UNIVERZA V LJUBLJANI
FAKULTETA ZA FARMACIIO

EVA KNUPLEZ

MAGISTRSKA NALOGA

ENOVITI MAGISTRSKI STUDIJ FARMACIJE

Ljubljana, 2016



UNIVERZA V LJUBLJANI
FAKULTETA ZA FARMACIIO

EVA KNUPLEZ

PRISOTNOST GRELINSKEGA RECEPTORJA IN ENCIMA GRELIN O-
ACILTRANSFERAZE V KERATINOCITNI CELICNI LINIJI

THE PRESENCE OF GHRELIN RECEPTOR AND ENZYME GHRELIN

O-ACYLTRANSFERASE IN A KERATINOCYTE CELL LINE

UNIFORM MASTER'S STUDY PROGRAMME PHARMACY

Ljubljana, 2016



Magistrsko nalogo sem opravljala na Fakulteti za farmacijo na Katedri za farmacevtsko
biologijo pod mentorstvom izr. prof. dr Mojce Lunder in na Institutu za predklini¢ne vede

na Veterinarski fakulteti v Ljubljani pod mentorstvom doc. dr. Valentine Kubale Dvojmoc.

ZAHVALA

Zahvaljujem se mentorici izr. prof. dr. Mojci Lunder in somentorici doc. dr. Valentini
Kubale Dvojmo¢ za vso pomo¢ in znanje, ki sta mi ga posredovali v zadnjih dveh letih.

Hvala za vse strokovne in Zivljenjske nasvete ter vajino podporo.

Prav tako se zahvaljujem asist. dr. Jerneju Luzarju za pomo¢ pri izvedbi prenosov western.

Izjava

Izjavljam, da sem magistrsko delo samostojno izdelala pod vodstvom mentorice izr. prof.

dr. Mojce Lunder in somentorice doc. dr. Valentine Kubale Dvojmoc.

Eva Knuplez

Predsednica magistrske komisije: prof. dr. Mirjana Gasperlin
Mentorica: izr. prof. dr. Mojca Lunder
Somentorica: doc. dr. Valentina Kubale Dvojmoc¢

Clanica magistrske komisije: asist. dr. Jasna Omersel



VSEBINA

L. UVOD ittt ettt ettt renre e ne e 1
O T €1 = =1 I | TSP UPT O RPPRPPTUPROTN 1
1.1.1. Protivnetno in antioksidativno delovanje grelina ...........cccccooceiinininiiicicnenn 3
1.2, GRELIN O- ACILTRANSFERAZA ......uutiitiiitiaiteeaetesteeateesteeaseesaesssbeesseeanseessesaseessnens 4
1.3, GRELINSKIRECEPTOR ....ettititistiatesseaseaseeeestestessessestessesseassessessessessessessessessessessensens 4
1.3.1. Alternativni grelinski reCEPLOr I. ...coviiiiiiere e 6
1.3.2. Aktivacija receptorja GHSR-1a in znotrajcelic¢ni prenos signala...................... 6
1.4, KOZA KOT IMUNSKI ORGAN ....ciiiiiiiiiiieiiiiasieeasteeesiseesssbeesssseesssseessseesssneesnneesnnnas 7
1.4.1. KeratinoCiti in VNENT OQZIV........cccveiiiiiiiieie e 8
1.4.2. Luskavica in metabolni Status organizma ............ccceeeiererencneneneseeeeeee 9
2. NAMEN DELA ...ttt bt 11
3. MATERIALI IN METODE ......ccoiiitiiiieieeiee ettt 12
3L, IMIATERIALL ottt bbbttt ettt et b 12
3.1.1. Celicne linije, gojisca in bioloski material...................ccoccovviiiiniiniininiinnnn, 12
3.1.2. PUTT IN FAZIOPINE.......oivieieeeie et nre s 13
3130 INAIKALOJ .. 16
K Y/ =5 o] ] =P UP TS UTRRUPTRPRUPRT 17
3.2.1. GOJENJE CEIIC ...ttt 17
3.2.2. Priprava celiCnih liZAtOV ............ccccooiiiiiiiiiiiiii e 18
3.2.3. Membransko frakCionIranje .........ccccceviveiiiiieieeie e 19
3.2.4. Priprava lizata misjega diencefalona..................cccccoeiviiiiiveniinieiieiiicnnn, 19
3.2.5. Merjenje koncentracije proteinov v posameznih lizatih............cc.cccocevvninnen, 20
3.2.6. EIEKIrOfOrBZA .....oviiviiiieiieeee e e 21
3.2.7. Prenos western in detekcija iskanih proteinov...........ccccceeveiveviiiieieese e, 21
3.2.8. Merjenje koncentracije Ca?* v citosolu s citalcem mikrotitrskih plosc ......... 22
4, REZULTAT oottt ettt e e st e besteanesteaneanaenee e 24
4.1.  DOLOCANJE PRISOTNOSTI RECEPTORJA GHSR-1A IN ENCIMA GOAT zZ METODO
PRENOSA WESTERN IN IMUNODETEKCIIO ....uveitieiuiiesieeaiteestee st e siee e e sieesnseesieesnneesseeeneee e 24
4.1.1. Detekcija receptorja GHS-R-1a ........ccccccoiiiiiiiii e 24
4.1.2. Detekcija encima GOAT ......oii i 26
4.2. MERJENJE KONCENTRACHE CAZ'V CITOSOLU .....vovececveeieeecesieieiesseeseseisseneneeenens 30
5. RAZPRAVA ...ttt 32

B.  SKILEPI . 37



7.
8.

LITERATURA L

DODATEK

PRILOGAI........

8.1. KKEMIKALIJE IN OPREMA . ... ettt ettt e e et e e et eeeeee s et e et eaaeeesesneese e eeretaneerennnees



POVZETEK

Hormon grelin je edini do sedaj odkriti peptidni hormon, ki nastaja na periferiji in spodbuja
obcutek lakote ter vnos hrane v centralnem zivénem sistemu. Svoje ucinke, ki so mnogoteri
in niso omejeni le na centralni ziveni sistem, grelin izvaja preko vezave na svoj receptor-
receptor za sekretagoge rastnega hormona podtip 1a (GHS-R1a). Receptor in encim grelin
O-aciltransferaza (GOAT), ki je odgovoren za pretvorbo grelina v aktivno obliko, se izrazata
v razli¢nih tkivih, kjer grelin deluje. V nalogi smo si zadali cilj, da razis§¢emo prisotnost
grelinskega receptorja in encima GOAT na modelu keratinocitne linije, in sicer v trajni
celi¢ni liniji HaCaT. Prisotnost grelinskega receptorja in encima GOAT na keratinocitih bi
odprla novo podrocje preucevanja vpliva grelina na delovanje keratinocitov, ki predstavljajo
poglavitni del vrhnjice koze in sodelujejo pri njeni obrambni vlogi. Delovanje grelina na
celice v kozi bi lahko razlozilo vzroé¢no-posledi¢no povezavo med povi$ano telesno maso in
pojavnostjo oziroma poslabsanjem nekaterih kroni¢nih vnetnih bolezni koze, kot je na
primer luskavica. V prvem sklopu eksperimentalnega dela smo za dokazovanje prisotnosti
obeh proteinov uporabili tehnike elektroforeze, prenosa western in detekcije s protitelesi z
metodo izboljSane kemiluminiscence. V drugem delu smo za dolocanje aktivacije receptorja
GHS-R1a uporabili metodo meritev porasta znotrajcelicnega kalcija. V prvem delu
receptorja in encima GOAT z izbranimi metodami nismo uspeli dokazati. Rezultati druge
bolj obcutljive metode so dodatno pokazali, da celi¢na linija HaCaT grelinskega receptorja
ne izraZa. Prisotnosti receptorja na celi¢ni liniji HaCaT nismo dokazali, kar pa ne izkljucuje
moznosti, da ga primarne linije keratinocitov pri patoloSkih pogojih, ki so prisotni ob
kroni¢nih vnetnih bolezni, ne izrazajo. Delo opravljeno v okviru magistrske naloge je, kljub
zacetnim negativnim rezultatom, odprlo nova vprasanja in ideje za preucevanje vpliva

grelina na vnetne procese v koZzi.



ABSTRACT

The hormone ghrelin is currently the only peptide peripherally produced hormone known to
stimulate appetite and food intake in the central nervous system. Ghrelin carries out its many
effects, that are not limited to the central nervous system, by binding to its receptor growth
hormone secretagogue la (GHS-R1a). The receptor and enzyme (enzyme ghrelin O-
acyltransferase) GOAT, responsible for transforming ghrelin into an active form, are
expressed in many different tissues where ghrelin exerts its effect. Our master thesis
objective was to research the possible expression of the ghrelin receptor and GOAT enzyme
in a model immortal keratinocyte cell line HaCaT. The presence of ghrelin receptor and
GOAT enzyme in a model keratinocyte cell line would lead to investigations of ghrelin’s
mechanism of action on keratinocytes, which are the predominant cell type in skin and play
an important part in the skin defense system. Ghrelin may be an important player acting on
cells in the skin tissue and may have an important role in the manifestation or worsening of
some chronic inflammatory skin diseases like psoriasis in obese patients. In the first part we
used electrophoresis, western blot and immunoblotting with enhanced chemiluminescence
method to detect both proteins. To measure activation of the receptor in the second part we
used the method of measuring the rise of intracellular calcium concentration. The results of
the first part of the master thesis showed no expression on the protein level. Similarly, the
results of the second more sensitive method showed, that the HaCaT cell line does not
express the receptor. We were unable to prove the presence of ghrelin receptor on the HaCaT
cell line, which does not exclude the option of the receptor being expressed under
inflammatory conditions, which are present during chronic inflammatory disorders. The
work carried out for this master thesis has, despite preliminary negative results, lead to new
questions and ideas for researching the possible effect of ghrelin on inflammatory processes
in the skin.



SEZNAM OKRAJSAV

5-HT2C
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GPCR
GTP

HEK 293
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serotoninski receptor tipa 2C (angl. 5-hydroxytryptamine 2C receptor)
sedem transmembranski receptor (angl. seven transmembrane receptor)

antimikrobni peptidi
goveji serumski albumin (okrajsano iz angl. bovine serum albumin)

kalcij

dopaminski receptor tipa 1

dopaminski receptor tipa 2

Eaglov medij, modificiran po Dulbeccu (okraj$ano iz angl. Dulbecco's
modified Eagle's medium)

dimetilsulfoksid (okrajsano iz angl. dimethyl sulfoxide)

ditiotreitol

etilendiaminotetraocetna kislina (angl. ethylenediaminetetraacetic acid)
endoplazmatski retikulum

fetalni goveji serum (angl. fetal bovine serum)

Golgijev aparat

gvanozin difosfat (okrajSano iz angl. guanosine-diphosphate)

receptor za sekretagoge rastnega hormona (angl. growth hormone
secretagogoue receptor)

receptor za sekretagoge rastnega hormona podtip la

grelin O—acil transferaza (angl. ghrelin O-acyltransferase)

receptor, sklopljen s proteinom G (angl. G protein-coupled receptor)
gvanozin trifosfat (angl. guanosine-triphosphate)

humane embrionalne ledviéne celice (angl. human embryonic kidney)

interlevkin 1 beta, interlevkin 1 alfa
inozitol trifosfat (angl. inositol triphosphate)
kKilodalton

proteinska kinaza aktivirana z mitogenom (angl. mitogen-activated protein

kinase)
membransko vezana O-acil transferaza (angl. membrane bound O-

acyltransferase)



MC3R melanokortinski receptor tipa 3

MHC poglavitni kompleks tkivne skladnosti (angl. major histocompatibility
complex)

MO mikroorganizmi

MRNA informacijska RNA (angl. messenger RNA)

NaOH natrijev hidroksid

NF-kb jedrni transkripcijski element kappa B

NK celice ubijalke (angl. natural killer cells)

PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza

PASI indeks podrocja in resnosti luskavice (angl. psoriasis area and severity
index

PBS fizioloska raztopina v fosfatnem pufru (angl. phosphate buffer saline)

PVDF poliviniliden diflourid

SDS natrijev dodecil sulfat (angl. sodium dodecyl sulfate)

TBS tris pufer s fiziolosko raztopino (angl. tris buffered saline)

TBS-T TBS pufer z dodatkom Tween-a

Th celice T celice pomagalke (angl. T helper cells)
TLR Tollu podobni receptorji (angl. Toll like receptors)

TNF-a tumor nekrotizirajo¢i faktor alfa (angl. tumor necrosis factor alfa)



1. UVOD

1.1. Grelin

Leta 1999 je Kojima s sodelavci odkril nov, telesu lasten ligand za receptor GHS-R (iz angl.
growth hormone secretagogoue receptor), ki ga je poimenoval grelin. Ime so skovali iz
korenine glagola indoevropskega jezika "ghre", ki pomeni rasti, pri ¢emer so se navezali na
njegovo delovanje - spodbujanje izlo¢anja rastnega hormona (1).

Grelin v telesu nastane tako, da razlicne peptidaze v posttranslacijskih procesih
cepijo njegov predhodnik preprogrelin na progrelin. Tega v Golgijevem aparatu (GA)
peptidaze razcepijo na dva kon¢na peptida: grelin in obestatin (2). Grelin je peptidni hormon,
sestavljen iz 28 aminokislin (Slika 1). Na aminokislino serin na mestu 3 je v molekuli grelina
pripeta oktanoilna mascobna veriga, ki je kljuéna za vezavo hormona na receptor in za

njegovo delovanje (3). Vezavo mascobne verige na molekulo grelina opravlja membransko

vezan encim, imenovan grelin O-aciltransferaza (GOAT) (4).

O=C~{CH,)5CH,

Slika 1: Aminokislinsko zaporedje grelina.

Grelin se v ¢loveskem organizmu izraza v velikem Stevilu razli¢nih tkiv in organov, kar
nakazuje na njegovo vpletenost v razli¢ne fizioloske procese. Glavno mesto nastanka grelina
v telesu so enteroendokrine celice v sluznici Zelodca, od koder v najve¢ji meri prehaja v
krvni obtok (5). V manjsi meri se grelin izloca iz drugih tkiv, kot so npr. pljuca, tesce ¢revo,

vito ¢revo (6), trebusna slinavka in hipotalamus (7).



Grelin ima poleg Zze zgoraj omenjene vloge spodbujanja izloCanja rastnega hormona Vv
¢loveskem organizmu $e veliko drugih vlog. Je edini do sedaj odkriti periferni oreksigeni
hormon (spodbuja vnos hrane). S svojim delovanjem v CZS, natanéneje v hipotalamusu,
vpliva na povecanje apetita in posledicno spodbuja vnos hrane (8). Prav tako vpliva na
porabo energije v telesu tako, da zmanjSa porabo mascob in poveca uporabo ogljikovih
hidratov v presnovnih procesih. Dolgorocno kombinacija ucinkov grelina povzroci
pridobivanje telesne mase, ki je posledica kopi¢enja mas¢obnega tkiva (9). Vnos hrane grelin
pogojuje tudi preko delovanja na holinergi¢no dopaminergi¢ni (10) in opioidni sistem (11)
nagrajevanja v mozganih. Grelin tako motivira in spodbuja k vnosu energijsko bogate hrane
ter povzro¢a vzburjenje ¢utnih zaznav v pri¢akovanju hranjenja (12, 13). V mozganih deluje
na amigdalo in hipokampus, kjer vnos hrane povezuje s podro¢ji odgovornimi za ucéenje,
spomin, ter motivacijo (14, 15). Dokazano se v organizmu ob odzivu na akutni psiholoski

stres raven grelina poveca, kar posledi¢no vodi v zvi$an vnos energijsko bogate hrane (16).

Da je regulacija vnosa hrane in vpliv na energijski metabolizem najpomembnejsa funkcija
grelina, dokazuje regulacija izlocanja hormona in njegov serumski nivo, ki natan¢no sovpada
ali tik pred pri¢akovanim vnosom hrane, medtem ko njegov nivo po zauzitem obroku
oblutno pade (17). Serumski nivo grelina je kompenzatorno nizji pri posameznikih S

prekomerno telesno tezo in visji pri posameznikih obolelih za anoreksijo nervozo (18).

V mozganih ima grelin ob vplivu na sistem nagrajevanja in vpletenosti v mehanizem
nastanka odvisnosti (19, 20) se zas¢itni u¢inek na dopaminske nevrone v substanci nigri (21),
vpliv na anksioznost (22), depresijo (23) in na cirkadiani ritem (24). V prebavnem traktu
grelin spodbuja izlo¢anje Zelod¢ne kisline (25) in v kombinaciji s hormonom motilinom, ki
prav tako nastaja v prebavnem traktu, spodbuja motiliteto Zelodca (26). V preostalih tkivih
grelin kot pomemben ¢len v metabolni hormonski zanki vpliva na homeostazo glukoze (27),

delovanje sréno zilnega sistema (28), razmnozevalne funkcije (29) in na kostno gostoto (30).



1.1.1. Protivnetno in antioksidativno delovanje grelina

Ne dolgo nazaj so odkrili, da igra periferni oreksigeni hormon grelin pomembno vlogo tudi
v procesih vnetja in aktivaciji imunskega sistema. Receptorji za grelin so prisotni na
nekaterih celicah imunskega sistema (T-limfociti, monociti). Prav tako nekatere izmed celic
imunskega sistema v manj$i meri same proizvajajo in izlo¢ajo grelin (dendriti¢ne celice, T-
limfociti in monociti) (31). Koli¢ina izlo¢enega grelina in ekspresija grelinskega receptorja
neposredno korelirata z imunsko aktivacijo celic. Ob aktivaciji celic se sorazmerno povisa
koli¢ina izloCenega grelina in izrazenega receptorja na povrsini T-limfocitov (32). Med
procesi imunske aktivacije deluje grelin protivnetno tako, da po eni strani zavira ekspresijo
provnetnih citokinov IL-6, IL-1f in TNF-a v T-limfocitih, monocitih in dendriti¢nih celicah
ter provnetni odgovor in aktivacijo jedrnega transkripcijskega elementa kappa B (NF-xB ) v
endotelijskih celicah (33). Po drugi strani grelin spodbuja izlo¢anje protivnetnega citokina
IL-10 (34). Ob tem grelin dokazano in vitro in in vivo vpliva na diferenciacijo Th17 celic,
soudelezenih pri mnogih kroni¢nih vnetnih in avtoimunih vnetnih boleznih preko mTor /
STAT3 signalne poti (35). Dodatno so in vivo dokazali, da aplikacija grelina pri nekaterih
vnetnih stanjih, kot sta sepsa in kolitis, izboljsa stanje pri bolnikih (32) in da aplikacija

grelina izboljSa potek bolezni pri nekaterih kroni¢nih vnetnih stanjih (36).

Zascitno in  protivnetno delovanje grelina lahko deloma pripisSemo njegovemu
antioksidativnemu delovanju. Grelin namre¢ zmanj$uje nastanek reaktivnih kisikovih spojin
v mitohondrijih, jih tako $¢iti pred poSkodbami (37) in v nekaterih zivalskih modelih
spodbuja delovanje antioksidativnih encimov, kot sta na primer katalaza in superoksid
dismutaza (38).



1.2. Grelin O- aciltransferaza

Encim grelin O-aciltranferaza (GOAT) spada v druzino membransko-vezanih acil transferaz
(MBOAT), ki so odgovorne za vezavo mascobnih verig na peptide in lipide (39). Druzina
encimov MBOAT je moc¢no ohranjena med evkarionti in tudi prokarionti, kar kaze na

pomembnost in vpletenost mas¢obnih modifikacij v bioloske procese (40).

GOAT je do sedaj edini odkriti predstavnik druzine MBOAT, ki opravlja vezavo srednje
dolgih mascobnih verig (4) in hkrati edini, ki katalizira vezavo oktanoilne kisline pri visjih
organizmih (41). Des-acil grelin je pri ¢loveku edini do sedaj poznan substrat za encim
GOAT (4). Za vezavo des-acil grelina v aktivno mesto encima je klju¢na ohranitev zaporedja
$tirih aminokislin na N-konénem mestu peptida. Ceprav je v &loveskem organizmu dokazano
aktivna le oktanoilirana oblika grelina, je encim na substrat in vitro sposoben pripeti $e

heksanoilno in dekanoilno skupino (42).

Encim GOAT se podobno kot grelin v najve¢ji meri izraza v zelodcu, mozganih in trebusni
slinavki, ki so tkiva, odgovorna za procese uravhavanja vnosa hrane in za energijsko
homeostazo (43). Znotraj celice se GOAT nahaja vezan na membrano endoplazematskega
retikuluma (ER), kar so dokazali z obstojem oktainoiliranega progrelina, ki se Sele po
prihodu v GA razcepi na zrelo obliko grelina. (44) Encim sestavlja 11 transmembranskih
domen in ena daljsa zanka na citosolni strani s skupno molekulsko maso priblizno 50 kDA

in aktivnim mestom na C-terminalnem citosolnem delu (45).

1.3. Grelinski receptor

Receptor GHS-R so odkrili in uspesno klonirali leta 1996, ko so iskali receptor preko
katerega sintetizirani sekretagogi rastnega hormona spodbujajo izloCanje rastnega hormona
(46). Receptor je ob odkritju veljal za tako imenovan ‘receptor siroto’, saj njegov endogeni
ligand ni bil poznan. Spada v druzino membranskih receptorjev s sedmimi
transmembranskimi zankami (7TM-R), v¢asih poimenovanih tudi s proteinom G sklopljeni

receptorji, ki predstavljajo najvecjo superdruzino receptorjev v cloveskem organizmu (47).



Grelinski receptor obstaja v dveh izoformah — GHS-Rla in GHS-R1b, ki nastane z
alternativnim izrezovanjem mRNA (48). lzoforma receptorja GHS-R1a izkazuje polno
afiniteto do vezave hormona grelina in sekretagogov rastnega hormona. Sestavlja jo sedem
trans-membranskih domen iz 366 aminokislin s skupno molekulsko maso 41 kDA (46).
Receptor so glede na njegovo strukturo in lastnosti uvrstili v majhno druzino receptorjev za
peptide in nevropeptide, ki med drugim vkljucuje receptor za motilin, nevrotenzin 1 in
nevrotenzin 2 (49). Zanj je za razliko od nekaterih pripadnikov te druzine in ostalih 7TM-R
znacilna visoka konstitutivna aktivnost, to je aktivacija receptorja v odsotnosti liganda. Ta
se giblje v okolici 50 % (50), kar pomeni, da je v fizioloskih pogojih tudi v odsotnosti grelina
prisotna dolo¢ena aktivacija receptorja, preko katere se prenasa signal v celico. 1zoforma
receptorja GHS-R1a se v najvecji gostoti izraZza v mozganih, in sicer v anteriornem reznju
hipofize, kjer grelin deluje na spros¢anje rastnega hormona in v arkuatnem jedru
hipotalamusa, kjer izkazuje svoj oreksigeni u¢inek. V perifernih tkivih se gen, ki kodira zapis
za GHS-R1a izraza v §¢itnici, vranici, trebusni slinavki, sréni miSici, nadledvi¢nih zlezah,
spolnih zlezah in zelodcu (49), kar sovpada z mnogimi ostalimi poznanimi funkcijami

grelina.

Izoformo GHS-R1b sestavlja manjse Stevilo aminokislin kot GHS-R1a, in sicer le 298, Ki
tvorijo 5 transmembranskih domen (48). GHS-R1b je dolgo veljal za neaktivno obliko
receptorja, saj grelin in sekretagogi rastnega hormona nimajo afinitete do vezave nanj in prav
tako ob hkratni inkubaciji in vitro ne sprozijo zaznavnega ucinka (51). Pred kratkim je K.
Chow s sodelavci odkril, da je GHS-R1b na membrani ER sposoben tvoriti heterodimere z
GHS-R1a. Ugotovili so, da GHS-R1b preko procesa oligomerizacije na membrani ER
‘ujame’ izoformo GHS-R1la, s tem zmanj$a njeno izZrazanje na celiéni membrani in
posledi¢no zavira visoko konstitutivno aktivnost receptorja (52). Ker se GHS-R1b izraza v
razli¢nih perifernih tkivih, tudi neodvisno od GHS-R1a, predvidevajo, da ima izoforma

GHS-R1b dodatne trenutno $e neznane bioloske funkcije (49).

GHS-R1a tvori heterodimere $e z nekaterimi drugimi receptorji, ha primer z receptorjem za
adenozin (53), receptorjem za rastni hormon (51), dopaminskima receptorjema tipa 1 (D1R)
(54) in tipa 2 (D2R) (55), serotoninskim receptorjem 5-HT2C (54) in receptorjem za
melanokortin MC3R (56). Aktivna oblika receptorja GHS-R dokazano tvori tudi

homodimere tako na membrani ER, kot na citoplazemski membrani.



1.3.1. Alternativni grelinski receptorji.

Zanimivo je dejstvo, da grelin in njegova neacilirana oblika, ki je dolgo veljala za neaktivno,
dokazano inhibirata apoptozo kardiomiocitov in endotelijskih celic. Pri tem je pomembno
to, da kardiomiociti in endotelijske celice ne izrazajo receptorja GHS-R1a (57). Odkrili so,
da grelin in v manjS$i meri tudi des-acilgrelin delujeta protivnetno v centralnem zivénem
sistemu preko aktivacije do sedaj Se neodkritih receptorjev (33). Tudi nekatera druga tkiva
imajo dokazano afiniteto do vezave grelina, neaciliranega grelina ali obeh. Hormona naj bi

svoje ucinke tako lahko posredovala preko drugih receptorjev, ki $e niso odkriti (49).

1.3.2. Aktivacija receptorja GHSR-1a in znotrajceli¢ni prenos signala

Grelin in drugi agonisti receptorja GHS-R1a po vezavi nanj povzroc¢ijo konformacijsko
spremembo receptorja, ki olajsa interakcijo z G-proteini (gvaninski nukleotidni regulatorni
proteini). Ti so odgovorni za prenos znotrajceli¢nega signala med aktiviranim receptorjem
in efektorjem ali sekundarnimi sporocevalci. Sestavljeni so iz treh podenot — a, B in .
Aktivacija receptorja povzro¢i konformacijsko spremembo v podenoti a, kar vodi do
spros¢anja gvanozin-difosfata (GDP) iz proteina in vezave gvanozin-trifosfata (GTP).
Podenota o, ki ima vezan GTP, se sprosti iz G-proteina in lahko aktivira razli¢ne G-proteine
oziroma druge znotrajceli¢ne prenasalce signala, hkrati pa deluje kot GTP-aza, kar pomeni,
da lahko GTP hidrolizira nazaj do GDP ter se ponovno veze na By dimer (58). Za grelinski
receptor so v razli¢nih tkivih opisane razli¢ne znotrajcelicne poti prenosa signala. Najbolj
raziskana in najbolje opisana pot prenosa signala je aktivacija znotrajcelicnih prenasalcev,
ki preko nastanka inozitol trifosfata (IP3) vodi do povisane koncentracije znotrajceli¢nega
kalcija v celicah hipofize in hipotalamusa. Med ostale poti prenosa signala preko receptorja
GHS-R1a v celico priStevamo Se aktivacijo AMP- aktivirane protein kinaze, modulacijo

PI3K/AKT signalne poti, aktivacijo m-TOR signalne poti in aktivacijo MAP kinaze (59).



1.4. KozZa kot imunski organ

Koza je najvecji organ Cloveskega telesa. Njena funkcija je predvsem zascitna, saj pripomore
k ohranjanju homeostaze organizma, tako da deluje kot lo¢nica med notranjim okoljem
vsakega posameznika in njegovo okolico. Ceprav se kozo velikokrat enadi s pojmom
pregrada oziroma bariera, ta organ vseeno omogoc¢a omejeno komunikacijo z okolico.
Tak$no dobro regulirano ravnotezje med zas€ito in dvosmernim prenosom signala ji
omogoca edinstvena sestava iz mreze specializiranih celic in ostalih strukturnih ter

molekularnih gradnikov (60).

Sestavne plasti koze tvorijo mehansko pregrado (celice epitelija) in so hkrati sposobni
imunskega odziva (Langerhansove celice, makrofagi, mastociti, limfociti, ...). Le-ta je lahko
del prirojenega imunskega sistema (hiter in nespecificen) ali pridobljenega imunskega
sistema (specifi¢en, a pocasnej$i). Pri obrambni funkciji koZze ne smemo zanemariti vloge
nekaterih komenzalnih bakterij, ki poseljujejo povrSino koze in tako ovirajo dostop
patogenim bakterijam ter razrast oportunisticnih bakterij, hkrati pa so sposobne izloc¢ati

lastne antimikrobne peptide (61).

Prirojeni imunski sistem koZe sestavljajo poleg mehanske pregrade $e levkociti, kot so na
primer celice ubijalke (celice NK), dendriticne celice, fagociti in monociti ter topni
antimikrobni peptidi (AMP), kemokini, citokini in sistem komplementa. Prirojen imunski
odziv prav tako pogojuje jakost in vrsto pridobljenega imunskega odziva, ¢igar pricetek je
obicajno aktivacija antigen predstavitvenih celic v epidermisu (Langerhansove celice) in
dendriti¢nih celic v dermisu ter se zakljuc¢i z T-limfociti oziroma protitelesi, ki jih izlo¢ajo
B-limfociti (62). Tako pri prirojenem, kot pri pridobljenem imunskem odzivu sodelujejo tudi
osnovni gradniki epidermisa koze - keratinociti (63). Aktivacija imunskega odziva v kozi je
tesno reguliran proces, ki temelji na ravnotezju med ve¢ sestavinami koze in sposobnostjo
razlikovanja med s$kodljivimi patogeni in neskodljivimi mikroorganizmi (MO), Ki
poseljujejo povrsino koze ter med telesu lastnimi snovmi. Kadar se to ravnotezje podre,
lahko neuravnana imunska aktivacija vodi v okuzbo oziroma kroni¢no vnetno stanje in

patogenezo nekaterih bolezni, kot je na primer luskavica (62).



1.4.1. Keratinociti in vnetni odziv

Keratinociti sestavljajo vecinski del vrhnjice koze (epidermisa) (64). Kombinacija razli¢no
diferenciranih keratinocitov in kisla hidro-lipofilna narava koze, ki je posledica prisotnosti
sebuma, znoja in razlicnih AMP ter lipidov tvorijo mehansko pregrado koze. Spremembe v
lipidni sestavi koze ali diferenciaciji keratinocitov vodijo v poskodbo mehanske pregrade
koze in so odgovorne za nekatera patoloSka stanja kot na primer atopi¢ni dermatitis in

ichthyosis vulgaris (ihtioza) (61).

Svojo vlogo v prirojenem imunskem odzivu keratinociti opravljajo tako, da izlo¢ajo sestavne
dele sistema komplementa, citokine, kemokine, antimikrobne peptide in metabolite
arahidonske kisline in tako posredujejo informacije iz okolja do imunskih celic v nizjih
plasteh koze (60). Keratinociti na svoji povrsini in v svojih endosomih izrazajo receptorje,
Ki prepoznajo s patogeni povezane molekulske vzorce PMAP (iz angl. pathogen-associated
molecular patterns) (61). Ve¢ja podskupina teh receptorjev so Tollu podobni receptorji TLR
(iz angl. toll like receptors), ki prepoznajo znacilne in ohranjene elemente patogenov, med
drugim tudi sestavino celi¢ne stene gramnegativnih bakterij — lipopolisaharide (63).
Ustrezna prepoznava potencialno patogenih elementov jim omogoca aktivacijo NF-«xB in
regulatornega faktorja za interferon, ki naprej inducirata sintezo TNF in interferonov tipa 1
(60). Le- ti so v vecjih koli¢inah v nezrelih oblikah IL-1p in IL-lo nakopiceni znotraj
keratinocitnih celic in lahko hitro po ustreznem drazljaju posredujejo svoje ucinke in
aktivirajo kaskado vnetnih reakcij (65). Aktivirani keratinociti so v 'stresnih pogojih'
sposobni izlocati ve¢ kot 15 razli¢énih mediatorjev vnetja, ki regulirajo tako avtokrini kot

parakrini vnetni odziv (66).

Avtokrino keratinociti delujejo na lastne citokinske receptorje, ki jih izrazajo na svoji
povrsini, kar spodbudi nastanek novih citokinov in okrepitev vnetnega odgovora. Citokini
in kemokini, ki nastanejo v keratinocitih, prav tako delujejo parakrino, in sicer so odgovorni
za spodbujanje migracije levkocitov na podroc¢je poskodbe oziroma vnetja in aktivacijo

dendriti¢nih antigen predstavitvenih celic ter Langerhansovih celic (65).



Keratinociti pa naj bi med vnetnimi stanji tudi sami delovali kot antigen predstavitvene
celice, saj so v patoloskih pogojih sposobni izrazati poglavitni kompleks tkivne skladnosti
Il ( MHC — iz angl. major histocompatibility complex), ki je na povrsini celice odgovoren
za predstavitev antigena T-limfocitom (67). V posebnih okolis¢inah, ki vkljucuje obsezne
poskodbe koze, na primer pri hudih son¢nih opeklinah, lahko vnetne mediatorje, ki izvirajo

iz keratinocitov, zaznamo tudi v sistemskem krvnem obtoku (68).

1.4.2. Luskavica in metabolni status organizma

Luskavica je kroni¢na vnetna bolezen koze, ki se pojavlja v zagonih (izboljsanja,
poslabsanja) in se izraza v obliki ¢ezmernega luséenja in obnavljanja keratinocitov in
hiperkeratoze. Zanjo je znacilen vdor imunskih celic v plasti koze in razrast krvnih zil (69).
Med boleznijo se v vec¢ji meri izrazajo celice Th1, Th17 in Th22, ki v tkivu koze proizvajajo
pro-vnetne citokine IFN-y, TNF-a, IL-17 in IL-22 (70). Natan¢ni vzroki za pojav bolezni za
zdaj ostajajo neznani, vendar naj bi pri tveganju za pojav bolezni imeli vliogo tako genetski
kot okoljski dejavniki. Med drazljaje, ki vplivajo na odziv imunskega sistema in SO
posledi¢no lahko udelezeni pri izbruhu bolezni, pristevamo dejavnike, kot so kajenje,
okuzbe, stres in debelost (71). Osebe, pri katerih se razvije luskavica, so nato podvrzene
ve¢jemu tveganju za kardiovaskularne zaplete, saj le-ta predstavlja neodvisen dejavnik

tveganja za miokardni infarkt (72).

Povezavo med luskavico oziroma indeksom podro¢ja in resnosti luskavice PASI (iz angl.
psoriasis area and severity index) ter telesno maso so dokazali na ve¢ razliénih primerih.
Studija izvedena v bolnisnici na Kitajskem dokazuje, da zve¢an indeks telesne mase
negativno vpliva na indeks PASI (73). Indeks telesne mase vecji kot 25 naj bi spadal med
napovedne dejavnike za slabSe klini¢ne izide poteka bolezni luskavice (74). Povezavo med
debelostjo in luskavico prav tako prikazujejo Studije, ki dokazujejo zmanjSanje indeksa PASI

in Stevila zagonov bolezni po gastricnem obvodu (75).

Podobno kot pri luskavici je pri debelosti prisotno kroni¢no vnetno stanje v telesu, ki naj bi
prispevalo ne samo pri tveganju za zagon luskavice, marve¢ tudi povecalo stopnjo PASI
(69).



Belo mascobno tkivo in adipociti, ki ga sestavljajo, tvorijo endokrini organ, saj so sposobni
izlocCati citokine - adipokine, med katerimi je najbolj znan leptin. Gre za hormon, ki podobno
kot grelin, igra vlogo pri uravnavanju energijskega ravnovesja v telesu (76). Leptin v
organizmu izkazuje grelinu nasprotne ucinke, in sicer je najbolj poznan po tem, da zmanjsuje
obcutek lakote in vnos hrane (77). Leptin deluje tudi v imunskem sistemu, saj spodbuja
proliferacijo Thl in Th17 celic ter drugih vnetnih mediatorjev, udelezenih v vnetnih procesih
(78). Skupaj s svojim neposrednim delovanjem na proliferacijo keratinocitov, se tako leptin
vedno bolj uveljavlja kot pomemben povezovalni dejavnik med debelostjo in stopnjo PASI

ter pojavnostjo zagonov luskavice.

Neposredni dokazi o vplivu grelina na luskavico in njegovo udelezbo pri poteku bolezni za
zdaj Se niso objavljeni. Negativno korelacijo med serumskim nivojem grelina in stopnjo
PASI so dokazali v manj$i klini¢ni $tudiji. Ko so iste posameznike zdravili z
imunosupresivnim ciklosporinom, so izginile razlike v serumskih nivojih grelina med njimi
in zdravimi posamezniki (79). Podobno je v slabse zastavljeni klini¢ni $tudiji odkril Ucak s
sodelavci, ki je ob tem dokazal, da imajo bolniki, oboleli z luskavico vi$ji serumski nivo
grelina kot zdrave osebe (80). V predhodnih raziskavah na Fakulteti za farmacijo, Univerze
v Ljubljani so odkrili, da celi¢na linija keratinocitov HaCaT izraza mRNA za GHS-R1a in
encim GOAT, Cesar do sedaj v keratinocitni liniji $e niso dokazali (81). To odkritje dodatno

spodbuja raziskovanje do sedaj Se neznanega delovanja grelina v vnetnih procesih koze.
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2. NAMEN DELA

Za nekatera kroni¢na vnetna stanja, kot je na primer luskavica, so odkrili neposredno
povezavo med metabolnim statusom in klini¢no sliko ter prognozo bolezni. Prav tako so
dokazali, da izguba telesne mase pripomore k izboljSanju stanja, vendar natan¢en
mehanizem, ki povezuje prehranjenost organizma ter pojav vnetja Se ni razjasnjen. Eden
izmed moznih udelezenih dejavnikov v patogenezi bolezni je tudi hormon grelin, ki v telesu
deluje preko spodbujanja obéutka lakote v CZS. Ob tem pa v razli¢nih tkivih preko delovanja

na svoj receptor GHS-R1a izraza $e preostale, med drugim tudi protivnetne uéinke.

V magistrski nalogi smo Zeleli dokazati obstoj grelinskega receptorja in encima,
odgovornega za pretvorbo grelina v aktivno obliko v celi¢ni liniji HaCaT, ki predstavlja
model za ¢lovesko keratinocitno linijo. Informacija o izraZanju receptorja in/ali encima v
modelni keratinocitni liniji bi umestila grelin na seznam enega od moznih dejavnikov,

udelezenih pri patogenezi vnetja v kozi.

Delo bo razdeljeno na dva glavna sklopa. V prvem sklopu bomo poskusali dokazati
prisotnost obeh proteinov z metodo elektroforeze, prenosa western in detekcijo z ustreznimi
protitelesi v razli¢no pripravljenih lizatih celic HaCaT. Kot pozitivno kontrolo bomo
uporabili celi¢no linijo HEK 293 GHS-R1a, ki je stabilno transfecirana z receptorjem GHS-

R1a in homogenizat mi§jega diencefalona.

V drugem sklopu bomo preverili potencialno aktivacijo receptorja preko merjenja
koncentracije znotrajceli¢nega kalcija ob stimulaciji z agonistom grelinom. Tudi v tem

primeru bomo kot kontrolo uporabili celice HEK 293 GHS-R1a.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1. Materiali
3.1.1. Celicne linije, gojisca in bioloSki material
Izvor Lastnosti
Celicna linija
HEK 293 GHS-R1a | F.F. Casanueva Humane embrionalne
(Complejo Hospitalario Universitario | ledvicne celice (HEK

de Santiago de Compostela, Spanija)

293), ki stabilno izrazajo
gen za grelinski receptor
GHS-R1a.

HaCaT

Hranilni medij

AddexBio

Sestava hranilnega medija

Spontano transformirana
trajna celi¢na linija, Ki

izkazuje lastnosti
normalne diferenciacije
in keratinizacije koze
(82).

Priprava in shranjevanje

HEK 293 GHS-R1a

88mL advanced DMEM (Gibco)

10 mL govejega fetalnega seruma
(ATCC)

1 mL L- Glutamin (Sigma)

ImL penicilin/streptomicin (Sigma)
250 pL geneticin 418 (Termo Fisher)

HaCaT

Misji diencefalon

88 mL advanced DMEM (Gibco)
10 mL goveji fetalni serum (ATCC)
1 mL L-Glutamin (Sigma)

1 mL penicilin/streptomicin (Sigma)

Medije smo pripravljali s

tehnikami  asepticnega
dela v komori z
laminarnim pretokom

zraka. Po pripravi smo
medije  shranjevali v
hladilniku pri temperaturi
2-8 °C.

Vzorec misjih mozganov linije C57BL/6J smo pridobili iz Centra za genomiko Zivali na
Veterinarski fakulteti Univerze v Ljubljani. Za delo z zivalmi je Uprava RS za varno hrano,
veterinarstvo in varstvo rastlin izdala dovoljenje U34401-412014/4. Misi so zrtvovali v
skladu z eti¢nimi standardi in naceli. Tkivo miSjega diencefalona smo shranjevali v

zamrzovalniku pri temperaturi -80°C.
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Protitelesa

Primarna protitelesa proti receptorju GHS-R1a smo razdelili na alikvote po 10 uL in jih

shranili v zamrzovalnik na -20°C. Primarna protitelesa proti encimu GOAT smo razdelili na

alikvote po 20 pL in jih shranili v zamrzovalnik na -20°C. Obe vrsti primarnih protiteles so

validirali za uporabo pri prenosu western in dajeta pozitivni odziv pri mi$jem in ¢loveskem

lizatu mozganskega tkiva. Kot sekundarna protitelesa smo uporabili protitelesa, konjugirana

z encimom hrenovo peroksidazo, ki smo jih prav tako shranjevali na -20°C.

Protitelesa Proizvajalec | Kataloska st. Gostitelj Koncentracija
Anti-GHS-R1a Abcam 95250 Zajec 0,7 mg/mL
Anti-GOAT Abcam 170690 Zajec 0,7 mg/mL
Kozja protizajcja | Millipore 12-348 Koza 1 mg/mL

konjugirana S
HRP

3.1.2. Pufri in raztopine
Pufer / raztopina | Sestava Priprava in shranjevanje
10 xPBS e 80gNaCL Sestavine raztopimo v 1 litru
e 2gKCl destilirane vode.
e 36,3 g NaHPO, x Shranjujemo ga pri  sobni
12 H,0O temperaturi
o 2,49 KH2PO,4
e preciséena voda do 1000 mL
PBS + EDTA | e 500mL 1xPBS 0,02% raztopino PBS + EDTA
(0,02%) e 537uL05MEDTA sterilno prefiltrirano s Stericup

vakum filter sistemom (Merck).
Raztopino  shranjujemo v
hladilniku.
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1 x RIPA

20 mM Tris HCI (pH 7.5)
150 mM NaCl

1 mM Na2EDTA

1 mM EGTA

1% NP-40

1% natrijev deoksiholat
2,5 mM natrijev pirofosfat
1 mM B-glicerofosfat

1 mM NazvVO4

1 pg/mL leupeptin

10 uL 10 x RIPA (Cell-signaling
Technology) lizirnega pufra smo
dodali k 990 puL Milli-Q
preciscene vode.

Dobljen 1 x RIPA pufer smo
shranili v zmrzovalniku pri

temperaturi -20 °C

Pufer za prenos

24 TRIS (Sigma)

Sestavine raztopimo v 1 litru

western 77 mM glicin destilirane vode.
20 % metanol Shranjujemo ga v hladilniku.
0,575 % SDS
precis¢ena voda do 1000 mL

10 x TBS 30 g tris baze Sestavine raztopimo v 1 litru
80 g NaCL destilirane vode.
2 g KClI Shranjujemo ga na sobni

preciS¢ena voda do 1000 mL

temperaturi.

0,05% raztopina
TBS-T

10 mL 10 x TBS
50 uL Tween® 20

preciscena voda do 100 mL

V raztopino 1x TBS s pipeto
pocasi dodamo 50 pL. Tween®
20 (Sigma Aldrich).

Raztopino pripravimo tik pred

uporabo.

Barvilo za nanos
(3 x SDS
loading dye )

187,5 mM Tris HCI, pH=7,0
6% SDS
30% glicerol

0,03 % bromfenol modro

Barvilo za nanos shranjujemo pri

sobni temperaturi.

Blokirni pufer

10 mL 0,05% TBS-T

0,5 g posnetega mleka v prahu

Raztopino  blokirnega pufra

pripravimo tik pred uporabo.
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Raztopina  za
inkubacijo S
primarnimi

protitelesi

10 mL 0,05% TBS-T
0,1 g BSA

Raztopino za inkubacijo s
primarnimi protitelesi

pripravimo tik pred uporabo.

0,1 % raztopina
TBST

5mL 10 x TBS
50 uL Tween® 20

prec¢iscena voda do 50 mL

V raztopino 1x TBS s pipeto
pocasi dodamo 50 pL Tween®
20 (Sigma Aldrich).

Raztopino pripravimo tik pred

uporabo.

Raztopina  za

10 mL 0,1% TBS-T

Raztopino za inkubacijo s

inkubacijo S 0,1 g BSA sekundarnimi protitelesi
sekundarnimi pripravimo tik pred uporabo.
protitelesi
Pufer B 50 mM Hepes Pufer shranjujemo v hladilniku.
50 mM NacCl
1 mM MgCl,
2 mM EDTA
Pufer za 31,25 mL Pufer shranjujemo pri sobni
odstranjevanje 1M tris HCI, temperaturi.
vezanih 3,496 mL

protiteles ( ang.

stripping buffer)

14,3 M 2-merkaptoetanol
10 g SDS

WtV W

preciS¢ena voda do 500 mL
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3.1.3. Indikatorji

Fura-2 AM z dodatkom 2-odstotne pluronske kisline F-127

Fura-2 acetoksi-metil ester (AM) (Molecular Probes), fluorescen¢no barvilo, ki omogoca
meritev koncentracije znotrajceli¢nega Ca®" in ima eksitacijski vrh med 300—400 nm ter
emisijski vrh pri 510 nm, smo pred poskusom raztopili v DMSO z dodatkom 2-odstotne
pluronske kisline F-127. Fura-2 AM v obliki estra prehaja celi¢cno membrano, nakar ga po
prihodu v celico nespecifi¢ne celi¢ne esteraze razcepijo in Fura-2 v obliki hidrofilne kisline

ostane ujeta v celici (83).

SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrat ('Femto")

Femto substrat (ThermoFisher Scientific) je substrat za encim hrenovo peroksidazo, s katero
so konjugirana sekundarna protitelesa vezana na preiskovani protein na membrani. Gre za
stabilen substrat na osnovi strukture luminola, ki omogoca pojav ojacane kemiluminiscence
in detekcijo proteinov v nizkem femtogram obmodju. Reagent je sestavljen iz lo¢enih

raztopin substrata in peroksida, ki se zmesata pred pripravo.
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3.2. Metode

3.2.1. Gojenje celic

HaCaT

Celice HaCaT smo gojili v inkubatorju pri nadzorovani temperaturi 37°C in v navlaZeni
atmosferi, ki je vsebovala 5 % CO.. Rast, obliko in gostoto celic smo vsakodnevno preverili
pod mikroskopom. Celice smo subkultivirali po potrebi, ko so dosegle 90- do 100-odstotno
gostoto (v 3- do 4-dnevnih presledkih). Za subkultivacijo smo naprej uporabili postopek, pri
katerem smo celice dlje Casa izpostavili tripsinu, nato pa smo postopek ustrezno prilagodili,
da bi zmanjsali ¢as izpostavljenosti tripsinu, saj lahko poSkoduje celice in proteine, ki jih

celica izraza.

Pri prvem postopku subkultivacije smo celicam odlili hranilni medij in jih sprali s sterilnim
PBS pufrom. Celicam smo nato dodali 5 mL raztopine 0,02 % EDTA v PBS in s pipeto
dodali $e 50 pL 0,05% tripsina (Sigma), nato smo jih za 20 minut postavili nazaj v inkubator
na 37°C. Po preteCenem ¢asu smo celice z intenzivnim pipetiranjem odstranili s podlage in
prenesli v konicasto 15 mL centrifugirko. Steklenica, v katerem smo gojili celice, smo sprali
s 5 mL toplega gojis€a in to prenesli v epruveto k celicam (goveji fetalni serum (FBS) v
gojiscu inhibira delovanje tripsina). Vsebino epruvete smo premesali na stresalniku in
odpipetirali zgornji 1 mL vsebine v svezo epruveto. Le-to smo 5 minut centrifugirali pri
1200 obr/min in nato odlili supernatant, s ¢imer smo odstranili ostanke tripsina. Celi¢ni pelet
smo resuspendirali v 8 mL toplega gojisca, ga premesali na stresalniku in ga dodali nazaj v

steklenico.

Pri drugi metodi subkultiviranja smo ¢as izpostavljenosti tripsinu skrajSali na racun daljSega
spiranja s 0,02 % EDTA/PBS. Podobno kot pri prvem postopku smo celicam najprej odlili
hranilni medij in jih sprali s PBS. Nato smo jim dvakrat dodali po 5 mL 0,02 % EDTA/PBS
in jih za 10 minut postavili v inkubator. Ko smo 0,02 % EDTA/PBS dodali tretji¢, smo k
celicam dodali $e 90 pL 0,05% tripsina. Celice smo naprej gojili kot je opisano.
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HEK 293 GHS-Rla

Celice HEK 293 GHS-R1a smo gojili v hranilnem mediju z dodatkom geneticina 418 v
koncentraciji 0,5 mg/mL. Slednji je pomemben za trajno izrazanje gena za receptor GHS-
R1a in preprecuje razrast celic HEK 293, ki ne izrazajo gena, hkrati pa Se dodatno prepreci
moznost okuzbe celic. Celice smo vzdrzZevali pri nadzorovani temperaturi 37 °C in v
navlazeni atmosferi, ki je vsebovala 5 % CO>. Rast, obliko in gostoto celic smo vsakodnevno
preverili pod mikroskopom in hkrati preverjali, ali ni pris§lo do mikrobne okuzbe ali okuzbe
s plesnijo. Celicam smo medij menjavali in jih subkultivirali po potrebi, ko so dosegle 90-
do 100-odstotno gostoto (v 3- do 4-dnevnih presledkih).

Postopek subkultivacije pri celicah HEK 293 GHS-R1a je potekal podobno kot pri HaCat
celicah. Najprej smo odlili medij in celice sprali s 5 mL PBS. V steklenico smo dodali 5 mL
0,02 % EDTA/PBS in v to dodali 20 puL 0,05% tripsina. Steklenico smo za pet minut
prestavili v inkubator na 37 °C. Nato smo iz steklenice odpipetirali celice v 15 mL
centrifugirko in ga sprali s 5 mL toplega gojisc¢a, ki smo ga dodali v centrifugirko k celicam.
Vsebino centrifugirke smo premesali na stresalniku in zgornji 1 mL suspenzije prenesli v
svezo centrifugirko. Suspenzijo celic smo centrifugirali na 1200 obr/min 5 minut in odlili
supernatant. Pelet celic smo resuspendirali v 8 mL ogretega gojis¢a, vsebino premesali in jo

prenesli nazaj v steklenico za gojenje celic.

3.2.2. Priprava celi¢nih lizatov

Priprave celi¢nih lizatov smo se v prvih stopnjah lotili enako kot subkultivacije posamezne
vrste celic. Ko smo celice odlepili iz podlage in prenesli v centrifugirko, nam je po uporabi
1 mL suspenzije za subkultivacijo, ostalo 9 mL suspenzije celic. Te celice smo uporabili za
pripravo lizata. Za pripravo enega lizata sSmo uporabili priblizno 80-90% celic iz vsebnika.
Celi¢ni lizat obeh vrst celic smo pripravili tudi brez prisotnosti tripsina, in sicer smo celice

s podlage steklenice odstranili s strganjem. Naprej smo v obeh primerih postopali enako.

Centrifugirko z 9 mL suspenzije celic smo centrifugirali 5 minut pri 1200 obr/min.
Supernatant smo odlili in celi¢ni pelet resuspendirali v 1 mL PBS in suspenzijo prenesli v
mikrocentrifugirko. Suspenzijo v PBS smo pri enakih pogojih ponovno centrifugirali in

odlili ter dodatno Se natan¢no odpipetirali ves supernatant.
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Pelet smo nato resuspendirali v 100 uL RIPA lizirnega pufra. Takoj za tem smo v epico
dodali e 1 uL inhibitorjev proteaz Halt protease inhibitor cocktail (Thermo Scientific).
Celi¢no suspenzijo smo za 30 minut prestavili na led in nato ¢ez no¢ v zamrzovalnik na -80
°C. Naslednji dan smo vsebino odtajali in jo z ultrazvo¢no sondo razbijali trikrat po 5 sekund.
Med vsakim razbijanjem smo epico postavili za 1 minuto na led, da se vsebina ni preve¢
segrela. Na koncu smo epico centrifugirali 15 minut pri 15 000 obr/min na temperaturi 4 °C.
Supernatant po centrifugiranju je predstavljal na$ lizat. Preden smo lizat prestavili v
zmrzovalnik na -80 °C, smo odpipetirali 10 uL, ki smo jih uporabili za doloCanje

koncentracije proteinov v lizatu.

3.2.3. Membransko frakcioniranje

Pri membranskem frakcioniranju smo kot lizirni pufer namesto RIPA pufra uporabili Pufer
B. Uporabili smo Ze pripravljen pufer B, v katerega smo dodali inhibitorje proteaz (1uL na
100 pL pufra). Celice smo podobno kot pri pripravi lizatov raztopili v 100 pL lizirnega pufra,
ki je vseboval inhibitorje proteaz. Nato smo celi¢ne membrane razbijali z ultrazvo¢no sondo
trikrat po 5 sekund in vmes vsakic epico za 1 minuto postavili na led. Nato smo suspenzijo
centrifugirali 10 minut na 1500 obr/min in v svezo epico odpipetirali supernatant. Pri tem so
v peletu ostale nelizirane celice in celi¢na jedra. Supernatant smo centrifugirali 10 minut na
15 000 obr/min pri temperaturi 4°C. Pri tem koraku smo odpipetirali in zavrgli supernatant,
ki je vseboval citosolno frakcijo. Celi¢ni pelet oziroma usedlino, ki je predstavljala grobo
membransko frakcijo smo nato resuspendirali v 30 uL pufra B s proteaznimi inhibitorji in jo
ponovno centrifugirali 10 minut na 15 000 obr/min. Supernatant, ki je nastal po zadnjem

centrifugiranju, je predstavljal membransko frakcijo celi¢nega lizata.

3.2.4. Priprava lizata miSjega diencefalona

Tkivo mozganskega diencefalona smo odtalili in k 50 mg tkiva dodali 700 pL lizirnega pufra
RIPA. Takoj zatem smo dodali Se 7 pL inhibitorjev proteaz. Tkivo smo rocno
homogenizirali v epici in ga za 30 minut prestavili na led. Nato smo homogenizat z
ultrazvocno sondo razbijali trikrat po pet sekund. Med razbijanji smo za 1 minuto epico

prestavili na led.
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Na koncu smo misji diencefalon centrifugirali 15 minut pri 15 000 obr/min pri temperaturi

4°C in supernatant, ki je predstavljal na$ lizat, shranili na -80°C.

3.2.5. Merjenje koncentracije proteinov v posameznih lizatih

Koncentracijo proteinov v lizatih smo izmerili po DC metodi za merjenje koncentracije
proteinov, ki temelji na Lowrey-evi metodi za kolorimetri¢cno doloCanje koncentracije
proteinov. Uporabili smo komplet reagentov za DC metodo (BioRad), ki vsebuje Reagent
A, Reagent B in reagent S. Pripravili smo umeritveno krivuljo standardov iz BSA, ki smo
ga raztopili v uporabljenem lizirnem pufru RIPA. Pripravili smo raztopine standardov v
razli¢nih koncentracijah (0,2 — 1,5 mg/mL). Kot vzorec smo uporabili petkratne red¢itve
nasih lizatov. Tik pred meritvijo smo pripravili Reagent A', in sicer smo dodali 10 uL
Reagenta S k 490 uL Reagenta A. Reagent A’ smo ovili z alu-folijo in ga tako zas¢itili pred
svetlobo. Na mikrotitrsko plo§¢o smo nato v jamice nanesli po 5 uL raztopine standardov in
vzorcev v duplikatih. Kot slepo meritev smo nanesli 5 uL RIPA pufra brez dodatkov. V
jamice smo nato dodali 25 pL. Reagenta A' in na koncu z avtomatsko pipeto naenkrat Se 200
uL Reagenta B. Mikrotirsko plos¢o smo rahlo stresli, odstranili mehuréke in jo pokrili z alu-
folijo. Po 15 minutah smo pomerili absorbanco pri 750 nm z UV/VIS spektrometrom Tecan
Genios (Tecan). Od rezultatov meritev smo odsteli vrednost slepe meritve in iz rezultatov
standardov narisali umeritveno krivuljo. Iz krivulje smo s pomocjo enacbe premice
izracunali koncentracije vzorcev — lizatov, ki smo jih na koncu pomnozili s faktorjem

redcitve.
Umeritvena krivulja:

y=kx+n

n= 0 (absorbanca pri koncentraciji 0 mg/ml = 0)

y= izmerjena absorbanca pri 750 nm
x= koncentracija standarda/vzorca

k= naklon premice
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3.2.6. Elektroforeza

Pred postopkom elektroforeze smo pripravili vzorce celi¢nih lizatov in lizata miSjega
diencefalona. V epico smo prenesli volumen lizata, ki je ustrezal 30 ug proteinov. Nato smo
dodali PBS do kon¢ne prostornine 15,5 pL. K vzorcu smo dodali Se 4,5 mL DTT (Sigma)
(ditiotreitol), ki ohrani —SH skupine v reduciranem stanju in 10 uL barvila za nanos (Loading
dye 3xSDS). Epice smo za 5 minut inkubirali v vodi kopeli pri 100 °C, da so vzorci
denaturirali in jih ohladili. Vzorce in molekulski standard (Seablue Plus2 Pre-stained,
ThermoFischer Scientific) smo nato nanesli na v naprej pripravljen tris-glicin gel s 10%
koncentracijo (Novex, ThermoFischer Scientific), ki smo ga predhodno trikrat sprali s
pufrom, ki je vseboval SDS. Pred elektroforezo smo elektroforetsko celico X Cell SureLock
(ThermoFischer Scientific) sprali z destilirano vodo in sestavili po navodilih proizvajalca.

Elektroforeza je tekla 2 uri pri konstantni napetosti 100V.

3.2.7. Prenos western in detekcija iskanih proteinov

Po koncu elektroforeze smo si pripravili dve posodi, v kateri smo nalili ohlajen pufer za
prenos western. V ta pufer smo previdno namocili gel, nitrocelulozno membrano
(Amersham), vpojne podloge in 2 filter papirja (5,5x7cm). V kaseti elektroforetske celice
smo nato v sledecem zaporedju zlozili plasti: vpojna podloga, filter papir, gel, nitrocelulozna
membrana, filter papir in gobica. Po zgornji plasti filter papirja smo podrgnili s pinceto in
skusali odstraniti morebitne mehurcke zraka. Na sredino banjice elektroforetske celice smo
nalili pufer za prenos western, ob zunanjih robovih smo dotoc¢ili destilirano vodo in celotno
elektroforetsko celico postavili v ohlajeno vodo, da smo zmanjsali pregrevanje naprave.

Prenos western je trajal 1 uro in 30 minut pri konstantni napetosti 50V.

Po prenosu western smo nitrocelulozno membrano blokirali z blokirnim pufrom 2 uri pri
sobni temperaturi ob rahlem stresanju. Nato smo membrano trikrat spirali po 5 minut z 10
mL raztopine 0,05 % TBST. Ko smo zadnji¢ odlili TBST, smo dodali raztopino za
inkubacijo s primarnimi protitelesi, v katero smo dodali protitelesa proti receptorju GHS-
Rla v razmerju 1:1000. Membrano smo s primarnimi protitelesi inkubirali ob rahlem

stresanju v hladilniku ¢ez noc.
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Naslednji dan smo membrano ponovno trikrat sprali s TBST in nato dodali raztopino za
inkubacijo s sekundarnimi protitelesi, v katero smo dodali protitelesa v razmerju 1:5000.
Membrano smo s sekundarnimi protitelesi inkubirali 2 uri pri sobni temperaturi in ob rahlem

stresanju. Pred detekcijo smo membrano sprali trikrat po 10 minut z raztopino TBST.

Detekcijo smo izvedli s pomoc¢jo naprave G:Box (Syngene). Tik pred meritvijo smo
nameSali 400 uL reagenta in 400 uL substrata Femto za razvoj kemiluminiscen¢ne reakcije
in ga nanesli na membrano. Membrano smo slikali tudi pri navadni osvetlitvi, kjer so bile
vidne lise oznacevalca velikosti. Nato pa smo posneli membrano S kemoluminiscentnim
detektorjem. Naprava je omogocala, da smo posneli 40 lo¢enih slik, ki so se v programu

nalozile ena na drugo, s ¢imer Se je signal veckrat ojacal.

Po detekciji smo membrano ocistili vezanih protiteles. To smo izvedli tako, da smo jo naprej
trikrat po 5 min spirali s TBST. Nato smo membrano ob rahlem stresanju inkubirali v pufru
za odstranjevanje vezanih protiteles eno uro na 60°C. Sledilo je ponovno spiranje s TBST
trikrat po 5 minut in blokada z 1 % posnetim mlekom v prahu v TBST. Nadaljevali smo z
enakim postopkom vezave protiteles proti encimu GOAT in detekcije kot pri vezavi in

detekciji protiteles proti receptorju.

3.2.8. Merjenje koncentracije Ca?* v citosolu s ¢italcem mikrotitrskih
plos¢

Priprava celic za meritve

Za vsak posamicen poskus smo uporabili en plastiéno steklenico povrsine 75 cm? celic
HaCaT in kontrolnih celic HEK 293 GHS-R1a. Celice smo po postopku subkultivacije
odstranili od podlage, jih s pipetiranjem razbili in prenesli v 15 mL centrifugirko (TPP).
Celice smo 5 minut centrifugirali pri 1000 obr/min in temperaturi 4°C. Po centrifugiranju
smo supernatant odlili in celice resuspendirali v 10 mL DPBS, nato pa jih ponovno 5 minut
centrifugirali pri 1000 obr/min in temperaturi 4°C. Supernatant smo odlili in celice
resuspendirali v 2 mL DPBS (Dulbecco's phosphate-buffered saline, ThermoFischer

Scientific), ki ne vsebuje ionov Ca?* in Mg?*"
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Za pripravo suspenzije neobarvanih celic, ki je sluzila kot kontrola ozadja, smo 250 pL
suspenzije celic v DPBS dodali Se 500 pL DPBS, da smo pridobili zadostno koli¢ino celic
za kontrolno meritev v triplikatu. Ostanku 1,75 mL suspenzije celic v DPBS z gostoto celic
4 x 108/mL smo dodali 4,375 pL indikatorja Ca?* Fura-2 AM v konéni koncentraciji 2,5 uM.
Inkubacija je potekala ob stresanju na stresalniku (400 stresljajev ha minuto) 30 minut pri
sobni temperaturi (2224 °C). Centrifugirki smo s folijo zas¢itili pred svetlobo. Po konc¢ani
inkubaciji smo celice ponovno 5 minut centrifugirali pri 2000 obr/min in temperaturi 4 °C,
odstranili smo supernatant ter celi¢ni pelet resuspendirali v DPBS in ponovno 5 minut
centrifugirali pri 1000 vrt./min in temperaturi 4 °C. S tem smo odstranili ostanke indikatorja,
Ki se je nahajal zunaj celic in bi lahko motil odziv signala. Po zadnjem centrifugiranju smo
celice resuspendirali v ustrezni koli¢ini pufra DPBS, ki je zadoS¢ala za meritev v triplikatu
in jih prenesli na ¢rno plosco s 96 jamicami (Greiner Bio-One). Pred dodatkom celic v jamice
smo jih temeljito premesali, da je bilo Stevilo celic v vseh jamicah primerljivo. Vse meritve
so bile izvedene pri 25-27 °C. Poskusi so bili izvedeni v duplikatu oz. triplikatu in vsaj v

treh ponovitvah.

Meritve

Vse meritve smo opravili na Citalniku mikrotitrnih plos¢ Mithras LB 942 (Berthold
Technologies). Avtomatski injektor smo pred in po meritvah ustrezno odistili z raztopino
70-odstotnega etanola, 100-odstotnega etanola in 2 M NaOH. Pri meritvah znotrajceli¢nega
Ca?* smo v jamice mikrotitrnih plos¢ dodali 180 pL prej pripravljene suspenzije celic. V
jamico smo nato s pomodcjo avtomatskega injektorja injicirali 20 pL raztopine grelina
(Bachem) v konéni koncentraciji 500 nM. V poskusih smo najprej 40 sekund zajemali
fluorescenéni signal ozadja (bazalna vrednost). Nato smo z avtomatskim injektorjem
injicirali grelin, ¢emur je sledilo stresanje mikrotitrne plos¢e za 1 sekundo. Nato smo
naslednjih 60 sekund spremljali razmerje signalov. Na zacetku vsakega poskusa smo posneli
avtofluorescenco (signal celic, ki jih nismo obarvali z indikatorjem), ki smo ga odsteli od

dobljenega rezultata.

Rezultate meritev smo analizirali s pomoc¢jo programov Excel in Graph Pad Prism 6.0.
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4. REZULTATI

4.1. Doloc¢anje prisotnosti receptorja GHSR-1a in encima GOAT z
metodo prenosa western in imunodetekcijo

4.1.1. Detekcija receptorja GHS-R-1a

S pomocjo metode izboljSane kemiluminiscence smo v G:Box napravi lahko posneli slike
membrane, Kkjer so se vezala primarna protitelesa proti GHS-R1a in Kjer je potekla reakcija
s hrenovo peroksidazo. Na slikah 2, 3 in 4 so prikazani posamezni vzorci lizatov
pripravljenih na razli¢ne nacine in lizat miSjega diencefalona, ki je sluzil kot pozitivna
kontrola. Uporabljena primarna protitelesa proti receptorju GHS-R1a se veZejo na receptor
na priblizni razdalji, ki ustreza molekulski masi receptorja GHS-R1a in to je pri priblizno 40

kDA. Molekulski standardi so prikazani na desni strani.

Na vseh slikah je opazna izrazita lisa receptorja na razdalji 40 KDA le pri vzorcu lizata
misjega diencefalona. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili tudi celice HEK, ki izrazajo
receptor GHS-R1a, vendar prisotnosti receptorja z metodo prenosa western in
imunodetekcijo nismo dokazati (slika 3). Celoten postopek smo veckrat ponovili in dobili
ponovljive rezultate. Prav tako s to metodo receptorja nismo mogli dokazati na celi¢ni liniji

HaCaT, ne glede na metodo priprave lizatov (Slika 2, 4).

188 kDA

98 kDA

—— 50 kDA

= 36 kDA

Misji HaCaT
diencefalon

Slika 2: Membrana z vezanimi protitelesi proti GHS-R1a na vzorce miSjega diencefalona in celi¢nega

lizata HaCat pridobljenega z daljSo izpostavljenostjo tripsinu.
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Na sliki 2 je pri lizatu misjega diencefalona vidna mocna lisa, ki prikazuje receptor GHS-
R1a pri priblizno 40 kDa. Dodatno se pri ve¢jih molekulskih masah pojavijo Se tri lise. Pri
razdalji med 80-90 kDa bi lahko lise predstavljale mozna dimera GHS-Rla in GHS-
R1a/GHS-R1b. Lisa pri priblizno 150 kDa najverjetneje predstavlja trimer receptorja ali
dimer z neznanim proteinom. Za razliko od lizata miSjega diencefalona, pri lizatu celic

HaCat, ki smo ga pripravili z daljsim postopkom tripsinizacije, ni opaznih lis receptorja.

188 kDA

98 kDA

50 kDA

HEK 293 HEK 293 Misji
GHS-R1 GHS-Rla  diencefalon
(tripsin) (strganje)

Slika 3: Membrana z vezanimi protitelesi proti GHS-R1a na vzorce miSjega diencefalona in celi¢nih
lizatov HEK 293 GHS-R1a

Na sliki 3 je prikazana membrana z nanosi lizatov celic HEK 293 GHS-R1a, pri katerih pa
lisa pri molekulski masi 40 kDA ni opazna. Rahla lisa, ki sovpada z liso pri lizatu mi§jega
diencefalona se pojavi le pri priblizno 80 kDa. Pri lizatu, ki smo ga pridobili s procesom

tripsinizacije, je ta lisa moc¢nejsa kot pri lizatu, ki smo ga pridobili s tehniko strganja.
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Slika 4: Membrana z vezanimi protitelesi proti GHS-R1a na vzorce misjega diencefalona in celi¢nega

lizata HaCat pripravljenega s strganjem in kraj§im ¢asom izpostavljenosti tripsinu.

Na sliki 4 so prikazani rezultati prenosa western za celi¢ne lizate HaCaT, ki smo jih pripravili
s strganjem celic in krajSo izpostavitvijo tripsinu. Tudi S tema procesoma priprave celicnega
lizata na membrani nismo detektirali jasne lise, ki bi oznacevala prisotnost receptorja. Rahla
lisa pri 40 kDA, ki je vidna pri HaCatT lizatu, pridobljenem s strganjem, se pri ponovnih

izvedbah poskusov ni pojavila.

4.1.2. Detekcija encima GOAT

Membrano, na kateri so bili preneseni proteini iz celi¢nih lizatov in misjega diencefalona,
smo po postopku detekcije receptorja GHS-R1a odistili vezanih protiteles in ponovili
postopek s protitelesi proti encimu GOAT. Na slikah 5, 6 in 7 je tako prikazana enaka
membrana z drugimi primarnimi protitelesi kot na slikah 2, 3 in 4, Uporabili smo enaka
sekundarna protitelesa kot pri detekciji receptorja GHS-R1a in enak postopek meritve

kemiluminiscence.
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Ponovno se je pokazalo, da se encim GOAT zanesljivo izraza le v tkivu moZganskega
diencefalona. Pri lizatih celi¢nih linij HEK 293 GHS-R1a in HaCaT se lisa na razdalji 50
kDa namre¢ ni prikazala. Tako za celi¢ni liniji HEK 293 GHS-R1a in HaCat prisotnosti
encima GOAT na proteinskem nivoju nismo potrdili. Zelo rahla lisa se pojavi na mestu
moznega dimera encima na razdalji priblizno 100 kDa pri celicah HEK 293 GHS-R1a,
pridobljenih s strganjem in celicah HaCaT, ki so bile tripsinu izpostavljene krajsi Cas.

Prisotnosti receptorja v dimerni obliki pa s ponovitvami poskusa nismo potrdili.

— 08 kDA
— (4 kDA
50 kDA
— 36 kDA
Misji HaCaT
diencefalon

Slika 5: Membrana z vezanimi protitelesi proti GOAT na vzorce miSjega diencefalona in celi¢nega lizata
HaCat pridobljenega z daljSo izpostavljenostjo tripsinu.

Na sliki 5 je prikazana membrana z nanosi tkiva mozganskega diencefalona in lizata celic
HaCaT, ki je bil pridobljen z daljsSim postopkom tripsinizacije. Lisa, ki oznacuje lokacijo
encima GOAT, je vidna le pri tkivu misjega diencefalona. Pri celi¢cnem lizatu celic HaCat se

protitelesa niso vezala na podrocje, kjer naj bi se nahajal encim.
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Slika 6: Membrana z vezanimi protitelesi proti GOAT na vzorce miSjega diencefalona in celi¢nih lizatov
HEK 293 GHS-R1a.

Na sliki 6 sta prikazana lizata celic HEK 293 GHS-R1a, pridobljena na razli¢ne nacine in
pozitivna kontrola lizat celic tkiva misjega diencefalona. Tudi pri celicah HEK 293 GHS-
Rla lisa, ki oznacuje lokacijo encima, ni opazna. Rahla lisa se pojavi na priblizni razdalji
100 kDA pri celicah HEK 293 GHS-R1a, pridobljenih s postopkom strganja, vendar ta lisa
pri nadaljnjih ponovitvah poskusov ni bila opazna. Ker lise in posledi¢no prisotnosti encima
GOAT na lizatih celi¢ne linije HEK 293 GHS-R1a nismo dokazali, nam te celice niso sluZile

kot pozitivna kontrola.
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Slika 7: Membrana z vezanimi protitelesi proti GOAT na vzorce miSjega diencefalona in celi¢nih lizatov
HaCat pridobljenih s strganjem in s kraj$o izpostavljenostjo tripsinu.

Sliki, kjer sta prikazana lizata celic HaCaT pridobljena z druga¢nim postopkom, se ne
razlikujeta od celi¢nega lizata na sliki 5. Podobno tudi tukaj prisotnosti encima GOAT na
celi¢ni liniji nismo dokazali, saj ni opaznih lis na razdalji 50 kDa, kjer naj bi se nahajal

encim.
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4.2. Merjenje koncentracije Ca2*v citosolu

Merjenje porasta sekundarnega sporoéevalca Ca®* znotraj celice po dodatku agonista nam
poda neposredno informacijo o aktivaciji receptorja. Koncentracijo Ca?* po dodatku agonista
grelina smo pomerili na celi¢nih linijah HaCaT in HEK 293 GHS-R1a. Celi¢na linija HEK
293 GHS-R1a nam je sluzila kot pozitivna kontrola.

Pri poskusu smo merili porast v razmerju signalov F340/380, ki je merilo za koncentracijo
znotrajceli¢nega Ca?*. Za vzbujanje indikatorja Fura-2 AM smo uporabili valovni dolzini
340 nm (F340 — indikator Fura-2 AM vezan s Ca?*) in 380 nm (F380 — prosti indikator Fura-
2 AM). Oba emisijska fluorescen¢na signala F340 in F380 smo zajeli pri valovni dolZini 510
nm. Zajeta fluorescenca pri 510 nm po vzbujenem indikatorju Fura-2 AM pri 340 nm je
intenziteta fluorescencnega signala indikatorja Fura-2 AM, vezanega s Ca?*. Mo¢nejsi signal
pomeni nara$¢anje koncentracije Ca®" v citosolu. Zajeta fluorescenca pri 510 nm po
vzbujenem indikatorju Fura-2 AM pri 380 nm je intenziteta fluorescen¢nega signala prostega
indikatorja Fura-2 AM. Povisano razmerje med F340 in F380 pomeni narascanje

koncentracije znotrajceliénega Ca?*.

Casovni potek poskusa prikazuje slika 8. Posamezna meritev je trajala 100 sekund, pri ¢emer
je v 40. sekundi prislo do vbrizga raztopine grelina v kon¢ni koncentraciji 500 nm k celicam.
V prvih 40 sekundah meritve smo dolocili bazalni odziv obarvanih celic, ki smo ga normirali

na 1, in glede na to vrednost prikazali spremembo v razmerju signala

Izmerjene vrednosti signala obarvanih celic smo v programu Microsoft Excel odsteli od
signala neobarvanih celic iste koncentracije. Graf smo narisali v programu Graph Pad Prism
6.0.

Iz rezultatov, prikazanih na sliki 8 smo potrdili izsledke prejs$njih poskusov, in sicer, da
prisotnosti receptorja na celicah HaCaT ne moremo potrditi. Potrdili pa smo, da pride do
aktivacije receptorja na kontrolni celi¢ni liniji HEK 293 GHS-R1a, torej se receptor izraza
na proteinskem nivoju, vendar v izjemno majhni meri, da ga z metodo prenosa western in

imunodetekcije nismo detektirali.
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Slika 8: Porast koncentracije znotrajceli¢énega Ca2+ po dodatku grelina k celicam HaCat in HEK 293
GHS-R1a

Na sliki je prikazan graf, ki prikazuje razmerje signalov F340/F380 glede na pretecen cas
tekom poskusa. Pri celicah HEK 293 GHS-R1a je opazno znaéilno poviSanje vrednosti
razmerja ob dodatku agonista receptorja. Iz povisanja signala lahko sklepamo, da se na
celicah HEK 293 GHS-R1a receptor definitivno izraza in nam lahko sluzijo kot pozitivna
kontrola. Iz poskusa je razvidno, da do porasta znotrajceli¢nega Ca?" pri celi¢ni liniji HaCaT
ni prislo in tako obstoja receptorja ne moremo potrditi. Na grafu so prikazane meritve treh

lo¢enih poskusov, pri éemer so bili poskusi vsaki¢ opravljeni v triplikatih za oba tipa celic.
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5. RAZPRAVA

Grelin od svojega odkritja naprej do danes ostaja predmet velikega Stevila raziskav. Vlogi
grelina kot hormona, ki spodbuja izlo¢anje rastnega hormona, so se tekom let pridruzile
mnoge druge in ga uvrstile med pomembne mediatorje vpletene v delovanje ¢loveskega
organizma. Grelin sodeluje v velikem Stevilu fizioloSkih procesov, kjer svoje ucinke v
najvecji meri izraza preko delovanja na receptor GHS-R1a. Med njegove najbolj znane in
raziskane funkcije pristevamo njegovo delovanje v hipotalamusu, kjer spodbuja vnos hrane
in pridobivanje telesne teze. Prav tako koncentracija grelina v telesu sovpada s stanjem
prehranjenosti organizma, kar potrjuje njegovo vpletenost v energijski metabolni zanki in

povezavo med telesno tezo ter ostalimi procesi v organizmu (84).

Povisana telesna masa je dejavnik tveganja za bolezni kot so sladkorna bolezen tipa 2, rak
in metabolni sindrom. Pri debelosti pride v telesu do pro-vnetnega stanja, ki ga povezujejo
tudi z nastankom in/ali poslabsanjem nekaterih kroni¢nih vnetnih bolezni koze, kot je
luskavica (85). Do sedaj delovanje grelina in njegovo vpletenost v vnetne procese pri koznih
boleznih $e niso dokazali. Ceprav ima grelin dokazano protivnetno delovanje na celice
imunskega sistema (35), se poraja vprasanje o njegovem mehanizmu delovanja na celice
koze, ki jih v najve¢ji meri predstavljajo keratinociti. Le-ti so neposredno udeleZeni pri

obrambni funkciji koze in pri zagonu vnetnih procesov ob porusenju homeostaze koze (67).

Na Fakulteti za farmacijo so v lanskem letu dokazali obstoj MRNA za receptor GHS-R1a in
encim GOAT, ki je odgovoren za pretvorbo grelina v aktivno obliko v celi¢ni liniji HaCaT
(81) Gre za trajno celicno linijo epitelijskih celic odrasle koze, ki imajo lastnosti
diferenciacije in oponasajo normalno keratinizacijo (82). V diplomskem delu so dokazali
obstoj mMRNA zapisa za receptor in GOAT po imunski aktivaciji celic HaCaT in po

stimulaciji z grelinom, kar pa ne poda celovite informacije o izrazanju receptorja in encima
GOAT.

V magistrskem delu smo si za nalogo zadali nalogo dokazati obstoj encima GOAT in
receptorja GHS-R 1a na proteinskem nivoju s pomocjo metod elektroforeze, prenosa western
in detekcije z metodo izboljSane kemiluminiscence. Samo aktivacijo in funkcionalnost
receptorja smo nato poskusali dokazati preko meritev porasta koncentracije znotrajceli¢nega

kalcija.
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Pred izvedbo prvih poskusov s postopkom elektroforeze in prenosa western smo in vitro
gojili celi¢ni liniji HaCaT in HEK 293 GHS-R1a. Celice HaCaT pristevamo med celice
adherentnega tipa, ki jih je ob subkultivaciji tezje odstraniti s podlage, zato smo se posluzili
razli¢nih nacinov subkultivacije in priprave lizatov. Pri tripsinizaciji celic HaCaT smo
uporabili ve¢kratno spiranje s PBS + EDTA, saj EDTA kompleksira Ca?* ione v mediju, Ki
so pomembni za pravilno delovanje adhezijskih molekul (kadherini, integrini, selektini) v
celi¢nih kulturah. Lizate celic obeh linij smo pridobili s postopkom tripsinizacije ali s
postopkom strganja celic. Postopek strganja celic smo uporabili, ker tripsin kot proteaza
lahko poskoduje membranske proteine, med katere priStevamo oba iskana proteina (receptor
GHS-Rla in GOAT). Dodatno smo pripravili lizat obeh celi¢nih linij z metodo
membranskega frakcioniranja, da bi dobili koncentrat proteinov iz membranske frakcije.
Pripravljene lizate smo nato nanesli na prej pripravljen gel in po navodilih proizvajalca
izvedli postopka elektroforeze ter prenosa western. Izvedli smo podzvrst gelske
elektroforeze - SDS-PAGE (poliakrilamindna gelska elektroforeza) pri kateri natrijev
dodecil sulfat, SDS, (iz angl. sodium dodecyl sulfate) s svojim delovanjem kot anionska
povrsinsko aktivna snov povzro¢i denaturacijo proteinov in jih spremeni v linearno
enakomerno nabito molekulo. To povzroci, da se proteini v prisotnosti elektriénega polja po
gelu premikajo sorazmerno s svojo molekulsko maso, kar omogoca njihovo locitev po
velikosti (86). Elektroforezo smo izvedli pri konstantni napetosti, da bi prepreéili
pregrevanje gela, do katerega pride pri konstantnem toku. Postopku elektroforeze je sledil

prenos po westernu in inkubacija z ustreznimi protitelesi.

Na slikah 2—4 so prikazane membrane po inkubaciji s protitelesi proti receptorju GHS-R1a
in na slikah 5-7 prikaz membrane po inkubaciji s primarnimi protitelesi proti encimu
GOAT. Pri obeh postopkih sta lisi, ki oznacujeta receptor GHS-R1a in encim GOAT vidni
le pri pozitivni kontroli lizatu tkiva mi§jega diencefalona. Odsotnost lise za receptor GHS-
Rla pri celicah HEK, ki naj bi trajno izrazale receptor in so nam pravzaprav sluzile kot
dodatna pozitivna kontrola, je bila nepri¢akovana. Iz rezultatov je razvidno, da so
uporabljena primarna protitelesa, ki so validirana za uporabo pri postopku prenosa po
westernu in za detekcijo misje in ¢loveske izoforme receptorja ustrezna, saj so dala pozitiven

rezultat pri tkivu mi§jega diencefalona.
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Da bi preverili, ali je do odsotnosti lis prislo zaradi premajhne koncentracije primarnih
protiteles, smo poskus ponovili s trikrat vi§jo koncentracijo, ki pa je dala enake rezultate.
Enake rezultate smo dobili tudi pri lizatih, ki smo jih pridobili z metodo membranskega
frakcioniranja. Dodatna mozZnost, zakaj bi lahko prislo do odsotnosti lise, je bila ta, da smo
nanesli premajhno koli¢ino lizata na gel. Ce se namre¢ protein v celici izraza v zelo majhni
koli¢ini, je mozno, da ga s to metodo ne moremo detektirati, kljub temu da smo uporabili
metodo izbolj$ane kemiluminiscence, ki omogoca detekcijo v femtogramskem obmocdju. Za
razjasnitev moznega vzroka smo zato poskus ponovili tako, da lizatov pred nanosom na gel
nismo razred¢ili v PBS pufru. Ponovno smo dobili podobne rezultate, in sicer smo prisotnost
receptorja GHS-R1a in encima GOAT nedvoumno dokazali le v lizatu misjega diencefalona.
Pri pripravi lizata mi§jega diencefalona smo uporabili enak lizirni pufer (RIPA pufer) kot pri
pripravi celi¢nih lizatov HaCaT in HEK 293 GHS-R1a. To pomeni, da sestava pufra ni
pomembno vplivala na konformacijo obeh proteinov, ¢eprav je iz literature razvidno, da
sestavina RIPA pufra Triton X-100 ni primerna za izolacijo encima (42). V prvem delu
naloge tako po opravljenem delu in kljub modifikaciji metod ne moremo zanesljivo potrditi
prisotnost encima GOAT in receptorja GHS-R1a v celicah HaCaT in HEK 293 GHS-R1a.
Mozni razlagi sta, da se v celicah HEK, kljub nastanku mRNA na proteinskem nivoju,
receptor in encim ne izrazata oziroma, da se izrazata v tako majhni koli¢ini, da njunega

obstoja s to metodo ne moremo potrditi.

V drugem delu naloge smo prisotnost in aktivacijo receptorja na celicah HaCaT in HEK 293
GHS-R1a preverili z meritvami znotrajceli¢nega Ca®*. Koncentracijo Ca?* znotraj celice in
njegovo spreminjaje ob stimulaciji z agonistom je moZno spremljati v realnem casu s
pomocjo ustreznega indikatorja med katere priStevamo tudi Furo-2 AM (83). Gre za bolj
obcutljivo metodo, kot smo jih uporabili v prvem delu naloge, saj se signal znotraj celice po
aktivaciji receptorja preko aktivacije sekundarnih sporocevalcev in efektorskih molekul
pomnozi. S tem, ko smo celice obarvali z barvilom Fura-2 AM, smo lahko iz razmerja
signalov prostega indikatorja Fura-2 AM in indikatorja vezanega s kalcijem izmerili porast
kalcija znotraj celice, ki sovpada z aktivacijo receptorja. 1z slike 8 je razvidno, da celice
HEK 293 GHS-R 1a receptor res izrazajo, saj razmerje signalov po dodatku grelina naraste
na ve¢ kot dvakratno vrednost. Uporabili smo enake celice (visje pasaze), kar pomeni, da
metode, ki smo jih uporabili v prvem delu naloge niso bile dovolj obcutljive za dolocanje

prisotnosti receptorja na celicah.
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Med moznimi vzroki tako ostaneta nezadostna afiniteta primarnih protiteles, ki vezejo na
GHS-R1a ali premajhno izrazanje receptorja v celicah. Meritve so pokazale, da se pri celicah
HaCaT v primerjavi s celicami HEK 293 GHS-Rla ni povecala koncentracija
znotrajceli¢nega Ca?*, saj ni prislo do porasta v razmerju signalov fluorescence pri razliénih

ekscitacijskih valovnih dolzinah.

Rezultati drugega dela magistrske naloge so pokazali, da v celi¢ni liniji HaCaT do aktivacije
receptorje, ki vodi v pove¢ano koncentracijo znotrajceliénega Ca®* ne pride. Prav tako v
prvem delu poskusa nismo potrdili prisotnosti encima GOAT v celicah. Rezultati se s
predhodno dobljenimi rezultati izrazanja mRNA ne ujemajo. Pri nasem delu smo preucevali
celi¢no linijo, ki smo jo gojili pod standardnimi in vitro pogoji, medtem ko so izrazanje
mRNA preucevali pri S TNF-a imunsko aktivirani celi¢ni liniji HaCaT, ki so jo predhodno
dodatno inkubirali z grelinom (81). Imunska aktivacija celic naj bi sluzila kot model
luskavice in drugih vnetnih koznih bolezni. Potrebno je torej lociti rezultate, pridobljene pri
patoloskih pogojih in pri pogojih, ki oponasajo normalno fiziolosko stanje, saj lahko v
celicah izpostavljenim vnetnim pogojem pride do izrazanja proteinov, ki drugace niso

prisotni (71).

V nasi nalogi smo preucili moznost vpliva oktainoiliranega grelina na model keratinocitnih
celic preko delovanja na svoj receptor in sprozitve porasta sekundarnega prenasalca Ca?*.
Pri tem je potrebno v zakup vzeti vse mozne pomanjkljivosti zastavljenega poskusa. Poskus
smo izvedli na celi¢ni liniji HaCaT, ki sicer predstavlja zadovoljivo dober model trajne
celi¢ne linije keratinocitov, vendar ima svoje pomanjkljivosti kot so na primer spremembe
v genskem zapisu v primerjavi s primarnimi linijami keratinocitov (83). Prav tako se v trajni
celiéni liniji HaCaT izraZanje celi¢nih proteinov in genski zapis spreminjata tekom visjih
pasaz (83). V eksperimentalnem delu smo preucili sSamo prisotnost receptorja GHS-R1a, ne
pa tudi prisotnosti podtipa receptorja GHS-R1b in nismo ovrednotili ostalih moznih vplivov
delovanja grelina na celi¢no linijo HaCaT. V zadnjem ¢asu so odkrili, da grelin izvaja svoje
u¢inke na nekatere celice v ¢loveskem organizmu tudi, ¢e te ne izrazajo receptorja GHS-
R1a. To potrjuje obstoj drugih 'alternativnih' receptorjev za grelin, ki pa zaenkrat Se niso
identificirani in ovrednoteni (49). Delovanje receptorja GHS-R1a smo v drugem delu naloge
preuéili s pomocjo meritev porasta znotrajceli¢nega Ca®*, pri tem pa je pomembno dejstvo,
da je Ca" le eden izmed mnogih sekundarnih sporoéevalcev znotraj celice in da so za GHS-

R1a odkrite razli¢ne moznosti aktivacije signalnih poti znotraj celice.
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Tako se ob vezavi agonista grelina na receptor v nekaterih celicah aktivirajo Se druge
signalne poti kot na primer STAT3 signalna pot, mTor signalna pot in ostale (35). Aktivacija

razli¢nih signalnih poti nato vodi v razli¢ne ucinke, ki jih grelin lahko izvaja v celici.

Rezultati, ki smo jih pridobili v magistrski nalogi, nam omogocajo pripravo nacrtov za delo
v prihodnje. Glede na to, da receptorja za grelin na celi¢ni liniji HaCaT nismo dokazali,
bomo poskuse ponovili Se na primarni celicni liniji keratinocitov, ki izkazuje vecjo
podobnost s tkivom koze, a ima Zal ¢asovno omejeno obdobje vzgoje in vitro. Dodatno se
lahko izrazanje receptorja preuci po imunski aktivaciji celic in samo delovanje receptorja

preko drugih moznih signalnih poti znotraj celice.

Preucevanje vpletenosti oreksigenega hormona grelina v vnetne procese v kozi je Se v
zadetnih stadijih. Ceprav gre za hormon, ki svoje udinke izvaja v skoraj vseh tkivih, se za
namene farmakoloSkega poseganja v njegovo delovanje proucuje predvsem njegov vpliv na
pridobivanje telesne mase. Pri tem se v luci njegove oreksigene funkcije pogosto zanemari
njegove protivnetne in antioksidativne ucinke v telesu. Znano je, da metabolni status
organizma vpliva na potek tako fizioloskih kot patoloskih procesov v telesu in da poviSana
telesna masa povzro¢i provnetno stanje v telesu. 1z tega lahko predvidimo, da so v procese
vnetja vpletene vse telesu lastne molekule, ki so vpete v metabolno hormonsko zanko. Ena
izmed teh je tudi hormon grelin. Ker gre pri kroni¢nih vnetnih boleznih za zapletena stanja,
ki imajo pogosto ve¢ vzrokov, je skoraj nemogoce dolo¢iti eno farmakolosko tarco, ki bi bila
primerna za zdravljenje bolezni. S tem, ko skuSamo identificirati in razjasniti nacin
delovanja posameznih udelezencev v patoloskih procesih pa kljub vsemu pripomoremo k
sploSnemu razumevanju vzro¢no-posledi¢nega poteka in vzrokov za poslabSanje bolezni.
Vsekakor grelin ostaja zanimiv hormon, ki bi lahko pojasnil izboljSanje poteka bolezni
luskavice ob izgubi telesne mase oziroma ob zmanj$anem vnosu hrane. Ali gre pri tem za
njegovo neposredno delovanje na celice keratinocitov ali posredno protivnetno delovanje na

celice imunskega sistema pa zaenkrat ostaja neznanka.
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6. Sklepi

V magistrski nalogi smo v dveh loGenih delih preverjali obstoj grelinskega receptorja GHS-
R1ain v prvem delu tudi obstoj encima GOAT, ki pretvarja grelin v aktivno obliko, v celi¢ni
liniji HaCaT. V prvem delu naloge smo z razli¢nimi prilagoditvami uporabljenih metod
skusSali potrditi izrazanje receptorja, medtem ko smo v drugem delu z bolj obcutljivo metodo

meritev znotrajceli¢nega kalcija skusali dokazati funkcionalnost receptorja.

Obstoja receptorja in encima v prvem in aktivacije receptorja v drugem delu naloge na
modelu keratinocitne linije nismo dokazali kar pa ne izkljuCuje vpletenosti grelina v

kroni¢ne vnetne procese v kozi.

Z uporabljenimi metodami v prvem delu naloge nismo uspeli potrditi prisotnosti encima
GOAT na celi¢ni liniji HaCaT, kar je lahko posledica slabSe obcutljivosti metode, s katero

nismo uspeli potrditi niti prisotnosti receptorja GHS-R1a na celi¢ni liniji, ki ga trajno izraza.
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8. Dodatek

Priloga |

8.1.Kemikalije in oprema

Abcam

Cambridge, Velika Britanija

AddexBio

San Diego, Kalifornija, ZDA

Amersham (GE Healthcare
Lifesciences)

Little Chalfont, Buckinghamshire, Velika Britanija

Bachem

Bubdendorf, Svica

Berthold Technologies

Bad Wildbad, Nemcija

BioRad

Hercules, Kalifornija, ZDA

Cell signalling technology

Danvers, Massachusetts, ZDA

Eppendorf Hamburg, Nemcija
EZBiolab Carmel, ZDA
Gibco BRL Carlsbad, Kalifornija, ZDA

GraphPad Prism 6.0 Software

San Diego, Kalifornija, ZDA

Greiner Bio-One

Frickenhausen, Nemcija

Merck

Darmstadt, Nemc¢ija

Merck Millipore

Darmnstadt, Nemcija

Molecular Probes

Eugene, Oregon, ZDA

Sigma Aldrich St. Louis, Missouri, ZDA
Syngene Cambridge, Velika Britanija
ThermoFisher Scientific Waltham, Massachusetts, ZDA
Tecan Ménnedorf, Svica

TPP Trasadingen, Svica
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