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1. Uvod

Proteini su gradeni od dugackih lanaca aminokiselina koje su povezane peptidnim vezama.
Specificne karakteristike proteina ovise o vrsti i rasporedu aminokiselina u molekuli proteina
(Guyton i Hall 2017). Protein—protein interakcije imaju kljuénu ulogu u temeljnim procesima u
zivim stanicama (Peng i sur. 2017). Dipeptidil-peptidaza 111 (DPP I11) je aminopeptidaza ovisna
0 cinku i predstavnik porodice M49 metalopeptidaza. DPP |1l (Prajapati i Chauhan 2011) prvi
put je opisana u govedoj hipofizi (Abrami¢ i sur 1988), a kasnije je otkriveno da se nalazi i u
gotovo svim tkivima ¢ovjeka (Uhlén i sur. 2015). Analizom interaktoma humane DPP Il
otkriven je protein 3C koji sadrzi domenu SH2 (SH2D3C), potencijalni interaktor proteina DPP
[11. Protein DPP IIT ukljuéen je u regulaciju oksidacijskog stresa preko signalnog puta NRF2-—
KEAP1 (Motohashi i Yamamoto 2004), dok SH2D3C djeluje kao adaptorski protein koji
posreduje u signalnim putovima koji su ukljuceni u adheziju 1 migraciju stanica, organizaciju
tkiva i regulaciju imunosnog odgovora (Bateman i sur. 2021). Potencijalna uloga DPP 11—
SH2D3C interakcije jo$ uvijek je nepoznata, ali moguce je da ona predstavlja vezu izmedu

regulacije tih procesa i oksidacijskog stresa.

1.1. Proteini

Proteini su polimeri sastavljeni od dvadeset razli¢itth aminokiselina koje su medusobno
povezane peptidnim vezama (Berg i sur. 2013). Specifi¢nim slijedom aminokiselina odredena su
karakteristicna svojstva proteina. Aminokiselinski slijed jedinstven je za svaki protein i odreden
je redoslijedom nukleotida u genu. Medusobne interakcije sastavnih aminokiselina u proteinu
¢ine trodimenzionalnu konformaciju proteina. Razlikuju se Cetiri razine proteinske strukture.
Primarna je struktura slijed aminokiselina u lancu proteina. Sekundarna je struktura pravilni
lokalni raspored aminokiselina unutar odredene regije polipeptida, a dva najc¢esca tipa su a-
uzvojnica i B-nabrana ploc¢a (Cooper i Hausman 2004). Cjelokupni prostorni oblik polipeptidnog
lanca, koji nastaje kao posljedica medusobnih interakcija aminokiselina iz razli¢itih regija u
primarnom slijedu, naziva se tercijarnom strukturom (Berg i sur. 2013). Osnovne jedinice
tercijarne strukture proteina su kompaktne globularne strukture nazvane domenama. Mali
proteini sadrze jednu dok veéi proteini sadrze vise razliCitih domena. Kvaterna struktura se

sastoji od interakcija izmedu razli¢itih polipeptidnih lanaca u proteinima koji sadrzavaju vise od



jednog polipeptida (Cooper i Hausman 2004). Cetiri razine strukture proteina hemoglobina
prikazane su na Slici 1.

Primarna struktura / Lanac aminokiselina B-nabrana ploca

Tercijarna struktura

Kvaterna struktura Hemoglobin

Slika 1. Primarna, sekundarna, tercijarna i kvaterna struktura proteina hemoglobina (preuzeto i

prilagodeno prema Alhalmi i sur. 2020).

Proteini ¢ine slozenu i raznoliku skupinu makromolekula koja je prikladna za obavljanje
mnostva razli¢itih funkcija (Cooper i Hausman 2004). Djeluju kao Katalizatori, prenose i
pohranjuju ostale molekule, osiguravaju mehani¢ku potporu i imunosnu zastitu, provode gibanje,

prenose zivéane impulse te kontroliraju rast i diferencijaciju (Berg i sur. 2013).

1.2. Regulacija transkripcije

Transkripcija je proces sinteze RNA na DNA kao kalupu. Katalizira ju enzim RNA-polimeraza
(Berg i sur. 2013). Ekspresija gena primarno je regulirana na razini inicijacije transkripcije, ali i
tijekom elongacije. Transkripcija je u stanicama regulirana proteinima koji se specificno vezu za
regulatorne sljedove te moduliraju aktivnost RNA-polimeraze. Takoder modifikacija
kromatinske strukture ima ulogu u regulaciji transkripcije tako S§to ograniava raspoloZivost
DNA kao kalupa za transkripciju. U regulaciji transkripcije sudjeluju i cis-djelujuci regulatorni

sljedovi. Regulatorni sljedovi smjesteni vrlo daleko od pocetnog transkripcijskog mjesta nazivaju



se pojacivaci (engl. enhancers). Oni vezu transkripcijske faktore te im omogucuju regulaciju
RNA-polimeraze. Kada se transkripcijski regulatorni proteini vezu na pojacivace dolazi do
kontrole ekspresije gena tijekom rasta i diferencijacije stanica. Transkripcijski faktori imaju
sredis$nju ulogu u regulaciji transkripcije. Transkripcijski su faktori modularni proteini. Razlikuju
se transkripcijski aktivatori i transkripcijski represori. Transkripcijski se aktivatori vezu na
regulatorne sljedove DNA te poticu transkripciju. Sastoje se od dviju domena. Jedna domena
specificno vezuje DNA dok druga interakcijom protein-protein poti¢e transkripciju.
Transkripcijski aktivatori poticu transkripciju pomocéu dva mehanizma (Slika 2). U prvom
mehanizmu transkripcijski aktivatori reagiraju s posredniCkim proteinima te opcéim
transkripcijskim faktorima kako bi pridruzili RNA-polimerazu i time omogudili spajanje
transkripcijskog kompleksa na promotoru (Cooper i Hausman 2004). Promotor je slijed
nukleotida koji se nalazi odmah ispred inicijalnog gena, a prepoznaje ga enzim RNA-polimeraza
(Guyton i Hall 2017). Osim navedenog postoji i drugi mehanizam djelovanja transkripcijskih
aktivatora koji ukljuCuje djelovanje koaktivatora. U tom mehanizmu dolazi do interakcije
transkripcijskih aktivatora s koaktivatorima pri ¢emu se olakSava transkripcija zbog promjena u

strukturi kromatina (Cooper i Hausman 2004).

domena koja
se veZe na DNA

aktivacijska

‘ domena
interakcija s posrednikom | modificiranje
op¢im transkripcijskim kromatinske
faktorima strukture

Slika 2. Mehanizmi djelovanja transkripcijskih aktivatora (preuzeto i prilagodeno prema Cooper i
Hausman 2004).



Ekspresija gena u stanicama regulirana je kako aktivatorima tako i represorima transkripcije.
Transkripcijski se represori vezu na specifi¢ni slijed DNA te time sprje¢avaju transkripciju.
Postoji nekoliko mehanizama djelovanja transkripcijskih represora. Transkripcijski represori u
pojedinim slucajevima interferiraju vezanje drugih transkripcijskih faktora na DNA i time
sprjeCavaju transkripciju. U drugom se mehanizmu transkripcijski represori natjecu za vezno
mjesto na regulatornom slijedu s transkripcijskim aktivatorima (Slika 3). Njihovo vezanje na
promotor ili pojaciva¢ sprjeCava vezanje aktivatora te time dolazi do inhibicije transkripcije

(Cooper i Hausman 2004).

aktivator

Represor se natjece s aktivatorom
za vezanje na DNA.

represor

Slika 3. Mehanizam djelovanja transkripcijskog represora. Transkripcijski represor sprjecava vezanje
transkripcijskog aktivatora i time sprjeCava transkripciju (preuzeto i prilagodeno prema Cooper i
Hausman 2004).

Osim navedenih tipova transkripcijskih represora postoje i aktivni represori (Slika 4). Oni sadrze
karakteristicne funkcionalne domene koje sprjecavaju transkripciju interakcijama protein-

protein.



Represor se veze na DNA i sprjeCava
transkripciju interakcijom protein-
protein.

represorska
domena

domena koja
veZze DNA

Slika 4. Mehanizam djelovanja aktivnog represora (preuzeto i prilagodeno prema Cooper i Hausman
2004).

Takoder, oni su klju¢ni regulatori stani¢nog rasta i diferencijacije. Transkripcijski represori
mogu posredovati inhibiciju transkripcije u suradnji s korepresorima. Transkripcijski korepresori
sprjecavaju transkripciju tako $to mijenjaju strukturu kromatina. Modifikacije histona takoder
utjeCu na regulaciju transkripcije. Acetiliranje histona olakSava vezivanje transkripcijskih
faktora, a time i transkripciju. S druge strane mnogi transkripcijski korepresori djeluju kao
histonske deacetilaze. Nekodirajuée RNA takoder imaju ulogu u represiji transkripcije preko
promjena u strukturi kromatina. Naposljetku, transkripcija moze biti regulirana i metiliranjem
DNA. Citozinski ostaci DNA mogu se modificirati dodatkom metilne skupine ¢ime dolazi do
smanjenja transkripcije. Do smanjenja transkripcije dolazi zbog interferencije s vezanjem
transkripcijskih aktivatora te pridruzivanja transkripcijskih represora koji specificno vezu

metilacijom modificiranu DNA (Cooper i Hausman 2004).

1.3. Prijenos signala u stanici

Stanice moraju biti u stanju primati i1 obradivati signale izvan njihovih granica kako bi
odgovorile na promjene u svom neposrednom okruZenju. Stanice obi¢no primaju signale u
kemijskom obliku putem razli¢itih signalnih molekula (Scitable 2014). Postoji nekoliko koraka
prijenosa signala u stanicama. Prvi korak u prijenosu signala je otpuStanje prvog glasnika.
Razli¢iti tipovi podrazaja poti€u otpustanje signalnih molekula tj. prvih glasnika. Sljedeéi je
korak u prijenosu signala prihvat prvog glasnika. Signalne molekule ve¢inom ne ulaze u stanice.
Specifi¢ni proteini smjeSteni u stani¢noj membrani djeluju kao receptori te vezu signalne

molekule. Na taj se nacin informacije prenose iz okoliSa u stanicu. Receptori mogu pro¢i kroz
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staniénu membranu, a sastoje se od izvanstani¢nih i unutarstani¢nih dijelova. Izvanstani¢ni
dijelovi receptora sadrze vezno mijesto koje specificno veze signalne molekule (ligande,
agoniste). Vezanjem signalne molekule dolazi do promjene konformacije receptorskog proteina.
Korak koji slijedi je unutarstani¢ni prijenos poruke drugim glasnicima (Berg i sur. 2013). Nakon
Sto se signalna molekula veze na protein dolazi do nastanka niza biokemijskih reakcija unutar
stanice. PotiCe se sinteza drugih glasnika koji zapoc¢inju i koordiniraju signalne putove unutar
stanice (Scitable 2014). Neki od vaznijih drugih glasnika su ciklicki AMP (CAMP), cikli¢ki
GMP (cGMP), kalcijevi ioni, inozitol-1,4,5-trifosfat (IP3) te diacilglicerol (DAG). Sljedecéi je
korak aktivacija izvrsitelja koji izravno mijenjaju stani¢ni odgovor. Signalni putovi aktiviraju ili
inhibiraju crpke, enzime ili transkripcijske faktore, a oni neposredno nadziru metabolicke putove,
aktivaciju gena 1 brojne druge procese. Zavrsni je korak prijenosa signala u stanici zavrSetak
signala. Kako bi stanica mogla odgovoriti na nove signale iz okoliSa, prethodni se signalni proces
mora zavrSiti. Brojna su patoloSka stanja posljedica nepravilno zavrS§enog signalnog procesa.
Nastanak raka Cesto je povezan s nepravilno zavrSenim procesima prijenosa signala, osobito ako

se radi o procesima koji reguliraju rast stanica (Berg i sur. 2013).
1.4. Dipeptidil-peptidaza 111

1.4.1. Struktura dipeptidil-peptidaze 111

Dipeptidil-peptidaza III (DPP III) proCis¢ena iz tkiva sisavaca je monomerni protein ¢ija je
molekularna masa izmedu 82 i 84 kDa (Barrett i Chen 2013). DPP Il pripada klanu MA
metalopeptidaza. Klan MA je najbrojnija skupina metalopeptidaza koja je karakterizirana
katalitickim motivom HEXXH. DPP III pripada porodici M49 metalopeptidaza te, za razliku od
drugih metalopeptidaza, ima Kataliticki motiv HEXXGH. Aminokiselinski ostaci histidina iz
motiva HEXXGH zajedno s aminokiselinskim ostatkom glutamata iz motiva EEXRAED
koordiniraju vezanje cinkova iona (Barrett i Chen, 2013). DPP Ill (Slika 5) se sastoji od dvije
domene. Gornja je domena bogata a-uzvojnicama dok donju domenu ¢ine a-uzvojnice te B-
nabrane ploc¢e. Dvije su domene odvojene $irokim rascjepom koji ¢ini vezno mjesto za supstrat.
Povezane su petljom koja se proteze od donje domene. Kataliticki motivi HEXXGH 1
EEXRAED nalaze se na a-16 i a-18 uzvojnicama gornje domene (Prajapati i Chauhan 2011).
Vezno mjesto katalitickog iona cinka ¢ine aminokiselinski ostaci His-460 i His-465 iz motiva
HEXXGH te aminokiselinski ostatak Glu-508 iz motiva EEXRAE/D (Baral i sur. 2008).



Slika 5. Shematski prikaz strukture DPP I1l. Plavom je bojom prikazana gornja domena, donja domena je
obojena svijetlo ljubi¢astom bojom dok je petlja koja povezuje dvije domene obojena ruzi¢astom. Cinkov

ion prikazan je kao zuta kuglica (preuzeto i prilagodeno prema Baral i sur. 2008).

1.4.2. Uloga dipeptidil-peptidaze 111

Dipeptidil-peptidaza I11 (DPP I1I) predstavnik je porodice M49 metalopeptidaza. DPP 11l je
aminopeptidaza ovisna o cinku. Sekvencijalno cijepa dipeptide s N-kraja oligopeptida koji se
sastoje od 3 do 10 aminokiselina. DPP III je metalopeptidaza sa Sirokim spektrom supstrata
(Prajapati i Chauhan 2011). DPP III je pronadena u gotovo svim tkivima ¢ovjeka te se smatra da
ima ulogu u zavrS$noj fazi katabolizma proteina. Njene bioloske uloge jo§ nisu do kraja
razjaSnjene, ali smatra se da bi mogla biti uklju¢ena u regulaciju krvnog tlaka i boli jer cijepa
neke bioaktivne peptide in vitro. Jedan od bioaktivnih peptida koji su supstrati DPP IlI je
angiotenzin. Angiotenzini su klju¢ni peptidi u renin-angiotenzin sustavu i imaju jaka vazoaktivna
svojstva. Visoka aktivnost DPP III u krvnoj plazmi uklanja angiotenzine $to vjerojatno uzrokuje
snizavanje krvnog tlaka. Takoder moguce je da DPP III djeluje inhibiraju¢e na angiotenzin-
konvertiraju¢i enzim ¢ime se smanjuje razina angiotenzina te se dodatno snizava krvni tlak. S
druge strane djelovanje DPP Il1 na hemopresin mozda uzrokuje povisenje krvnog tlaka (Prajapati
i Chauhan 2011). Osim utjecaja na modulaciju krvnog tlaka, smatra se da DPP 11l djeluje i na

modulaciju boli. Enkefalini su prirodne morfiju nalik tvari. Vezivanjem na opioidne receptore



inhibiraju osjet boli. Zbog svoje sposobnosti da pri fizioloskoj vrijednosti pH hidrolizira
enkefaline, smatra se da DPP 11l sudjeluje u modulaciji boli (Prajapati i Chauhan 2011). DPP 111
sudjeluje i u razvoju patoloskih stanja poput raka. Poveéana aktivnost DPP III primije¢ena je u
malignim tkivima endometrija i jajnika. Usporedbom aktivnosti DPP 111 u normalnim i malignim
tkivima endometrija i jajnika, dokazano je znatno povecanje razine DPP 111 u malignim tkivima
(Simaga i sur. 1998). Transformacija tkiva jajnika iz benignog u maligno takoder je praéena
poveéanom aktivnoséu DPP III (Simaga i sur. 2003). DPP Il je ukljuéen i u regulaciju
oksidacijskog stresa preko signalnog puta NRF2—-KEAP1 (Hast i sur. 2013; Lu i sur. 2017).

1.5. SH2D3C

1.5.1. Struktura proteina SH2D3C

Protein SH2D3C, kao i proteini NSP1 i BCARS, pripada porodici proteina NSP. Sva tri proteina
imaju zajednicku strukturu. Prikaz rasporeda domena u proteinu SH2D3C nalazi se na Slici 6. N-
kraj sva tri proteina promjenjive je duljine. Domena koja slijedi nakon N-kraja je SH2 domena
(engl. Src Homology 2) (Wallez i sur. 2012). SH2 domena veze aktivirane receptorske tirozinske
kinaze poput proteina iz porodica ERBB i EPH (Vervoort i sur. 2007). Nakon SH2 domene
slijedi prolin/serin-bogata domena. Ova domena sadrzi vezna mjesta za proteine koji sadrze SH3
domenu. Razlikuje se za sve ¢lanove NSP porodice proteina pa se pretpostavlja da svaki ¢lan ima
razliCite partnere za vezanje. Slijedi velika domena na C-kraju koja je kljucna za interakciju
¢lanova porodice NSP proteina s Clanovima porodice CAS. Sekvenca ove domene slicna je
CDC25 homolognoj domeni, odnosno domeni sliénoj RasGEF domeni iz proteina koji aktiviraju
Ras GTP-aze. Strukturnom analizom te domene utvrdeno je da se, za razliku od domena u
aktivnim RasGEF proteinima, ova domena u proteinima iz porodice NSP nalazi u zatvorenoj
konformaciji te je zbog toga kataliticki inaktivna (Mace i sur. 2011). Takoder su pronadena
mnoga fosforilacijska mjesta, ve¢inom na N-kraju sva tri proteina u normalnim, ali i stanicama
raka. Pretpostavlja se da su tirozin-fosforilirani motivi posljedica aktivnosti SRC, ABL i
receptorskih tirozin kinaza. Moguce je da ti motivi sluZe kao vezna mjesta za proteine koji sadrze
SH2 ili PTB domene. ABL kinaza moguc¢e veze SH2 domenu proteina SH2D3C. N-kraj i prolin/
serin bogata domena proteina iz NSP porodice sadrze mnoge serin/treonin-prolin motive koji

mogu biti fosforilirani kinazama koje ciljaju prolin poput ERK kinaze. U pocetku su



identificirane tri izoforme proteina SH2D3C, dvije krace koje sadrze 702 i 703 aminokiseline te
duza izoforma koja sadrzi 860 aminokiselina (Wallez i sur. 2012).

H HER !
NSP3 SH2 P/S cbc2s-h ] 860
SH2 | PIS cbc2sn | 705

Slika 6. Raspored domena u proteinu SH2D3C (NSP3). Prikazane su domene u duzoj (860) i dvije krace
izoforme (703,702). Prikazane su SH2, prolin/serin-bogata domena (P/S) i CDC25 homologna domena. Y

i S su foforilacijska mjesta na tirozinu, odnosno serinu (preuzeto i prilagodeno prema Wallez i sur. 2012).

Danas je poznato da je u stanicama eksprimirano 6 razliitih izoformi proteina SH2D3C
(Bateman i sur. 2021) koje se razlikuju u N-kraju. Sve, osim najkrace izoforme 3, sadrze SH2 i
CDC25-h, odnosno RasGEF-slicnu domenu te prolin/serin bogatu regiju izmedu njih, dok
izoforma 3 sadrzi samo RasGEF-slicnu domenu i dio prolin/serin bogate regije, ali ne sadrzi SH2

domenu (Bateman i sur. 2021).

1.5.2. Uloga proteina SH2D3C

SH2D3C (NSP3), BCAR3 1 NSP1 ¢lanovi su porodice citoplazmatskih proteina. Ukljuceni su u
regulaciju staniéne morfologije, adhezije i migracije, dok je BCAR3 uklju¢en i u razvoj
antiestrogenske rezistencije u estrogen-ovisnim stanicama raka dojke (Vervoort i sur. 2007).
Kracée izoforme proteina SH2D3C Siroko su eksprimirane, dok se duza izoforma pretezno nalazi
U hematopoetskim stanicama. mRNA SH2D3C najviSe je eksprimirana u mozgu, plu¢ima,
krvnim zilama 1 imunosnim stanicama. Prisutnost ovog proteina utvrdena je u mnogim malignim
tvorevinama poput raka zeluca, leukemije, limfoma te raka plu¢a (Wallez i sur. 2012).Visoka
ekspresija ovog proteina otkrivena je u krvnim Zilama raka pa je moguce da ovaj protein potice

angiogenezu (Vervoort i sur. 2007), ali i migraciju i invazivnost stanica (Wallez i sur. 2012).

1.6. Signalni put NRF2-KEAP1

NRF2-KEAP1 glavni je regulator odgovora stanice na oksidacijski stres. Proteini koji su
ukljuceni u ovaj signalni put su NRF2 (engl. nuclear factor erythroid 2-related factor 2) te
KEAP1 (engl. Kelch like ECH-associated protein 1). NRF2 je transkripcijski faktor koji sluzi

kao glavni regulator ekspresije mnogih gena ukljucenih u stani¢ni odgovor na oksidacijski i
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elektrofilni stres. U bazalnim uvjetima odrzava se niska razina NRF2 putem vezanja na KEAPI,
njegove ubikvitinacije i degradacije u proteasomu, dok u uvjetima oksidacijskog stresa dolazi do
stabilizacije NRF2 (Motohashi i Yamamoto 2004). KEAP1 je senzor protein koji sadrzi
aminokiselinske ostatke cisteina koji mogu biti modificirani reaktivnim vrstama kisika (ROS)
(Emanuele i sur. 2021). NRF2 veze KEAP1 putem dva motiva, ETGE motiv veze KEAP1
visokim afinitetom dok DLG motiv veze KEAPI1 niskim afinitetom (Tong i sur. 2006). U
uvjetima oksidacijskog stresa, KEAP1 prolazi konformacijske promjene koje smanjuju njegov
afinitet prema NRF2. NRF2 se otpusta s DLG motiva KEAPI te se onemogucuje njegova
ubikvitinacija, a novosintetizirani NRF2 se translocira u jezgru stanice (Emanuele i sur. 2021)
(Slika 7).

Homeostatski
uvjeti

dacija Nrf2 preko Ubikviti
Proteasomalnog sustava

Aktiviran
(oksidansi,
elektrofili)

\ Akumulacija i
translo.kaciia Nrf2 u
Slika 7. Regulacija NRF2-KEAP1 signalnog puta (preuzeto i prilagodeno prema Jaramillo i Zhang 2013).

U jezgri stanice NRF2 potice ekspresiju brojnih gena s antioksidativnim 1 citoprotektivnim
funkcijama (Emanuele i sur. 2021). Jedan od nacina aktivacije NRF2 je vezanje kompetitivnih
interaktora na KEAP1. Jedan od njih je i protein DPP 111 koji se veze na Kelch domenu te time
sprjecava vezanje NRF2 putem DLG motiva i njegovu ubikvitinaciju. Zbog toga dolazi do

povecanja razine slobodnog NRF2 te se potice ekspresija citoprotektivnih gena (Lu i sur. 2017).
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2. Cilj istrazivanja
Ciljevi istrazivanja bili su:
1. Prekomjerno eksprimirati izoforme 2, odnosno 3 proteina SH2D3C s FLAG-privjeskom u

embrionalnim bubreznim stanicama HEK293T.

2. Utvrditi kako poveéana ekspresija izoformi 2 i 3 proteina SH2D3C u stanicama HEK293T
djeluje na regulaciju signalnog puta NRF2-KEAP1, odnosno na ekspresiju mRNA gena NQO1,
HMOX1 i NRF2 u bazalnim uvjetima.

3. Utvrditi kako povecana ekspresija izoformi 2 i 3 proteina SH2D3C u stanicama HEK293T
djeluje na regulaciju signalnog puta NRF2-KEAP1, odnosno na ekspresiju mRNA gena NQO1,
HMOX1 i NRF2 u uvjetima oksidacijskog stresa izazvanog vodikovim peroksidom.
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3. Materijali i metode

3.1. Rad sa stanicama

Tijekom istrazivanja koristila sam humane embrionalne bubrezne stanice HEK293T. Navedenu
stani¢nu liniju uzgajala sam kao adherentnu stani¢nu kulturu u mediju DMEM (engl. Dulbecco's
Modified Eagle Medium) s 10 % fetalnog govedeg seruma, 1 % nesencijalnih aminokiselina i
pripadnim antibiotikom/antimikotikom (gentamicinom) u inkubatoru s kontroliranom
atmosferom od 95 % zraka i 5 % CO, pri temperaturi od 37 °C u petrijevkama za kultivaciju

humanih stanica, pri sterilnim uvjetima.

3.1.1. Tretman s 400 uM H,0,
Stanice HEK293T prolazno transfecirane plazmidima pFLAGCMV2 (prazni vektor), pFLAG
CMV2-SH2D3C-is02 te pFLAGCMV2-SH2D3C-is03 tretirala sam s 400 uM H,0, 30 minuta

na 37 °C u inkubatoru za stanice.
3.2. Provjera na prisustvo mikoplazmi

3.2.1. Izolacija DNA iz stanica u kulturi

Za izolaciju DNA iz stanica HEK293T Kkoristila sam jednu plocicu sa Sest jazica. Za detekciju
mikoplazmi dovoljno je oko 200.000 stanica pa jazice nisu bile potpuno ispunjene (70 — 80 %
konfluentne). Stanice sam najprije tripsinizirala, a zatim sam tripsin inaktivirala dodatkom
DMEM medija te sam sadrzaj prebacila u epruvetu od 1,5 mL i centrifugirala 5 min na 100 x g u
centrifugi 5415R (Eppendorf). Supernatant sam uklonila, a talog resuspendirala u puferu za
digestiju sa SDS-om (600 pL). Sadrzaj sam zatim prebacila u tubicu od 2 mL. U tubicu sam
dodala 25 pL proteinaze K i kratko vorteksirala na uredaju Electric vortex EV-100 (Tehtnica).
Proteinaza K je visoko aktivna serinska proteaza koja ima najbolji u¢inak na temperaturi 56 — 60
°C. Koristi se za digestiju proteaza tijekom izolacije DNA ili RNA. Proteinaza K koju sam
koristila za ovu izolaciju DNA je pripremljena kao 20 mg/mL $tok otopina u sterilnoj vodi te je
stabilna godinu dana na —20 °C. Zatim sam tubicu inkubirala na 37 °C na uredaju Thermomixer
comfort (Eppendorf) preko noci. Sljede¢i dan u tubicu sam dodala 200 pL 5M NaCl otopine te je
kratko vorteksirala i centrifugirala 5 minuta na 16.000 x g na sobnoj temperaturi. Supernatant
sam prebacila u novu tubicu, uzorak sam ponovo centrifugirala 5 minuta na 16.000 x g kako bi

se Sto viSe smanjio talog. U ovoj fazi smjesa se Cisti od proteina na koji su se vezale soli te u
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supernatantu ostaje samo Cista DNA. Na supernatant sam dodala 200 pL izopropanola, koji se
skladisti u hladnjaku na —20 °C, i nakon mijeSanja mogla sam uociti talozenje DNA u obliku
bijelog konc¢i¢a. Uzorak sam ponovo centrifugirala 5 minuta na 16.000 x g. Nakon
centrifugiranja pazljivo sam uklonila supernatant, pomoc¢u mikropipete s nastavkom, a preostali
talog isprala s 500 pL etanola. Talog sam kratko susila u sterilnom laminaru Aura Mini (BioAir).
Talog se ne smije predugo susiti jer se u tom slu¢aju teze otapa. Na koncu sam talog otopila u
500 pL pufera 1XTE te uzorak inkubirala na 37 °C na uredaju Thermomixer comfort
(Eppendorf) 1 — 2 h da bi se DNA u potpunosti otopila. Koncentracija DNA koju sam dobila bila
je 500 ng/uL te sam DNA dodatno razrijedila do 50 ng/uL i otopila na termobloku na 37 °C.

3.2.2. PCR test na prisutnost mikoplazmi

OneciS¢enje mikoplazmama mozZe se utvrditi pomoc¢u metode lancane reakcije polimeraze (PCR,
engl. polymerase chain reaction). PCR je jednostavan, specifican, brz, pouzdan i u¢inkovit nacin
detekcije mikoplazmi. PCR test na prisutnost mikoplazmi temelji se na detekciji molekula 16S
rRNA najces¢ih vrsta mikoplazmi koje oneciS¢uje stani¢ne kulture (Nikfarjam i Farzaneh 2012).
U tu svrhu koriStene su oligonukleotidne pocetnice koje amplificiraju vanjske razdvojne regije

(engl. outer spacer regions) iz 13 vrsta mikoplazmi (Sung i sur. 2006). Sekvence pocetnica koje

sam koristila su: F1 (ACACCATGGGAG(CIT)TGGTAAT) i R1
(CTTC(A/T)TCGACTT(C/T)CAGACCCAAGGCAT); te MGSO (5'-
TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC-3') i GPO-3 (5"-

GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT-3").

Koncentracija DNA koju sam izolirala bila je otprilike 500 ng/uL. Izoliranu DNA razrijedila sam
na 100 ng/pL i 50 ng/puL dodatkom odgovaraju¢eg volumena pufera TE (Tris — EDTA). Nakon
toga sam pripremila Master Mix koji se sastojao od sljede¢ih komponenti: 2X Dream Taq PCR
Master Mix, pocetnica F1 (engl. forward primer) i R1 (engl. reverse primer) te miliporirane
vode (mq). U svaku tubicu dodala sam 9 pL Master Mixa (Tablica 1), te sam zatim u jednu
tubicu dodala 1 pL uzorka izolirane DNA koncentracije 50 ng/pL, a u drugu 1 pL uzorka
izolirane DNA koncentracije 100 ng/pL. Na isti na¢in sam pripremila pozitivnu kontrolu (uzorak

koji je pozitivan na DNA mikoplazmi) dok sam u negativnu kontrolu dodala 1 pL. mq vode.
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Tablica 1. Priprema Master Mixa za pocetnice F1 i R1. Prikazani volumeni se odnose na svaku tubicu

pojedinacno.
Master Mix Pocetnice (F1, R1)
2X Dream Tag PCR 5 pL
MM
F1 - pocetnica 0,5uL
R1 - podetnica 0,5 pL
Miliporirana voda 3L
(mq)

PCR sam postavila u PCR uredaju Mastercycler Personal (Eppendorf). Prvi korak programa je
inicijalna denaturacija. U ovom se koraku zagrijavanjem reakcije na 95 °C razdvajaju spareni
lanci roditeljske molekule DNA koji sluze kao kalupi za amplifikaciju (Berg 1 sur. 2013). Zatim
slijedi 40 ciklusa denaturacije, hibridizacije (sljepljivanja) pocetnica i sinteze DNA (elongacije).
Na kraju se reakcija jo§ 10 min drzala na temperaturi od 72 °C, da bi se zavrSila sinteza svih
lanaca DNA. DNA polimeraza Taq je temperaturno otporna polimeraza koja potjece iz
termofilne bakterije Thermus aquaticus. Polimeraza produzuje obje pocetnice u smjeru 5' — 3'
ciljne sekvence (Berg i sur. 2013). Parametri programa PCR-a za detekciju mikolplazmi

prikazani su u Tablici 2. Uslijedilo je hladenje uzoraka na 16 °C.

Tablica 2. PCR program za detekciju mikoplazmi.

Temperatura/ °C Vrijeme Broj ciklusa
95 3 min 1
95 30s
55 30s 40
72 30s
72 10 min 1

Primjenom drugog para pocetnica (MGSO; GPO-3) dodatno sam provijerila prisutnost

mikoplazmi u uzorcima na dva razli¢ita uredaja (Techno Prime PCR i Eppendorf PCR).

3.2.3. Gel elektroforeza
Uzorci umnoZene DNA provjereni su na agaroznom gelu primjenom gel elektroforeze. Gel

elektroforeza je laboratorijska metoda koja se koristi za odvajanje smjesa DNA, RNA ili proteina
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prema veli¢ini molekula. U gel elektroforezi, molekule koje se trebaju odvojiti, putuju u
elektricnom polju kroz gel koji sadrzi male pore. Brzina kojom molekule putuju kroz gel,
obrnuto je proporcionalna njihovoj duljini, odnosno male molekule DNA putuju brze od vecih

(Scitable 2014).

Za potrebe provjere DNA na gelu priredila sam 1 % agarozni gel. Odvagala sam 1 g agaroze
(Roth) te otopila u 100 mL pufera 1XTAE i zagrijala u mikrovalnoj peénici. Gel elektroforezu
sam izvela u sistemu za horizontalnu multiSUB System (Clever Scientific) u puferu 1XTE.
Uzorke sam pomijesala s odgovaraju¢om koli¢inom DNA Gel Loading Dye (6X) (Thermo Fisher
Sientific) i nanijela na gel. MijeSanje uzoraka s bojom pomaze u prac¢enju udaljenosti koju je
presao uzorak DNA, a takoder omogucuje uzorku da potone u gel (Lee i sur. 2012).
Elektroforezu sam izvela pri naponu od 90V u trajanju od oko 40 min. Gel sam obojila u 0,5
pg/mL otopini etidijevog bromid (EtBr) u puferu 1XTAE u trajanju od 10 min. EtBr je
fluorescentna boja koja se koristi za vizualizaciju DNA u gelovima. EtBr se interkalira izmedu
parova baza u DNA (ScienceDirect 2022). DNA sam vizualizirala osvjetljavanjem gela s UV
zraenjem koje uzrokuje fluorescenciju interkaliranog EtBr-a. Za vizualizaciju signala koristila

sam uredaj za detekciju fluorescencije Syngene G:BOX (Syngene).

3.3. Transfekcija plazmidnim vektorima

Transfekcija je proces unosa strane DNA ili RNA u stanicu. Razlikujemo prolaznu (prouc¢avamo
uc¢inak kroz 1 — 4 dana) i stabilnu transfekciju (ugradnja u genom). Ova tehnologija prijenosa
gena omogucuje proucavanje funkcije gena i ekspresije proteina u stanicnom okruzenju

(Promega 2022).

Stanice HEK293T nacijepila sam u dvije ploCice sa Sest jazica (tzv. 6-well). Stanice su pri
transfekciji bile 70 — 90 % konfluentne. Za prolaznu transfekciju koristila sam vektor
pPFLAGCMV?2 te pripadne konstrukte pFLAGCMV2-SH2D3C-iso2 i pFLAGCMV2-SH2D3C-

iso3. Koncentracije koristenih plazmidnih vektora nalaze se u Tablici 3.
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Tablica 3. Koncentracije plazmidnih vektora.

Plazmidni vektori Koncentracija (ng/pL)
pFLAGCMV?2 480
pFLAGCMV2-SH2D3C-is02 550
pFLAGCMV2-SH2D3C-is03 264

U Tablici 4 prikazan je sastav transfekcijske smjese te omjeri DNA i lipofektamina. Zasebno
sam priredila otopine Lipofektamina 2.000 (Thermo Fisher Scientific), odnosno plazmidne DNA

u Opti-MEM mediju te sam otopine nakon toga spojila i inkubirala 10 — 15 minuta prije

nanosenja na stanice.

Tablica 4. Sastav transfekcijske smjese i omjeri DNA i lipofektamina za plazmidne vektore

pFLAGCMV2, pFLAGCMV2-SH2D3C-is02 i pFLAGCMV2-SH2D3C-iso3.

Plazmid ﬁpr)nojgkgmibr\; DNA Opti(;ui\)/lEM Lizpl)gg‘)%k;tzrlr_])in Opti(l—lli\)/lEM
pFLAGCMV2 1:2,5 2,1 248 2,5 248
pFLAGCMV2-SH2D3C-is02 2:5 3,6 246,4 5,0 245
pFLAGCMV2-SH2D3C-is03 15 3,8 246,2 5,0 245

Transfekcijsku smjesu sam zatim nakapala na stanice

prema rasporedu prikazanom na Slici 8.

HEK293T u plocicama sa Sest jazica,
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Slika 8. Prikaz rasporeda kojim je transfekcijska smjesa nakapana na stanice.

Stanice sam inkubirala u CO, inkubatoru modela HERACELL VIOS 160i (Thermo Fisher
Scientific), na 37 °C. Nakon 24 sata od transfekcije, stanice sam analizirala pod invertnim
mikroskopom Olympus 1X50.

3.4. Izolacija proteina i Western analiza

Proteine  sam izolirala iz  kulture stanica primjenom pufera RIPA  (engl.
radioimmunoprecipitation assay buffer). Stanice HEK293T sam nacijepila u plo¢icu sa Sest
jazica 1 transfecirala praznim vektorom pFLAGCMV2 te pripadnim konstruktima
PFLAGCMV2-SH2D3C-is02 i pPFLAGCMV2-SH2D3C-is03. Transfecirane stanice sam isprala s
1 mL rashladenog PBS-a (engl. phosphate-buffered saline). Nakon toga na stanice sam dodala
400 pL pufera RIPA. Sastav koriStenog pufera RIPA bio je 50 mM Tris, pH 7,4, 150 mM NacCl,
0,1 % SDS (engl. sodium dodecyl sulfate), 12 mM Na-deoksikolat, 1 % Triton X-100. Stanice
sam inkubirala oko 10 minuta na ledu i zatim sam suspenziju prebacila u tubice od 2 mL. Nakon
toga stanice sam centrifugirala 30 minuta na 16.000 x g na 4 °C u uredaju 5415R (Eppendorf).
Supernatant sam prebacila u nove tubice od 1,5 mL. Uzela sam 80 uL svakog uzorka i u njega
dodala 20 pL pufera 5XTB (0,125 M Tris-HCI pH 6,8, 0,14 M SDS, 20 % glicerol, 2 % B-
merkaptoetanol, 0,03 M bromfenol plavo). Uzorke sam zatim zagrijala 7 minuta na uredaju
Thermomixer comfort (Eppendorf). Pohranila sam ih na —20 °C. Nakon toga sam odredila
koncentraciju proteina u uzorcima pomocu metode po Bradfordu. Metoda odredivanja

koncentracije proteina po Bradfordu temelji se na vezanju boje Comassie Brilliant Blue G-250
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na aminokiselinske ostatke arginina, triptofana, tirozina, histidina i fenilalanina na proteinima,
Sto dovodi do pomaka maksimuma apsorbancije boje, od 470 nm do 595 nm (Olson i Markwell
2007). Svaki pripremljeni uzorak sam prebacila u staklenu kivetu te izmjerila njegovu
apsorbanciju na BioDrop spektrofotometru (Biochrom). Izolirane proteine sam zatim razdijelila
na 10 % poliakrilamidnom gelu. SDS—poliakrilamidna gel — elektroforeza proteina (SDS —
PAGE, engl. sodium dodecyl sulfate — polyacrylamide gel electrophoresis) odjeljuje polipeptidne
lance proteina pri denaturiraju¢im uvjetima uglavnom po masi (Berg i sur. 2013). Prije nanoSenja
uzoraka na gel, za svaki sam set uzoraka, napravila po dva gela, gel za razdvajanje (Tablica 5) i
gel za sabijanje (Tablica 6).

Tablica 5. Komponente 10 % gela za razdvajanje.

Komponenta Volumen
mqg H,O 4 mL

1,5M Tris- HCI, pH=8,8 2,5mL

30 % akrilamid/bisakrilamid (AA) 3,3mL

10 % SDS 100 pL

10 % APS (eng. amonium persulfate) 100 pL
TEMED (eng tetramethylethylenediamine) 8 uL

Tablica 6. Komponente 5 % gela za sabijanje.

Komponenta Volumen

mq H20 4,05 mL

0,5 M Tris - HCI, pH=6,8 0,75 mL

30 % akrilamid/bisakrilamid (AA) 1,005 mL
10 % SDS 60 pL
10 % APS (eng. amonium persulfate) 60 pL
TEMED (eng tetramethylethylenediamine) 12 uL

SDS—poliakrilamidnu gel-elektroforezu sam provela u sistemu za vertikalnu elektroforezu u
puferu 25 mM Tris, 0,192 M glicin, 1 % SDS. Na jedan gel nanijela sam uzorke iz netretiranih
stanica, a na drugi uzorke koji su tretirani s H,O,. Elektroforezu sam pokrenula 15 minuta na 120

V, a potom oko 1 sat 180 V dok fronta boje nije dosla do kraja gela. Denaturirane proteine
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razdvojene elektroforezom u poliakrilamidnom gelu u prisutnosti natrijevog dodecilsulfata
prenijela sam na nitroceluloznu membranu Amersham Protran Premium 0,45 pm NC (GE
Healthcare) u puferu za prijenos. Western blot metodom mogu se identificirati specifi¢ni proteini
iz slozene mjesavine proteina ekstrahiranih iz stanica primjenom protutijela. Metoda se temelji
na tri elementa: odvajanju prema veli¢ini, prenoSenju na ¢vrstu podlogu te oznacavanju ciljnih
proteina odgovarajuéim primarnim i sekundarnim protutijelima radi vizualizacije (Mahmood i
Yang 2012). Slozila sam ,,sendvi¢* od spuzvica, filter papira, membrane i poliakrilamidnog gela
koje sam prethodno namo¢ila u puferu za prijenos te sam tako pripremljen ,sendvi¢* stavila u

kadicu pritom paze¢i na ispravnu orijentaciju membrane koja mora biti okrenuta prema anodi

(Slika 9).

J+

Spuiva

Filter papir

Negativna Pozitivna
Nitrocelulozna membrana ploca m—b \ = blota

Mokri transfer u transfer
puferu

Filter papir

Spuiva

1

Slika 9. Sastavljanje kazete za Western analizu (preuzeto i prilagodeno prema Mahmood i Yang 2012).

Prijenos je trajao 90 minuta pri 250 mA. Nakon transfera membrane sam obojila bojom Ponceau
S oko 5 minuta, a zatim dva puta isprala u mq vodi kako bi se odbojale. Membrane sam zatim
blokirala u 5 % otopini ,,non-fat“ mlijeka u prahu (0,5 g mlijeka u prahu u 10 ml TBS-T) u
puferu TBS-T (engl. tris buffered saline and Tween20) 1 sat na 37 °C u vodenoj kupelji.
Membrane sam zatim inkubirala u 1:1.000 razrjedenju primarnog anti-FLAG antitijela iz kuni¢a
(Sigma) u puferu TBS-T preko noc¢i na +4 °C. Membrane sam zatim isprala tri puta po 10 minuta
u puferu TBS-T te zatim inkubirala sa 1:10.000 razrjedenjem sekundarnog anti-kuni¢ antitijela iz
koze (engl. goat anti-rabbit) na koje je vezana peroksidaza iz hrena (Sigma) 1 sat na sobnoj

temperaturi. Membrane sam zatim isprala dva puta po 10 minuta u puferu TBS-T, te dva puta po
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10 minuta u puferu TBS. Nakon ispiranja, uslijedila je vizualizacija membrana. Na membrane
sam nanijela 1 mL reagensa za detekciju neposredno prije detekcije. Reagens za detekciju dobila
sam mijesanjem po 500 pL otopine 1 i 2 iz kompleta ECL Prime Western Blotting Detection
Reagent (GE Healthcare). Membrane sam zatim vizualizirala na uredaju za detekciju

kemiluminiscencije Alliance Q9 mini (Uvitec).

3.5. lzolacija RNA

Za izolaciju RNA nacijepila sam oko 120.000 stanica HEK293T po jazici u plocice sa Sest
jazica. Nakon transfekcije i tretmana s H,O, sa stanica sam uklonila medij DMEM (engl.
Dulbecco's Modified Eagle Medium). Stanice sam isprala s 1 mL pufera 1XPBS po jazici te sam
nakon toga na stanice dodala 500 pL Trizola (Sigma-Aldrich) po jazici koji je izazivao lizu
stanica. Nakon inkubacije od nekoliko minuta, lizate stanica sam prebacila u sterilne tubice
volumena 1,5 mL. Stanice sam inkubirala 5 minuta na sobnoj temperaturi. Na lizate sam dodala
200 pL kloroforma (Sigma-Aldrich). Tubice sam vorteksirala 15 s na uredaju Electric vortex
EV-100 (Tehtnica) te ponovo inkubirala 5 min na sobnoj temperaturi. Zatim sam suspenzije
centrifugirala u centrifugi 5415R (Eppendorf) 15 min na 12.000 x g na +4 °C. Centrifugiranjem
stanica dobila sam tri faze: gornji bistri, vodeni sloj koji je sadrzavao RNA potom medufazni sloj
koji je sadrzavao DNA te organski sloj koji je sadrzavao proteine. Vodenu fazu sam oprezno
prebacila u nove tubice te sam zabiljezila volumen odvojene faze. Na vodenu fazu sam dodala
isti volumen 100 % izopropanola. Uzroke sam pomijesala okretanjem tubice 3 do 4 puta te sam
ih inkubirala deset minuta na sobnoj temperaturi, a nakon toga centrifugirala u centrifugi 5415R
(Eppendorf) 10 min na 12.000 x g na +4 °C. Supernatant sam uklonila te sam na talog dodala
500 pL 75 % etanola. Uzorke sam kratko vorteksirala te na talog dodala 500 pL 75 % etanola,
vorteksirala i ponovo centrifugirala. Pipetom sam pazljivo uklonila supernatant, a pelet (talog)
sam osusila u sterilnom laminaru Aura mini (BioAir). Talog se ne smije presusiti jer se time
znatno smanjuje topljivost taloga. Osuseni talog sam otopila u 20 pL mq vode tretirane dietil
pirokarbonatom (DEPC, engl. diethyl pyrocarbonate). Koncentraciju i ¢istocu dobivenin RNA
izmjerila sam na BioDrop DUO mikrovolumnom spektrofotometru (Biochrom) te sam uzorke
RNA provjerila na 1 % agaroznom gelu u puferu 1XTE. Osim koncentracije na uredaju sam
dobila podatke i 0 Azso/Azso te Azso/Azzo OmMjerima. Azeo/Azso je omijer apsorbancije na 260 i 280
nm. Koristi se za procjenu Cisto¢e uzoraka DNA i RNA. Prihvadeno je da je omjer Ciste RNA

oko 2,0. Omjer koji je znatno nizi ili visi moze ukazivati na prisutnost proteina, fenola ili pak
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nekih drugih oneci$¢ivaca koji apsorbiraju na valnoj duljini blizu 280 nm. Omjer Aazgo/ Az3o,
koristi se kao sekundarno mjerilo za ¢istocu nukleinskih kiselina. Vrijednosti Azso/Az30 OMjera za
Cistu nukleinsku kiselinu Cesto mogu biti veCe u odnosu na omjer Azso/Azgo. Ocekivane
vrijednosti omjera Azso/Az30 za Ciste nukleinske kiseline su izmedu 2,0 i 2,2. Ukoliko je omjer
znatno manji to moze ukazivati na prisutnost onec¢is¢ivaca koji se apsorbiraju na valnoj duljini od
230 nm (Thermo Fisher 2010). Pripremljene uzorke RNA razdvojila sam na 1,2 % agaroznom
gelu u puferu 1XTBE. Kada se radi gel elektroforeza radi provjere RNA, ne smije se koristiti
visoki napon kako se RNA ne bi dodatno razgradila tijekom elektroforeze. U tu svrhu koristila
sam napon od 55 V. Izolaciju RNA sam napravila u 3 bioloska replikata.

3.5.1. Uklanjanje genomske DNA prije reverzne transkripcije

Nakon izolacije RNA uslijedilo je prevodenje RNA u pripadne komplementarne DNA (cDNA),
no prije toga bilo je potrebno ukloniti genomsku DNA u svim uzorcima. Genomsku DNA
uklonila sam primjenom kita Thermo Fisher Scientific DNasel. Za svaki od uzoraka primijenila
sam sljedeci protokol. U RNase-free tubicu sam za svaki uzorak dodala 1 pug uzorka RNA, 1 pL
10X reakcijskog pufera s MgCl,, 1 uL DNasel, RNase-free (Thermo Fisher Scientific) i do 10
ML DEPC tretirane vode. DNase, RNase-free je endonukleaza koja razgraduje jednolancanu i
dvolan¢anu DNA (Thermo Fisher Scientific 2022). Uzorke sam inkubirala 30 minuta na 37 °C
na uredaju Thermomixer comfort (Eppendorf). Nakon inkubacije u uzorke sam dodala 1 pL 50
mM etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA) te sam ih inkubirala 10 min na 65 °C na uredaju
Thermomixer comfort (Eppendorf). Pripremljene RNA Kkoristila sam kao kalupe za reverznu

transkripciju.
3.6. Analiza ekspresije gena pomocu kvantitativnog PCR-a

3.6.1. Reverzna transkripcija
U reakciju reverzne transkripcije (RT) dodala sam 1 ug RNA i ostale komponente prema Tablici
7.
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Tablica 7. Komponente koristene u reakciji reverzne transkripcije.

Komponenta Volumen (uL)
Oligo(dT)18 (#S0131) (Thermo Fisher Scientific) 1
DEPC tretirana voda (#R0601) (Thermo Fisher Scientific) do 12,5
5XReaction buffer (Thermo Fisher Scientific) 4
RiboLock RNase Inhibitor (#£00381) (Thermo Fisher Scientific) 0,5
dNTP Mix (Thermo Fisher Scientific)
RevertAid Reverse Transcriptase (Thermo Fisher Scientific)

Ukupan volumen reakcije bio je 20 pL. Sadrzaj tubice lagano sam promijesala te kratko
centrifugirala na uredaju Mini centrifuge (FastGene). Reakcije sam inkubirala na uredaju
Thermomixer comfort (Eppendorf) 60 minuta na 42 °C. Reakcije sam zaustavila zagrijavanjem
uzoraka 10 min na 70 °C na uredaju Thermomixer comfort (Eppendorf). Dobivenu
komplementarnu DNA (cDNA) sam Kkoristila za kvantitativni PCR (gPCR, engl. quantitative

polymerase chain reaction).

3.6.2. Kvantitativni PCR

Ekspresiju gena ispitala sam pomocu kvantitativnog PCR-a (qPCR, engl. quantitative PCR)
primjenom SYBR Green metode. Kvantitativni PCR je metoda pomoc¢u koje se moze odrediti
koli¢ina PCR produkta u stvarnom vremenu. Korisna je za ispitivanje ekspresije gena (Maddocks
i Jenkins 2017). SYBR Green metoda se temelji na vezanju SYBR Green boje za manji utor
dvolanc¢ane DNA. Vezanjem SYBR Green boje na dvolancanu DNA, povecava se intenzitet
fluorescencije (Applied Biosystems 2010). Utvrdila sam ekspresija gena NQO1, HMOX1 i NRF2
u uzorcima cDNA koje sam dobila reverznom transkripcijom. Ekspresiju sam utvrdila da bih
ustanovila utjece li pojacana ekspresija izoforme 2, odnosno 3 proteina SH2D3C na ekspresiju
gena reguliranih transkripcijskim faktorom NRF2. Referentni gen koji sam Koristila za
normalizaciju ekspresije bio je TUBGL. Prije postavljanja qPCR-a cDNA sam razrijedila u
omjeru 1:5. Poéetnu koncentraciju cDNA, koja je iznosila 50 ng/uL, razrijedila sam na 10 ng/uL.
20 pL svakog uzorka razrijedila sam s 80 uL mq vode. Nakon toga sam napravila Master Mix-

eve prema Tablici 8.
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Tablica 8. Komponente Master Mixa za TUBG1, NQO1, HMOX1 i NRF2.

. TUBG1 (100 nM NQOL1 (200 nM HMOX1 (100 nM NRF2 (200 nM
Master Mix . . : .
primer) primer) primer) primer)
2X SYBRTM GI\;?fn PCR Master 5 L 5 L 5 L 5 L
Primer — F 0,1 pL 0,2 pL 0,1 pL 0,2 pL
Primer —R 0,1 pL 0,2 pL 0,1 pL 0,2 uL
H,O 3,8 uL 3,6 pL 3,8 uL 3,6 uL

Master Mix-eve sam pripremila u laminaru Aura Mini (BioAir) kako bi uvjeti bili $to sterilniji.

Uzorke i Master Mix-eve sam zatim razdijelila u plo¢icu od 96 jazica. U svaku sam jazicu dodala

9 pUL odgovarajuc¢eg Master Mix-a i 1 pL uzorka cDNA. Tako pripremljenu plocicu kratko sam

centrifugirala te zatim postavila na qPCR uredaj modela CFX96 (Bio-Rad). Na uredaju sam

namjestila da je volumen uzorka 10 pL. Od fluorofora u opcijama sam odabrala samo SYBR

Green. Nakon toga pokrenula sam program. Parametri qPCR programa prikazani su u Tablici 9.

Tablica 9. Parametri g°PCR programa.

Temperatura/ °C Vrijeme Broj ciklusa
95 10 min 1
95 155
60 1 min 40

Zavr$ni dio programa qPCR uredaja je tzv. krivulja taljenja. U ovom dijelu programa

temperatura raste od 65 °C do 95 °C, svakih 5 sekundi temperatura se povecava za 0,5 °C.
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3.7. Statistic¢ka analiza
Ekspresiju gena analizirala sam metodom po Pfafflu (Pfaffl 2001). Rezultate sam obradila

pomocu dvostranog, neuparenog t-testa i graficki prikazala pomocu racunalnog programa
GraphPad Prism 5.
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4. Rezultati

4.1. Provjera humane DNA na prisutnost mikoplazmi nakon PCR umnazanja

Provjera na prisutnost rRNA gena mikoplazmi provedena je pomoc¢u metode PCR, pri ¢emu su
uzorci umnozene DNA provjereni elektroforezom u 1 %-tnom agaroznom gelu te su nakon
bojanja etidij bromidom analizirani na uredaju za detekciju fluorescencije GeneSnap (Syngene)
(Slika 10).

Slika 10. Raspored uzoraka na gelu: M (marker), hDNA1, hDNA2, NK1 (mg voda), DNA PK (pozitivna

kontrola, myco+), NK2 (negativna kontrola, myco-).

PCR testom je utvrdena prisutnost mikoplazmi samo u uzorku pozitivne kontrole, $to je bilo i
oc¢ekivano. U uzorcima hDNA1 (DNA iz stanica HEK293T, 50 ng/uL), hDNA2 (DNA iz stanica
HEK293T, 100 ng/pL), NK1 (mg voda) i NK2 (myco-) mikoplazme nisu utvrdene (Slika 10).
Naknadno je provjerena prisutnost mikoplazmi i primjenom dodatnog para pocetnica (MGSO;
GPO-3 te je utvrdeno kako humana DNA izolirana iz HEK293T stanica nije zagadena

prisutno$¢u mikoplazmi (Slika 11).

Slika 11. Raspored uzoraka na gelu, M (marker), PK, NK1 (myco-), NK2 (mq voda), hDNAL (pocetnice
F1, R1), hDNA2 (F1, R1); x, M, PK (myco+), NK1 (myco-), NK2 (mq voda), hDNA1 (MGSO, GPO-3),
hDNA2 (MGSO, GPO-3).
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4.2. Analiza prekomjerne ekspresije proteina

Proteini su izolirani iz netretiranih HEK293T stanica koje su bile transfecirane pFLAGCMV2
praznim vektorom te plazmidima pFLAGCMV2-SH2D3C-iso2 i pFLAGCMV2-SH2D3C-is03
te iz HEK293T stanica koje su nakon transfekcije navedenim vektorima bile tretirane 400 uM
H,0,.

4.2.1. Odredivanje koncentracije proteina metodom po Bradfordu

Metodom po Bradfordu odredena je koncentracija izoliranih proteina U uzorcima proteina iz
netretiranih stanica (Tablice 10 i 11) i stanica tretiranih s 400 uM H,O, (Tablice 12 i 13).
BioDrop DUO mikrovolumnim spektrofotometrom izmjerene su apsorbancije uzoraka na 595
nm (Asgs). 1z podataka o apsorbanciji utvrdene su koncentracije. lzmjerena je apsorbancija
slijepe probe u tri replikata te je izra¢unata srednja vrijednost apsorbancije slijepe probe (Tablica
10). Zatim su izmjerene apsorbancije proteinskih uzoraka u dva replikata, od njih je oduzeta
srednja vrijednost apsorbancije slijepe probe te je iz tih vrijednosti dobivena masena
koncentracija (y), na na¢in da se srednja vrijednost apsorbancije proteinskih uzoraka mnozi s
faktorom bazdarne krivulje (® = 14,184) te se taj rezultat podijeli s volumenom uzorka (2 uL)

(Tablica 11).

Tablica 10. Apsorbancije uzoraka slijepe probe na 595 nm.

Slijepa proba Asgs Asgs - srednji
SP1 0,505
SP2 0,523 0,535
SP3 0,576
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Tablica 11. Apsorbancija uzoraka FLAG, iso2 i iso3 na 595 nm.

" AAsgs - 1
Uzorak Asos AAsgs srednja v /Img mL

0,737 0,202

FLAG 0,238 1,69
0,809 0,274
0,806 0,271

is02 0,264 1,87
0,792 0,257
0,79 0,255

iso3 0,294 2,09
0,868 0,333

* U tablici su prikazane srednje vrijednosti AAses svakog pojedinog uzorka, srednja vrijednost za oba

replikata (AAsgs-srednja) t€ izracunata masena koncentracija (y) za svaki uzorak.

Na isti nacin je odredena koncentracija proteina u uzorcima izoliranim iz stanica tretiranih s 400 uM

H20,.
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Tablica 12. Apsorbancije uzoraka slijepe probe na 595 nm.

Slijepa proba Asgs Asgs - srednji
SP1 0,536
SP2 0,556 0,548
SP3 0,551

Tablica 13. Apsorbancija uzoraka FLAG+H,0,, is02+H,0, i iso3+H,0, na 595 nm.

AAsgs - 1
Uzorak* Asgs AAsgs ) vy /mg mL
srednja
0,724 0,176
FLAG+H,0, 0,171 1,21
0,714 0,166
0,706 0,158
is02+H,0, 0,140 0,99
0,670 0,122
0,738 0,190
iSO3+H202 0,141 1,00
0,639 0,091

* U tablici su prikazane srednje vrijednosti AAsgs svakog pojedinog uzorka, srednja vrijednost za oba

replikata (AAsgs-srednja) te izraéunata masena koncentracija (y) za svaki uzorak.

4.2.2. Western blot analiza proteina

Nakon testa po Bradfordu izolirani proteini naneseni su na poliakriamidni gel uz dodatak SDS-a,
a potom su preneseni s gela na nitroceluloznu membranu metodom Western blot. Analiza
prijenosa proteina na membranu provedena je u svrhu provjere ekspresije izoformi proteina
SH2D3C: is02 i is03 koje imaju FLAG privjesak. Nitrocelulozna membrana na koju su preneseni

izolirani proteini je inkubirana s primarnim anti-FLAG antitijelom iz kuni¢a (Sigma) te
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sekundarnim anti-kuni¢ antitijelom iz koze (Sigma) na koje je vezana peroksidaza iz hrena.
Nakon dodatka kemiluminiscencijskih reagensa (GE Healthcare) signali su vizualizirani na
uredaju za detekciju kemiluminiscencije Alliance Q9 (Uvitec). Membrana na koju su preneseni

proteini iz netretiranih stanica prikazana je na Slici 12.
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Slika 12. Prikaz nitrocelulozne membrane s uzorcima koji su netretirani. Redoslijed nano$enja uzoraka:
marker proteinskih masa M (PageRuler marker), FLAG (1), iso2 (2), iso3 (3), M, FLAG (4), iso2 (5) i

is03 (6); uzorci stani¢nih lizata naneseni su na membranu u koli¢ini od 10 pg (2,3) te 20 ug (5,6).

Na membrani su na poziciji 2 i 3 vidljive proteinske vrpce iso2 (79 kDa) odnosno iso3 (58,9
kDa) proteina prisutnih u stani¢nom lizatu. Proteini su takoder utvrdeni i na poziciji 5 (79 kDa) i
6 (58,9 kDa), ¢ime je potvrdeno da su proteini uspjesno eksprimirani u stanicama. Na membrani
se takoder vide nespecifi¢ne vrpce pri 70 i 130 kDa. Na isti na¢in su analizirani proteini iz
stanica tretiranih s 400 uM H,0, (Slika 13).
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Slika 13. Prikaz nitrocelulozne membrane s uzorcima Kkoji su tretirani s H,O,. Proteini su naneseni na
membranu sljede¢im redoslijedom: M (PageRuler marker), FLAG+H,0, (1), iso2+ H,0; (2), is03+H,0,
(3), M (PageRuler marker), FLAG+H,0; (4), is02+H,0; (5) i is03+H,0, (6); koli¢ine uzoraka stani¢nih
lizata, koji su naneseni na membranu, bile su 10 pg (2,3) i 20 ug (5,6).

Ekspresija proteina SH2D3C izoformi 2 i 3 dokazana je u uzorcima koji su tretirani s H,O, u
proteinskim vrpcama 5 (iso2) i 6 (iso3). U uzorcima 2 i 3 naneseno je premalo uzoraka pa su

vrpce preslabe. U jazicu 3 se prelio uzorak iz jazice s markerom.

4.3. Mjerenje koncentracije i provjera Cistoce izolirane RNA

Koncentracija izolirane RNA izmjerena je na BioDrop DUO spektrofotometru. Takoder su
provijereni omjeri Agzso/ Azso | Azso/Azzo koji ukazuju na Cistocu izolirane RNA. Izmjereni podatci
0 koncentraciji i omjerima Azso/Azso 1| Azso/Azzo za dvije skupine uzoraka prikazani su u Tablici
14.
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Tablica 14. Koncentracija i ¢istoca izolirane RNA.

NT* +H,0,*
RNA | BIODrOD | no60/n080 | A260/a230 | BIOPTOP | A260/A280 | A260/A230
ng/pL ng/pL
EV-1 | 15047 | 1,977 218 | 20239 | 1,961 1.832
EV2 | 1234 1,994 2253 | 23791 1,95 2.207
EV-3 | 12499 | 1,097 2.31 15675 | 1,953 1,963
iso2-1 | 1971 1,953 2234 | 14969 | 1932 2.262
is022 | 13969 | 1,988 2267 | 19435 | 1,948 2,038
5023 | 1977.0 1,96 2159 | 11155 | 1,723 1,932
is031 | 1501 1,991 2241 | 16768 | 1,941 2242
is032 | 15316 | 2,061 2025 | 18731 | 1,947 2.27
5033 | 1351 1,99 2138 | 16435 | 1,948 2155

* Prikazane su koncentracije uzoraka izolirane RNA i vrijednosti omjera Ao/ Asgo | Azso/ A2z Za dvije
skupine uzoraka. Uzorci RNA iz prve skupine su izolirani iz netretiranih stanica (NT), dok su uzorci RNA
iz druge skupine izolirani iz stanica tretiranih s 400 uM H,0..

Vrijednosti omjera Azso/Azso za uzorke izolirane RNA iz obje skupine otprilike su jednake onim
vrijednostima koje se o¢ekuju za uzorke ¢iste RNA. Vrijednosti omjera Azgo/Az30 za uzorke iz

obje skupine su unutar raspona ili ne odstupaju znac¢ajno od vrijednosti koje se o¢ekuje za uzorke

¢iste RNA.

4.4. Analiza ekspresije gena

Genska ekspresija ispitana je pomoc¢u kvantitativnog PCR-a. Utvrdena je ekspresija gena NQO1,
HMOX1 i NRF2 da bi se ustanovilo utjece li pojacana ekspresija izoformi 2 i 3 proteina SH2D3C
na ekspresiju gena reguliranih transkripcijskim faktorom NRF2. Napravljena su Cetiri bioloska
replikata kvantitativnog PCR-a za netretirane uzorke i tri bioloska replikata za uzorke tretirane s
H,O,. Analiza ekspresije gena napravljena je pomocu metode po Pfafflu s TUBG1 kao
referentnim genom. Rezultati kvantitativnog PCR-a obradeni su pomocu dvostranog, neuparenog

t-testa, a graficki je prikaz napravljen u programu GraphPad Prism 5.

Iz vrijednosti relativnih ekspresija gena NQO1, HMOX1 i NRF2 u uzorcima iz svih replikata,
izraCunate su prosjecne vrijednosti relativnih ekspresija i standardne greske. Prosjecne

vrijednosti relativnih ekspresija za gene NQO1, HMOX1 i NRF2 u uzrocima FLAG, is02 i is03 iz
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netretiranih stanica nalaze se u Tablici 15, a prosje¢ne vrijednosti i standardna greska u uzorcima
iz stanica tretiranih s H,O, nalaze se u Tablici 16.

Tablica 15. Srednja vrijednost relativnih ekspresija gena NQO1, HMOX1 i NRF2 u uzorcima FLAG, iso2
i is03 iz netretiranih stanica.

Relativna ekspresija gena*
Uzorak NQO1 HMOX1 NRF2
FLAG 1,033 + 0,150 1,162 £ 0,372 1,049 + 0,168
1502 0,694 + 0,125 1,602 + 0,523 1,017 £ 0,223
is03 0,394 + 0,038 0,412 + 0,168 0,356 + 0,099

*Rezultati su prikazani kao SV = SP (n=4)

Tablica 16. Srednja vrijednost relativnih ekspresija gena NQO1, HMOX1 i NRF2 u uzorcima FLAG,

is02 i is03 koji su tretirani s H,0,.

Relativna ekspresija gena*
Uzorak NQO1 HMOX1 NRF2
FLAG 1,053 £ 0,220 1,041 £ 0,220 1,009 + 0,093
is02 0,985 + 0,070 0,996 + 0,073 0,872 +0,077
is03 0,781 + 0,067 0,736 + 0,090 0,924 £ 0,261

*Rezultati su prikazani kao SV £ SP (n=3)

Graficki prikaz rezultata kvantitativnog PCR-a napravljen je u ra¢unalnom programu GraphPad

Prism 5. Grafic¢ki prikaz rezultata za uzorke iz netretiranih stanica nalazi se na Slici 14.

Analizom rezultata ekspresije utvrdeno je statisticki znac¢ajno smanjenje ekspresije gena NQO1 i
NRF2 u stanicama koje prekomjerno eksprimiraju izoformu 3 proteina SH2D3C u odnosu na
stanice transfecirane praznim pFLAGCMV2 vektorom dok nema razlike u ekspresiji gena u

uzorcima stanica koje prekomjerno eksprimiraju izoformu 2 proteina SH2D3C.
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Slika 14. Prikaz analize rezultata kvantitativnog PCR-a za uzorke iz netretiranih stanica. Prikazane su
vrijednosti svih replikata (FLAG — tocke, iso2 — kvadrati, iso3 — trokuti), i srednje vrijednosti relativne
ekspresije sa standardnom greSkom. Zvjezdicama su oznacene statisticki znacajne razlike u ekspresiji
odredene pomoc¢u neuparenog t-testa (NQOL, FLAG vs. iso3 ** p = 0,0060; NRF2, FLAG vs. iso3 * p =

0,0121). Grafovi i statistiCka analiza su napravljeni u programu GraphPad Prism 5.

Graficki prikaz rezultata kvantitativnog PCR-a za uzorke koji su tretirani s H,O, nalazi se na
Slici 15.
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Slika 15. Prikaz analize rezultata kvantitativhog PCR-a za uzorke iz stanica tretiranih s 400 uM H,O..
Prikazane su vrijednosti svih replikata (FLAG — tocke, iso2 — kvadrati, iso3 — trokuti), i srednje
vrijednosti relativne ekspresije sa standardnom greskom. Nema statisticki znacajnih razlika u ekspresiji.

Grafovi i statisti¢ka analiza su napravljeni u programu GraphPad Prism 5.

Utvrdeno je da u stanicama transfeciranim s praznim vektorima i stanicama koje eksprimiraju
izoformu 2, odnosno 3 proteina SH2D3C nakon tretmana s H,O, nema statisticki znacajnih
razlika u ekspresiji gena NQO1, HMOXL1 i NRF2.
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5. Rasprava

Prema nekim procjenama u stanicama se dogada oko 650.000 razli¢itih protein-protein
interakcija i velika veéina jo$ uvijek nije identificirana (Stumpf i sur. 2008). Postoje mnogi
proteini ¢iji interaktori nisu identificirani i mnogi proteini za koje je identificirano manje od 5
interaktora. Jedan od takvih proteina je i dipeptidil-peptidaza 111 (DPP I11). Postoji samo jedan
dokazani interaktor DPP I, protein KEAP1 (engl. kelch like ECH associated protein 1), a DPP
111 je putem te interakcije ukljucen u regulaciju signalnog puta NRF2-KEAP1, jednog od glavnih
puteva regulacije odgovora na oksidacijski stres u stanicama (Hast i sur. 2013). Analizom
interaktoma DPP III u stanicama TRex HEK293T metodom obiljezavanja aminokiselina u
stani¢noj kulturi stabilnim izotopima (SILAC, engl. stable isotope labeling of amino acids in cell
culture) u kombinaciji s masenom spektrometrijom identificiran je protein SH2D3C kao
potencijalni interaktor proteina DPP 11l (neobjavljeni rezultati). Pokazano je da je protein
SH2D3C ukljuc¢en u regulaciju niza stanicnih procesa, uklju¢ujuci stanicnu migraciju i adheziju,
medutim njegova fizioloSka uloga je jo§ uvijek uglavnom nerazjaSnjena. Interakcija DPP III i
SH2D3C mogla bi predstavljati vezu izmedu odgovora na oksidacijski stres putem NRF2-
KEAP1 signalnog puta 1 regulacije procesa u koje je uklju¢en SH2D3C, ukljucujuc¢i stani¢nu
migraciju. U sklopu ovog istrazivanja utvrden je utjecaj prekomjerne ekspresije dviju izoformi
proteina SH2D3C na razinu ekspresije gena koji su pod kontrolom transkripcijskog faktora
NRF2, NQO1, HMOX1 i samog NRF2, s obzirom da regulira i vlastitu transkripciju, da bi se
utvrdilo ima li povec¢ana ekspresija SH2D3C utjecaj na regulaciju NRF2-KEAP1 signalnog puta.
U HEK293T stanicama su prekomjerno eksprimirane izoforme 2 i 3 proteina SH2D3C te je
utvrdeno da u stanicama u kojima je eksprimirana izoforma 3 proteina SH2D3C dolazi do
statisti¢ki znacajnog smanjenja ekspresije gena NQO1 i NRF2, dok je razina ekspresije HMOX1
takoder smanjena, ali ne statisticki znacajno (Tablica 15, Slika 14). NaSa hipoteza je da se
prekomjerno eksprimirani SH2D3C veZze na DPP III i time sprjeCava njegovo vezanje na
KEAPI, ¢ime se smanjuje razina slobodnog NRF2 u stanicama, njegova translokacija u jezgru i
razina ekspresije NRF2-kontroliranih gena. Nasi rezultati (Tablica 15, Slika 14) su djelomi¢no u
skladu s rezultatima istrazivanje Hast i sur. (2013) koji su utvrdili da utiSavanje DPP Il pomoc¢u
malih interferiraju¢ih RNA (siRNA, engl. small interfering RNA) utisava ekspresiju dvaju gena
kontroliranih s NRF2, HMOX1 i GCSm (Hast i sur. 2013) jer je vezanje DPP Il na SH2D3C

imalo sli¢an uc¢inak kao i utiS8avanje samog DPP III. Iznenaduju¢i rezultat je da samo izoforma 3
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proteina SH2D3C pokazuje taj u¢inak jer je u stanicama koje eksprimiraju izoformu 2 ekspresija
NRF2-kontroliranih gena na istoj razini kao i u stanicama transfeciranim praznim pFLAGCMV?2
vektorom (Tablica 16, Slika 15). Vezanje obiju izoformi SH2D3C na DPP III utvrdeno je
pomocu koimunoprecipitacije i GST-izvlacenja (engl. GST-pulldown) (neobjavljeni rezultati) te
smo ocekivali da ¢e prekomjerna ekspresija obiju izoformi uzrokovati smanjenje ekspresije
NRF2-kontroliranih gena. 1zoforme 2 i 3 se razlikuju u N-kraju, obje izoforme sadrze RasGEF-
sli¢nu domenu dok samo izoforma 2 sadrzi 1 SH2 domenu. Moguce je da je razliCito djelovanje
ovih izoformi na ekspresiju NRF2-kontroliranih gena vezano uz SH2 domenu jer je poznato da
se proteini iz porodica NSP putem SH2 domene vezu na aktivirane receptorske kinaze iz
porodica EPH i ERBB, medutim provjera te mogucnosti je van obuhvata ovog rada te ¢e
zahtijevati dodatna istrazivanja. Razina ekspresije gena NQO1, HMOX1 i NRF2 u stanicama koje
prekomjerno eksprimiraju izoforme 2 i 3 proteina SH2D3C mjerena je i u uvjetima oksidacijskog
stresa izazvanog tretmanom s vodikovim peroksidom. Tretman stanica peroksidom ponistava
utjecaj prekomjerne ekspresije izoforme 3 SH2D3C na ekspresiju NRF2-kontroliranih gena,
odnosno razina ekspresije NQO1 i NRF2 u stanicama koje prekomjerno eksprimiraju izoformu 3
SH2D3C se ne razlikuje od ekspresije u stanicama transfeciranim praznim vektorom (Tablica 16,
Slika 15). Taj rezultat je u skladu s rezultatom Lu i sur. (2017) koji su pokazali da tretman
stanica vodikovim peroksidom pojacava vezanje DPP III na KEAP1 i da utiSavanje ekspresije
DPP III ne utjeCe na bazalnu razinu NRF2, ali utjeCe na odgodu translokacije NRF2 u jezgru
nakon tretmana stanica peroksidom te su stanice koje ne eksprimiraju DPP Il osjetljivije na
oksidacijski stres (Lu i sur. 2017). Rezultati ovog istrazivanje prema kojima ekspresije izoforme
3 SH2D3C izaziva smanjenje ekspresije dvaju gena kontroliranih s NRF2 govore u prilog nasoj
tezi da bi interakcija SH2D3C i DPP III mogla predstavljati vezu izmedu odgovora na
oksidacijski stres putem NRF2-KEAPL1 signalnog puta i procesa u koje je ukljucen protein
SH2D3C. Najzanimljivija je moguénost veze izmedu regulacije migracije i NRF2-KEAP1
signalnog puta posto je poznato da je taj put Cesto prekomjerno aktiviran u raku, a stanicna

migracija je izuzetno vazna za proces nastanka udaljenih metastaza.
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6. Zakljucak

Temeljem dobivenih rezultata mozemo izvesti slijedece zakljucke:

1. Izoforme 2 i 3 proteina SH2D3C su uspjesno prekomjerno eksprimirane u stanicama
HEK293T.

2. U bazalnim uvjetima prekomjerna ekspresija izoforme 2 proteina SH2D3C ne utjeCe na

ekspresiju NRF2-kontroliranih gena, NQO1, HMOX1 i NRF2.

3. U bazalnim uvjetima prekomjerna ekspresija izoforme 3 proteina SH2D3C uzrokuje statisticki
znacajno smanjenje ekspresije NRF2-kontroliranih gena, NQO1 i NRF2 u odnosu na stanice

transfecirane praznim vektorom.

4. U uvjetima oksidacijskog stresa nakon tretmana s vodikovim peroksidom prekomjerna
ekspresija obiju izoformi proteina SH2D3C ne utjece na ekspresiju NRF2-kontroliranih gena,
NQO1, HMOX1 i NRF2.

5. Smanjenje ekspresije NRF2-kontroliranih gena, NQO1, HMOX1 i NRF2 nakon prekomjerne
ekspresije izoforme 3 proteina SH2D3C ide u prilog nasoj hipotezi da bi interakcija SH2D3C i
DPP III mogla predstavljati vezu izmedu odgovora na oksidacijski stres putem NRF2-KEAP1
signalnog puta i procesa u koje je uklju¢en protein SH2D3C, medutim potvrda te hipoteze kao i
odredivanje mehanizma djelovanja SH2D3C na signalni put NRF2-KEAP1 zahtjeva daljnja

istrazivanja.
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