topic:Medical biochemistry
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LISTA SKRA CENICA KORIS CENIH U TEKSTU

0, - singlet kiseonik

5-HETE - 5-hidroksi-(6,8,11,14)-eikozatetraensksekna

8-OH-dG - 8-hidroksi-2'deoksigvanozin

ABI - ABI Prism 6100 Nucleic Acid PrepStation™ zalaciju RNK
ABlkrv - ABI Prism 6100 Nucleic Acid PrepStation™ za &mu RNK iz krvi
ABluepk - ABI Prism 6100 Nucleic Acid PrepStation™ metadaizolaciju RNK iz
mononuklearnilgéelija periferne krvi

ADP- adenozin-difosfat

AD - aterogena dijeta

ADA — aterogena dijeta i terapija atorvastatinom

ALS - amiotrofna lateralna skleroza

ALT — alanin-aminotransferaza

AMP - adenozin-monofosfat

ANOVA — analiza varijanse

AOPP -engl advanced oxidation protein products (produktiapredovale oksidacije
proteina)

AP1 —engl activator protein 1

AsK — askorbinska kiselina

AST — aspartat-aminotransferaza

ATF-1-engl cyclic AMP-dependent transcription factor

ATP- adenozin-trifosfat

B — nestandardizovani koeficijent korelacije

B2M - -2-mikroglobulin

C/EBP —engl CCAAT-enhancer-binding protein

cDNK —engl.complementary DNA (komplementarna DNK)

Cl — interval pouzdanosti

CREB-1 —engl.cAMP responsive element binding protein 1
CRP - C-reaktivni protein

Ct —engl treshold cycle — ciklus praga

DAsK - dehidroaskorbinska kiselina

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

dNTP — dezoksinukleozid-trifosfat



DTNB - 2,2'-dinitro-5,5'- ditio-benzenova kiselina
E — efikasnost amplifikacije PCR reakcije
EDTA - etilendiaminotetrasietna kiselina
Egr-1 —engl early growth response protein 1
ERK —engl extracellular signal-regulated kinases
GADPH - gliceraldehid-3-fosfatdehidrogenaza
gDNK - genomska DNK

GPx — glutation-peroksidaza

GR - glutation-reduktaza

GSH - redukovani glutation

GSSG - oksidovani glutation

H.O, — vodonik peroksid

HDL - lipoproteinskaestica visoke gustine
HDL-H — HDL-holesterol

HMBS —engl. hydroxymethylbilane synthase
HMG-KoA — hidroksimetilglutaril-koenzim A
HNF4o — engl hepatocyte nuclear factoa 4
HPRT1 —engl.Hypoxanthine Phosphoribosyltransferasel
IFN — interferon

IL — interleukin

IRNK- informaciona RNK

ITM — indeks telesne mase

JNK3-engl.c-jun N-terminal protein kinases
KoA — koenzim A

KV - koeficijent varijacije

L — alkil-radikal

LDL — lipoproteinskaiestica niske gustine
LDL-H — LDL-holesterol

LH — redukovani lipid

LOO - alkilperoksil-radikal

LOOH - lipidni hidroperoksid

LXR —engl.liver X receptor

MAPK- engl.mitogen-activated protein kinase

MCPK- mononuklearnéelije periferne krvi



MDA - malondialdehid

MDAsK - monodehidroaskorbinska kiselina

Me - medijana

NADH — redukovani nikotinamid-adenin-dinukleotid
NADPH- redukovani nikotinamid-adenin-dinukleotidsfat
NBT - nitroblutetrazolijum

NF-1-engl.nuclear factor 1

NF-kB —engl nuclear factor kappa-light-chain-enhancer ofvatéd B cells
ND — normalna dijeta

O, — molekularni kiseonik

O, - superoksid-anjon-radikal

OH — hidroksil-radikal

PAX- engl.PAXgene™ Blood RNA Kit

PBS — fosfatni pufer

PCR —engl.polymerase chain reaction - reakcijadame polimeraze
PDGF —engl. platelet-derived growth factor

PI3K- fosfatidilinozitol-3-kinaza

PON - paraoksonaza

PPAR —engl. peroxisome proliferator-activated receptor
PPIA —engl. peptidyl prolyl isomerase A

QIAamp —engl.QlAamp™ RNA Blood Mini Kit

RNK - ribonukleinska kiselina

ROS —engl reactive oxigen species - reaktivna kiseonik@danjenja
RQ —engl.relative quantification - relativha genska ekspaes
rRNK — ribozomalna RNK

RT- reverzna transkripcija

SE —engl.standard error — standardna greska

SH grupe — sulfhidrilne grupe

SOD - superoksid-dismutaza

Spl —engl. specificity protein 1

SREBP -engl sterol regulatory element-binding protein
TBK - tiobarbiturna kiselina

TBKRS - tiobarbituratna kiselina-reagagisupstance

TBP— engl TATA box binding protein



TG — trigliceridi

TNF- engl tumor necrozis factor

TRI - TRIzol™ metoda za izolaciju RNK

TRIuepk - TRIZoI™ metoda za izolaciju RNK iz mononukledriaelija periferne krvi
TRIS - 2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiol

TAE - TRIS-acetat-EDTA

UH — ukupni holesterol

uPA —engl.urokinase-type plasminogen activator

VLDL - lipoproteinskatestica veoma niske gustine

WT-1 —engl.Wilms tumor protein-1

X — slobodni radikal

Ywhas - engl tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxysgnactivation
protein, zeta polypeptide

a-tok - a-tokoferol

a-tok - a-tokoferil-radikal



I. UVOD
l.1. INTERAKCIJA GENA | SPOLJASNJIH FAKTORA

Gen je osnhovna funkcionalna jedinica ndslanja, koju ¢ini ureiena sekvenca
nukleotida locirana na hromozomu i koja nosi infaoju za sintezu speaifih
produkata. Transkripcijom se informacija sadrZzanaganima prevodi u molekul
informacione ribonukleinske kiseline (iRNK), kojae stranslacijom prevodi u
polipeptidni lanac. Geni od#eju genotip organizma, a odgovori gena na spokasnj
faktore koji ukljiuju hormonske, metabdke i neuroloSke promene u tkivima i
organima manifestuju se kao fenotip, tj. merljivgodor gena na transkripciju i
translaciju (1). Dok geni daju samo nacrt réih fenotipskih karakteristika, faktori
Zivotne sredine i n@na zivota mogu da modifikuju spedifie strukturne i funkcionalne
karakteristike organizma. Indukcija ili inhibicigkspresije odi@enih gena regulisana je
nizom ¢inioca koji ukljwuju transkripcione faktore, hormone, &ko-hemijsko stanje
¢elije, metilaciju histona kojom se menja stanjerhatina i omogtava pristup genima i
drugim faktorima (2,3). Nivo ekspresije gena dajelw to da li dolazi do ushodne ili
nishodne regulacije spedifiih gena, koji od njih mogu biti odgovorni za nastia
odreienih bolesti, ili imaju ulogu u speaifiim procesima kao Sto su starenje,ckai

aktivnost i oksidativni stres (4).

P
Nacin zivota ﬂ Faktor1 zivotne sredine

(1shrana, fizicka aktivnost, FenOtlp (zagadenje, radijacija, hiperoksija,
pusenje, stres) ﬂ hipoksija)

~. -~

Slika 1. Interakcija gena i spoljasnjih faktorgPreuzeto iz Alessio HM, Hagerman AE (eds.)

Oxidative stress, exercise and agi@g06.)



1.2. ENZIMI ANTIOKSIDATIVNE ZASTITE
[.2.1. Superoksid-dismutaza

Superoksid-dismutaza (SOD), E.C. 1.15.1.1, otkaved strane McCord-a i Fridovich-
a 1969. godine (5), ima z¢ginu ulogu u odbrambenim mehanizmid®ija izloZenim
prisustvu velike koliine kiseonika. SOD Kkatalizuje konverziju superokaigon
radikala (Q7) do molekularnog kiseonika @D i vodonik peroksida (bD,),
obezbduju¢i njegovu potpunu eliminaciju brzinom 10.000 putetoam od one bez
prisustva enzima.

Do sada su kod sisara identifikovani réitliizoenzimi SOD, strukture gena koji ih
kodiraju i strukture proteina. Svi poznati izoenzi®OD zahtevaju redoks-aktivhe
tranzicione metale u aktivnhom centru koji su neaphaa njihovu katalitiku aktivnost.
Mehanizam za metaloenzim-zavisnu dismutaciju €& odvija u dva koraka. Prvobitno,
oksidovana forma metala (Fe CU* i Mn®*") vezuje Q@ u reakciji gde preuzima
elektron i oslobda O. U drugoj fazi, redukovani metaloenzim tEeCu" i Mn%)

vezuje drugi @°, proton, oslobda HO, i vraca se u oksidovano stanje.

| faza' M)ksidovano stanj_%OD + Q.— — Mredukovano StanlSOD + Q
1 faza' Medukovano stanleSOD + Q.— + 2H+: Moksidovano stanj_eSOD + |'b02
sumarna reakcija: 20+ 2H = O, + H,0;

Tri glavna izoenzima SOD, Cu/Zn SOD, Mn SOD i eks#dularna SOD (EC SOD), su
identifikovana kod sisara sa raziom tkivnom distribucijom (6,7).

[.2.1.1. Cu/Zn SOD

Cu/Zn SOD ili SOD1 nalazi se u citoplazmi, lizozomai, peroksizomima, jedrtelija i
intermembranskom prostoru mitohondrija sisara (B-K@d sisara, jetra i bubrezi ima
najvetu koli¢inu i aktivnost Cu/Zn SOD, kao i motorni neuroniurtdana Cu/Zn SOD
je homodimer (molekulske mase 32 kDa), koji saggdan jon C&' i jedan jon ZA*
vezanim za svaku subjedinicu (molekulske mase 16)kB koja se sastoji od 153
aminokiseline. Uloga jona Glje od velike vaZznosti za funkciju enzima i njegova
zamena sa drugim metalom, ili njegov gubitak izt@reske strukture dovodi do
inaktivacije enzima (5)Jon Zrf* doprinosi stabilizaciji enzimaCu/Zn SOD je osetljiv

na inhibiciju cijanidom i proizvodom reakcije 8, (6).



[.2.1.1.1. Polimorfizmi i regulacija ekspresije Qu/SOD gena

Gen za Cu/Zn SOD se nalazi na 21. hromozomu katil (jil). Humani hromozom 21
se intenzivno pratavao zbog njegove povezanosti sa Down-ovim sindromnio
trizomijom 21. lako pacijenti sa Down-ovim sindromgokazuju 50% povanje u
aktivnosti Cu/Zn SOD zbog viSih nivoa Cu/Zn SOD tpioa, uloga ovog enzima u
patogenezi ove bolesti nije, joS uvek, u potpun@sgna. VisSe od 90 polimorfizama
Cu/Zn SOD gena su povezani sa amiotrofnom latemals&lerozom (ALS) ili Lou
Gehrig-ovom bole&i. Ovaj fatalni porem@&j uzrokuje degradaciju motornog neurona u
kortikospinalnom traktu, mozdanom stablu i poveparsa oksidativhim osStenjima
(12).

Cu/Zn SOD je Siroko distribuirana u raziim celijama (9). Njena ekspresija je stabilna
i nije lako inducibilna kao kod drugih izoenzima BCSmatra se referentnim genom i
neretko se koristi kao interna kontrola za eksprasaktivnost Mn SOD (13). Uprkos
saznanju da je Cu/Zn SOD konstitutivno eksprimiram&oi njene iRNK mogu biti
regulisani raztitim fizioloSkim faktorima. Stimulusi koji dovodeodushodne regulacije
Cu/Zn SOD ekspresije su: toplotni Sok, UVB- i Xa&nje, teSki metali, ozon, azot-
oksid, arahidonska kiselina, ragte hemikalije B-naftoflavon, t-butiril-hidrohinon,
jodacetamid, fenobarbiton) (8). Analiza proksim@rmyomotorskog regiona je utvrdila
postojanje Splengl. specificity protein 1), Egr-lefigl early growth response protein
1), WT-1 engl Wilms tumor protein 1) i C/EBPefigl CCAAT-enhancer-binding
protein) vezujdih mesta koja su veoma vazna za visoku ekspresifdrCSOD (13).
NF-xB (engl nuclear factor kappa-light-chain-enhancer ofvatéd B cells) se aktivira
preko fosfatidilinozitol-3-kinaza (PI3K) signalnquuta i, takde, dovodi do ushodne
regulacije Cu/Zn SOD gena (13Ylalo se zna o faktorima koji inhibiraju ekspresiju
Cu/Zn SOD. Prekomerna produkcija TMF-{engl tumor necrosis factor) u
inflamatornim stanjima je povezana sa p@rem oksidativnim stresom (potenom
kolicinom O, i njegovih reaktivnih metabolita), koji dovodi dushodne regulacije
Cu/Zn SOD gena preko JNkKerfgl. c-jun N-terminal protein kinases) i AP-&ngl
activator protein 1) apoptékih signalnih puteva. Nishodna regulacija Cu/Zn SOD
gena je pokazana u alveolarnim epiteldehjama tipa Il i plénim fibroblastima nakon
izlaganja hipoksiji. Antitumorski lek, mitomicin @Gakaie, inhibira transkripciju gena u

humanim HepGZ2elijama hepatoma (13).



Podaci o ekspresiji gena Cu/Zn SOD kod ljudi tokoaevoja i starenja su
kontradiktorni. Neki autori su pokazali da nema g@@wnja aktivhosti Cu/Zn SOD u
plu¢ima tokom kasne fetalne faze, dok su drugi dokumeiit pove&anje i nivoa iRNK

i aktivnosti tokom rasta (8).

[.2.1.2. Mn SOD

Mn SOD ili SOD2 je homotetramer sa znatnéora molekulskom masom (88kDa) u
odnosu na Cu/Zn SOD. Svaka subjedinica molekulskgenod 22 kDa sadrzi jon Nin
u aktivnom centru (14). Nalazi se u mitohondrijainmatriksu gde obezbigje vitalnu
zastitu od reaktivnih jedinjenja kiseonika (ROShgl reactive oxigen species), koji
nastaju u hiperoksiji. Nije osetljiv na inhibicigijanidom i HO,. Kod ljudi, aktivhost

Mn SOD u renalnom korteksu jedaenego u drugim tkivima.

[.2.1.2.1. Polimorfizmi i regulacija ekspresije MdOD gena

Gen za Mn SOD je lociran na humanom hromozomu §. (Dpisano je nekoliko
mutacija Mn SOD gena kod ljudi. Supstitucija alaniralinom na poziciji 9 dovodi do
prevremenog starenja i povezana je sa favien rizikom za retku bolest motornih
neurona posebno kod zena (16), sa nefamilijarnoopadskom kardiomiopatijom (17),
ali nema efekta na pojavu Parkinsonove bolesAll$ kao mutacije u genu za Cu/Zn
SOD (12). Mn SOD deficijencija rezultira u p@amju koncentracije mitohondrijalnog
O>" koji inhibira komplekse | i 1l respiratornog lan¢B8). Pokazano je da ima ziagu
ulogu ucelijskoj diferencijaciji, tumorogenezi (19) i datBplu¢a od efekata izazvanih
hiperoksijom (17).

Indukcija Mn SOD gena kao odgovor na oksidativmestje vé davno dokazana.
Jonizujue zra&enje, 12-O-tetradekanoilforbol 13-acetat, citoklnil (engl interleukin
1), IL-4, IL-6, TNF-a, lipopolisaharid i IFN+y (engl interferony) su potentni aktivatori
ekspresije gena u raglim tkivima i tipovima c¢elija (8,13). Mesta regulacije
transkripcije na promotorskom regionu koja su pditajem citokina (duzine 236
baznih parova) sadrze vezégumesta za transkripcione faktore NB;C/EBP i NF-1
(engl. nuclear factor 1). NikB je identifikovan kao presudan transkripcioni fakkoji
reguliSe indukciju Mn SOD. Protein-kinaza C-stinduti agensi indukuju ekspresiju
gena za Mn SOD preko aktivacije CREB€dngl cAMP responsive element binding
protein 1) i ATF-1 éngl cyclic AMP-dependent transcription factor), agneko NF«xB



I AP-1. Interesantno je da citostatici kao Sto swbhastin, taksol i vinkristin, takie,
indukuju ekspresiju Mn SOD gena aktivacijom protkimaze C. Joni magnezijuma,
koji su u visokoj koncentraciji tok&ni zaceliju, indukuju ekspresiju Mn SOD gena u
kanceru dojke. PDGFe(gl platelet-derived growth factor), take, indukuje ekspresiju
ovog gena u NIH3TZelijama koja je povezana sa aktivacijom Egr-1 tkaipsionog
faktora (8,13).

Ekspresija Mn SOD je siha ekspresiji Cu/Zn SOD i spec¢ifia je za raztite vrste.
Kod ljudi Cu/Zn SOD i Mn SOD imaju slan profil genske ekspresije koja se paxa
sa odrastanjem u piuma i jetri, ali aktivnosti izoenzima nisu uvek wrklaciji sa
nivoima iRNK (8).

1.2.1.3. Ekstracelularna SOD

Ekstracelularna SOD (EC SOD ili SOD3) je hidrofobglikoprotein tetramerne
strukture identinih subjedinica molekulske mase od po 30kDa kauineevrsta (7,20).
Nakon uklanjanja signalnog peptida, protein EC S€&@Dsastoji od 3 domena: amino-
terminalnog na kome se vrsi glikozilacija, aktivnogsta koje sadrzi dvovalentne jone
CU" i Zn** i pokazuje homologiju sa Cu/Zn SOD i kratkog karkielerminalnog
domena (21). EC SOD poseduje veliki afinitet zaiweszje za heparin i druge heparin-
sulfate zahvaljujéi pozitivho naelektrisanom heparin-vezégm mestu koje se nalazi u
okviru C-terminalnog domena (22). Polikatjonski riat-vezuji domen EC SOD
omogiava njegovo direktno vezivanje za povrSilija i/ili matriks vezivnog tkiva.
lako je, prvenstveno, prodana u serumu (20), samo mala &ola EC SOD je prisutna
u krvi i vaskularnom endotelu, tako da je najvigeima prisutno u ekstravaskularnoj
frakciji (90-99%) (22). EC SOD je detektovana ufijnascitesu i cerebrospinalnoj
tecnosti (20).

EC SOD ima ulogu da uklanja,Oi stiti tkiva od ekstréelijskog oksidativnog stresa
samo kada je vezana za proteoglikane (28kade, spréava i inflamaciju kao odgovor
na bolesti plaa. Inflamatornecelije oslobdaju proteaze koje pripadaju proprotein-
konvertuji€oj porodici (furin) i oslobdaju EC SOD sa membrang&me izlazu
ekstraelijski matriks oksidativhom dejstvu ROS i péagaju koncentraciju EC SOD
(23).



1.2.1.3.1. Polimorfizmi i regulacija ekspresije BOD gena

EC SOD gen se nalazi na humanom hromozomu 4 (2i)ddhas je otkrivena samo
jedna mutacija u centralnom delu karboksi-termiaglndomena sa pozitivho
naelektrisanim ostacima aminokiselina, koji de®nisheparin-vezujti domen.
Supstitucija arginina glicinom na polozaju 213 kuje 8 do 15 puta povanje u
koncentraciji EC SOD u plazmi (24)povetava rizik za pojavu kardiovaskularnih
bolesti (25). Njena ekspresija je ogrgma na specifne celije i tkiva, gde njena
aktivnost prevazilazi aktivnosti druga dva izoenaif21). Regulacija ekspresije EC
SOD se, pored spedifiih transkripcionih faktora, vrSi i sa NéB, Spl1/Sp3 i C/EBP
(22).

|.2.2. Paraoksonaza

Clanovi multigenske porodice paraoksonaze (PON)urzagajnu ulogu u odrZzavanju
niskog oksidativnog stanja u krvicelijama i zastiti od razvoja ateroskleroze (26-28).
Pored antiinflamatornih i antiaterogenih osobineetgostavlja se da imaju zZfgne
uloge u normalnim funkcijaméelija (29). PON1, PON2 i PONS3 se nalaze kao klaster
susednih gena na dugom kraku humanog hromozom#&ukti8no su veoma sini,
pokazuju 70% s#nosti u sekvenci nukleotida 1 60% dslosti u redosledu
aminokiselina. PON2 je prvi otkrivenilan ove genske porodice, nakon koga su
otkriveni PON1 i PON3 (30,31).

[.2.2.1. Paraoksonaza 1 (PON1)

PONL1 je protein koji se sastoji od 354 aminokisela molekulskom masom od 43 do
47 kDa. SintetiSe se u jetri gde pokazuje i nayvekspresiju, a zatim se sekretuje u
cirkulaciju gde je v&m delom vezana za lipoproteinskestice visoke gustineeigl
high-density lipoproteins - HDL). Normalna serumsidivnost PON1 poie, upravo,
od ove vezane za HDEkesticu. Mala kollina PON1 se nalazi na lipoproteinskim
cesticama veoma niske gustinengl very low-density lipoprotein - VLDL) i
postprandijalnim hilomikronima (26,31), dok nijedema na lipoproteinskimiesticama
niske gustined€ngl low-density lipoproteins - LDL) (32).

S obzirom da PON1 poseduje organofosfataznu, sibenu i laktonaznu aktivnost,
hidrolizuje veliki broj razlitih supstrata: oksone (paraokson, hlorpirifos okso

diazokson kao tok&ne metabolite organofosfatnih insekticida), neretr®ve (sarin i



soman), aromatne estre (fenilacetat, tiofenilacetat i 2-naftitate i aromatine i
alifaticne laktone. Takide, PON1 katalizuje i reverznu reakciju, tj. laktofa y- i o-
hidroksi-karbonskih kiselina. PONXestvuje u metabolizmu nekih lekova koji sadrze
laktone i ciklcne karbonate, nd@ kojima su i inhibitori HMG-KoA
(hidroksimetilglutaril-koenzim A) reduktaze - stati (mevastatin, lovastatin |
simvastatin) (30,31,33,34).

Dobro je poznata antiaterogena uloga PON1. Ond#it i LDL cestice od oksidacije

i katalizuje razgradnju bioloSki aktivnih oksidowlanlipida na lipoproteinima i u
arterijskom zidu (27,31,35,36)¢ime usporava nastanak masndelija i razvoj
ateroskleroze. Endogeni supstrati i mehanizam tentigenog dejstva PON1 joS uvek
nisu u potpunosti poznati. Pretpostavlja se dajgaanprirodna aktivnost laktonazna i
fizioloSki supstrati mogu biti neki laktoni koji ate u sastav hrane, metaboliti lekova
(statini, spironolakton i glukokortkoig-laktoni), ili derivati oksidacije masnih kiselina
kao Sto su lakton 5-hidroksi-(6,8,11,14)-eikozatetske kiseline (5-HETE), koji se
nalazi na oksidovanim lipoproteinskigesticama (34). Pored antiaterogene, PON1 ima
antiinflamatornu i antioksidativnu ulogu (30,34pdSobnost da hidrolizuje perokside iz
lipoproteinskih ¢estica (35) i sposobnost da uklanja oksidovaneolpsfe (36) su
zn&ajne u eliminaciji medijatora oksidativnog stre€xim ulogama doprinosi i njena
laktonazna aktivnost poSto postoji mnogo oksiddvametabolita polinezasnih
masnih kiselina koji su strukturno&tli laktonima.

Aktivnost i koncentracija PON1 u serumu pokazujékeeinterindividualne varijacije.
Starost utte na PON1 aktivnost. Serumska aktivnost je vrikanisa radenju, a zatim
raste, i izméu 6 i 15 meseci dostize nivoe odraslih osoba kejodrzavaju relativno
konstantnim tokom celog Zivota. Ipak, progresivntagsjenje aktivnosti je detektovano
kod starih osoba (37,39). Aktivnost PON1 moZe daraal zavisnosti od patoloSkog
stanja. Snizene aktivnosti su detektovane kod @aaip sa dijabetesom tipa | i Il, kod
pacijenata: sa hrofmom bubreznom insuficijencijom koji su na hemodzal sa
reumatoidnim artritisom, hipertireocidizmom, Alchamvom bole&u, hronEnim
hepatitisom i inflamatornim stanjima (37,39).

Razlkiti genetski faktori, polimorfizmi u promotorskomkodirajitem regionu PONL1,
zajedno sa raglitim spoljasnjim faktorima, uéu na aktivnost i koncentraciju PON1 u
cirkulaciji (30,37-40).



1.2.2.1.1. Polimorfizmi i regulacija ekspresije PONena

NajviSe su protavana dva glavna polimorfizma kodirégg regiona PON1 gena iako ih
ima preko 160. Kod polimorfizma ozfenog kao Q192R, zamena kodona CAA sa CGA,
u okviru egzona 6, dovodi do supstitucije amindkigeglutamina argininom na poziciji
192 (41). Kod L55M polimorfizma, zamena kodona T$& ATG, u okviru egzona 3,
dovodi do supstitucije leucina metioninom na pgizis (42).

Q192R polimorfizam ne ute na koncentraciju, ali zdano utte na aktivnost PON1.
Q192 i R192 izoforme imaju raziie afinitete i katalittke aktivhosti prema brojnim
supstratima (37). R192 izoforma hidrolizuje paraoké puta brze, a znatno sporije sarin,
soman i diazokson nego Q192 izoforma (33,37). dakoazlikuju se u brzini hidrolize
nekih laktona i karbonatnih estara (28,37).

L55M polimorfizam ne utie na interakciju enzima sa supstratom, aliceutna
koncentraciju, aktivhost enzima i nivoe iIRNK PONM55M izoforma je povezana sa
niskom aktivno8u, koncentracijom i nivoima iRNK PON1 (42,43). M55M L55L
pokazuju razliitu ulogu u zastiti LDLcestice od oksidacije, ptiemu veéi protektivni
efekat ima M55M izoforma (43,44). Osobe, nosiociddnotipa, imaju vise nivoe iRNK
(43) i veu koncentraciju enzima PON1 nego osobe nosioci Miogpa (37,44).
Promenjen PONL1 status povezan sa L55M polimorfiznpmtite od toga Sto je ovaj
polimorfizam u zn&ajnoj interakciji sa polimorfizmom C(-108)T u protocsskom
regionu PONL1 gena koji @& na ekspresiju i aktivhost PON1 (45).

U promotorskom regionu PON1 gena je identifikovawagmanje 5 polimorfizama koji
se nalaze u okviru 1000 baza uzvodno od kodiegjuegiona. Nalaze se na pozicijama
-909 (G ili A), -832 (A ili G), -162 (A ili G), -18 (C ili G) i -108 (C ili T), pricemu
baza koja prethodi start kodonu nosi broj ,-1". Naije u aktivnosti promotorskog
regiona zn&ajno koreliraju sa razlikama u koncentraciji i &ktbsti PON1 u serumu i
pokazuju jak uticaj na gensku ekspresiju PON1 @4,B).

Smatra se da polimorfizam T(-108)C najviSe dopiinasijaciji u nivoima PON1, dok
ostali A(-162)G, G(-909)C i A(-832)G pokazuju male uopste, ne pokazuju efekte
(83,92). Promotorski region u duzini od oko 200rbazparova koji sadrzi polimorfne
pozicije -108 i -162 je dovoljan za transkripcij®@R1 gena (31)Polimorfna pozicija -
108 se nalazi u centru vezopg mesta za transkripcioni faktor Spl. Prisustvoarl
poziciji -108 prekida sekvencu koju prepoznaje $pézivanje ovog faktora je slabije

nego da je na istoj poziciji vezan C. Nosioci CCng®a imaju povéanu



koncentraciju, aktivnost i nivoe iIRNK PON1 (46,4Pplimorfna pozicija -162 se nalazi

u okviru sekvence za koju se vezuje transkripciakior NF-1. Prisustvo G na poziciji -
162 prekida sekvencu vezagg mesta Sto dovodi do smanjenja ekspresije gena za
PON1 (31,37,45-47).

Polimorfizmi u kodirajéem regionu utiu na katalittku aktivnost, dok u promotorskom
regionu uttu na ekspresiju gena za PONL1. Ispitivanje samarnaofizama PON1 nije
dovoljno da objasni varijaciju u aktivnosti i komteaciji PON1, iz razloga Sto
spoljasnji faktori pokazuju zgajan uticaj na status PON1 (43)ON1 status se
odreiuje interakcijom polimorfizama i faktora koji modaju PON1 aktivhost u

cirkulaciji.

[.2.2.2. Paraoksonaza 2 (PON2)

PONZ2 je intréelijski protein relativne molekulske mase od okokida (30). PON2 gen
je eksprimiran u skoro svim humanim tkivima, save&m ekspresijom u jetri,
plu¢ima, placenti, testisima i srcu. iIRNK PON2 je, tép nalena u zidu arterija:
ukljucuju¢i endotelnezelije, glatke misine ¢elije i makrofage (30), zatim u bubrezima,
I LDL cestice (30). PON2 se nalazialiji vezana zaelijsku membranu (48). Smatra
se da se samo mala kafia PON2 sekretuje vatelije ili da se enzim brzo degradira u
ekstra&elijskom prostoru nakon sekrecije (30,48). PON2hidrolizuje organofosfate
kao Sto je paraokson, ali zato poseduje hidrolaznaktonaznu aktivnost (34).
Prowavanjein vivoi in vitro modela je pokazalo da PON2 sfaea oksidaciju LDL
cestice (49), inhibira hemotaksu monocita indukovaksgidovanom LDL¢esticom,
poveava efluks holesterola, smanjuje ¢elu aterosklerotske regije (48) i poseduje
antiapoptotsku sposobnost (50). PON2 obéajeeznatnu zastitu od oksidativhog stresa
I povetane sinteze triglicerida (TG) u makrofagama, u wisl@ hiperglikemije i
smanjuje razvoj vaskularnih komplikacija u dijalseteelitusu (48,50).

[.2.2.2.1. Polimorfizmi i regulacija ekspresije PONena

Dva uobéajena polimorfizma PON2 gena vode supstituciji arkiselina u primarnoj
strukturi proteina. Alanin ili glicin mogu da sedwana poziciji 148 (A148G), dok serin
ili cistein mogu biti na poziciji 311 (S311C). Al@8polimorfizam je povezan sa

varijaciiama u koncentraciji ukupnog holesterolaH{UU LDL-holesterola (LDL-H),



glukoze u plazmi naste i sa tezinom ndergu. S311C polimorfizam je povezan sa
koronarnom sfanom bole&u, akutnim infarktom miokarda kod pacijenata sa
dijabetesom tipa Il, Alchajmerovom bodesi smanjenom koStanom masom kod Zena u
postmenopauzi (30,49,50).

Signalni putevi u modulaciji ekspresije PON2 ukijju uPA engl urokinase-type
plasminogen activator), ERK1/2r{gl extracellular signal-regulated kinases), PI3K,
tirozin kinazu, NF-kB, PPAR(engl.peroxisome proliferator-activated recepipr AP-

1 (51-53). U skorije vreme, funkcionalna studijaompotorskog regiona PON2 je
utvrdila postojanje DNK elementa koji vezuje SREBPengl sterol regulatory
element-binding protein-2), a nalazi se izime593 i -575 baznih parova i smatra se da

on moZe da ima glavnu ulogu u regulaciji PON2 gé&3j.

[.2.2.3. Paraoksonaza 3 (PON3)

Od sva tri izoenzima, PON3 je otkrivena najkasny®lekulske je mase oko 40 kDa.
Primarno se sintetiSe u jetri i vezuje se za Higkticu u serumu, ali u mnogo manjoj
meri nego PON1. Humana PONS3 je, u n&pma stepenu, eksprimirana u jetri i
bubrezima, sa manjom ekspresijom u drugim tkivis®%5). MiSija PON3, za razliku
od humane i z8je (54,56), nije detektovana u krvi i na HR¥estici (57), Sto sugeriSe
da se nalazi Geliji. Kod miSeva PONS3 je eksprimirana u velikonojortkiva kao Sto su
jetra, masno tkivo, makrofage, phj pankreas, Zeludac, debelo crevo, adrenalni
korteks, submaksilarne zlezde. IRNK PONS je detekta i kod mladih i kod odraslih
miSeva sa tom razlikom Sto su kod odraslih nivdi Imacajno nizi. Umereni nivoi
IRNK PON3 su detektovani u&mom zidu, korenu aorte, aterosklerotskim lezijama
oko korena aorte, venama, vezivnom tkivu oko sbmtekcija iIRNK PON3 u korenu
aorte i aterosklerotskim lezijama moze daczika PON3, verovatno, pokazuje lokalnu
ateroprotektivnu i antioksidativnu ulogu (58).

PON3 nema paraoksonaznu aktivnost, ima veoma agrauniarilesteraznu aktivnost,
ali ima znatno veéu laktonaznu aktivnost nego PON1. Ovim ulogama sgurobjasniti
njeni povoljni efekti na oksidativno-stresni status na razgradnju lipidnih
hidroperoksida (LOOH). Kao i PON2, PON3 hidrolizuggomattne i alifatcne
dugolartane laktone kao Sto je dihidrokumarin. PON3 hidtgk i lekove kao Sto su
statini (lovastatin i simvastatin) i diuretici (n@pironolakton) (31). Ima antioksidantnu

ulogu kao i druga dva izoenzima PON (30,49,50,8bHeLa ¢elijama kod kojih je
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inicirana ekspresija PON3, spemo je formiranje i funkcija umereno oksidovanihlLD
¢estica, nastajanje LOOH i hemotaksa monocita (Bd)itro studije su pokazale da
PONS3 Sstiti LDL c¢esticu od oksidacije. PON3 se pokazala 100 puteagiijom da
odlozi LDL oksidaciju indukovanu bakrom nego PONiko je PONL1 prisutna u 200
puta veéoj kolicini nego PON3 na HDLcestici zeca (56). Smatra se da pored
ateroskleroze, PON3 stiti i od nastanka metgkibli poreméaja kao Sto je gojaznost
(57).

1.2.2.3.1. Polimorfizmi i regulacija ekspresije PGdéna

Identifikovana su dva polimorfizma PON3 gena. Kedrjog na poziciji 311 je serin ili
treonin, a kod drugog na poziciji 324 je glicinakpartanska kiselina. Ovi polimorfizmi
su detektovani kod ljudi koji Zive u juznoj Italijinjihove funkcionalne posledice nisu
jos uvek razjasnjene (30).

Regulacija ekspresije PON3 gena je, joS uvek, negnuza i do sada je iZavana u

samo par studija, kojee biti pomenute kasnije u tekstu.

[.3. VARIJACIJE U VREDNOSTIMA GENSKE EKSPRESIJE

Varijacije u vrednostima genske ekspresije mogselgave pod uticajem bioloskih i
tehnitkih faktora. Intra- i interindividualne bioloSke njacije proizilaze iz genetskih
varijacija, etntke pripadnosti, interakcije genotipa i spoljasnijdktora i fizioloSkih

varijacija kao Sto su pol, starost, cirkadijalntam i menstrualni ciklus (59-61).
Tehnitke varijacije mogu biti uzrokovane radtim koracima eksperimentalnog
postupka kao Sto su priprema uzorka, odvajaejga i ¢elijskih komponenti, izolacija
RNK, reakcija reverzne transkripcije (RT), reakcijancane polimeraze efigl.

polymerase chain reaction ili PCR) (59,62).

[.3.1. Uticaj bioloskih varijacija na gensku ekspresiju

Pol i starost su glavne determinante fizioloskiharfoloSkih karakteristika organizma,
kao i osetljivosti za nastanak bolesti. Analizafimcekspresije gena u krvnielijama
je pokazala malu varijabilnost izihe polova, ali je pokazala z&gnu intraindividualnu

varijaciju u odnosu na hormonalni status posebribZena tokom menstrualnog ciklusa
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(62). Privremene varijacije u ekspresiji gena, dsdaju informacije o dinantkom
ponasSanju gena. Studije su tako pokazale kod maskakod kojih nema hormonalnih
promena, da se pojavljuje varijacija u genskoj eksip tokom dana. Dnevna
intraindividualna fluktuacija genske ekspresijelektuje uticaj cirkadijalnog ritma na
slican n&in kao Sto se umva i kod broja leukocita, sekrecije kortizola,idipe
peroksidacije i nekih drugih biohemijskin marke&8). Upravo, zbog uticaja bioloSkih
faktora, studije su pokazale da postoje velikeikazli vrednostima genske ekspresije
izmedu zdravih, odraslih osoba koje bi dovele do togae&lamanji moginost da se na
osnovu njih razlikuju zdrave od obolelih osoba &), Meiutim, Whitney i saradnici
(59) su u svom istrazivanju pokazali da postofiavearijabilnost u vrednostima genske
ekspresije u krvi kod bolesnih osoba (onih kod kgg dijagnostikovan kancer ili neka
bakterijska infekcija) nego kod osoba kod kojihenilijagnostikovana bolest, Sto
ukazuje da se ipak rezultati genske ekpsresijej@abiz krvi mogu koristiti za
dijagnostikovanje bolesti. Distribucija i koncerdija ¢elija krvi, a posebno udeo
limfocita i monocita kao ciljniktelija za izolaciju RNK, se mogu z&gno razlikovati
kod zdravih osoba i za vreme trajanja bolesti (B®8) icesto su izvor varijabilnosti u
kolicini izolovane RNK i u vrednostima genske ekspresiononuklearneéelije
periferne krvi (MCPK) su se koristile da se ispita varijacija u vrestima genske
ekspresije kod zdravih osoba (59) sa ciliem datweliuda li bi se one mogle koristiti za
razlikovanje zdravih od bolesnih osoba i da senmta mehanizmi nastanka nekih
bolesti. lako su interindividualne varijacije u drestima genske ekspresije iZRK
bile zn&ajne (59), one su bile mnogo manje od onih dolijenipune krvi obolelih
osoba. Ova zapazanja govore u prilog tome da demjé MCPK pre nego pune Krvi
predstavlja efektivan pristup za smanjenje inteviddialnih varijacija. Odréivanje
genske ekspresije iz njih moZe postati dragoceinnea dijagnostifikovanje bolesti i
pratenje efekata terapije.

Da bi odréivanje genske ekspresije iz bioloSkog materijalsst@lo pouzdano i
reproducibilno sredstvo u kligkim istrazivanjima, potrebno je utvrditi sve fakeokoji
uticu na varijabilnost njenih vrednosti kod zdravih lso Dobro poznavanje
varijabilnosti u ekspresiji gena kod zdravih osgbafundamentalno za razumevanje
promenjene ekspresije tokom bolesti (59,61). Stesgasobnost da se prepozna bolest
zavisi od dizajna studije koji bi bio takav da ahme sve faktore koji mogu da
prouzrokuju varijabilnost u vrednostima genske eésipe, a koja nije povezana sa

boleu. Da bi se ovo postiglo potrebno je kontrolisagliki broj razliitin koraka
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ukljucenih u kvantifikaciju speciénih IRNK. Koli¢ina specifénin iRNK moze
drasttno da varira u fizioloSkim i patoloskim stanjima da utte na t&nost
kvantifikacije. Ovo predstavlja poseban izazov kodlih promena genske ekspresije i

kod malih koncentracija iRNK prisutnih u uzorku.

1.3.2. Uticaj fizi¢ke aktivnosti na gensku ekspresiju

Fizicka aktivnhost je posebno vazan faktor koji direkun@te na gene koji reguliSu
zdravlje i Zivotni vek. Sa druge strane, htora fizicka neaktivnost moze da & na
gene koji aktiviranjem mogu da naruSe zdravlje iddarinesu razvoju hipokingkih
bolesti. Od nedavno se pokazalo svéevimteresovanje da se ispita veza idmézicke
aktivnosti i ekspresije gena u cilju da se shvasaogni mehanizmi preko kojih
vezbanje doprinosi zdravlju i dugom Zivotnom vekakade, identifikacija gena koji se
aktiviraju u skladu sa izvienjem ili nedostatkom fizke aktivnosti mogla bi da pruzi

korisne podatke za prevenciju Eénje bolesti (4).

1.3.2.1. Fizi’ka aktivnost i oksidativni stres

Pod fizckom aktivnogu se generalno mogu smatrati svi pokreti koji rasta
kontrakcijom skeletnin mig&a. Uglavhom se primenjuje aerobno vezbanje koje
ukljucuje dinaméke i ritmicke pokrete misia u trajanju duzem od 10 sekundi koje
zahteva kiseonik za metabolizam lipida i glikogahaglukoze u cilju dobijanja i
transfera energije. Drugi model je o&bo kratkotrajno i intenzivno vezbanje
(anaerobnog tipa), koje koristi kratkotrajne izvoeeergije dobijene iz adenozin-
trifostata (ATP) i keratin-fosfata (4).

Tokom fizicke aktivnosti, migine kontrakcije dovode do nastanka izvesneckudi
mehanékog i metabolikog stresa koji potencijalno mogu da dovedu daasaebola i
umora mista i/ili oStetenja mistéa (4,65). Meharki i metaboltki stres koji se javlja,
gotovo, tokom svakog tipa vezbanja dopémenjenoj prooksidantnoj aktivnosti
poveavajii stvaranje slobodnih radikala, prvenstveno ROSk&merna kotina
stvorenih slobodnih radikala (atom, atomska grupamolekul sa jednim ili viSe
nesparenih elektrona) kiseonika, azota, fosforaummra moze da dovede do
poreméaja u ravnotezi antioksidanasa i prooksidanasa uajokuju oksidativha
oSte&enja osetljivih molekula, kao Sto su nezase masne kiseline u membranama,

tiolne grupe u proteinima i nukleinske baze u sast@ezoksiribonukleinske kiseline
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(DNK). Pored toga Sto su izuzetno nestabilni i teak slobodni radikali mogu da
napadaju susedne biomolekule u sredini u kojojasiel m da iniciraju stvaranje novih
slobodnih radikala. Smatra se da ovakvo stanje kejenaziva ,oksidativni stres”
ucestvuje u patogenezi mnogih bolesti (66).

Tokom vezbanja ROS nastaju iz nekoliko r&atih izvora:

1. Nikotinamid-adenin-dinukleotid (NADH) — ubihineeduktaza i ubihinon citohrom-
¢ reduktaza u mitohondrijalnom lanacu transporéktebna su glavni izvori slobodnih
radikala, gdetak 2 do 5% protoka elektrona stvara ®H,0O,. Metalom katalizovana
Fenton-ova ili Haber-Weiss-ova reakcija iztueO,” i H,O, moze da nagradi
najreaktivniji slobodni radikal u bioloSkim sistema, hidroksil-radikal (OH (67).

2. Tokom ishemije ili anaerobnog vezbanja, ATPasgaze na adenozin-difosfat (ADP)
i adenozin-monofosfat (AMP) da bi obezbedio enarga kontrakciju misa. AMP se
kontinuirano degradira do hipoksantina koji moze sa konvertuje do ksantina i
mokraine kiseline uz redukciju Gednim elektronom i nastankon,©ODa bi dosSlo do
aktivacije ovog puta, dovoljne koéine hipoksantina i ksantina moraju biti prisutne u
¢eliji. Enzim ksantin-oksidaza mora da se konveriajeedukovanog oblika (ksantin-
dehidrogenaza) u oksidovani oblik poéno intratelijskih proteaza koje aktivira
kalcijum (68,69). Takde, povéava se sekrecija kateholamina koji mogu da podlezu
autooksidaciji u odsustvu ili prisustv, ©da stvaraju @. Stvara se i mima kiselina
koja se akumulira tokom intenzivnih vezbi kada dwekanje kiseonika ne zadovoljava
potrebe i ona moze da prevedg O OH (70).

3. Aktivirani neutrofili i monociti koji infiltrirgu povreiene miste tokom
inflamatornog procesa oslatgu O nastao dejstvom mijeloperoksidaze i
nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfat (NADPH)-oksize (71).

4. Pod fizioloskim uslovima, mikrozomi u jetri stegu slobodne radikale kao sporedne
produkte detoksifikacije ksenobiotika, uglavhom tgm citohrom P450 kompleksa.
NADPH predaje elektron £ gradi Q" u reakciji katalizovanom oksidazom meSovite
funkcije, a Q" moze dalje da bude preveden 10k (68).

5. Peroksizomi stvarajuJ9,, ali ne Q" prilikom oksidacije masnih kiselina i D-amino
kiselina (68).

Prva tri puta doprinose z&gnom nastanku slobodnih radikala u @i$ia pod
fizioloSkim i patoloskim uslovima, dok su preostdla od manjeg ziaja za skeletne

miSi¢e, zato Sto sadrze malo mikrozoma i peroksizoma.
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Eksperimentalni podaci dobijeni elektronskom pargnegnom rezonancom su pokazali
da naporno, intenzivno vezbanje zaista izaziva gawe produkciju slobodnih radikala
u misiima i jetri pacova. Glavni slobodni radikal koji staje je semihinon ili
ubisemihinorgime je potvdena teorija nastanaka najeekolicine slobodnih radikala u

mitohondrijama (72).

[.3.2.2. Antioksidativna zastita u organizmu

Antiokidansi smanjuju oksidativno ogenje biomolekula sptavanjem nastanka
slobodnih radikala ili njihovim neutralisanjem pmego Sto reaguju sa biomolekulima.
Da bi se smatrali efikasnim, oni ne samo da trebaaltraliSu slobodne radikale ¢ve
da daju proizvode koji su manje reaktivni odc¢@mih. Antioksidansi mogu biti
endogena jedinjenja (enzimski i neenzimski antib&ssi) koje stvara organizam ili

egzogena jedinjenja, tj. esencijalni antioksid&agi se unose hranom (66).

NADP* NADPH

GS3SG
recduktaza PONT1 i PON3

GS5G GSH s
AsA MDAsA ili DAsA

Membrana

a-Tok' o-Tok

LOOH ; ;
/TIE’EEMI‘MLDDH LOO" =— L + O2
jon

DNK Proteini inicijacija

LH + X°
AIELhIdI =— | ipidna peroksidacija

HO + Oy = H,0;<——— 05"
Katalaza, GPX SOD PON2
metalni jon  Intracelijski

"OH prostor

Slika 2. Slobodno-radikalske reakcije i odgovor #@ksidativne zaStite u intra- i
ekstracelijskom prostoru(Preuzeto iz Aldini G,Yeum KJ, Niki E,Russell REds.)Biomarkers
for Antioxidant Defense and Oxidative Damage: Fptes and Practical Application2010.)
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Da bi se ocenila uloga antioksidanasa, analizirameslobodno-radikalske reakcije
(Slika 2). Slobodni radikal (Xinicira reakciju nastanka alkil-radikalg’) izdvajanjem
atoma vodonika iz lipida membrane (LH). Nastaliikat (L") reaguje sa kiseonikom iz
lipida formirajti alkilperoksil-radikal (LOO), koji mozZze da se neutraliSe poénoo-
tokoferola (i-tok) pri ¢emu nastaje LOOH d-tokoferil-radikal @-tok). a-tokoferol je
esencijalni, liposolubilni antioksidans koji se aml u sastavutelijske membrane |
posebno je efikasan u vezivanju i inaktiviranju bsldnih radikala koji potu iz
unutrasnje mitohondrijalne membrane i drugih meméré/3).a-tok se obnavlja na
¢elijskoj membrani redukcijom pondo askorbinske kiseline (AsK). Ona se konvertuje
u monodehidroaskorbinsku (MDAsK) ili dehidroaskadlu kiselinu (DAsK) i obe se
dalje redukuju u askorbinsku kiselinu r&#im reakcijama koje koriste NADPH ili
tripeptid glutation (GSH) (73,74). Askorbinska Kisa je hidrosolubilni antioksidans
koji se nalazi u citozolu i eksttalijskoj teinosti. Njene hemijske osobine joj
omoguavaju da direktno reaguje s Q OH u plazmi, Stitéi spoljasnjostéelijske
membrane od ostenja (74). @ se uspesno redukuje aktiviasSOD. Nastali HO, se
zatim konvertuje u netoksia jedinjenja (@ i H,O) poma@u katalaze ili glutation-
reduktaze (GPx). Kombinacija ovih enzima je efikas&in da se ukloni @ iz ¢elije.
Ukoliko uspe da izbegne ovaj enzimski mehanizagi,mbze da nagradi Ol Fenton-
ovoj reakciji. GSH je najzastupljeniji neproteinskivor sulfhidrilnih (SH) grupa u
¢eliji. Redukuje HO, i organske perokside (npr. LOOH) u reakciji koptdizuje GPx
pri ¢emu nastaje oksidovani glutation (GSSG) koji se ganglutation-reduktaze (GR)
ponovo prevodi u redukovani oblik uz oksidaciju keena NADPH (66). GSH vezuje
OH i singlet kiseonik 0,) za koje ne postoji enzimska antioksidativna zadtita
organizmu (75). LOOmozZe da izdvoji atom vodonika iz lipida ggmu nastaju LOOH

i LOO, koji propagira dalju lipidnu peroksidaciju. LOQirha dovoljno vremena da
migrira uceliju i da samostalno, ili u kombinaciji sa jonimeetala reaguje s&lijskim
komponentama. Na ovaj ¢im LOOH prenosi lanac slobodno-radikalskih reakcija
intracelijskim komponentama, kao Sto su DNK i proteini6)7 Transferin i
ceruloplazmin spkavaju da joni metala ¢estvuju u Fenton-ovoj reakciji i tako
smanjuju mogénost nastanka OH66).

Sa slike 2 se moze videti da oksidativni stregeutia nivo fiziolosSkih antioksidanasa

i/ili odnos oksidovanih/redukovanih antioksidanasa.
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1.3.2.3. Regulacija genske ekspresije slobodnimikatima

Za ROS se prvobitno smatralo da su Stetnicelgu, zato Sto njihovo prekomerno
stvaranje naruSava homeostatsku ravnotezu kojaojpagmedu prooksidanasa i
antioksidanasa. Mieitim, poslednjih decenija je prepoznata njihovagala specifinim
putevimacelijske signalizacije. Ova oba efektacutina brojne procese koji odigu
funkcije ¢elija i njihovo prezivljavanje (66). Vezbama indwieme promene u telu i
¢elijama prate klagan fizioloSki koncept hormeze koji kaze da maleadoksidativhog
stresa i toksina mogu da p@egu toleranciju organizma da podneseivares i véu
kolicinu toksina (77)Prema tome, sam oksidativni stres je najbolfimala se powa
endogena antioksidativna zaStita. Male doze ROX kw@staju tokom umerenog
vezbanja utiu na signalne puteve kao glasnici i indukuju adayatiodgovoréelije koje
Stite od kasnijeg f@eg stresa koji se javlja tokom vezbanja visokognaiteta. Ove
adaptacije predstavljaju rezultat kumulativnog &dekezbanja na gensku ekspresiju
enzima antioksidativne zastite (4).

Genska kontrola nivoa antioksidanasa i prooksidarnses vrSi tokom dugotrajne i
kratkotrajne fizéke aktivnosti, to jest u okviru nekoliko minuta sgoljasSnjeg stresa.
Akutni odgovor organizma na vezbanje uklje razltite regulatorne mehanizme: 1.
metaboléke promene u cilju povanja transfera energije; 2. hipertrofiju ndai 3.
popravke oSigenja mista; 4. ushodnu regulaciju enzima antioksidativnditzas 5.
inhibiciju oksidaza koje povavaju stvaranje prooksidanasa (4). Vezbanje regulis
ekspresiju gena preko ROS i to oksidacijom, moddijom DNK ili delovanjem kao
¢elijski signalni molekuli koji mogu da indukuju iinhibiraju ekspresiju specénih
gena. Prema istraZivanju grupe autora (78), ingalalispresije enzima antioksidativne
zastite se podudara sa péamjem oksidativhog ostenja proteinagime je potvidena
veza izmdu oksidativhog stresa i genske ekspresije enzintekandativne zastite.
,GenMAPP* opisuje regulatorne puteve koji inhibuapeciféne prooksidantne puteve
I indukuju antioksidantne puteve. ROS imaju ulogiwndarnih ili tercijarnih glasnika

u aktivaciji ovih redoks-osetljivih puteva (79)iks 3).
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| Oksidativni stres |

* ROS

JNK3

MAPK p38 0 =)
\L Inhibicija ROS-produkujucih sistema
[N ) 1
FkB|é— [c-fos NADPH oksidaza

Ksantin-oksidaza
\ Monoamino-oksidaza

Indukcija gena antioksidativne zastite

Hem-oksigenaza

Glutation-peroksidaza

Hinon-reduktaza

Katalaza Glutation-reduktaza
Tioredoksin Glutation S-transferaza
Txnrd 1 Cu/Zn SOD
Txnrd 2 Mn SOD
Metalotionein EC SOD

Slika 3. Signalni putevi aktivirani oksidativnim stsom (Preuzeto iz Alessio HM, Hagerman

AE (eds.)Oxidative stress, exercise and agi2g06.)

ROS inhibiraju ekspresiju gena za NADPH-oksidazegritin-oksidazu i monoamino-
oksidazu, tj. enzime koji dovode do stvaranja stbho radikala. Sa strane
antioksidanasa, JNK3 i MAPK p38rmgl mitogen-activated protein kinase p38)
iniciraju aktivaciju transkripcionih faktora kojioktroliSu ekspresiju antioksidativnih
enzima kao Sto su SOD, GPx i katalaza (slika 3kaPano je da se kot8njem
specifinih NF«B inhibitora spréava oksidansima indukovana ekspresija katalaze i
GPx, Sto potuwtuje hipotezu da ROS mogu da moduliraju nivo iRNKiaksidativnih
enzima aktivirajdi redoks-osetljive transkripcione faktore, kao Sto NFxB i AP-1
(80,81). Hollander i saradnici (81) su sugerisaliakutno vezbanje moze da predstavlja
dovoljan oksidativni stres da aktivira transkripagjena preko NikB puta.
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1.3.2.4. Fizicka aktivnost i antioksidativha zastita

Generalno, v@na studija govori u prilog tome da utrenirane tatlanaju nadméniji
sistem antioksidativne zaStite koja sfaea akumulaciju markera oksidativhog stresa
tokom submaksimalnog veZbanja. Ipak, tokom i nakaksimalnih napordak i atlete,

u dobroj sportskoj formi, mogu da osete znake ipsotme metabatkog i mehanikog
stresa u smislu akumulacije produkata oksidativetgsa (pouEane koncentracije
malondialdehida (MDA), tiobarbituratna kiselina-geggucin supstanci (TBKRS),
LOOH, 8-hidroksi-2'deoksigvanozin (8-OH-dG)) ili B¥nog oStéenja (povéanje
aktivnosti kreatin-kinaze i koncentracije 3-meti$tidina) i bola.Cini se paradoksalno
da oksidativni stres nastao u vezbanju profesidmagportista moze da uzrokuje
oSteenje DNK i da dovede do posanog nivoa oksidovanih baza, kao Sto su 8-OH-dG
i moguwih mutacija i rizika za nastanak raziih bolesti, kao Sto je npr. kancer. Ipak,
pretpostavlja se da kod dobro utreniranih osobaopodgri puta koji se odvijaju
paralelno da smanje oksidativho d&me DNK: 1. smanjenjem stvaranja ROS,
posebno tokom submaksimalnih vezbi; 2. gawvgem aktivnosti enzima antioksidativne
zastite i 3. poveanom reparacijom DNK (4).

Gotovo sve studije su istovremeno ispitivale utieglicitin vrsta fizicke aktivnosti na
aktivnost i gensku ekspresiju izoenzima Cu/Zn SODMmn SOD kod ljudi i
eksperimentalnih Zivotinja. Fudbalski treninzi (82}, maraton i polumaraton (85),
biciklisticka planinska voznja (86) dovode do pémeog oksidativhog stresa, ali i
kompenzatornog povanja kapaciteta antioksidativne zastite, prvensiyvepreko
poveanja aktivnosti izoenzima SOD. JoS uvek ostajenptda lice se oksidativni stres
javiti tokom dugotrajnog ili intenzivnog vezbanjgakljucci su opréni. Intenzitet, ali
ne i trajanje, je glavna determinanta ¢68tga DNK, odnosno glavni faktor u vezbama
indukovanom oksidativhom stresu Sto ipak neczda dugotrajno veZbanje ne dgina
nastanak oksidativnog stresa (87). Smatra se datr@dymp i intenzivno treniranje koje
se karakteriSe produzenim ri¢tkim vezbanjem, malog otpora sa velikim brojem
ponavljanja, dovodi do ushodne regulacije enzimaidtmbg antioksidativnhog sistema
(88,89). Medutim, kombinacija duZzine trajanja i intenziteta be#ja je pokazala
razlicite efekte na aktivnosti i gensku ekspresiju Cu&DD | Mn SOD u limfocitima
(90-92). Aerobno treniranje je uzorkovalo péaeje ekspresije Mn SOD u limfocitima
nakon vezbi maksimalnog optéemja pre poéetka ispitivanog perioda od 3 meseca.

Medutim, nakon 3 meseca nije bilo razlike u njenimanina u pordenju pre i posle
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maksimalnih vezbi opteéenja, dok se vrednosti genske ekspresije Cu/Zn $3BD
menjale tokom ispitivanog perioda treniranja (AKutno intenzivno vezbanje koje je
dovelo samo do ushodne regulacije Mn SOD gena ¢erer je i u skeletnim mi&ma
pacova nakon jedne serije veZzbanja (81). Genskaresiga Mn SOD veoma brzo se
prilagaiava promenjenom prooksidantnom/antioksidantnom ustiat u humanim
limfocitima (80,81). Kod eksperimentalnih zivotim@su dobijeni konzistentni rezultati
aktivnosti i genske ekspresije izoenzima SOD idmeazIcitih organa. Dugotrajno i
intenzivno treniranje u srcu, @ima, jetri i skelethom migu miSeva koji su bili
izlozeni plivanju smanijilo je aktivnosti izoenzins®OD, dok su u bubrezima aktivnosti
bile pove&ane (92). Genska ekspresija Cu/Zn SOD je u srau dnhanjena, u jetri
pove&ana, a u drugim organima nije bilo razlike, dokge@aska ekspresija Mn SOD u
svim testiranim organima nije menjala pod uticajelagotrajnog i intenzivnog
treniranja.

PokuSaji da se generalizuje nastanak oksidativricgsas i odgovor antioksidativne
zastite nakon fizike aktivnosti su do sada ostali neuspesni zbog, vratina i duzine
treninga, tipa bioloSkog materijala (organi eksmemtalnih zZivotinja, limfociti i misii
ljudi) koris¢enih za analizu, komplikovanih mehanizama nastankadbrane od
slobodnih radikala, razitih metoda za oddvanje enzimskih aktivnosti i
kvantifikacije genske ekspresije. Ipak, najvazogrok neslaganja dosadasnijh studija

se dovodi u vezu sa kompleksnom genskom regula@jozima antioksidativne zastite.

1.3.3. Uticaj razli¢itog tipa dijete na gensku ekspresiju

Sastav hrane ztajno utte na ekspresiju gena kod sisara. Odgovor organmensastav
hrane sastoji se u raglioj ekspresiji gena, i u mnogim shievima je specifian za
svaki genotip. Pored uloge u obedivanju energije i efekata na sastav lipidnih
membrana, hrana bogata mastima ima&ajaa uticaj na gensku ekspresiju dovod
promena u metabolizmu, rastu ¢elijskoj diferencijaciji. Efekti masti na gensku
ekspresiju reflektuju adaptivne odgovore na promeanekvalitetu i kvantitetu
digestovanih masti. Kod sisara, masne kiseline ligiekspresiju gena aktivacijom
transkripcionih faktora HNFe#d(engl hepatocyte nuclear factoo} NF«B, SREBP1c i
PPAR o, , 1 =) i to na tri ngina: 1. direknim vezivanjem masnih kiselina, acil-
koenzima A (acil-KoA) ili oksidovanih masnih kise#i za transkripcione faktore; 2.

regulacijom G-proteina na povrSinéelijskih  membrana oksidovanim masnim
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kiselinama i aktivacijom intkgelijskih signalnih puteva i 3. regulacijom intedijske
koncentracije kalcijuma koja @& nacelijske signalne puteve (93).

Proaterogena dijeta pokazuje Stetan efekat na nhDé-holesterola (HDL-H) i
generalno tezi da smanji PON1 aktivnost (94). Efelalicitin tipova zastenih masti na
PON1 status su ispitivani kod eksperimentalnih tinja. Normalni miSevi i miSevi kod
kojih je izbaen gen za LDL receptor su dobijali aterogenu hrkoja je dovela, ne
samo do zn&jnog pada genske ekspresije i aktivhosti PON4 i yokazala negativnu
korelaciju sa PON1 aktivnés kod muzjaka (preko smanjenja nivoa iRNK) i Zenki
(preko smanjenja koncentracije HDL-H) (95). Aterogelijeta (koja je sadrzala 0,5%
holesterola), u periodu od 14 nedelja, kojom stirtne zeevi rezultirala je u 50%
smanjenju PON1 aktivnosti u serumu. Nakon 16 nadaipteinske dijete istih Zeva,
aktivnost PON1 se samo delitno vratila na p&etne vrednosti (96)Konzumiranje
soka od nara bogatog polifenolima i drugim antidissima, takde, povéava PON1
aktivnost. Méu polifenolima koji se unose hranom, naringeniaydn i kvercentin ne
samo da Stite od gubitka PON1 aktivnosti zbog svajitioksidativnih osobina, ¢éa
poveavaju ekspresiju gena za PON1. Studija Gouedardaldga je prikazala da
kvercentin i naringenin pogavaju aktivnost PON1 promotora delijskoj liniji H7
humanog hepatoma u istim koncentracijama u kojimandukovali njegovu aktivnost
in vivo (97). Ipak, efekti antioksidanasa (vitamina C, [Ekarotena) na aktivhost PON1
su pokazali nekonzistentne rezultate u gt istrazivanjima (37,39,40).

Arahidonska kiselina koja se, generalno, smatranflamnatornom masnom kiselinom,
povetava nivoe iRNK i aktivnost PON2 u makrofagama i sjuge brzinu biosinteze
holesterola regulacijom transkripcionih faktora AR-PPARy. Suprotno ovom, nivoi
IRNK i aktivnost PON2 su bili smanjeni u makrofagamiSeva koji nisu imali gen za
A®-desaturazu i koji nisu mogli da konvertuju linad&n u arahidonsku kiselinu (50).
Ekspresija i enzimska aktivhost PON2 su indukovieare odgovor na oksidativni stres
Zivotinjskim modelima (miSevi hranjeni sa aterogendijetom i miSevi kod kojih je
uklonjen gen za apoE) i kod hiperholesterotamti pacijenata (98-101). Polifenoli iz
soka nara su, take, indukovali ekspresiju gena za PON2 i njegovutoiaznu
aktivnost, a koje su se smanjile dodatkom PIPARhibitora (GW9662) (101).
Kvercentin u kulturi makrofaga je posao i ekspresiju i koncentraciju PON2, dok isti

efekti nisu pokazani na ljudima, verovatno, zbagplgrmetabolizma kvercentina (51).
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[.3.4. Uticaj terapije hipolipemicima na gensku ekpresiju

Jos uvek se malo zna o farmakoloskoj regulaciji R@Bna, iako su istrazivanjadata
pre viSe od dve decenije. Za sada su najviSecpra@uni efekti statina i fibrata (PPAR
agonista) na PONL1 status. Lekovi koji bi ciljnoaelli na aktivhost/ekspresiju PON1,
za sada, nisu otkriveni.

Od hipolipemika najv@ primenu imaju statini kao relativno nova i efikasgrupa
lekova koja se Siroko primenjuje u cilju smanjekgmcentracije UH i LDL-H. Statini
ispoljavaju mnogobrojne druge efekte kao Sto sbofjdanje stanja o&tenog endotela,
poveanje raspolozivosti azot-monoksida, antioksidatiinantiinflamatorne uloge,
stabilizacija aterosklerotskog plaka. Stoga, stade koriste u prevenciji nastanka i
smanjenju posledica kardiovaskularnih bolesti (1@2hi su specifini, reverzibilni,
kompetitivni inhibitori HMG-KoA-reduktaze, glavnaggulatornog enzima u biosintezi
holesterola. lako im je glavna uloga da blokiraptezu endogenog holesterola, njihov
zn&aj je znatno v@ od ovog koji proisite iz navedenog mehanizma. S obzirom da
poseduju antioksidativhe sposobnosti (103), pogiledtecenija je doslo do sve éag
interesovanja da se ispita na kojicmastatini ispoljavaju dejstvo na status enzima
antioksidativne zastite. Regulacija genske eksjgresinzima antioksidativne zastite
statinima se, uglavnom, vrsi regulacijom transkjgcStudije su doSle do opmh
zakljucaka.

Ranija studija od strane Beltowskog i saradnika4fl1fe pokazala da terapija
normolipideménih pacova fluvastatinom, ali ne i pravastatinormasjuje aktivnost
PON1 u serumu i jetri. Siho smanjenje u aktivnosti i nivoima iIRNK PONL1,
uzokovano smanjenjem aktivnosti njenog promotorskegiona, indukovano je
pravastatinom, simvastatinom i fluvastatinondalijskoj liniji H7 humanog hepatoma
(105). Maeiutim, u celijskoj liniji (HepG2) humanog hepatoma, simvaistaje
uzrokovao ushodnu regulaciju PON1 gena pavajui koli¢cinu NF-1 i SREBP-2
transkripcionih faktora (106). U nastavku njihovethodne studije, Deakin i saradnici
(107) su potvrdili ulogu SREBP-2 i Spl u péasju ekspresije PON1 uzrokovanom
simvastatinom u HepGéelijama. Interakcija Spl i SREBP-2 moZze biti jedahna&ina
na koji C(-108)T polimorfizam ute na PON1 promotorsku aktivnost (106). Deakin i
kolege (107) su iSli korak dalje i pokazali da ks@resija PONL1 bila v& za oko 12%
kod terapije simvastatinom kod pacijenata nosioGa@B)C genotipa nego kod nosioca

T(-108)T genotipa. Za razliku od ovih saznanja,d8asva grupa (108) je pokazala da
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terapija hiperholesterolegmih pacijenata atorvastatinom pdaga PON1 aktivnost
nezavisno od T(-108)C, Q192R i L55M polimorfizané&eneralno posmatrano, statini
pokazuju povoljne efekte na PONL1 status, stimtiigjegovu ekspresiju i sptavajlii
njegovu inaktivaciju sopstvenim antioksidantnim sganostima.

U poreienju sa bezafibratom, klofibratom i gemfibrozilodgnofibrat se pokazao
efikasniji u povéanju aktivnosti promotora, nivoa iRNK i aktivno§tON1 ucelijskoj
liniji H7 humanog hepatoma. Bezafibrat je, tdkppokazao efekte na ekspresiju PON1,
ali u znatno manjem stepenu nego fenofibrat. Gewdibje pokazao povoljne efekte na
kardiovaskularne bolesti u kligkim studijama, ali nije imao efekte na aktivnostNPIO
promotora (105).

Poveana ekspresija PON2 je biladema kod terapije hipolipemicima (atorvastatin) i
hipoglikemijskih lekova (roziglitazon). Oba leka @ovetala ekspresiju i aktivnost
PON2, Sto je dovelo do smanjenagelijskog oksidativnhog stresa u humanim
makrofagama (51,52,101).

U kulturi Caco-2¢elija koje su bile izloZzene oksidativnom stresungi@ i proteinska
ekspresija PON3 bila je nepromenjena, iako je nj@Ekdonazna aktivnost prema
statinima bila smanjena (55). 8lbo se pokazalo i u peritonealnim makrofagama kod
miSeva soja C57BL/6 koji su bili izloZeni radtim prooksidansima prtemu nisu
uotene promene u nivou iIRNK PONS3, dok je njena laktomaaktivnost prema
statinima bila smanjena. Suplementacija ovih mi&vaokom od nara ili vitaminom E
je poveala aktivnost, ali ne i ekspresiju PON3 gena (100)celijama slénim
makrofagama (J774 A.1l) koje su tretirane sokom arch rdetektovalo se smanjenje

laktonazne PON3 aktivnosti prema statinima u gengu sa kontrolningelijama (109).

[.3.5. Uticaj bioloSkog materijala i metode izolage RNK na gensku ekspresiju

Za uspesSnu i pouzdanu kvantifikaciju genske ekgprgmtrebno je izolovati RNK
ocuvanog integriteta, visokog kvaliteta i zadovoljpvéag kvantiteta bez prisustva
kontaminanata (110,111). U laboratorijama, biolaogkiterijal iz kojeg se izoluje RNK i
tehnike za izolaciju RNK se z&ano razlikuju. JoS uvek nije predstavljena uniadma
metoda za izolaciju ponéa koje bi se iz svakog uzorka bioloSkog materijatdovala
RNK zadovoljavajaeg kvantiteta i kvaliteta.
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Uzorak koji se koristi za analizu genske ekspresadikuje se od uzorka dobijenog
direktno od pacijenta. Da bi se uzorak pripremioarelizu, potrebno je iz njega
izolovati RNK. Izolacija RNK se, uglavhom, ne vr& mestu uzorkovanja bioloSkog
materijala, vé je potrebno da se transportuje do specijalizoviatbratorija, Sto gaini
osetljivim na degradaciju ili spoljnu kontaminaciibog toga je prepotlivo da se
materijal od mesta uzimanja uzorka transportujéeda, Sto krée vreme u nativhom
obliku ili uz dodatak pogodnog reagensa. Tako, $ispekvantifikacija genske
ekspresije prvenstveno zavisi od pravilnog uzimatjansporta i obrade bioloSkog
materijala. RNK se moze izolovati iz svezih, ilnma&nutihcelija i tkiva, kao i iz kultura
celija.

Tradicionalna metoda koja se primenjuje decenijamazad, a koja je zasnovana na
primeni gvanidin-izotiocijanat-fenol-hloroform ekakcije, koristi reagense koji brzo
inhibiraju ribonukleaze i razdvajaju RNK od prot@iplazme i genomske DNK (gDNK)
(112). Novije automatizovane metode, nastale sa ciljemselasmanji vreme i broj
koraka potrebnih da nastane uzorak RNK zadovolgirajkarakteristika, stu sve

vecu popularnost (113).

[.3.5.1. Krv i njenecelije kao izvor RNK

Puna krv i njené€elije spadaju u najdostupnije i tage kori€ene bioloSke materijale
za analizu genske ekspresije u opseznimdddim istrazivanjima.

Humana krv se sastoji od plazme i visoko specpaimnihcelija. Eritrociti ¢cine 99,9%,
dok leukociti i trombociti svega oko 0,1%. Od gldvipopulacija leukocita koje se
nalaze u humanoj perifernoj krvi 50-75% su granitiilqaglavnom neutrofili), 20-40%
su limfociti i 3-8% monociti (cirkuliSéi prekursori makrofaga). Sve ovelije krvi
pomazu odrZavanje homeostaze i igraju ¢ajras ulogu u urdenom i stéenom
imunitetu (63). Poseban zfa& imaju limfociti (T i B ¢elije) koje nisu prisutne samo u
krvi ve¢ i u drugim tkivima i organima. Oni cirkuliSu i obesiuju nadzor krittan za
imuni odgovor i @estvuju u odbrani organizma od stranih agenasag L&wih uloga
mogu da sluze kao surogslije, a nivoi ekspresije gena koji se u njima ddja kao
biomarkeri za dijagnostifikovanje bolesti, ispithja razltitih stadijuma bolesti i
procenu efekata terapije (59,60). Stavise, kao $#o promene u koncentraciji
biohemijskih parametara koji se odnose na drugeatki organe u stanju bolesti

detektuju i kvantifikuju u krvi, tako se mozeéekivati da vrednosti genske ekspresije iz
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krvi ili njenih ¢elija posluze kao markeri za postavljanje dijagnopeedviianje toka
bolesti koje nisu direktno povezane sa krvlju.

Kod sisara, zreli eritrociti su bez jedra i mitodaja, tj. ne nose geneéki materijal, pa
stoga, i ne predstavljaju uzorak za ispitivanjesgenekspresije, ¥ese mogu smatrati
kontaminantima u W@ni metoda za izolaciju nukleinskih kiselina. Saugk strane,
nezreli eritrociti ili retikulociti sadrze DNK i RK koji doprinose ukupnoj RNK
izolovanoj iz pune krvi. Najdominantniji transkiipu retikulocitima su iRNK
globinskih lanaca. lako retikulocitine svega od 0,5 do 2% od ukupnih eritrocita kod
zdravih osoba, njihova RNK moze dai do 95% ukupne RNK izolovane iz pune krvi,
upravo, zbog velikog broja eritrocita u krvi (1148toga, ako ne postoji potreba za
kvantifikacijom transkripata iz retikulocita, leutiti preostaju ciljnatelijska populacija
iz kojih se izoluju i analiziraju nukleinske kisedi. U okviru njih, MCPK su
transkripciono najaktivnijeelije (63). Zbog toga \Wena studija iz razfitih oblasti
istrazivanja, kao Sto su imunologija, infektivneldsti, kardiovaskularne bolesti i
kancer, upravo, koriste ovu granu bele loze.

Prilikom planiranja ili odabira strategije za izolja RNK iz krvi, treba uzeti u obzir
nekoliko kljucnih faktora. To su tipcelija krvi iz kojih se izoluje RNK, visoka
koncentracija proteina (50-100 g/L), prisustvo kelkolicine interferirajdih agenasa
(neorganski joni, hemoglobin, IRNK globinskih lama¢z retikulocita) (60,110),
¢elijskih  komponenata (gDNK, ribonukleaze), egzoberkontaminanata (puder,
organski rastvaga i pribor kori€eni tokom ekstrakcije), vreme stajanja i odbrade kr
koji prethode izolaciji (115).

Razlkite tehnike frakcionisanjéelija krvi stvaraju raztiiti stepen homogenostelija
koji mogu da budu cilj za izolaciju RNK. Dodatniragi odvajanjaelija krvi zahtevaju
dodatno obrdivanje uzorka, duze vreme izolacije, dodatnu opreasvi oni mogu da
indukuju ex vivo promene u ekspresiji odienih transkripata (61,63)Takade,
razdvajanjeméelija krvi moze déi do gubitkacelijske frakcije koja sadrzi gen od
interesa i smanjene osetljivosti metode za kva&aitiju genske ekspresije. Radii
koraci centrifugiranja i pipetiranja koji moraju d¢& izvedu tokom izolacije mogu da
dovedu do ukrStene kontaminacije iztneuzoraka. Uklanjanjem eritrocita, proteina i
¢elijskih ostatakae se posti eliminacija kontaminirajéih i inhibiSwih faktora, alice
se produziti vreme kojom je RNK izloZena dejstviboriukleaza (116). 1z tih razloga,
metode za izolaciju RNK koje ne zahtevaju odvaja&ejga mogu biti veoma korisne.

Ukoliko je potrebno, postupci uklanjanja kontamapitih komponenata i inhibicija
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ribonukleaza treba da budu takvi da se obezbedommno i konzistentno izuienje
izolacije i kvantifikacija nukleinskih kiselina. Aiknost ribonukleaza, koja je visoka u
¢elijama, moze biti sptena upotrebom stabilizirajag ili lizirajuceg reagensa koji
prethodi RNK ekstrakciji (113,116,117). Kombinachaze ¢elijske lize i ekstrakcije
RNK u simultanim koracima bi, verovatno, bila najwatljivija opcija za dobijanje

zadovoljavajdih rezultata.

1.3.5.2.Tkivo kao izvor RNK

Izolacija RNK iz ¢elija je, generalno posmatrano, mnogo jednostavrego iz tkiva.
Primaran razlog je taj Sto pre izolacije RNK trodmzionalna arhitektura tkiva mora
biti naruSena u cilju nastanka suspenzgija. Agresivne metode homogenizacije tkiva,
u prisustvu jakih lizirajdih pufera, su neophodne da bi se obezbedio zadwaplfi
nivo razaranja tkiva koji bi dao prihvatljivu ksihu RNK zadovoljavajée cistoce i
integriteta. Pored toga, neka tkiva sadrze velikdicke ribonukleaza i takve su
strukture da teSko oslofb@u RNK, pa su potrebni druga nacini homogenizacije i
cuvanja tkiva pre izolacije RNK. Sa druge stran@dmosu na suspenzi¢elija, tkiva
imaju zn&ajne prednosti. Koréenjem tkiva za analizu genske ekspresijgjvana je
njegova prirodna molekularna fiziologija u momengkstrakcije. Relativno mala
kolicina tkiva (oko 100 mg), zbog velikog brojzelija, daje veliki prinos RNK.
Stabilnost RNK u tkivu je odina kada se tkivo odmah, nakon uzorkovanja, zanuzne
tecnom azotu, préemu se trenutno inaktiviraju ribonukleaze, a zatuvwa na -80°C u
duzem vremenskom periodu. Zamrznuta tkiva se magu ra manje komade ili
pulverizovati pre izolacije RNK. Koré&nje tkiva za analizu genske ekspresije je vazno
kod ispitivanja molekularne fiziologije normanih ik, za utvdivanje tkivno-
specifinih odgovora na prisustvo bolesti, uticaj spolj@gsrpktora na strukturu i

funkciju tkiva (npr. mistno tkivo i fizicka aktivnost) (110).

1.3.5.3. Integritet RNK

Osnovni zahtev za uspesnu kvantitativhu analiziskerekspresije je upotreba intaktne
RNK. Intaktna RNK podrazumeva jasno vidljive, nedeyane 28S i 18S ribozomalne
subjedinice (rRNK) dobijene elektroforetskim raz@wgem (110,111). Nakon
ekstrakcije iz bioloSkog materijala, RNK je jakostebilna. Dugi lanci iRNK do

nekoliko kilo baza su veoma podlozni degradacijerd degradacija se moze desiti
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dejstvom ribonukleaza tokom pripreme i obrade uapusled neadekvatnagivanja
uzoraka u duzem vremenskom periodu ili u neodggwém uslovima (118,119). RNK
loSeg kvaliteta moZe da dovede u sumnju pouzdaeasttata genske ekspresije (118).
Prema tome, oddévanje i potvrda kvaliteta i kvantiteta RNK je prikiitican korak u
dobijanju pouzdanih podataka analize ekspresija.gen

lako je @igledno da intaktna RNK najbolje prezentuje prirodstanje transkriptoma,
postoje situacije gde je potrebno da se kvantifjaagenske ekspresije izvrsi iz uzoraka
sa deliméno degradiranom RNK (veoma starih, nekoith ili uzoraka nakon biopsije).
Ipak, do danas ostaje nepoznanica koliko se reargemnske ekspresije dobijeni iz
takvog materijala, mogu smatrati pouzdanim. Pozjetta se pouzdanost PCR metode
za kvantifikaciju genske ekspresije moZe poboljsatiScenjem endogene kontrole
(referentnog gendija se ekspresija ne menja pod uticajem fizioloSkipatoloskih
faktora), cime se kompenzuju intra- i interkingte varijacije (119,120). Spedifie
greske u kvantifikaciji IRNK koje paiu od varijacija u koliini i vrsti patetnog
materijala izmédu uzoraka, integritetu i kvantitetu RNK, u efikastioRT i kolicini
komplementarne DNKengl complementary DNK — cDNK) se na ovajémamogu
neutralisati (116,119,120). Ovo je né&ito bitno kod uzoraka koji patu od razléitih

tkiva, razlgitih osoba uzetih u raziito vreme.

27



. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Istrazivanja genske ekspresije enzima antioksidatizastite, u okviru ove doktorske
disertacije, obavljena su u tri dela. Prvi deo ulovatio ispitivanje uticaja fizke
aktivnosti na gensku ekspresiju enzima antioksrdatizasStite. Drugi deo se odnosio na
Ispitivanje uticaja aterogene dijete i primene hjpEmika na gensku ekspresiju enzima
antioksidativne zastite. U ttem delu je izvrSena optimizacija metode za izalaRNK

iz razliitih humanih i Zivotinjskih tkiva.

U skladu sa tim, konkretni ciljevi ove doktorskeeltacije su bili:

1. Ispitati uticaj intenzivne fizike aktivnosti na gensku ekspresiju izoenzima SOD
u humanim limfocitima;

2. Odrediti markere oksidativnhog stresa i antioksidagi zastite, kao i osnovne
lipidne parametre i ispitati njihovu korelaciju geednostima genske ekspresije
SOD;

3. lIspitati uticaj aterogene dijete i terapije atoteisom na gensku ekspresiju
izoenzima PON u svakom pojedémom organu eksperimentalnih zivotinja;

4. Odrediti korelaciju vrednosti genske ekspresijeermma PON izmdu organa
eksperimentalnih Zivotinja;

5. Utvrditi razlike u vrednostima genske ekspresij@azu ispitivanih izoenzima u
organima eksperimentalnih Zzivotinja na normalnggtdi aterogenoj dijeti i
aterogenoj dijeti na terapiji atorvastatinom;

6. Optimizovati metodu za izolaciju RNK iz limfocitapune krvi zdravih osoba,
jetre, belog masnog tkiva i aorte eksperimentatnibtinja;

7. Ispitati uticaj metode za izolaciju RNK na genslsm@esiju izoenzima SOD u
humanim limfocitima i punoj krvi;

8. Utvrditi interindividualne varijacije u genskoj ek®siji izoenzima SOD u

humanim limfocitima i punoj krvi zdravih osoba.
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. ISPITANICI | METODE

[1.1. ISPITANICI

Istrazivanje je obuhvatilo 30 zdravih, odraslih lnsd15 zena i 15 musSkaraca) starosti
31,3 + 0,9 godina koji sdinili kontrolnu grupu i 20 mladih muskaraca, fudéra na
pocetku profesionalne karijere. Sportisti su bili gréudbalskog kluba ,Teleoptik*
Beograd, Srbija starosti 17,3 £ 0,5 godina. lake pa&etka studije nisu profesionalno
trenirali fudbal, bili su ukljgeni u razléite rekreativne aktivnosti. Svi ispitanici su bili
nepusai, nisu konzumirali alkohol, nisu imali akutno lironiéno oboljenje, ni povrede
u toku studije ili u predhodnih godinu dana i niristili lekove, najmanje tri meseca,
pre pa&etka i tokom trajanja studije. Tokom trajanja speidiodien je dnevnik sportskih
aktivnosti, koji obuhvata treninge i utakmice. Igrau imali 5 do 7 treninga na terenu
(10 do 15h) i jednu utakmicu nedeljno, tokom pr8imedelja posmatranog perioda.
Tokom naredne 4 nedelje, imali su 6 treninga (~1lgdnu utakmicu nedeljno.
Trening se sastojao od 15 minuta zagrevanja, sédgnja niskog do umerenog
intenziteta, intervalnog danja umerenog do visokog intenziteta, 1-1,5h rada n
tehnickim i taktickim elementima igre i simulacije utakmice. Poredapispitanici su
imali 2 treninga u teretani nedeljno (~2hkd%e u studiji nije imalo uticaja na unapred
isplanirane treninge i takiarsku sezonu.

Tri uzorka venske krvi su uzeta od svakog ispitanik prednje kubitalne vene nakon
perioda noénog gladovanja. Krv je sakupljena vakutejner sigtemn sa
etilendiaminotetrastetnom kiselinom (EDTA) za izdvajanje plazme, sdjulib-
heparinom za izolaciju RNK i vakutejnerima sa seseparator gelom za dobijanje
seruma. Uzorci za dobijanje plazme i seruma supmakzimanja,cuvani na +4°C
maksimalno 30 minuta do transporta u laboratoriateldre za medicinsku biohemiju.
Plazma i serum su, zatim, odvojeni centrifugiranfgdnminuta na 3000 rpm, podeljeni
u alikvote i ¢uvani na —80°C do analize. Za odiranje brzine stvaranja O
heparinizirana plazma je odmah nakon centrifuga&ojrifena za analizu. Uzorci pune
krvi za izolaciju RNK su iskori®ni za odvajanje KIPK poma@u Ficoll-Paque™ PLUS
(GE Healthcare, Waukesha, Wisconsin, USA) gradigata, koje su zatim
suspendovane u 1mL TRIzol™ reagensa i zamrznu&02C do izolacije RNK.

Od jedne Zenske osobe je vene-punkcijom u jutargaiima naSte uzorkovano 13

vakutejnera pune krvi sa citratom kao antikoaguan&oji su odmah nakon uzimanja
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spojeni u jedan uzorakerigl. pool - pul) od oko 75 mL. Iz dobijenog pula nakon
homogenizacije, RNK je izolovana po 5 puta testmametodama; poluautomatskim
vakuumskim sistemom, ABI Prism 6100 Nucleic Acidep$tation™ (Applied
BiosystemsFoster City, CA, USA) (ABI) kori&njem pune krvi (AB{gryv) i MCPK
(ABlyepk) (12) | riknom metodom ekstrakcije poiwo TRIzol™ reagensa (Invitrogen
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) (TRI) ka@ghjem MCPK (TRIwepk) (11).

Studija je planirana u skladu sacktim standardima datim u Helsinskoj deklaraciji, u
skladu sa pravilima Etkog komiteta Farmaceutskog fakulteta, Univerziteeogradu

I Etickog komiteta Udruzenja za medicinu sporta Srbijei iSpitanici su detaljno
obavesSteni o samoj proceduri studije, ciljevimajtepoijalnim rizicima dea i
ocekivanim ishodima studije. d¢snici su dali pristanak za dobrovoljin@e&e.
Demografski podaci, podaci o puSenju, uzimanju ladka, fizickoj aktivnosti i drugim

varijablama, dobijani su iskazom osoba usdjnih u studiju.

l11.2. EKSPERIMENTALNE ZIVOTINJE

Ispitivanje uticaja aterogene dijete i terapijeraastatinom na nivoe genske ekspresije
izoenzima PON se obavljalo na muzjacima albino #Yigacova. Na petku studije,
18 pacova su bili 2 meseca stari i imali su teopdul50 g do 190 g. Tokom trajanja
studije, Zivotinje su bile smeStene u metalnim kawa (po 6 Zivotinja u kavezu) u
prostoriji sa kontrolisanom temperaturom od 20 €.28vaka grupa od po 6 pacova je
dobijala 24 g hrane po danu i imala je slobodastypi vodi i hrani. Prva grupa pacova
koja je sluzila kao kontrolna grupa je bila na dianoj, komercijalnoj dijeti u obliku
proteinskih briketa 11 nedelja, druga i¢legrupa su bile nedelju dana na isto ovakvoj
dijeti, a zatim 10 nedelja na aterogenoj dijetippgimljenoj od standardne hrane
dodavanjem 2% holesterola, 1% natrijum-holata i 3#cokretovog ulja. Poslednjih 6
nedelja tréa grupa pacova, koja je bila na aterogenoj dijetioralno poméu sonde
primala terapiju koja se sastojala od 1,14 mg/kgvaistatina. Masa Zivotinja je merena
jednom nedeljno i doza atorvastatina prild@eala prema telesnoj masi. Nakon 11.
nedelje eksperimenta, sve zivotinje su anesteziggmaenom rastte koncentracije
ugljen-dioksida, a zatim zrtvovane. Delovi levogng jetre, epididimalnog belog
masnog tkiva i aorte su uzeti od pacova i nakorirasja fizioloSkim rastvorom,

trenutno zamrznuti u &@om azotu, nakotega swuvani na -80°C do izolacije RNK.
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Postupanje sa eksperimentalnim zivotinjama se gdxaul skladu sa Pravilnikom za rad
sa eksperimentalnim zivotinjama Farmaceutskog fetal Univerziteta u Beogradu
(odobrenje za rad sa eksperimentalnim Zivotinjamalgbijeno na osnovu dozvole
Etickog komiteta za rad sa eksperimentalnim Zivotinjamda/10).

Ispitivanje uticaja intenzivnog treniranja u trgjamd 12 nedelja na gensku ekspresiju
izoenzima SOD je uteno u MCPK mladih fudbalera, dok je uticaj aterogene dijete
terapije atorvastatinom na gensku ekspresiju izogZON ispitivan u jetri, belom
masnom tkivu i aorti pacova. Za testiranje reprduoitrosti i efekata metoda izolacije
RNK na vrednosti genske ekspresije izoenzima SOi¥den je pul pune citratne krvi
dobijen od Zenske osobe. Pigaje metoda izolacije, ispitivanje njihovog uticaja
interindividualnih varijacija na nivoe genske elegije Cu/zZn SOD i Mn SOD je

izvrSeno na kontrolnoj grupi.

[11.3. METODE
Kod ispitanika su izvrSena sledeodreivanja:

[11.3.1. Antropometrijska merenja

Na paetku studije urdeno je antropometrijsko merenje na vagi BC-418 (féamn okio,
Japan) i izmerena telesna masa. Visina je izmereng@renosivom stadiometru sa
tatno%u od 0,1 cm. Indeks telesne mase (ITM) jeirat kao odnos telesne mase u

kilogramima i kvadrata visine u metrima (kgjm

[11.3.2. Aerobni kapacitet (odredivanje VO,max)

VO,max je testirana tokom kontinuiranog, progresiviegja optergenja na pokretnoj
traci ergometru (Ergo XELG90 Woodway, Weil, Neika), gde se otpor, a samim tim i
intenzitet vezbanja postepeno péaeaju, i meri odnos koncentracije udahnutogiO
izdahnutog C@ Paietna brzina je bila 8 km/h, koja se péaeala za 2 km/h svakih 3
minuta. Parametri respiracije su analizirani pém@osebne aparature Quark b2

(Cosmed, Rim, Italija).
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[11.3.3. Odredivanje koncentracije osnovnih biohemijskih i hemattoskih

parametara

Koncentracije osnovnih biohemijskih parametaraKghe, ureje, kreatinina, mokze
kiseline, bilirubina, alanin-aminotransferaze-ALdspartat-aminotransferaze-AST, C-
reaktivhog proteina-CRP, UH, HDL-H i trigliceridas) su odrdivane rutinski,
primenom automatizovanih enzimskih metoda na autskoen analizatoru ILAB 300+
(Instrumentation Laboratory, Milano, Italija) uzatpebu proizvdaca Biosystems S.A.
(Barselona, Spanija) i Byoanalitica (Beograd, bijHDL-H je odrdivan istom
enzimskom metodom kao i UH nakon precipitacije s®rufosfovolframovom
kiselinom u prisustvu Mg jona. Koncentracija LDL-H je tainata preko Friedewald-
ove formule (121).

Krvna slika (broj leukocita i leukocitarna formuldgroj eritrocita i trombocita,
koncentracija hemoglobina) je odreana na hematoloSkom bréja Cell-Dyn 3700
(Abbott Diagnostics, Chichago, lllinois, USA).

[11.3.4. Odredivanje koncentracije markera oksidativhog stresa iantioksidativhe

zastite

U okviru markera oksidativnog stresa i antioksidadi zaStite su oddevani ukupna
aktivnost enzima SOD i njenih izoenzima u plaznunéentracija ukupnih SH grupa,
brzina stvaranja ©, koncentracija TBKRS i produkata uznapredovaleidaaje
proteina éngl advanced oxidation protein products - AOPP) mesteal optimizovanim

na Katedri za medicinsku biohemiju.

Hemikalije

Dikalijum-hidrogen-fosfat (K;HPQ,, Mr = 174,2 g/mol, Centrohem, Stara Pazova,
Srbija)

Dinatrijum-monohidrogen-fosfat (NaHPOx2H,O, Mr =178,0 g/mol, Kemika,
Zagreb, Hrvatska)

DTNB (2,2-dinitro-5,5’-ditio-dibenzojeva kiselina, 1¢HsN2OsS,;, Mr = 396,0 g/mol,
Merck, Darmstadt, Nent&a)

EDTA (CioH14NoNaOg- 2H,0, Mr = 372,2 g/mol, Carlo Erba, Milano, Italija)

Glacijalna siréetna kiselina (CH3COOH, Mr = 60,1 g/mol, 99,5%, Centrohem, Stara

Pazova, Srbija)
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Hloramin T (N-hloro-p-toluensulfonamid natrijum, AN;CINNaG,Sx3H0, Mr =
281,7 g/mol, Sigma-Aldrich, Seelze, Neatka)

Hlorovodoniéna kiselina (HCI, Mr = 36,5 g/mol, 36,2%, Zorka, Sabac, Stpija
Kalijum-cijanid (KCN, Mr = 65,1 g/mol, Merck, Darmstadt, Netka)

Kalijjum-jodid (KJ, Mr = 166,07, Prolabo, Darmstadt, Netka)
Kalijum-dihidrogen-fosfat (KH.PQO,, Mr =136,1 g/mol, Merck, Darmstadt, Netka)
L-adrenalin ((L)-4-(1-hidroksi-2-(metilamin)etil)benzen-1,2-diol, ok sNO3, Mr =
183,2 g/mol, Sigma-Aldrich, Seelze, Netka)

Malondialdehid (malondialdehid bis-dimethilacetal, {1,404, Mr = 220,3 g/mol,
p=0,91, 97%, Acros Organics, Geel, Belgija)

Natrijum-hidrogen-karbonat (NaHCG;, Mr = 84,0 g/mol, Centrohem, Stara Pazova,
Srbija)

Natrijum-karbonat (N&COs;x10H,O, Mr = 286,1 g/mol, Sigma Aldrich, Seelze,
Nemaka)

NBT (2,2-di-p-nitrofenil-5,5'-difenil-3,3'-(3,3'-dinteksi-4,4'-difenilen)-ditetrazolijum
hlorid, C4oH30N1006Cl2 Mr = 817,7 g/mol, Sigma-Aldrich, Seelze, Netka)
Tiobarbiturna kiselina ([2-tio-barbiturna kiselina (4,6-dihidroksi-2-tiapnidin)],
C4H4N20,S, Mr = 144,2 g/mol, Sigma-Aldrich, Seelze, Neks)

Trihlorsir éetna kiselina(C,HCIzO, Mr = 163,4 g/mol, Lach-Ner, Neratovidéeska)
TRIS (2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiol,41:NOs, Mr = 121,1 g/mol, Acros
Organics, Geel, Belgija)

Zelatin (Merck, Darmstadt, Nent&a)

Aparatura

Analiti ¢ka vaga (Mettler, Greifensee, Svajcarska),

Centrifuga sa velikom brzinom i hladenjem (,Centrifuge 5417R”, Eppendorf
Instrumente GmbH, Hamburg, Netka)

Klini ¢ka centrifuga Univerzal Z 300 (Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen,
Nemaka)

pH-metar (WTW, Weilheim, Neme&ka)

Tehni¢ka vagaEW 420-3NM (Kern & Sohn GmbH, Balingen, Newtia)

UV-VIS spektrofotometar (UV-1800, Shimadzu, Nishinokyo-Kuwabara-cho, Jgpan

Vodeno kupatilo (Precisterm Selekta, Barselona, Spanija)

Vortex meSalica(VELP Scientifica, Milano, Italija)
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[11.3.4.1. Odreadivanje aktivnosti ukupne SOD i njenih izoenzima G SOD i Mn
SOD

Za odreivanje aktivnosti SOD u ispitivanim uzorcima kade$ia je metoda koju su dali
Misra i Fridovich (122), uz oddene modifikacije. Metoda se zasniva na sposobnosti
SOD da inhibira spontanu autooksidaciju adrenaliredrenohrom u alkalnoj sredini
(pH = 10,2). Aktivnost ovog enzima se izrazava latrenim jedinicama koje se
dobijaju merenjem apsorbancije nastalogdagiog proizvoda oksidacije adrenalina na
talasnoj duzini od 480 nm, bez prisustva SOD (kaajri u prisustvu SOD (analiza).
Aktivnost SOD u uzorku se iztanava kao procenat inhibicije autooksidacije
adrenalina. Autooksidacija adrenalina je zavisngaslstva @°, a SOD uklanja @ i

tako spréava reakciju autooksidacije.

Reagensi
Karbonatni pufer: 0,05 mmol/L, pH 10,2, kome je dodat 1 mmol/L EDTA

(pravi seex temporg
Rastvor HCL: 15 mmol/L
Osnovni rastvor adrenalina: 10 mmol/L, rastvoren u 15 mmol/L HCI (pravi se

ex temporg
Rastvor KCN: 8 mmol/L u karbonatnom puferu pH=10,2

Uzorak
EDTA plazma

Eksperimentalni postupak

U epruvete pipetiratiylL):  Kontrola Analiza Analiza i inhibitor
Plazma - 10 10

KCN - - 5

Karbonatni pufer 700 690 685

Adrenalin 50 50 50

Reakcija poinje dodavanjem adrenalina u reakcionu smeSu. NakeBanja kivetu

ostaviti na tamnom mestu, na °25 3 minuta (vreme preinkubacije). ¢i€vati
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apsorbanciju na svaki minut u toku naredna 3 minatacunati AA/min za kontrolu i
analize.

Za odrdivanje aktivnosti izoenzima Mn SOD u uzorak se gedammol/L rastvora
KCN u odnosu 1:1, koji inhibira aktivnost Cu/Zn SOPosle inkubiranja od 15 minuta
na sobnoj temperaturi, Mn SOD se atije na isti ndin kao Sto je opisano za ukupnu
SOD. Vrednost za aktivnost Cu/Zn SOD dobija sereatika izmeu aktivnosti ukupne
SOD i Mn SOD (14,121).

Izra¢unavanje
Jedinica aktivnosti SOD definiSe se kao aktivhogimma koja dovodi do 50% inhibicije
autooksidacije adrenalina u linearnom delu prormegsorbancije u minuti. Bira se ona
koncentracija adrenalina kojge u kontroli dati promenu apsorbancije od 0,025 u
minuti. Pri tome se polazi od koncentracije adre@abd 10 mmol/L, a zatim se on
razblazuje sve dok se ne postigo®min od 0,025. Izabrana je promena apsorbancije u
minuti od 0,025 jer je utdeno da SOD tada postize najviSi procenat inhibicije
autooksidacije adrenalina. S obzirom na definicglativne jedinice aktivnosti enzima
SOD, jedinéna aktivnost bi dovela do 50%-nog smanjenja apsaif|aodnosno A/min
bi u takvom uzorku bila 0,0125.
Aktivnost SOD u relativnim jedinicama se izumava preko slede proporcije:

0,0125: 1U H 0,025 - pAanalize/min)] : Z
Da bi se izraunala aktivnost primenjuje se slédebrazac:
SOD, IU/L = Zx 75000

75000 — faktor razblazenja uzorka preveden u litre

[11.3.4.2. Odredivanje koncentracije ukupnih sulfhidrilnih grupa

Princip Ellman-ove metode (123) za ativanje koncentracije ukupnih SH) grupa
zasniva se n&injenici da DTNB u baznoj sredini (pH 9,0) reagwga alifaténim
tiolima, pri¢éemu se stvara 1 mol p-nitrofenol-anjona po 1 miolla.t Zuta boja nastalog
anjona meri se spektrofotometrijski na 412 nm igemturi od 25°C.

Reagensi

Fosfatni pufer:0,2 mol/L KkHPQO,, 2 mmol/L EDTA, pH 9,0
Fosfatni pufer: 50 mmol/L, pH=7,0
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DTNB reagens10 mmol/L, rastvoren u fosfathnom puferu pH 7,0

Uzorak

Plazma

Eksperimentalni postupak

U epruvete pipetiratiyl): Slepa proba Analiza
Pufer 950 900
Plazma - 50
DTNB reagens 20 20

Reakcione smeSe promesSati na vortex mesalici bin&ti 25 minuta na 2% u mraku,

a zatim @itati apsorbancije na 412 nm, prema slepoj probi.

Izra¢unavanje

Koncentracija ukupnih SH grupa u plazmi taraava se preko molarnog apsorpcionog
koeficijenta p-nitrofenola na 412 nm, koji za datslove iznosi 13600 Lmdtm™
prema obrascu:

[SH grupe], mmol/L = Ax 1,43

Aa — apsorbancija analize

1,43 — faktor koji se pretanava na osnovu molarnog apsorpcionog koeficijgnta

nitrofenola i razblazenja uzorka

[11.3.4.3. Odredivanje nivoa superoksid-anjon radikala u plazmi apizovanom

Auclair-Voisin-ovom metodom

Metoda koju su uspostavili Auclair i Voisin (1243 ndrelivanje nivoa Q° zasniva se
na njegovoj sposobnosti da redukuje nitro grupu maténog jedinjenja
nitrobluetetrazolijuma (NBT). Redukcijom NBT na#taj vodi slabo rastvorljiv plavi
diformazan preko intermedijera monoformazana. Waiesmu smeSu se dodaje Zelatin
¢ija je uloga da odrzava diformazan u rastvorenoikebU reakcijama u kojima se
stvara Q°, NBT se nepotpuno redukuje do monoformazana.¢Bogredukcija NBT

pri viSim pH vrednostima, u stvari, predstavlja ledgu inhibicije reakcije spontane
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dismutacije kiseonika, koje je kompetentna reaka@jlukcije NBT. Uvdenje N u
NBT reagens pod pritiskom 1 h pre adlv@nja smanjuje pritisak ©i poveava
redukciju NBT. Promena boje Zutog NBT u plavi maraiazan, meri se

spektrofotometrijski i predstavlja nivo stvaranjga O

Reagensi
Fosfatni pufer: 0,05 mol/L, pH 8,6 uz dodavanje EDTA u koncentiia@ijL
mmol/L EDTA
Radni reagens: 1 mmol/L NBT rastvoriti u sveze napravljenom fosfan
puferu, uz dodatak 0,1 mg/mL Zelatina. U pripreniljeeagens uvoditi 1 h N

pod pritiskom, neposredno pre analize.

Uzorak

Plazma

Eksperimentalni postupak i izratunavanje

PomesSati 2QuL plazme i 200uL radnog reagensa i pratiti p@amje apsorbancije na
550 nm. Meriti promenu apsorbancije na svakih 1kusdi u toku jednog minuta
(reakcija je linearna samo u toku prvog minutajadanati AA/min.

Brzina stvaranja @ se izrazava preko brzine stvaranja redukovanog NBmacunava

se preko obrasca:

[redukovani NBT],umol/min/L = AA/min x 1400

1400 — faktor koji se pretanava na osnovu molarnog apsorpcionog koeficijenta

monoformazana koji iznosi 15 000 Lrifohi?i razblaZenja uzorka

[11.3.4.4. Odredivanje koncentracije tiobarbiturna kiselina-reagugih supstanci

Proizvodi lipidne peroksidacije se koriste kao bseti jednostavni biomarkeri za
merenje oksidativnog stresa u bioloskim sistemiM®A je veoma poznat klagan
biomarker koji se Siroko koristiim vitro i in vivo studijama.

Princip spektrofotometrijske metode za ativanje koncentracije TBKRS zasniva se na
¢injenici da krajnji proizvodi peroksidacije lipid@aguju sa tiobarbiturnom kiselinom
(TBK) i grade obojeni kompleks koji pokazuje maksim apsorbancije na 535 nm
(125).
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Reagensi

TBK reagens: 0,917 mmol/L trihlorsiéetne kiseline, 15% rastvor; 2,6 mol/L
(0,375%) TBK; 0,25 mol/L HCI. Ove komponente setvasju u destilovanoj
vodi, a reagens seiva u frizideru na +4°C.

TRIS-CI pufer: 0,05 mol/L, pH 7,4.

Osnovi standard MDA: 1 mmol/L

Uzorak

Serum/Plazma

Eksperimentalni postupak i izratunavanje

Za izr&unavanje koncentracije MDA kojtini najveti deo TBKRS, Koristi se

standardna kriva, koja se konstruiSe upotrebomwwstandarda MDA koncentracije

1 mmol/L. Osnovni standard koncentracije 1 mmol/& pgravi tako Sto se od

komercijalne supstance (koncentrovanog standardiaeo 25uL i dopuni se vodom

do 100 mL (STOCK 1). Od ovog standarda se pravusdRrni standard koncentracije

10 umol/L (STOCK II) odmeravanjem 100L primarnog standarda i dopunjavanjem

vodom do 1 mL. Zatim se od STOCK Il pravi serijabfazenja u opsegu koncentracija

1-10umol/L po sledéoj tabeli:

U epruvete pipetiratiyL):

S S Ss Sy S Se S Ss S S0
MDA 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Pufer 990 980 970 960 950 940 930 920 910 900

U epruvete pipetiratiyl):  Slepa proba Standard Analiza
plazma - - 300
TRIS-CI pufer 300 - -
Standard - 300 -
TBK reagens 600 600 600

Reakcione smeSe promeSati na vortex meSalici ibin&ti na 100C, u vodenom
kupatilu 5 minuta. Ohladiti na ledu, centrifugirat 10000 rcf, 10 minuta na %2 i

ocitati apsorbanciju na 535 nm.
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Upotrebom razblazenih standarda je konstruisanadatdna kriva y = 0,0042 +
0,0512x (r = 0,999753) sa koje jeitana koncentracija MDA iz uzorka na osnovu

njegove apsorbancije.

[11.3.4.5. Odredivanje koncentracije uznapredovalih produkata okaitlje proteina

Spektralnom analizom razblazenog uzorka plazmseeituma fosfatnim puferom (pH
7,4) u opsegu talasnih duzina 200-400 nniava se karakterigtan pik na 340 nm.
Dodavanjem siretne kiseline u razblazen serum i rastvora KJ (Inb§L) dolazi do
promene apsorbancije koja se meri na 340 nm. Kdraxgja AOPP se izrazava preko
ekvivalenta hloramina T koji se koristi za izradarglardne krive u koncentracijama od
10 umol/L do 100umol/L, pri ¢emu njegova apsorbancija linearno raste sa porastom

koncentracije (126).

Reagensi
Standardni rastvor hloramina T: 100umol/L u fosfatnom puferu pH=7,4
Rastvor KJ: 1,16 mol/L u fosfatnom puferu pH=7,Reagensuvati u tamnoj
boci.
Fosfatni pufer: 20 mmol/L, pH 7,4

Uzorak

Plazma

Eksperimentalni postupak i izratunavanje

U epruvete pipetiratiyl):  Slepa proba Standard Analiza
Pufer pH 7,4 400 - 320
Analiza - - 80
Standard - 400 -
Glacijalna si¢etna kiselina 40 40 40
Rastvor KJ 20 20 20

IzmeSati na vortex mesSalici i odmah izmeriti apsoidju na 340 nm. Tip reakcije je
metoda zavrsne dke sa slepom probom reagensa. Za konstruisanjdastime krive se

koriste sledée koncentracije hloramina T: 12,5, 25, 50, 1000l/L pripremljene od
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standardnog rastvora koncentracije 4@fol/L. 1z dobijene standardne krive y =
0,0794+0,019x (r = 0,9989) je&itana koncentracija AOPP iz uzorka na osnovu njegov
apsorbancije i izrazena u jedinicapmraol/L ekvivalenata hloramina T. PoSto s&gimi
uzorak plazme razblazuje sa puferom pH=7,4 u odribSy @itanu koncentraciju

AOPP sa krive pomnoziti sa 5.

[11.3.5. 1zolacija RNK
[11.3.5.1. I1zolacija RNK pom@u TRIzol™ reagensa

TRIzol™ reagens predstavlja monofazni rastvor fanglanidin-izotiocijanata, crvene
boje i drugih komponenata, koji ima sposobnost élava integritet RNK zahvaljujti
efikasnoj inhibiciji enzima ribonukleaza tokom reaaja ¢elija i rastvaranjacelijskih
komponenti u procesu izolacije. Crvena boja prisutnreagensu olakSava detekciju
organske faze i ne reaguje sa nukleinskim kiselmaRroces izolacije RNK porbo
ovog reagensa predstavlja modifikovan kiasimetod izolacije RNK, opisan od strane
Chomczynski-a i saradnika (112). Tdko metoda je optimizovana za laboratorijske

uslove Katedre za medicinsku biohemiju.

Hemikalije
Ficoll-Paque PLUS™ (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Waukesha,
Wisconsin, USA)
Hloroform (CHCl, engl. molecular biology grade, Mr = 119,4 g/mol, Serva,
Heidelberg, Nemika)
Izopropil-alkohol (C3HgO, engl. molecular biology grade, Mr = 60,1 g/mol,
Serva, Heidelberg, Nerska)
Etanol apsolutni (C;HsOH, Mr = 46,1 g/mol, Centrohem, Stara Pazova, &ybij
Voda za PCR analizu(engl PCR grade water, Ambion, Austin, Texas, USA)
Natrijum-hlorid (NaCl, Mr = 58,4 g/mol, Sigma Aldrich, Seelze, N#ka)
Kalijum-hlorid (KCI, Mr = 74,6 g/mol, Merck, Darmstadt, Netta)
Kalijum-dihidrogen-fosfat (KH.PQ,, Mr =136,1 g/mol, Merck, Darmstadt,
Nemaka)
Dinatrijum-monohidrogen-fosfat (Na,HPO,x2H,0, Mr = 178,0 g/mol,
Kemika, Zagreb, Hrvatska)
TRIzol™ reagens(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)

40



Teéni azot

Napomena
Sve navedene hemikalije &&vaju u frizideru na +4°C. 10-15 min pre izoladj&lK se
ostavljaju da stoje na sobnoj temperaturi (Ficotiazirati u zapreminama od 2 mL u

plastEne sterilne epruvete).

Reagensi
Razblazeni rastvor etanola:75%, pravljen u vodi za PCR analizu
Fosfatni pufer (PBS): 137 mmol/L NaCl, 2,7 mmol/L KCIl, 10 mmol/L
NagHP Oy, 2mmol/L KH,POy, pH = 7,4; sterilisan u autoklavu.

Aparatura
Klini ¢ka centrifuga Univerzal Z 300(Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen,
Nemaka)
Centrifuga sa velikom brzinom i hladenjem (Eppendorf Instrumente GmbH,
Hamburg, Neméka)
Centrifuga (,Minispin plus®, Eppendorf Instrumente GmbH, Hanng,
Nemaka)
pH-metar (WTW, Weilheim, Nemeéka),
Vortex meSalica(VELP Scientifica, Milano, Italija)

Izdvajanje M CPK pomoéu Ficoll™ gradijent-gela
Protokol:
» uzorak krvi centrifugirati 10 minuta na 1000 rcf sabnoj temperaturi u
klini¢koj centrifugi
» U novu sterilnu epruvetu automatskom pipetom presket 2 mL interfaze koja
sadrzi plazmu, leukocite i deo stalozenih erit@¢ia ovaj nén se izbegava
koris¢enje fizioloSkog rastvora za razblaZzivanjec¢@mog uzorka Kkrvi) i
promesati.
» 2 mL razblazenog uzorka naneti na prethodno prippeanticoll™ rastvor, tako
da se faze ne pomesaju
» centrifugirati 20 minuta na 1000 rcf na sobnoj tenapuri, u klinEkoj centrifugi
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nakon centrifugiranja, u novu sterilnu epruvetuepgm prebaciti méufazu
(engl.,buffy coat") koja sadrzi MPK

suspenzijitelija isprati dva puta PBS puferom

nakon svakog ispiranja centrifugirati 5 minuta ®® 7cf na sobnoj temperaturi
nakon drugog centrifugiranja dekantovati PBS i dalcesuspendovati u
TRIzol™ reagensu (u 1 mL reagensa resuspendovisimalno 1x 10’ éelija)
suspenziju mononuklearnilielija u TRIzol™ reagensu Kkoristiti odmah za

izolaciju RNK ili zamrznuti na -80°C z&uvanje u duzem vremenskom periodu

Izolovanje RNK iz MCPK suspendovanih u TRIzol™ reagensu

Protokol

» celije u TRIzol™reagensu lizirati provi@njem kroz nastavak za pipete

» lizirani uzorak ostaviti da stoji na sobnoj tempera 5 minuta da bi
nukleoproteinski kompleksi u potpunosti disosovali

» dodati 200uL hloroforma, snazno prondkati ili promesati na vortex mesalici
da se dobije miao-homogena emulzija i ostaviti da stoji 15 minoga+ 4°C u
frizideru

» nakon centrifugiranja 15 minuta na 12000 rcf na “€ $ojavljuju se jasno
odvojene faze gornja (vodena) faza u kojoj se mdkK, interfaza i donja
(fenol-hloroformska) organska faza u kojoj se nalBAK i proteini

» gornju, vodenu fazu prebaciti u novu tubicu | dodaioliko mL izopropanola
koliko ima i vodene faze (500-6Q.)

» promesati invertovanjem tube 10 puta i ostavitistlgji 30 minuta na sobnoj
temperaturi da bi se izvrSila precipitacija RNK

» centrifugirati 15 minuta na 12000 rcf na + 4°C; aefovati supernatant i isprati
talog sa 1mL 75% etanola

» centrifugirati 10 minuta na 12000 rcf na + 4°C; arkti nastavkom pazljivo
etanol i talog osusiti na sobnoj temperaturi; isgedog 2 puta

» talog RNK rastvoriti u 50L vode za PCR analizwtuvati na -80°C

» koncentraciju i¢istou rastvora RNK odrediti spektrofotometrijski, aagtitet

utvrditi elektroforezom na nativhom agaroznom gelu
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Izolacija RNK iz organa pacova pomdéu TRIzol™ reagensa

Tkiva pacova (jetra, belo masno tkivo i aorta) sunbgenizovana u tarioniku poiho

pistila (jetra i masno tkivo) u prisustvu TRIzoli@agensa i ponto teinog azota (aorta,
sa koje je prethodno uklonjeno masno i vezivhodkivnakoncega je dodat TRIzol™
reagens. Za homogenizaciju 50-100 mg tkiva ken® je 1 mL TRIzol™eagensa.
Nakon homogenizacije, postupak izolacije RNK iz&je identtan postupku izolacije

iz suspenzije MPK.

[11.3.5.2. 1zolacija RNK korigenjem ABI Prism 6100 Nucleic Acid PrepStation™

instrumenta

Poluautomatska procedura izolacije RNK na ABI imstentu korienjem vakuuma i
specijalizovanih reagenasa omoégua simultano tretiranje 96 uzoraka u roku od sat
vremena (113). Liziranjéelija se deSava, gotovo, odmah nakon dodatka jliZeg
reagensaengl ,Nucleic Acid Purification Lysis Solution®) u uzak pune krvi ili
suspenzije MPK. Ovaj reagens inaktivira ribonukleaze, spra degradaciju RNK,
dok istovremeno, selektivno talozi RNK (gDNK i peoti ostaju u rastvorukime se
postize odvajanje RNK od DNK i drugtelijskih debrisa. Takde, uklanjanje gDNK i
PCR inhibitora se postize kotgnjem reagens@bsolute RNA Wash Solution®.

Reagensi
Fosfatni pufer (PBS) 137 mmol/L NaCl, 2,7 mmol/L KCIl, 10 mmol/L
NaHPQ,, 2mmol/L KH,POy, pH = 7,4; sterilisan u autoklavu.
»2x Nucleic Acid Purification Lysis Solution (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA)
»RNA Purification Wash Solution 1“ (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA)
»RNA Purification Wash Solution 2* (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA)
»Absolute RNA Wash Solutiorf (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
»Nucleic Acid Purification Elution Solution” (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA)
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Aparatura
ABI Prism 6100 Nucleic Acid PrepStatiori™ (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA)

Eksperimentalni postupak

Izolacija RNK iz pune krvi i MPK izvodi se na instrumentu ABI ideétim
postupkom prema preporukama proidaia (113), samo sa razlikom ¢&ine pripreme
uzorka. Prilikom kori&enja pune krvi, uzorak se razblazuje sa PBS pufaradnosu
1.1, a zatim na dobijenu smesu dodaje ista zapeenix Nucleic Acid Purification
Lysis Solution*. Meutim, prilikom koriZenja MCPK, na ,buffy coat* koji se dobija
nakon izolacije na Ficoll™ gradijent-gelu dodajethodno pripremljen rastvor PBS i
.2x Nucleic Acid Purification Lysis Solution“ u odnodul. Maksimalne kotine krvi
(750 uL) i ¢elija (5 x 10P) iskori&ene za pripremu lizata koji podleZu daljoj izol&cij
RNK ili bivaju zamrznuti na -80°C na duzZéuvanje. U odnosu na preporuke
proizvadaca, a u sklopu optimizacije metode izolacije RNKpane krvi ili MCPK,
modifikovan je broj MCPK koji je aplikovan u aparatu. Umesto preg@mih 1x 10
¢elija, kori&eno je 5x 10° ¢elija, posto u preliminarnim eksperimentima nijengrena
apsorbancija rastvora RNK dobijena iz 10 ¢elija i nije detektovana na nativnom
agaroznom gelu. Sukcesivno dodavanije lizat&PM nije dovelo do toga da se filter na
plo¢i za izolaciju RNK zapusi, tako da je pouzdano $&wo izolovanje RNK bez
proporcionalnog pov@nja koltine ostalih reagenasa. Nacal n&in je poveéana i
zapremina lizata pune krvi. Matim, ve& prilikom dodavanja naredne zapremine od

650uL filter na plcti za izolaciju se zapusio.

Protokol

» na 40uL ,RNA Purification Wash Solution 1* koji je pretdoo dodat na plu
za izolaciju dodati 65QL lizata i propustiti kroz 80% vakuum u trajanju D80
sekundi

» dobijeni talog ispirati sa ,RNA Purification Washol8tion 1“ i sa ,RNA
Purification Wash Solution 2" pod vakuumom od 80%rajanju od po 180
sekundi

» dobijeni talog inkubirati sa ,Absolute RNA Wash 8wbn* 900 sekundi, a
zatim sa ,RNA Purification Wash Solution 2“ 300 sekli
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» nakon inkubacije, vakuumom ukloniti rastvore, dokIRR ostaje stalozena na
povrSini membrane pée za izolaciju

» ispirati dva puta sa ,RNA Purification Wash Soluti@“ pod vakuumom od
80% u trajanju od po 180 sekundi

» pre-eluacioni vakuum od 90% u trajanju od 300 sdkude dodatno staloziti
RNK

» eluirati RNK pom@u ,Nucleic Acid Purification Elution Solution* pdemu se
dobija 150uL ratvora RNK

Uzorak RNK dobijen ABI metodom se moze odmah kiriza kvantitativhu analizu,
ili se cuva u duzem vremenskom periodu na -80°C.

[11.3.5.3. Odredivanje koncentracije i provera kvaliteta rastvoraNK

Spektrofotometrijska analiza predstavlja direkteagim odrefivanje koncentracije i
cistoce rastvora nukleinskih kiselina (110).

Cisti rastvori RNK imaju karakteristan apsorpcioni spektar izdwe 230 i 320 nm
(slika 4). On je predstavljen oblikom iskrivlienezanaste krive sa maksimumom
apsorbancije na 260 nm. Apsorbancija UV zraka imeanost nula na 320 nm. Uzorci
RNK visokog kvaliteta imaju pozitivan nagib krivemeiu 230 nm i 260 nm, a
negativan nagib nakon 260 nm.

0.80 +
0.64 T
0.48

032 +

Apsorbancija (A)

0.16 +

0.00

240 256 272 288 304 320
nm

Slika 4. Tipi¥an UV apsorpcioni spektafiste RNK
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Merenje apsorbancije na talasnoj duzini od 260 nmogwtava direktno réunanje
koncentracije RNK u uzorku prema jedma:

[RNK], ng /pL = A260 x faktor razblazenja uzorka x 40

A260 — apsorbancija izmerena na 260 nm

40 — srednji apsorpcioni koeficijent za RNKna 260 nm

Ra‘unanje koje se bazira na talasnoj duzini od 26@laja malo informacija o kvalitetu

I cisto¢i uzorka RNK. U prisustvu velike kdine soli, proteina i/ili organskih
rastvarga, vrednosti apsorbancija mogu da budu promenjewnelikoj meri. 1z ovog
razloga, ra&unanje odnosa apsorbancija A260/A280, A260/A230 26&A240
predstavlja prihvatljivu procentistoce rastvora RNK. Odnos apsorbancija A260/A280
rastvoraciste RNK ima vrednost 2,0 + 0,1. Odnos apsorbanuga od ovog ohkino
ozn&ava kontaminaciju proteinima prenetu rastvoru RNikom izolacije. Odnos
apsorbancija A260/A230 treba da budéivad 2,0, a manji od 2,4. Vrednosti nize od
2,0 mogu da ozravaju kontaminaciju gvanidinom (poreklom od lizikggg pufera ili
TRIzol™ reagensaf}-merkaptoetanolom ili drugim organskim jedinjenjitkeo Sto su
fenol, Séeri ili alkohol. Odnos A260/A240 treba da bude dkd. Vrednosti zn&jno
razlicite od ove ozn&vaju prisustvo velike kaline soli. Svi kontaminanti se uklanjaju
reprecipitacijom RNK sa natrijum-acetatom ili etlomo, praeno sa 2 do 3 ispiranja
taloga 75% etanolom i finalnim ispiranjem 95% etano da bi se ubrzalo suSenje
taloga RNK. lako su vrednosti dobijenecuaanjem odnosa apsorbancija dobar
indikator kvaliteta uzorka RNK, od velike je vaztia$a se ispita i apsorpcioni spektar

uzorka u opsegu talasnih duzina od 230 nm do 320 nm

Eksperimentalni postupak

Koncentracija RNK je odrena je u razblazenim uzorcimaybuzorka + 45uL vode
za PCR analizu) spektrofotometrijskim merenjem dpeacije na 260 nm i izéanata
koris¢enjem obrasca. Za svaki uzorak jedem@a spektralna analiza, ggmu su ¢itane

i vrednosti apsorbancije na 230, 240, 280 i 320 @istoca uzoraka je procenjivana iz
odnosa apsorbancija A260/280, A260/230 i A260/240.
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[11.3.5.4. Provera integriteta RNK

Najbolji indikator integriteta RNK je detekcija i erenje odnosa rRNK subjedinica
nakon elektroforeze na 1% nativhom agaroznom ¢&iNK dobrog integriteta pokazuje
jasno vidljive 28S i 18S rRNK (mogda je detektovati 5S i 5,8S rRNK subjedinice, pa
cak i transportne RNK, koje, poSto su malih masgai@ putuju na gelu), minimalne
kolicine degradiranih subjedinica na gelu (koje se ke traka ili smirengl.,,smear”)
iznad, ispod i izméu 28S i 18S subjedinica. Kod sisara pozeljan o@8i 18S rRNK
treba da bude 2:1, dok sé&k, boljim smatra i odnos 2,5:1 i &re(110). Takdle,
elektroforezom na gelu se mogu detektovati nesgaeiftrake poput gDNK koje se ne
mogu ugiti merenjima apsorbancija na prepéeaim talasnim duzinama. Merenjem
apsorbancije na 260 nm ictmanje koncentracije RNK moze biti lazno pémeo u
slieaju prisustva gDNKCcije bi se eventualno prisustvioglo ustanoviti nakon
elektroforeze na gelu. gDNEe se pokazati nakon bojenja na gelu kao zonaispitid
starta u kom je nanet uzorak (110).

Nedostatak jasno vidljivih 28S i 18S rRNK o&ho zn&i da je uzorak bio izloZen
napadu ribonukleaza, posebno ako se smir naladongm delu gela, ispod nivoa 18S
rRNK. Takaie, prekomerna kalina deterdzenata i soli u uzorku mogu da uzrokuju
pojavu smira, p&ak i da inhibiraju ulazak RNK u gel.

Hemikalije
Agaroza (engl.molecular biology grade, Sigma-Aldrich, Seelzentdgka)
TRIS (2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiol,4&;;NO3, Mr = 121,1 g/mol,
Acros Organics, Geel, Belgija)
Glacijalna siréetna kiselina(CH3;COOH, Mr = 60,1 g/mol, 99,5%, Centrohem,
Stara Pazova, Srbija)
EDTA (N&EDTA x 2H,0, Mr = 372,4, Carlo Erba, Milano, Italija)
Etidijim-bromid (3,8-diamino-5-etil-6-fenilfenantridijum bromid, ,,0BrNs,
Mr = 394,3 g/mol, 10 mg/mL, 10 mL Bio-Rad, Hercyl€A, USA)
Bromfenol-plavo  [(4,4'-(1,1-dioksido-Bi-2,1-benzoksatiol-3,3-diil)-bis-(2,6-
dibromofenol), GoH10Br4OsS, Mr = 700,0 g/mol, Bio-Rad, Hercules, CA, USA)
Ficoll-Paque PLUS™ (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Waukesha,
Wisconsin, USA)
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Reagensi
Pufer za elektroforezu TRIS-acetat-EDTA (TAE) (engl ,running buffer®):
pravi se u normalnom sudu od 24,2 g TRIS, 5,71 hatiglne sitetne kiseline,
1,86 g NaeEDTA i dejonizovane vode do 500 mL i predstavljax10
koncentrovan rastvor koji Seiva na sobnoj temperaturi.
Pufer za nalivanje uzorka(engl ,loading buffer”): pravi se u normalnom sudu
od 7,5 mL dejonizovane vode u kome je rastvoref@®g bromfenol-plavog i
dodato 2,5 mL Ficoll™ gela. Predstavlja 6x konoevein rastvor koji s€éuva
na sobnoj temperaturi.

Rastvor etidijum-bromida: 0,5 pg/mL koji se prawex tempore

Aparatura
UV-VIS spektrofotometar (UV-1800, Shimadzu, Nishinokyo-Kuwabara-cho,
Japan)
Horizontalan ,submarine” sistem za elektroforezu (Amersham Pharmacia
Biotech, Amersham, UK)
EPS 601 power supply{Amersham Pharmacia Biotech, Amersham, UK)
MacroVue UV-25 transilluminator (Hoefer, Holliston, MA, USA)

Eksperimentalni postupak

0,75 g agaroze se rastvara uz zagrevanje u 75 mAHRyufera. Uzorci za nalivanje na
gel se pripremaju tako Sto sqid uzoraka koji sadrze od 400 - 800 ng RNK pomeSaju
sa 1ulL ,loading buffer”. Nanose se na nativni 1% agaiogel u adekvatnoj kadici sa
1xTAE puferom. Razdvajanje se vrSi paicstruje napona od 140 V,¢jae od 170
mMA u trajanju od 15 minuta. Posle zavrSene ele@tee, rRNK subjednice se

vizueliziraju nakon bojenja sa etidijum-bromidomtrensiluminatoru na=306 nm.

[11.3.6. Kvantifikacija genske ekspresije

Analiza nukleinskih kiselina kao novo poglavlje unflamentalnoj nauci zapela je
otkricem PCR koja je omogua in vitro amplifikaciju (umnozavanje) Zzeljenog
segmenta DNK imitirajéi prirodnu replikaciju koja se normalno odvijaelijama. RT
koja prethodi PCR predstavlja modifikaciju kiase PCR metode i namenjena je
detekciji i kvantifikaciji RNK sekvenci. U RT-PCRetodi se u prvom koraku sintetiSe
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cDNK na osnovu RNK matrice, a zatim se cDNK amklife klastnhom PCR
metodom. UsavrSavanjem ove dve metode, u ciljugrie@zenja nedostataka koji su se
prvenstveno odnosili na zavrSnu kvantifikaciju raikékih kiselina, nastao je Real time
PCR (Real time RT-PCR, ili kingki RT-PCR, ili kvantitativni PCR, ili gPCR) kao
jedna od najsavremenijin metoda za detekciju i &fikaciju nukleinskih kiselina, a
posebno IRNK kao nosioca ekspresije gena. Metodd fkee PCR zbog svoje visoke
osetljivosti, dobre reproducibilnosti i Sirokog dmickog opsega kvantifikacije natito

je pogodna za kvantifikaciju male k&he transkripata u tkivima sa malom katiom
RNK, za male kotiine bioloSkog materijala i za male promene u vretinea genske
ekspresije (127,128).

lako je ,mikroarray” tehnologija poslednjih decenijizela maha u analizi velikog broja
genskih transkripata simultano naspram tehnoldgija su bile ogragene na analizu
jednog gena ili malog klastera gena, joS uvek pestwmedoslednosti u njenim
rezultatima koje je potrebno validirati gPCR ili umohistohemijskim metodama
(50,60).

Aparatura
7500 Real time PCR SistenfApplied Biosystems, Foster City, CA, USA)
Klini ¢ka centrifuga Univerzal Z 300(Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen,
Nemaka)
Centrifuga (,Minispin plus®, Eppendorf Instrumente GmbH, Hanng,
Nemaka)
Vortex meSalica(VELP Scientifica, Milano, Italija)
Laminarna komora(Thermo Scientific, HERASafe, Waltham, MA, USA)

[11.3.6.1. Reakcija reverzne transkripcije

U RT reakciji sintetisana je cDNK na osnovu RNK rnta& kori&enjem enzima

MultiScribe™ reverzne transkriptaze prema prepomk@roizvaaca (129).
Reagensi

High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,

USA) koji sadrzi sve komponente za RT osim vod@E& analizu
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Standard ukupne humane RNK (engl Control total human RNA, P/N
4307281, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
Voda za PCR analizu(Ambion, Austin, Texas, USA)

Eksperimentalni postupak
Sastav reakcione smeSe u ukupnoj zapremini qd_26 sledéi:
10uL RNK odreiene koncentracije
2 uL 10x koncentrovanog pufera za Rangl ,RT Buffer")
0,8.L 25x meSavine dezokinukleozid-trifosfata (dANTP Mikoncentracije 100
mmol/L
2 uL 10x nasuminih prajmeraéngl ,Random Primers*)
1 uL reverzne transkriptazengl ,MultiScribe Reverse Transcriptase ™*)
1 uL ribonukleaznog inhibitoraefgl ,RNase inhibitor*)
3,2uL vode za PCR analizu.

Prvobitno se vrsi inkubacija od 10 minuta na 23%@kon nje, u trajanju od 120 minuta
na 37°C, vrSi se RT i koja se zavrSava na 85°@jartju od 5 sekundi.

Ukupna humana RNK koigna kao kalibrator je, takte, prepisana u cDNK. Svaki RT
eksperiment je pten reakcijom bez enzima reverzne transkriptaze iRNK, umesto
kojih se koristla voda za PCR analiztime se dodatno proverava eventualna
kontaminacija gDNK i da li je doSlo do ukrStene taminacije prilikom pripreme ple

za qPCR. Ove negativne kontrole za RT su tretikaei ostali uzorci. RT je izvedena
na 7500 Real-Time PCR sistemu.

Koncentracije cDNK koje su kokigne za narednu fazu gPCR alinee su pomiu

standardne krive posebno za svaku grupu ispitargkaperimentalnih Zivotinja.

111.3.6.2. Real time PCR

Za kvantitativnu analizu genske ekspresije (niviealK) je kori¥ena qPCR metoda.
cDNK nastala u reakcijama RT se amplifikuje kéei§iem specifinih zaetnika ili
prajmera za regione gena antioksidativne zaStit&ZiC$OD, Mn SOD kod ljudi i
PON1, PON2 i PON3 kod eksperimentalnih zivotinjgCiR eksperimenti su izvedeni
na 7500 Real-Time PCR sistemu kéesjem TagMan™ hemije.
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[11.3.6.2.1. Princip Real time PCR metode

gPCR je metoda koja omogava kvantifikaciju genske ekspresije u realnom \eem
tj. u trenucima kako se reakcija deSava. ReakeijaasakteriSe brojem ciklusa kada je
amplifikacija specitnog transkripta prvi put detektovana, a ne podraardetekciju
broj transkripta nakon unapred definisanog brojdusa. U toku PCR reakcije emituje
se fluorescentni signaliji se intenzitet povéava direktno proporcionalno kaoini
novonastalih PCR produkata (128).

U toku PCR reakcije mogu se razlikovati 4 karaktéme faze (slika 5): 1. faza se
nalazi ispod fluorescence pozadine gde &ekue eksponencijalna amplifikacija; 2.
faza se nalazi iznad osnovne linije i karaktergSelisponencijalni rast fluorescence; u 3.
fazi dolazi do naglog, strmog porasta intenzitit@rescence i ova faza definiSe
linearnu amplifikaciju; na kraju PCR reakcije 4zda faza platoa, u toku koje se
odrzava konstantnom brzina akumulacije PCR produkaz malu promenu
flourescence. (130,131). Keéina amplifikovane ciljne sekvence analiziranog ggma
direktno proporcionalna njegovoj §&tnoj kolcini samo tokom eksponencijalne faze
PCR reakcije. Prema tome, K ¢inilac u kvantifikaciji poméu qPCR metode je

merenje PCR produkta analiziranog gena u okvirufaze.

)
(&] PP
c P
Q .~ Fazaplatod4. faza)
U) -
< .
S / Linearni rast(3. faza)
[wm—
+ | Prag 4
= Ct o
N . Eksponencijalni ras2. faza)
c A T R A gl
2
= 1. faza -
— Osnovna linija
IIIII 5 ’;0 5-5 2-4] 2 5 3;0 9.-5 -:I-:I

Broj ciklusa PCR réakcije

Slika 5. Tok PCR reakcije

U patetnim ciklusima intenzitet fluorescence seéapao ne menja Sto definiSe opseg
PCR ciklusa koji se naziva bazalni nivo ili osnovimgja (engl. ,baseline®). Drugim
re¢ima, osnovna linija se odnosi nac¢ptne cikluse PCR reakcije u kojima dolazi do
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male promene fluorescentnog signala tj. 1. fazu R€Rcije. DefiniSu je peetni ciklus

3 i zavrSni 15 koje ,7500 System SDS Software” @adea automatski. Ovaj opseg
ciklusa mozZze da se podesi i manuelno nakon uvidakureakcija. Linija koja sa
postavlja neposredno iznad osnovne linije, ali djo@onisko u okviru eksponencijalnog
dela amplifikacione krive naziva se pragngl ,threshold“). Prag postavlja program
automatski, ili se pak moze postaviti manuelno toaing operatera, kao i osnovna linija
(132). Ciklus u kome je fluorescentni signatesgrag naziva se ciklus pragangl
»reshold cycle" — Ct). Vrednost Ct je obrnuto poogionalna kokini ciljne sekvence u
uzorku. Sto je v@ pocetni broj kopija ciline sekvence tj. transkripa@t, ima manju
vrednost i obratno (133).

[11.3.6.2.2. Detekcija i kvantifikacija PCR produka

Koriste se dve tehnike kojima se detektuju PCR pkadslika 6):
1. SYBR Green™

SYBR Green tehnika zasnovana je na primeni integfate SYBR Green | boje koja

se vezuje za manji Zleb dvoleEme DNK. Sa pou&njem broja ciklusa PCR reakcije
poveava se i kollina dvolagane DNK, a samim tim i intenzitet fluorescentnagnsila
koga emituje SYBR Green | boja. Nedostatak oveikehje da se njom detektuju sve

dvolartane DNK, uklj&uju¢i i nespeciféne produkte reakcije (134).

2. TagMan™
Detekcija samo spedatinih produkata amplifikacije u toku PCR reakcijep@stignuta

uvodenjem fluorogene probe koja podleze -5 3’ egzonukleaznoj aktivnosti DNK
polimeraze. TagMan-ova proba je oligonukleotid ksgidrzi reporter tj. fluorescentnu
boju na 5 kraju i boju koja sptava fluorescencu, tj. kveéar ngl quancher) na 3’
kraju. TagMan-ova proba se, po principu komplenm@asti, vezuje za unutrasnji
region PCR produkta, izrda prajmera. Dok se reporter i kvwem nalaze u blizini, tj.
kada je proba intaktna, kvésr apsorbuje fluorescencu koju emituje reporteema
emisije signala. Kada DNK polimeraza replikuje lari2NK za koji je vezana proba,
svojom 5’ egzonukleaznom aktivriiasuklanja probu sa lanca i sa nje odvaja nukleotide
pocevsi od 5 kraja za koju je vezan reporter. Ovoatbwdo emitovanje fluorescence
Ciji se intenzitet povéava nakon svakog ciklusa proporcionalno brzini radgje probe,

tj. povetanju slobodnih reportera (133,135).
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Slika 6. Tipovi hemije za detekciju gPCR proizvo&¥BR Green (A) i TagMan (B)

Kvantifikacija PCR produkata (133) moZze biti:

1) apsolutng gde se odrije taan broj kopija ciljne sekvence preko standardneekri
Metoda zahteva da budu poznate apsolutnecikelikalibratora koji se koriste za
konstruisanje standardne krive. U tu svrhu,cobi se kao kalibrator, koristi RNK
poznate koncentracije koja je prevedena u brojjadpNK preko molekulske tezine. 1z
desetostrukih razblazenja kalibratora konstruiSe standardna kriva sa koje se
ekstrapolacijom, preko poznatog Ct uzorka nepoznhbtoja kopija, ¢itava ta&an broj
kopija RNK;

2) relativna, gde se odiuje promena u genskoj ekspresiji ciljnog gena tirtesom
uzorku u odnosu na isti gen u kalibratoru. U ovdotau, nije potrebno znati ¢an
broj kopija cilinog gena kao kod apsolutne kvakétije i nije neophodno koristiti
standardnu krivu.

Da bi se vrednosti genske ekspresije dobile apsohatili relativnom kvantifikacijom,
potrebno je da se izvrSi normalizacija dobijenildgtaka (Ct vrednosti). To se postize
koris¢enjem endogene kontrole, poSto se, uporedo safda@piiom ciljnog gena vrsi i

njena amplifikacija.
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Tip kvantifikacije koji odgovara ciljevima nasSedrazivanja je relativna kvantifikacija.
U okviru nje, r&unanje ekspresije cilinog gena moze se izvrSitiotha@n relativne
standardne krive ili komparativnomACt metodom (133). U ovom radu su kdeie

obe metode kainanja genske ekspresije.

[11.3.6.2.3. Validacija Real time PCR metode

Pre odabira nana ra&unanja genske ekspresije, izvodi se validacija eksenta (133)
kojom se testiraju efikasnosti PCR amplifikacijgncg gena i endogene kontrole. Ove
dve efikasnosti treba da bude priblizno iste. Dadiutvrdilo da li dve PCR reakcije
imaju istu efikasnost, analizira se kakav je odA@% (Ct ciljnog gena- Ct endogene
kontrole) i logaritamskog serijskog dvostrukog Hazienja uzorka RNK. Nagib semi-
logaritamske regresione linije treba da bude madjiO,1 da bi se smatralo da su
efikasnosti amplifikacija oba gena ekvivalentna.dutém, posto se time ne pokazuje
kakva je pojedingna PCR amplifikacija, treba izmanati relativhu efikasnost PCR
amplifikacije ciljnog gena i endogene kontrole. Ad® pokaze da ciljni gen i endogena
kontrola imaju skinu tj. blisku efikasnost, za tananje relativne genske ekspresije se
moze koristitiAACt metoda, u suprotnom primenjuje se metoda relatstandardne
krive.

Efikasnost amplifikacije predstavlja brzinu stvgearPCR produkata (amplikona) i
izrazava se u procentima. Ako se Ekmla PCR produkata udvostuwje tokom
eksponencijalne faze PCR reakcije, onda je njeikassfost 100%. Ako se efikasnost
smanjuje, koltina PCR produkata smanjié&a se u svakom narednom ciklusu i kriva
amplifikacije ¢e biti pomerena u desno, tj. kasni

Nagib standardne krive (a) se &b koristi za réunanje efikasnosti PCR amplifikacije
(E) prema jednani:

E=10"1

gPCR standardna kriva se gt#fi prikazuje kao semi-logaritamska regresiona kriva
koja je predstavljena funkcijom Ct = f (log kondNR). Zadovoljavajée vrednosti za
efikasnost amplifikacije PCR reakcije treba da buatl 90% do 110%, tj. nagibi
standardnih krivih treba da imaju vrednost iime3,6 i -3,1. Standardna kriva koja ima
nagib -3,32 predstavlja reakciju sa 100% efikaénoBlagibi krivih koji su manji od -
3,6 (npr. -3,9) definiSu reakciju sa efikasfiwgnanjom od 90%, dok nagibi éieod -3,1
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(npr. -2,5) daju reakcije sa efikasdosvecom od 110%, verovatno, uzorkovane loSim
kvalitetom uzoraka, greSkama u pipetiranju ili pstvom inhibitora.

Izratunata PCR efikasnost nam govori kakavbiti winak naSeg komercijalnog testa
za kvantifikaciju iRNK ciljnog gena u gPCR metodilale PCR efikasnosti ofmo

rezultiraju u losSoj preciznosti iznda replikata uzoraka.

[11.3.6.2.4. Metoda standardne krive za relativrvatifikaciju

Metoda standardne krive zalumanje relativne ekspresije ili relativna standarériva

se koristi za @itavanje koltine cDNK nepoznatog uzorka ekstrapolacijom preko
njegove Ct vrednosti, a ekspresija izrazava redatiy odnosu na kalibrator. KonstruiSe
se tako Sto se logaritamske vrednosti dvostrukiblegenja rastvora cDNK nanose na
X-0su, a njihove odgovaraje vrednosti Ct na y-osu za ispitivane gene i zaogedu
kontrolu posebno. Da bi se mogla koristiti za prédmja, ona mora da ima nagib -
3,3+10% i B>0,99. Za réunanje relativne genske ekspresije &ak cDNK uzorka za
testirani gen se normalizuje tj. deli sa Kmlom cDNK istog uzorka za endogenu
kontrolu. Zatim, normalizovane koéline cDNK za svaki uzorak se dele sa
normalizovanim koliinama cDNK za kalibrator. Dobijene vrednosti ralagé genske
ekspresije (RQ) uzoraka su izrazene kao n-put@eaml odnosu na kalibrator za koga
se smatra daima RQ =1 (133).

Relativna genska ekspresija séuraa pomou sledéih obrazaca:

Normalizovani ciljni gen (u uzorku)= kolicina cDNK za ciljni gen (ngiL) / kolicina
cDNK za endogenu kontrolu (nd/)

Normalizovani ciljni gen (u kalibratoru)= kolicina cDNK za ciljni gen (ngi) /
koli¢cina cDNK za endogenu kontrolu (ipdy)

RQ = Normalizovani ciljni gen (u uzorku) / Normalizovargiljni gen (u kalibratoru)

[11.3.6.2.5. KomparativhalACt metoda

KomparativhaAACt metoda jeceke kori¥ena i jednostavnija metoda zauaanje
relativne ekspresije ciljnog gena, zato Sto ne eahkorisenje standardne krive, &e
koristi matematiku formulu za r&unanje vrednosti genske ekspresije (120). Uslov da
bi se ovaj n&n ratunanja primenio i davao pouzdane rezultate je deagfosti
amplifikacija ciljnog gena i endogene kontrole budiske i u rasponu vrednosti 90 -
110%.
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Relativna ekspresija (RQ) ciljnog gena, normaliz@va odnosu na endogenu kontrolu i
relativna u odnosu na standard sgure po sledi&em obrascu:

RQ = FAACt

pri ¢emu je:

AACt = ACt yzoraka— 4 Cl kalibratora

ACt uzorka iACt kalibratora su normalizovane kéhe ciljnog gena u uzorku i
kalibratoru, a koje se ¢anaju na sled# natin:

ACt yz0rka = Clilni gen u uzorku— Ctendogena kontrola u uzorku

ACt kalibratora = thiljni gen u kalibratoru— Ctendogena kontrola u kalibratoru

Reagensi

TagMan™ komercijalni testovi (engl TagMan™ Gene Expression Assays,
Assay-on-Demand™ Applied Biosystems, Foster CityA, CUSA) sa
5’egzonukleaznom aktivnég za kvantifikaciju genske ekspresije koji sadrze
specifine prajmere i probe za svaki gen slelddéataloskih brojeva:

HE§33490 ml za Cu/Zn SOD

H4®7309 _ml1 za Mn SOD

F9€99903_m1 zf#-aktin

RA®G5909 m1 za PON1

RA®G6019 m1 za PON2

RAM0926 _m1 za PON3

REB5886_m1 za HMBS
Za odabir endogene kontrole testirano je 2 genag#®K i krv ispitanika,
gliceraldehid-3-fosfatdehidrogenaza (GAPDH)p4aktin i 8 gena za tkiva
eksperimentalnih Zivotinja, GADPH3-aktin, TBP (engl TATA box binding
protein), Ywhas €ngl tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxyggena
activation protein, zeta polypeptidg};2-mikroglobulin (B2M), HPRT1 &ngl
hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1), HMB®&g{ hydroxymethylbilane
synthase) i PP1Aghgl peptidyl prolyl isomerase A). Kao geni sa najdtajom
ekspresijom su se pokazali humafiraktin i HMBS gen za tkiva
eksperimentalnih zivotinja. Rezultati testiranjailo\gena su ukgeni preko
programageNormVBA applet for Microsoft Excel i nisu prikazani uaj

disertaciji.
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2xTagMan™ Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA)
Voda za PCR analizu(Ambion, Austin, Texas, USA)

Eksperimentalni postupak
Reakciona smeSa u ukupnoj zapremini ogi@adrzala je slede komponente:
10uL 2x ,TagMan™ Universal PCR Master Mix”
1ul 20x TagMan™ Gene Expression Assay
4uL cDNK uzorka odréene koncentracije
5uL Voda za PCR analizu

Vremena i termalni protokoli reakcije je predlopimizvadac:
1. Inicijalna faza: 2 minuta na 50°C
10 minuta na 95°C
2. PCR faza: 40 ciklusa denaturacije na 95°Gdkundi i amplifikacije na 60°C u

toku 1 minuta.

Izraéunavanje

Svi uzorci su urdeni u triplikatu (standardna devijacija Ct vredmostinja od 0,16) i
aritmeticka sredina Ct vrednosti je uzeta za ¢mr@avanje vrednosti relativne genske
ekspresije. Svaka pia je sadrzala uzorak bez cDNK kao kontrola za pmitdnu
unakrsnu kontaminaciju. U svaku analizu je bilajuddna endogena kontrola zbog
korekcije internih razlika u efikasnosti amplifik@; a nivo ekspresije svakog gena u
uzorku je normalizovan sa nivoom ekspresije svajdogene kontrole. Ct vrednosti
svakog uzorka iz pulovane krvi su dobijene pri amatskom i manuelnom podeSavanju,
dok se za ostale humane i uzorke dobijene od ekspetalnih zivotinja koristilo samo
manuelno podeSavanje osnovne linije i praga arkptifje.

Za ra&unanje relativne genske ekspresije kod fudbalekaljigtena relativna standardna
kriva, pri¢emu su rezultati izraZzeni kao stepen promene usadna kalibrator ,Control
total human RNA” kojoj je dodeljena vrednost relag ekspresije 1. Rananje genske
ekspresije kod eksperimentalnih zivotinja je izm@samo pomau relativne standardne
krive, pri cemu su kokine cDNK svakog uzorka u testiranom genu deljene sa

kolicinom cDNK u endogenoj kontroli bez katéhja kalibratora. Raunanje relativne
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genske ekspresije je udleno AACt metodom i relativnom standardnom krivom za

uzorak pulovane Krvi.

[11.3.7. Statisti¢ka obrada podataka

Statisttka analiza izvedena je primenom odgovaiidystatistékin testova. Normalnost
distribucije je proveravana Kolmogorov-Smirnov &st Za analizu podataka
distribuiranih po normalnoj raspodeli upotrebljesii Student-ovt-test i analiza
varijanse (ANOVA) sa Tuckypost hoctest-om. Pre analize parametara sa log-
normalnom raspodelom izvrSena je njihova logariteansransformacija (kod TG).
Podaci koji nisu pratili normalnu raspodelu anatini su primenom neparametarskog
Kruskall-Wallis testa za analizu razlika izdweveteg broja grupa, dok je za pdemnje
rezultata izméu dve grupe primenjen Mann-Whitney test. Koreladjaaiu normalno
distribuiranih parametara proverena je Pearson-ov@arnom regresionom analizom.
Istovremeni uticaj dve ili viSe promenljivih na yjaciju u zavisnoj promenljivoj
testiran je upotrebom multiple linearne regresieepter principu selekcije. Korelacija
parametara koji nisu distibuirani po normalnoj @i testirana je Spearman-ovom
neparametarskom korelacionom analizom. Varijaciprametara izrazene su kao
koeficijent varijacije (KV, %).

Vrednosti parametara sa normalnom raspodelom &azame kao aritmetka srednja
vrednost+ standardna devijacijax(x SD). Za log-normalno distribuirane parametre,
vrednosti su prikazane kao geometrijska srednjdnast i 95% interval pouzdanosti
(CI) za geometrijsku sredinu. Parameija raspodela nije bila normalna predstavljeni
su kao medijana (Me) i interkvartiino odstupanje.Pdarson-ovoj linearnoj analizi
vrednosti su prikazane kao koeficijenti koreladfj¢, dok su u multiploj linearnoj
analizi vrednosti prikazane kao?Rnestandardizovani koeficijent korelacije (B) i
njegova standardna greska EhE

Statisttka analiza je izviena uz upotrebu &anarskog programa PASW™ Statistic
verzija 18, MedCalc™ (Mariakerke, Belgium) verzija.4.4.0 and Microsoft™ Office
Excel 2007. Razlike u vrednostima parametara suramastatistiki znatajnim za nivo
znaajnosti (p) manji od 0,05.
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IV. REZULTATI

IV.1. UTICAJ FIzI CKE AKTIVNOSTI NA GENSKU EKSPRESIJU
IZOENZIMA SOD

Uticaj intenzivnog treniranja nakon 12 nedelja madwosti genske ekspresije Cu/Zn
SOD i Mn SOD je ispitivan u grupi fudbalera koji gee ove studije nisu profesionalno,
ve¢ samo rekreativno bavili sportom. Od njih su prwobiuzeti podaci o starosti,
izmerena im je visina i tezina, a iZwmat im je ITM. Fudbaleri su imali 17,3 + 0,5
godina sa pros@om visinom od 180,8 + 4,6 cm i tezinom od 73,6,% 8. Izr&unat
ITM je iznosio 22,9 + 2,1 kg/fna pa@etku i 22,9 + 1,8 kg/fna kraju studije. Razlika
u ITM nije bila zn&ajna nakon 12 nedelja treniranja (p=0,946)..Max je bio
statisttki znatajno ve&i nakon intenzivnog treniranja nego pre (p=0,03%,55+ 3,6
mL/min/kg i 54,8 = 3,9 mL/min/kg, respektivno.

Nije uctena statistiki znatajna razlika u hematoloskim parametrima kod fudisapee i
nakon intenzivne fizike aktivnosti, osim koncentacije hemoglobina ka@anpkon 12

nedelja bila zn&jno niza, ali u okviru referentnih vrednosti (tibe).

Tabela 1. Osnovni hematoloSki parametri kod fudbae

Pre treniranja Posle treniranja p

Eritrociti (x10"/L) 5,34+0,37 5,20+0,22 0,184
Hemoglobin, g/L 153,20+7,48 146,0045,87 0,047

Leukociti (x1G/L) 5,97+0,83 6,12+1,29 0,718
Granulociti (x16/L) 3,14+0,92 3,33+1,17 0,662
Limfociti (x10%/L) 2,10+0,58 2,02+0,37 0,480
Monociti (x1G/L) 0,73+0,14 0,77+0,08 0,784
Trombociti (x 1G/L) 241,10+57,78 237,70+44,80 0,722

Vrednosti su prikazane kaw+ SD. p-verovatnéa za Student-oirtest za parove

Osnovni biohemijski parametri su prikazani u tatiliStudent-oux-test za parove je
pokazao da nema razlike u koncentracijama paraeptari posle 12 nedelja treniranja,
osim za aktivnosti ALT i AST koje su bile statidi znatajno nize nakon 12 nedelja

(p=0,03 i p<0,001, respektivno), ali u okviru refemnih vrednosti.
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Tabela 2. Osnovni biohemijski parametri pre i podl2 nedelja intenzivne fizke aktivnosti

Pre treniranja Posle treniranja p

Glukoza, mmol/L 6,00+0,58 5,96+0,62 0,987
Urea, mmol/L 6,71+0,99 6,76+1,19 0,868
Kreatinin,umol/L 132,24+7,52 128,03+13,34 0,078
Mokra¢na kiselinapmol/L 344,13+120,41 330,37+89,50 0,681

Bilirubin, pmol/L 14,14+9,27 15,97+5,77 0,541
ALT, U/L 22,33+5,38 18,67+4,64 0,030
AST, U/L 42,5+10,82 26,83+8,18 <0,001
CRP, mg/L 2,21+2.2 2,18+1,63 0,972
UH, mmol/L 4,42+0,50 4,36+0,65 0,655
HDL-H, mmol/L 1,27+0,19 1,33+0,17 0,120
LDL-H, mmol/L 2,88+0,74 2,74+0,62 0,488
TG, mmol/L* 0,79 (0,67-0,93) 0,63 (0,52-0,77) 0,070

Vrednosti su prikazane kao+ SD. p-verovatnéa za Student-otrtest za parove
*geometrijska srednja vrednost (95% CI) za vredriage imaju log-normalnu raspodelu

HematoloSki parametri i osnovni biohemijski paramn@abele 1 i 2) su potvrdili da
mladi fudbaleri nisu imali inflamatorno, infektivnii neko drugo oboljenje koje bi,
eventualno, moglo da d& na gensku ekspresiju izoenzima SOD.

Nivo oksidativnog stresa pre i posle 12 nedeljanmivne fizéke aktivnosti analiziran
je odretivanjem specitinih markera oksidativhog stresa i antioksidativastite u krvi

(tabela 3). U grupi fudbalera, prooksidansi i akgidansi nisu bili u ravnotezi.
Aktivnosti ukupne SOD su bile z&ano nize, a nivoi @ znaajno visi nakon 12
nedelja intenzivne fizke aktivnosti. lako je aktivhost ukupne SOD bila&no niza,

aktivnosti njenih izoenzima se nisu Zapo promenile nakon treniranja.
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Tabela 3. Markeri oksidativnog stresa i antioksidate zastite kod fudbalera

Pre treniranja Posle treniranja p
TBKRS, pmol/L 1,05+0,15 1,15+0,16 0,212
O, , umoL NBT/min/L* 49,15 (31,28-77,22)  99,91(42,16-286) 0,011
AOPP, umol/L 23,68+18,60 33,61+15,98 0,172
SH grupe, mmol/L 0,50+0,07 0,57+0,08 0,169
SOD, U/L 85,73+52,67 32,27+18,31 0,012
Cu/Zn SOD, U/L 57,12+27,67 21,57+20,22 0,510
Mn SOD, U/L 28,62+18,36 11,00+9,31 0,433

Vrednosti su prikazane kao+ SD. p-verovatnéa za Student-oirtest za parove
*geometrijska srednja vrednost (95% CI) za vretinage prate log-normalnu raspodelu

Nakon detaljne evaluacije metoda za izolaciju RNKkgzane na kraju poglavlja
.Rezultati, a u cilju odabira one koja bi nam dalauzdane i reproducibilne rezultate,
uticaj fizicke aktivnosti na vrednosti genske ekspresije CU&D i Mn SOD je
odretivan u MCPK kori&enjem TRI metode, ptiemu su nakon PCR reakcije osnovna
linija i prag amplifikacije podeSeni manuelno. Vnedti genske ekspresije oba gena su
izratunate pomeéu relativne standardne krive. Na osnovu naSih tatayl vrednosti
genske ekspresije Cu/Zn SOD se nisu stakisinatajno promenile (p=0,106) nakon
12 nedelja, dok su vrednosti Mn SOD bile &gjao vee (p=0,031) nakon u odnosu na

pre treniranja (tabela 4, slika 7).

Tabela 4. Vrednosti genske ekspresije Cu/Zn SODn 80D kod fudbalera

Pre treniranja Posle treniranja p
Cu/Zn SOD 0,29+0,14 0,20+0,07 0,106
Mn SOD 1,69+0,95 2,60+1,61 0,031
p? < 0,001 < 0,001

Vrednosti su prikazane kaw+ SD. p-verovatnéa za Student-oirtest za parove
1 — verovatnéa za razlike izméu istih gena pre i nakon treniranja
2 — verovatnéa za razlike izmdu razlcitih gena pre i nakon treniranja

61



\
% x%
RQ
2.5
2
1,5
1
0,57 Mn SOD

Cu/Zn SOD

Pre treniranja

Posle treniranja

Slika 7. Efekti intenzivne fizike aktivnosti na vrednosti genske ekspresije (R@)einzima
SOD

Vrednosti su prikazane kaw+ SD. p-verovatnéa za Student-otstest za parove
a - statistiki znaajno razltit od Cu/Zn SOD pre treniranja

b - statistéki znatajno razlEit od Cu/Zn SOD nakon treniranja

¢ — statistiki znatajno razléit od Mn SOD pre treniranja

* p<0,001, ** p<0,05

Vrednosti genske ekspresije Mn SOD su bilecajreo vé&e od Cu/Zn SOD i pre i posle
treniranja (p=0,0004 i p=0,0002, respektivnho) (tabé i slika 7). Osim toga Sto su
vrednosti genske ekspresije Mn SOD bile znatri@ yosle nego pre treniranja, izioe
njih je postojala i pozitivna korelacija (Pearsonkmeficijent korelacije r = 0,698, p =
0,036).

Ispitivanje veze izmi#u vrednosti genske ekspresije izoenzima SOD i mnarke
oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite jexdeno primenom parametarske
Pearson-ove korelacije. Pre treniranja nisu postopnd&ajne korelacije izmdu

testiranih parametara (tabela 5), dok sucajme korelacije postojale nakon 12 nedelja
intenzivne fizEke aktivnosti (tabela 6).

62



Tabela 5. Pearson-ova korelacija markera oksidatgn stresa/antioksidativne zastite i

vrednosti genske ekspresije (RQ) pre treniranja

RQ Cu/Zn SOD RQ Mn SOD

TBKRS, pmol/L -0,02 -0,14
O,", wmoL NBT/min/L 0,15 -0,43
AOPP, pmol/L 0,40 -0,31
SH grupe, mmol/L 0,41 0,19
SOD, U/L 0,17 -0,62

U tabeli su date vrednosti Pearson-ovog koeficjdewtrelacije (r).

Koncentracija TBKRS je bila u negativnoj korelaga vrednostima genske ekspresije
Mn SOD (p=0,009) nakon 12 nedelja treniranja. Ukuf®D aktivnost u plazmi je bila

u pozitivnoj korelaciji sa vrednostima genske ekspe Cu/Zn SOD (p=0,005) (tabela
6).

Tabela 6. Pearson-ova korelacija markera oksidatgn stresa/antioksidativne zastite i

vrednosti genske ekspresije (RQ) nakon 12 nedebaitanja

RQ Cu/Zzn SOD RQ Mn SOD

TBKRS, pmol/L -0,36 -0,714*
0,7, umoL NBT/min/L* 0,28 -0,34
AOPP, umol/L 0,17 0,39
SH grupe, mmol/L -0,38 0,02
SOD, U/L 0,778* 0,37

*p<0,01. U tabeli su date vrednosti Pearson-ovagfikipenta korelacije (r).

Primenom Pearson-ove korelacione analizecena je veza iznd markera
oksidativhog stresa i antioksidativne zaStite sadmostima genske ekspresije Cu/Zn
SOD i Mn SOD (tabela 6). Da bi se utvrdilo koji rar oksidativhog stresa i
antioksidativne zastite pokazuje nezavistan uticaj vrednosti genske ekspresije
izoenzima, da li postoji prediktivha sposobnostoai\genske ekspresije na aktivnosti
izoenzima SOD i na ukupnu SOD aktivnost u plazniinpnjena je multipla linearna

regresiona analiza. Vrednosti ukupne SOD aktivnogtednosti genske ekspresije Mn
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SOD koje su dobijene nakon 12 nedelja treniranjazaie kao zavisno promenljive, a
parametri koji su u Pearson-ovoj korelacionoj amgdokazali zn&ajnu korelaciju sa
ove dve promenljive su bili nezavisno promenlji2obijeni rezultati i modeli su

prikazani u tabelama 7 i 8.

Tabela 7. Multipla linearna regresiona analiza zaspitivanje uticaja markera Kkoji

determiniSu ukupnu SOD aktivnost u plazmi kod fudbea nakon 12 nedelja treniranja

R? P B SE;
RQ Cu/zn SOD 0,606 0,005 - -
Model 1 0,684 0,025 52,16 146,50
Model 2 0,879 0,069 62,40 145,12

Model 1 ukljwituje RQ vrednosti Cu/Zn SOD i SH grupe.
Model 2 ukljituje RQ vrednosti Cu/Zn SOD, SH grupe, TBKRS, AOBP,

Determinante za predianje vrednosti genske ekspresije Cu/Zn SOD nisekti®tane,
lako postoji zn&ajna korelacija sa ukupnom SOD aktiveilwsu plazmi (tabela 6).
Medutim, vrednosti genske ekspresije Cu/Zn SOD su pdeametar koji nezavisno
utice na ukupnu aktivhost SOD (p=0,025) kada se u mokigci preostali marker
antioksidativne zastite (SH grupe). Kada se u mod#tguce i parametri oksidativhog
stresa (TBKRS, AOPP, 0 prediktivha uloga vrednosti genske ekspresijeZ8B0OD
na ukupnu aktivnost SOD u plazmi se gubi (p=0,{&Hela 7).

Tabela 8. Multipla linearna regresiona analiza zagitivanje uticaja markera oksidativno-

stresnog statusa koji determiniSu gensku ekspre#ijo SOD kod fudbalera nakon 12 nedelja

treniranja

R® p B Sk
TBKRS 0,508 0,009
Model 1 0,686 0,017 -6,57 2,19
Model 2 0,855 0,063 -3,16 1,13

Model 1 ukljuituje TBKRS,AOPP, @.
Model 2 ukljituje TBKRS, AOPP, @, SH grupe, SOD.

Koncentracija TBKRS je zadrzala ulogu prediktivriadtora (p=0,017) za vrednosti
genske ekspresije Mn SOD kada se u model &klpstali markeri oksidativhog stresa
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(AOPP i Q7). Medutim, kada su pored njih u drugom modelu dodati kear
antioksidativne zastite, prediktivna sposobnost REKse izgubila (p=0,063) (tabela 8).
Poveanje genske ekspresije Mn SOD i njeng&avénterindividualna varijabilnost u
limfocitima je atekivana kada su osobe izloZene garem oksidativnhom stresu (pre
vs nakon treniranja, 56%s 62%) (slika 8). Nasuprot tome, vrednosti genskepedsije
citoplazmatskog izoenzima se nisu &gao promenile nakon 12 nedelja, a i njegova
ekspresija je postala stabilnija nakon periodaZehmsti povéanom oksidativnom

stresu Sto je pokazano manjom interindividualnonmijatgilno&u (pre vs nakon
treniranja 49%s 36%).

Cuw/Zn SOD
Pre treniranja

Posle treniranja

Slika 8. Interindividualne varijacije u vrednostimgenske ekspresije Cu/Zn SOD i Mn SOD
pre i nakon treniranja
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IV.2. UTICAJ DIJETE | TERAPIJE ATORVASTATINOM NA GE NSKU
EKSPRESIJU IZOENZIMA PON

Kao i kod grupe fudbalera, RNK iz organa eksperitalkaih Zivotinja je izolovana samo
pomaiu TRI metode. Prilikom zrtvovanja zivotinja nijeksgljena dovoljna koéiina
krvi da bi se iz njenih MPK izolovala RNK TRI metodom, tako da su kéeigi samo
njihovi organi. Karakteristike RNK iz jetre, belagasnog tkiva i aorte su prikazane u
tabeli 9.

Koli¢ina organa iz kojih je izolovana RNK je bila u poegenim granicama (50-100 g
tkiva) za TRI metodu (112). Statigha analiza ANOVA je pokazala da tip dijete i
terapija nisu uticali na prinoscistoéu rastvora u kome se nalazila RNK dobijena iz

jetre, belog masnog tkiva i aorte (tabela 9).

Tabela 9. Prinos i karakteristike rastvora RNK d¢dme TRl metodom iz organa pacova

Grupa pacova Grupa pacova
~ Grupa pacova na ) 1
na normalnoj o na aterogenoj p
o aterogenoj dijeti o
dijeti dijeti i terapiji
Konc. RNK, 680,72+96,16 786,24+324,74 916,40+245,62 0.18
ng/uL (14,13) (41,3) (41,3) ’
1,90+0,05 1,92+0,05 1,98+0,07
A260/280 0,35
© (2,63) (2,60) (3,53)
3 2,25+0,13 2,17+0,35 2,32+0,31
A260/230 0,71
(3,94) (16,13) (13,36)
1,70+0,06 1,75+0,11 1,62+0,11
A260/240 0,40
(3,52) (6,28) (6,79)
Konc. RNK, 456,00+310,46 501,12+327,96 519,20+324,91 0.94
ng/uL (68,08) (65,45) (62,58) ’
o
-E 1,92+0,14 1,95+0,11 1,91+0,06t
= A260/280 0,91
2 (7,29) (5,64) (3,14)
)
E 2,00+0,13 2,21+0,27 2,10+0,19
o A260/230 0,48
g (6,50) (12,22) (9,05)
1,56+0,14 1,59+0,15 1,63+0,06
A260/240 0,63
(8,97) (9,43) (3,68)

nastavak tabele je na sletg strani

66



Grupa pacova Grupa pacova

~ Grupa pacova na ) 1
na normanoj o na aterogenoj p
o aterogenoj dijeti o
dijeti dijeti i terapiji
Konc. RNK, 203,20+66,90+ 183,60+163,280 200,00+135,0% 0.97
ng/uL (32,92) (88,92) (67,54) '
2,12+0,17 2,00£0,04 2,09+0,09
A260/280 0,51
- (8,01) (2,00) (4,31)
5 2,224+0,19 2,30+0,07 2,20+0,06
A260/230 0,43
(8,55) (3,04) (2,73)
1,60+0,22 1,48+0,13 1,74+0,14
A260/240 0,24
(13,75) (8,78) (8,19)
p? 0,007 0,03 <0,001

Vrednosti su prikazane kawo+ SD (KV,%).
1 - verovatnéa za razlike u koncentracijama RNK u istim organipscova na raalitim

tretmanima
2 — verovatnéa za razlike u koncentracijama RNK izineorgana na svakom pojedémam

tretmanu

a- statistiki znatajno u odnosu na jetru pacova na normalnoj dijeti

b- statistéki znatajno u odnosu na jetru pacova na aterogenoj dijeti

c- statistéki znatajno u odnosu na jetru pacova na aterogenoj dietapiji
* p<0,001, t p<0,05 (p vrednost za Tuglkyst hodest)

Koncentracija RNK izméu jetre, belog masnog tkiva i aorte se st&istznaiajno
razlikovala posebno u okviru svake grupe pacovayammalnoj, aterogenoj i aterogenoj
dijeti sa terapijom (p=0,007, p=0,03 i p<0,001 peddivno). Statistiki najmanji prinos
je bio iz aorte u odnosu na jetru na bilo kom tilyete i terapije, dok se koncentracije

RNK iz belog masnog tkiva i aorte u sve tri grupgurrazlikovale (tabela 9 i slika 9).
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Vrednosti su prikazane kax

a- statisitki znatajno u odnosu na jetru pacova na normalnoj dijeti

b- statistéki znatajno u odnosu na jetru pacova na aterogenoj dijeti

c- statistéki znatajno u odnosu na jetru pacova na aterogenoj dietapiji
* p<0,001, t p<0,05 (p vrednost za Tuglkyst hodest)

Slika 9. Proséne koncentracije RNK dobijene iz organa sve tri geipacova

Svi odnosi apsorbancija su bili u okviru prepmmih granica (110). KV koncentracija
RNK (%) su bili v&i u uzorcima RNK dobijenim iz belog masnog tkivagyaez druga
dva organa u sve tri grupe pacova (tabela 9). gama pacova na bilo kom tretmanu,
koncentracije RNK su bile znajno ve&e od koncentracdija RNK dobijene iz humane
krvi ili M CPK.

RNK izolovana iz sva tri organa pacova na &izin tretmanima je bila éuvanog

integriteta u svim uzorcima, sa jasno vidljivim rRNsubjedinicama i mi#sobnim
odnosom oko 2 (slika 10).
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Slika 10. Elektroforetski profil po jednog uzorka NK izolovanih iz organa pacova na
ispitivanim tretmanima

ND grupa -grupa pacova na normalnoj dijeti; AD grupgrupa pacova na aterogenoj dijeti;
ADA grupa - grupa pacova na aterogenoj dijeti apgi; BMT — belo masno tkivo

U svim tkivima je detektovana genska eskpresija PORON2 i PON3, miutim
vrednosti su se razlikovale u zavisnosti od trenamipa tkiva. Uticaj tipa dijete i
terapije na vrednosti genske ekspresije izoenziaragksonaze u jetri, belom masnom

tkivu i aorti je prikazan u tabeli 10 i slikama 112.
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Tabela 10. Vrednosti genske ekspresije (RQ) izomazPON u organima sve tri grupe pacova

Grupa pacova na
Grupa pacova na Grupa pacova na S
aterogenoj dijeti i

normalnoj dijeti aterogenoj dijeti

terapiji
1,07 1,18 0,88
PON1
(0,94-1,16) (1,01-1,23) (0,80-0,99%
0,96 1,08 0,99
Jetra PON2
(0,86-1,05) (1,04-1,13% (0,83-1,31)
1,07 1,00 0,84
PON3
(0,93-1,18) (0,89-1,23) (0,74-1,08)
0,27 0,14 0,23
PON1
Bel (0,05-0,69) (0,05-1,15) (0,17-0,89)
elo
1,07 1,13 1,14
masno PON2
_ (0,90-1,31) (1,03-1,27) (0,99-1,22)
tkivo
0,86 0,88 0,89
PON3
(0,66-2,53) (0,45-2,15) (0,74-2,34)
0,17 0,29 0,18
PON1
(0,05-0,32) (0,13-0,40) (0,10-0,40)
0,84 1,17 0,80
Aorta PON2
(0,65-1,06) (0,67-1,32) (0,72-0,99)
0,85 0,65 1,10
PON3
(0,39-1,16) (0,49-1,89) (0,46-1,41)

Vrednosti su prikazani kao Me (interkvartilni ragpo

a - statistiki znaajno razl€ito u odnosu na grupu pacova na aterogenoj dijeti
b - statistéki znatajno razléito u odnosu na grupu pacova na normalnoj dijeti
*p<0,05 (Mann Whitney test)

Vrednosti genske ekspresije PON1 u jetri su bile¢amo nize (p=0,028) u grupi
pacova na aterogenoj dijeti sa terapijom nego ypigvacova na aterogenoj dijeti bez
terapije. Vrednosti genske ekspresije PON2 u giribile zn&ajno nize (p=0,045) u
grupi pacova na normalnoj dijeti, nego u grupi ter@genoj dijeti. Vrednosti genske
ekspresije PON3 su bile niZze u jetri u grupama pact aterogenoj dijeti i aterogenoj
dijeti u kombinaciji sa terapijom u paenju sa grupom na normalnoj dijeti, ali ovo
shizenje nije bilo statistki znatajno. U belom masnom tkivu i u aorti nije bilo ri&al u

genskoj ekspresiji izoenzima ponaosob idmeestiranih grupa (tabela 10).
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Slika 11. Uticaj tipa dijete i terapije atorvastatbm na vrednosti genske ekspresije (RQ)
PON1, PON2 i PON3 u jetri (A), belom masnom tkiv)(i aorti (C)

a - zn&ajno razléita od RQ vrednosti PON1 u AD grupi

b - zn&ajno razléita od RQ vrednosti PON2 u ND grupi

C - zn&ajno razltita od RQ vrednosti PON1 u ND grupi

d - zn&ajno razltita od RQ vrednosti PON1 u ADA grupi

* p<0,01, ** p<0,05 (p za Mann Whitney test)

ND grupa -grupa pacova na normalnoj dijeti; AD grupgrupa pacova na aterogenoj dijeti;
ADA grupa - grupa pacova na aterogenoj dijeti apgi, BMT — belo masno tkivo
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U jetri nije bilo zn&ajne razlike vrednostima genske ekspresije &nf@ON1, PON2 i
PON3 na normalnoj dijeti, ptiemu su se njihovi nivoi odrzali i pod uticajem atgene
dijete i aterogene dijete sa terapijom (slika 11¥ednosti genske ekspresije PON2 i
PON3 su bile znmjno vé&e od PON1 i u belom masnom tkivu (p=0,004 i p=0,016
respektivno) i u aorti (p=0,01 and p=0,025, respek) kod pacova na normalnoj dijeti
(slike 11B i 11C). Razlike u ekspresiji izthegena su ostale z¥gne samo u aorti u
grupi pacova na aterogenoj dijeti i aterogenojtdga terapijom, dok su se izgubile u
belom masnom tkivu pacova na istim tretmanima. Wosti genske ekspresije PON2 i
PONS3 su bile znsmjno veée od PON1 u aorti na aterogenoj dijeti (p=0,02blza gena)

I aterogenoj dijeti sa terapijom (p=0,004 i p=0,(Espektivno) (slika 11C).
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Slika 12. Distribucija vrednosti genske ekspresiiRQ) izoenzima paraoksonaze izihe

organa pacova na normalnoj dijeti (ND) (A), aterogej dijeti (AD) (B) i aterogenoj dijeti i

terapiji atorvastatinom (ADA) (C)

a- zn&ajno razléita od RQ vrednosti PON1 u jetri
b- zn&ajno razltita od RQ vrednosti PON2 u BMT
*p<0,01, **p<0,05 (p za Mann Whitney test)

BMT — belo masno tkivo
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Distribucija vrednosti genske ekspresije svakogagpojedindno izmeiu jetre, belog
masnog tkiva i aorte pod uticajem aterogene dijetterogene dijete sa terapijom
atorvastatinom prikazana je na slici 12. U grupigy@ na normalnoj dijeti, ekspresija
PONL1 je bila zn&ajno vea u jetri nego u aorti (p=0,004) i nego u belom moas tkivu
(p=0,004), dok razlike u ekspresiji PON2 i PON3unisle zn&ajne izméu organa
(slika 12A). U grupi pacova na aterogenoj dijetazlike u vrednostima genske
ekspresije PONL1 iznde jetre i aorte su zadrzale Zagost (p=0,014), ali se zégnost
razlike izgubila izméu jetre i belog masnog tkiva. | u ovoj grupi pacavg bilo
razlike u genskoj ekspresiji PON2 i PON3 ponaosoheiu organa (slika 12B). U
grupi pacova na aterogenoj dijeti sa terapijomdnosti genske ekspresije PON1 su i
dalje bile zn&ajno vee u jetri nego aorti (p=0,004), dok su vrednostigie ekspresije
PON2 bile vée u belom masnom tkivu nego aorti (p=0,04). Nijéo hiazlike u
vrednostima genske ekspresije PON3 idmergana (slika 12C).

Postojala je zn@mjna pozitivha korelacija vrednosti genske ekspreBON1 izmédu
jetre i masnog tkiva (p=0,019) i vrednosti genskepeesije PON3 iznmi jetre i aorte
(p=0,024) (tabela 11). Jedino se u masnom tkiviapala korelacija vrednosti genske
ekspresije PON1 i PON3 sa gramm zng&ajno%u (p=0,072). Nisu postojale z¥ane
korelacije vrednosti genske ekspresije izoenzimdl R@d pacova na aterogenoj dijeti i

aterogenoj dijeti sa terapijom.
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Tabela 11. Spearman-ova korelacija vrednosti gemskspresije (RQ) izoenzima PON kod pacova na ndnojedijeti

Jetra Belo masno tkivo Aorta
RQ PON1 RQPON2 RQPON3 RQPON1 RQPON2 RQPON®PRN1I RQPON2 RQPON3

RQ PON1 - - - - - - - - -
Jetra RQ PON2 -0,429 - - - - - - - -

RQ PON3 0,429 -0,143 - - - - - - -
Belo RQ PON1 0,886* - - - - - - - -
masno RQ PON2 - -0,486 - 0,205 - - - - -
kivo RQ PON3 - - -0,143 0,771 0,543 - - - -

RQ PON1 -0,486 - - -0,714 - - - - -
Aorta RQ PON2 - 0,429 - - -0,486 - 0,486 - -

RQ PON3 - - 0,829* - - -0,086 0,657 0,603 -

Podaci su prikazani kao Spearman-ov koeficijenelemije p).
*p<0,05.
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IV.3. POREPENJE METODA ZA 1IZOLACIJU RNK 1Z HUMANE KRVI
Da bismo ispitali reproducibilnost metode za izopla®NK pripremili smo pul pune
citratne krvi. Za tu svrhu iskokigéna je krv Zenske osobga je krvna slika data u tabeli

12 iz koje se moze videti da osoba nije bila ujstarflamacije ili infekcije.

Tabela 12. Vrednosti hematoloskih parametara u 8@noj krvi

HematoloSki parametri  Koncentracija

Leukociti 8,25 x18L
Limfociti 2,75 x10/L
Monociti 0,33 x16L
Granulociti 5,17 x19L
Eritrociti 4,25 x167/L
Hemoglobin 124,3 g/L
Trombociti 273,9 x 1L

Iz pula citratne krvi RNK je izolovana po 5 puta3metode. Kvalitet rastvora dobijene
RNK, koncentracije RNK i KV (%) su prikazani u téEs.

Tabela 13. Karakteristike RNK dobijene iz uzorkdratne krvi

TRIuwepk ABlkry ABlvcpk
X+SD  KV(%) X+SD  KV(%) X +SD KV(%)

Konc. RNK,

102,08+8,83 8,65 34,16%234 6,85 17,09+1,72* 10,05
ng/ulL
A260/280 1,98+0,05 2,52 1,91+0,08 4,19 2,05+0(22 10,84
A260/230 2,03+0,08 3,94 0,53t0M9 16,98 0,40+0,03* 10,77
A260/240 1,78+0,06 3,60 0,99+0%1 11,26 0,66+0,04> 5,62

a - statistiki znatajna razlika u odnosu na TRk metodu
b - statistéki znatajna razlika u odnosu na ARl metodu
*p<0,001; 1p<0,05 (p vrednost za Tuckyost hodest)

Analizom varijanse je utdeno da je TRl¢cpk metodom izolacije dobijena statiddi
zna&ajno vea koncentracija RNK (p<0,001) nego painABI metode bez obzira da li
je kori&ena puna krv ili MPK (tabela 13). Méutim, kada se koncentracija RNK

prerauna na brojeelija iz kojih je izolovana, $to je 2 10’ ¢elija (limfociti i monociti)
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za TRluerk, 0,25 x 10" (leukociti, trombociti i retikulociti) za ABdgy i 0,5 x 10’
(limfociti i monociti) za ABl¢cpk metodu, nije bilo razlike u koncentraciji RNK
dobijene poméu TRIyepk | ABlkry, dok se razlika zadrzala izie TRIyepk |
ABluepk (p<0,001) i ABkrv | ABIuepk metoda(p<0,001). Najmanja koncentracija
RNK je dobijena pom&u ABlucpk metode. Pokazana je jasna varijacija u daili
izolovane RNK i kvalitetu rastvora u kome se onniazmeiu metoda. S obzirom da
se vrednosti KV do 10% mogu smatrati prihvatljivin@jveta varijacija u koncentraciji
izolovane RNK je bila kod ARl¢pk (10,05%), a najmanja kod ARy metode
(6,85%). Rastvori RNK bez prisustva proteina sbijgni pom@u sve 3 metode, bez
obzira Sta je bio petni uzorak (tabela 13Yistoéa rastvora RNK (odsustvo organskih
rastvarga i neorganskih soli) je bila zadovoljavégusamo kod TRi¢pk metode, Sto je
prikazano odnosom A260/230 izthe2,0 i 2,4 i odnosom A260/240 &im od 1,4.
Takaie, odnosi apsorbancija za TRI metodu su bili dtékisznaajno vei od odnosa
za ABI metodu bez obzira na tip uzorka. Svih 5 akar RNK dobijenih pomiu
ABlkry metode su pokazali izvestan stepen ¢aidenja, Sto je potdeno niskim
odnosima apsorbancija. KV tih odnosa apsorbanajjabii veci nego kod drugih
metoda (tabela 13).

lako su izr&unati odnosi apsorbancija za svaki uzorak dovatmiprocenu njenog
kvaliteta, vazno je ispitati i spektar svakog oith ma talasnim duzinama od 230 do 320
nm. Cisti uzorci nukleinskih kiselinge dati karakteristain obik krive kao iskrivljeno
zvono sa maksimumom apsorbancije na 260 nm, kakaug spektar samo uzoraka
RNK dobijenim TRl¢cpk metodom. Spektri uzoraka dobijenim primenom drdge
metode nisu dali @ekivane krive Sto ukazuje da njihovi rastvori nidaili
zadovoljavajde cistoce (110). Na slici 13 je prikazan po jedan uzorastvora RNK

dobijen svakom metodom.
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Slika 13. Spektri po jednog uzorka RNK izolovanitRTyerk (A), ABlkry (B) i ABlyerk (C)
metodama
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RNK izolovana TRi¢pk | ABlwecpk metodama izolacije je bila intaktna, obe subjestini
28S i 18S bile su vidljive na gelu u odnosu pribtiZednakom 1,2. rRNK subjedinice u
uzorcima dobijenim ABlry metodom nisu bile vidljive na gelu, &¢e detektovano

Siroko polje fluorescence tzv. smir. Na gelu, nartst gde su naneti uzorci nije

detektovana fluorescenca Sto predstavlja odsushKg(slika 14).

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Slika 14. Elektroforetski profil RNK izolovane tésinim metodama iz pulovanog uzorka
(TRImcrk (1-5), ABlkry (6-10) i ABlucrk (11-15))

lako kvalitet i integritet RNK dobijene ABI metodonije bio zadovoljavaijti, relativna
ekspresija gena Cu/Zn SOD i Mn SOD je d@ilvana u svim uzorcima RNK koji su
izolovani dvema metodama, i to na dv&ina, relativnom standardnom krivonAACt
metodom.

Pre izvaienja relativne standardne krive, svi uzorci RNKpsepisani u cDNK i svedeni
na koncentraciju od 48,0 nd/ za uzorke dobijene pomo TRIu¢pk, Na 19,2 ngiL za
uzorke dobijene pondo ABIkry | Na 7,68 ngiL za uzorke dobijene pordo ABlyi¢pk
metode. Za svaku metodu napravljen je pul cDNK dawéh koncentracija iz koga su
dalje pravljena razblazenja za standardnu krivu.pBb razblazenja su pravljena iz
svakog pula cDNK i svaki od njih je amplifikovan ROnetodom u kvadriplikatu.
Sledeée koncentracije su kodéne za konstruisanje standardne krive: 1,5, 0,,87,50
0,1875 i 0,09375 ngL za TRMe¢pk; 0,5, 0,25, 0,125, 0,0625 i 0,03125 ig/za
ABlkry i1 0,48, 0,24, 0,12, 0,06, 0,03 nb/ABlucpk metodu. Nakon gPCR metode,
standardna kriva je konstruisana tako da su na xasete vrednosti logaritmovanih
koncentracija RNK, a na y-osi Ct vrednosti. Ct vresti r&una softver pri automatskoj
I pri manuelnoj postavci osnovne linije i praga dfikacije. Karakteristike dobijenih
standardnih krivih su prikazane u tabeli 14.
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Tabela 14. Karakteristike standardnih krivin Ct = flog konc. RNK) i efikasnosti

amplifikacija (E) gena u uzorcima dobijenim iz pulpoma‘u ispitivanih metoda

Automatska osnovna linija i prag Manuelna osnovna linija i prag

amplifikacije amplifikacije
Nagib Odse&ak R E,% Nagib Odsmk R E, %
TRIuwepk
B-actin -3,52 22,32 0,985 925 -3,49 19,69 0,991 93,6
Cu/znSOD  -3,60 29,13 0,999 89,5 -3,51 28,57 0,996 92,5
Mn SOD -3,562 27,99 0,997 92,3 -3,54 26,58 0,996 915
ABlry
B-actin -3,64 23,45 0,995 88,1 -3,39 29,18 0,997 974
Cu/znSOD  -3,62 30,19 0,989 88,8 -3,42 26,11 0,997 96,2
Mn SOD -3,43 27,88 0,996 95,6 -3,36 23,35 0,992 98,3
ABlvcpk
B-actin -3,32 23,92 1,000 100 -3,34 22,98 1,000 99,2
Cu/ZnsSOD  -3,33 28,78 0,993 99,6 -3,33 28,55 0,995 99,7
Mn SOD -3,33 28,57 0,998 99.6 -3,33 26,04 0,998 99,6

Od svih krivih nezadovoljavafiinagib (< od -3,6) je dobijen za standardnu krag-
aktin i Cu/Zn SOD za ABky metodu, dok je gradéma vrednost nagiba Cu/Zn SOD
gena bila kod TR)¢pk metode pri automatskom podeSavanju osnhovne linjeaga
amplifikacije. Vrednosti nagiba uticale su na e$ikasti amplifikacija ciljnin sekvenci
B-aktina i Cu/Zn SOD u gPCR metodi koje su, tikobile manje od prihvatljive (< od
90%) kod ABkgry i za Cu/Zn SOD kod TRkpk metode. Standardna kriva gaaktin
kod TRiepk metode je imala neodgovaréijuR® Za ra&unanje relativne genske
ekspresije preko relativne standardne krive zegeve i sve uzorke mogle bi se koristiti
one standardne krive dobijene pri manuelnom podegavosnovne linije i praga
amplifikacije zato Sto su svi nagibi, koeficijenkiorelacije standardnih krivih i
izratunate efikasnosti u prihvatljivim granicama (-3, agib<-3,6; RB>0,99; efikasnost
> 90%, respektivno). Mitim, ratunanjem efikasnosti amplifikacija gena u svim
uzorcima nam ne govori o tome da li su one dovohtiske da bi se, umesto metode

relativne standardne krive, mogla korisithCt metoda za tainanje genske ekspresije

80



kao znatno jednostavnija i isplativija. Validacijaksperimenta se, preko nagiba krivih
koje prate funkcijuACt = f (log konc. RNK), pokazuje u kakvom su odne$ikasnosti
amplifikacije testiranih gena (Cu/Zn SOD i Mn SQG@ndogene kontroleg{aktin).

Tabela 15. Nagibi krividCt = f (log konc. RNK)

Nagibi
Testirani geni Auto Manuelno
Cu/zn SOD ip-aktina  -0,0854 -0,0281
TRIuwepk . .
Mn SOD ip-aktina -0,0071 -0,0710
Cu/Zn SOD iB-aktina  0,0224  -0,0268
ABlkry . .
Mn SOD ip-aktina 0,2125 -0,0568
Cu/Zn SOD ip-aktina  -0,0154 0,0117
ABlwerk

Mn SOD iB-aktina -0,0138 0,0082

ACt=Ct cilinog gena (Cu/Zn SOD ili Mn SOD}~ Ct[Z»—aktina
Auto — automatsko podeSavanje osnovne linije i preagplifikacije

Manuelno — manuelno podeSavanje osnovne linijaggramplifikacije

Da bi se efikasnosti amplifikacija ciljnog genandegene kontrole smatrale priblizno
ekvivalentnim, nagibi krivilACt = f (log konc. RNK) treba da budu maniji od GQ\aj
uslov je zadovoljen u svim glajevima, osim u skaju Mn SOD i B-aktina pri
automatskom podeSavanju osnovne linije | praga ifikgdlije gde je nagib duplo ve

od maksimalnog prihvatljivog i iznosi 0,2125 (tadell5). lako su efikasnosti
amplifikacije Cu/zZn SOD B-aktina bile priblizno iste (prikazano nagibom o@224
manjim od 0,1), pojeditae efikasnosti navedenih gena su bile neprihvatifa dalju
kvantifikaciju genske ekspresije potuogPCR metode (88,8% i 88,1%, respektivno)
(tabela 14). Sa druge strane, efikasnost amplijikadin SOD gena je bila
zadovoljavajda i iznosila 95,6%; ndtim posto nije bliska efikasnosti amplifikacfje
aktina dalje r&unanje genske ekspresije pama@aACt metode bi bilo nepouzdano.

Ct vrednosti ili koléine cDNK aitane na osnovu njih, dobijene pri manuelnom
podeSavanju osnovne linije i praga amplifikacijersmgu koristiti za r&unanje relativne
ekspresije na bilo koji i, AACt ili relativnom standardnom krivom (RSK). Tadazb
obzira koji n&in ratunanja se koristi, dobijene vrednosti genske ekgpréreba da
budu priblizno iste. Tuckypost hoctest je pokazao da se vrednosti genske ekspresije
Cu/Zn SOD i Mn SOD (R@ct TRIuepk VS RQrsk TRIvepk; RQaact ABlkry VS RQrsk

ABlkrv | RQaact ABlucepk VS RQrsk ABluepky za svako automatsko i manuelno
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podeSavanje ponaosob nisu statistznatajno razlikovale (p > 0,05) (tabele 16 i 17),
odnosno da se ¢ananje relativne genske ekspresije moze vrSiti @redativne
standardne krive iINACT metode i da se pritom dobiju bliske vrednostikdie, nije
bilo znaajne razlike u vrednostima genske ekspresije svgkog izméu automatskog

I manuelnog podeSavanja osnovne linije i praga dikgotije za svaku metodu i din
ratunanja.

Analizom varijanse je pokazano da su se vrednastiske ekspresije Cu/Zn SOD
(ratunate na oba ®@a) izmeiu testiranin metoda statiiti znaajno razlikovale.
Statisttki najmanje vrednosti su dobijene ABkx metodom, dok su naj¢e vrednosti
dobijene ABkry metodom (tabela 16). Paenjem metoda Tuckpost hoctest-om se
pokazalo da statiski znaajne razlike ne postoje izre RQzsk TRIvepk VS RQrsk
ABlkry vrednosti za automatsko podeSavanja,rEQTRIvicpk VS RQrsk ABlkgry i
RQrsk ABIkrv VS RQrsk ABluwepk vrednosti za manuelno podeSavanje. Najmanji KV u
vrednostima genske ekspresije (5,99%) dobijen jaga TRIy¢pk metode manuelnim
podeSavanjem, a izfanat metodom relativne standardne krive. N&jwV (60,35%)
je dobijen za vrednosti genske ekspresijecimnate poméu relativne standardne krive
automatskim podeSavanjem osnovne linije i pragaliikgeije u uzorcima dobijenim

ABIlry metodom.
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Tabela 16. Vrednosti genske ekspresije (RQ) Cu/ZD5 KV (%) iz pulovanog uzorka

Automatska osnovna linija i prag amplifikacije Meztna osnovna linija i prag amplifikacije
TRImepk ABlkrv ABlv¢pk p TRIwepk ABl ry ABlv¢pk p
RQuact 0,45+0,03  1,31+0,68 0,40+0,071"% 0,005  0,45+0,03 1,24%0,57  0,38+0,0%5"™ 0,002
KV za RQuact 6,69 51,90 17,50 - 6,23 45,80 13,15
RQrsk 0,47+0,03 1,06+0,64 0,40+0 87+ 0,029  0,50+0,03 0,75+0,37 0,46+086 0,047
KV za RQksk 6,43 60,35 17,50 - 5,99 49,58 12,96 -

Vrednosti su prikazane kawo+ SD. p-verovatnéa za ANOVU.
a - statistiki zna&ajna razlika u odnosu na TRk metodu
b - statistéki znatajna razlika u odnosu na ARl metodu
*p<0,05; +p<0,01; $p<0,001 (p vrednost za Tucky post hodest)



Tabela 17. Vrednosti genske ekspresije (RQ) Mn S¥ (%) iz pulovanog uzorka

Automatska osnovna linija i prag amplifikacije

Meztna osnovna linija i prag amplifikacije

TRIlwepk ABl gy ABlyepx p TRIvepk ABlkrv ABlyepx p
RQaact 3,25+0,47  36,48+29,91  2,02+0,28%"™ 0,012  2,93+0,20 28,02+16,18 2,15+0,18" 0,001
KV za RQact 14,45 81,99 13,88 - 6,82 57,56 8,37
RQrsk 3,04+0,41 23,55+24,54 1,99+0727 0,053  2,71+0,18 14,3978  2,09+0,15°t 0,001
KV za RQksk 13,50 104,22 13,53 - 6,64 49,90 7,17 -

Vrednosti su prikazane kao+ SD. p-verovatnéa za ANOVU.
a - statistiki znaajna razlika u odnosu na TRk metodu
b - statistéki znatajna razlika u odnosu na ARl metodu
*p<0,05; Tp<0,01; $p<0,001 (p vrednost za Tuckypst hodest)
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Statisttkom metodom analiza varijanse je pokazano da swrednosti genske
ekspresije Mn SOD (ainate na oba ®ma) izmelu testiranin metoda statiski
znaajno razlikovale, osim u staju vrednosti réunatim metodom relativhe standardne
krive pri automatskom podeSavanju osnovne lingeaga (p=0,053) (tabela 17). Ovo je
ocekivano s obzirom na KV za Rk ABlkry vrednosti koji je bio najwe i iznosio
104,22%. Najmaniji KV je dobijen za Rgx TRIw¢pxk Vrednosti (6,64%) pri manuelnom
podeSavanju osnovne linije i praga amplifikacijeakdde, kao i kod Cu/Zn SOD,
statisttki najmanje vrednosti genske ekspresije Mn SOD ebijene u ABlicpk
uzorcima, dok su naj¢e dobijene u ABlry uzorcima, a r&unate preko relativne

standardne krive (tabela 17).

IV.4. POREDENJE METODA ZA IZOLACIJU RNK | UTICAJ
INTERINDIVIDUALNIH  VARIJACIJA' NA  GENSKU EKSPRESIJU
IZOENZIMA SOD U KONTROLNOJ GRUPI

Uticaj metoda izolacije na vrednosti genske eksjgresu dodatno testirane i u
kontrolnoj grupi kod kojih je RNK izolovana ARty i TRIycpk metodama. Korig&ene
su samo ove dve metode izolacije RNK, jedna koje dajve&u (ABlkry) | druga koja
daje najmanju (TRJi¢pk) Vvarijaciju u vrednostima genske ekspresije olbenzima. U
uzorcima izolovanim TRJ¢px metodom koncentracija RNK (113,68 + 58,15 ng/|jé)
bila statisttki znatajno ve&a nego u uzorcima dobijenim A}, metodom (37,16 *
3,82 ng/uL), p=0,002. Nakon korekcije koncentraédK u odnosu na @etni broj
¢elija, nije bilo zné&ajne razlike u prinosu koje su dale ove dve metdt® i kod
pulovanog uzorka, rastvori RNK dobijeni obema matod nisu sadrzali proteine Sto je
pokazano odnosom A260/280¢wm od 1,8. Statistki znalajno ve&a koncentracija
organskih i neorganskih kontaminanata je bila ucinta dobijenim ABkry metodom,
Sto je pokazano odnosima apsorbancija A260/2306agma manjim od 2 i A260/A240
znaajno manjim od 1,4 (p<0,001 za oba odnosa apsoijbafiabela 18).
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Tabela 18. Karakteristike RNK u kontrolnoj grupi

TRIyepk ABlkry
X+ SD KV (%) X+ SD KV (%)

Konc. RNK,

113,68+58,15 51,16 37,16+3,82 6,85 0,002
ng/uL
A260/280 2,06+0,11 5,17 2,04+0,08 4,53 0,74
A260/230 2,12+0,09 4,19 0,95+0,16 16,93 <0,001
A260/240 1,58+0,08 4,12 0,90+0,07 13,76 <0,001

Vrednosti su prikazane kao+ SD. p-verovatnéa za Student-otrtest za parove

Elektroforetski profil uzoraka je pokazao odsus®@®S i 18S rRNK subjedinica u
ABlkryv uzorcima. Kod TRj¢px metode pored jasne vidljivosti, odnos subjedinea
bio zadovljavajuai (oko 1,2) (slika nije prikazana u okviru poglav]jRezultati®).

S obzirom na rezultate pd®enja metoda dobijenim iz pulovanog uzorka, vrednost
genske ekspresije su dobijene pri manuelnom podegawosnovne linije i praga
amplifikacije i r&unate preko relativne standardne krive udrki ABlkry Uzorcima.
Vrednosti genske ekspresije Cu/Zn SOD su biletajna veée (p=0,002) u TRI¢pk
uzorcima nego u uzorcima dobijenim AB} metodom (tabela 19 i slika 15), Sto je
suprotno sa rezultatima iz pulovanog uzorka gdéBéxgry metoda izolacije davala
vece vrednosti genske ekspresije nego vidrk metoda (tabela 5). Vrednosti genske
ekspresije Mn SOD, kao i kod pulovanog uzorka, #ga btatisttki znaajno vee
(p=0,002) u uzorcima RNK dobijenim Ay nego TRli¢cpk metodom (tabela 19 i
slika 15).

Tabela 19. Vrednosti genske ekspresije (RQ) Cu/Zbsi Mn SOD i KV (%) u kontrolnoj
grupi

Cu/Zn SOD Mn SOD
TRIwepk ABlkry p TRIluepk ABlkry p
RQ 0,26+0,07 0,08+0,03 0,002 1,63+0,48 9,83+549 0,002
KV, % 27,26 36,59 29,45 55,86

Vrednosti su prikazane kao+ SD. p-verovatnéa za Student-otrtest za parove
a — statistiki znatajno razléit od TRy ¢pk za Cu/Zn SOD gen

b - statistéki znatajno razléit od ABlkry za Cu/Zn SOD gen

* p<0,01, ** p<0,001
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U okviru svake metode je testirana i razlika u e&sg izmeiu Cu/Zn SOD i Mn SOD
gena, prcemu je Mn SOD pokazao ztegno veu ekspresiju u odnosu na Cu/Zn SOD i
u MCPK (p<0,01) i u punoj krvi (£0,001)(tabela 19 i slika 15).

Razlike u vrednostima genske ekspresije idun&oenzima u okviru svake metode i
izmedu metoda se najbolje moguditona slici 15.

Cu/Zn SOD
TRIMCPK

ABIKRV

Slika 15. Vrednosti genske ekspresije (RQ) izoerBOD u kontrolnoj grupi

a — statistiki znatajno razléit od TRly¢pkx za Cu/Zn SOD gen

b - statistéki znatajno razléit od ABlxry za Cu/Zn SOD gen
* p<0,01, ** p<0,001

Izracunati interindividualni KV prikazani u tabeli 190gore u prilog izrazito w®j
varijaciji u vrednostima genske ekspresije obanzowa dobijenim u ABlry uzorcima.

Nisu postojale zn@jne razlike u genskoj ekspresiji Cu/Zn SOD i Mns3@maeaiu
polova u grupi ispitanika (p=0,99 i p=0,49, respeia).
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V. DISKUSIJA

V.1. UTICAJ FIzI CKE AKTIVNOSTI NA GENSKU EKSPRESIJU
[ZOENZIMA SOD U LIMFOCITIMA

Umerena, svakodnevna fkia aktivhost je od velikog ztaja za zdravije ljudi.
Pokazalo se da je efikasna u prevenciji i terapijiogih bolesti savremenog zapadnog
sveta kao Sto su kardiovaskularne bolesti, dijabetpjaznost (136,137). Prema tome,
postoji veliki interes o tome kako raiti tipovi fizi cke aktivnosti uitu na zdravstveno
stanje ljudi posmatrano kroz promene aktivhosti engke ekspresije enzima
antioksidativne zasStite. Mnoge studije su objavéelicite rezultate do sada i nisu
uspele da daju jedinstven obrazac za svaki niliimovezbanja. Zn&jan put da bi se
razumeli povoljni efekti fizike aktivnosti je ispitivanjecelijskih i molekularnih
odgovora na vezbanje. Stoga, jedan od ciljeva sa#dije je bio da ispitamo efekte
dugotrajnog i intenzivhog treninga fudbalera naivakisti i gensku ekspresiju
izoenzima SOD.

Nivo oksidativhog stresa pre i nakon 12 nedeljanitenja je analiziran u krvi
odreiivanjem specifinih markera oksidativnog stresa i antioksidativastite. Prema
nasim rezultatima, prooksidansi i antioksidansurbgi u ravnotezi (tabela 3). U grupi
fudbalera, postojala je iscrplijenost antioksidativaastite koja se ogledala kroz
statisttki znatajno snizene aktivnosti ukupne SOD u plazmi nakdnddelja treniranja
do ¢ega je najverovatnije dovelo dugotrajno, &jao povéanje nivoa @. Tendencija
rasta koncentracija AOPP i TBKRS je posledica dagmog izlaganja zahtevnim i
intenzivnhm treninzima. Po¢anje VQmax (p=0,03) je, takie, potvrdilo efektivhost
intenzivnog i dugotrajnog treniranja i ukazalo mdogljSanje aerobnog kapaciteta (138).
Kontinuirano, intenzivno treniranje s&estim takmtarskim utakmicama izlozilo je
ispitanike povéanom oksidativnom stresu tj. obimno stvaranjg” @& prevazislo
raspoloziv kapacitet SOD da ga ukloni (66). Néajvaroj studija je pokazao da usled
fizicke aktivnosti razliitog intenziteta dolazi do po¥anja aktivnosti SOD (82,84,88),
mada nisu retke ni studije koje su pokazale d&ksenmst SOD ne menja (138), pak

I smanjuje (139)lako je ukupna aktivhost SOD zteggno pala, aktivnosti pojeditaih
izoenzima se nisu razlikovale pre i nakon intenagtreninga, mada su obe pokazale
tendenciju pada (tabela 3). &fa promene aktivnosti nekih enzima kao Sto je iZbu/

SOD podrzava saznanje da iscrplfigufizicka aktivnost indukuje porerbaj u
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ravnotezi izmédu stvaranja ROS i antioksidativne zastite, kojaeddbvodi do nastanka
oksidativnog stresa. Vrlo je verovatno da velikadukcija ROS moze da prevéei
kapacitet njihovih neutralisanja, koje rezultirgptomeni intréelijskog redoks stanja
i/ili modifikaciji kataliti¢kih centara antioksidativnih enzima, tako da obsode do
inhibicije enzima (140)Nedostatak zrijnosti razlike izméu aktivnosti izoenzima
SOD pre i nakon 12 nedelja moze da @iiod niske osetljivosti Misra-Fridovich-ove
metode (122) kortene za odmdivanje njihove aktivnosti. Relativha osetljivost za
odrefivanje aktivnosti SOD veoma varira izthe testova. Zapravo, ud@eno je
postojanje desetostrukih razlika u osetljivosti édon sedam nég&e korig€enih testova
(141); tako da kori®nje testova manje osetljivosti moze da dovedeoda tla se ne
detektuju male promene aktivnosti SOD. Glavni prod dismutacije @ je HO, ¢ije

je prekomerno stvaranje moglo dacatna aktivnost Cu/Zn SOD dovdade&lo njegove
inhibicije (6), a da pritom ne inhibira aktivnostnM50D (14). Posto je Cu/Zn SOD
izoenzim mnogo viSe zastupljen u ukupnoj plazmatskOD nego Mn SOD nije
iznenaiujuce Sto se ukupna SOD smanijila nakon treniranja (20).

Oba izoenzima SOD su ukfigna u skne biohemijske puteve, ali se razlikuju po
lokaciji i transkripcionoj regulaciji. Cu/Zn SOD #&n stabilnu ekspresiju, dok je
ekspresija Mn SOD promenljiva i nestabilna pod ajgm mnogih intra- |
ekstraelijskih faktora. Smatra se da Mn SOD predstavigamgu odbranu od slobodnih
radikala u mitohondrijama i da ima centralnu ulagwastiti od oksidativhog stresa
(8,13). Promene u nivou © mogu da dovedu do promena u sistemu antioksidativn
zastite uzrokujéi indukciju ili inhibiciju gena koji kodiraju enzie antioksidativhe
zastite i transkripcione faktore. Njegovo prekoneestvaranje tokom i nakon vezbanja
je odgovorno za aktivaciju NEB i AP-1 koji indukuju ekspresiju gena za
antioksidantne enzime kao Sto su katalaza, GPx,, &QDsebno Mn SOD (142). Vider
I saradnici su prvi pokazali da féka aktivnost indukuje aktivaciju NkB u humanim
limfocitima. Promotorski region gena za Mn SOD Isara sadrzi vezuja mesta za
transkripcione faktore NkB i AP-1 koja mogu da se aktiviraju dejstvom cituk|
toksina i ROS (8,13). Za razliku od Mn SOD, gen Ga/Zn SOD u svom
promotorskom regionu, talle, sadrzi vezujite mesto za NikB, meiutim ono nije lako
podlozno aktivaciji eksternim stimulusima, pa seze@ekivati razltit odgovor ovih
gena na fiziku aktivnost (13).

Vecina studija je ispitivala uticaj fizke aktivnosti na gensku ekspresiju Cu/Zn SOD i

Mn SOD u organima eksperimentalnih zivotinja (skeden misSéu, jetri i srcu). Kod
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ljudi, uticaj fizicke aktivnosti je ispitivan, uglavnom, u limfocitimikao najlakSe
dostupnim¢elijama vitalnim za odrzavanje homeostaze i esaimojm medijatorima
inflamacije i stresa (63,86,90,142), iako postopdr studija na humanim migina
(143). Zeibig i kolege su potvrdili da treningondirkovana ekspresija gena odgovornih
za oksidativni metabolizam u mifiha se odrazava u limfocitima. Odgovori gena na
fizicku aktivnost pokazuju veliku shost izméu osoba, Sto sugeriSe da vezbanje moze
da da karakteristan profil eksprimiranih gena u limfocitima, koje gkvivalentno
onom profilu u mi&ima. Njihovi rezultati su pokazali da vezbanje maige utée na
ekspresiju gena u limfocitima na dozno-zavisartima da indukuje ekspresiju
pojedninh gena koja se dalje lako mogu kvantifiko{s44).

Intenzivni i dugotrajni treninzi nakon 12 nedeljaveli su do povéanja ekspresije gena
za Mn SOD, dok je genska ekspresija Cu/Zn SOD ast@bilna nakon ovog perioda
vremena (tabela 4, slika 7). Kao i za aktivhostielzzima, ¢ekivalo se da vrednosti
genske ekspresije budu poéaee nakon treniranja. Matim, ovakav vid fiztke
aktivnosti doveo je samo do pd@amja kapaciteta antioksidativne zaStite u
mitohondrijama, kao vezbama indukovanom glavnom tunasastanka slobodnih
radikala (145). Véna Q" nastane u mitohondrijama tokom vezbanja i metabddie
pomaiu Mn SOD koji se nalazi u njima, a ostatak koji ustp mitohondrije biva
neutralisan pomm Cu/Zn SOD (6). Povana inducibilnost Mn SOD i cGovana
inducibilnost Cu/Zn SOD gena bi mogle da potiod dugotrajnog kori&nja
antioksidativne zastite u mitohondrijamaCRK mladih fudbalera. Pod uticajem
razli¢itih stimulusa pokazano je, od strane mnogih autda je Mn SOD glavna
inducibilna izoforma SOD u limfocitima (146), difagmi i drugim tipovima miga
(147). Cak se smatra da njena smanjena inducibilnost dododigeg oksidativnog
oSteenja makromolekula uklfiujuéi DNK i veéu verovatnou za nastanak nekih
kancera (148)Adaptacijacelije na oksidativni stres je postignuta péaejem aktivnosti

i genske ekspresije antioksidativnih enzima posepreko stimulacije gena za Mn
SOD, zato Sto mitohondrije predstavljaju nagajaije i najvée mesto nastanka ROS
prilikom velikog troSenja energije tokom vezbany2), Ovo je veoma zgajan deo
intracelijske antioksidativne zastite gde ogromnadind O,” moze da inicira aktivaciju
transripcionog faktora NkB, cija poreméena regulacija moze da bude povezana sa
nastankom inflamacije, neodgovardgju imunskim odgovorom, nastankom i

progresijom kancera i drugih bolesti (79).
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Ovakvi rezultati su stni onima dobijenim u studijama od strane Gomez-8abe
(149) i Suzuki-ja i kolega (150). ROS su indukowltspresiju gena Mn SOD, ali nisu
pokazali uticaj na regulaciju Cu/Zn SOD gena. &oipm je potvdeno da se regulacija
Cu/Zn SOD gena razlikuje od one za Mn SOD; ne zaxksidativnhog metabolizma
u MCPK i smatra se da je rezultat adaptivnih mehanizamalugotrajne, intenzivne
treninge. Istrazivéki tim Garcia-Lopez-a (138) je doSao do¢sbg zakljuka.
Istrazujui efekte dugotrajnih, intenzivnih treninga i tregansnage u trajanju od 21
nedelje na aktivnosti i ekspresiju enzima antiokiche zastite u MPK kod zdravih
musSkaraca srednjih godina, koji se prethodno nisulibsportom, su pokazali da su
iscrpljujuci, dugotrajni treninzi indukovali ekspresiju samonMsOD gena, dok su
vrednosti genske ekspresije Cu/Zn SOD ostale negm@@ne. Njihov program snage i
napornih treninga nije pokazao efekte na aktivhagienzima SOD u limfocitima.
StaviSe, pronasli su neslaganje, tj. odsustvo ivogitkorelacije aktivnosti izoenzima i
nivoa genske ekspresije. Ovo je pokazano i u ret&djji. Aktivnosti izoenzima Cu/Zn
SOD i Mn SOD se nisu ztajno promenile pre i nakon dugotrajnih i intenzkvni
treninga (tabela 3), ali nisu pokazale ni koreladp vrednostima genske ekspresije.
lako se o¢ekivalo da vrednosti genske ekspresije budu u ipobit korelaciji sa
aktivnostima ili koncentracijama enzima (92), yiéa je pokazano da takva korelacija
ne mora da postoji. Umereno vezbanje kod pacowaimgukovalo ekspresiju gena za
Mn SOD u levoj stanoj komori, iako je njena aktivnost bila statiktiznatajno vea, a
ukupna SOD aktivnost se nije promenila u dergu sa grupom pacova koja nije
trenirala (145). Séno je pokazano i u plima starih pacova (151pretpostavlja se da
do nedoslednosti u nivoima genske ekspresije va&titima enzima dolazi zbog razlika
u stabilnosti iRNK,in vivo posttranskripcionoj regulaciji i/ili translacionefikasnosti.
Tako da neki faktori mogu da &ti na pojedine iIRNK i da blokiraju njenu transladiju
posledéno dovedu do njene degradacije. Alternativno, ddagga iIRNK moze biti
primarni cilj regulacije. Mozemo da pretpostavima j@& verovatno ekspresija Cu/Zn
SOD gena bila inicijalno po¢ana, a da je zatim opala ne pokazujstatisttku
znaajnost pre i nakon treniranja i da sve to, u sfyaedstavlja mehanizam adaptacije
na dugotrajnu i intenzivnu figku aktivnost (138). Raxzliti testovi za odréivanje
enzimske aktivnosti i genske ekspresije, kao iavigbloSkog materijala u kojima su
odredivani, takate, mogu biti razlog Sto nisu detektovane korela@jdivnosti i

vrednosti genske ekspresije u analiziranim studijamkljucujuci i nasu.
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Uprkos razlkitoj genskoj regulaciji Cu/Zn SOD and Mn SOD «HK, nasi rezultati su
pokazali da je ukupna SOD aktivnost gm@o opala nakon perioda od 12 nedelja
(tabela 3). Poznato je da ftka aktivnost pov@éava antioksidativhu zastitu i smanjuje
oksidativni stres (78). Niska SOD aktivnost ne mdeapredstavlja faktor rizika za
oksidativhu modifikacijutelijskih struktura, vé moguwe ukljuwivanje drugih enzimskih

I neenzimskih odbrambenih sistema u plazmi, ili pakeanje antioksidativhe zastite
na nivoucelije u poréenju sa ekstkaelijkim prostorom.Ukupni sadrzaj SH grupa je
indirektna mera aktivnosti glutationa u serumu (Ibpkviru ranije studije smo utvrdili
zn&ajno povéanje koncentracije ukupnih SH grupa tokom niza gadireniranja
odbojke kod zena (152), ali u ovom istrazivanjuigeeiod 12 nedelja nije bio dovoljan
da se detektuje ztiajno povéanje koncentracije ukupnih SH grupa. Kao i kod lteta
Majerczak-ove grupe (143), postojala je tendencsta koncentracije ukupnih SH
grupa u grupi fudbalera nakon 12 nedelja intenziiziéke aktivnosti (tabela 3).
Korelacije izméu markera oksidativnog stresa/antioksidativhe t&asti vrednosti
ekspresije gena Cu/Zn SOD i Mn SOD pre i nakonita@fa su testirane Pearson-ovom
linearnom analizom. Nisu postojale Zame korelacije pre treniranja kod prethodno
neutreniranih mlada (tabela 5), dok su nakon 12 nedelja postojaléana korelacije
(tabela 6). Vée koncentracije TBKRS su prepoznate kao markerdakisnog stresa
koji se javlja u intenzivhom vezbanju (145). lal®rgegova koncentracija nije Zizgno
promenila nakon 12 nedelja treninga, bila je ucajrj negativnoj korelaciji sa
vrednostima genske ekspresije Mn SOD. Bakmasi rezultati su pokazali da njegova
koncentracija predstavlja prediktivni parametaveadnosti genske ekspresije Mn SOD
u MCPK (p=0,017) kada se u regresioni model uldjwstali markeri oksidativnog
stresa. Njegova prediktivna sposobnost ima granzna&ajnost (p=0,063) kada se u
model pored markera oksidativhog stresa u@klju markeri antioksidativne zastite
(tabela 8). Niske koncentracije TBKRS, kao kasn@gkara oStéenjacelija i celijskih
komponentice dovesti do ushodne regulacije gena za Mn SOD elozpretpostaviti
da bi korigenje dijetarnih antioksidanasa koji bi inhibirapitinu peroksidaciju (125),
imalo povoljan efekat na gensku ekspresiju Mn SOD.

Ukupna SOD aktivnost u plazmi je bila u pozitivikgrelaciji sa vrednostima genske
ekspresije Cu/Zn SOD nakon perioda intenzivnihitrga od 12 nedelja. Uklfivanjem
ostalih markera antioksidativne zastite u multiplearni model nezavisna prediktivha
sposobnost genske ekspresije Cu/Zn SOD na ukupmmpksku SOD aktivnost se
zadrzala (p=0,025), a pokazala gtani zn&ajnost (p=0,069) kada se u model u&§u
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markeri oksidativnog stresa (tabela 7). Ovo nijgeizujuée s obzirom da u ukupnoj
SOD aktivnosti preoviduje aktivnost Cu/Zn SOD izoenzima (20). Intenzitreniranje
nije uticalo na ekspresiju Cu/Zn SOD gena u limiota, ali je dovelo do zrajnog
pada ukupne SOD aktivnosti.c€kuje se da bi ovo smanjenje bilo mnogo brze i
uccljivije u odredenim grupama ispitanika koji su izlozeni dodatnoksigdativnom
stresu, na primer, kao kod gojaznih ljudi. Zajedagovéanjem koncentracije TBKRS
koje dovodi do nishodne regulacije Mn SOD, ovi tapici bi bili izloZzeni j&em
oksidativnom stresu. Koliko je hama poznato, otwigvanije je prvo koje je utvrdilo
postojanje prediktivnih sposobnosti TBKRS kao meakeksidativhog stresa na nivoe
genske ekspresije Mn SOD u limfocitima i predikttvisposobnosti genske ekspresije
Cu/Zn SOD u limfocitima na ukupnu aktivnost SOD lazmi. Pri svemu tome, sve
pretpostavke proistekle iz ovog istraZivanja tretza budu testirane na &ag grupi
ispitanika.

Ushodna regulacija Mn SOD gena u limfocitima i @jeveta varijabilnost je i bila
ocekivana kada su fudbaleri bili izloZzeniéean oksidativhom stresu. Genska ekspresija
Cu/Zn SOD kod fudbalera se nije promendak je i postala stabilnija nakon 12 nedelja
napornog, dugotrajnog treniranja, Sto je pokazand3% manjom interindividualnom

varijacijom u odnosu na pre treniranja (slika 8).

V.2. UTICAJ ATEROGENE DIJETE | TERAPIJE ATORVASTATI NOM NA
GENSKU EKSPRESIJU IZOENZIMA PON

S obzirom na zn@mjnu ulogucdlanova porodice paraoksonaze u metabolizmu lipida,
aterosklerozi i kardiovaskularnim oboljenjima, meogtudije su pokuSale da utvrde
fizioloSke, nutricione i farmakoloske faktore kajiogu da modifikuju ekspresiju i
aktivnost njenih izoenzima (48-51,55,97-101,104)10805to je hrana bogata
holesterolom i zasenim mastima Siroko prisutna the zdravom populacijom
savremene civilizacije, teze je selektovati i @avati humani model. Take,
nemogunost pribavljanja, teza dostupnost uzoraka humasry@ana i ogragiena
ekspresija izoenzima PON u krvi su doprineli da efekti hiperlipidemije i
subsekventne terapije atorvastatinom na vrednostisige ekspresije préavaju u
organima pacova. Ovo je prva studija u kojoj jesenekspresija i distribucija PON1,
PONZ2 i PONS testirana kod hiperlipidemih pacova i kod hiperlipider@mih pacova

na terapiji atorvastatinom, koésnjem visoko osetljive i speaifie gPCR metode.

93



Sa cillem da se utvrde vrednosti genske ekspresjenzima PON, w@na studija je
sprovedena na normolipidetnim miSevima ili pacovima, iz razloga Sto je poznda
hiperlipidemijaper se,direktno ili indirektno povéanjem oksidativhog stresa, moze da
modifikuje gensku ekspresijalanova porodice PON. Ipak, naSi rezultati se nisu u
potpunosti slagali sa tim. Nivoi genske ekspreB§@N1 su bili zn&jno nizi u grupi
pacova na aterogenoj dijeti koji suwtdmi atorvastatinom nego u grupi pacova koji su
bili samo na aterogenoj dijeti (p=0,028), a ni jedal njih se nije zr@jno razlikovao
od nivoa genske ekspresije kod pacova na normdljatj (tabela 10).

NasSa studija je jedina studija koja je pokazalgpdd uticajem terapije atorvastatinom
dolazi do smanjenja ekspresije PON1 u jetri kodetipideminih pacova hranjenih
aterogenom dijetom. Gouedard je sa svojim timom5)1l@okazao da statini
(pravastatin, simvastatin i fluvastatin) redukuf@NPL aktivhost od 25% do 40% i nivoe
njene ekspresije od 30% do 50% u kulttelija (HuH7) humanog hepatoma. Oni su
sugerisali da regulacija ekspresije hefraig PON1 gena samostalno determiniSe nivoe
PON1 aktivnosti. Eksperimentalno su potvrdili datsstirani statini na dozno-zavisan
nain znaajno smanijili aktivnost PON1 promotorskog regioRasto studija datira iz
2003 godine, malo se znalo o regulaciji PON1 geaaiimou promotorskog regiona.
Zakljucili su da antagonistko dejstvo statina na nuklearni receptor LXRdl liver X
receptor) verovatno & na nishodnu regulaciju PON1 gena (105). U supstirsa
otkricem Gouedard-ovog tima, a u saglasnosti sanwen ostalih studija, statini su
povetavali ekspresiju PONL1 u ragiiim in vitro sistemima aktivacijom transkripcionih
faktora, Spl koji se vezuje za PON1 promotorskioeg kombinaciji sa SREBP-2 ili
NF-1 (106,107).

Dugotrajna primena atorvastatina, kao Sto je bilmsem istrazivanju (42 dana), moze
da dovede do nishodne regulacije PON1 gena kadtatzadaptacije na trenutno
smanjene potrebe za njom. Osim toga, néegje da je terapija atorvastatinom kod
hiperlipidemégnih pacova, svojom antioksidativnom ulogom obezbaedia indirektan
nain, da ne dde do indukcije gena za antioksidantni enzim PONdainjegova
aktivnost bude &@vana,¢ak i da opadne (153). Ovo nije e&ivano s obzirom da
aterogena dijeta nije indukovala, ni inhibirala milesiju gena za PON1 (tabela 10).
Suprotna saznanja objavljenih studija o aktivnoatimgenskoj ekspresiji PONL1,
verovatno potiu zbog razlika u eksperimentalnim modelima, vrstdokze statina,
duzine terapije, dela promotorskog regiona PONL1 jegprowavan. Evidentno je da je

potrebno jos pratavanja da bi se razjasnili efekti statina na elspuréON1 gena.
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U poslednje vreme se PON2 i PON3 intenzivno pawaju. Dugotrajno konzumiranje
hrane bogate holesterolom je dovelo do gawga nivoa genske ekspresije PON2 u jetri
miSeva (99). Pratavanja ekspresije PON2 u makrofagama (J774A.1)ywsiila slcne
rezultate (154). Ova zapazanja su u skladu sa na&lensmo pokazali da je aterogena
dijeta indukovala ekspresiju gena za PON2 u jabdla 10, slika 11A). Indukcija ovog
gena zapazena je i kod terapije atorvastatinom krofegama misa (101). U nasSim
grupama pacova ovo nije pokazano ni u jetri ni loitnemasnom tkivu ni u aorti. U
aterosklerotskim plakovima i regionima oko plakokancentracija i genska ekspresija
PON2 je bila smanjena (155), Sto je u suprotn@staSim rezultatima gde se genska
ekspresija PON2 nije promenila u aorti pod uticajgt@rogene dijete. Ovo moze da
bude nas doprinos dosadasnjim dokazima da PON2 nu&#eima zn&jnu
ateroprotektivnu ulogu «eliji i da dugotrajna primena aterogene dijete maize
indukuje ¢elijske kompenzatorne mehanizme koji stimuliSu essju PON2 gena.
Ekspresija PON3 se nije promenila ni pod uticajearcgene dijete, ni pod uticajem
terapije u ispitivanim organima (tabela 10). Ovopkazale i prethodno objaviljene
studije, kao Sto je studija od strane Reddy-jewg@r(54). Pored aterogene dijete, ni
pokazao efekte na vrednosti genske ekspresije PQIB). Zajedno sa nasSim
rezultatima, mozZe da se pretpostavi da stabiledativno visoka ekspresija PON3 gena
moZe da obezldeije njegovu véu i razlitu ulogu u odnosu na druga dva izoenzima u
prevenciji ateroskleroze i oksidativhog stresa.

Grupa autora korégnjem imunohistohemijske i gPCR metode je ispifivdistribiciju
proteina i genske ekspresije PON1, 2 i 3 u 23 tkd&BL/6J miSeva (29). Genska
ekspresija sva tri izoenzima je detektovana u gkirima, ¢ak i u onim u kojima nije
utvrdeno prisustvo enzima. Dok je ekspresija PON2 i PON8slicna u svim tkivima i
nea:ekivano velika, ekspresija PONL1 je bila veoma waéiripa. Objasnjenje su pronasli
u razl¢itoj metabolEkoj aktivnosti ispitivanih organa.

Ako posmatramo ekspresiju sva tri izoenzima u thevikoja smo i mi ispitivali, postoje
sliécnosti, ali i razlike u odnosu na studiju RodrigiBamabria-je (29). Kao Sto smo i
ocekivali, ekspresija sva tri izoenzima je bila kvAkbvana u sva tri tkiva. U jetri su
sva tri gena imala gihu ekspresiju koja se nije promenila pod uticajéencgene dijete

ni terapijom atorvastatinom (slika 11). PON2 i POdBimali véu ekspresiju od PON1
(p<0,01 i p<0,05, respektivno) u belom masnom tkied pacova na normalnoj dijeti.

Primenom aterogene dijete i aterogene dijete spifem razlike u ekspresiji iznda
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izoenzima su prestale da budu &ae. Kod C57BL/6J miSeva za koje
pretpostavljamo, mada nije naglaseno u studiji,(88)su bili na normalnoj, proteinskoj
dijeti, takaie, nivoi ekspresije PON2 i PON3 su bili viSi od PDN masnom tkivu. U
aorti pacova na normalnoj dijeti nivoi ekspresif@eNR2 i PON3 su bili zn&jno visi od
PONL1, dok za razliku od belog masnog tkiva oveikazéu zadrzale zgajnost i u
druge dve grupe pacova. Ovo je potvrdilo pretpdatada ova dva izoenzima mogu da
imaju lokalnu antiaterogenu i antioksidativhu uloguarterijskom zidu pacova. Za
PON2 je ovo davno poznato, a za PON3 je pokazadgpkoova na aterogenoj dijeti,
ali bez terapije statinima (100). Ovo, tdko podrzava saznanje da PON3 moze da ima
zn&ajnu ulogu i kao intréelijski antioksidans. Kod miSeva u studiji Rodrigue
Sanabria-je (29), sva tri izoenzima su imalirali ekspresiju u aorti.

Ni aterogena dijeta ni terapija atorvastatinom migamenili distribuciju PON1 i PONS3,
ponaosob izmi#u organa (slika 12). PON1 je najviSe eksprimiranetii u porgenju sa
druga dva organa pacova, Sto je prikazano i ko@wai§29). lako je viSe eksprimiran u
jetri nego u masnom tkivu pacova na normalnoj gijgtoi ekspresije PON1 ova dva
tkiva su pokazali zr@mjnu pozitivhu korelaciju f=0,886, p=0,019) (tabela 11).
Znatajnost razlike u nivoima ekspresije PON1 se zadrdamo u odnosu jetra-aorta
dok se izgubila u odnosu jetra-belo masno tkivo kadova na aterogenoj dijeti i
aterogenoj dijeti u kombinaciji sa terapijom. Ovaknezultati govore u prilog
pretpostavci da i PON1 verovatno ima &mau antioksidativnu, antiinflamatornu i
antiaterogenu ulogu u zidu aorte kao i PON2 i PON3N3 je imao stinu ekspresiju u
svim organima u sve tri grupe, Sto se poklapalstsdijom Rodriguez-Sanabria-je (29).
Kod normolipideménih pacova nivoi ekspresije PON3 u jetri i aorti snaajno
pozitivno korelirali p=0,829, p=0,042) (tabela 11). Ekspresija PON2 g dlicna u sva
tri tkiva i na normalnoj i na aterogenoj dijeti iksel 12). Meiutim, kod pacova na
aterogenoj dijeti i terapiji, nivoi ekspresije PON@ bili promenjeni i postali su visi u
belom masnom tkivu nego aorti (p<0,05) (slika 1&)p doprinosi tezi da PON2,
verovatno, moze da ima ulogu u metabolizmu lipidi&nsa kao i PON1 (26). Kod
normolipideménih miSeva nivoi ekspresije PON2 su bilisliu svim organima (29).
Studija od strane Rodriguez-Sanabria-je i koledd,(2a razliku od naSe, je pored
distribucije iIRNK, pratila i distribuciju protein®ON1, 2 i 3 u izabranim tkivima i
pronasla neslaganje u genskoj ekspresiji i ekgpmsiteina u nekim od njih. Tako, na
primer, imunohemijskom metodom nije uteno prisustvo proteina PON2 i PON3 u

kicmenoj mozdini, dok su nivoi njihove ekspresije liiantifikovani, kao ni proteina
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PONZ2 u plgima, tankom i debelom crevu, iako su njegovi nigkspresije bili stini
onima u jetri. Ovo su tek prva saznanja koja seoedma neslaganja nivoa ekspresije
gena i proteina. Pretpostavlja se da se PON2 i P@a#8n sinteze sekretuju van tkiva
ili, Sto je verovatnije, da sintetisana iIRNK ne [gd# translaciji (29).

Ovako rasprostranjena distribucija vrednosti genskspresije 1 proteina ukazuje da
¢lanovi PON porodice imaju ztajno veu ulogu u zastittelija i tkiva od potencijalno
Stetnih produkata lipidne peroksidacije i postedi inflamacije uzrokovane

oksidovanim lipidima nego Sto se ranije smatrak).(8

V.3. UTICAJ METODE IZOLACIJE RNK | RAZLI CITIH UZORAKA KRVI
NA GENSKU EKSPRESIJU IZOENZIMA SOD

Da bismo odredili pouzdanu metodu za izolaciju RKdovoljavajdeg kvantiteta i
visokog kvaliteta iz pune krvi i KIPK za gPCR analizu, testirali smo poluautomatski
aparat (ABI) i rénu ekstrakcionu metodu (TRI). lako je publikovarekoliko radova
koji opisuju kvantitet RNK izolovan ponéa ABI i njen winak u qPCR i ,microarray”
analizama (156,157), do danas nisu publikovaniltatzkoji porede ove dve metode na
osnovu prinosa, integriteta RNKistoce rastvora u kome je ona izolovana i na osnovu
vrednosti relativne genske ekspresije izoenzima SZdrazliku od EC SOD, Cu/Zn
SOD i Mn SOD su odabrani s obzirom da ni jedan jddme pokazuje zri@ajne razlike

u vrednostima genske ekspresije idmg@olova, niti izmédu funkcionalnih polimorfnih
oblika, a eksprimiraju se u, gotovo, svim tipoviréaija sa razkitom regulacijom
transkripcije i translacije (13). Ove osobine dgime dobrim modelima za ispitivanje
uticaja bioloskih i tehrtkih faktora na vrednosti genske ekspresije. Osigataako
veliki deo ukupne SOD aktivnosti iz plazme getiod aktivhosti EC SOD, genska
ekspresija ovog izoenzima nije detektovana u kmjenim ¢elijama i zbog toga ovaj
izoenzim nije korien za testiranje metoda izolacije RNK, ispitivanjgicaja
interindividualnih varijacija i fizike aktivnosti na vrednosti genske ekspresije.

Kao bioloski material u naSem istrazivanju za gerge metoda koré&&ena je puna krv i
MCPK. RNK je iz pune krvi izolovana ARky metodom, a iz MPK izolovana
ABluepk 1 TRIwepk metodama. €ekivano, sve tri metode su dale zadovoljavaju
kolicine RNK (157). Nije bilo statistke razlike u kokini dobijene ABkryv i TRIu¢pk
metodama, dok je ARilpk dala znatno manju kdinu RNK. Spektralna analiza je

pokazala visok stepen an&enja rastvora RNK potencijalnim PCR inhibitorima
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dobijenim ABkgrv | ABly¢pk metodama, Sto je prikazano odnosima apsorbancija
A260/230 (1,04+0,14 i 0,48%0,05, respektivno) Gaao manjim od 2 i A260/240
(0,99+0,11 i 0,66+0,04, respektivno) 2agpmo manjim od 1,4 (tabela 13), a i samim
izgledom spektralnih krivih (slika 13). Statidti zna*ajno ve&i stepen onéscenja je
bio u uzorcima RNK dobijenim ARl-pxk metodom (p=0,001) u odnosu na druge dve.
Jedino u TRyi¢pk uzorcima nije bilo kontaminacije fenolom,¢géema i alkoholom, Sto
je pokazano odnosom A260/230¢ire od 2. Suprotno nasim rezultatima, pokazano je
da je ABI instrumentom izolovana RNK iz pune krjidi i pacova zadovoljavajeg
kvaliteta i pogodna za ,microarray” analizu (15&go i da izrazito nizak odnos
apsorbancija A260/A230 (<< 2) nije pokazivao btarni efekat tokom ,microarray*
analize iliin vitro transkripcije (158). Uzorci RNK dobijeni testiramimetodama nisu
sadrzali proteine, taki®@, potencijalne inhibitore PCR reakcije Sto je pddwo
odnosima A260/280 vém od 1,8. Elektroforetski profil svih 15 uzorakao(5 za sve 3
metode) prikazan na slici 14, govori o izuzetngyrdelaciji RNK iz uzoraka dobijenim
ABlkry metodom u prilog¢emu govori nedostatak jasno vidljivih 28S i 18S RN
Subjedinice su bile intaktne u TyRlpk uzorcima sa naeiIsobnim odnosom od oko 1,2.
rRNK subjedinice su se slabije videle u ABpk uzorcima s obzirom na manju kéhu
RNK naneSenu na gel. ¥ea studija je potvrdila da integritet IRNK viSe gmbara
integritetu 28S rRNK subjedinice koja se mnogo hizgradira nego 18S rRNK zato
Sto je duza (sa po¥anjem duZine W& je verovatnéa da ¢e biti degradirana).
Medutim, novija istrazivanja su pokazala da odnos eddibjca manji od 2 ne mora da
zn&i da je RNK loSeg kvaliteta, samo pod uslovom daaegelu ne vide degradacioni
proizvodi (118).Cak i za onu RNK kod koje je odnos subjedinicdivel 1 moZe se
smatrati da je zadovoljavdjeg kvaliteta za qPCR analizu (158).

Kvantifikacija genske ekspresije u uzorcima RNK iggmm ABlkgry | ABluepk
metodama bi na ovom koraku trebalo biti prekinuatozSto se pouzdrano zna éa
uzorci sa degradiranom RNK, u rastvoru sa organskigorganskim kontaminantima i
uzorci intaktne RNK, u rastvoru sa organskim i gaoskim kontaminantima
kompromitovati rezultate gPCR analize (110,118phd3oj studiji analize su nastavljene
sa takvim uzorcima sa cillem da se utvrdi d&dii u kom stepenu, one uticati na
vrednosti relativne genske ekspresije Cu/Zn SODiBOD i na njihovu varijabilnost.
Uprkos degradiranoj RNK u ABky uzorcima amplifikacija Cu/Zn SOD, Mn SODBA
aktina je bila detektovana i kvantifikovana (tabélé i 17). Nekoliko objasSnjenja

postoje za ovakvu pojavin situ stabilnost rRNK se razlikuje od stabilnosti iRNigko
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da potpuna degradacija rRNK subjedinica moze dadegodi pod dejstvom
ribonukleaza, ali i drugih faktora, dok IRNK moza dstane intaktna (157). lako je
ocigledno da je rRNK degradirana (slika 14), iRNK &age amplifikuje je ostala
intaktna. qPCR ukljguje analizu manjih iRNK regiona, pa je, stoga, raean na
delimicno degradiranu RNK. Fragmentacija dugih iRNd¢ rezultirati u gubitku
molekule koja bi se detektovala gPCR metodom samsliaju da se RNK degradira
unutar sekvence koja RT reakcijom daje produkt Kofba da se amplifikuje.
Maksimalna duzina amplikona ne bi trebalo da prel@® baza (idealno bi bilo da je
njegova duzina od 80 do 150 baza), s obzirom dgirmaamplikoni daju konzistentnije
rezultate i PCR je efikasniji (115). Pozitivni réati qPCR analize u uzorcima
degradirane i kontaminirane RNK su dobijeni i zdjwaci visokoj osetljivosti i
specifinosti komercijalnih testova za kvantifikaciju geaslkekspresije (Assay-on-
Demand™, Applied Biosystems) (119).

Pouzdanost kvantifikovanja genske ekspresije gP@Rdom, testirana je ¢ananjem
efikasnosti amplifikacija sva tri gena u uzorcim&lkR dobijenim iz pulovane Kkrvi.
Prethodno je potdeno da integritet RNK ute na vrednosti genske ekspresije
(uglavnhom na Ct vrednost) (115,133), a da generaleo utte na efikasnosti
amplifikacija ispitivanin gena (118). NaSi rezultau pokazali da su efikasnosti
amplifikacija p-aktina i Cu/Zn SOD u uzorcima degradirane i kontarane RNK
dobijene ABkry metodom bile ispod 90%, dok je za Mn SOD u istimorgima
efikasnost bila zadovoljavaja i iznosila 95,6% pri automatskom podeSavanju as@o
linije i praga amplifikacije (tabela 14). Matim, kada se manuelno podese osnovna
linija i prag postizu se zadovoljavépl efikasnostB-aktina i Cu/Zn SOD u tim istim
uzorcima. U uzorcima kontaminirane, ali intaktne KRNobijene ABl¢pk metodom,
efikasnosti amplifikacija sva tri gena su bile, @at, idealne za eksperimantalne uslove
(> 99%) i pri automatskom, i pri manuelnom podesavaosnovne linije i praga
amplifikacije. Pored toga Sto efikasnosti amplika testiranih gena i endogene
kontrole treba da budu u rasponu od 90% do 110%)(I#e treba da budu i dovoljno
bliske da bi se za ¢ananje genske ekspresije mogla korstiCt metoda; u suprotnom
se vrednosti genske ekspresije morajfwnati metodom relativne standardne krive koja
iziskuje dodatni eksperimentalni rad ¢vatroSak vremena i reagenasa. lako efikasnosti
amplifikacija p-aktina i Cu/Zn SOD nisu bile zadovoljavégu (< 90%), one su bile
priblizno iste za automatska podeSavanja, Sto bj da ne oddujemo pojedinéne

efikasnosti, navelo da¢ekujemo pouzdane vrednosti genske ekspresije. Gvima

99



pokazali da samo pri manuelnom podeSavanju u pogtudegradirana RNK iz ARkv
uzoraka nije uticala na efikasnosti amplifikacgak izuzetno visoka kalina organskih
kontaminanata nije uticala na efikasnosti ni pritoawatskom ni pri manuelnom
podeSavanju osnovne linije i praga amplifikacijakdie, ra&unanje vrednosti relativhe
ekspresije pri automatskom podeSavanju osnovng lipraga amplifikacije se ne bi
moglo vrSiti pod ovakvim eksperimentalnim uslovinsge dok se ne postignu
zadovoljavajde efikasnosti amplifikacija ciljnih gena. ManuelnipodeSavanjem
osnovne linije i praga tananje genske ekspresije se moze vrSiti na olinana
(relativnom standardnom krivom iIAACt metodom) pricemu se &ekuju bliske
vrednosti.

Evaluacija efikasnosti amplifikacije je esencijalamrker u gPCR kvantifikaciji i
zn&ajno utte na t&nost i preciznost rezultata genske ekspresije {BIY, Na nju
prvenstveno utu komponente PCR reakcije (temperature vezivangnmara za
matricu, duzina prajmera i/ili duzina amplifikovan@rodukta). NaSi eksperimentalni
uslovi su isklj&ili svaki od navedenih faktora s obzirom da su &emi komercijalni
testovi (Assay-on-Demand™, Applied Biosystems) §14#® optimizovanom duzinom i
koncentracijom prajmera i proba i termalnim protaka koje je propisao proizvia¢
(129). Nasi rezultati su potvrdili da na efikasn@snplifikacija gena nisu uticali
eksperimentalni uslovi postavke gPCR, kao ni dagaad, ni intaktna RNK u rastvoru
sa kontaminantima pri manuelnom podeSavanju osndwije i praga amplifikacije
(tabela 14).

Jedan od naSih ciljeva je bio da testiramo uticafade, odnosno uticaj teldkih,
metodoloskih i eksperimentalnih faktora na vredngeinske ekspresije. Zato smo
efekte intraindividualnih, specinih varijacija koje potiu od razléite nasledne,
genettke osnove i od uticaja spoljasnjih faktora (59,8} @manijili kori&enjem uzorka
krvi dobijenim od jedne osobe zenkog pola koja ija bepusa, koja se nije bavila
fizickom aktivnogu, koja nije bila na terapiji lekovima i nije bila stanju akutne ili
hronikne inflamacije/infekcije (tabela 12). Pouzdanosttada za izolaciju RNK je
testirana ispitivanjem reproducibilnosti (izrazeaokKV,%) iz uzorka pulovane krvi iz
koga je po 5 puta RNK izolovana poémoispitivanih metoda. Sve metode su dale
zadovoljavajae reproducibilnosti u kalinama izolovane RNK (KV < 10%), rdatim
zn&ajno vee varijacije Wwistoéi rastvora u kome se nalazila RNK su dobijene 4B
ABIluepk metodama (tabela 13). Pored varijacija u kvantitdtvalitetu RNK koje su

dobijene ekstrakcionim metodama, nasi rezultati pskazali da postoji zgajna
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varijacija u vrednostima genske ekspresije Cu/ZnDSOMn SOD dobijenim za
automatska i manuelna podeSavanja osnovne lipijaga amplfikacije (tabela 16 i 17).
Takade, varijacija u vrednostima genske ekspresije j@ bajve&a u uzorcima RNK
dobijenim ABkgry metodom posebno za automatska podeSavanja. \jarijac
vrednostima genske ekspresije za oba gena dobijeiimanjem prekoAACt ili
relativne standardne krive za sve 3 metode iz@aij bile manje pri manuelnom, nego
pri automatskom podeSavanju. Manuelnim podeSavamenovne linije i praga je
postignuto povéanje preciznosti izmiki replikata (tabele 16 i 17) i osetljivost eseja za
gensku ekspresiju, a da je podeSavanje osnovre lipraga urdeno po preporukama
(132) govore nam poboljSani nagibi standardnihikrt = f (log konc. RNK) za sva tri
gena (tabela 14).

Glavna razlika izméu ovih tehnika izolacije, TRicpk | ABlucpk, Sa jedne ABlgry sa
druge strane, je u sadrzaju RNK iz granulocitakuétcita i trombocita(114,159,160).
Vrednosti genske ekspresije izumate prekdAACt metode i relativne standardne krive
za Cu/Zn SOD i Mn SOD su se statiktiznatajno razlikovale u uzorcima pune Krvi i
MCPK za oba n#ina podeSavanja osnovne linije i praga (tabele 16.7).
Pretpostavljamo da je potenim vrednostima relativne genske ekspresije olva ge
uzorcima RNK, dobijenim ABky metodom, dopirinosila iRNK iz granulocita,
retikulocita i trombocita. Ggledno je da se efekat PCR inhibitora prisutaninu t
uzorcima, nije ispoljio na vrednosti genske eksjrak je efekat bio maskiran efektima
transkripata iz retikulocita. Dok kod druge dve ous, gde su selektivnho odvojeni
limfociti i monociti od ostalih¢elija krvi, vrednosti genske ekspresije, iako staki
znaajno nize i méusobno raztiite, su pokazale i manju varijabilnost. U retikutona,
IRNK globinskih lanacaine ¢ak 95% ukupne&elijske iIRNK ¢iji su poluzivoti preko
24h. Zajedno sa prisustvom manje E&mle neglobinskih transkripata, amplifikacija
globinskih transkripata je veoma verovatna (1143inDtoga, visok nivo globinskih
transkripata moze da dovede do nesp&ulii vezivanja za druge sekvence, Sto rezultira
u smanjenju osetljivosti za relativno slabo eksjmame gene iz granulocita, a posebno
iz limfocita i monocita (60). Studija od strane V&u- kolega (161) je potvrdila da
koncentracija globinskih transkripata u uzorcimakRiXolovanim iz pune krvi pomau
PAXgene™ Blood RNA (PAX) izolacionog sistema imaagvan uticaj na osetljivost

i varijabilnost rezultata genske ekspresije dolgjekori€enjem ,microarray”
tehnologije. Smanjenje koncentracije globinskih RNz retikulocita je dovelo do

pove&anja broja detektovanih proba, smanjenja varijasiinrezultata genske ekspresije
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I povetanja osetljivosti za RNK transkripte koji p&ti od ostalihcelija krvi (160-162).
U uzorcima dobijenim ponto PAX metode postogetiri puta véa ekspresija gena za
globinske lanace u odnosu na ABI sistem, koji za BR% ima véu ekspresiju istih
gena u odnosu na uzorke RNK dobijenim odRK (157). Osim razlika éelijskom
sastavu uzorka, ovako velike razlike u vrednostielativhe genske ekspresije dobijene
gPCR metodontak i do 7 puta, patu od razlika u integritetu RNK (158).

U istrazivanju publikovanom u ,Affymetrics technigaote” (163) direktno su podene
metode izolacije iz pulovane krvi dobijene od jedvebe i to pune krvi (PAX), iz
leukocita i trombocita nakon liziranja eritrocit®l@amp™ RNA Blood Mini Kit ili
QlAamp) i iz MCPK (Ficoll/TRIzol™). Sve metode su dale RNK visokkegliteta i
o¢uvanog integriteta zadovoljavégg za ,mikroarray” analizu; ndetim rezultati
govore u prilog véoj varijabilnosti u vrednostima ekspresije gena roraima
dobijenim u punoj krvi u odnosu na druge uzorkein®su potvrdili da metode izolacije
pokazuju efekat na vrednosti genske ekspresije, indgverovatnije, sastav petnih
uzoraka utie na varijabilnost rezultata. Najmaniji broj ekspranih gena je bio u PAX
uzorcima u porgenju sa uzorcima dobijenim ostalim metodama, iakmsi sadrzali
transkripte iz svihcelija krvi. Ovakvoj smanjenoj osetljivost ,microay” analize
doprinela je amplifikacija globinskih transkripatato je prikazano prisustvom
dominantne trake veline od oko 680 baznih parova koja predstavlja iattik velike
kolicine iRNK multigenske familije hemoglobina. Znatneivbroj gena je eksprimiran
u QlAamp u poréenju sa Ficoll/TRIzol™ uzorcima Sto je ¢ekivano s obzirom da se
pomau QlAamp izoluje RNK iz svih ostalin¢elija krvi izuzev retikulocita.
Neaiekivano su bili detektovani i transkripti iz retllhgita Sto sugeriSe da liziranje
eritrocita, u okviru QIAamp metode, nije dovelo potpunog uklanjanja retikulocita i
eritrocita. Markeri ekspresije iIRNK granulocita atikulocita nisu bili detektovani u
Ficoll/TRIzol™ wuzorcima. Do stnog zakljgka su dosli Min i saradnici (164),
pokazavsi da postoji jaka zavisnost idimdvantifikacije genske ekspresije i tipalija
krvi koje se koriste, a samim tim i metode izolacRNK. Uzorci RNK izolovani
pomaiu PAX metode su pokazali manji broj eksprimiranéng sa niZzim vrednostima
ekspresije, ali vom interindividualnom varijabiln@$l u poré@enju sa Ficoll/TRIzol™
metodom. Oni su smatrali da ove razlike u ,micragfrkvantifikaciji delom pottu od
prisustva tj. odsustva IRNK globinskih lanaca u RA&dnosno Ficoll/TRIzol™

uzorcima.
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Testiranjem metoda ARBky | TRIucpk U kontrolnoj grupi potvrdili smo da postoji
znatno véa interindividualna varijacija u uzorcima dobijen#Blxry Nego TRlicpk
metodom (tabela 19), Sto nam sugeriSe da na osmoanosti genske ekspresije
dobijene iz ABkry uzoraka, ne bismo mogli da razlikujemo zdrave adednih
ispitanika. O nepouzdanosti i varijabilnosti reatdt qPCR metode iz uzoraka AR}
nam govori i podatak da su vrednosti genske ekgpr€/Zn SOD bile nize u
uzorcima ABkry Nego u TRke¢pk, Sto je suprotno onim rezultatima dobijenim iz
pulovanog uzorka (tabele 16 i 19).

Interferencija globinskih transkripata predstavigmlan od glavnih izazova prilikom
koris¢enja pune krvi za kvantifikaciju genske ekspresh®stoji nekoliko pristupa
kojim bi se izbegle ovakve interferencije, a to selektivno liziranje eritrocita (kao kod
QIAamp metode), koréenje hemoglobin spediiih oligonukleotida za vezivanje
IRNK globinskih lanaca, razgradnja glavnih globiiskranskripata dejstvom enzima
ribonukleaze H (160) ili kor&nje MCPK. Dodatni koraci uklanjanja globinskih
transkripata su se pokazali korisnim u poboljSaogetljivosti, povéanju broja
detektovanih proba i smanjenju varijabilnosti réaid ,microarray” analiza
(161,162,165). Méutim, pokazalo se da su ovakvi postupci veoma afaitiji i malo
pouzdani za klirka ispitivanja (ne uklanjaju se svi globinski triangti i procedura
sadrzi dodatne korake koji se odnose na enzimskije koje je teSko kontrolisati)
(157), acak i kada su bili izvedeni nisu se dobili isti rééati genske ekspresije kao
kada su se Kkoristile samo(WK (160). Posto su rezultati ,microarray* u poazitdj
korelaciji sa rezultatima gPCR metode, rezultaténsl ,microarray” analizi mozemo
ocekivati i nakon gPCR metode (165). Nama su pozsateo dve studijgedna koja je
kvantifikovala gensku ekspresiju sa qPCR i ,micragtf metodama (157), a druga
samo sa gPCR metodom (64), i koje su istrazivadkatfvelike kokine globinskih
transkripata na vrednosti genske ekspresije. Uotapsti sa svim ostalim studijama,
pokazale su da na kvantifikaciju ispitivanih tramgéta (od kojih je jedan biofi-aktin)
nisu uticali globinski transkripti iz uzoraka RNKlijeni metodama koje koriste punu
krv. Naprotiv, pokazale su da je rezidualna ekspragobinskih lanaca iz pune krvi
bila bliska onoj koja se dobija iz &PK.

Uprkos problemima koje uzrokuje iRNK globina, pgsfmtreba da se ispituje genska
ekspresija iz pune krvi pre nego iz pojedidéiija. Prvo, da bi se kvantifikovala genska
ekspresija koja reflektuje stanje transkriptomaanrantu uzorkovanja krvi, pozeljno je

da se izbegnu dodatni koraci frakcionisanja krui ggmu moze neizbezno élodo
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aktivacijecelija limfocitne loze. Drugoc¢ak i ako se odvojéelije krvi, transkripti zax i

B globinske lance su najzastupljeniji transkripisptni u ukupnoj RNK izolovanoj pri
odvajanju leukocita i trombocita (pokazano kod @ip metode) (160) i samo
frakcionisanje moze da dovede do pe&ame varijabilnosti u rezultatima genske
ekspresije za ,microarray” analize (164). d@e mnogo je populacijéelija u okviru
krvi: neutrofili, T celije, B ¢elija, NK celije, monociti, eozinofili, bazofili, dendrithe
¢elije u kojima moze da se ispituje ekspresija. Deke studije mogu da zahtevaju
analizu individualnih¢elija, druge imaju za cilj da ovéelije prowavaju zajedno, pri
¢emu bi uStedele vreme i sredstva, a metodologijeésdenja pune krvi je uniformnija
nego svaki dodatni korak koji bi se uveo u ciljalkitionisanja Kkrvi.

Pored testiranja potencijala,cteosti i efikasnosti metoda da izoluju RNK intaktnog
integriteta i dovoljnog kvantiteta, ispitivali smokoliko je koja metoda jednostavna
korisnicima. Ovacinjenica ide u prilog poluautomatskoj metodi ABJ (113) ¢ijim
reagensima se omogava trenutna zasStita RNK od dejstva ribonukleaz&ona
uzorkovanja krvi bez odvajanja mononuklearié#lija tj. minimalno dalje tretiranje
pune krvi u cilju frakcionisanja, moguoost stajanja takve krvi na sobnoj temperaturi, ili
u frizideru u duzem vremenskom periodu, smanjeremer izolacije RNK, smanjen
rizik od izlozenosti uzoraka laboratorijskom osablOvim instrumentom se moze
izolovati RNK istovremeno iz 96 uzoraka. Za razligd ABlkgry metode, ekstrakciji
RNK pomau TRIwepk | ABInepk metoda prethodi centrifugiranje krvi nacthem
gradijent-gelu u cilju odvajanja limfocita i monteiod ostaliRtelija krvi. Ovaj dodatni
korak frakcionisanjaelija krvi u izolaciji RNK zahteva dodatnu opremueagense,
dugotrajan je i omodava potencijalnu unakrsnu kontaminaciju izimeuzoraka.
Izlaganje MCPK sobnoj temperaturi pre dodavanja TRIzol™ reagetislizirajuéeg
reagensa koji inhibiraju ribonukleaze i sfaeaju degradaciju RNK je mnogo duze
nego vreme potrebno da se pripreme uzorci zaABietodu, Sto moze da dovede do
ex vivoaktivacije leukocita i pov@nog oksidativhog stresa u njima (63). Pored svih
prednosticak i da se ABlry metoda dodatno usavrSi u cilju pdéaaja prinosa RNK i
Cistote rastvora u kome se izoluje, ostaje problem velkdicine globinskih

transkripata koji se izoluju iz pune krvi zajedrsoastalom RNK.
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VI. ZAKLJU CAK

U skladu sa postavljenim ciljevima studije, a namal rezultata istrazivanja doSli smo

do sledéih zakljutaka:

1.

Intenzivna i dugotrajna fizka aktivnost nakon 12 nedelja dovela je do
poveanja ekspresije gena za Mn SOD u limfocitima, delgg¢nska ekspresija
Cu/Zn SOD ostala stabilna nakon ovog perioda vremen

Ukupna aktivhost SOD u plazmi je opala, dok sevakisti izoenzima Cu/Zn
SOD i Mn SOD se nisu ztajno promenile pre i nakon dugotrajnih i intenztvni
treninga, ali nisu pokazale ni korelaciju sa vrestimoa genske ekspresije.

lako se koncentracija TBKRS nije zZ@gno promenila nakon 12 nedelja
treninga, bila je u zajnoj negativnoj korelaciji sa nivoima genske ekspge
Mn SOD. Koncentracija TBKRS predstavlja prediktiyparameter za nivoe
genske ekspresije Mn SOD u limfocitima kada se gresoni model ukljte
ostali markeri oksidativnog stresa.

Ukupna SOD aktivnost u plazmi je bila u pozitivrkgrelaciji sa nivoima
genske ekspresije Cu/Zn SOD nakon perioda intepznzitke aktivnosti od 12
nedelja. Uklj@ivanjem preostalih markera antioksidativhe zastitanultipli
linearni model nezavisna prediktivha sposobnosskerrekspresije Cu/Zn SOD
na ukupnu SOD aktivnost u plazmi se zadrzala.

Terapija atorvastatinom je dovela do smanjenja lgee&spresije PON1 u jetri
pacova na aterogenoj dijeti.

Aterogena dijeta je indukovala ekspresiju genaQalP u jetri.

U jetri su sva tri gena imala &tiu ekspresiju koja se nije promenila ni pod
uticajem aterogene dijete ni terapijom atorvastatin

PON2 i PON3 su imali \é@ ekspresiju od PON1 u belom masnom tkivu kod
pacova ha normalnoj dijeti. U aorti pacova na ndnmjaaterogenoj i aterogenoj
dijeti sa terapijom nivoi ekspresije PON2 i PON3bduznatajno visi od PONL1.
Kod pacova na aterogenoj dijeti i terapiji, nivokspresije PON2 su bili
promenjeni i postali su viSi u belom masnom tkivega aorti. Nivoi genske
ekspresije PONS3 u jetri i aorti su bili u Zlagnoj pozitivnoj korelaciji.

Ni aterogena dijeta, ni terapija atorvastatinonurmpsomenili distribuciju PON1

i PON3 ponaosob iznde organa. PON1 je najviSe eksprimiran u jetri.

Ekspresija PON3 nije se promenila pod uticajem oggeme dijete ni pod
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uticajem terapije u ispitivanim organima. PON3n®o slénu ekspresiju u svim
organima u sve tri grupe pacova.

10.Sve tri testirane metode su dale zadovoljatajprinose RNK. Samo TRépk
metodom je dobijencist rastvor RNK bez organskih i neorganskih
kontaminanata satavanim integritetom rRNK subjedinica.

11.Vrednosti genske ekspresije Cu/Zn SOD i Mn SODesursfajno razlikovale
izmedu metoda pri automatskom i manuelnom podeSavanpovog linije i
praga amplifikacije. Najue vrednosti su dobijene u Al uzorcima, dok su
TRIuwepk i ABlwepk uzorci imali priblizne vrednosti genske ekspresije.

12.Varijacija u vrednostima genske ekspresije je hagvea u ABlgy Uzorcima,
posebno pri automatskom podeSavanju osnovne lipijaga amplifikacije, dok
je najmanja bila u TRi¢pk uzorcima pri manuelnom podeSavanju osnovne linije
I praga i korigenjem relativne standardne krive zéuraanje genske ekspresije.

13.Inhibitorni efekat kontaminanata na vrednosti genskspresije izoenzima SOD
se nije ispoljio u ABlry uzorcima, vé su vrednosti genske ekspresije
izoenzima SOD bile zajno viSe nego u uzorcima dobijenim ABbk i
TRIwepk Metodama. Kontaminanti su ispoljili inhibitorni ekt na gPCR
metodu u ABlicpk Uzorcima. RNK tih uzoraka je bilacovanog integriteta u
rastvoru sa kontaminantima, a vrednosti genskereggp Cu/Zn SOD i Mn
SOD su bile zn&jno nize nego u TRkpk uzorcima.

14.Interindividualne varijacije u vrednostima gensKesgesije su bile zkajno
manje u uzorcima dobijenim TRdpk, Sto bi omogtilo da na osnovu njih

razdvojimo zdrave od bolesnih ispitanika.
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IIpuor 1.

H3jaBa 0 ayTopcTBY

[Tornucanu-a Ana Hunuh

Opoj ynuca 4/06

NzjaBmbyjem
Jia je IOKTOpCKa JUcepTalyja 1moJ1 HaCIOBOM

I'encka eKcnpecuja €H3HMMa aHTHOKCHIATHBHE 3alUTHUTE Y TKHBHMaA T1all0Ba U XyMaHOj KpBH:

YTHLIAj COJbHUX (haKTOpa U KopenaLyja ca OUOXeMUjCKUM MapKepuMa OKCHIATHBHOT CTpeca

® pe3yJTaT COICTBECHOI UCTPAXKUBAYKOr paja,

® Jla NpeAjoKkeHa AMCepTaludja y LEAMHU HU y JejoBMMa Huje Ouna npemjioxeHa 3a
nobujame OWNO  KOje  JUMIUIOME [pema CTYAMjCKMM  [porpamuMa  JApyrux
BHCOKOLIKOJICKUX YCTaHOBA,

® Jia Cy pe3yiTaTh KOPEKTHO HaBEACHH U

® Jla HMCAM KpIUMO/fa ayTOpPCKA MpaBa U KOPUCTHO MHTENICKTYyallHy CBOjHHY APYIrUX
JuLa.

Ilornuc nokTOpanga

VY Beorpany, 09.12.2013.
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IIpnJor 2.

H3jaBa 0 HCTOBETHOCTH LITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3uje
AOKTOPCKOT paja

Hwme u npe3ume ayropa _ Ana Hunuh

Bbpoj ynuca 4/06

Crynujcku nporpam JIOKTOpCKe akajieMCKe CTy/iMje U3 MeMLIMHCKE 6UOXeMuje

Hacnos pana _I'eHcka ekcripecHja eH3MMa aHTHOKCUIATHBHE 3AIITHTE Y TKMBUMA MA1LI0BA U
XYMaHO] KPBHU: YTHLA] CNObHUX (DAKTOPA U Kopesaluja ca GUOXeMU]CKUM MapKepuma
OKCHIATHUBHOI CTpeca

Mentop [p Becha CnacojeBuhi-KannmaHoBcka, peoBHM podecop, YHUBEP3UTET Y
beorpany, ®apmaueyrcku dakynrer

IMornucanu Ana Hunuh

M3jaBJ/byjeM Jia je LITaMraHa Bep3Hja MOT' JOKTOPCKOr pajia MCTOBETHA €JIEKTPOHCKO] BEP3HjH
KOjy caM npefao/na 3a o0jaB/buBambe Ha noprany JIArMTAJHOT peno3HTOpHjyMa
Yuusep3utera y Beorpany.

Ho3BosbaBam na ce 06jaBe MOj1 TMYHM MOALM BE3aHH 3a 100Hjambe akaJeMCKOT 3Barba JJOKTopa
Hayka, Kao LUTO Cy MM€ U NPEe3UME, roIMHa U MecTo polersa u Jatym oabpaHe paja.

OBy /iMyHM MOfaK MOTY ce 00jaBUTH Ha MPEeXHHM CTpaHWLaMa JMIUTalHe GUGIHOTeKe, y
eJIEKTPOHCKOM KaTaJlory My mybiukanujama YHuBepsurera y Beorpany.

IMormuc AOKTOpaHaa

/ﬁW)LW 1 o/

V beorpany, 09.12.2013.




IIpnJor 3.

H3jaBa o kopumhemy

Osnawhyjem VHuBep3uTETCKY Oubnuoreky ,,Cserozap Mapkosuh® na y JIurutanHu
penosutopujym YHusep3ureta y beorpamy yHece Mojy JOKTOpCKY AMCEpTALIM]Y M0/] HACIOBOM:

I'encka eKcrIpecnja CH3MMa aHTHOKCHIATUBHE 3alUTHUTE Y TKMBHMa I1alioBa U XyMaHOj KpBH:

YTHLAj CMIOJbHUX (haKTopa U Kopenauuja ca GHOXEeMHjCKHM MapKepHMa OKCHIATHBHOT CTpeca

KOja je MOje ayTOpCKO JIETO.

Hucepraumjy ca cBuM Npuio3uMa Tpefao/ia caM y eleKTPOHCKOM (opMaTy MOrOXHOM 3a
TPajHO apXUBUpPAHE.

Mojy moxTOpCcKy AmcepTalMjy TOXpameHy y JIUIMTalHM DENo3MTOpHMjyM YHHBEp3UTETa Yy
beorpany mory na kopucre cBH koju mowTyjy oapenbe caapxkane y onabpaHOM THITY JIHLEHLE
Kpeatusne 3ajenuuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ojj1y4uo/na.

1. Aytopcrso

2. AyTOpCTBO - HEKOMEPIIHjaTHO

. AyTOpCTBO — HEKOMepLHMjaHO — 6e3 npepaje

4. AyTOpCTBO ~ HEKOMEPLMjaJIHO — AEJIUTH M0/l UCTHM YCJIOBUMA
5. AytopcTBo — 6e3 mipepaze

6. AyTOpCTBO — JENTHTH 110 HCTHM YC/IOBMMA

(Monumo na 3a0Kpy»kHTe camo jefHy OJf LEeCT NMOHyheHUX JIMLEHIH, KPaTaK ONKC JIMLEHLH 1aT
je Ha nonelunu nucra).

IHoTnuc nokropanaa

theol\i e/

V¥ beorpany, 09.12.2013.




1. Ayropcteo - [losBosbaBaTe yMHOMKaBarbe, JAUCTPUOYLMjY M jABHO CAOMIITABANE Aeia, W
npepaje, ako ce HapeJe MMe ayTopa Ha HauuH oApeljeH OJ cTpaHe ayTopa WM [aBaola
JIMLEHLLE, YaK vy koMepumjaine cepxe. OBo je HajcnoGoaHuja 0l CBUX JIMIEHLI.

2. AyropcTBo — HekomepuujamHo. J03BOJbaBATE YMHOXKABaME, MUCTPUOYLH]Y M jaBHO
CaomniUTaBame Neia, ¥ pepajie, ako ce HaBesle MMe ayTopa Ha HauuH ozpelen o cTpaue ayropa
uny lasaoua smuenne. OBa JiuueHna He J103B0JbaBa KOMepUHjaiHy ynotpedy aesa.

3. AytopcTBo - HekoMepLMjaiHo — 6e3 npepaze. Jlo3BosbaBate yMHOMNABAE, AUCTPUBYLH]Y U
JaBHO caommuTapare nena, 6e3 npoMeHa, npeobIMKoBatba K yrioTpebe aesia y CBOM ey, ako
ce HaBe[le MMe ayropa Ha HaumH oapehen on crpade ayropa wnu gasaoua sauueHue. Opa
NMLEHUA HEe I03BOJbaBA KOMepLM]anHy ynorpedy nena. V oIHOCY Ha CBe 0CTasle JMLEHLE, OBOM
JIHLEHUOM Ce orpaHu4aBa Hajselin oOum rpasa kopuuihera aena.

4. AyTOPCTBO - HEKOMEPLIMJATHO — AEJIUTH MO UCTHM yeiiouMa. JI03B0/baBaTe YMHOMNABALE,
AMCTPUOYLIMJY M jaBHO CAOTILITABAE [e/14, M MPepajie, ako ce HaBede UME ayTopa HA HAuWH
oapeher oa cTpaHe ayTopa WM JaBaoua JIMLEHLE U aKo ce Npepana AUCTPHOYUpa Mox HCTOM
WM CTMYHOM JiHieHuoM. OBa JiMieHUa He 103BOJbaBa KOMepUMjaiHy ynorpeby nena u
npepazja.

5. Ayropctso — 6e3 npepage. JIo3BosbaBate yMHOKaBakb€, AMCTPUOYLIH]Y U JABHO CAOMNILTABAE
zena, Oe3 npomena, npeodIMKOBaka WM yoTpebe Nena y CBOM ey, ako Ce HABELEe uMe
ayTopa Ha Ha4uH oapelieH oa cTpaHe ayTopa WiM maBaoua nuueHle. OBa JULCHLA J03BOJbaBA
KOMEpLHjalIHy yrioTpeby jena.

6. AyTOpCTBO - ;enuTH MOJ MCTUM yciioBuMa. JIo3BosbaBaTe YMHOXaBake, AUCTPUOYLH]Y H
JaBHO caomnuiTaBare AeNa, M Npepajie, ako ce HaBe/e UMe ayTopa Ha HauuH oapeljen on crpaue
ayTopa MM JlaBaolia JIMLEHLE W aKo ce npepaja AMCTpUOYMpa MOJ MCTOM MAW CIUYHOM
mauentoM. OBa JIMUEHUA 103B0/baBa KoMepLujanty ynotpeby aena W mpepaga. Ciuuna je
CO(TBEPCKUM JIMLIEHLAMA, OJHOCHO JIMLIEHLIAMA OTBOPEHOT" KOJIA.
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