Kvantitativna analiza duljina telomera starih i mladih
donora u primarnim stanicama fibroblasta iz koze
metodom hibridizacije in situ, Q-PNA-FISH

Pavlinovié¢, Mia

Master's thesis / Diplomski rad
2017

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Split, University of Split, Faculty of science / SveuciliSte u Splitu, Prirodoslovno-matematicki
fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/ur:nbn:hr:166:710388

Rights / Prava: Attribution-NonCommercial-NoDerivatives 4.0 International/Imenovanje-
Nekomercijalno-Bez prerada 4.0 medunarodna

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-20

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Science

AN

zir.nsk.hr

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORILII

% UNIVERSITY OF SPLIT i i O E ;O r



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:166:710388
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
https://repozitorij.pmfst.unist.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pmfst:373
https://repozitorij.svkst.unist.hr/islandora/object/pmfst:373
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmfst:373

SveuciliSte u Splitu
Prirodoslovno-matemati¢ki fakultet

Odjel za biologiju

Mia Pavlinovié

KVANTITATIVNA ANALIZA DULJINA
TELOMERA STARIH | MLADIH DONORA
U PRIMARNIM STANICAMA
FIBROBLASTA 1Z KOZE METODOM
HIBRIDIZACIJE IN SITU, Q-PNA-FISH

Diplomski rad

Split, 2017.



Ovaj rad, izraden u Splitu 2017. godine, pod vodstvom doc. dr. sc. Ivice
Samaniéa, predan je na ocjenu Odjelu za biologiju, Prirodoslovno-matemati¢kog
fakulteta SveuciliSta u Splitu, radi stjecanja zvanja magistra edukacije biologije 1

kemije.



ZAHVALA

Zahvaljujem se svom mentoru doc.dr.sc Ivici Samanié¢u Koji je svojim znanstvenim i
strucnim savjetima pomogao u oblikovanju ideja ovog diplomskog rada. Posebno zahvaljujem
na pomoci prilikom izvodenja istraZivackog dijela ovog rada te na podrsci prilikom kretanja u
nova istrazivacka podrucja i Sirenja mojih sposobnosti. Vasa smirenost i strpljenje su zaista

bili od velike pomo(i te mi je iznimna cast bila suradivati sa vama.

Hvala vam dr. sc. Zeljana Fredotovié na svakom trenutku koji ste izdvojili za savjet i

ohrabrenje te recenziju ovog rada.

Posebno se zahvaljujem prof. dr. sc. Jasni Puizini na strucnim i znanstvenim savjetima

prilikom recenzije ovog rada.
Zahvaljujem doc. dr. sc. Mirku Rusc¢icu na recenziji metodickog dijela ovog rada.

Prijatelji, hvala vam na podrsci i prihvacanju svih mojih ideja cak kad su bile

neizvedive. Na svakoj Sali i tisini, na nasim zajednickim trenucima. Hvala.

Hvala ti Ivane na strpljenju i razumijevanju. Bezuvjetnu podrsku, ljubav i nadu u

najpotrebnijim trenucima samo rijetke osobe mogu pruziti, one velikog srca.

Iznad svega hvala mojoj obitelji, Andi na Zivotnim savjetima, Antoniu Sto imam uzora i

vjecnu zastitu od svega Sto mi Zivot moze dati. Hvala vam Sto ste vjerovali u mene.

Ovaj rad posvecujem vama dragi roditelji, mama i tata. Za svako odricanje koje ste
napravili, za svaki korak koji ste me naucili, za svaku radost, ljubav i strpljenje Sto ste mi pruzili.
Vasa vjera u mene je ono sto mi daje poleta, vase oci ispunjene srecom je ono Sto me tjera

naprijed i vas zZivot je ono Sto mi daje primjer kakvom osobom trebam postati. Hvala.

Nia



TEMELIJNA DOKUMENTACHSKA KARTICA

Sveuciliste u Splitu
Prirodoslovno-matemati¢ki fakultet

Odjel za biologiju Diplomski rad

KVANTITATIVNA ANALIZA DULJINA TELOMERA STARIH | MLADIH
DONORA U PRIMARNIM STANICAMA FIBROBLASTA 1Z KOZE METODOM
HIBRIDIZACIE IN SITU, Q-PNA-FISH

Mia Pavlinovi¢

Rudera Boskovic¢a 33, 21 000 Split

Struktura i funkcija telomera bitne su za razumijevanje procesa stani¢nog starenja.
Produzavanje telomera glavni je mehanizam odrZavanja besmrtnosti tumorskih stanica. U ovom radu
proucena je dinamika telomera u kulturi ljudskih fibroblasta iz koze mladih i starih donora. Primarne
stanice fibroblasta tretirane su sredstvom za pomladivanje p19 kako bi se utvrdio mogu¢i utjecaj na
duljinu telomera. Telomere stanica fibroblasta iz koZe kvantitativno su analizirane metodom
hibridizacije in situ, Q-PNA-FISH. Cilj rada je optimiziranje metode za analizu intenziteta telomernih
signala dobivenih putem Q-PNA-FISH tehnike, te uspostavljanje statisticke metode za kvantificiranje

dobivenih vrijednosti.

cey e

Split.

Diplomski rad ima: 86 stranice, 16 slika, 2 tablice, 4 grafikona, 5 histograma , 97 literaturnih navoda,

jezik izvornika: hrvatski

Klju¢ne rijeci: telomere, starenje, ljudski fibroblasti, Q-PNA-FISH, kvantifikacija intenziteta telomernih
signala
Voditelj:  dr.sc.Ivica Samani¢, docent
Ocjenitelji: dr.sc Jasna Puizina, redoviti profeosor
dr. sc. Zeljana Fredotovi¢, asistent

Rad prihvacen: 27. rujna 2017. godine



BASIC DOCUMENTATION CARD

University of Split
Faculty of Science

Department of Biology Graduation Thesis

TELOMERE LEGTH ANALYSIS BY QUANTITATIVE FLUORESCENT IN SITU
HYBRIDIZATION, Q-PNA-FISH, IN PRIMARY SKIN FIBROBLASTS FROM YOUNG
AND ADULT DONORS

Mia Pavlinovi¢

Rudera Boskovi¢a 33, 21 000 Split

Telomere structure and function are essential for understanding cellular aging process. The
extension of telomere repeats represents a major mechanism for maintaining the immortality of many
tumor cells. In this paper telomere length in human skin fibroblasts from young and old donor has been
studied. Primary human fibroblasts were treated with p19 rejuvenating agent to determine its ability to
fight off aging process.Telomere lengths in the primary cultured human skin fibroblasts were analyzed
using quantitative fluorescence in situ hybridization, Q-PNA-FISH. The aim of this thesis is to optimise
Q-PNA-FISH telomere signal intensity analysis method and to establish a statistical method to quantify

the fluorescent signal obtained from a telomere-specific probe.

Thesis deposited in Library of Faculty of Science, Rudera Boskovic¢a 33, Split, Croatia

Diploma thesis contains : 86 pages, 16 images, 2 tables, 4 charts, 5 histograms, 97 citations, original in
Croatian.
Key words: telomeres, aging, human fribroblasts, Q-PNA-FISH, the quantification of
the telomeric FISH signals
Supervisor:  Ivica Samanié, Ph.D., Assistant Professor
Reviewers: Jasna Puizina, Ph.D., Professor
Zeljana Fredotovi¢, Ph.D., Assistant
Thesis accepted: 27. September, 2017.



Sadrzaj

O U AV @ 1 5 LU TSP POPTRP 1
L1 TELOMERE. ....ttittitiiitetete sttt sttt se bbbkt s Rt e bt E bkt s bRt R e b b e b e e b e et r e bbb 1

1.2 TELOMERNI ASOCIRAJUCT/VEZNI PROTEINI...c.veuiitiiteiiatintesiatesteieeteste sttt st et sse et sne e b sne e b sne s nnas 2

1.3 TELOMERAZA ....ocuiiitiiete ittt sr bbb bbbt s bRt R e bt e e e b b er ettt 5

1.4 REGULACIIA TELOMERAZE ....octtttututsiatiststatatetesesestst ettt b bbb esese ettt sttt eb bbbttt an bbb bt s et 7

1.4.1  TranskripCijsKa reQUIACITA ......c.civeiiierieceeece et re e 8

1.4.2  Epigenetske MOGIfIKACIE......ccccviviieiieicie s et 9

1.4.3  Regulacija i transkripCija NTERT .......ccccoviiiiieiiicse ettt 9

1.5 SAPERONINL ....vucvecteitaetctstseese st s st s et s bbbt s st n st s s b s s s ss s s s s essesesens 10

1.6 ODRZAVANIJE TELOMERA TELOMERAZOM .....ccuiiiiiiieieiiritestinsessesseaseasesesnesnesbesnesseasse e s snesnesnesnens 11

16.1 L SRRSO 11

16.2 L PSSR 12

1.6.3  Telomerni proteini (engl. shelterin COMPIEX) ........ccevveiiiiiiie i, 13

1.6.4 TERRA ettt r e r e re e 14

1.7 SKRACIVANIE TELOMERA, RAK I STARENJE .....cctitiieiiirereienrenteseasesreessessesesresnesesnesnesesresnesesnesnesesnens 15

2. CILI ISTRAZIVANIA ..ottt 17
3. MATERIJALI I METODE ... .ottt sttt be et sneesbe e sre e e 18
3.1 MATERIALL. ¢ttt h bbb st b e h Rt b ek b n e r R 18

311 OSNOVNE KEMIKAITTE ... 18

3.1.2  Kompleti, enzimi, nukleotidi, Proteini..........ccccevieiieiiieeie e 18

3.1.3  Hranjive POAIOJE ...c..ooieiie et 18

314 SHANICHE LINEJE.....ceiiiiiiiii e 18

3.1.5  Priprema KEMIKAIJa.......ccviveiiiiicciece et 19

3.1.6  PNAElOMErNa Probha . ...t 22

3.1.7  Primarne stanice fibroblasta ... 24

3.2 IMIETODE ...ttt ettt ettt st r e Rt sh e e Rt be e n b e nb e Rt e te e te e be e eeeneeaneeenes 25

3.2.1  Uzgoj stanica fibroblasta u KUITUFT ..........ccooeiiiiiiiice e 25

3.2.2  Priprema metafaznih KromOSOMA .........ccviieiiiiiie i 26

3.2.3 FLUOROSCENCIJSKA HIBRIDIZACIJA in situ (FISH) S PNA SONDOM................... 28

3.24  Mikroskopiranje i izrada SHKa ..........cooeiiiiiiiiie s 30

3.25  SHAliSHICKG ANALIZA ..ot e 35

A, REZULT AT ettt b ettt b ettt e b et e be e e s be e e e kbt e sbb e e st bt e sbaeenbbeenbneenbbeens 36

4.1 ANALIZA TELOMERNIH SIGNALA PRIMARNIH STANICA FIBROBLASTA IZ KOZE METODOM Q-PNA-

VI



4.2 RAZDIOBA DULJINA TELOMERA STANICA FIBROBLASTA 1Z KOZE UZORKA MLADEG DONORA

o 2 VOSSPSR 37
4.3 RAZDIOBA DULJINA TELOMERA STANICA FIBROBLASTA 1Z KOZE UZORKA MLADEG DONORA NAKON
TRETMANA FX_24 M _13 SSE ...ttt sb e sbe b ees 38
4.4 RAZDIOBA DULJINA TELOMERA STANICA FIBROBLASTA 1Z KOZE UZORKA STARIJEG DONORA
[ G (T 7 AN = T OSSOSO 39
4.5 RAZDIOBA DULJINA TELOMERA STANICA FIBROBLASTA 1Z KOZE UZORKA STARIJEG DONORA NAKON
TRETMANA FX_75_FA 8 SSE ..ottt sttt ettt 40
4.6 RAZLIKE DULJINA TELOMERA IZRAZENIH U AFJ RAZLICITIH UZORAKA METAFAZNIH KROMOSOMA
STANICA FIBROBLASTA IZ KOZE ....cttiitteiteate et atteattesteesbeebessaesieesteesbeesbe e bt enbessbesseesbeesbeesbesbesnnesnnesaes 41
3. KONTROLNOG UZORKA FX_24 M _13 C .ottt e 41
4.6.1 Razlika duljina telomera starijeg donora: kontrolnog uzorka FX_75 FA 8 C i tretiranog
UZOTKA FX_75 FA 8 SSE ... ociiiiieeite ettt sttt sttt et 43
4.6.2 Razlika duljina telomera mladeg donora: kontrolnog uzorka FX 24 M 13 Ci tretiranog
UZOTKA FX_24 IM_13 SSE....ciiiiiiiiiieiiet sttt sttt sttt sttt sttt 44
4.6.3 Razlika duljina telomera kontrolnog uzorka FX 24 M 13 C mladeg donora i kontrolnog
uzorka FX_75_FA _8_C Starijeg dONOIa .......cccccurverieirienieinie sttt 45
4.6.4 Razlika duljina telomera tretiranog uzorka FX 24 M 13 _SSE mladeg donora i tretiranog
uzorka FX_75_FA_8_SSE Starijeg dON0OKa ........cccccvverieirienieinie et 46
4.7 ANALIZA RAZLIKE DULJINA TELOMERA U ODNOSU NA KATEGORIJE RAZREDA ARBITRARNIH JEDINICA
........................................................................................................................................................ 47
4.7.1 Analiza razlike duljina telomera u odnosu na kategorije razreda arbitrarnih jedinica
uzoraka FX_75_FA 81 FX_ 24 M_13 ..ottt 47
NS N PSP 48
ZAKLIUCCT .....covoivitioiiie e 52
I I N O 1 N PSSP 53
METODICKI DIO..........oooiiiiiiiiiiiiesies s 66

VIl



KRATICE

AKTIP- gen koji kodira protein AKT (engl. AKT-interacting protein)

BFB- lomovi i stapanja (engl. breakage-fusion-bridge)

c-Myc- onkogen

Cy3- fluorescentna boja (engl.Cyanine 3)

DAPI- fluorescentna boja (engl. 4-6-diamidino-2-phenylindole)

DKC- bolest (engl. Dyskeratosis congenita)

DMEM- Dulbeccov modificirani minimalni medij

DNA- deoksiribonukleinska kiselina (engl. Deoxyribonucleic acid)

D-petlja- telomerna petlja (engl. Displacement loop)

DSB- dvostruki lomovi (engl. double strand break )

FISH- fluorescentna in situ hibridizacija (engl. Fluorescent In Situ Hybridization)

FCS- teledi fetalni serum (engl. Foetal Calf Serum)

FRAP- oporavak nakon izbjeljivanja fluorescencijom (engl. fluorescence recovery

afterphotobleaching)

HIF- hipoksijom inducirani faktor(engl. hypoxia-inducible factor)

HSP90- zastitni proteini (engl. Heat Shock Protein 90)

hTER- ljudska telomerazana RNA (engl. human Telomerase RNA)

hTERT- ljudska telomerazna reverzna transkriptaza (engl. human Telomerase Reverse
Transcriptase)

p16- tumor supresor protein

p53- tumor supresor protein

PBS- fosfatni pufer (engl. Phosphate Buffered Saline)

PCR- lan¢ana reakcija polimerazom (engl. Polymerase Chain Reaction)

PD- broj udvostrucenja populacije (engl. Population Doublings)

PNA- fluorescentno obiljezena sintetska sonda, (engl. peptide nucleic acid)

POT1- telomerni protein (engl. Protection of telomeres 1)

Rap1l- (repressor/activator protein 1) je telomerni protein

RAP- kapacitet dodavanja sekvenci (engl. repeat addition processivity)

Sp1- transkripcijski faktor (engl. specificity protein 1)

Vil


http://en.wikipedia.org/wiki/Peptide_nucleic_acid

Q-FISH- kvantitativna FISH hibridizacija

TERRA- telomerna ponavljanja koja sadrze RNA (engl. telomeric repeat containing RNA)

TF- transkripcijski faktor (engl. transcription factor)

TIF- telomerna zari$ta (engl. telomere dysfunction induced foci)

TPP1- poznat kao TINTL(TIN2 INTERAKTING PROTEIN), PTOP (POT1 | TIN2
organizirajuéi proteini) i PIP1(POT1 interacting protein)

TIN2- telomerni protein (engl. TRF1-Interacting protein 2)

T-petlja- telomerna petlja (engl. telomeric loop)

TRF- analiza telomernih restrikcijskih odsjecaka (engl. Telomere Restriction Fragment)

TRF1- faktor koji se veze na ponavljaju¢u sekvencu TTAGGG broj 1 (engl. TTAGGG repeat
binding factor 1)

TRF2- faktor koji se veze na ponavljajucu sekvencu TTAGGG broj 2 (engl. TTAGGG repeat
binding factor 2)

Tween 20- polisorbat 20-surfaktant



1. UVOD

1.1 Telomere

Normalne somatske stanice imaju ograni¢eni diobeni potencijal i taj je fenomen
interpretiran kao starenje na stanicnom nivou. Jedne od klju¢nih struktura u tom procesu su
telomere, specijalizirane strukture na krajevima kromosoma, koje se skracuju sa svakom
diobom stanice. Telomere omogucuju raspoznavanje izmedu kraja kromosoma i dvostrukih
lomova (eng. double strand break, DSB) genomske DNA. DNA DSB-ovi su potencijalne
katastrofi¢ne lezije. Ukoliko se ne poprave, DSB postaju metom za razgradnju. Stoga bez
prepoznatljivin telomernih struktura, krajevi kromosoma postaju meta za razgradnju,
rekombinaciju ili sluajnu fuziju od strane DNA sustava za popravke. Neprovjerena
kromosomska degradacija nepovratno rezultira gubitkom geneti¢ke informacije ili stanicnom
smréu. Rekombinacija telomera moze rezultirati nereguliranim povecanjem ili smanjenjem
duljine telomera, $to naknadno moze rezultirati preuranjenim aktiviranjem ili ukidanjem
kontrolne tocke starenja. Telomerna fuzija rezultira dicentriénim kromosomima Koji se uvijek
slome tijekom mitoze i pri tome stvaraju dodatne dvostruke lomove $to u konacnici rezultira
ciklusom lomova i stapanja §to stvara genomsku nestabilnost (engl. breakage-fusion-

bridge (BFB) cycle).

Telomere (Greki: telos=kraj; meros=dio) su posebne strukture na krajevima linearnih
kromosoma za ¢iju stabilnost su vazne i DNA i proteini. Telomerni sljedovi DNA sastoje se od
kratkih heksanukleotidnih, uzastopno ponavljajué¢ih motiva. Ti ponavljaju¢i motivi dobro su
evolucijski sacuvani, a prisutni su u svim do sada ispitivanim eukariotima. Tako kod ¢ovjeka 1
svih ostalih kraljeznjaka u telomerama nalazimo ponavljaju¢i TTAGGG slijed, a isti motiv se
moze naci 1 kod nekih prazivotinja, gljivica kao 1 nekih beskraljeznjaka (Skoljkasa i bodljikasa).
Telomerni sljedovi izgradeni su unutar jedne vrste od samo jednog motiva koji se uzastopno
ponavlja stotine do tisu¢e puta na krajevima kromosoma. Vecina telomernih sljedova je
dvostruka DNA , ali postoji i kratka (svako 50 do 100 parova baza) jednolancana sa 3' krajem
koji se nalazi na oba kromosomska kraja (Makarov i sur. 1997, recenzirani u Greideru 1996,
Linger i Cech 1998, Wellinger i Sen 1997).



Duljina telomernih nizova TTAGGG dosta se razlikuje izmedu razli¢itih vrsta sisavaca
(Greider 1996, Coviello-McLaughlin i Prowse 1997, Zijlmans i sur. 1997, Kakuo i sur. 1999,
Campisi 2001). Na primjer u ljudskoj stani¢noj liniji duljina telomera iznosi 15 do 20 kilobaza
(kb). Osim kromosomskih aberacija, svojom strukturom sprjecavaju i razne enzime koji bi ih
mogli o$tetiti i neophodne su za odrzavanje stabilnosti eukariotskog genoma (Blackburn 1991).
Sve telomere zavr$avaju s kratkim gvanin- bogatim jednolan¢anim 3' produzetkom, koji je kod
telomera misa i Covjeka dug izmedu 50 i 100 nukleotida (Klobutcher i sur. 1981). G-bogati 3'
produzetak vazan je za stvaranje telomerne petlje (t- petlja) (Griffith i sur. 1999) na krajevima
kromosoma tako $to napada dvolanc¢anu telomernu DNA na granici telomerne i subtelomerne
regije i tvori D-petlju (eng. Displacement) (Greider 1999), strukturu sli¢nu onoj kod homologne
rekombinacije (Slika 1).
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Slika 1. Telomerno-vezujuéi proteini. Shema prikazuje telomere u konformaciji T-petlje s razli¢itim protein-

kompleksima pronadenih kod telomera sisavaca. TRF1 kompleks utjece na duljinu telomera, TRF2 kompleks utjece na duljinu
telomera i ogranicenje telomera (Preuzeto: Blasco, 2005, The EMBO journal).

Velicina t-petlje je razmjerna duljini telomera i normalno iznosi ~15 kb kod ljudi.
Pretpostavlja se da se t-petlja otvara za vrijeme replikacije DNA i onda opet zatvara. Minimalna

duljina telomera za tvorbu t-petlje iznosi ~1 kb.

1.2 Telomerni asocirajuci/vezni proteini

Telomere izmjenjuju dva stanja: otvoreno — dopustaju elongaciju uz pomo¢ telomeraze;
I zatvoreno stanje- nedostupno za telomerazu sa ve¢ima afinitetom prema otvorenom stanju $to

se moze predvidjeti iz ponavljajuceg slijeda TTAGGG. Pri medudjelovanju telomeraze i



telomera veliki broj proteina je angaziran. Neki od proteina poput TRF1, TRF2, TIN2, TPPI,
Rapl, i POT1, takozvani ,, shelterini“ (De Lange T 2005), mogu se pronaci na telomerama u
bilo kojem trenutku, iako je veoma dinamic¢an sam proces povezivanja proteina s telomerama.
FRAP (engl. fluorescence recovery after photobleaching) istrazivanja su pokazala kako se
POT1 i TRF2 povezuju na telomernu DNA na dva nacina : jedan nestabilan (brza izmjena sa
nevezanim proteinima) i jedan stabilniji (spora izmjena sa nevezanim proteinima)(Aubert i
Lansdorp 2008). Razlika u povezivanju ovisi 0 strukturi i prisutnosti proteina na samim
telomerama, npr. jednostruka G-bogata DNA nasuprot dvolanc¢anim telomernim ponavljanjima
(Slika 2).

A: Telomera "zatvorena"

Telomeraza

B: Telomera "otvorena" " o TINZ
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Slika 2. Funkcija telomera vezana je za duljinu telomera preko proteina koji djeluju u interakciji s dvostrukim
telomernim ponavljanjima (homodimeri TRF1 I TRF2), proteini koji se veZu na 3' G-bogati jednostruki lanaca na
samom kraju kromosoma (POT1) i proteini koji djeluju u interakciji s tim proteinima kao $to su RAP1, TPP1 i
TIN2, kao i kompleks Ku 70/80 prisutan na spoju jednolan¢ane i dvolanéane telomerne DNA

A) Telomere ,,zatvorene™. TPP1 i POT1 tvore kompleks sa telomernom DNA uz pomo¢ TIN2 te TRF1 i TRF2
ukoliko je dovoljna duljina ponavljajuceg slijeda telomera Poznato je da TRF1 i -2 imaju moguénost savijanja
telomerne DNA i pristup telomeraze je blokiran ovisno o duljini ponavljaju¢ih slijedova.

B) Telomere ,,otvorene”. TPP1/ POTI1 regrutiraju i stimuliraju enzimsku aktivnost telomeraze na kratkim
telomerama (Preuzeto: Aubert i Lansdorp, 2008).



Zbog specificnih svojstava DNA polimeraze, enzima koji sintetizira komplementarni
lanac tijekom replikacije DNA, nakon svakog kruga replikacije genoma dio -3’ kraja telomera,
~80-150 nukleotida, ostaje nesintetizirano. Naime, za zapoCinjanje svake replikacije linearne
molekule DNA nuzna je klica, od koje na vise mjesta na kromosomu pocinje sinteza novoga
lanca (Slika 3). Klica se potom uklanja, a tako nastale praznine popunjavaju se i povezuju u
cjelovit novosintetizirani lanac. Kao klica sluzi kratka molekula RNA. S obzirom na to da DNA
polimeraza dodaje nukleotide samo u 5°—3’ smjeru, na taj se nacin ne moze popuniti praznina
na samom kraju dvolancane molekule DNA (lanac koji zaostaje), na kojem uvijek ostaje
komplementarni jednolancani produzetak (Olovnikov 1971). U sljedecoj diobi molekula DNA

se ponovno skracuje za duljinu jednolan¢anog zavrSetka.

= A3
Telomerna DNA sa LT EEL RRRARR

produzenim 3' krajem . L

Novosintetizirani sporiji
lanac

RNA

3' kraj je produzen za jednu
1 ponavljajucu jedinicu

pomoc primaze i polimeraze

51 2% )

v alhl LD BREIE . Telomerna DNA produgena za jedan
telomerni slijed

Slika 3. ProduZivanje telomera uz pomo¢ telomeraze (Preuzeto : Alberts i sur. 2002).

Tako se nakon svake stani¢ne diobe telomere sisavaca djelomi¢no skracuju §to je
dokazano in vitro i in vivo (Blackburn 1991, Harley i sur. 1990). Postoji minimum tolerancije
skracivanja telomera, do ~2kb za normalne ljudske fibroblaste, ispod koje telomera viSe ne
moze ispuniti svoju zastitnu ulogu. Telomere koje su skra¢ene do kriticne duzine kontrolni

mehanizam stani¢ne diobe prepoznaje kao oSte¢enje DNA 1 aktivira inhibitore stani¢nog
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ciklusa. Nakon toga stanica se trajno zaustavi u fazi G1 §to nazivamo 1 stanicnim starenjem.
Smatra se da je dovoljno kritino skracenje samo jedne telomere u stanici, da bi doslo do

stani¢nog starenja (Hemann i sur. 2001).

1.3 Telomeraza

Telomeraza je specijalizirana reverzna transkriptaza koja ima mogucnost produljivanja
3' kraja kromosoma dodavanjem TTAGGG — ponavljajuceg slijeda. Telomeraza se sastoji od
proteina reverzne traskriptaze (TERT) sastavljenog od 1,132 amino kiselina kojeg kodira gen
hTERT (Harrington i sur. 1997, Meyerson i sur. 1997, Nakamura i sur. 1997) lociranog na
kromosomu 5p15.33 i telomeraze RNA koja se sastoji od 451 nukleotida (ukljucujuci
CAAUCCCAAUC telomerni kalup) kodiranih RNA genom hTERC (Feng i sur. 1995),
lociranom na kromosomu 3g21-g28. Ribonukleoprotein diskerin (kodiran genom DKC1 na X
kromosomu) potreban je za pravilno savijanje i stabilnost telomeraze RNA (Wong i Collins
2006) te je ustanovljeno da je sastavni dio osnovne ljudske telomeraznog enzimskog kompleksa
(Cohen i sur. 2007) (Slika 4). Reverzna transkriptaza i telomerazna RNA eksprimirane su pri

niskim razinama kod polovi¢ne insuficijencije gena DKC1 ili mutacija u DKC1.

5 T™MG

s Kalup 4

AAUCCCAAUC hTERC

GGGTTAGGG'
CCCAATCCC &'

Slika 4. Struktura ljudske telomeraze (Preuzeto : Smogorzewska i de Lange 2004).



Telomeraza je aktivna u embrionalnim, mati¢nim stanicama, ali je neaktivna u veéini
somatskih stanica (Prowse i Greider 1995, Holt i sur. 1997, Kim i sur. 1999). Spada u porodicu
reverznih transkriptaza i njezina kataliticka podjednica je filogenetski konzervirana medu
vrstama i razlikuje se od ostalih reverznih transkriptaza po nekim karakteristikama. Tako su svi
reverzno transkriptazni motivi smjesteni u C-terminalnom dijelu proteina, sadrzi konzerviranu
telomerazno-specifi¢nu regiju nazvanu T-regija smjestenu uz reverzno transkriptazne motive.

N-terminalna regija sadrzi konzervirane funkcionalno vazne domene (Nakamura i sur. 1997).

Nedostatak telomeraze predstavlja problem prilikom dijeljenja stanica. Problem se
temelji na trima svojstvima DNA replikacije. Prvo, replikacija je dvosmjerna (replikacija
napreduje od ishodista i prema 3' i 5' kraju). Drugo, DNA polimeraza je jednosmjerna
(polimerizira samo u 5'-3' smjeru). Tre¢e, DNA polimeraza zahtjeva pocetnicu, koja je kratki
slijed RNA. Svaki ciklus DNA replikacije ostavlja ne nadomjesteno 50 — 200 bp DNA na kraju
svakog kromosoma. Pri potpunoj replikacji telomere podlijezu ograni¢enoj 5'-3'
egzonukleaznoj aktivnosti, stvarajuci 3' privjeske na oba telomerna kraja. Zbog problema sa
replikacijom na krajevima kromosoma, telomere i stanice bez telomeraze se skrac¢uju sa svakim
stani¢nim ciklusom (Harley i sur. 1990). Skracene telomere mogu uzrokovati starenje
(nepovratno zaustavljanje rasta i promjenu funkcije stanice), stani¢nu smrt i genomsku

nestabilnost zavisno o tipu stanice.

Telomeraza je prisutna u intrauterinom Zivotu ¢ovjeka u svim stanicama, ali nakon
rodenja njezina aktivnost se gubi i ograni¢ena je samo na spolne i mati¢ne stanice koje sudjeluju
u obnavljanju tkiva kao §to su stanice kostane srzi, stanice bazalne membrane koze, folikula
kose ili stanice kripte tankog crijeva (Wright i sur. 2001). Uvodenjem hTERT podjedinice
telomeraze u normalne stanice uzrokuje produzenje telomera i poveéanje diobenog potencijala

tih stanica (Bodnar i sur. 1998).

Neke adultne somatske stanice imaju eksprimiranu telomerazu iako to nije Cest slucaj,
pogotovo kod ljudskih stanica. Ljudske T stanice prolazno izrazavaju telomerazu prilikom
proliferacije (Buchkovich i Greider 1996, Weng i sur. 1996). Nadalje, zabiljezena je aktivnosti
telomeraze i kod fibroblasta (Harlebachor i Boukamp 1996). U T stanicama kod ljudi, usprkos
prisutnosti telomeraze, telomere se skrac¢uju prilikom svake stani¢ne diobe, iako sporije nego

kod stanica koje uopce nemaju telomerazu. Telomeraza je aktivirana u oko 85% tumora (Shay



isur. 1997) i stoga je vazno razumijevanje mehanizama koji su ukljuceni u regulaciju, odnosno

aktivaciju telomeraze u tumorskim stanicama, kao i njezinu inhibiciju u normalnim stanicama.

1.4 Regulacija telomeraze

Aktivnost telomeraze regulirana je u odredenim ljudskim tkivima i dio je mnogih
stani¢nih procesa. Aktivnost telomeraze je pobolj$ana u aktiviranim limfocitima (Buchkovich
I Greider 1996, Liu i sur.1999) i endometrijskom tkivu tijekom menstrualnog ciklusa (Kyo i
sur. 1997). Nasuprot tome, terminalno sazrijevanje ili diferencijacija stanica korelira se s
represijom aktivnosti telomeraze (Xu i sur. 1996), ali ta dva dogadaju ne moraju biti u korelaciji
u nekim slucajima (Pendino 2001). Niz izvanstani¢nih ili unutarstani¢nih signala modulira
telomerazu, poput UV zraCenje (Ueda i sur. 1997), kalcij (Bickenbach i sur. 1998), cink
Nemoto i sur. 2000), interferon o (Xu 2000), estrogen (Misiti i sur. 2000) i citokin (Yang i sur.
2001). Ljudska telomeraza je sastavljena od dvije komponente : kalupa RNA koji tvori hTR i
proteinske kataliticke podjedinice hnTERT (Slika 5) (Weinrich isur. 1997, Beattie i sur. 1998).

Amplifikacija gena -
hTERT gen (5pl5)

CCAAT TATA | : hTR gen (3426)
‘ Transkripcyja (RNA pol 1) Transkripcija (RNA pol IT)

mRNA N UUOW JURU AT T UUT Jassaaas
(16 eksona) 1 2 3456 78 910111213141516

Iranslacija

Tut-2- A B'CDE
V \/varijacije delecija
o l §

Uvijanje

Mjesto za 4
supstrat

TTAGGG g8

Slika 5. Asocirajuéi proteini su povezani s hTERT ili hTR i pomazu pri njihovom savijanju ili udruZivanju. Razligiti proteini

stupaju u interakciji s telomernom DNA i sudjeluju u regrutaciji telomeraze. (Preuzeto: Mergny i sur. 2001)



1.4.1 Transkripcijska regulacija

Promotor hTERT je meta velikog broja signalnih puteva i povezuje na vise razina
gensku regulaciju. U normalnim stanicama, ekspresija hTERT je smanjenja: broj hTERT
MRNA molekula po stanici je ispod granica osjetljivosti kvantitativnog RT-PCR (<0.004
molekule/stanici) u usporedbi sa 0.2-6 molekula hTERT RNA molekula za telomeraza
pozitivne stanice (Ducrest i sur. 2001). Pojacana regulacija moze biti posljedica epigenetskih

promjena u genu hTERT.

Pri ekspresiji gena hTERT sudjeluju vrlo raznoliki transkripcijski faktori. Ukljuceni su
Myc, Spl, receptor za estrogen ( Misiti i sur. 2000), E2F-1 (Crowe i sur. 2001), WT-1 (Oh i
sur. 1999), NF-kB (Yin i sur. 2001) i MZF-2 (Fujimoto i sur. 2001).

Myc je najvise proucen od svih transkripcijskih faktora. Povecanjem ekspresije gena
hTERT Myc poti¢e rad telomeraze (Wang i sur. 1998). Uocena je povezanost ekspresije gena
hTERT sa prekomjernom ekspresijom Myc kod raka prostate u ljudi (Latil i sur. 2000) i
cervikalnog tumora (Sagawa i sur 2001). lako je transkripcijski faktor c-Myc direktni posrednik
u aktivaciji telomeraze (Wu i sur. 1999, Greenberg i sur. 1999), postoje indikacije da c-Myc
nije aktivan u ulozi posrednika pri aktivaciji telomeraze kod besmrtnih stanica (Drissi i sur.
2001). Prekomjerna ekspresija faktora c-Myc rezultira u zna¢ajnom povecéanju transkripcijske
aktivnosti promotora (Takakura i sur. 1999). Geni c-Myc su ¢esto neregulirani u tumorima kod
ljudi te pri tome prekomjerna ekspresija c-Myc moze uzrokovati reaktivaciju telomeraze.
Medutim, TERT nije u moguénosti zamijeniti c-Myc u transformaciji primarnih glodavaca,
sugerirajuéi da se transformirajuce aktivnosti faktora c-Myc protezu izvan njegove sposobnosti

da aktivira ekspresiju gena TERT, a time i aktivnost telomeraze (Greenberg i sur. 1999).

Proteini Myc i Madl imaju antagonisticki u¢inak na transkripciju gena hTERT (Oh i
sur. 2000). E-kutije na proksimalnom promotoru gena hTERT mobiliziraju se in vivo u
eksponencijalno proliferiraju¢éim HL60 stanicama pomocu faktora c-Myc. Nasuprot tome,
protein Madl je induciran i vezan za hTERT promotor u diferenciranim HL60 stanicama. Ovi
podaci sugeriraju kako je uzajamno koristenje Myc/Max E-okreta odgovorno za aktivaciju i
suzbijanje gena hTERT (Xu i sur. 2001). Faktor Mad je induciran 12-O-tetradeaknoilforbol-13-
acetat tretmanom, koji potiskuje promotor-reporter-gensku aktivnost gena hTERT (Gunes i sur.
2000).



Transkripcijski faktor Spl suraduje sa faktorom c-Myc kako bi se aktivirala transkripcija
gena hTERT-a (Kyo i sur. 2000). Podrucje promotora na 3' kraju gena hTERT sadrzi GC-kutiju
(engl. GC-box), koja se spaja s transkripcijskim faktorom Sp1l i esencijalna je za transaktivaciju.
Prekomjerna ekspresija transkripcijskog faktora Sp1 dovodi do znacajne aktivacije transkripcije
na nacin specifican za odredeni tip stanice. Interakcijom s faktorom p53 moze se ukloniti
vezivanje za transkripcijski faktor Spl Sto rezultira represijom gena hTERT (Kanaya i sur.
2000, Xu i sur. 2000).

1.4.2 Epigenetske modifikacije

Inhibiranje histon deacetilaze (HDAC) u stanicama bez telomeraze pomocu trihostatina
(TSA) rezultira aktivacijom telomeraze i pojacanom regulacijom gena hTERT mRNA (Xu i
sur. 2001, Cong i Bacchetti 2000, Takakura i sur. 2001 ). Ponovna aktivacija telomeraza zbog
osjeltjivosti na TSA je moguée zbog regrutiranja histon deacetilaze (HDAC) uz pomo¢
heterodimera Myc/Mad (Laherty i sur. 1997). TSA ublazava represiju hTERT-a od strane Mad-
a (Cong i Bacchetti 2000). Promotor hTERT bez E-kutije jo$ uvijek pokazuje osjetljivost na
TSA, §to povecava mogucnost da drugi faktori, osim Myc/Mad, mogu regrutirati HDAC. Jedan
od mogucih kandidata je transkripcijski faktor Spl (Cong i Bacchetti 2000, Takakura i sur.
2001), koji bi imao dvostruku ulogu u regulaciji transkripcije hTERT, kao aktivator i kao

represor.

1.4.3 Regulacijai transkripcija hTERT

Regulacija aktivnosti telomeraze najée$¢e je povezana s regulacijom hTERT-a,
prvenstveno na razini transkripcije, ali i posttranslacijske modifikacije. Ovo ima implikacije u
stani¢nom razvoju i karcinogenezi (Cong i sur. 2002, Kim i sur. 1994), zbog aktivnost
telomeraze i ekspresije gena hTERT koji je potreban za replikacijsku dugovjeénost. Poznato je
da je pravilno reguliranje promotora gena hTERT i njegove kasnije transkripcije vazno za
odrZzavanje diferencijalnih bazalnih telomeraznih aktivnosti izmedu razlicitih tipova stanica
(Cong i sur. 2002, Kyo i sur. 2008). Neke od naj¢es¢ih mutacija kod ljudskih karcinoma su one
unutar promotora hTERT (Bojesen i sur. 2013, Horn i sur. 2013, Huang i sur. 2013, Killela i
sur. 2013, Fredriksson i sur. 2014, Weinhold i sur. 2014). Pretpostavlja se da je regulacija
transkripcije gena hTERT klju¢na za kontrolu aktivnosti telomeraze, dok je posttranslacijska

regulacija klju¢na za njegovo podesavanje (Cong i sur. 2002, Autexier i Lue 2006).



Suradnja Sirokog raspona hormonskih 1 nehormonskih regulatora ocituje se u modulaciji
transkripcije gena hTERT. Nedavno je objavljeno kako je hormon stresa norepinefrin potaknut
faktorom c-Myc i hipoksijom induciranim faktorom (HIF)-a, $to je pridonijelo invazivnosti i
metastazi raka jajnika (Choi i sur. 2015). Fitoplanksin resveratrol, antioksidanas, smanjuje
norepinefrin induciranu fosforilaciju src domene od strane protein kinaze A (PKA) i kasnijom
ekspresijom HIF-a, ¢ime se smanjuje ekspresija hTERT-a u stani¢nim linijama raka jajnika
(Kim i sur. 2016).

1.5 Saperonini

In vivo, dodatni ¢imbenici, osim hTR i hTERT, su neophodni za aktivnost i regrutaciju
telomeraze (holoenzima) na telomere. Jedan takav ko-faktor za telomerazu je HSP90, visoko
oc¢uvani molekularni Saperon koji je ukljuen u regulaciju stani¢nog ciklusa, ocuvanost
kromosoma i druge signalne puteve (Toogun i sur. 2008, Jackson 2012). Ovaj protein pomaze
hTERT na vezanje za komponentu hTR te vezanje telomeraze na DNA (Holt i sur. 1999,
Keppler i sur. 2006, Toogun i sur. 2008). Chiu i sur. (2011) dokazali su kako inhibiranje HSP90
dovodi do inhibicije aktivnosti telomeraze i povecanja stupnja apoptoze. HSP90 zajedno s
ostalim komponentama toplinskog Soka (HSP70, p60/Hop, HSP40 i p23) eksprimiranog u
E.coli s hTERT i hTR moze rekonstruirati aktivnost telomeraze, dok inhibiranje HSP90 nakon
sastavljanja telemeraze ne utjeCe na njenu aktivnost (Hansen i sur. 2016). Komponenta p23
tvori kompleks s HSP90 te takoder utjece na regulaciju telomeraze (Holt i sur. 1999, Forsythe
i sur. 2001, Makhnevych i Houry 2012). Oba $aperona, (HSP90 i komponenta p23) postizu
stabilno povezivanje s N-terminalnim dijelom hTERT-a i ostaju povezani s aktivhom
telomerazom nakon S$to je hTERT ostvario pravilno uvijanje. Ovi Saperonini djeluju na

regulaciju telomerazne aktivnosti i nakon stvaranja same telomeraze (Forsythe i sur. 2001).

10



1.6 Odrzavanje telomera telomerazom

Telomeraza hTERT se veZe na telomeru za hibridizacijsko podruéje uzvodno od hTR
DNA kalupa. Slijedi RNA/DNA hibridizacija na 3' telomernom kraju s RNA kalupom (koji je
komplementaran s dva telomerna ponavljanja), telomerazni kompleks dodaje kratke telomerne
ponavljajuc¢e sekvence. Kalup hTR se reverzno transkribira u DNA uz pomo¢ kataliticke
aktivnosti hnTERT-a, pri ¢emu se stvaraju kratka telomerna ponavljanja (TTAGGG). Novi lanac
se translocira u 5' smjer za procesivnu sintezu dodatnih telomernih ponavljanja na istom
telomernom kraju. Vazno je razlikovati samu aktivnost telomeraze, tj. sposobnost produzivanja
telomera dodavanjem kratkih telomernih ponavljanja na G-bogat jednostruki zavijeni lanac od
RAP-a. RAP(engl. repeat addition processivity) je jedinstveni kapacitet hnTERT-a za dodavanje
visestrukih telomernih sekvenci na istom telomernom supstratu bez kompletne disocijacije.
Ovaj proces je ogranien sposobnos¢u enzima da translocira i komplementira DNA/RNA
hibridizaciju nekoliko nukleotida nizvodno od njegovog pocetnog mjesta (Qi 1 sur. 2012,
MacNeil i sur. 2016).

1.6.1 hTERT

hTERT sadrzi bitne elemente za aktivnost telomeraze i RAP. Domena TEN hTERT-a
djeluje kao mjesto za sidrenje telomeraze na jednolan¢anu DNA, pored primera (Lue 2004,
Moriarty i sur. 2005). On regulira telomerazu, RAP, jer je ova domena neophodna za stabilnost
RNA/DNA hibrida na telomeri. Mutacije u podru¢ju domene TEN smanjuju stabilnost
RNA/DNA hibrida i rezultiraju propalim telomernim produzivanjem (Akiyama i sur. 2015).
Utjecaj domene IFD (engl. insertion in fingers domain) na aktivnost telomeraze i procesivnost
moze se dogoditi uslijed neispravne interakcije hTERT-a s kompleksom TPP1-POT1. Osim
uloge u regrutaciji TPP1 moze regulirati telomerazu kao faktor procesivnosti (Wang i sur.
2007). Heterodimer TPP1/POT1 povecava procesivnost telomeraze kroz OB (engl.
oligonucleotide-binding) domene TPP1 (Nandakumar i sur. 2012, Sexton i sur. 2012, Kocak i
sur. 2014, Schmidt, Dalby i Cech 2014, Sexton i sur. 2014). Kompleks TPP1/POT1/hTERT
odrzava se tijekom elongacije telomera i translocira se na jednolan¢anu telomernu DNA.
Protein POT1 (engl. protection of telomeres protein 1) moze djelovati kao inhibitor telomernog
produljivanja vezivanjem na 3' kraj jednolanc¢anog presjeka, ali i aktiviranjem kompleksa za
popunjavanje CTC1/STN1/TENL1 (CST), blokirajuéi telomerazi pristup telomerama. Stoga je

on regulator aktivnosti telomeraze i RAP-a, bilo promicanjem njegove translokacije duz G-
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obogac¢enog lanca dok je vezan protein TPP1 ili djelujuci kao “STOP* znak na kraju telomera

jednolan¢ane DNA kada nije potrebna telomeraza (Baumann i Price 2010, Gomez i sur. 2012).

162 hTR

Mnoge domene hTR takoder su neophodne za pravilno produljenje telomera (Zhang i
sur. 2011). Takozvana domena ,,pseudo¢vora“ (engl. pseudoknot) sadrzi predlozak regije za
sintezu DNA i strukturu ,,pseudo¢vora‘ koja oznacava kraj kalupa regije. Mutanti telomeraze
RNA smanjuju aktivnost telomeraze (Mitchell i Collins 2000, Chen i sur. 2002) iako, samo
njihova potpuna delecija moze inhibirati regrutiranje i aktivnost telomeraze. Takoder
primijeeno je da nemogucénost vezivanja hTR na telomernu DNA rezultira ukidanjem
aktivnosti telomeraze (Yeo i sur. 2005). Moriarty i sur. (2004) pokazali su kako hTR mutanti
ne utjecu direktno na telomeraznu aktivnost ve¢ na interakciju vezne regije RNA i hTERT-a.
Domena P1b hTR-a, koja je predlozak petlje koja sprjeCava reverznu transkripciju ne-
telomernih sekvenci (Autexier i sur. 1996, Prescott i Blackburn 1997, Lai i sur. 2002), je hTR
strukturni element koji je kljuan za aktivnost telomeraze. Mutanti sekvence P1b dovode do

smanjenja aktivnosti reverzne transkriptaze hTERT-a (Moriarty i sur. 2005).
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1.6.3 Telomerni proteini (engl. shelterin complex)

Telomerni proteini specifi¢ni su za telomernu DNA, prisutni su u svim fazama stani¢nog
ciklusa i imaju funkciju koja je strogo usmjerena isklju¢ivo na telomere (Chong i sur. 1995).
Imaju vaznu ulogu u zastiti, produzivanju i regulaciji telomera. Navedeni proteini tvore
kompleks nazvan ,,shelterin®, a ¢ine ga TRF1, TRF2, Rapl, TIN2, POT1 i TPP (Chong i sur.
1995) (Slika 6). Clanovi shelterina su postepeno identificirani tijekom proteklih 18 godina.

TERT

TIN2

R fF 1’
Rl -

Pseudoknol R ¥
oy : é
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e

Slika 6. Proteini shelterina. Model regulacije aktivnosti telomeraze uz pomo¢ POT1 i TPP1. TPP1 ima direktnu
povezanost s telomerazom te potie regrutiranje i vezivanje enzima s telomerazom. POT1 se smatra negativnim regulatorom
telomeraze zbog svoje sposobnosti kompetitvnosti s enzimima za 3' telomerni kraj. ( Preuzeto : Palm i De Lange, 2008)

Prvi telomerni protein TRF1 otkriven je na temelju svog in vitro afiniteta za dvolan¢anu
sekvencu TTAGGG, tipi¢nu za telomere svih kraljesnjaka. Protein TRF2 je identificiran kao
paralog TRF1 po bazi podataka, a TIN2 i Rapl pomoc¢u dvohibridnih analiza s TRF1 i TRF2.
Protein TPP1 je identificiran na temelju svoje interakcije s TIN2. Najkonzerviraniji protein
shelterina, POT1, je identificiran na temelju homologije svoje sekvence sa sekvencama

telomernih proteina u jednostani¢nim eukariotima.
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Na telomerama su pronadeni i mnogi drugi proteini, koji imaju poznate ne telomerne
funkcije i prisutniji su u ve¢im koli¢inama na drugim mjestima u jezgri i citoplazmi nego na
telomerama (Palm i de Lange 2008). Veéina tih proteina je ukljucena u transakcije s molekulom
DNA, kao $to su popravak DNA (Ku70/80, XPF/ERCC1, Apollo, Mre kompleks, RAD51D,
PARP1 i PARP2), signaliziranje o$tecenja DNA (Mrell kompleks, 9-1-1 kompleks),
replikacija DNA (RecQ helikaze), te kromatinski strukturni proteini (HP1 proteini). To¢na
funkcija na telomeri samo nekih od ovih proteina je poznata (Palm i de Lange 2008).

Telomerni proteini mogu igrati vaznu ulogu tijekom produzivanja telomera. Direktnu
enzimatsku stimulacijsku ulogu imaju TPP1/POT1. Pokazalo se kako TRF1 | TRF2 uglavnom
djeluju kao negativni regulatori na telomere (Van Steensel i de Lange 1997). Utisavanje tih
gena dovodi do telomernog produljivanja, a njihova prekomjerna ekspresija je negativno
povezana s duljinom telomera (Van Steensel i de Lange 1997, Nandakumar i Cech 2013). Oni
ne utjecu izravno na aktivnost telomeraze ve¢ na raspolozivo stanje telomernog supstrata.
Njihovo vezivanje na dvolan¢anu telomernu DNA potice formiranje telomernih petlji (t-petlji)
zastitne sekundarne telomerne strukture, koje blokiraju telomernu vezujucu regiju i njihovo
produljenje. U vec€oj mjeri se nalaze na duljim telomerama nego na kratkim telomerama, $to

znaci da su kratke telomere dostupnije za produljivanje (Smogorzewska i sur., 2000).

Protein AKT kojeg kodira gen AKTIP (engl. AKT-interacting protein , AKTIP) djeluje
u interakciji s TRF1 i regrutira se na telomerama. U HeLa stanicama raka, smanjenja aktivnost
AKTIP-a uzrokuje zastoj u sintezi DNA (Burla i sur. 2015). Delecija AKTIP-a takoder rezultira
s lomljivim telomerama i poti¢e formiranje telomerna DNA ostecenja (telomernih induciranih

zari$ta, TIF).

Ekstrakcija PinX1 povecava aktivnost telomeraze in vivo 1 prekomjernu ekspresiju
njegove C-terminalne domene koja potpuno inhibira aktivnost telomeraze u stanicama koje

sadrze telomerazu dok kod telomeraza negativnih stanica nema ucinka (Zhou i Lu 2001).

1.6.4 TERRA

TERRA (engl. Telomeric repeat-containing RNA) je nekodiraju¢a RNA kodirana
subtelomernom DNA i zavrSava u telomernim ponavljanjima (Azzalin i sur. 2007, Schoeftner

i Blasco 2008). Telomerna RNA moze potencijalno konkurirati telomernom supstratu za
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interakciju s telomerazom (Schoeftner i Blasco 2008, Redon i sur. 2010). TERRA ima jaci
afintitet za hTR od telomerne DNA (Azhibek i sur. 2016). Osim toga, pretpostavlja se da
TERRA nije ograni¢ena formiranjem struktura koje blokiraju telomerazu kao $to su T-petlje
(Azhibek i sur. 2016). Transkripcija nekodiraju¢ih RNA u kvasca je potaknuta skra¢ivanjem

telomere (Cusanelli i sur. 2013).

Vedi afinitet TERRE prema telomerazi omogucava produljivanje kratkih telomera u
kvasca S.cerevisiae. TERRA se moze regrutirati na kromosomske krajeve uz pomo¢ TRF2
interakcije s N-terminalnim glicin/arginin obogac¢enim dijelovima (GAR) i MYB- tip DNA-
vezuju¢e domene (C-terminalne MYB) TRF2 (Deng i sur. 2009). Potrebna su dodatna
istrazivanja kako bi se razmotrila prava uloga TERRE u regulaciji aktivnosti ljudske telomeraze

na telomeru.

1.7 Skradivanje telomera, rak i starenje

Normalne diploidne stanice gube telomere sa svakim dijeljenjem stanice i zbog toga
imaju ograni¢en zivotni vijek u kulturi. Tkivo ljudske jetre godisnje izgubi 55 parova baza
telomerne DNA (Takubo i sur. 2000). Ekspresija statimina i EF-1a, biomarkera za disfunkciju
telomera 1 oSte¢enost DNA u stanicama, povecavaju se starenjem 1 starosnim bolestima u ljudi
(Jiang i sur. 2008, Song i sur. 2010). Telomerna duljina negativno korelira sa godinama dok
ekspresija p16 koji se povecava u starijim stanicama, pozitivno korelira sa starenjem (Jiang i
sur. 2008, Song i sur. 2010).

Ubrzano skracivanje telomera kod genetskog poremecaja s poremecajem diskeratoze
povezano je s ranom pojavom nekoliko poremecaja povezanih s dobi i smanjenim Zivotnim
vijekom. Telomerazna aktivnost, sposobnost dodavanja telomernih ponavljanja na krajeve
kromosoma, prisutna je u embrionalnim, hematopoetskim, maticnim i odredenim tipovima
stanica koje se regeneriraju, ali odsutna je u ve¢ini somatskih stanica. Transgeni¢na indukcija
telomeraznog gena u normalne ljudske stanice produljuje njihov Zivotni vijek (Bodnar i sur.
1998). Cawthon i sur. (2003) (Cawthon i sur., 2003) dokazali su da pojedinci s kra¢im
telomerama imaju znatno slabiji opstanak zbog vece stope umiranja uzrokovane sréanim ili
zaraznim bolestima. Progresivno skra¢ivanje telomera dovodi do starenja, apoptoze, stani¢ne

smrti ili onkogene transformacije somatskih stanica u razli¢itim tkivima. Duljina telomera, na
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koju mogu utjecati razni ¢imbenici nacina zivota, moze odrediti cjelokupno zdravlje, Zivotni

vijek i tempo kojim pojedinac stari (Babizhayev i sur. 2011).

Kao normalni stani¢ni proces, telomerna duljina opada sa godinama (Brouilet i sur.
2003, Valdes i sur. 2005). Stopa kojom se godisnje skra¢uju telomere kod ljudi iznosi 24.8-27.7
baza (Brouilette i sur. 2003, Valdes i sur. 2005). Duljina telomera ovisi o godinama (Frenck i
sur. 1998), genetici, epigenetici i okolisu (Steinert i sur. 2004, Cell i de Lange 2005, Mufioz i
sur. 2005, Benetti i sur. 2007), socijalnom i ekonomskom statusu (Adams i sur. 2007, Cherkas
i sur. 2008), vjezbanju (Cherkas i sur. 2008), tezini (Valdes i sur. 2005, Nordfjill i sur. 2008) i
pusenju (Nawrot i sur. 2004, Valdes i sur. 2005). Kada telomera dosegne odredenu kriti¢nu

duljinu podvrgnuta je apoptozi (Wang i sur. 1999, Stiewe i Piitzer 2001).

Nekoliko studija pokazuju kako su kracée telomere predispozicija za stvaranje
karcinoma. Pojedinci s kratkim telomerama imaju veéi rizik od razvoja karcinoma pluca,
mokraénog mjehura, bubreznih stanica, glave i vrata (Wu i sur. 2003, McGrath i sur. 2007).
Pojedinci mogu biti rodeni s kratkim telomerama ili mogu imati genetski poremecaj koji dovodi
do kratkih telomera. Takvi pojedinci imaju veéi rizik od razvoja koronarne bolesti srca i
preranog starenja (Brouilette i sur. 2003, 2007). Nedostatak telomeraznog RNA gena u
genetskom poremecaju dyskeratosis congenita (DKC) dovodi do kracih telomera i povezana je
s preuranjenim sjedenjem kose, predispozicijom za razvoj karcinoma, ranjivost na infekcije,

progresivno zatajenje koStane srzi i preranu smrt kod odraslih (Vulliamy i sur. 2001).

Bavljenjem tjelovjeZbom obrnuto korelira s biomarkerima za oSte¢enje DNA i telomera
i s ekspresijom p16, biomarkerom za starenje ljudskih stanica (Song i sur. 2010). Vjezba moze
smanjiti Stetne masnoc¢e i pomoc¢i mobilizirati otpadne proizvode radi brzeg uklanjanja, $to
dovodi do smanjenog oksidativnog stresa i o€uvanja DNA 1 telomera. Vjezbanje je povezano s
poviSenom telomeraznom aktivnosS¢u i supresijom nekoliko apoptoznih proteina ukljucujuci
p53 i pl6 (Werner i sur. 2009). Usporedbom leukocita sportasa i nesportasa utvrdena je
povecéana aktivnost telomeraze i smanjene skracivanja telomera kod sportasa (Werner i sur.
2009). Vjezba je povezana sa smanjenem razine oksidativnog stresa i poviSenom ekspresijom
stabiliziraju¢ih proteina telomera, stoga moZe smanjiti tempo starenja i dobno-vezujucih

bolesti.
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Ciljevi istrazivanja ovog diplomskog rada su:

1. Osmisliti analiziranje intenziteta telomernih signala dobivenih putem Q-PNA-FISH
tehnike uz pomo¢ programa Photoshop i Fiji.

2. Napraviti kvantitativnu analizu duljine telomera te analizirati relativnu distribuciju
telomera metafaznih kromosoma prije i nakon tretmana sredstvom protiv starenja (engl.
anti-aging agent p19).

3. Usporediti razlike u jacini intenziteta telomernih signala kod tretiranih i ne tretiranih
stanica fibroblasta.

4. Usporediti razlike u ja¢ini intenziteta telomernih signala kod tretiranih stanica
fibroblasta starog i mladog donora.

5. Analizirati varijabilnost razlika kvantiziranih telomernih signala u odnosu na kategorije
razreda duljina telomera kod ukupnog tretmana, uzimajuéi u obzir spol i starost te

tretiranost samih preparata.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1 Materijali

3.1.1 Osnovne kemikalije

Etanol, formaldehid, formamid, klorovodi¢na kiselina (HCI), kalijev klorid (KCI),
kolcemid, kalijev hidrogenfosfat (KH2POa4), metanol, magnezijev klorid (MgCl,), maleinska
kiselina, natrijev klorid (NaCl), natrijev hidrogenfosfat (NaoHPOQ.), natrijev citrat, octena
kiselina, Tris-Cl, Tween-20 (P1379, Sigma), Dulbecco-jev fosfatni pufer (DPBS, Sigma,
D8537)
3.1.2 Kompleti, enzimi, nukleotidi, proteini

Pepsin (Fluka, 77160)

Tripsin (Sigma)

Kolcemid (Otopina 10 pug/mL, Serva)

Cy3 —(CCCTAA)z PNA telomerna sonda (Panagene)

Blokiraju¢i reagens (Roche )

DAPI sa sredstvom protiv izbljedivanja (engl. Fluoroshield with DAPI , Sigma, F6057)
3.1.3 Hranjive podloge

Dulbecco modificirani minimalni medij (engl. .Dulbecco’s modified Eagle's medium, DMEM)
s 4500 mg/L glukoze, L-glutaminom, fenolnim crvenilom i 3,7 g/L NaHCOs3, obogacen s 10%

tele¢im fetalnim serumom (engl. Fetal Bovine Serum, FBS)

3.1.4 Stanicne linije

Primarne stanice fibroblasta iz koze dvaju donora:

e FX 24 M_13 — muska osoba starosti 24 godine
e FX_ 75 FA_8 - zenska osoba starosti 75 godina
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3.1.5 Priprema kemikalija

e FizioloSka pufer otopina fosfata (engl. Phosphate — buffered saline, PBS)

Za pripremu PBS otopine potrebno je otopiti u 800 ml destilirane vode 8 g natrijeva
klorida (NaCl), 0.2 g kalijeva klorida (KCI), 1.44 g natrijeva hidrogenfosfata (NaHPQO4) i 0.24
g kalijeva hidrogenfosfata (KH2PO4). Potrebno je podesiti pH vrijednost na 7.4 dodavanjem
klorovodi¢ne kiseline (HCI) i nadopuniti destiliranom vodom do ukupne vrijednosti 1 litre.

Kako bi sterilizirali otopinu potrebno ju je autoklavirati 20 minuta pod tlakom na 120°C te
potom pohraniti na sobnoj temperaturi.

e Pripremal M HCI

Za pripravu 1 M HCI ukupnog volumena od 100 mL potrebno je pomijesati 8.285 mL
36% HCI i 91.715 mL destilirane H20.

Za pripravu 0.01 M HCI ukupnog volumena 50 mL potrebno je 0.5 mL 1 M HCI i 49,5
mL destilirane H-O.

e Priprema 10% otopine pepsina

Potrebno je otopiti 0.1 g praha pepsina u 1 mL destilirane vode.

e Otopina pepsina (0.005%)

Kako bi imala maksimalnu u¢inkovitost, otopinu pepsina, je potrebno pripremiti i
neposredno nakon pripreme odmabh iskoristiti. Za pripravu otopine pepsina ukupnog volumena
50 mL potrebno je 2.5 ml 10% otopine pepsina, 0.5 ml 1 M klorovodi¢ne kiseline (HCI) te 47

ml destilirane vode. Prije koristenja zagrijati na 45°C.
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e PNA hibridizacijski pufer

Tablica 1. Priprema osnovnih kemikalija

Reagens Masa ()
Na;HPO4 (pH=7.4) 14.196 g
Tris—Cl 12.114 ¢
NaCl 29.22 ¢

e PNA Sonda

Volumen H20
100 mL
100 mL

100 mL

Konacna koncentracija
1 mol/dm?
1 mol/dm?

5 mol/dm?

PNA liofilizirana sonda otopljena je u 0.5 mL sterilne destilirane vode kako bi se

postigla koncentracija 67 pg/mL (5 nM). Neposredno prije dodavanja u hibridizacijsku otopinu

koncentriranu PNA sondu preporuca se promijesati vorteksiranjem dvije minute, zagrijati 5

minuta na 70°C uz lagano mije$anje na termo bloku te centrifugirati 3 - 4 minute na

maksimalnoj brzini.

e Blokirajuci reagens

Za pripremu 1 mL blokirajuceg reagensa potrebno je otopiti 0.1 g blokiraju¢eg reagensa
u 30 uL 5M NaCl i 930 uL maleinske kiseline (0.012 g maleinske kiseline u 970 mL sterilne

destilirane vode).
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e PNA Hibridizacijska otopina
Za pripremu 1 mL hibridizacijske otopine koriStene su sljedece otopine.

Tablica 2. PNA hibridizacijska otopina

Reagens Pocetna Konacna Volumen
koncentracija koncentracija (uL)

Na,HPO4 (pH=7.4) 1M 10 mM 10 uL
NaCl SM 10 mM 2 uL
Tris — Cl (pH=7.4) 1M 20 mM 20 uL
formamid 70 % 700 uL
PNA sonda 67 pg/mL 800 ng/mL 11.94 uL
Sterilna destilirana 206.06 pL
voda
Blokirajuéi reagens 10% 0.005 % 50 pL

e Otopine za ispiranje
Otopina za ispiranje 1

Za ukupni volumen od 200 mL potrebno je 140 mL otopine formamida (70%), 4 ml
Tris-Cl (1 M, pH=7.4) te 56 mL H>O.

Otopina za ispiranje 2

Za ukupni volumen od 200 mL potrebno je 10 mLTris (1M, pH=7.4), 6 mL NaCl (5 M),
100 puL Tween — 20 te 184 mL destilirane H20.
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3.1.6 PNA telomerna proba

Peptidno nukleinska kiselina je umjetno stvoreni polimer slican DNA ili RNA. Kreirali
su je 1991. godine Peter E. Nielsen (sveuciliSte Kopenhagen), Michael Egholm (sveudiliste
Kopenhagen), Rolf H. Berg (Rise Nacionalni laboratorij) i Ole Buchardt (sveuciliSte
Kopenhagen) (Nielsen i sur. 1991).

DNA i RNA molekule sadrze secere deoksiribozu i ribozu u svojoj okosnici. PNA sonda
u svojoj strukturi umjesto Secera riboze i deoksiriboze ima ponavljaju¢e jedinice N-(2-
aminoetil) glicina medusobno povezane peptidnom vezom (slika 7.). Purinske i pirimidinske
baze povezuju se na okosnicu PNA uz pomo¢ metilenskog mosta (-CH2-) i karbonilne grupe (-
(C=0)-). PNA sonda ima N- terminalni kraj na prvoj lijevoj poziciji i C- terminalni kraj na
zadnjoj desnoj poziciji poput peptida (Egholm i sur. 1993).
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Slika 7. Struktura DNA i PNA oligonukleotida (Preuzeto: Wangi Xu, 2004)

Koristenje PNA sonde ima nekoliko prednosti. Izmjenom lanca slicnog DNA (naboj na
C- i N- terminalnim krajevima lako je promijeniti kako bi prema vani bili neutralni) moze se
izbje¢i elektrostatsko odbijanje izmedu tog sli¢nog lanca i negativno nabijene DNA ili RNA.
Nadalje, oligomeri izgradeni od izmijenjenih amino kiselina koje su ,,gradevne jedinice* (PNA
monomeri) mogu se proizvesti uz pomo¢ razradenih protokola za sintezu peptida krute faze, u

koli¢inama od miligrama do grama. Glasni¢ke skupine, interkalatori ili metalni vezac¢i mogu
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se povezati na N- terminalnu amino grupu ili C- terminalni karboksilni kraj. I najveca prednost
PNA je visoka biostabilnost. PNA oligomeri ne mogu razgraditi ni nukleaze niti proteaze. PNA

je akiralna molekula $to dodatno umanjuje probleme enantiomerske Cistoce.

Svojstva PNA - DNA dvostrukog lanca najbolje su prou¢ena na pentadekameru H-
TGTACGTCACAACTA-NH2 (Egholm i suradnici, 1993). Taj oligomer tvori dupleks sa
komplementarnom antiparalernom DNA (antiparalelno: amino kraj PNA je paralelan sa 3’
krajem oligonukleotida). Bitno svojstvo PNA — DNA dupleksa je veliki afinitet za antiparalelno
spajanje. Proucavanjem kinetike samog spajanja koje je ukljucivalo kapilaranu gel
elektroforezu, pokazalo se kako je stvaranje PNA — DNA dupleksa iznimno brzo (manje od 30
sekundi). Termalna stabilnost PNA — RNA dupleksa je konstantno neznatno veca od iste
odredene za PNA — DNA dupleks (Hyrup i Nielsen, 1996).

Okosnica PNA ne sadrzi nabijenu fosfatnu grupu, povezivanje izmedu PNA — DNA
lanaca je snaznije nego izmedu DNA — DNA lanaca, zbog nedostatka elektrostatskih odbijanja.
Zbog takve prirode PNA — DNA je hidrofobna zbog ¢ega ju je teze dostaviti u tjelesne stanice
putem otopine. Stani¢na membrana je negativno nabijena, pozitivno nabijene molekule poput
DNA 1 RNA oligonukleotida privuc¢ene su stanicnom stjenkom te putem endocitoze prolaze
kroz stani¢ni zid. Nasuprot tome, neutralna molekula PNA nije privuc¢ena negativno nabijenom
stani¢nom stjenkom §to ima za posljedicu slabu prodiranje kroz membranu (Wang i Xu, 2004).
Ranija istraZivanja sa homopiridinskim lancima (lanci koji su se sastojali samo od jedne
ponavljajuée pirimidinske baze) pokazala su da je Tm (temperatura taljenja) 6-baznog timin
PNA/ adenin DNA duplog lanca 31°C u usporedbi s ekvivalentnim 6- baznim DNA/DNA
dupleksom koji se denaturira na temperaturi manjoj od 10°C. PNA molekule su istinske kopije
DNA molekula po pitanju prepoznavanja parova baza. PNA — PNA veza je jaca od PNA — DNA

Veze.
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3.1.7 Primarne stanice fibroblasta

Primarne stanice su izravno izolirane iz ljudskog ili zZivotinjskog tkiva primjenom
enzimatskih i mehanickih postupaka (slika 8). Imaju isti kariotip i broj kromosoma kao one u
izvornom tkivu. Nakon izoliranja smjeStaju se u umjetne uvjete u plasticnim ili staklenim
posudama koje sadrze specijalizirani medij sa esencijalnim hranjivim tvarima i faktorima rasta
kako bi im se omogucila nesmetana proliferacija. Postoje dva tipa primarnih stanica: adherentne
i suspendirane. Adherentne stanice zahtijevaju sidriSte za rast i ovisne su o njemu. Adherentne
stanice su naj¢esce izolirane iz tkiva ili organa. Suspendirane stanice ne zahtijevaju sidriste za

rast. Suspendirane stanice se izoliraju iz krvozilnog sustava.

Stanice koje nastaju iz primarnih stanica imaju ograniceni zivotni vijek. Stanice se ne
mogu uzgajati na neodredeno vrijeme zbog nekoliko razloga. Poveéanje broja Stanica u
primarnoj kulturi dovodi do iscrpljivanja supstrata i hranjivih tvari. Osim toga, povec¢a stani¢na
aktivnosti do koje dolazi uslijed povecanja broja stanica, dovodi do postepenog povecanja

stupnja toksi¢nosti koji potjece od metabolita ¢im se sprjecava daljnji rast stanica.

Stani¢ne linije su desetlje¢ima igrale vaznu ulogu u znanstvenim istrazivanjima jer su
dopustale puno vecu kontrolu nad manipulacijama stani¢nih funkcija 1 procesa. Mana takvog
materijala za istrazivanje je interpretacija dobivenih rezultata zbog pogresne identifikacije i
kontaminacije stani¢nih linija. Osim toga stani¢ne linije se razlikuju genetski i fenotipski od
tkiva iz kojeg su potekle, te Cesto pokazuju 1 unutar iste stani¢ne linije razli¢itu morfologiju.
Iako stani¢ne linije imaju neogranicen zivotni vijek, zbog svojih nedostataka ponovo se pojavio
interese znanstvenika za primarne stanice koje imaju konacan Zivotni vijek i ograni¢en broj
dijeljenja. Ono $to ih ¢ini kvalitetnim materijalom za provodenjem istrazivanja jest to da imaju

normalnu stani¢nu morfologiju i sadrze vecinu bitnih faktora i funkcija poput stanica in vivo.

Primarne stanice u usporedbi sa stani¢nim linijama su puno osjetljivije i zahtijevaju
dodatne nutrijente koji nisu ukljuceni u klasi¢ni medij. Kako bi se postigli optimalni uvjeti za
rast potrebno je pripraviti specijalni medij za rast za svaki tip stanica. KoriStenje supstrata koji
su blizi stvarnim fizioloskim uvjetima, a ne sintetskih polimera ,moze znacajno poboljsati

Cistocu, rast 1 prihvacanje stanica.

Iako je rad s primarnim stanicama tezi od istog sa stani¢nim linijama, podaci koji se

.....
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3.2 METODE

3.2.1 Uzgoj stanica fibroblasta u kulturi

Za eksperiment i kvantificiranje duljine telomera koriStene su primarne stanice
fibroblasta iz koze, starih (FX_75_FA_8) i mladih (FX_24 M _13) donora Stanice su uzgajane
1 presadivane u Dulbecco modificiranom minimalnom mediju (DMEM) obogacenim s 10%
tele¢im fetalnim serumom (FBS) i 1% otopinom penicilin-streptomicina u sterilnim uvjetima
u termostatu pri 37°C s 5% COg. Stanice su presadivane tako da bi se neposredno nakon
odstranjivanja medija ispirale s fizioloskom otopinom (0,9% otopina NaCl) te odvojile od
podloge uz pomo¢ otopine tripsina (0,25%) u kojoj bi se nalazile od 5 do 7 minuta pri 37°C.
Nakon §to su se stanice odvojile od podloge djelovanje tripsina bi se zaustavilo uz pomoé
medija sa serumom Koji inhibira aktivnost tripsina. Nakon postizanja konfluentnosti stanice
fibroblasta su odrzavane u Dulbecco modificiranom minimalnom mediju (DMEM) obogac¢enim

s fetalnim tele¢im serumom (FBS, 0,5%) kako bi stanice us$le u stanje mirovanja.

Slika 8. Normalni ljudski fibroblasti odrasle osobe, jezgre-plavo obojane,

mikrofilamenti-zeleno obojani (Preuzeto : Axol Bioscience).
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3.2.2

© o N o

10.
11.

12.
13.
14.
15.

16.

Priprema metafaznih kromosoma

Dobivanje metafaznih stanica ( 1. DAN)

Kada stanice dosegnu 70% popunjenosti, dodati 50 uL kolcemida* (10ug/mL) u 15ml
medija te inkubirati 4.5 sata u inkubatoru na 37°C, 5% CO..
* Kolcemid je citostatik koji depolarizira mikrotubule odnosno inhibira formiranje
diobenog vretena i zaustavalja mitozu u metafazi. Koristi se kako bi se povecao
postotak metafaznih stanica.
Nakon inkubacije, sakupiti 5 mL medija iz stani¢ne kulture te ga prenijeti u Falcon
tubu.
Isprat stanice sa 2.5 mL PBS-a, sakupiti ih i dodati u Falcon tubu koja sadrzi ve¢
skupljeni medij.
Stanice u mitozi ne lijepe se jako za plocu stani¢ne kulture, stoga je potrebno
saCuvati sav mediji i PBS kako ne bi doslo do gubljenja stanica u metafazi.
Dodati 0,5 ml tripsina i inkubirati 5 minuta u inkubatoru na 37°C, 5% CO?2
Nakon inkubacije tripsin inaktivirati uz pomo¢ 1 ml ve¢ sakupljenog medija iz Falcon
tube.
Sakupiti sav inaktivirani trpsin u kojem se nalaze stanice.
Sakupljene stanice centrifugirati 8 minuta na 800 rpm.
Ukloniti supernatant.
Njezno vorteksiraju¢i dodavati kap po kap 5 mL KCI (0.075 M) prethodno zagrijanog
na 37°C.
Inkubirati 10 minuta na 37°C u vodenoj kupelji.
Dodati 3 kapi svjeze pripremljene fiksirajuce otopine (MeOH/Octena kiselina 3:1)
temperature 4°C.
Centrifugirati 8 minuta na 800 rpm.
Ukloniti supernatant tako da u tubi ostane 1 mL otopine.
Dodati 1 mL fiksiraju¢e otopine tijekom laganog vorteksiranja te potom jos 4.5 mL.
Centrifugirati na 800 rpm 8 minuta, odliti supernatant tako da u tubi zaostane 1 mL te
ponovo dodati prvo 1 mL fiksirajuce otopine i naknadno jo§ 4.5mL.
U ovom trenutku prikupljene stanice pohrane se preko noc¢i na -20°. Sljede¢eg dana

pristupa se izradi preparata s metafaznim kromosomima.
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Izrada preparata metafaznih kromosoma (2.dan)

A A

o

Uzorke centrifugirati 8 min na 800 rpm.

Ukloniti supernatant tako da u tubi ostane 1 mL otopine.

Resuspendirati stanice 1 dodati 10 mL svjeze fiksirajue otopine tijekom
vorteksiranja.

Centrifugirati 8 minuta na 800 rpm.

Uklonit supernatan tako da u tubi ostane 1 mL otopine.

Pasterovom pipetom s kapilarnim krajem sakupiti stanice.

Prikupljene stanice pazljivo nakapati na vrh koso poloZenih predmetnih stakalaca*
I ostaviti da se ocijede.

(* Predmetna stakalca prethodno su ocisé¢ena, uranjanjem u 100% EtOH i otopinu

fiksativa, te osusena stajanjem na zraku.)

Preparate stanica osusiti preko noci.
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3.2.3 FLUOROSCENCIJSKA HIBRIDIZACIJA in situ (FISH) S PNA SONDOM

3.2.3.1 Predtretman stakalaca

1.

o 0o > w

Postaviti preparate s metafaznim kromosomima u staklenu posudu sa stalkom za
predmetna stakalca (engl. coupling jar) i ispirati s 1 x PBS puferom (5 minuta pri
sobnoj temperaturi).

Uroniti stakalca u otopinu fiksativa (priprema se mijeSanjem jednakih volumena
3.7% formaldehida i 1 x PBS) i inkubirati 2 minute.

Isprati stakalca 3 x 5 minuta u svjezem 1 x PBS puferu.

Inkubirati stakalca u otopini 0.005 % pepsina 10 minuta pri 37°C.

Stakalca kratko isprati u 1 x PBS puferu.

Stakalca isprati u otopini fiksativa (priprema se mijesanjem jednakih volumena
3.7% formaldehida i 1 x PBS) 2 minute.

Stakalca isprati u 1 x PBS puferu (3 x 5 minuta).

Stakalca dehidrirati po 5 minuta u seriji otopina etanola (70%, 80%, 90%, 100%)..

Osusiti stakalca stajanjem na zraku u tami.

3.2.3.2 Hibridizacija

1.

o M P

Na svako stakalce u mraku nanijeti 35 pl PNA hibridizacijske otopine i pokriti
pokrovnicom.

Stakalca postaviti u vlaznu plasticnu posudicu prethodno zagrijanu na 80°C i
denaturirati 5 minuta pri 80°C u vodenoj kupelji.

Stakalca hibridizirati 2 sata na tamnom mjestu pri sobnoj temperaturi.

Isprati preparate u otopini za ispiranje 1 (2 x 15 minuta).

Isprati preparate u otopini za ispiranje 2 (3 x 5 minuta).

Stakalca dehidrirati u uzastopnoj seriji etanola (70%, 80%, 90%, 100%) po dvije
minute u svakoj.

Osusiti stakalca stajanjem na zraku u tami.

3.2.3.3 Bojanje kromosoma s 4,6-diamino-2-fenilindolom (DAPI)

Preparati metafaznih kromosoma nakon hibridizacije s fluorescentno obiljeZenom
PNA probom analiziraju se pomocu fluorescencijskog mikroskopa (Zeiss Imager
M1), upotrebom filtra za plavu i crvenu fluorescenciju. Fluorescentna boja 4,6-
diamino-2-fenilindol (DAPI) upotrebljava se u svrhu odredivanja polozaja
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heterokromatina bogatog parovima baza adenin-timin (A-T) na kromosomima.
Kromosomi bojani bojom DAPI pri pobudnoj svjetlosti valne duljine 360 nm

fluoresciraju plavo.
Na stakalca se doda kap otopine DAPI sa sredstvom protiv izbljedivanja (engl.

Fluoroshield with DAPI). Stakalca se pokriju pokrovnicom i pohrane u tamnoj kutiji

pri 4°C do mikroskopiranja.
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3.2.4 Mikroskopiranje i izrada slika

Preparati su pregledani uz pomo¢ fluorescenscijskog mikroskopa (Zeiss Axio Imager
M1). Koristeni su filteri za plavu fluorescenciju (Zeiss Filter Set 49 (488049-9901-000),
pobudna svjetlost za DAPI je =358 nm, a eksitacijski maksimum A=463 nm ) i filter za crvenu
fluorescenciju (Filter Set 20 HE (489020-0000-000), pobudna svjelost za Cy3 je A=549 nm, a
eksitacijski maksimum A=562 nm ). Ukupno je 12 preparata stanica fibroblasta iz koze (4
skupine po 3 stakalca) (Slika 9), 2 skupine se odnose na preparate 75 godisnjakinje, unutar kojih
se nalaze stanice tretirane sredstvom za pomladivanje (engl. antiaging agent p19), uzorak
FX 75 FA 8 SSE i kontrolna skupina bez tretmana, uzorak FX_75 FA 8 C.

Slika 9. Preparati metafaznih kromosoma.

Druge dvije skupine se odnose na preparate 24 godi$njaka unutar kojih se nalaze stanice
tretirane sredstvom p19, uzorak FX_24 M_13 SSE i kontrolna skupina bez tretmana, uzorak
FX_24 M_13 C. Stanice fibroblasta iz koze starog donora prosle su 8 udvostrucenja
populacije (engl. population doublings, PDs), dok su stanice mladog donora prosle 13

udvostrucenja populacije. Udvostru¢avanje populacije ili pasaza (engl. passage) je broj koji
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oznacava koliko je puta odredena kultura stanica ,,presadena‘, odnosno koliko je puta kultura
stanica izrasla do potpune popunjenosti (engl. confluency), razrjedena u nekom omjeru i pustena
da ponovo izraste do potpune popunjenosti. Preparati su pregledani fluorescencijskim
mikroskopom uz pomo¢ imerzijskog objektiva (100x). Nakon pronalaska metafaznih
kromosoma i centriranja njihovog polozaja kromosomi su slikani visoko rezolucijskom
mikroskopskom kamerom (Carl Zeiss AxioCam MR Rev3) i analizirani uz pomo¢ programa
Axio Vision Rel. 4.7. (Karl Zeiss, Be¢, Austria) koja je spojena na mikroskop i racunalo (Slika
10).

Slika 10. Fluorescencijski mikroskop s visoko rezolucijskom mikroskopskom kamerom
(Carl Zeiss AxioCam MR Rev3).

Slike su dodatno poboljsane unutar samog programa Axio Vision, podesavaj¢i min i
max vrijednosti te ekspoziciju kako bi se potamnila pozadina iza samih kromosoma, a pojacao

intezitet signala. Na takav na¢in smanjen je pozadinski $um, odnosno eliminirani lazni signali.
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Uz pomo¢ racunalnog programa Adobe Photoshop 7.0 sve slike su pretvorene u 8- bitne
crno bijele fotografije. Prilikom obrade fotografija koristili smo alat Adobe Photoshop i
ugradene filtere za pretvorbu obojane slike u crno bijelu tehniku. Obzirom na limitaciju daljnjeg
postupka mjerenja, ovo je bilo potrebno obaviti prije nego li fotografije udu u proces daljnje
analize. Photoshop ve¢ dugi niz godine posjeduje nevjerojatno jake filtere za pretvaranje slika
u crno bijelu tehniku, ali i moguénost ciljanog uklanjanja tonova (nijansi) specifi¢ne boje. U
ovom postupku odlucili smo se za High Contrast Red Filter koji uklanja svu crvenu boju iz

slike i povecava kontrast medu susjednim tockama (Slika 11) .

Properties
A O elack & White

Preset: High Contrast Red Filter

W Tint

Blues:

Magentas:

Slika 11. Obrada Adobe Photoshop 7.0 programom u filteru High Contrast Red

Tocka u racunalnoj grafici oznaava najmanju (osnovnu) jedinicu od koje je slika
sastavljena. Ovaj pojam je u uskoj vezi s pojmom tocke u geometriji i likovnoj umjetnosti. Osim
pojma tocke upotrebljavaju se i pojam piknjica ako se pojam Zeli razlikovati od matematickog
ili likovnog pojma tocke. Takoder, u literaturi direktno prevedenoj s engleskog jezika
susre¢emo se s ¢injenicom da se pojam piksel (engl. pixel) ¢esto ne prevodi. Rezultat kori$tenog

filtera vidljiv je na idu¢im primjerima obrade (Slika 12).
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Slika 12.Fotografije metafaznih signala telomera stanica fibroblasta iz koZe prije i nakon obrade u Adobe
Photoshop 7.0




Crno bijele slike, na kojima su telomerni signali, analizirane su uz pomo¢ programa za

obradu fotografija Image J (win 64) te uz pomo¢ njegove prosirene verzije (Fiji).

Kako Dbi se automatizirao cijeli proces oznacavanja telomernih signala kao i
izraCunavanja njihove gustoce tockica po odabranoj povrsini, obavljene su slijedece akcije.
Prvo se na slici uz pomo¢ opcije invert zamjeni boja pozadine i signala, tako da su signali
postali crne tockice. Potom se uz pomo¢ akcija threshold i huang signali u potpunosti pretvore
u crne pixele. Kako bi se odvojili signali, koji su slucajno se spojili zbog preklapanja sivih
pixela koji su pretvoreni u pixele crne boje, upotrijebljena je akcija watershed. Uz pomo¢ ROI
managera oznaceni su svi signali te analizirana njihova gusto¢u po povr$ini. Sva mjerenja
signala obavljena su pri povecanju slike na 150 %. Kako bi se uklonio pozadinski Sum koji je
preostao nakon svih obrada, ru¢no je izmjerena prosjecna vrijednost inteziteta pozadine jer ona

utjeCe na intezitete samih telomernih signala (Slika 13).
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Slika 13. Crno bijela fotografija metafaznih kromosoma obojenih s DAPI fluorescencijskom bojom i telomera
oznacenih sa specificnom PNA probom. Podaci su obradeni uz pomo¢ ROI manager, te racunalo biljezi minimalnu
maksimalnu i srednju vrijednost fluorescencije s arbitrarnom vrijednosti od 0-255. Nakon kvantizacije podatci su
koriSteni za statisticku analizu u programu ,,Excel®.
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3.2.5 Statisticka analiza

Dobivene podatke o intezitetu telomernih signala obradeni su u ra¢unalnom programu
Microsoft Excel. 1z preparata metafaznih kromosoma fibroblasta kod kontrolne skupine mladih
donora FX 24 M 13 prikupljeno je 1467 numerickih vrijednosti denziometrije iz 11
fotografija, dok je iz tretirane skupine FX 24 M_13 SSE prikupljeno 2469 numerickih
podataka iz 13 fotografija. 1z preparata metafaznih kromosoma fibroblasta kod kontrolne
skupine starijih donora FX_75_FA_8_C prikupljeno je 2542 numerickih vrijednosti iz 15
fotografija dok je iz tretirane skupine FX_75 FA 8 SSE prikupljeno 1445 numerickih
vrijednosti iz 12 fotografija. U statistickoj analizi sveukupno je koriSteno 7923 numerickih
vrijednosti flourescencije. Za svaku skupinu podataka radi normalizacije pozitivnih signala, od
svih signala oduzeta je srednja vrijednost intenziteta pozadine. 1z vrijednosti telomernih signala
izracunala se srednja vrijednost s kojom se podijeli svaki pojedini telomerni signal ¢ime se
dobio relativni intenzitet pojedina¢nih telomera. Dobivene vrijednosti su medusobni odnosi
arbitrarne vrijednosti duljine pojedinac¢nih telomera. Kako bi se utvrdilo kolika je statisticka
razlika izmedu dvaju uzoraka istog donora primarnih stanica, upotrijebio se Wilcoxon rank —

sum test.
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4. REZULTATI

U ovom radu napravljena je analiza duljine telomera primarnih stanica fibroblasta iz
koze metodom kvantitativne PNA fluorescencijske hibridizacije in situ (Q-PNA-FISH). U
metodi Q-PNA-FISH Koristi se specifi¢na jednolancana molekula PNA u kojoj su telomerni
ponavljaju¢i nukleotidi povezani peptidnim vezama, a u ovom sluc¢aju je na krajevima
obiljezena fluorescentnom bojom cyanine 3 (Cy3) koji daje crvene signale na krajevima
kromosoma. Signal koji daje takva sonda je proporcionalan duljini telomere (Poon i sur. 1990)
I netelomerne sekvence nemaju utjecaj na njegov intenzitet. Granica osjetljivosti ove metode je
~200 nukleotida (Martens i sur. 1998).

4.1 Analiza telomernih signala primarnih stanica fibroblasta iz koze
metodom Q-PNA-FISH

Telomere metafaznih kromosoma primarnih stanica fibroblasta iz koze uzoraka
FX_24 M _13 SSE, FX_ 24 M 13 C, FX_75 FA 8 C i FX_75_FA_8 SSE obiljezeni su
PNA sondom. Nakon hibridizacije, stanice su se tretirale fluorescencijskom bojom DAPI radi
bolje vizualizacije kromosoma. Fluorescencijski signali telomera koji su dobiveni prilikom
snimanja preparata obradeni su High Contrast Red Filter (Photoshop) koji uklanja svu crvenu

boju iz slike 1 povecava kontrast medu susjednim tockama.

Od svih dobivenih vrijednosti signala oduzeta je srednja vrijednost pozadine radi
normalizacije telomernih signala, te su podijeljeni s prosjekom ukupnih telomernih signala i na
taj na¢in  je dobiven relativni intenzitet pojedinacnih telomera odnosno arbitrarne
fluorescencijske jedinice (AFJ). Oduzimanje pozadine je potrebno kako se signali ne bi
razlikovali s obzirom na intenzitet UV lampe, duljinu ekspozicije ili duljinu izloZenosti cijelog

preparata UV zracenju.

Uz pomo¢ programa Fiji (Image J) izmjeren je intenzitet fluorescencije vezane probe
PNA koji je razmjeran duljini telomere. Graficki prikaz rezultat dobiven je uz pomo¢ Excel
programa i opcije Pivot table. Prvi set podataka prikazuje razdiobu duljina telomera izrazenih

u arbitrarnim fluorescencijskim jedinicama (AFJ) rasporedenih po razredima.
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4.2 Razdioba duljina telomera stanica fibroblasta iz koZe uzorka mladeg
donoraFX 24 M 13 C

Za 3 preparata metafaznih kromosoma stanica fibroblasta koji potjeCu od uzorka
FX 24 M _13 C, sto oznacava da je rije¢ o kontrolnim stanicama fibroblasta iz koze muske
osobe starosti 24 godine, koje su prosle 13 populacijskih udvostru¢avanja, dobiveno je 1466
numerickih podataka. U ovoj analizi fluorescencijski signal je uzet kao arbitrarna
fluorescencijska vrijednost te se s obzirom na intenzitet signala provela podjela po razredima.
Razredi predstavljaju duljine telomera izraZene u arbitrarnim fluorescencijskim jedinicama. Sto
je intenzivniji signal smatra se da je duljina telomera veca jer je na samu telomeru vezana veca
koli¢ina PNA sonde. Set numerickih podataka prikazuje histogram 1. Duljine telomera izrazene
su u arbitrarnim fluorescencijskim vrijednostima, te su podijeljenje u razrede. Postoje
odstupanja od normalne distribucije. Vecina telomera spada u skupinu duljina od 0,2 AFJ do
1,2 AFJ $to u usporedbi s ostalim izvorima (Cukusi¢-Kalajzi¢) pokazuje normalnu duljinu
telomera kod mlade osobe. Ostali razredi duljina pocevsi od 5,5 AFJ do 17 AFJ pokazuju

odstupanja od prosje¢ne duljine telomera (prosje¢na duljina=1,2 AFJ do 1,4 AFJ).

Raspon jacine telomernih signala uzorka FX_24 M_13 C
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Rasponi jacina telomernih signala (AFJ)

Histogram 1. Raspon ja¢ine telomernih signala uzorka FX 24 M 13 C (x-os predstavlja razrede duljina izraZene
u arbitrarnim jedinicama AFJ, y-os predstavlja frekvenciju telomernih signala za odredeni razred).
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4.3 Razdioba duljina telomera stanica fibroblasta iz koZe uzorka mladeg
donora nakon tretmana FX_24 M 13 SSE

Za 3 preparata metafaznih kromosoma stanica fibroblasta koji potjeCu od uzorka
FX_24 M _13 SSE, sto oznacava da je rije¢ o stanicama fibroblasta iz koze muske osobe
starosti 24 godine izloZenim sredstvu za pomladivanje p19, koje su prosle 13 populacijskih
udvostru¢avanja, dobiveno je 2469 numeric¢kih podataka. Duljine telomera izraZene su u
arbitrarnim fluorescencijskim vrijednostima, te su podijeljenje u razrede. Set numeric¢kih
podataka za arbitrarne duljine telomera za uzorak FX_24 M_13 SSE prikazan je histogramom
2. Distribucija samih podataka odstupa od normalne razdiobe zbog prvog razreda AFJ
vrijednosti (0-0,2). Taj razred prikazuje da je preko 600 telomera duljine 0-0,2 AFJ §to bi
znacilo da se velika vecina telomera tijekom samog eksperimenta skratila. S obzirom na ostalu

distribuciju podataka uocava se normalna razdioba oko prosjec¢ne vrijednosti.

Raspon jacCine telomernih signala uzorka FX_24M_13_SSE
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Histogram 2. Raspon jacine telomernih signala uzorka FX 24 M 13 SSE (x-os predstavlja razrede duljina izraZzene
u arbitrarnim jedinicama AFJ, y-o0s predstavlja frekvenciju telomernih signala za odredeni razred).
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4.4 Razdioba duljina telomera stanica fibroblasta iz koZe uzorka starijeg
donoraFX 75 FA 8 C

Za 3 preparata metafaznih kromosoma fibroblasta koji potjecu od uzorka
FX_75 FA 8 C, sto oznacava da je rije¢ o kontrolnim stanicama fibroblasta iz koze zenske
osobe starosti 75 godine, koje su prosle 8 populacijskih udvostruc¢avanja, dobiveno je 2541
numeri¢kih podataka. Duljine telomera izrazene su u arbitrarnim fluorescencijskim
vrijednostima te su podijeljene u razrede. Set numerickih podataka za arbitrarne duljine
telomera za uzorak FX_75 FA 8 C prikazan je histogramom 3. Uocava se normalna
distribucija podataka oko prosje¢ne vrijednosti (0,8-1,2 AFJ). Vecina telomera pokazuje razliku
od 20 % u intenzitetima signala, a taj trend je prisutan u svim pojedinim metafazama uzoraka
FX 24 M 13 C | FX 24 M_13 SSE. Gubitak telomernih ponavljanja varira izmedu >4% i
<46%.
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Histogram 3. Raspon jaéine telomernih signala uzorka FX 75 FA 8 C (x-os predstavlja razrede duljina izrazene
u arbitrarnim jedinicama AFJ, y-os predstavlja frekvenciju telomernih signala za odredeni razred).
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4.5 Razdioba duljina telomera stanica fibroblasta iz koZe uzorka starijeg
donora nakon tretmana FX_75 FA 8 SSE

Za 3 preparata metafaznih kromosoma fibroblasta koji potjecu od uzorka
FX_75 FA 8 SSE, §to oznacava da je rije¢ o stanicama fibroblasta iz koze Zenske osobe
starosti 75 godine izloZenim sredstvu za pomladivanje p19, koje su prosle 8 populacijskih
udvostrucavanja, dobiveno je 1444 numerickih podataka. Duljine telomera izrazene su u
arbitrarnim fluorescencijskim vrijednostima te su podijeljene u razrede. Set numeric¢kih
podataka za arbitrarne duljine telomera za uzorak FX_75_FA_8 SSE prikazan je histogramom
4. Sama raspodjela intenziteta signala nije ujednacena. Vise od 70 % intenziteta signala spada
u kategorije duljina telomera od 0,2 do 1,8 AFJ. Potom se uocava nagli pad vrijednosti od 1,8

AFJ do 5,8 AFJ.
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Histogram 4. Raspon jacine telomernih signala uzoraka FX_75_FA_8_SSE (x-os predstavlja razrede duljina izrazene
u arbitrarnim jedinicama AFJ, y-os predstavlja frekvenciju telomernih signala za odredeni razred).
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4.6 Razlike duljina telomera izraZenih u AFJ razli¢itih uzoraka metafaznih

kromosoma stanica fibroblasta iz koze

Nakon analize intenziteta signala telomera svih kromosoma zasebno, iz Cetiri

pojedinacna uzorka stanica fibroblasta iz koze, medusobno je usporedena duljina telomera

(AFJ) izmedu razli¢itih uzoraka:

1. Kontrolnog uzorka FX_75 FA 8 C i tretiranog uzorka FX 75 FA 8 SSE

starijeg donora,
2. Kontrolnog uzorka FX 24 M_13 Ci t

mladeg donora

retiranog uzorka FX 24 M_13 SSE

3. Kontrolnog uzorka FX_24 M_13 C mladeg donora i kontrolnog uzorka

FX_75 FA 8 C starijeg donora,

4. Tretiranog uzorka FX 24 M 13 SSE
FX_75 FA 8 SSE starijeg donora.

mladeg donora i tretiranog uzorka

Primjer izrauna razlike izmedu tretiranih i netretiranih telomera za jednu metafazu

prikazan je na slici 13.
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Slika 13. Distiribucija razlika intezitet signala izmedu dvaju setova podataka (kontrolne i tretirane skupine)
irazena u postotcima za dane metafazu prikazane na slici 14. i 15.
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Slika 14. Prikaz tretiranih metafaznih kromosoma stanica fibroblasta iz koZe 75-godi$njakinje
(FX_75_FA 8 SSE)

Slika 15. Prikaz kontrolnih metafaznih kromosoma stanica fibroblasta iz koze 75-godi$njaka
(FX_75_FA_8.C).




4.6.1 Razlika duljina telomera starijeg donora: kontrolnog uzorka FX 75 FA 8 C i
tretiranog uzorka FX_75_FA 8 SSE

Kako bi se preciznije analiziralo do kojeg stupnja se razlikuje duljine telomera stanica
fibroblasta izmedu kontrolnog uzorka i uzorka tretiranog sredstvom za pomladivanje p19
starijeg donora, dobiveni skupovi podataka prikazani su kao odnos izmedu razreda duljina
telomera, frekvencije i postotak razlike. Postotak razlike je izraunat kao razlika izmedu
frekvencije dvaju razreda duljina te je potom podijeljen njihovim zbrojem i pomnozen s 100.
Iz distribucije razlika intenziteta dvaju uzoraka FX_75_FA_8 C/SSE (Grafikon 1), uoceno je
da je 50% razlike u frekvenciji (~275) intenziteta signala za razrede duljine od 0,6 do 1 AFJ.
Razlike od 25% do 30% prisutne su u razredima duljina od 1-1,2 AFJ i 2,8-3AFJ §to znaci da
je kod oba uzorka priblizno sli¢na frekvencija intenziteta signala. Razredi 1,4-1,6 AFJ, 1,6-1,8
AFJ te 2-2,2 AFJ pokazuju isti postotak razlike od 10-15% ali sa linearno progresivnom
frekvencijom koraka <16. Na temelju ovih pokazatelja moZemo preliminarno zakljuciti kako
su telomere za razred 0,6-0,8 AFJ kod tretiranih stanica fibroblasta u uzorku starijeg donora

(~150) krace u odnosu na isti razred kod kontrolnog uzorka starijeg donora (~470).

Razlika duljina telomera (AFJ) FX_75_FA_8 C/SSE
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M7,4-76 ®7,6-7,8 147,88 M7-7,2 i 8-8,2 Kategorije razreda

Grafikon 1. Dijagram prikazuje na x osi postotak razlike izmedu dva uzorka (FX_75 FA_8_ C/SSE), y-osi broj¢anu razliku
dvaju uzoraka, a njegova povrsina predstavlja razred duljina izrazen u AFJ.

43



4.6.2 Razlika duljina telomera mladeg donora: kontrolnog uzorka FX 24 M 13 C i
tretiranog uzorka FX_24 M_13 SSE

Usporedbom uzoraka tretiranih i ne tretiranih stanica fibroblasta mladeg donora
(Grafikon 2) uocen je najveci postotak razlike, 65-70-% sa frekvencijom ~510 za razred duljina
od 0-0,2. S obzirom da je na po¢etku u kontrolnoj skupini uzoraka frekvencija za taj razred bila
~ 93, a nakon tretmana ~607 na temelju preliminarne studije pokazuju da je moguce da uslijed
tretiranja sa sastojkom p19 moze doc¢i do povecanja broja kracih telomera. Kao i kod prethodne
analize FX 75 FA 8 C/SSE uocava se isti uzorak ponavljanja frekvencije za razrede 1,4-1,6
AFRJ, 1,6-1,8 AFJ, 2-2,2 AF]J te stupnjem razlike od 35% do 40 %. Minimalnu razliku izmedu
tretiranih i ne tretiranih uzoraka sa razlikom od 10% do 15% pokazuju razredi 0,4-0,6 AFJ, 1,2-
1,4 AFJ, 1-1,2 AFJ. Frekvencija razlika za te razrede iznosi ~ 46. Na temelju preliminarne
studije za ovaj skup podataka, razredi 0,6 do 1,2 imaju najmanji stupanj razlike. Na temelju
ovih pokazatelja moZemo preliminarno zakljuciti kako je zaista doslo do povecanja broja kra¢ih
telomera za razred 0-0,2 AFJ, no nasuprot tome za razrede 0,8-1; 1-1,2; 1,8-2 AFJ doslo je do
produljenja odnosno do povecéanja broja duljih telomera kod tretiranog uzorka mladog donora

u odnosu na kontrolni uzorak mladog donora.

Razlika duljina telomera (AFJ) FX_24 M_13 C/SSE
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Grafikon 2. Dijagram prikazuje na x osi postotak razlike izmedu dva uzorka (FX_24_M_13 C/SSE), y-osi brojéanu razliku
dvaju uzoraka, a njegova povrsina predstavlja razred duljina izrazen u AFJ.
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4.6.3 Razlika duljina telomera kontrolnog uzorka FX 24 M_13 C mladeg donora i
kontrolnog uzorka FX_75 FA 8 C starijeg donora

Usporedbom kontrolnih uzoraka stanica fibroblasta mladeg i starijeg donora (Grafikon
3) utvrdeno je da u ovom eksperimentu postoji najveca razlika izmedu frekvencija unutar
skupine 0,6-0,8 AFJ i to za 45%. Prosjek distribuiranih razreda (2-2,6) razlikuje se za 35-40%
unutar setova. Dok je najmanja razlika (5-10%) kod ve¢ skracenih telomera unutar razreda (0-
0,4 ARJ i 1,6-2 AFJ) sa frekvencijom ~50. Na temelju preliminarne studije za dane setove
podataka moZze se pretpostaviti da se najmanje skracuju ve¢ skracene telomere, dok one duze
podloznije su skra¢ivanju. Obe skupine uzoraka su kontrolne skupine, no ve¢ u samom pocetku
kod starijeg donora se pokazala veca frekvencija duljih telomera unutar razreda 0,6-1,4 AFJ u
odnosu na mladeg donora. U svakom razredu AFJ, uzorci starijeg donora prednjacili su za 50%

vec¢im brojem ponavljanja intenziteta signala telomera u odnosu na mladeg donora.

Razlika duljina telomera (AFJ) FX_75 FA 8 CIFX_ 24 M _13 C
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Grafikon 3. Dijagram prikazuje na x osi postotak razlike izmedu dva uzorka (FX 75 FA 8 _C i FX_24 M_13_C), y-osi
brojcanu razliku dvaju uzoraka, a njegova povrsina predstavlja razred duljina izrazen u AFJ.

45




4.6.4 Razlika duljina telomera tretiranog uzorka FX 24 M 13 SSE mladeg donora i
tretiranog uzorka FX_75_FA 8 SSE starijeg donora

Usporedbom uzoraka tretiranih stanica fibroblasta mladeg i starijeg donora (Grafikon 4)
najveéi postotak razlike (~50%) postoji unutar razreda 0-0,2 AFJ. To je zbog toga Sto je u tom
razredu kod mladeg donora bilo preko 70 % zastupljenosti telomera te duljine nakon tretmana,
dok je kod starijeg donora nakon tretmana bilo zastupljeno samo 25%. Ujedno je to i razred u
kojem se nalaze najkraée telomere. Mladi donor pri pocetku u toj kategoriji je imao samo 93
telomere te duljine, dok je stariji donor imao 110. Nakon tretmana mladi donor je u toj kategoriji
imao 607 dok je stariji donor imao 171. Razlika od 5-10% se uo¢ava unutar razreda 0,2-0,6 AFJ
te kod 1-1,2 AFJ. Usporedbom razreda od 0,8 do 2,2 AF]J tretiranih stanica fibroblasta starog i
mladog donora na temelju preliminarnog istrazivanja pokazalo se da je tretman sredstvom p19

uspjesniji kod mladeg donora za 15% u prosjeku u odnosu na starijeg donora.
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Grafikon 4. Dijagram prikazuje na x osi postotak razlike izmedu dva uzorka (FX 75 FA 8 SSE i FX_24 M_13_SSE), y-
osi broj¢anu razliku dvaju uzoraka, a njegova povrsina predstavlja razred duljina izrazen u AFJ.
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4.7 Analiza razlike duljina telomera u odnosu na kategorije razreda

arbitrarnih jedinica

4.7.1 Analiza razlike duljina telomera u odnosu na kategorije razreda arbitrarnih
jedinica uzoraka FX_75 FA 81 FX 24 M_13

Dodatna analiza razlike duljina telomera provedena je uz tri parametra: aritmeticke
sredine razlika izrazene u postocima, standardna devijacija razlika izmedu duljina telomera i
frekvencije po kategorijama duljine razreda (intenzitet signala) izraZzene u arbitrarnim

fluorescencijskim jedinicama (Histogram 5).

Uocljiva je povezanost kod svih uzoraka kako dolazi do proporcionalnog pada razlike s
duljinom telomera. Ta povezanost je i s obzirom na uzorke jesu li tretirani ili ne te potjecu li od
mladih odnosno starijih stanica fibroblasta. Najvece razlike uocene izmedu dviju populacije
nalaze se u razredima duljina koje su neucestale poput 3,8-4 AFJ. Te se taj trend nastavlja s
porastom duljine telomera (AFJ). Standardna devijacija iznosi 0,2381, stoga vecina razlika

zaista je proporcionalna s smanjenjem duljine telomera (AFJ) osim u grani¢nim sluc¢ajevima.
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Histogram 5. Aritmeti¢ke sredine razlika izmedu tretiranih i kontrolnih skupina uzoraka FX 75 FA 8 i

FX_24 M_13
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5. RASPRAVA

Proucavanje rasta ljudskih stanica u kulturi pokazalo je kako postoje razlike u
proliferativnom potencijalu stanica iste populacije(Smith i Whitney 1980), odnosno kako sve
stanice ne stare istom dinamikom. Teorija ,,opredjeljenja fibroblasta prema starenju (engl.
Commitment theory of cellular aging) govori kako tijekom rane stani¢ne diobe dolazi do
»opredjeljenja* stanica prema starenju, nakon ¢ega broj stani¢nih diobi postaje ujednacen sve
do prestanka rasta. Konstantni broj stani¢nih diobi moze se determinirati uz pomo¢ postupnog
gubitka telomera (Holliday 2012). Kako je broj skraéivanja telomera ograni¢en tako je

ogranicen i stani¢ni rast, tj. dolazi do zaustavljanja daljnjih diobi.

Molekularni sat skrac¢ivanja telomera je mehanizam koji odreduje potencijal rasta za
odredenu kulturu stanica. Skrac¢ivanje telomera popratna je pojava svake stani¢ne diobe, nastaje
kao posljedica nepotpune replikacije kromosomskih krajeva za vrijeme sinteze DNA (Holliday
2012). U normalnim ljudskim fibroblastima telomere se postepeno skracuju sa svakom diobom
stanica (Harley i sur. 1990), za 50 — 200 nukleotida kao posljedica nepotpune replikacije i
razgradnje C — bogatog lanca (Baird 2008).Osim postepenog skracivanja telomera moze do¢i i
do naglog skrac¢ivanja (Vidacek i sur. 2010).

Dokazano je kako fibroblasti normalnog fenotipa iz koZe odraslih donora imaju
ograni¢enu proliferaciju (Holliday 2014). Mnoga istrazivanja o odnosu starosti donora i
zivotnog vijeka njihove kulture fibroblasta pokazala su inverzan odnos izmedu starosti donora
i repliciraju¢eg Zivotnog vijeka stanica u kulturi (Holliday 2014). Dosada nitko nije izmjerio
stvarni zivotni vijek iz jedne jedinke ljudskih stanica koznih fibroblasta. Jedna kultura ne
osigurava realnu mjeru za dugovjecnost. Glavno uporiste za teoriju ,,opredjeljivanja® potjece iz
eksperimenta kod kojih je veli¢ina populacije znatno smanjenja na odredenim PD razinama
(engl. population doublings). Otkrice da se telomere progresivno smanjuju kod ljudskih
fibroblasta tijekom njihovog in vitro zivotnog vijeka, moze se prepisati gubitku aktivnosti
enzima telomeraze. Postoji i drugaciji molekularni sat, konstantan gubitak DNA metilacija
tijekom Zivotnog vijeka, dok transformirane besmrtne stanice ostaju na konstantnoj razini

metiliranosti CpG mjesta (Holliday 2014).
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Skrac¢ivanje telomera i replikativno starenje zasigurno nisu jedini uzrok starenju stanica
i organizma u konacnici. Poznato je da razliciti utjecaji kao $to su oksidativni stres, dvolancani
lomovi DNA i prekomjerna ekspresija nekih onkogena takoder izazivaju fenotip starih stanica
(Campisi 2013).

S obzirom da telomere imaju klju¢nu ulogu u stanicnom starenju i karcinogenezi
posljednjih nekoliko desetlje¢a se ulazu veliki napori u razvoj sve boljih metoda za odredivanje
njihove to¢ne duljine. Metoda koju su razvili Peter Lansdorp i njegovi suradnici (Lansdorp i
sur. 1996), telomerni Q-FISH, omogucila je analizu telomera manjeg broja stanica 0dnosno
pojedinacnih stanica. Fluorescentno obiljezena PNA proba se hibridizira na metafazne
kromosome. Telomerna duljina individualnih kromosomskih krakova se izrazava kao
telomerna fluorescentna jedinica (engl. Telomere Fluorescence Unit, TFU). | ova metoda ima
nekoliko nedostataka, tesko je prevesti TFU u stvarnu duljinu DNA 1 takoder postoji granica
ispod koje nije moguéa detekcija s obzirom da se radi o hibridizacijskoj metodi. Glavno
ograni¢enje metode je ipak ¢injenica da je ograni¢ena samo na stanice koje se dijele pa tako

nije moguce odrediti duljinu telomera u starim stanicama koje su se prestale dijeliti.

Postoje razni modeli koji objaSnjavanju razlike u signalima telomera dobivenih
metodom Q-PNA-FISH, a da se istovremeno zadrzi reproducibilnost dobivenih mjerenja
(Cukusic Kalajzic i sur. 2014). Jedan od modela se zasniva na nepotpunom obiljezavanju G-
bogatog lanca sondom PNA. Telomere su osjetljive na oksidativni stres te ukoliko su stanice
izlozene agensima koji ga uzrokuju dolazi do jednolanc¢anih lomova u genomskoj DNA. Puno
je veca frekvencija takvih lomova u telomernoj DNA na G-bogatom lancu nego drugdje u
genomu (Von Zglinicki i sur. 2000).Prilikom koristenja agresivnih kemikalija i metoda dolazi
do nastajanja jednolan¢anih lomova duZ telomere na G-bogatom lancu 1 odvajanja jednolancaih
dijelova telomerne DNA. Takve telomere pokazuju smanjeni intenzitet fluorescencije nakon
hibridizacije sa sondom Cy3-(C3TA2):PNA (Slika 16.).
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Slika 14. Nepotpuno obiljezvanje G-bogatog lanca sondom Cy3-(C3TA2)sPNA ukoliko
dode do gubitka dijela G-bogatog lanca telomerne DNA uslijed nastanka jednolanc¢anih
lomova. smm sonda Cy3-(CsTA2)sPNA (Preuzeto: Cukusi¢- Kalajzi¢ 2014.)

Jedan od ciljeva ovog diplomskog rada bio je kvantificirati intenzitet signala telomera
ljudskih fibroblasta iz koze metodom Q-PNA FISH, te utvrditi postoje li razlike u duljini
telomera stanica fibroblasta iz koze kod kontrolne skupine i skupine tretirane sredstvom za
pomladivanje p19. Radi se o stanicama fibroblasta iz koze mladog donora starosti 24 godine,
¢iji su fibroblasti prosli 13 populacijskih udvostru¢avanja, te fibroblastima starije donorice od
75 godina nakon 8 populacijskih udvostrucavanja. U konacnici, cilj je bio utvrditi dinamiku
skra¢ivanja telomera radi odredivanja frekvencije mogucih skradivanja koja imaju presudni

utjecaj stani¢no starenje.

Dosad objavljeni rezultati pokazali su reproducibilnost u kvantitativnoj analizi PNA-
FISH signala izmedu odredenih tipova stanica, razli¢itih kromosoma iste stani¢ne linije te istih
ili razli¢itih jedinki (Londono-Vallejo i sur. 2001, Graakjaer i sur. 2004, Graakjaer i sur. 2006,
Gilson i Londofio-Vallejo 2007, Cukusic Kalajzic i sur. 2014) sto govori kako je to statisticki

pouzdana metoda za mjerenje duljine telomera.

Usporedbom kontrolnih uzoraka stanica fibroblasta mladeg i starijeg donora utvrdeno
je kako kod starijeg donora postoji veca frekvencija duljih telomera unutar razreda 0,6-1,4 AFJ
u odnosu na mladeg donora. U svakom razredu AFJ, uzorci starijeg donora prednjacili su za
50% vec¢im brojem ponavljanja intenziteta signala telomera u odnosu na mladeg donora. Ta

razlika u rezultatima se mozZe pripisati i aktivnosti telomeraze koja kao kalup uzima duzu
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kromatidu i Kkoristi je za sintezu krace dok ne izjednaci njihove duzine (Crabbe i sur. 2004).
Smanjivanjem razlika u duljini smanjuje se i aktivnost telomeraze sve dok se ne dostigne

optimum.

Usporedba razreda od 0,8 do 2,2 AFJ tretiranih stanica fibroblasta starog i mladog
donora, na temelju preliminarnog istrazivanja, pokazuje kako je tretman sredstvom pl9
uspjesniji kod mladeg donora u prosjeku za 15% u odnosu na starijeg donora. Ovakav rezultat
moze imati razna uporiSta, osim starosti postoje i drugi faktori kao spol, vitalnost, stecena

rezistentnost tijekom godina i reakcija na tretman sredstvom za pomladivanje p19.

Kod tretiranih stanica fibroblasta u uzorku starijeg donora (~150) telomere su krace u
odnosu na 0,6-0,8 AFJ razred kod kontrolnog uzorka starijeg donora (~470). Moguéi razlozi
neujednacene raspodjele intenziteta signala u uzorku su preagresivne kemikalije i mehanicka
oSteCenja prilikom tretiranja metafaznih kromosoma. Osim mogucih ostecenja prilikom
tretmana metafaznih kromosoma, za pad vrijednosti intenziteta signala odgovorna je i Smanjena

aktivnost telomeraze u starijoj dobi.

Ucestalost velikih razlika u signalima telomera ne moze se pripisati samo fenomenu
naglog skracivanja telomera. Stoga se pretpostavlja da pored naglog skra¢ivanja telomera koje
je relativno rijedak dogadaj, primijecene razlike mogu nastati uslijed procesa PNA
hibridizacije, sloZenosti suprastruktura telomerne DNA, tj. t-petlje i vezanih proteina te razlika

u postreplikacijskoj obradi novonastalih telomernih lanaca (Cukusi¢-Kalajzié i sur. 2014).

Na temelju preliminarnih rezultata ovog eksperimenta, koji su pokazali kako je u
stanicama fibroblasta mladeg donora, nakon tretmana sredstvom za pomladivanje p19, doslo
do povecanja broja iznimno kratkih telomera za 70%, odnosno do povecanja broja intenziteta
signala u razredima duljih telomera za 40%, potrebno je provesti temeljitija i raznovrsnija
istrazivanja s obzirom na izbor metoda za odredivanje to¢ne duljine telomera. Posebno bi bile
korisne metode STELA (engl. Single Telomere Length Analysis) kojom je moguée to¢no
odrediti jako kratke telomere i TRF (engl. Terminal Restriction Fragment) kojom je moguce
utvrditi heterogenost duljina telomera unutar stani¢nih populacija. Zanimljivo bi bilo metodom
kvantitativnog RT-PCR-a pogledati i ekspresiju gena za telomerazu (hnTERT) kao i gena TERF-

1 koji suprimira produZavanje telomera, radi odredivanja razine njihove aktivnosti.
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6. ZAKLJUCCI

S obzirom na vlastita mjerenja i prikazane rezultate te dostupne literaturne podatke

mogu donijeti sljedece preliminarne zakljucke:

1. Razlike u intenzitetu telomernih signala izmedu kontrolnog uzorka FX 75 FA 8 C i
tretiranog uzorka FX 75 FA 8 SSE stanica fibroblasta iz koze starijeg donora pokazuju kako
tretman sredstvom za pomladivanje p 19 uvjetuje poveéanje broja skrac¢enih telomera za 50 %

u odnosu na pocetno stanje.

2. Analiza intenziteta signala telomera kontrolnog uzorka FX_24 M_13 C i tretiranog uzorka
FX_24 M_13 SSE stanica fibroblasta iz koze mladeg donora pokazuje kako je uslijed tretmana
sredstvom za pomladivanje p19 doslo do povecanja broja iznimno kratkih telomera za 70 % te
je istovremeno doslo do povecanja broja intenziteta signala u razredima duljih telomera za
40 %.

3. Q-PNA-FISH analiza dinamike skracivanja telomera stanica fibroblasta iz koze razli¢itih
donora, kontrolnog uzorka FX 24 M 13 C mladeg donora i kontrolnog uzorka
FX 75 FA 8 C starijeg donora, pokazuje da su razlike u duljini telomera vece i uéestalije kod
starijeg donora za 50% u razredima duljine od 0,8 — 2 AFJ. To bi sugeriralo kako stariji donor

ima duZe telomere u odnosu na mladeg donora §to nije u skladu s dosada$njim istraZivanjima

4. Razlika duljina telomera tretiranog uzorka FX 24 M 13 SSE mladeg donora i tretiranog
uzorka FX 75 FA 8 SSE starijeg donora ukazuje da su telomere mladeg donora podloznije
produljivanju uslijed djelovanja sredstvom za pomladivanje p19 jer je uspjeSnost obnavljanja

telomera mladeg donora za 40 % veca u razredima kako krac¢ih tako i duljih telomera.

5. Standardna devijacija razlike intenziteta jacine telomernih signala izmedu svih populacija
pokazuje da je razlika u intenzitetu signala proporcionalna s smanjenjem duljine telomera

izrazenih u AFJ.
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Ime i prezime nastavnika Skola Datum

. L I11. gimnazija Split
Mia Pavlinovié 27.09.2017
Nastavna jedinica /tema Razred
Molekularna osnova nasljedivanja 4.B

Temeljni koncepti

Kljucni pojmovi

Struktura DNA, grada nukleotida, semikonzervativna
replikacija DNA, grada kromosoma

Deoksiribonukleinska kiselina (DNA),
nukleotid, purinske i pirimidinske baze,
semikonzervativna replikacija, kromatin,
kromosom

Cilj nastavnog sata (nastavne teme)

Upoznati gradu kromosoma i funkciju gena kao pokretaca evolucije i nositelja nasljednih svojstava.

Ishodi uéenja

1. Objasniti strukturu i gradu DNA molekule .

2. Objasniti gradu kromosoma.

3. Zakljugiti koje su razlike izmedu prokariotskih i eukariotskih gena.

Br. | Razrada ishoda nastavne jedinice el puiny e Lt ey 2 U KR | PU
ostvarenosti ishoda

1.Objasniti strukturu i gradu DNA molekule.

1.1 | Opisati sastav nukleotida. Sto omoguéava medusobno sparivanje nukleotida? 2.

1.2 | Razlike dusi¢nih baza. Nabroji dusi¢ne baze! 2.

1.3 | Zakljugiti kako dolazi do Zbog Cega se razli¢iti nukleotidi mogu povezati? 1.
povezivanja dusi¢nih baza.

1.4 | Opisati DNA strukuturu. Navedi kljuéne dijelove DNA strukture! 2.

1.5 | Opisati semikonzervativnu Opisi replikaciju DNA! 1.
replikaciju DNA!

2.0bjasniti gradu kromosoma.

2.1 | Navesti razli¢ite stani¢ne Posjeduju li kruznu kromosomsku organizaciju 2.
organizacije kromosoma. eukariotski organizmi?

2.2 | Opisati nukleosom! Cemu sluze histoni? 2.

2.3 | Objasniti $to je gen. Cega je nositelj gen? 2.

3.Zakljuciti koje su razlike izmedu prokariotskih i eukariotskih gena.

3.1 | Objasniti dijelovi eukariotskog Prepoznaj na slici koji od navedenih gena su pripadnici | 2.
gena. prokariotske stanice!

Kognitivna razina (KR): 1. reprodukcija, II. konceptualno razumijevanje i primjena znanja, II1. rjeSavanje

problema

Procjena uspjesnosti uc¢enja (PU): — odgovara manje od 5 ucenika, +/- odgovara otprilike polovina ucenika, +

odgovara veéina ucenika
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Avrtikulacija (pregledni nacrt nastavnog sata)

Tip sata Obrada novog nastavnog sadrZaja Trajanje 45 minuta
STRUK
TURNI =
ELEME — =
< |2 2 5 =
O lEzsIEB 2
NASTA EFolgE X 2
5 |2 alop Y <
VNOG 2] E w (= 3 : 2
SATA d OQ|Lp o
5 v N[SR ol
UvoD U uvodnom dijelu sata ¢u se predstaviti te uvesti u¢enike u temu danasnjeg PP |1 F|5
sata uz pomo¢ video uratka.
)4 . . g W : ?
Sto se primjetili na pocetku video uratka? 14 |pp | E
- Slaganje lego kockica, $to smo povezali sa slaganjem uputa za
formiranje bilo kojeg zivog bica. (R2)
Jeste li uocili gdje su zapisane uputa za formiranje zivog bic¢a?
- Slozene su u uzvojnici izgradenoj od razliéitih lego kockica.(R1)
Je su li se te lego kockice povezivala nasumicno ili su trazile svoj par?
- Nisu se povezivale nasumi¢no. (R1)
Pri kraju videa, vidjeli ste tvorevinu poput klupka vune, mozete li predloziti
$to bi to moglo biti?
- Skup svih uputa, tvornica za neke nove molekule (proteine),
nemamo asocijacija...(R2-R3)
Kao $to se mogli zakljuciti danasnja tema je ,,Molekularna osnova
nasljedivanja“ te vas molim da zapiSete naslov u vase biljeznice.
RAZRA | Slajd 3. PP |R |F|25
DA U pozadini mozemo uociti strukturu. OpiSite kako ova struktura izgleda i
zna li netko §to predstavlja?
- Izgleda kao dvostruka uzvojnica, sa poprecnim dijelovima koji izgledaju
prelomljeni, tj. kao da iz dva dijela se sastoje. (R1) 14 PP IR |F
- To bi bila DNA uzvojnica. (R3) 1.1 |PP |R |F
Slajd 4.
Na prvoj slici prikazana je kemijska struktura kojeg spoja?
- Deoksiriboze. (R2) 1.1 |PP |R |F
Drugi dio ove kemijske strukture koji se nadovezuje na deoksiribozu
predstavlja sto ?
- Fosfatnu skupinu. (R2) 11 Iep IR I|E
Preko kojeg atoma je vezana fosfatna skupina na Secer?
-Preko 5C atoma. (R2)
Znaci sada moZemo zakljuciti Sto izgraduje vanjski dio naSe DNA uzvojnice | 11 |[pp |R |F
i §to joj zapravo formira okosnicu?
- Seéerno-fosfatna okosnica. (R1)
11 |PP |R |F
Osim Secerno fosfatne okosnice, nesto mora graditi i sredinu same DNA
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uzvojnice.
Vidimo da postoji jo$ jedan sastavni dio, a to su dusi¢ne baze.
Zasto se zovu dusi¢nim bazama (s obzirom na kemijsku strukturu)?
- U svom sastavu sadrze dusik. (R2)
Izgledaju li isto sve dusi¢ne baze ?
- Ne.(R1)

Znadi ipak postoje razli¢ite skupine dusi¢nih baza. Pa tako jedne od njih
zovemo pirimidinske, dok druge nazivamo purinskim bazama.

Pirimidinske baze su aromatske heterociklicke organske molekule, koje u
sastavu prstena imaju dva duSikova atoma. Pirimidinske baze su citozin i
timin.

Purinske baze po svom sastavu su heterociklicke aromatske organske
molekule koje se sastoje od pirimidinskog prstena i imidazolnog prstena, te
u svakom od ta dva prstena se nalaze po dva dusikova atoma. Purinske baze
su adenin i gvanin.

Ako je na 5C atom deoksiriboze vezana fosfatna skupina, znaci koji je atom
jos uvijek slobodan za vezivanje odredene dusi¢ne baze?

- Slobodan je 3C atom, tj. veZu se na hidroksilnu skupinu (-OH) na
3C atomu secera. (R3)

Nabrojite od ¢ega je gradena DNA!
- Izgradena je od fosfatno-Seéerne okosnice i dusi¢nih baza. (R2)
Osnovna jedinica strukture molekule DNA je nukleotid.

Nukleotid je izgraden od Secera, fosfatne skupine i dusi¢ne baze.

Kao $to smo rekli dusicna baza se veze na hidroksilnu skupinu 3C atoma
Secera deoksiriboze i to nazivamo 3' krajem polinukleotidnog lanca.

Zasto se lanac naziva polinukleotidnim lancem?
- Jer ,poli“ ozna¢ava mnogo u ovom slu¢aju nukleotida. (R1)

Drugi kraj lanca je 5' kraj. Prema tome molekula DNA dvostruka zavojnica
koju ¢ine dva antiparalelna polinukleotidna lanca medusobno omotana oko
zajednicke zamisljene osi.

Kao $to ste i sami uocili baze se sparuju na to¢no odredeni nacin.
Uvijek se veZe jedna pirimidinska baza s jednom purinskom bazom.
Timin i adenin povezuju se s dva vodikova mosta.

Gvanin i citozin povezju se s tri vodikova mosta.

Slajd 5.

Molekulu DNA prvi je izolirao, iz jezgri bijelih krvnih stanica i spermija
lososa, Fridrich Miescher 1870. godine. U otkrivanju strukture molekule
DNA sudjelovalo je mnogo znanstvenika 50-tih godina 20. stoljeca:

Koji to¢no znanstvenici i na koji na¢in su oni to otkrili saznat ¢ete ukoliko
pravilno spojite tesktove s imenima znastvenika koji se nalaze pod

1.2

1.2

1.3

1.4

1.3

14

PP

PP

PM

PM

PP

PP
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pseudonimom koji je vezan za sami tekst. (R3)

Rjesenje:

Linus Pauling — ,,razoruzani mirni nobelovac* — pokus$ao opisati DNA
strukturu

Maurice Wilkins —,,X-ray-man‘ — prve slike DNA uz pomo¢ X-zraka

Roslind Franklin — ,,Ugljenova ljubav* — bavila se prou¢avanjem ugljena i
grafita te kristalogarfijom uz pomo¢ X-zraka

James Watson — ,,Detektiv DNA* — otkri¢e nukleinske kiseline

Francis Crick — ,,Dobar prijatelj* — u suradnji s James Watsonom otkrio je
strukturu DNA

Molim vas da mi pokusate objasniti uz pomoc¢ slike kako dolazi do
formiranja DNA okosnice i §to dalje nastaje?

- U pocetku se spajaju dusi¢ne baze po to¢no odredenom principu,
tako se sve viSe nize nukleotida i nastaje polinukleotidni lanac koji
napreduje prema 5' kraja tj. raste na 3' kraju. Dalje se formira
nekakvo Klupko koje se uvija i nastaje na kraju kromosom. (R2)

Slajd 6.

U prirodi za sve postoje razradeni mehanizmi i nacini povezivanja kao i
uzro¢no-posljedi¢ne veze kako dolazi do necega. Tako i DNA molekula ne
nastaje spontano tj. njene kopije. Nasljedivanje svojstava ima kemijsku
osnovu u semikonzervativnoj replikaciji DNA pri ¢emu nastaju kopije gena
koje se prenose s roditelja na potomke.

Uz pomo¢ ovog kratkog video uratka prouciti ¢emo proces replikacije
DNA.

Nakon odgledanog video uratka molim vas ponovite mi kako tece proces
replikacije DNA?

- Replikacija zapocinje odvajanjem polinukleotidnih lanaca zbog
pucanja vodikovih veza izmedu komplimentarnih dusikovih baza.
Svaki polinukleotidni lanac sluzi kao kalup za sintezu novog
komplementarnog lanca. Replikacija se dogada tijekom S-faze
interfaze , a odvija se uz pomo¢ razli¢itih enzima od kojih je
najvaznija DNA polimeraza. (R3)

Sto nastaje nakon semireplikacije DNA?

- Nastaju dvije identi¢ne molekule kceri, kopije orginalne dvostruke
uzvojnice. (R3)

Od cega se sastoje molekule kéeri ?

- Sastoje se od jednog orginalnog roditeljskog lanca i jednog

14

15

15

15

PP

PP

PP

PP

70




METODICKI DIO

novosintetiziranog lanca. (R3)
Slajd 7.

Na prikazanoj slici vidljiva je struktura kromosoma. Na temelju dosad$njih
saznanja pokusSajte sami identificirati o kojim strukturama se radi, koje
pomazu u stvaranju kromosoma!

- Nukleotidi i kasnije nukleosomi. (R3)
Sto mislite imaju li jednaku strukturu kromosoma prokarioti i eukarioti?
- Prokarioti imaju kruznu dvolan¢anu molekulu DNA. (R3)
Gdje nalazimo kruznu DNA , kod kojih organizama?

- Virus, bakterije, organeli eukariotske stanice: plastidi i
mitohondriji. (R3)

DNA eukariotske stanice pakiran je uz pomo¢ baziénih bjelanéevina —
histona. Kompleks DNA i bjelan¢evina nazivamo kromatin ili
nukleoprotein.

Slajd 8.

Kada mi mozemo vidjeti kromosome pod mikroskopom?
- Postaju vidljivi tek u diobi. (R3)

Zasto ih tada tek moZemo dobro uociti?

- Jer se tada spiraliziraju kako bi moglo do¢i do crossingovera
izmedu nesestrinskih kromatida i izmjene gena. Prethodno su bili
despiralizirani. (R3)

Osnovna jednica kromatina je nukleosom koji je izgraden od dvolancane
molekule DNA omotane oko 8 histona. Tako nastaje nukleosomsko vlakno,
koje se uz pomo¢ drugih histona pakira u kromatinsko vlakno.

Tijekom diobe pakiranje kromatinskog vlakna je sve gusce i to nazivamo
spirilizacijom.

Maksimalno spirilizirani kromosomi su u metafazi.

Koliko kromosoma ima ¢ovjek?
- 46 kromosoma.(R1)
Sto su geni i Gemu sluze?

- Dio molekule DNA ili redoslijed nukleotidnih parova duz
molekule DNA koji nosi informaciju za bjelancevinu ili molekulu
RNA. (R3)

Slajd 9.
Opisite mi razlike izmedu eukariotske i prokariotske stanice! (R2)
S obzirom na razliku u gradi razlikuju se i u genskom zapisu.
Proucite sliku i recite koji dijelovi se izrezuju, a koji ostaju ?

- Introni se izrezuju i ostaju eksoni.(R1)

Stoga mozete zakljuciti kako dijelovi eukariotskog gena koji nose
informaciju su eksoni te su isprekidani dijelovima koji se nazivaju introni.

U prokariota takvih intronskih dijelova gena nema.

2.1

2.1

3.1

2.2

2.2

2.3

2.3

3.1

3.1
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Za domaci uradak napravite strukturne modele DNA uzvojnice od 1.

materijala po Zelji te uz pomo¢ zireva i klupka vune napravite metafazne 2

kromosome i kromosome za vrijeme diobe. 3
PONAYV | Pred kraj sata, ukoliko ostane vremena, uéenicima ¢u re¢i neka odgovaraju | 1.2. | UD |
LJANJE | na pitanja iz udzbenika kako bih provjerila usvojenost sadrzaja. 3. z

Nositelji aktivnosti: N — nastavnik, U - ucenici (dodati i mijenjati uloge ukoliko je potrebno uz svaku aktivnost)

Koristiti u izvedbi: RL — radni listi¢ za u¢enike, UDZ — udzbenik, RB — radna biljeznica, P — ploa, PM — prirodni
materijal, E — pokus/eksperiment, MD — model, AP — aplikacija, PP — projekcija prezentacije, V — video zapis, A —
animacija, | — igra, IU — igranje uloga, RS — ra¢unalna simulacija, M — mikroskop, L — lupa, F — fleks kamera, T —

tablet, MO — mobitel, OP — organizator paznje, AL - anketni listi¢ TM - tekstualni materijali (dodati prema

potrebi)

Metode: PR — prakti¢ni radovi, D — demonstracija, C — crtanje, | — usmeno izlaganje, R — razgovor, T — rad na tekstu

i pisanje

Oblici rada: | — individualno, P —rad u paru, G — grupni rad, F — frontalno

Materijalna priprema

Power point prezentacija
Udzbenik
Video uradci

Plan u¢enic¢kog zapisa

Molekularna osnova nadljedivanja

DNA (eng.DeoxyriboNucleic Acid):

-nukleotid = Secer (deoksiriboza) + fosfatna skupina + du$i¢na baza
-baze : - purinske : i GVANIN
- pirimidinske : CITOZIN i TIMIN

-sparivanje:

+T G+C

-semikonzervativna replikacija

Grada kromosoma:

-nukleosom : dvolan¢ana molekula DNA + 8 histona

-kromatin: DNA + bjelancevine
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-spiralizacija

Prokariotski geni : eksoni
Eukariostki geni: introni + eksoni

Prilozi

Slajd 1.

Molekularna osnova nasljedivanja

Slajd 2.

73



METODICKI DIO

Slajd 3.
Dvolancana uzvojnica
Slajd 4.
Osnovna struktura nukleotida
o
- Adenin  Thymy, i Qo_, "
/ > R NI ¢ -
. 3'xmj Y .
N . R
r&ﬁmw : Fosfatna skupina _,0 9
kru:u:-“
- Secer deoksiriboza
. " Timin L HaN -‘“‘“'“3
! " "OH
R o e F SR
{ FHJ P
g o
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Slajd 5.

Struktura DNA

DNA

Dusi¢ne
baze:

M Gvanin
- - I Citozin

Jezgra

Adenin
B Timin
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Slajd 6. ve 5
DNA udvostrucivanje
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Grada kromosoma

DNA dvostruka uzvojnica
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Slajd 8.

Slajd 9.

Prokariotski i eukariotski geni
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